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(57)【要約】
　本発明は、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド又はヒト脳
ナトリウム利尿ペプチド断片に高い結合親和性で免疫特
異的に結合する抗体、該抗体を産生し選択するための方
法、該抗体を用いる、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド又
はヒト脳ナトリウム利尿ペプチド断片に対する免疫アッ
セイ及び該抗体を含有する治療組成物に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）ハイブリドーマ細胞株１０６．３（該細胞株はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－
１２０４４を有する。）により産生される抗体及び（２）Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴ
Ａ－６４７６を有するハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６によって産生される抗体
の少なくとも１つと比較した場合、少なくとも約２倍改善しているその平衡解離定数（Ｋ

Ｄ）で、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈＢＮＰ」）のアミノ酸残基５から１８の少
なくとも３つのアミノ酸を含有するエピトープに免疫特異的に結合する単離抗体。
【請求項２】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により産生される抗体と比較した場
合、そのＫＤにおいて少なくとも約２倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項３】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約２倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項４】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により産生される抗体及びハイブリ
ドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤにおい
て少なくとも約２倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項５】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により産生される抗体と比較した場
合、そのＫＤにおいて少なくとも約５倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項６】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約５倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項７】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により産生される抗体及びハイブリ
ドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤにおい
て少なくとも約５倍の改善を示す、請求項１の抗体。
【請求項８】
　前記抗体がｈＢＮＰのアミノ酸残基５から１３を含有するエピトープに免疫特異的に結
合する、請求項１の抗体。
【請求項９】
　前記抗体がｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的に
結合する、請求項１の抗体。
【請求項１０】
　前記単離抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部
分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ド
メイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイ
プ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項１から請求項９の
何れかの抗体。
【請求項１１】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有するハイブリドーマ細胞株３－６３１
－４３６によって産生される抗体と比較した場合、少なくとも約２倍改善しているその平
衡解離定数（ＫＤ）で、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈＢＮＰ」）のアミノ酸残基
１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸を含有するエピトープに免疫特異的に結合する
単離抗体。
【請求項１２】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約５倍の改善を示す、請求項１１の抗体。
【請求項１３】
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　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約１０倍の改善を示す、請求項１１の抗体。
【請求項１４】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約１５倍の改善を示す、請求項１１の抗体。
【請求項１５】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約２０倍の改善を示す、請求項１１の抗体。
【請求項１６】
　前記単離抗体が、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比
較した場合、そのＫＤにおいて少なくとも約２５倍の改善を示す、請求項１１の抗体。
【請求項１７】
　前記単離抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部
分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ド
メイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイ
プ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項１１から請求項１
６の何れかの抗体。
【請求項１８】
　約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の間の会合速度（ｋ

ａ）を有する（但し、ｋａが１．６×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは５．４×１０
－４ｓ－１又は６．５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋａが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１で
あれば、ｋｄは２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋａが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１で
あれば、ｋｄは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋａが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１で
あれば、ｋｄは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋａが５．８×１０６Ｍ－１ｓ－１で
あれば、ｋｄは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋａが１．５×１０６Ｍ－１ｓ－

１であれば、ｋｄは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合
する単離抗体。
【請求項１９】
　前記単離抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部
分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ド
メイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイ
プ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項１８の抗体。
【請求項２０】
　前記抗体が、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的
に結合する、請求項１８又は１９の抗体。
【請求項２１】
　ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体であつて、約２．０×１０－３ｓ－１から約
１．０×１０－６ｓ－１の間の解離速度（ｋｄ）を有する、前記抗体。
【請求項２２】
　前記抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的
ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイ
ン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗
体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項２１の抗体。
【請求項２３】
　前記抗体が、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的
に結合する、請求項２１又は請求項２２の抗体。
【請求項２４】
　ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体であって、約３．５×１０－１０Ｍから約１
．０×１０－１３Ｍの間の平衡解離定数（ＫＤ）を有する、前記抗体。
【請求項２５】
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　前記抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的
ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイ
ン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗
体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項２４の抗体。
【請求項２６】
　ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的に結合する、
請求項２４又は請求項２５の抗体。
【請求項２７】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有する、チャイニーズハムスター卵巣（
「ＣＨＯ」）細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５。
【請求項２８】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有するＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ５から抽出されたＤＮＡから作製された抗体。
【請求項２９】
　ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５により産生される、キメラ抗体又はそのｈＢＮ
Ｐ－エピトープ結合断片（該細胞株はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有す
る。）。
【請求項３０】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有する、チャイニーズハムスター卵巣（
「ＣＨＯ」）細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８。
【請求項３１】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有するＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ８から抽出されたＤＮＡから作製された抗体。
【請求項３２】
　ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される、キメラ抗体又はそのｈＢＮ
Ｐ－エピトープ結合断片（該細胞株はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有す
る。）。
【請求項３３】
　ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体であって、前記抗体は、可変重鎖ドメイン及
び可変軽鎖ドメインを有し、可変重鎖ドメインは、重鎖相補性決定領域（「ＣＤＲ」）１
、重鎖ＣＤＲ２及び重鎖ＣＤＲ３を含有し、可変軽鎖ドメインは、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖Ｃ
ＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３を含有し、
　（ａ）重鎖ＣＤＲ１は、
　Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｔｒｐ－Ｍｅｔ－Ａｓｎ
（配列番号８４）
のアミノ酸配列を有し；
　（ｂ）重鎖ＣＤＲ２は、
　Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ
－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ（配列番号８５）
のアミノ酸配列を有し、
　（ｃ）重鎖ＣＤＲ３は、
　Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ（配列番号８６）
のアミノ酸配列を有し；
　（ｄ）軽鎖ＣＤＲ１は、
　Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ
－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号８７）
のアミノ酸配列を有し、
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、
　Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号
８３）
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の式を有するアミノ酸配列を有し、
　（Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニンから
なる群から選択され；
　Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチオニンからなる群から選択
され；
　Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及びアスパラギン酸からなる群から
選択され；
　Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからなる群から選択され；
　但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及びＸａａ１２がリジ
ンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外である。）、並びに
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、
　Ｌｅｕ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ（配列番号８９）のアミノ
酸配列を有する、抗体。
【請求項３４】
　Ｘａａ９が、グルタミンであり、
　Ｘａａ１０が、アスパラギンであり、
　Ｘａａ１１が、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項３５】
　Ｘａａ９が、ヒスチジンであり、
　Ｘａａ１０が、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１が、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項３６】
　Ｘａａ９が、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０が、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１が、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項３７】
　Ｘａａ９が、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０が、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項３８】
　Ｘａａ９が、バリンであり、
　Ｘａａ１０が、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項３９】
　Ｘａａ９が、アルギニンであり、
　Ｘａａ１０が、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項４０】
　Ｘａａ９が、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０が、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項４１】
　Ｘａａ９が、トリプトファンであり、
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　Ｘａａ１０が、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１が、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項４２】
　Ｘａａ９が、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０が、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２が、リジンである、請求項３３の抗体。
【請求項４３】
　Ｘａａ９が、バリンであり、
　Ｘａａ１０が、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１が、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２が、イソロイシンである、請求項３３の抗体。
【請求項４４】
　前期抗体がモノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的
ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイ
ン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗
体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片である、請求項３３から請求項４３の
何れかの抗体。
【請求項４５】
　ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的に結合する、
請求項４４の抗体。
【請求項４６】
　請求項１、１１、１８、２１、２４、２８、２９及び３１から４３の何れかの抗体を含
む、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対する免疫アッセイ。
【請求項４７】
　ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する単一の抗体を含む、請求項４６に記
載の免疫アッセイ。
【請求項４８】
　ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対するさらなる特異的結合パートナーをさらに含む、請求
項４６に記載の免疫アッセイ。
【請求項４９】
　請求項１、１１、１８、２１、２４、２８、２９及び請求項３１から請求項４３の何れ
かの抗体の治療的有効量を含む、医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド又はヒト脳ナトリウム利尿ペプチド断片に高
い結合親和性で免疫特異的に結合する抗体、該抗体を産生し選択するための方法、該抗体
を用いる、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド又はヒト脳ナトリウム利尿ペプチド断片に対す
る免疫アッセイ及び該抗体を含有する治療組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　心房性ナトリウム利尿ペプチド（本明細書中で以後、「ＡＮＰ」と呼ぶ。）、脳ナトリ
ウム利尿ペプチド（本明細書中で以後、「ＢＮＰ」と呼ぶ。）、Ｃ型ナトリウム利尿ペプ
チド（本明細書中で以後、「ＣＮＰ」と呼ぶ。）及びデンドロアスピス（Ｄｅｎｄｒｏａ
ｓｐｉｓ、マンバヘビ）ナトリウム利尿ペプチド（本明細書中で以後、「ＤＮＰ」と呼ぶ
。）は、それぞれ、「ナトリウム利尿ペプチド」として知られているホルモンのファミリ
ーのメンバーである。ＡＮＰ及びＢＮＰは、幅広い生物学的特性が共通しており、心臓ナ
トリウム利尿系に属する。ＡＮＰ及びＢＮＰの両者は心筋細胞由来であるが、一方、ＣＮ
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Ｐは内皮細胞由来である。ＤＮＰは、ミドリマンバヘビの毒液から単離されたもので、Ａ
ＮＰ、ＢＮＰ及びＣＮＰと構造的に類似性がある。
【０００３】
　ＢＮＰの名称の由来は、それが最初にブタ脳から単離されたからであり、したがって「
ＢＮＰ」は「脳ナトリウム利尿ペプチド」を表した。しかし、ＢＮＰは心臓ナトリウム利
尿系に属するので、「脳」は、「Ｂ型」に変更された。したがって、「ＢＮＰ」は現在、
「Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド」と呼ばれる。
【０００４】
　ＡＮＰは、心房において心臓により分泌される。ＢＮＰは、冠状静脈洞を通じて心臓に
より、主に心室から分泌される。ＢＮＰは、１０８アミノ酸ポリペプチド前駆体として分
泌される（Ｖａｌｌｉら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅｄ．、１３４（５）：４３７－４
４４（１９９９年１１月）を参照）。ＢＮＰの成熟型は、２個のシステイン残基間のジス
ルフィド結合により閉じられた１７アミノ酸環、９アミノ酸のアミノ末端テール及び６ア
ミノ酸のカルボキシ末端テールを有する３２アミノ酸（１０８アミノ酸ポリペプチド前駆
体のアミノ酸７７－１０８に相当する。）からなる。ＡＮＰ及びＣＮＰもまた、２個のシ
ステイン残基間のジスルフィド結合により閉じられた１７アミノ酸の環を有する。この環
の１７個のアミノ酸のうち１１個は、この３種類の分子間で保存されている。７アミノ酸
環構造に加えて、ＡＮＰは、６アミノ酸のアミノ末端テール及び５アミノ酸のカルボキシ
末端テールを有する。ＡＮＰは、ＡＮＰの主要な貯蔵型である１２６アミノ酸Ｐｒｏ－Ａ
ＮＰ型として産生される。アミノ酸９８と９９との間のタンパク質分解性の切断後、成熟
２８アミノ酸ペプチドＡＮＰが冠状静脈洞血漿において見られる（Ｙａｎｄｅｌ、Ｊ．Ｉ
ｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄ．、２３５：５６１－５７６（１９９４）参照）。
【０００５】
　ＣＮＰは、脳及び脳脊髄液において見られ、中枢神経系において３種類のペプチドの中
で最も主要なものである。ＣＮＰが心臓に存在するとしてもわずかである。Ｐｒｏ－ＣＮ
Ｐは、活性ペプチドである、ＣＮＰ－５３（アミノ酸５１から１０３）又はＣＮＰ－２２
（アミノ酸８２から１０３）の何れかにプロセシングされる１０３アミノ酸ペプチドであ
る。さらに、１７アミノ酸環構造、ＣＮＰ－２２は、５アミノ酸のアミノ末端テールを有
し、カルボキシ末端テールがない。ＣＮＰ－５３は、アミノ末端部の３１アミノ酸の延長
部分を除き、ＣＮＰ－２２と同一である。
【０００６】
　既に述べたように、ＤＮＰはミドリマンバヘビの毒液から単離された。ＤＮＰの成熟型
は３８アミノ酸からなる。ＤＮＰ様免疫反応性（ＤＮＰ－ＬＩ）がヒト血漿において報告
されており、ＤＮＰ－ＬＩの血漿濃度は、うっ血性心不全の患者において上昇しているこ
とが分かっている（Ｃａｔａｌｉｏｔｔｉら、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｃ．、７６：
１１１－１１１９（２００１）参照）。さらに、合成ＤＮＰの点滴により、血漿及び尿の
環状グアノシン一リン酸の上昇に付随して、顕著なナトリウム利尿及び利尿が起こること
も知られている（同上）。
【０００７】
　天然ヒトナトリウム利尿ペプチドに伴う問題の１つは、これらが血漿及び血清中で不安
定なことである。具体的に、プロテアーゼなどの酵素はこれらのペプチドを切断する。例
えば、プロテアーゼはアミノ酸鎖の様々な場所でＢＮＰ（天然及び合成）を切断する。例
えば、プロテアーゼ切断は、アミノ酸２から３の間のＢＮＰのアミノ末端（Ｓｈｉｍｉｚ
ｕら、Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ、３１６：１２９－１３５（２００２
））及びアミノ酸３０から３２の間のそのカルボキシ末端で起こることが知られている。
さらに、ＢＮＰのエンドペプチダーゼ切断も本分野で知られている（Ｄａｖｉｄｓｏｎ及
びＳｔｒｕｔｈｅｒｓ、Ｊ．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ、１２：３２９－３３６（１９９
４））。
【０００８】
　一般集団において、ヒトでの成熟型ＢＮＰ（即ち、３２アミノ酸分子（ＢＮＰの前駆体
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ポリペプチドのアミノ酸７７－１０８））（本明細書中で以後、「ｈＢＮＰ」と呼ぶ。）
の測定は、うっ血性心不全、虚血性心疾患、心房細動及び腎機能障害などの心臓疾患を反
映することが分かっている。実際に、心疾患において、急性心筋梗塞後及び無症候性又亜
臨床心室機能障害の間、ヒト血漿中のＢＮＰレベルが上昇することが報告されている（Ｍ
ｕｋｏｙａｍａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、８７：１１４０２－１１４１２（１
９９１）、Ｍｏｔｗａｎｉら、Ｌａｎｃｅｔ、３４１：１１０９－１１１３（１９９３）
、Ｙｏｓｈｉｂａｙａｓｈｉら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３２７：４３４（１９
９２）参照）。うっ血性心不全、慢性腎機能不全及び重度の高血圧においてＡＮＰの循環
レベルの上昇が見られる。ヒト血漿中でのＣＮＰの存在は、ＣＮＰ－２２としてのその有
無の報告と未だ意見の分かれるところである。（Ｙａｎｄｅｌ、Ｊ．Ｉｎｔｅｒｎａｌ　
Ｍｅｄ．、２３５：５６１－５７６（１９９４）参照）。
【０００９】
　リガンド結合アッセイは、特異的結合タンパク質と選択的に反応する、一般にリガンド
と呼ばれる物質の濃度を測定するための分析技術である。特異的抗体と選択的に反応する
抗原濃度を測定する免疫アッセイは、リガンド結合アッセイの類の例である。
【００１０】
　血漿中のヒトナトリウム利尿ペプチド、特にｈＢＮＰ、を測定するための、免疫アッセ
イなどのリガンド結合アッセイは、当技術分野で周知であり、市販されている。これらの
免疫アッセイでは、少なくとも１又は２種類の特異的抗体ならびに少なくとも１つのキャ
リブレーター及び、理想的には、少なくとも１つの対照を使用する必要がある。キャリブ
レーター及び対照に加えて、免疫アッセイの場合、少なくとも１つの試験試料を使用する
必要がある。試験試料は、通常、血清、血漿、全血又はその他の体液由来の生物試料であ
る（普通は、ヒト患者から）。試験試料中の少なくとも１種類のヒトナトリウム利尿ペプ
チドのレベルを免疫アッセイにおいて定量する。
【００１１】
　例えば、米国特許第６，１６２，９０２号（本明細書中で以後、「９０２特許」と呼ぶ
。）は、ｈＢＮＰのエピトープ１－１０、５－１３及び１５－２５に対して単一特異的に
反応性がある単離抗体を開示する。より具体的には、この「９０２特許」は、２種類の単
離モノクローナル抗体を記載している。第一のモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ細
胞株１０６．３（ＡＴＣＣ受託番号ＨＢ－１２０４４）により産生され、ｈＢＮＰのエピ
トープ５－１３と単一特異的に反応性がある。第二のモノクローナル抗体は、ハイブリド
ーマ細胞株２０１．３（ＡＴＣＣ受託番号ＨＢ１２０４５）により産生され、ｈＢＮＰの
エピトープ１－１０と単一特異的に反応性がある。この「９０２特許」はまた、生物試料
中のｈＢＮＰの量を定量することを目的とする免疫アッセイにおける上記の抗体の使用も
記載している。米国特許第６，６７７，１２４号（本明細書中で以後、「１２４特許」と
呼ぶ。）は、ｈＢＮＰのＣ末端領域で見られるＬＹＳ－ＶＡＬ－ＬＥＵ－ＡＲＧ－ＡＲＧ
－ＨＩＳのアミノ酸配列を有するエピトープ（すなわちエピトープ２７－３２）に結合す
るモノクローナル抗体を開示する。より具体的には、この「１２４特許」は、ハイブリド
ーマ細胞株ＢＣ２０３（ＦＥＲＭ　ＢＰ－３５１５）により産生されるモノクローナル抗
体を記載している。この「１２４特許」はまた、このモノクローナル抗体を用いたｈＢＮ
Ｐに対する免疫アッセイも記載している。
【００１２】
　ｈＢＮＰ免疫アッセイなどの免疫アッセイで使用される抗体の特異性及び感度が非常に
重要であることが当技術分野で一般に知られている。１以上の抗体の特異性及び感度の両
方を向上させる一つの方法は、抗体の、その目的とする標的（すなわち抗原）に対する結
合親和性を向上させることである。目的とする標的に対する結合親和性が向上している抗
体は、特異性及び感度が高くなっているはずである。それゆえ、高い結合親和性でヒトＢ
ＮＰと特異的に結合し、したがってｈＢＮＰ免疫アッセイで使用される場合に高い特異性
及び感度を示す新しい抗体が当技術分野で必要とされている。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】米国特許第６，１６２，９０２号明細書
【特許文献２】米国特許第６，６７７，１２４号明細書
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Ｖａｌｌｉら、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅｄ．、１３４（５）、１９
９９年１１月、ｐｐ．４３７－４４４
【非特許文献２】Ｙａｎｄｅｌ、Ｊ．Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄ．、２３５、１９９４年
、ｐｐ．５６１－５７６
【非特許文献３】Ｃａｔａｌｉｏｔｔｉら、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｃ．、７６、２
００１年、ｐｐ．１１１－１１１９
【非特許文献４】Ｓｈｉｍｉｚｕら、Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ、３１
６、２００２年、ｐｐ．１２９－１３５
【非特許文献５】Ｄａｖｉｄｓｏｎ及びＳｔｒｕｔｈｅｒｓ、Ｊ．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉ
ｏｎ、１２、１９９４年、ｐｐ．３２９－３３６
【非特許文献６】Ｍｕｋｏｙａｍａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、８７、１９９１
年、ｐｐ．１１４０２－１１４１２
【非特許文献７】Ｍｏｔｗａｎｉら、Ｌａｎｃｅｔ、３４１、１９９３年、ｐｐ．１１０
９－１１１３
【非特許文献８】Ｙｏｓｈｉｂａｙａｓｈｉら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．、３２７
、１９９２年、ｐｐ．４３４
【発明の概要】
【００１５】
　ある態様において、本発明は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（この細胞株はＡ．Ｔ
．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）により産生される抗体と比較した場合
、少なくとも約２倍高い平衡解離定数（ＫＤ）で、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈ
ＢＮＰ」）のアミノ酸残基５から１３を含有するエピトープに免疫特異的に結合する単離
抗体に関する。より具体的には、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３によ
り産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが、少なくとも約３倍改善、少なくとも約５
倍改善、少なくとも約１０倍改善、少なくとも約１５倍改善、少なくとも約２０倍改善又
は少なくとも約２５倍改善している。本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特
異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメ
ラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片
、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ
結合断片であり得る。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、約５．０×１０４から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の
間の会合速度（ｋａ）を有する、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関する。よ
り具体的には、本発明の抗体は、約３．３×１０４から約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１の
間、約２．５×１０４から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の間又は約２．４×１０４から
約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１の間の会合速度を有する。本発明の単離抗体は、モノク
ローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗
体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活性
のあるそのエピトープ結合断片であり得る。さらに、この単離抗体は、ｈＢＮＰのアミノ
酸残基５から１３を含有するエピトープに免疫特異的に結合する。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、約１．０×１０－３から約１．０×１０－６・ｓ－１の
間の解離速度（ｋｄ）を有する、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関する。よ



(10) JP 2010-527920 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

り具体的には、本発明の抗体は、約１．０×１０－３から約１．０×１０－５・ｓ－１の
間又は約１．０×１０－３から約１．０×１０－４・ｓ－の間の解離速度を有する。本発
明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部
分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ド
メイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイ
プ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。さらに、この単離抗
体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基５から１３を含有するエピトープに免疫特異的に結合する
。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、約４．２×１０－１１Ｍから約１×１０－１５Ｍの間の
平衡解離定数（ＫＤ）を有する、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関する。よ
り具体的には、本発明の抗体は、約４．０×１０－１１Ｍから約１．０×１０－１４Ｍの
間、約３．０×１０－１１Ｍから約１．０×１０－１３Ｍの間、約２．０×１０－１１Ｍ
から約８．０×１０－１３Ｍの間又は約１．０×１０－１２Ｍから約７．４×１０－１３

Ｍの間の平衡解離定数を有する。本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性
抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗
体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジ
スルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合
断片であり得る。さらに、この単離抗体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基５から１３を含有す
るエピトープに免疫特異的に結合する。
【００１９】
　さらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６９８７を有
するチャイニーズハムスター卵巣（「ＣＨＯ」）細胞株１０６．３ＡＭ１に関する。
【００２０】
　またさらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６９８７
を有するＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１から抽出されたＤＮＡから作製された抗体に関す
る。
【００２１】
　さらに別の態様において、本発明は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される
、キメラ抗体又はそのｈＢＮＰ－エピトープ結合断片に関する（この細胞株はＡ．Ｔ．Ｃ
．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６９８７を有する。）。
【００２２】
　またさらなる態様において、本発明は、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関
するが、この抗体は可変重鎖ドメイン及び可変軽鎖ドメインを有し、この可変重鎖ドメイ
ンは、重鎖相補性決定領域（「ＣＤＲ」）１、重鎖ＣＤＲ２及び重鎖ＣＤＲ３を含有し、
この可変軽鎖ドメインは、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３を含有し、
　（ａ）重鎖ＣＤＲ１は、Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－
Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ（配列番号６）のアミノ酸配列を有し；
　（ｂ）重鎖ＣＤＲ２は、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｕ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌ
ｙ（配列番号１２）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ１は、プロリン及びアラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ２は、イソロイシン及びチロシンからなる群から選択され；
　（ｃ）重鎖ＣＤＲ３は、Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－
Ｔｙｒ（配列番号８）のアミノ酸配列を有し；
　（ｄ）軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｖａｌ－Ａ
ｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号１
３）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ３は、セリン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、スレオ
ニン及びアルギニンからなる群から選択され；
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　式中、Ｘａａ４は、グルタミン、チロシン、トリプトファン、アラニン及びフェニルア
ラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ５は、セリン、グリシン、プロリン、アラニン及びアスパラギン酸からな
る群から選択され；
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｓ
ｅｒ（配列番号１４）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ６は、アスパラギン及びシステインからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ７は、ロイシン、グリシン及びアラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ８は、グルタミン酸、トリプトファン及びプロリンからなる群から選択さ
れ；
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－
Ｐｈｅ－Ｔｈｒ（配列番号１１）のアミノ酸配列を有し、
　軽鎖ＣＤＲ１がＬｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－
Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）のアミノ酸配
列を有し、軽鎖ＣＤＲ２がＡｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（
配列番号１０）のアミノ酸配列を有する場合、重鎖ＣＤＲ２は、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ
－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ
－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）以外のアミノ酸配列を有し、重鎖ＣＤ
Ｒ２がアミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ
－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番
号７）を有し、軽鎖ＣＤＲ２がアミノ酸配列Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－
Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１９）を有する場合、軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙ
ｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）以外のアミノ酸配列を有し、又は、重鎖ＣＤＲ２がＴ
ｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔ
ｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）のアミノ酸配列
を有し、軽鎖ＣＤＲ１が、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－
Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）のア
ミノ酸配列を有する場合、軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－
Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１０）以外のアミノ酸配列を有する。
【００２３】
　より具体的には、上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はアラニンであり得；
　Ｘａａ２はチロシンであり得；
　Ｘａａ３はセリンであり得；
　Ｘａａ４はグルタミンであり得；
　Ｘａａ５はセリンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はグルタミンであり得；
　Ｘａａ４はフェニルアラニンであり得；
　Ｘａａ５はアラニンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
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　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はチロシンであり得；
　Ｘａａ４はアラニンであり得；
　Ｘａａ５はセリンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はグルタミンであり得；
　Ｘａａ４はトリプトファンであり得；
　Ｘａａ５はグリシンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はスレオニンであり得；
　Ｘａａ４はトリプトファンであり得；
　Ｘａａ５はアスパラギン酸であり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はアルギニンであり得；
　Ｘａａ４はトリプトファンであり得；
　Ｘａａ５はプロリンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はアラニンであり得；
　Ｘａａ４はチロシンであり得；
　Ｘａａ５はグリシンであり得；
　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ４はトリプトファンであり得；
　Ｘａａ５はプロリンであり得；
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　Ｘａａ６はアスパラギンであり得；
　Ｘａａ７はロイシンであり得；
　Ｘａａ８はグルタミン酸であり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はセリンであり得；
　Ｘａａ４はグルタミンであり得； 
　Ｘａａ５はセリンであり得；
　Ｘａａ６はシステインであり得；
　Ｘａａ７はグリシンであり得；
　Ｘａａ８はトリプトファンであり得るか；又は
　上述の単離抗体において：
　Ｘａａ１はプロリンであり得；
　Ｘａａ２はイソロイシンであり得；
　Ｘａａ３はセリンであり得；
　Ｘａａ４はグルタミンであり得；
　Ｘａａ５はセリンであり得；
　Ｘａａ６はシステインであり得；
　Ｘａａ７はアラニンであり得；
　Ｘａａ８はプロリンであり得る。
【００２４】
　上述の抗体は、約４．２×１０－１１Ｍから約１．０×１０－１５Ｍの間、約４．０×
１０－１１Ｍから約１．０×１０－１４Ｍの間、約３．０×１０－１１Ｍから約１．０×
１０－１３Ｍの間、約２．０×１０－１１Ｍから約８．０×１０－１３Ｍの間又は約１．
０×１０－１２Ｍから約７．４×１０－１３Ｍの間の平衡解離定数（ＫＤ）を有し得る。
さらに、上述の抗体は、約５．０×１０４から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１Ｍの間の会
合速度（ｋａ）を有し得る。さらに、上述の抗体は、約１．０×１０－３から１．０×１
０－６ｓ－１の間の解離速度（ｋｄ）を有し得る。さらに、本発明の上述の抗体は、モノ
クローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物
抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断
片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活
性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。最後に、上述の抗体は、ｈＢＮＰのアミノ
酸残基５から１３を含有するエピトープに免疫特異的に結合し得る。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のための免疫アッセイに関し
、この免疫アッセイは、本明細書で前に述べた本発明の抗体の何れか１種類を含む。より
具体的には、この免疫アッセイは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗
体を１種類のみ含み得る。さらに、この免疫アッセイは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対
するさらなる特異的結合パートナーをさらに含み得る。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、本明細書中で前に述べた本発明の抗体の何れかの治療的
有効量と、医薬的に許容可能な担体又は賦形剤と、を含有する医薬組成物に関する。
【００２７】
　さらに別の態様において、本発明は、（１）ハイブリドーマ細胞株１０６．３（この細
胞株はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）により産生される抗体及
び（２）Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有するハイブリドーマ細胞株３－
６３１－４３６により産生される抗体の少なくとも１つと比較した場合、少なくとも約２
倍改善した平衡解離定数（ＫＤ）で、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈＢＮＰ」）の
アミノ酸残基５から１８の少なくとも３つのアミノ酸を含有するエピトープに免疫特異的
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に結合する単離抗体に関する。より具体的には、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株
１０６．３により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが少なくとも約２倍の改善を
示し、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６によって産生される抗体と比較した場合
、そのＫＤが少なくとも約２倍の改善を示し、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により産
生される抗体及びハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較
した場合、そのＫＤが少なくとも約２倍の改善を示し、ハイブリドーマ細胞株１０６．３
により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが少なくとも約５倍の改善を示し、ハイ
ブリドーマ細胞株３－６３１－４３６によって産生される抗体と比較した場合、そのＫＤ

が少なくとも約５倍の改善を示し、又はハイブリドーマ細胞株１０６．３により産生され
る抗体及びハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場
合、そのＫＤが少なくとも約５倍の改善を示す。さらに、本発明の抗体は、ｈＢＮＰのア
ミノ酸残基５から１３を含むエピトープへ免疫特異的に結合する。あるいは、本発明の抗
体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含むエピトープへ免疫特異的に結合する。
本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体
、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単
一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオ
タイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。
【００２８】
　さらなる態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有す
るハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、少な
くとも約２倍改善した平衡解離定数（ＫＤ）で、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈＢ
ＮＰ」）のアミノ酸残基１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸を含有するエピトープ
に免疫特異的に結合する単離抗体に関する。より具体的には、本発明の抗体は、ハイブリ
ドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが少な
くとも約５倍の改善を示し、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６によって産生され
る抗体と比較した場合、そのＫＤが少なくとも約１０倍の改善を示し、ハイブリドーマ細
胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが少なくとも約
１５倍の改善を示し、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体と
比較した場合、そのＫＤが少なくとも約２０倍の改善を示し、又はハイブリドーマ細胞株
３－６３１－４３６により産生される抗体と比較した場合、そのＫＤが少なくとも約２５
倍の改善を示す。本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体
、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ
、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合
Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る
。
【００２９】
　さらなる態様において、本発明は、約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０
８Ｍ－１ｓ－１の間の会合速度（ｋａ）を有する（但し、ｋａが１．６×１０６Ｍ－１ｓ
－１であれば、ｋｄは５．４×１０－４ｓ－１又は６．５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋ

ａが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋ

ａが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋ

ａが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋ

ａが５．８×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又
はｋａが１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｄは４．１×１０－４ｓ－１ではない
。）、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関する。本発明の単離抗体は、モノク
ローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗
体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディオタイプ抗体又は機能的に活性
のあるそのエピトープ結合断片であり得る。本発明の単離抗体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残
基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的に結合する。
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【００３０】
　さらに別の態様において、本発明は、約２．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－

６ｓ－１の間の解離速度（ｋｄ）を有する、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に
関する。本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒ
ト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖
抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗
イディオタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。本発明
の単離抗体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的
に結合する。
【００３１】
　さらに別の態様において、本発明は、約３．５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１

３Ｍの間の平衡解離定数（ＫＤ）を有する、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に
関する。本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒ
ト化抗体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖
抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗
イディオタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。本発明
の単離抗体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含有するエピトープに免疫特異的
に結合する。
【００３２】
　さらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有
するチャイニーズハムスター卵巣（「ＣＨＯ」）細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５に関す
る。
【００３３】
　さらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有
するＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５から抽出されたＤＮＡから作製された抗体に
関する。
【００３４】
　さらに別の態様において、本発明は、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５（該細胞
株は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９を有する。）によって産生されたキメ
ラ抗体又はそのｈＢＮＰエピトープ結合断片に関する。
【００３５】
　さらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有
するチャイニーズハムスター卵巣（「ＣＨＯ」）細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８に関す
る。
【００３６】
　さらに別の態様において、本発明は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有
するＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８から抽出されたＤＮＡから作製された抗体に
関する。
【００３７】
　さらに別の態様において、本発明は、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８（該細胞
株は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８を有する。）によって産生されたキメ
ラ抗体又はそのｈＢＮＰエピトープ結合断片に関する。
【００３８】
　さらに別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する単離抗体に関す
るが、この抗体は可変重鎖ドメイン及び可変軽鎖ドメインを有し、この可変重鎖ドメイン
は、重鎖相補性決定領域（「ＣＤＲ」）１、重鎖ＣＤＲ２及び重鎖ＣＤＲ３を含有し、こ
の可変軽鎖ドメインは、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３を含有し、
　（ａ）重鎖ＣＤＲ１は、Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－
Ｔｒｐ－Ｍｅｔ－Ａｓｎ（配列番号８４）のアミノ酸配列を有し；
　（ｂ）重鎖ＣＤＲ２は、Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－
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Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ（配列番号
８５）のアミノ酸配列を有し、
　（ｃ）重鎖ＣＤＲ３は、Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ（配列番号８６）のアミノ酸配列を有
し；
　（ｄ）軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－
Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号
８７）のアミノ酸配列を有し、
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇ
ｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号８３）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニン
からなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチオニンからなる群か
ら選択され；
　式中、Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及びアスパラギン酸からなる
群から選択され；
　式中、Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからなる群から選択され；
　但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及びＸａａ１２がリジ
ンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外であり；並びに
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｌｅｕ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ（
配列番号８９）のアミノ酸配列を有する。
【００３９】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、グルタミンであり、
　Ｘａａ１０は、アスパラギンであり、
　Ｘａａ１１は、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４０】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、ヒスチジンであり、
　Ｘａａ１０は、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１は、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４１】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０は、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１は、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４２】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０は、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４３】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、バリンであり、
　Ｘａａ１０は、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
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【００４４】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、アルギニンであり、
　Ｘａａ１０は、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４５】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０は、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４６】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０は、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１は、スレオニンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４７】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、トリプトファンであり、
　Ｘａａ１０は、メチオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギンであり、及び
　Ｘａａ１２は、リジンである。
【００４８】
　より具体的には、上記単離抗体において、
　Ｘａａ９は、バリンであり、
　Ｘａａ１０は、スレオニンであり、
　Ｘａａ１１は、アスパラギン酸であり、及び
　Ｘａａ１２は、イソロイシンである。
【００４９】
　本発明の単離抗体は、モノクローナル抗体、多重特異性抗体、ヒト抗体、完全ヒト化抗
体、部分的ヒト化抗体、動物抗体、組換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ、１本鎖抗体、
単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ、抗イディ
オタイプ抗体又は機能的に活性のあるそのエピトープ結合断片であり得る。本発明の単離
抗体は、ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８を含むエピトープへ免疫特異的に結合する
。
【００５０】
　さらに別の態様において、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対するイムノアッセイに関し、
前記イムノアッセイは、本発明の前記抗体の何れか１つを含む。より具体的には、前記イ
ムノアッセイは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する単一の抗体のみを含
み得る。さらに、前記イムノアッセイは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対するさらなる特
異的結合対をさらに含み得る。
【００５１】
　別の態様において、本発明は、本発明の前記抗体の何れかの治療的有効量と及び医薬と
して許容される担体又は賦形剤とを含む医薬組成物に関する。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】図１は、高い結合親和性でヒトＢＮＰに免疫特異的に結合する抗体を同定し作製
するために使用される段階を示すフローチャートである。
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【図２】図２は、図４で示される１０６．３　１本鎖可変断片を含有するベクターｐＹＤ
４１－４０に対するプラスミドマップである。
【図３Ａ】図３Ａは、図２で示されるベクターのヌクレオチド配列である。
【図３Ｂ】図３Ｂは、図２で示されるベクターのヌクレオチド配列である。
【図３Ｃ】図３Ｃは、図２で示されるベクターのヌクレオチド配列である。
【図３Ｄ】図３Ｄは、図２で示されるベクターのヌクレオチド配列である。
【図３Ｅ】図３Ｅは、図２で示されるベクターのヌクレオチド配列である。
【図４】図４は、１０６．３　１本鎖可変断片（「ｓｃＦｖ」）の略図である。
【図５】図５は、１０６．３　１本鎖可変断片（「ｓｃＦｖ」）のアミノ酸配列を示す。
実線を引いた配列は、可変重鎖配列（「ＶＨ」）を表し、二重線を引いた配列はリンカー
を表し、点線を引いた配列は可変軽鎖配列（「ＶＬ」）を表す。斜字体及び太字は、相補
性決定領域（ＣＤＲ）を示す。
【図６Ａ】図６Ａは、１０６．３　ｓｃＦｖのヌクレオチド配列を示す。
【図６Ｂ】図６Ｂは、１０６．３　ｓｃＦｖのヌクレオチド配列を示す。
【図７Ａ】図７Ａは、酵母発現全長１０６．３　１本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）が環状ＢＮ
Ｐ（配列番号５）に結合することを示す。より具体的には、この図は、１０６．３ｓｃＦ
ｖ発現酵母を環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）又は抗－Ｖ５と温置し、次いで二
次試薬ストレプトアビジンフィコエリスリン（ＳＡ：ＰＥ）と温置したことを示す。この
フローサイトメトリーのヒストグラムは、抗－Ｖ５により検出した場合の１０６．３　ｓ
ｃＦｖの全長発現及び１０６．３　ｓｃＦｖの環状ＢＮＰペプチド（１－３２）（配列番
号５）への結合能を示す。ＰＥ単位（横座標）：１０２、１０３、１０４及び１０５。カ
ウント単位（縦座標）：０、５０、１００、１５０。
【図７Ｂ】図７Ｂは、酵母発現全長１０６．３　１本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）が環状ＢＮ
Ｐ（配列番号５）に結合することを示す。より具体的には、この図は、１０６．３ｓｃＦ
ｖ発現酵母を環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）又は抗－Ｖ５と温置し、次いでヤ
ギ抗マウス－フィコエリスリン（ＧＡＭ：ＰＥ）と温置したことを示す。このフローサイ
トメトリーのヒストグラムは、抗－Ｖ５により検出した場合の１０６．３　ｓｃＦｖの全
長発現及び１０６．３　ｓｃＦｖの環状ＢＮＰペプチド（１－３２）（配列番号５）への
結合能を示す。ＰＥ単位（横座標）：１０２、１０３、１０４及び１０５。カウント単位
（縦座標）：０、２５、５０、７５、１００、１２５。
【図８】図８は、１０６．３　ｓｃＦｖオフ速度（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）測定を示す。より
具体的には、酵母発現１０６．３　ｓｃＦｖをビオチン化環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配
列番号５）の飽和濃度と温置した。次に、細胞を洗浄し、非標識ＢＮＰ　１－３２ｃ（配
列番号５）の飽和濃度と温置した。各時点で、細胞を氷上に移し、洗浄し、ＳＡ：ＰＥと
温置した。３０分後、細胞を再び洗浄し、フローサイトメーターで分析した。個々の時間
点をフィットさせるために一次減衰式を使用した（ｍ１は、時間０での理論的最大平均蛍
光単位（「ＭＦＵ」）であり、ｍ２はオフ速度（「ｋｏｆｆ」）であり、ｍ３は、自己蛍
光によるバックグラウンドＭＦＵであり、Ｍ０（ｘは、測定されている時間である。）は
、測定が行われる時間ｘであった。ｔ１／２＝ｌｎ２／ｋｏｆｆを用いて環状ＢＮＰ（１
－３２ｃ）に結合する１０６．３　ｓｃＦｖの半減期（ｔ１／２）を計算した。半減期の
１．５倍は、１０６．３　ＣＤＲ突然変異誘発ライブラリーを分類するために使用された
時間であった。
【図９】図９は、相補性決定領域の３アミノ酸位置（９ヌクレオチド）が無作為にライブ
ラリーごとに突然変異化されるように、どのように縮重オリゴヌクレオチドを設計するか
を示す図表である。
【図１０】図１０は、酵母相同組換えを用いてどのように１０６．３　ｓｃＦｖライブラ
リーを構築するかを示す図表である。より具体的には、ライブラリーにおいて突然変異誘
発されているヌクレオチドを除外するために、ギャップのあるベクターをＰＣＲで作製し
た。縮重１本鎖オリゴヌクレオチドを合成した。ギャップのあるベクター及び１本鎖縮重
オリゴヌクレオチドをＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（酵母）株ＥＢＹ１００へと形質転換し
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た。トリプトファン欠乏グルコース培地中で形質転換クローンを選択した。
【図１１】図１１は、ＣＤＲ突然変異誘発ライブラリーから単離された１０６．３　ｓｃ
Ｆｖバリアントのオフ速度が改善したこと（すなわち前記バリアントのｋｏｆｆが遅くな
った。）を示す概略である。
【図１２Ａ】図１２Ａは、ｓｃＦｖ　１０６．３バリアントの配列特性を示す。より具体
的には、１０６．３バリアントからプラスミドＤＮＡを単離し、ｓｃＦｖ遺伝子の配列決
定を行った。
【図１２Ｂ】図１２Ｂは、ｓｃＦｖ　１０６．３バリアントの配列特性を示す。より具体
的には、１０６．３バリアントからプラスミドＤＮＡを単離し、ｓｃＦｖ遺伝子の配列決
定を行った。
【図１２Ｃ】図１２Ｃは、ｓｃＦｖ　１０６．３バリアントの配列特性を示す。より具体
的には、１０６．３バリアントからプラスミドＤＮＡを単離し、ｓｃＦｖ遺伝子の配列決
定を行った。
【図１３】図１３は、ＢＩＡｃｏｒｅを用いた、表面プラズモン共鳴による、選択した１
０６．３改変ヒト－マウスキメラ抗体及びマウス１０６．３ｍＡｂの親和性測定を示す。
【図１４Ａ】図１４Ａは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｂ】図１４Ｂは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｃ】図１４Ｃは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｄ】図１４Ｄは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｅ】図１４Ｅは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｆ】図１４Ｆは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｇ】図１４Ｇは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１４Ｈ】図１４Ｈは、実施例１で述べたギャップのあるｐＹＤ４１ベクターを作製す
るために使用した（５４）オリゴヌクレオチドを示す。
【図１５】図１５は、実施例３で述べたような単一抗体アッセイ方式での抗体ＡＭ１のヒ
ト環状ＢＮＰ１－３２への結合能を調べるための試験の結果を示す（Ｘ＝非標識ヒト環状
ＢＮＰ　１－３２のある一定濃度により生じたシグナル；Ａ＝非標識ヒト環状ＢＮＰ　１
－３２なしで生じたシグナル；Ｘ／Ａ＝これらの２つのシグナルの比）。
【図１６】図１６は、実施例４で述べたように、抗体ＡＭ１及び融合物３を用いたストレ
プトアビジン微小粒子を使用した、抗ｈＢＮＰ抗体ペア評価を示す。基本的に、次のもの
を使用した：０．０５％固形のＭ２８０　ストレプトアビジン粒子、６５ｎｇ／ｍＬ共役
物、１００μＬ試料体積及び２段階（１８／４）サンドイッチ方式。記号及び略語：菱型
、抗ＢＮＰ（１０６．３　ＡＭ１）ＳＡ　μＰ／抗ＢＮＰ（融合物３）ＣＰＳＰ；四角、
抗ＢＮＰ（融合物３）ＳＡ　μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３　ＡＭ１）ＣＰＳＰ）；ＲＬＵ
、相対光単位。
【図１７】図１７は、実施例４で述べたように、抗体ＡＭ１及び融合物３を用いた常磁性
体微小粒子（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｓより。）を使用した、抗ｈＢＮＰ抗体ペア評価を
示す。記号及び略語：菱型、抗ＢＮＰ（１０６．３　ＡＭ１）ＳＡ　μＰ／抗ＢＮＰ（融
合物３）ＣＰＳＰ；四角、抗ＢＮＰ（融合物３）ＳＡ　μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３ＡＭ
１）ＣＰＳＰ）；ＲＬＵ、相対光単位。
【図１８】図１８は、様々なｈＢＮＰペプチド（約１８１ｎＭで使用）での抗体ＡＭ１（
約０．０１μｇ／ｍＬで使用）の置換を示す。
【図１９】図１９は、ＥＩＡを用いた抗体ＡＭ１のアラニンペプチドマッピングを示す。
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【図２０】図２０は、ＢＩＡｃｏｒｅを用いた抗体ＡＭＩのアラニンペプチドマッピング
を示す。様々なＢＮＰペプチドを含有するＢＮＰ複合体のｋｏｆｆの上昇（倍）を示す。
【図２１】図２１は、図２３で示される３－６３１－４３６一本鎖可変断片を含有するベ
クターｐＹＤ４１－４０－３６３１に対するプラスミドマップである。
【図２２Ａ】図２２Ａは、図２１で示されるベクターのヌクレオチド配列（配列番号９０
）である。
【図２２Ｂ】図２２Ｂは、図２１で示されるベクターのヌクレオチド配列（配列番号９０
）である。
【図２２Ｃ】図２２Ｃは、図２１で示されるベクターのヌクレオチド配列（配列番号９０
）である。
【図２２Ｄ】図２２Ｄは、図２１で示されるベクターのヌクレオチド配列（配列番号９０
）である。
【図２３】図２３は、３－６３１－４３６ｓｃＦｖの略図である。
【図２４】図２４は、３－６３１－４３６ｓｃＦｖのアミノ酸配列（配列番号９１）を示
す。実線を引いた配列は、可変重鎖配列（「ＶＨ」）を表し、二重線を引いた配列はリン
カーを表し、点線を引いた配列は可変軽鎖配列（「ＶＬ」）を表す。斜字体及び太字は、
相補性決定領域（ＣＤＲ）を示す。
【図２５Ａ】図２５Ａは、３－６３１－４３６ｓｃＦｖのヌクレオチド配列（配列番号９
２）を示す。二本鎖配列が図示されている。
【図２５Ｂ】図２５Ｂは、３－６３１－４３６ｓｃＦｖのヌクレオチド配列（配列番号９
２）を示す。二本鎖配列が図示されている。
【図２６】図２６Ａ－２６Ｂは、酵母発現全長３－６３１－４３６ｓｃＦｖが環状ＢＮＰ
（配列番号５）に結合することを示す。より具体的には、この図は、３－６３１－４３６
ｓｃＦｖ発現酵母を環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）又は抗－Ｖ５とともに温置
し、次いで二次試薬ストレプトアビジンフィコエリスリン（ＳＡ：ＰＥ）（図２６Ａ）及
びヤギ抗マウス－ＦＩＴＣ（ＧＡＭ：ＦＩＴＣ）（図２６Ｂ）と温置したことを示す。こ
のフローサイトメトリーのヒストグラムは、抗－Ｖ５により検出した場合の３－６３１－
４３６ｓｃＦｖの全長発現及び３－６３１－４３６ｓｃＦｖの環状ＢＮＰペプチド（１－
３２）（配列番号５）への結合能を示す。抗原（Ａｇ）結合又はＰＥ－Ａ単位（横座標）
：１００、１０１、１０２及び１０３及び１０４。カウント単位（縦座標）：０、１０、
２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０（図２６Ａ）；抗体（Ａｂ）発現又はＦＩＴ
Ｃ－Ａ単位（横座標）１００、１０１、１０２及び１０３及び１０４。：０、１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０（図２６Ｂ）。
【図２７】図２７は、３－６３１－４３６ｓｃＦｖオフ速度測定を示す。より具体的には
、３－６３１－４３６ｓｃＦｖ発現酵母をビオチン化環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番
号５）の飽和濃度と温置した。次に、細胞を洗浄し、非標識ＢＮＰ１－３２ｃ（配列番号
５）の飽和濃度と温置した。各時点で、細胞を氷上に移し、洗浄し、ＳＡ：ＰＥと温置し
た。３０分後、細胞を再び洗浄し、フローサイトメーターで分析した。個々の時間点をフ
ィットさせるために一次減衰式を使用した（ｍ１は、時間０での理論的最大平均蛍光単位
（「ＭＦＵ」）であり、ｍ２はオフ速度（「ｋｏｆｆ」）であり、ｍ３は、自己蛍光によ
るバックグラウンドＭＦＵであり、Ｍ０（ｘは、測定されている時間である。）は、測定
が行われる時間ｘであった。ｔ１／２＝ｌｎ２／ｋｏｆｆを用いて環状ＢＮＰ（１－３２
ｃ）に結合する３－６３１－４３６ｓｃＦｖの半減期（ｔ１／２）を計算した。半減期の
３から５倍は、３－６３１－４３６ＣＤＲ突然変異誘発ライブラリーを分類するために使
用された時間であった。
【図２８】図２８は、ＣＤＲ突然変異誘発ライブラリーから単離された３－６３１－４３
６ｓｃＦｖバリアントのオフ速度が改善したこと（すなわち前記バリアントのｋｏｆｆが
遅くなった。）を示す概略である。
【図２９】図２９は、ｓｃＦｖ３－６３１－４３６バリアントの配列特性を示す。より具
体的には、３－６３１－４３６バリアントからプラスミドＤＮＡを単離し、ｓｃＦｖ遺伝
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子の配列決定を行った（配列番号１４３－１５１）。
【図３０】図３０は、表面プラズモン共鳴ＢＩＡｃｏｒｅを使用し、ＫｉｎＥｘＡを使用
して、選択した３－６３１－４３６改変マウス－マウスキメラ抗体及び野生型マウス３－
６３１－４３６ｍＡｂ（ＩｇＧ２ａ）の親和性測定を示す。
【図３１Ａ】図３１Ａは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３１Ｂ】図３１Ｂは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３１Ｃ】図３１Ｃは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３１Ｄ】図３１Ｄは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３１Ｅ】図３１Ｅは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３１Ｆ】図３１Ｆは、実施例５で述べたｐＹＤ４１－４１－４０－３－６３１－４３
６ベクターを作製するために使用した５０のオリゴヌクレオチド（配列番号９３－１４２
）を示す。
【図３２】図３２は、実施例７で述べたように、抗体３－６３１－４３６ＡＭ８、抗体１
０６．３ＡＭ１、抗体１０６．３ＡＭ１Ｆａｂ’２、抗体１０６．３ＡＭ２及び３－６３
１－４３６を用いた常磁性体微小粒子（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｓより。）を使用した、
抗ｈＢＮＰ抗体ペア評価を示す。記号及び略語：丸、抗ＢＮＰ（３－６３１－４３６ＡＭ
８）μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３ＡＭ１－アクリジニウム）；四角、抗ＢＮＰ（３－６３
１－４３６ＡＭ８）μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３ＡＭ１Ｆａｂ’２－アクリジニウム）；
菱型、抗ＢＮＰ（ｍｓ）μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３ＡＭ２－アクリジニウム）；「Ｘ」
、抗ＢＮＰ（３－６３１－４３６ＡＭ８）μＰ／抗ＢＮＰ（１０６．３ＡＭ２－アクリジ
ニウム）；ＲＬＵ、相対光単位。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
　Ｉ．序文：本発明は、高い結合親和性でヒト脳ナトリウム利尿ペプチドに免疫特異的に
結合する新規抗体に関する。本発明の抗体は、非常に感度の高い試薬であり、試験試料中
のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の定性的及び／又は定量的検出に有用である。別の実施形態
において、本発明は、本発明の抗体を用いた免疫アッセイに関する。またさらなる実施形
態において、本発明は、本発明の抗体を含有する治療組成物に関する。
【００５４】
　定義
　本明細書中で使用する場合、「抗体」という用語は、モノクローナル抗体、多重特異性
抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体（完全又は部分的ヒト化）、動物抗体（ある態様において、
鳥類（例えばアヒル又はガチョウ）、別の態様において、サメ又はクジラ、さらに別の態
様において、非霊長類（例えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツ
ジ、ハムスター、モルモット、ネコ、イヌ、ラット、マウスなど）及び非ヒト霊長類（例
えば、カニクイザルなどのサル、チンパンジーなど）を含む哺乳動物）、組換え抗体、キ
メラ抗体、１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（
ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）及び抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗
体（例えば、本発明の抗体に対する抗Ｉｄ抗体を含む。）及び上記の何れかの機能的に活
性のあるエピトープ結合断片を指す。特に、抗体には、免疫グロブリン分子及び免疫グロ
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ブリン分子の免疫学的に活性のある断片、すなわち抗原結合部位を含有する分子が含まれ
る。免疫グロブリン分子は、何れかのタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ
、ＩｇＡ及びＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、Ｉ
ｇＡ１及びＩｇＡ２）又はサブクラスのものであり得る。
【００５５】
　本明細書中で使用する場合、「会合速度」、「ｋｏｎ」又は「ｋａ」という用語は、本
明細書中で交換可能に使用する場合、その標的抗原に対する抗体の結合強度（程度）又は
下記により示されるようなｍＡｂと抗原との間の複合体形成速度を示す値を指す：
　抗体（Ａｂ）＋抗原（Ａｇ）－＞Ａｂ－Ａｇ
　会合定数（ＫＡ）を決定するための方法は、当技術分野で周知である。例えば、ＢＩＡ
ｃｏｒｅ（Ｒ）（Ｓｗｅｄｅｎ）アッセイを使用することができる。さらに、Ｓａｐｉｄ
ｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ、Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘ
Ａ（Ｒ）（Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ）アッセイを使用すること
もできる。
【００５６】
　本明細書中で使用する場合、「解離速度」、「ｋｏｆｆ」又は「ｋｄ」という用語は、
本明細書中で交換可能に使用する場合、その標的抗原からの抗体の解離又は下記で示され
るような遊離ｍＡｂ及び抗原への時間によるＡｂ－Ａｇ複合体の分離の強度（程度）を示
す値を指す：
　抗体（Ａｂ）＋抗原（Ａｇ）＜－Ａｂ－Ａｇ
　解離定数（ＫＤ）を決定するための方法は、当技術分野で周知である。例えば、ＢＩＡ
ｃｏｒｅ（Ｒ）（Ｓｗｅｄｅｎ）アッセイを使用することができる。さらに、Ｓａｐｉｄ
ｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ、Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘ
Ａ（Ｒ）（Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ）アッセイを使用すること
もできる。
【００５７】
　本明細書中で使用する場合、「エピトープ」という用語は、対象において抗原性又は免
疫原性活性を有する、ポリペプチド又はタンパク質の部位又は断片を指す。免疫原性活性
を有するエピトープは、動物において抗体反応を誘発する、ポリペプチド又はタンパク質
の部位又は断片である。抗原活性を有するエピトープは、当業者にとって周知の何らかの
方法により（例えば免疫アッセイにより）決定されるような、抗体が免疫特異的に結合す
る、ポリペプチド又はタンパク質の部位又は断片である。
【００５８】
　本明細書中で使用する場合、「平衡解離定数」又は「ＫＤ」という用語は、本明細書中
で交換可能に使用する場合、解離速度（ｋｏｆｆ）を会合速度（ｋｏｎ）で割ることによ
り得られる値を指す。抗原への抗体の結合親和性を表すために、会合速度、解離速度及び
平衡解離定数が使用される。
【００５９】
　本明細書中で使用する場合、「ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド」、「ヒトＢＮＰ」、「
ｈＢＮＰ」、「ｈＢＮＰペプチド」、「Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド」、「ｈＢＮＰポリ
ペプチド」ｈＢＮＰ１－３２という用語は、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチドの１０８アミ
ノ酸前駆体分子のアミノ酸７７－１０８に相当する、３２アミノ酸分子を指す。ヒト脳ナ
トリウム利尿ペプチドの配列は、配列番号１５５に示されている。
【００６０】
　本明細書中で使用する場合、「ｈＢＮＰ断片」又は「ｈＢＮＰペプチド断片」という用
語は、本明細書中で使用する場合、１０８アミノ酸ＢＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１
０８（配列番号１５５参照）の少なくとも約５連続アミノ酸を含有するポリペプチドを指
す。ある態様において、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰペプチド断片とは、１０８アミノ酸Ｂ
ＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１０８の少なくとも約１０連続アミノ酸残基；１０８ア
ミノ酸ＢＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１０８の少なくとも約１５連続アミノ酸残基；
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１０８アミノ酸ＢＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１０８の少なくとも約２０連続アミノ
酸残基；１０８アミノ酸ＢＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１０８の少なくとも約２５連
続アミノ酸残基；又は１０８アミノ酸ＢＮＰ前駆体分子のアミノ酸７７－１０８の少なく
とも約３０連続アミノ酸残基を含有するポリペプチドを指す。ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ
ペプチド断片の例には、以下に限定されないが、ｈＢＮＰの、アミノ酸残基１－３１、１
－３０、１－２９、１－２８、１－２７、１－２６、１－２５、１－２４、１－２３、１
－２２、１－２１、１－２０、１－１９、１－１８、１－１７、１－１６、１－１５、２
－３２、２－３１、２－３０、２－２９、２－２８、２－２７、２－２６、２－２５、２
－２４、２－２３、２－２２、２－２１、２－２０、２－１９、２－１８、２－１７、２
－１６、２－１５、２－１４、２－１３、２－１２、２－１１、２－１０、２－９、２－
８、２－７、３－３２、３－３１、３－３０、３－２９、３－２８、３－２７、３－２６
、３－２５、３－２４、３－２３、３－３２、３－２１、３－２０、３－１９、３－１８
、３－１７、３－１６、３－１５、３－１４、３－１３、３－１２、３－１１、３－１０
、３－９、３－８、４－３２、４－３１、４－３０、４－２９、４－２８、４－２７、４
－２６、４－２５、４－２４、４－２３、４－２２、４－２１、４－２０、４－１９、４
－１８、４－１７、４－１６、４－１５、４－１４、４－１３、４－１２、４－１１、４
－１０、４－９、５－３２、５－３１、５－３０、５－２９、５－２８、５－２７、５－
２６、５－２５、５－２４、５－２３、５－２２、５－２１、５－２０、５－１９、５－
１８、５－１７、５－１６、５－１５、５－１４、５－１３、５－１２、５－１１、５－
１０、６－３２、６－３１、６－３０、６－２９、６－２８、６－２７、６－２６、６－
２５、６－２４、６－２３、６－２２、６－２１、６－２０、６－１９、６－１８、６－
１７、６－１６、６－１５、６－１４、６－１３、６－１２、６－１１、７－３２、７－
３１、７－３０、７－２９、７－２８、７－２７、７－２６、７－２５、７－２４、７－
２３、７－２２、７－２１、７－２０、７－１９、７－１８、７－１７、７－１６、７－
１５、７－１４、７－１３、７－１２、８－３２、８－３１、８－３０、８－２９、８－
２８、８－２７、８－２６、８－２５、８－２４、８－２３、８－２２、８－２１、８－
２０、８－１９、８－１８、８－１７、８－１６、８－１５、８－１４、８－１３、９－
３２、９－３１、９－３０、９－２９、９－２８、９－２７、９－２６、９－２５、９－
２４、９－２３、９－２２、９－２１、９－２０、９－１９、９－１８、９－１７、９－
１６、９－１５、９－１４、１０－３２、１０－３１、１０－３０、１０－２９、１０－
２８、１０－２７、１０－２６、１０－２５、１０－２４、１０－２３、１０－２２、１
０－２１、１０－２０、１０－１９、１０－１８、１０－１７、１０－１６、１０－１５
、１１－３２、１１－３１、１１－３０、１１－２９、１１－２８、１１－２７、１１－
２６、１１－２５、１１－２４、１１－２３、１１－２２、１１－２１、１１－２０、１
１－１９、１１－１８、１１－１７又は１１－１６を含有するアミノ酸配列が含まれる。
【００６１】
　本明細書中で使用する場合、「ヒト化」抗体という用語は、免疫グロブリンバリアント
又はその断片を指し、この断片は、所定の抗原と結合することができ、ヒト免疫グロブリ
ンのアミノ酸配列を実質的に有するフレームワーク領域及び非ヒト免疫グロブリンのアミ
ノ酸配列を実質的に有するＣＤＲを含む。通常は、ヒト化抗体は、ヒトではない源からそ
れに導入された１以上のアミノ酸残基を有する。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全
て又は実質的に全てが非ヒト免疫グロブリンのものに相当し、ＦＲ領域の全て又は実質的
に全てがヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１、通常は２個
の可変ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂｃ、Ｆｖ）の実質的に全て
を含む。ヒト化抗体は、好ましくは免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部（
通常はヒト免疫グロブリンのもの）を含む。一般に、この抗体は、軽鎖ならびに、重鎖の
少なくとも可変ドメインの両方を含有する。ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＥ
を含む免疫グロブリンの何れかのクラス及びＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４

を含む何れかのアイソタイプからヒト化抗体を選択することができる。ヒト化抗体は、複
数のクラス又はアイソタイプからの配列を含み得、所望のエフェクター機能を最適化する
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ために特定の定常ドメインを選択することは、当業者の範囲内である。
【００６２】
　本明細書中で使用する場合、「ヒト脳ナトリウム利尿ペプチドに免疫特異的に結合する
」、「ｈＢＮＰに免疫特異的に結合する」、「ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド断片に免疫
特異的に結合する」又は「ｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する」という語句及びこれら
の語句に類似のものは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に特異的に結合し、その他のペプチド
に特異的に結合しない、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、融合タンパク質及び抗体
を指す。ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する、ペプチド、ポリペプチド、
タンパク質又は抗体は、その他のペプチド、ポリペプチド又はタンパク質に結合し得るが
、例えば免疫アッセイ、ＢＩＡｃｏｒｅ又は当技術分野で公知のその他のアッセイにより
調べた場合に結合親和性がより低い。ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する
抗体又は抗体断片を、例えば、免疫アッセイ、ＢＩＡｃｏｒｅ又は当業者にとって公知の
その他の技術により同定することができる。抗体は、以下に限定されないが、放射免疫ア
ッセイ（ＲＩＡ）及び酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）などの実験技術を用いて調べたとき
に何らかの交差反応抗原に対する場合よりも高い結合親和性でｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片
に結合する場合、ｈＢＮＰペプチド又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する（抗体特異
性に関する考察に対して、例えば、Ｐａｕｌ編、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ、第２版、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、３３２－３３６頁（１
９８９）を参照）。本発明のある態様において、標準的アッセイ条件下でＢＩＡｃｏｒｅ
アッセイにより、特に実施例１に記載のＢＩＡｃｏｒｅアッセイにより測定したときに、
ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片（アミノ酸５－１３など）に対する平衡解離定数（ＫＤ）が少
なくとも約２．０×１０－１１Ｍである場合、抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫
特異的に結合する。本発明の別の態様において、標準的アッセイ条件下でＢＩＡｃｏｒｅ
アッセイにより、特に実施例１に記載のＢＩＡｃｏｒｅアッセイにより測定したときに、
ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対する平衡解離定数（ＫＤ）が少なくとも約３．５×１０－

１０Ｍである場合、抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片（アミノ酸１３－１８など）に免
疫特異的に結合する。
【００６３】
　本明細書中で使用する場合、核酸分子に関して「単離された」という用語は、その核酸
分子の天然源に存在するその他の核酸分子から分離された核酸分子を指す。さらに、ｃＤ
ＮＡ分子などの「単離された」核酸分子は、組換え技術により産生された場合、実質的に
その他の細胞性物質又は培地不含であり得るか、又は、化学合成された場合、実質的に化
学的前駆体又はその他の化学物質不含であり得る。ある態様において、核酸分子は単離さ
れている。別の態様において、本発明の抗体をコードする核酸分子は単離されている。
【００６４】
　本明細書中で使用する場合、「厳格な条件」という用語は、約４５℃の６ｘ塩化ナトリ
ウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのフィルター結合ＤＮＡに対するハイブリッド
形成とそれに続く約５０－６５℃の０．２ｘＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中での１回以上の洗
浄を指す。「非常に厳格な条件下」という用語は、約４５℃の６ｘＳＳＣ中でのフィルタ
ー結合核酸に対するハイブリッド形成とそれに続く約６８℃の０．１ｘＳＳＣ／０．２％
ＳＤＳ中での１回以上の洗浄又は当業者にとって公知のその他の厳格なハイブリッド形成
条件下を指す（例えば、Ａｕｓｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら編、１９８９、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｖｏｌ．Ｉ、Ｇｒｅｅｎ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．及びＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、６．３．１－６．３．６及び２．１０．３
頁参照）。
【００６５】
　本明細書中で使用する場合、「対象」及び「患者」という用語は交換可能に使用する。
本明細書中で使用する場合、「対象」という用語は、動物、ある態様において、鳥類（例
えばアヒル又はガチョウ）、別の態様において、サメ又はクジラ、又はさらなる態様にお
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いて、非霊長類（例えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハ
ムスター、モルモット、ネコ、イヌ、ラット及びマウスなど）及び霊長類（例えば、カニ
クイザルなどのサル、チンパンジー及びヒト）を含む哺乳動物を指す。
【００６６】
　本明細書中で使用する場合、「試験試料」という用語は、対象の、血清、血漿、全血、
リンパ液、ＣＮＳ液、尿又はその他の体液由来の生物学的試料を指す。当業者にとって公
知の通常の技術を用いて、試験試料を調製することができる。
【００６７】
　本明細書中で使用する場合、「治療的有効量」又は「医薬的有効量」という用語は、必
要な投与量及び期間で、所望の治療結果を達成するのに有効な抗体又は抗体部分の量を意
味する。正確な用量は、当業者により確かめられ得る。当技術分野で知られているように
、年齢、体重、性別、人種、食事、投与時間、薬物相互作用及び状態の重症度に基づく調
整が必要であり得、当業者により通常の実験で確かめられる。治療的有効量はまた、治療
上の有益な効果が抗体又は抗体断片の何らかの毒性又は有害な影響を上回るものである。
「予防的有効量」とは、必要な投与量及び期間で、所望の予防結果を達成するのに有効な
量を指す。通例、疾患の前又は初期段階では、対象において予防的用量を使用するので、
予防的有効量は治療的有効量より少ない。
【００６８】
　ＩＩ．本発明の抗体
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体を提供する。特に、
本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対して高い結合親和性を有する抗体を提供する。
より具体的には、ある態様において、本発明は、ヒト脳ナトリウム利尿ペプチド（「ｈＢ
ＮＰ」）のアミノ酸残基５から１８の少なくとも３つのアミノ酸を含むエピトープ（ｈＢ
ＮＰのアミノ酸５から１３又はアミノ酸１３から１８を含むエピトープなど、但し、これ
らに限定されない。）へ免疫特異的に結合し、及び（１）ハイブリドーマ細胞株１０６．
３（この細胞株はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）により産生さ
れる抗体及び（２）Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有するハイブリドーマ
細胞株３－６３１－４３６により産生される抗体の少なくとも１つと比較した場合に、そ
の平衡解離定数（ＫＤ）の少なくとも約２倍の改善を示す単離抗体に関する。より具体的
には、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（野生型）により産生される抗
体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有するハイブリドーマ細胞株３－６３
１－４３６（野生型）により産生される抗体又はハイブリドーマ細胞株１０６．３（野生
型）により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有するハイブ
リドーマ細胞株３－６３１－４３６（野生型）により産生される抗体の両方と比較した場
合に、平衡解離定数（ＫＤ）における少なくとも約３倍の改善、少なくとも約５倍の改善
、少なくとも約１０倍の改善、少なくとも約１５倍の改善、少なくとも約２０倍の改善、
少なくとも約２５倍の改善、少なくとも約３０倍の改善、少なくとも約３５倍の改善、少
なくとも約４０倍の改善、少なくとも約４５倍の改善、少なくとも約５０倍の改善、少な
くとも約５５倍の改善、少なくとも約６０倍の改善、少なくとも約７０倍の改善又は少な
くとも約７５倍の改善で、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１８の少
なくとも３つのアミノ酸残基を含むエピトープ（ｈＢＮＰのアミノ酸５から１３又はアミ
ノ酸１３から１８を含むエピトープなど、但し、これらに限定されない。）へ免疫特異的
に結合する。
【００６９】
　１０６．３ＡＭ１抗体
　具体的には、別の態様において、本発明は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（該細胞
株は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）（本明細書において、「
野生型」又は「１０６．３野生型」とも称される。）により産生される抗体と比べた場合
に、その平衡解離定数（ＫＤ）における少なくとも約２倍の改善で、ｈＢＮＰ又はｈＢＮ
Ｐ断片のアミノ酸残基５から１３の少なくとも３つのアミノ酸を含むエピトープへ免疫特
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異的に結合する抗体に関する。より具体的には、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株
１０６．３（野生型）により産生される抗体と比較した場合に、その平衡解離定数（ＫＤ

）における少なくとも約３倍の改善、少なくとも約５倍の改善、少なくとも約１０倍の改
善、少なくとも約１５倍の改善、少なくとも約２０倍の改善、少なくとも約２５倍の改善
、少なくとも約３０倍の改善、少なくとも約３５倍の改善、少なくとも約４０倍の改善、
少なくとも約４５倍の改善、少なくとも約５０倍の改善、少なくとも約５５倍の改善、少
なくとも約６０倍の改善、少なくとも約７０倍の改善又は少なくとも約７５倍の改善で、
ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３を含むエピトープへ免疫特異的
に結合する。
【００７０】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、及び
少なくとも約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１

の、少なくとも約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－１ｓ
－１の、少なくとも約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．３５×１０７

Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１
０９Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）を有し、又は約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１から
約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０
９Ｍ－１ｓ－１まで、約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－

１まで、約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１までの範囲
のｋｏｎ（又はＫａ）を有する抗体に関する。
【００７１】
　別の態様において、本発明の抗体は、少なくとも約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少
なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１の
、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ
－１の、少なくとも約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ
－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）でヒトＢ
ＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３へ免疫特異的に結合し、又は約５．０×
１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約３．３×１０４Ｍ－１ｓ
－１から約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１まで、約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．
２５×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５×１０７

Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はｋａ）を有する。
【００７２】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株１０６．３ＡＭ１（
１０６．３Ｌ１Ｂ２４／Ｈ２２８８）としても知られる。）によって産生される抗体を提
供する。この細胞株によって産生される抗体は、少なくとも約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－

１の、少なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．３×１０４Ｍ－１

ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．２５×１０７

Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×
１０８Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）
でｈＢＮＰまたはｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３に結合し、又は約５．０×１０
４Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１

から約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１まで、約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．２５
×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５×１０７Ｍ－

１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はｋａ）を有する。
【００７３】
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体を提供する。特に、
本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対して高い結合親和性を有する抗体を提供する。
より具体的には、一態様において、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗
体は、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－４ｓ－１の
、少なくとも約１．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏ
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ｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－６ｓ－１

まで、約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－５ｓ－１まで、又は約１．０×１
０－３ｓ－１から約１．０×１０－４ｓ－１までの範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有する
。
【００７４】
　別の態様において、本発明の抗体は、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なく
とも約１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも
約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｏｆｆ）で、ヒトＢＮＰ若しくはＢＮＰ断
片のアミノ酸残基５から１３へ免疫特異的に結合し、又は約１．０×１０－３ｓ－１から
約１．０×１０－６ｓ－１まで、約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－５ｓ－

１まで、又は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－４ｓ－１までの範囲のｋｏ

ｆｆ（又はｋｄ）を有する。
【００７５】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株１０６．３ＡＭ１に
よって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗体は、少なくとも約
１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約１．
０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）で
、ヒトＢＮＰ若しくはＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３に結合し、又は約１．０×１
０－３ｓ－１から約１．０×１０－６ｓ－１まで、約１．０×１０－３ｓ－１から約１．
０×１０－５ｓ－１まで、又は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－４ｓ－１

までの範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有する。
【００７６】
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体を提供する。特に、
本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対して高い結合親和性を有する抗体を提供する。
より具体的には、一態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に
結合し、少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくとも約４．０×１０－１１Ｍの、
少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．０×１０－１１Ｍの、少なくと
も約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約７．
４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０
－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤを有し、又は４．２×１０－１１

Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１４Ｍまで
、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．０×１０
－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍまでの範囲のＫＤ

を有する抗体をに関する。
【００７７】
　別の態様において、本発明の抗体は、少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくと
も約４．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．
０×１０－１１Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０
－１３Ｍの、少なくとも約７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍ
の、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤで
、ヒトＢＮＰのアミノ酸残基５から１３へ免疫特異的に結合し、又は４．２×１０－１１

Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１４Ｍまで
、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．０×１０
－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍまでの範囲のＫＤ

を有する。
【００７８】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞株１０６．３
ＡＭ１によって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗体は、４．
２×１０－１１Ｍから７．４×１０－１３ＭまでのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のア
ミノ酸残基５から１３へ結合する。
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【００７９】
　別の態様において、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（Ａ．Ｔ．Ｃ．
Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４）によって産生される抗体の誘導体又はバリアントである
。より具体的には、本発明の発明者らは、ハイブリドーマ細胞株１０６．３によって産生
される抗体の誘導体又はバリアントであり、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片への高い結合親和
性を示す抗体を作製できることを見い出した。より具体的には、本発明の抗体は、少なく
とも約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少
なくとも約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１の
、少なくとも約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．３５×１０７Ｍ－１

ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０９Ｍ
－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）を示し、又は約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．
０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０９Ｍ－

１ｓ－１まで、約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１まで
、約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏ

ｎ（又はｋａ）、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－

４ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ
－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０
－６ｓ－１まで、約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－５ｓ－１まで、若しく
は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．０×１０－４ｓ－１までの範囲のｋｏｆｆ（又は
ｋｄ）、及び少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくとも約４．０×１０－１１Ｍ
の、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．０×１０－１１Ｍの、少な
くとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約
７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×
１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤを有し、又は４．２×１０－

１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１４Ｍ
まで、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．０×
１０－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍまでの範囲の
ＫＤを有する。本発明の誘導された又はバリアント抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６
．３（本明細書において、「野生型」とも称される。）によって産生される抗体のアミノ
酸配列と比べて、重鎖相補性決定（「ＣＤＲ」）領域（例えば、重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤ
Ｒ２及び／又は重鎖ＣＤＲ３）の少なくとも１つに少なくとも１つの変異（欠失、付加及
び／又は置換など）、及び／又は軽鎖ＣＤＲ領域（例えば、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２
及び／又は軽鎖ＣＤＲ３）中に少なくとも１つの変異（欠失、付加及び／又は置換など）
を含む。さらに、本発明の抗体は、ＣＤＲ以外の抗体の一部又は部分（抗体のフレームワ
ーク領域など（但し、これに限定されない。））の中に１つ又はそれ以上の他の変異（欠
失、付加及び／又は置換など）も含有する。このような誘導体を作製するための方法は、
本分野において周知であり、以下でさらに詳しく論述されている位置指定突然変異誘発及
びＰＣＲ媒介突然変異誘発の使用が含まれる。
【００８０】
　より具体的には、別の態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免
疫特異的に結合し、式：
　Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｘａａ１－Ｘａ
ａ２－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号１２）
　（Ｘａａ１は、プロリン及びアラニンからなる群から選択され；並びにＸａａ２は、イ
ソロイシン及びチロシンからなる群から選択される（但し、Ｘａａ１がプロリンである場
合には、Ｘａａ２はイソロイシンではない。）。）
のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２を含む。
【００８１】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結
合し、配列番号１５に示されているアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２を含む。別の態様
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において、本発明は、ｈＢＮＰ又は配列番号１５のアミノ酸配列と少なくとも３５％、好
ましくは少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、
少なくとも６０％、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８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％又は少なくとも９９
％同一であるアミノ酸配列を含むｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体に関する。
【００８２】
　さらに別の態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に
結合し、式：
　Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－
Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号１３）
　（Ｘａａ３は、セリン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、スレオニン
及びアルギニンからなる群から選択され；Ｘａａ４は、グルタミン、チロシン、トリプト
ファン、アラニン及びフェニルアラニンからなる群から選択され；並びに、Ｘａａ５は、
セリン、グリシン、プロリン、アラニン及びアスパラギン酸からなる群から選択される（
但し、Ｘａａ４がグルタミンであり、及びＸａａ５がセリンである場合には、Ｘａａ３は
セリンでない。）。）のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１を含む。
【００８３】
　さらなる態様において、抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、配
列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１
又は配列番号２２のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１を有する。別の態様において、本
発明は、ｈＢＮＰ又は配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列
番号２０、配列番号２１又は配列番号２２のアミノ酸配列と少なくとも３５％、好ましく
は少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なく
とも６０％、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８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％又は少なくとも９９％同一
であるアミノ酸配列を含むｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体に関する。
【００８４】
　さらに別の態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に
結合し、式：
　Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｓｅｒ（配列番号１４）
　（Ｘａａ６は、アスパラギン及びシステインからなる群から選択され；Ｘａａ７は、ロ
イシン、グリシン及びアラニンからなる群から選択され；Ｘａａ８は、グルタミン酸、ト
リプトファン及びプロリンからなる群から選択される（但し、Ｘａａ７がロイシンであり
、及びＸａａ８がグルタミン酸である場合には、Ｘａａ６はアスパラギンでない。）。）
のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む。
【００８５】
　さらなる態様において、本抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、
配列番号２３又は配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を有する。別の態様
において、本発明は、ｈＢＮＰ又は配列番号２３若しくは配列番号２４のアミノ酸配列と
少なくとも３５％、好ましくは少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％
、少なくとも５５％、少なくとも６０％、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８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５
％又は少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を含むｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合
する抗体に関する。
【００８６】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結
合し、以下のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、軽鎖ＣＤ
Ｒ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖可変ＣＤＲ３を有する。
【００８７】
　（ａ）Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－
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　（ｂ）Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｘａａ１

－Ｘａａ２－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号１２
）の式を有するアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２；
　（Ｘａａ１は、プロリン及びアラニンからなる群から選択され；
　Ｘａａ２は、イソロイシン及びチロシンからなる群から選択される。）
　（ｃ）Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ（配列番号
８）のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ３；
　（ｄ）Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａ
ｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号１３）の式を有する
アミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１；
　（Ｘａａ３は、セリン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、スレオニン
及びアルギニンからなる群から選択され；
　Ｘａａ４は、グルタミン、チロシン、トリプトファン、アラニン及びフェニルアラニン
からなる群から選択され；
　Ｘａａ５は、セリン、グリシン、プロリン、アラニン及びアスパラギン酸からなる群か
ら選択される。）
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｓ
ｅｒ（配列番号１４）の式を有するアミノ酸配列を有し；
　（Ｘａａ６は、アスパラギン及びシステインからなる群から選択され；
　Ｘａａ７は、ロイシン、グリシン及びアラニンからなる群から選択され；
　Ｘａａ８は、グルタミン酸、トリプトファン及びプロリンからなる群から選択される。
）並びに、
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－
Ｐｈｅ－Ｔｈｒ（配列番号１１）のアミノ酸配列を有し、
　軽鎖ＣＤＲ１がＬｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－
Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）のアミノ酸配
列を有し、軽鎖ＣＤＲ２がＡｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（
配列番号１０）のアミノ酸配列を有する場合、重鎖ＣＤＲ２は、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ
－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ
－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）以外のアミノ酸配列を有し、重鎖ＣＤ
Ｒ２がアミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ
－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番
号７）を有し、軽鎖ＣＤＲ２がアミノ酸配列Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－
Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１９）を有する場合、軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅ
ｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙ
ｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）以外のアミノ酸配列を有し、又は重鎖ＣＤＲ２がＴｒ
ｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙ
ｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）のアミノ酸配列を
有し、軽鎖ＣＤＲ１が、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔ
ｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）のアミ
ノ酸配列を有する場合、軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｇ
ｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１０）以外のアミノ酸配列を有する。
【００８８】
　好ましくは、上記式を有する抗体は、上記式中のＸａａ１からＸａａ８が表１中、以下
に示されているアミノ酸残基を有する、重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、軽
鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【００８９】
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【表１】

【００９０】
　３－６３１－４３６ＡＭ５及び３－６３１－４３６ＡＭ８抗体
　別の態様において、本発明は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション(Ａ．
Ｔ．Ｃ．Ｃ．)に２００４年１２月２１日に寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ
－６４７６が割り当てられ、２００６年８月１７日に公開された米国特許公開２００６／
０１８３１５４に記載されている３－６３１－４３６（本明細書において、「野生型」及
び「３－６３１－４３６」とも称される。）によって産生される抗体と比べた場合に、そ
の平衡解離定数（ＫＤ）が少なくとも約２倍改善して、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミ
ノ酸残基１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸を含むエピトープへ免疫特異的に結合
する抗体に関する。より具体的には、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１
－４３６により産生される抗体と比較した場合に、その平衡解離定数（ＫＤ）における少
なくとも約３倍の改善、少なくとも約５倍の改善、少なくとも約１０倍の改善、少なくと
も約１５倍の改善、少なくとも約２０倍の改善、少なくとも約２５倍の改善、少なくとも
約３０倍の改善、少なくとも約３５倍の改善、少なくとも約４０倍の改善、少なくとも約
４５倍の改善、少なくとも約５０倍の改善、少なくとも約５５倍の改善、少なくとも約６
０倍の改善、少なくとも約７０倍の改善又は少なくとも約７５倍の改善で、ｈＢＮＰ又は
そのｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８を含むエピトープへ免疫特異的に結合する
。
【００９１】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、及び
少なくとも約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．５×１０６Ｍ－１ｓ－１

の、少なくとも約７．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．０×１０６Ｍ－１ｓ
－１の、少なくとも約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０７Ｍ－

１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．５×１０７

Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）を有し
、又は約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約１．９
５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．７０×１０６Ｍ
－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１まで、又は約７．０×１０６Ｍ－１ｓ－１

から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はＫａ）を有する抗体に関す
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る（但し、ｋｏｎが１．６×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは５．４×１０－４

ｓ－１又は６．５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋｏｎが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であ
れば、ｋｏｆｆは２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－

１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－

１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが５．８×１０
６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋｏｎが１
．５×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）。
【００９２】
　別の態様において、本発明の抗体は、少なくとも約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少
なくとも約３．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の
、少なくとも約８．０×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－

１の、少なくとも約２．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０７Ｍ－１

ｓ－１の、少なくとも約７．５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ
－１ｓ－１のｋｏｎ（又はＫａ）で、ヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３か
ら１８の少なくとも３つのアミノ酸残基へ免疫特異的に結合し、
又は約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約１．９５
×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．７０×１０６Ｍ－

１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１まで、又は約７．０×１０６Ｍ－１ｓ－１か
ら約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はＫａ）を有する（但し、ｋｏ

ｎが１．６×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは５．４×１０－４ｓ－１又は６．
５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋｏｎが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆ

は２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋ

ｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれ
ば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが５．８×１０６Ｍ－１ｓ－１

であれば、ｋｏｆｆは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋｏｎが１．５×１０６Ｍ
－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）を有する。
【００９３】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ５（ＢＮＰ３－６３１－４３６ＡＭ５ＣＨＯ８９３－２１４としても知られる。）、
チャイニーズハムスター卵巣細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８（ＢＮＰ３－６３１－４３
６ＡＭ８ＣＨＯ９７４－２１１）によって産生される抗体又はチャイニーズハムスター卵
巣細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５及びチャイニーズハムスター卵巣細胞株３－６３１－
４３６ＡＭ８によって産生される抗体の組み合わせを提供する。ＣＨＯ細胞株３－６３１
－４３６ＡＭ５によって産生される抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１
３から１８へ結合し、少なくとも約７．６×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．７
×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７
．９×１０６Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）を有し、又は約７．６×１０６Ｍ－１ｓ
－１から約７．９×１０６Ｍ－１ｓ－１の範囲のｋｏｎ（又はｋａ）を有する。ＣＨＯ細
胞株３－６３１－４３６ＡＭ８によって産生される抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の
アミノ酸残基１３から１８へ結合し、少なくとも約８．０×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少な
くとも約８．１×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．２×１０６Ｍ－１ｓ－１の、
少なくとも約８．３×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１

のｋｏｎ（又はｋａ）を有し、又は約８．０×１０６Ｍ－１ｓ－１から約８．４×１０６

Ｍ－１ｓ－１の範囲のｋｏｎ（又はｋａ）を有する。
【００９４】
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体を提供する。特に、
本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対して高い結合親和性を有する抗体を提供する。
より具体的には、一態様において、抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結
合し、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも約６．５×１０－４ｓ－１の
、少なくとも約５．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約４．０×１０－４ｓ－１の、少
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なくとも約１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約７．５×１０－５ｓ－１、５．０×
１０－５ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１×１０－５

ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は２
．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－１から１．０
×１０－５ｓ－１又は１．０×１０－３ｓ－１から８．５×１０－４ｓ－１の範囲のｋｏ

ｆｆ（又はｋｄ）を有する。
【００９５】
　別の態様において、本発明の抗体は、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なく
とも約６．５×１０－４ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも
約４．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約７
．５×１０－５ｓ－１、５．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０－５ｓ－

１の、少なくとも約１×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏ

ｆｆ（又はｋｏｆｆ）ｋｏｆｆ（又はｋｄ）で、ヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸
残基１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸残基へ免疫特異的に結合し、又は２．０×
１０－３ｓ－１から１．０×１０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０
－５ｓ－１又は１．０×１０－３ｓ－１から８．５×１０－４ｓ－１の範囲のｋｏｆｆ（
又はｋｄ）を有する。
【００９６】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ５によって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗体は、少な
くとも約１．５×１０－３ｓ－１の、少なくとも約１．２×１０－３ｓ－１の、少なくと
も約１．１×１０－３ｓ－１の、若しくは少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１のｋｏｆ

ｆ（又はｋｄ）で、ヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８の少なくと
も３つのアミノ酸残基へ結合し、又は約１．０×１０－３ｓ－１から約１．５×１０－３

ｓ－１若しくは約１．１×１０－３ｓ－１から約１．３×１０－３ｓ－１の範囲のｋｏｆ

ｆ（又はｋｄ）を有する。
【００９７】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ８によって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗体は、少な
くとも約８．５×１０－４ｓ－１の、少なくとも約８．２×１０－４ｓ－１の、少なくと
も約８．１×１０－４ｓ－１の、若しくは少なくとも約８．０×１０－４ｓ－１のｋｏｆ

ｆ（又はｋｄ）で、ヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８のアミノ酸
残基へ結合し、又は８．０×１０－４ｓ－１から約８．５×１０－４ｓ－１若しくは約８
．２×１０－４ｓ－１から約８．４×１０－４ｓ－１の範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有
する。
【００９８】
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体を提供する。特に、
本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対して高い結合親和性を有する抗体を提供する。
より具体的には、一態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に
結合し、約３．５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１

０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１

１Ｍまで、若しくは約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫ

Ｄを有する抗体に関する。
【００９９】
　別の態様において、本発明の抗体は、約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３

Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１

０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×
１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、ヒトＢＮＰのアミノ酸残基１３から１８の少なくとも
３つのアミノ酸残基へ免疫特異的に結合する。
【０１００】
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　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株３－６３
１－４３６ＡＭ５によって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗
体は、１．６×１０－１０Ｍから１．２×１０－１０ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断
片のアミノ酸残基１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸残基に結合する。
【０１０１】
　別の態様において、本発明は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株３－６３
１－４３６ＡＭ８によって産生される抗体を提供する。この細胞株によって産生される抗
体は、１．２×１０－１０Ｍから１．０×１０－１０ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断
片のアミノ酸残基１３から１８の少なくとも３つのアミノ酸残基に結合する。
【０１０２】
　別の態様において、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６（Ａ．
Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６）によって産生される抗体の誘導体又はバリアン
トである。より具体的には、本発明の発明者らは、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４
３６によって産生される抗体の誘導体又はバリアントであり、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片
への高い結合親和性を示す抗体を作製できることを見い出した。より具体的には、本発明
の抗体は、少なくとも約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．５×１０６Ｍ
－１ｓ－１の、少なくとも約７．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．０×１０
６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．０×
１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．
５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋ

ａ）を示し、又は約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで
、約１．９５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．７０
×１０６Ｍ－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１まで、又は約７．０×１０６Ｍ
－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はＫａ）を有し（
但し、ｋｏｎが１．６×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは５．４×１０－４ｓ－

１又は６．５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋｏｎが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば
、ｋｏｆｆは２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１で
あれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ
－１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが５．８×１０６Ｍ
－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋｏｎが１．５
×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）、又は
少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも６．５×１－４ｓ－１の、少なくと
も約５．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約４．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約
１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約７．５×１０－５ｓ－１の、少なくとも約５．
０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×
１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し
、又は２．０×１０－５ｓ－１から１．０×１０－６ｓ－１まで、１．０×１０－３ｓ－

１から１．０×１０－５ｓ－１若しくは１．０×１０－３ｓ－１から８．５×１０－４ｓ
－１までの範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は約３．５×１０－１０Ｍから約１．
０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１２Ｍまで、約２
．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、又は約１．６×１０－１０Ｍか
ら約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤを有する。
【０１０３】
　本発明の誘導された又はバリアント抗体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６
（本明細書において、「野生型」及び「３－６３１－４３６」とも称される。）によって
産生される抗体のアミノ酸配列と比べて、重鎖相補性決定（「ＣＤＲ」）領域（例えば、
重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２及び／又は重鎖ＣＤＲ３）の少なくとも１つに少なくとも１
つの変異（欠失、付加及び／又は置換など）、及び／又は軽鎖ＣＤＲ領域（例えば、軽鎖
ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び／又は軽鎖ＣＤＲ３）中に少なくとも１つの変異（欠失、付
加及び／又は置換など）を含む。さらに、本発明の抗体は、ＣＤＲ以外の抗体の一部又は
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部分（抗体のフレームワーク領域など（但し、これに限定されない。））の中に１つ又は
それ以上の他の変異（欠失、付加及び／又は置換など）も含有し得る。このような誘導体
を作製するための方法は、本分野において周知であり、以下でさらに詳しく論述されてい
る位置指定突然変異誘発及びＰＣＲ媒介突然変異誘発の使用が含まれる。
【０１０４】
　より具体的には、別の態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免
疫特異的に結合し、式：
　Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号
８３）
　（Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニンから
なる群から選択され；式中、Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチ
オニンからなる群から選択され；Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及び
アスパラギン酸からなる群から選択され；Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからな
る群から選択され；但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及び
Ｘａａ１２がリジンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外である。）
のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む。
【０１０５】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結
合し、配列番号８３に示されているアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む。別の態様
において、本発明は、ｈＢＮＰ又は配列番号８３のアミノ酸配列と少なくとも３５％、好
ましくは少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、
少なくとも６０％、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８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％又は少なくとも９９
％同一であるアミノ酸配列を含むｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体に関する。
【０１０６】
　さらなる態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結
合し、配列番号１４３、配列番号１４４、配列番号１４５、配列番号１４６、配列番号１
４７、配列番号１４８、配列番号１４９、配列番号１５０又は配列番号１５１のアミノ酸
配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を有する。別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又は配列番
号１４３、配列番号１４４、配列番号１４５、配列番号１４６、配列番号１４７、配列番
号１４８、配列番号１４９、配列番号１５０若しくは配列番号１５１と少なくとも３５％
、好ましくは少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５
％、少なくとも６０％、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８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％又は少なくとも
９９％同一であるアミノ酸配列を含むｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合する抗体に関する
。
【０１０７】
　さらに別の態様において、本発明の抗体は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に
結合し、以下のアミノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、軽鎖Ｃ
ＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖可変ＣＤＲ３を有する。
【０１０８】
　（ａ）Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｔｒｐ－Ｍｅｔ－
Ａｓｎ（配列番号８４）のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１；
　（ｂ）Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－
Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ（配列番号８５）の式を有す
るアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２； 
　（ｃ）Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ（配列番号８６）のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ３
；
　（ｄ）Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－
Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号８７）のアミノ酸
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配列を有するアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１；
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇ
ｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号８３）の式を有するアミノ酸配列を有し；
　（Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニンから
なる群から選択され；
　Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチオニンからなる群から選択
され；
　Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及びアスパラギン酸からなる群から
選択され；
Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからなる群から選択され；
　但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及びＸａａ１２がリジ
ンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外である。）
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｌｅｕ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ（
配列番号８９）のアミノ酸配列を有する。
【０１０９】
　好ましくは、上記式を有する抗体は、上記式中のＸａａ９からＸａａ１２が表２中、以
下に示されているアミノ酸残基を有する、重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、
軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖ＣＤＲ３を含む。
【０１１０】
【表２】

【０１１１】
　ＩＩＩ．核酸分子
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する本発明の抗体をコードす
る、通常は単離された、核酸分子を提供する。
【０１１２】
　１０６．３ＡＭ１核酸分子
　ある態様において、本発明は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（該細胞株はＡ．Ｔ．
Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）により産生される抗体と比較した場合、
その平衡解離定数（ＫＤ）が、少なくとも約２倍改善、少なくとも約３倍改善、少なくと
も約５倍改善、少なくとも約１０倍改善、少なくとも約１５倍改善、少なくとも約２０倍
改善、少なくとも約２５倍改善、少なくとも約３０倍改善、少なくとも約３５倍改善、少
なくとも約４０倍改善、少なくとも約４５倍改善、少なくとも約５０倍改善、少なくとも
約５５倍改善、少なくとも約６０倍改善、少なくとも約７０倍改善又は少なくとも約７５
倍改善して、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３を含有するエピト
ープに結合する抗体をコードする単離核酸分子を提供する。本発明はまた、ハイブリドー
マ細胞株１０６．３（該細胞はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有する。）
により産生される抗体と比較した場合、その平衡解離定数（ＫＤ）が、少なくとも約２倍
改善、少なくとも約３倍改善、少なくとも約５倍改善、少なくとも約１０倍改善、少なく
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とも約１５倍改善、少なくとも約２０倍改善、少なくとも約２５倍改善、少なくとも約３
０倍改善、少なくとも約３５倍改善、少なくとも約４０倍改善、少なくとも約４５倍改善
、少なくとも約５０倍改善、少なくとも約５５倍改善、少なくとも約６０倍改善、少なく
とも約７０倍改善又は少なくとも約７５倍改善して、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ
酸残基５から１３を含むエピトープに結合する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸
分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子を提供
する。
【０１１３】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合し、少な
くとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくとも約４．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約
３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約１．０×
１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約７．４×１０－１

３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍの、
少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤを有し、又は４．２×１０－１１Ｍから１．０
×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１４Ｍまで、３×１０－

１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．０×１０－１３Ｍまで
若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍまでの範囲のＫＤを有する抗体
をコードする単離核酸分子を提供する。本発明はまた、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫
特異的に結合し、少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくとも約４．０×１０－１

１Ｍの、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．０×１０－１１Ｍの、
少なくとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０－１３Ｍの、少なくと
も約７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．
０×１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤを有し、又は４．２×１
０－１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１

４Ｍまで、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．
０×１０－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍの範囲の
ＫＤを有する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッ
ド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１１４】
　別の態様において、本単離核酸分子は、少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なく
とも約４．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２
．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１
０－１３Ｍの、少なくとも約７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３

Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤ

でヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３に免疫特異的に結合し、又は４
．２×１０－１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×
１０－１４Ｍまで、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍ
から８．０×１０－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍ
の範囲のＫＤを有する抗体をコードする。本発明はまた、少なくとも約４．２×１０－１

１Ｍの、少なくとも約４．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、
少なくとも約２．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくと
も約８．０×１０－１３Ｍの、少なくとも約７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．
０×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０
－１５ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３に免疫特異的に結
合し、又は４．２×１０－１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１１Ｍ
から１．０×１０－１４Ｍまで、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、２×
１０－１１Ｍから８．０×１０－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．４×
１０－１３Ｍの範囲のＫＤを有する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格
な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１１５】
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　さらに別の態様において、本発明は、４．２×１０－１１Ｍから７．４×１０－１３Ｍ
のＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３に免疫特異的に結合する抗
体をコードする単離核酸分子を提供する（該核酸分子は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１
により産生される抗体のヌクレオチド配列を含む。）。本発明はまた、４．２×１０－１

１Ｍから７．４×１０－１３ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基５から
１３に免疫特異的に結合する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子（該核酸分子
は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗体のヌクレオチド配列を含む。）
に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する
。
【０１１６】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供する（該抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３（Ａ
ＴＣＣ受託番号ＨＢ－１２０４４）により産生される抗体の誘導体又はバリアントを含む
。）。本明細書中で既に考察したように、本発明の発明者らは、高い結合親和性で、特異
的に少なくとも約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ
－１の、少なくとも約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－

１ｓ－１の、少なくとも約１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．３５×１
０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０
×１０９Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はｋａ）を示し、又は約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１

から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．０×
１０９Ｍ－１ｓ－１まで、約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．２５×１０７Ｍ－１

ｓ－１まで、約２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１の範囲
のｋｏｎ（又はｋａ）を有し、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１、少なくとも約１．
０×１０－４ｓ－１、少なくとも約１．０×１０－５ｓ－１、少なくとも約１．０×１０
－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は１．０×１０－３ｓ－１から１．０×１
０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－５ｓ－１若しくは１．０×１
０－３ｓ－１から１．０×１０－４ｓ－１の範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、及び少
なくとも約４．２×１０－１１Ｍ、少なくとも約４．０×１０－１１Ｍ、少なくとも約３
．０×１０－１１Ｍ、少なくとも約２．０×１０－１１Ｍ、少なくとも約１．０×１０－

１２Ｍ、少なくとも約８．０×１０－１３Ｍ、少なくとも約７．４×１０－１３Ｍ、少な
くとも約１．０×１０－１３Ｍ、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍ、少なくとも約１．
０×１０－１５Ｍ、のＫＤを有し、又は４．２×１０－１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍ
まで、４．０×１０－１１Ｍから１．０×１０－１４Ｍまで、３×１０－１１Ｍから１．
０×１０－１３Ｍまで、２×１０－１１Ｍから８．０×１０－１３Ｍまで若しくは１．０
×１０－１２Ｍから７．４×１０－１３Ｍの範囲のＫＤを有する、ハイブリドーマ細胞株
１０６．３により産生される抗体の誘導体又はバリアントである抗体が産生され得ること
を見い出した。本発明の誘導化又は変異抗体は、ハイブリドーマ細胞株１０６．３により
産生される抗体のアミノ酸配列と比較した場合、重鎖相補性決定（「ＣＤＲ」）領域（例
えば、重鎖ＣＤＲ１、重鎖ＣＤＲ２又は重鎖ＣＤＲ３）の少なくとも１つにおいて少なく
とも１つの突然変異（欠失、付加及び／又は置換など）、軽鎖ＣＤＲ領域（例えば、軽鎖
ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２又は軽鎖ＣＤＲ３）において少なくとも１つの突然変異（欠失、
付加及び／又は置換など）を含む。本発明の抗体をコードする核酸分子において突然変異
（欠失、付加及び／又は置換など）を導入するために、結果としてアミノ酸置換を生じさ
せる、部位特異的突然変異誘発及びＰＣＲによる突然変異誘発を含む、当業者にとって公
知の標準的技術を使用することができる。ある態様において、本誘導体は、ハイブリドー
マ細胞株１０６．３により産生される元の抗体と比較して、１０アミノ酸未満の置換、５
アミノ酸未満の置換、４アミノ酸未満の置換、３アミノ酸未満の置換又は２アミノ酸未満
の置換を含む。ある態様において、本誘導体は、１以上の予想される不可欠ではないアミ
ノ酸残基（即ち、抗体がｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合するために重大で
はないアミノ酸残基）においてなされる保存的アミノ酸置換を有する。「保存的アミノ酸
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置換」は、アミノ酸残基が、同様の電荷の側鎖を有するアミノ酸で置換されるものである
。同様の電荷の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは当技術分野で明らかにされてい
る。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニ
ン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸
）、非荷電性極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン
、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（例えば
、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニ
ン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有するアミノ酸（例えば、スレオニン、バリン、イ
ソロイシン）及び芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、
トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。あるいは、飽和突然変異誘発などによって、
コード配列の全て又は一部に、突然変異を無作為に導入することができ、ｈＢＮＰ又はｈ
ＢＮＰ断片に対する結合親和性が向上した突然変異体を同定するために、得られた突然変
異体を生物学的活性についてスクリーニングすることができる。突然変異誘発後、コード
される抗体を発現させ、抗体の活性を調べることができる。
【０１１７】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次の式のアミノ酸配列を有する重鎖
ＣＤＲ２を有する：
　Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ-Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｘａａ１－Ｘａ
ａ２－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号１２）
　（式中、Ｘａａ１は、プロリン及びアラニンからなる群から選択され、Ｘａａ２は、イ
ソロイシン及びチロシンからなる群から選択され、ただし、Ｘａａ１がプロリンである場
合、Ｘａａ２はイソロイシンではない。）。本発明はまた、上述の式のアミノ酸配列を有
する重鎖ＣＤＲ２を有する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下
でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１１８】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、配列番号１５のアミノ酸配列を有す
る重鎖ＣＤＲ２を含む（あるいは、からなる）。本発明はまた、配列番号１５のアミノ酸
配列を有する重鎖ＣＤＲ２を含む抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格な
条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１１９】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次の式を有するアミノ酸配列を有す
る軽鎖ＣＤＲ１を有する：
　Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－
Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号１３）
　（式中、Ｘａａ３は、セリン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、スレ
オニン及びアルギニンからなる群から選択され、Ｘａａ４は、グルタミン、チロシン、ト
リプトファン、アラニン及びフェニルアラニンからなる群から選択され、Ｘａａ５は、セ
リン、グリシン、プロリン、アラニン及びアスパラギン酸からなる群から選択され、ただ
し、Ｘａａ４がグルタミンであり、Ｘａａ５がセリンである場合、Ｘａａ３はセリンでは
ない。）。本発明はまた、上述の式のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１を有する抗体を
コードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオ
チド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１２０】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、配列番号１６、配列番号１７、配列
番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１又は配列番号２２のアミノ酸配列
を有する軽鎖ＣＤＲ１を含む（あるいは、からなる）。本発明はまた、配列番号１６、配
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列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１又は配列番号２
２のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１を含む抗体をコードする本明細書中に記載の核酸
分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供
する。
【０１２１】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次の式を有するアミノ酸配列を有す
る軽鎖ＣＤＲ２を有する：
　Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｓｅｒ（配列番号１４）
　（式中、Ｘａａ６は、アスパラギン及びシステインからなる群から選択され、Ｘａａ７

は、ロイシン、グリシン及びアラニンからなる群から選択され、Ｘａａ８は、グルタミン
酸、トリプトファン及びプロリンからなる群から選択され、ただし、Ｘａａ７がロイシン
であり、Ｘａａ８がグルタミン酸である場合、Ｘａａ６はアスパラギンではない。）。本
発明はまた、上述の式のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を有する抗体をコードする本
明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含
む単離核酸分子も提供する。
【０１２２】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、配列番号２３又は配列番号２４のア
ミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む（あるいは、からなる）。本発明はまた、配列番
号２３又は配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む抗体をコードする本
明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含
む単離核酸分子も提供する。
【０１２３】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、配列番号１５のアミノ酸配列を有す
る重鎖ＣＤＲ２、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配列番号
２０、配列番号２１又は配列番号２２のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１、配列番号２
３又は配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２又はこれらのアミノ酸配列の何
れかの組み合わせを含む（あるいは、これらからなる）。本発明は、配列番号１５のアミ
ノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号
１９、配列番号２０、配列番号２１又は配列番号２２のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ
１、配列番号２３又は配列番号２４のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２又はこれらのア
ミノ酸配列の何れかの組み合わせを含む抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に
厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１２４】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次のアミノ酸配列を含む、重鎖ＣＤ
Ｒ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖可変ＣＤＲ３
を有する：
　（ａ）重鎖ＣＤＲ１は、Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－
Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ（配列番号６）のアミノ酸配列を有し；
　（ｂ）重鎖ＣＤＲ２は、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｕ－Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌ
ｙ（配列番号１２）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ１は、プロリン及びアラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ２は、イソロイシン及びチロシンからなる群から選択され；
　（ｃ）重鎖ＣＤＲ３は、Ｓｅｒ－Ｈｉｓ－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－
Ｔｙｒ（配列番号８）のアミノ酸配列を有し；
　（ｄ）軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｖａｌ－Ａ



(41) JP 2010-527920 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

ｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号１
３）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ３は、セリン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、チロシン、スレオ
ニン及びアルギニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ４は、グルタミン、チロシン、トリプトファン、アラニン及びフェニルア
ラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ５は、セリン、グリシン、プロリン、アラニン及びアスパラギン酸からな
る群から選択され；
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８－Ｓ
ｅｒ（配列番号１４）の式を有するアミノ酸配列を有し、
　式中、Ｘａａ６は、アスパラギン及びシステインからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ７は、ロイシン、グリシン及びアラニンからなる群から選択され；
　式中、Ｘａａ８は、グルタミン酸、トリプトファン及びプロリンからなる群から選択さ
れ；
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－
Ｐｈｅ－Ｔｈｒ（配列番号１１）のアミノ酸配列を有し、
　軽鎖ＣＤＲ１がＬｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－
Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）のアミノ酸配
列を有し、軽鎖ＣＤＲ２がＡｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（
配列番号１０）のアミノ酸配列を有する場合、重鎖ＣＤＲ２は、Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ
－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ
－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）以外のアミノ酸配列を有するか、重鎖
ＣＤＲ２がアミノ酸配列Ｔｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇ
ｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配
列番号７）を有し、軽鎖ＣＤＲ２がアミノ酸配列Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１９）を有する場合、軽鎖ＣＤＲ１は、Ｌｙｓ－Ａｌａ－
Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－
Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号９）以外のアミノ酸配列を有するか、又は、重鎖ＣＤ
Ｒ２がＴｒｐ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｔｈｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ｐｒｏ－Ｉ
ｌｅ－Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ａｓｐ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ（配列番号７）のアミ
ノ酸配列を有し、軽鎖ＣＤＲ１が、Ｌｙｓ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－
Ａｓｐ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号
９）のアミノ酸配列を有する場合、軽鎖ＣＤＲ２は、Ａｌａ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ－
Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号１０）以外のアミノ酸配列を有する。本発明はまた、
上述の式に従うアミノ酸配列を有する、重鎖ＣＤＲ１領域、重鎖ＣＤＲ２領域、重鎖ＣＤ
Ｒ３領域、軽鎖ＣＤＲ１領域、軽鎖ＣＤＲ２領域及び軽鎖ＣＤＲ３領域を有する抗体をコ
ードする本明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチ
ド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１２５】
　さらに別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合す
る抗体（該抗体はＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される。）をコードする単離
核酸分子を提供する。本発明はまた、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する
抗体（該抗体はＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される。）をコードする核酸分
子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供す
る。
【０１２６】
　３－６３１－４３６ＡＭ５及び３－６３１－４３６ＡＭ８核酸分子
　別の態様において、本発明は、２００４年１２月２１日に寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．
受託番号ＰＴＡ－６４７６が割り当てられ、２００６年８月１７日に公開された米国特許
公開２００６／０１８３１５４に記載されている３－６３１－４３６（本明細書において
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、「野生型」及び「３－６３１－４３６」とも称される。）によって産生される抗体と比
べた場合に、その平衡解離定数（ＫＤ）が、少なくとも約２倍改善、少なくとも約３倍改
善、少なくとも約５倍改善、少なくとも約１０倍改善、少なくとも約１５倍改善、少なく
とも約２０倍改善、少なくとも約２５倍改善、少なくとも約３０倍改善、少なくとも約３
５倍改善、少なくとも約４０倍改善、少なくとも約４５倍改善、少なくとも約５０倍改善
、少なくとも約５５倍改善、少なくとも約６０倍改善、少なくとも約７０倍改善又は少な
くとも約７５倍改善して、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８に
結合する抗体をコードする単離核酸分子を提供する。本発明はまた、２００４年１２月２
１日に寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６が割り当てられ、２００６
年８月１７日に公開された米国特許公開２００６／０１８３１５４に記載されている３－
６３１－４３６（本明細書において、「３－６３１－４３６」とも称される。）により産
生される抗体と比較した場合、その平衡解離定数（ＫＤ）が少なくとも約２倍改善、少な
くとも約３倍改善、少なくとも約５倍改善、少なくとも約１０倍改善、少なくとも約１５
倍改善、少なくとも約２０倍改善、少なくとも約２５倍改善、少なくとも約３０倍改善、
少なくとも約３５倍改善、少なくとも約４０倍改善、少なくとも約４５倍改善、少なくと
も約５０倍改善、少なくとも約５５倍改善、少なくとも約６０倍改善、少なくとも約７０
倍改善又は少なくとも約７５倍改善して、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３
から１８を含むエピトープに結合する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸分子に厳
格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子を提供する。
【０１２７】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、及び
少なくとも約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１

０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１

１Ｍまで、若しくは約１．６０×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲の
ＫＤを有する単離核酸分子を提供する。
【０１２８】
　本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片へ免疫特異的に結合し、及び少なくとも約３．５
×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１
０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは
約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤを有する抗体をコ
ードする本明細書中に記載されている核酸分子へ、厳格な条件下でハイブリッド形成する
ヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１２９】
　別の態様において、単離核酸分子は、約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３

Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１

０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは約１．６０×１０－１０Ｍから約１．０
×１０－１０ＭのＫＤでヒトＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８へ免疫
特異的に結合する。本発明は、約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、
約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから
約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは約１．６０×１０－１０Ｍから約１．０×１０－

１０Ｍの範囲のＫＤで、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８へ免疫特
異的に結合する抗体をコードする本明細書中に記載されている核酸分子へ、厳格な条件下
でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子も提供する。
【０１３０】
　さらに別の態様において、本発明は、約１．２×１０－１０Ｍから約１．６×１０－１

０ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８に免疫特異的に結合
する抗体をコードする単離核酸分子を提供する（該核酸分子は、ＣＨＯ細胞株３－６３１
－４３６ＡＭ５により産生される抗体のヌクレオチド配列を含む。）。本発明はまた、１
．２×１０－１０Ｍから１．６×１０－１３ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミ
ノ酸残基１３から１８に免疫特異的に結合する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸
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分子（該核酸分子は、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５により産生される抗体のヌ
クレオチド配列を含む。）に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含
む単離核酸分子も提供する。
【０１３１】
　さらに別の態様において、本発明は、約１．０×１０－１０Ｍから約１．２×１０－１

０ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミノ酸残基１３から１８に免疫特異的に結合
する抗体をコードする単離核酸分子を提供する（該核酸分子は、ＣＨＯ細胞株３－６３１
－４３６ＡＭ８により産生される抗体のヌクレオチド配列を含む。）。本発明はまた、１
．０×１０－１０Ｍから１．２×１０－１０ＭのＫＤでｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のアミ
ノ酸残基１３から１８に免疫特異的に結合する抗体をコードする本明細書中に記載の核酸
分子（該核酸分子は、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体のヌ
クレオチド配列を含む。）に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含
む単離核酸分子も提供する。
【０１３２】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供する（該抗体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４
３６ＡＭ５（ＡＴＣＣ受託番号８３６９）により産生される抗体の誘導体又はバリアント
を含む。）。本明細書中で既に考察したように、本発明の発明者らは、高い結合親和性を
示し、具体的には少なくとも約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．５×１
０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．０
×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２
．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも
約７．５×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（
又はＫａ）を示し、又は約１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－

１まで、約１．９５×１０６Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２
．７０×１０６Ｍ－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１まで、若しくは約７．０
×１０６Ｍ－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はＫａ

）（但し、ｋｏｎが１．６×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは５．４×１０－４

ｓ－１又は６．５×１０－４ｓ－１ではなく、ｋｏｎが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であ
れば、ｋｏｆｆは２．５×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－

１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－

１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが５．８×１０
６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは１．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋｏｎが１
．５×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）を
有し、少なくとも約１．０×１０－３ｓ－１の、少なくとも約６．５×１０－４ｓ－１の
、少なくとも約５．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約４．０×１０－４ｓ－１の、少
なくとも約１．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約７．５×１０－５ｓ－１、少なくと
も約５．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約
１×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を
有し、又は２．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－

１から１．０×１０－５ｓ－１又は１．０×１０－３ｓ－１から８．５×１０－４ｓ－１

の範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は約３．５×１０－１０Ｍから約１．０×１０
－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×
１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで若しくは約１．６×１０－１０Ｍから約１
．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤを有する、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３
６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体の誘導体又はバリアントで
ある抗体が産生され得ることを見い出している。
【０１３３】
　本発明の誘導化又は変異抗体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６（Ａ．Ｔ．
Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有する。）により産生される抗体のアミノ酸配列と
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比較した場合、軽鎖相補性決定（「ＣＤＲ」）領域（例えば、軽鎖ＣＤＲ２）の少なくと
も１つの中に少なくとも１つの突然変異（欠失、付加及び／又は置換など）を含む。
本発明の抗体をコードする核酸分子において突然変異（欠失、付加及び／又は置換など）
を導入するために、結果としてアミノ酸置換を生じさせる、部位特異的突然変異誘発及び
ＰＣＲによる突然変異誘発を含む、当業者にとって公知の標準的技術を使用することがで
きる。ある態様において、本誘導体は、ハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６（Ａ．
Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６を有する。）により産生される元の抗体と比較し
て、１０アミノ酸未満の置換、５アミノ酸未満の置換、４アミノ酸未満の置換、３アミノ
酸未満の置換又は２アミノ酸未満の置換を含む。ある態様において、本誘導体は、１以上
の予想される不可欠ではないアミノ酸残基（即ち、抗体がｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免
疫特異的に結合するために重大ではないアミノ酸残基）においてなされる保存的アミノ酸
置換を有する。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が、同様の電荷の側鎖を有する
アミノ酸で置換されるものである。同様の電荷の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリー
は当技術分野で明らかにされている。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミ
ノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば
、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電性極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリ
シン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極
性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリ
ン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有するアミノ酸（
例えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）及び芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば
、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。あるいは、
飽和突然変異誘発などによって、コード配列の全て又は一部に、突然変異を無作為に導入
することができ、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に対する結合親和性が向上した突然変異体を
同定するために、得られた突然変異体を生物学的活性についてスクリーニングすることが
できる。突然変異誘発後、コードされる抗体を発現させ、抗体の活性を調べることができ
る。
【０１３４】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次の式のアミノ酸配列を有する軽鎖
ＣＤＲ２を有する。
Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号８
３）の式を有するアミノ酸配列を有し；
　（Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニンから
なる群から選択され；
　Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチオニンからなる群から選択
され；
　Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及びアスパラギン酸からなる群から
選択され；
Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからなる群から選択され；
　但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及びＸａａ１２がリジ
ンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外である。）
【０１３５】
　本発明はまた、上述の式のアミノ酸配列を有する軽い鎖ＣＤＲ２を有する抗体をコード
する本明細書中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配
列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１３６】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、配列番号１４３、配列番号１４４、
配列番号１４５、配列番号１４６、配列番号１４７、配列番号１４８、配列番号１４９、
配列番号１５０又は配列番号１５１のアミノ酸配列を有する軽い鎖ＣＤＲ２を含む（ある
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いは、からなる）。本発明はまた、配列番号１４３、配列番号１４４、配列番号１４５、
配列番号１４６、配列番号１４７、配列番号１４８、配列番号１４９、配列番号１５０又
は配列番号１５１のアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ２を含む抗体をコードする本明細書
中に記載の核酸分子に厳格な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離
核酸分子も提供する。
【０１３７】
　別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体
をコードする単離核酸分子を提供するが、該抗体は、次のアミノ酸配列を含む、重鎖ＣＤ
Ｒ１、重鎖ＣＤＲ２、重鎖ＣＤＲ３、軽鎖ＣＤＲ１、軽鎖ＣＤＲ２及び軽鎖可変ＣＤＲ３
を有する。
【０１３８】
　（ａ）Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｔｈｒ－Ｐｈｅ－Ｔｈｒ－Ｓｅｒ－Ｔｙｒ－Ｔｒｐ－Ｍｅｔ－
Ａｓｎ（配列番号８４）のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ１；
　（ｂ）Ａｒｇ－Ｉｌｅ－Ａｓｐ－Ｐｒｏ－Ｔｙｒ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－
Ｈｉｓ－Ｔｙｒ－Ａｓｎ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ（配列番号８５）の式を有す
るアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ２； 
　（ｃ）Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ（配列番号８６）のアミノ酸配列を有する重鎖ＣＤＲ３
；
　（ｄ）Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－
Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ－Ｔｈｒ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ－Ａｓｎ（配列番号８７）のアミノ酸
配列を有するアミノ酸配列を有する軽鎖ＣＤＲ１；
　（ｅ）軽鎖ＣＤＲ２は、Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｌｅｕ－Ｇ
ｌｕ－Ｓｅｒ（配列番号８３）の式を有するアミノ酸配列を有し；
　（Ｘａａ９は、バリン、グルタミン、ヒスチジン、トリプトファン及びアルギニンから
なる群から選択され；
　Ｘａａ１０は、バリン、アスパラギン、スレオニン及びメチオニンからなる群から選択
され；
　Ｘａａ１１は、セリン、スレオニン、アスパラギン及びアスパラギン酸からなる群から
選択され；
Ｘａａ１２は、リジン及びイソロイシンからなる群から選択され；
　但し、Ｘａａ１０がバリンであり、Ｘａａ１１がセリンであり、及びＸａａ１２がリジ
ンである場合には、Ｘａａ９はバリン以外である。）
　（ｆ）軽鎖ＣＤＲ３は、Ｌｅｕ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｐｈｅ－Ｐｒｏ（
配列番号８９）のアミノ酸配列を有する。
【０１３９】
　さらに別の態様において、本発明は、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合す
る抗体（該抗体はＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８
により産生される。）をコードする単離核酸分子を提供する。本発明はまた、ｈＢＮＰ又
はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合する抗体（該抗体はＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６
ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される。）をコードする核酸分子に厳格
な条件下でハイブリッド形成するヌクレオチド配列を含む単離核酸分子も提供する。
【０１４０】
　ＩＶ．本発明の抗体を調製するための方法
　当業者にとって公知の通常の技術を用いて本発明の抗体を調製することができる。
【０１４１】
　ある態様において、宿主細胞における免疫グロブリン軽及び重鎖遺伝子の組換え発現に
より、本発明の抗体を調製することができる。抗体を組換え発現させるために、軽及び重
鎖が宿主細胞で発現され、好ましくは宿主細胞が培養されている培地中に分泌され、その
培地から本抗体を回収できるように、本抗体の免疫グロブリン軽及び重鎖をコードする核
酸分子を担う１以上の組換え発現ベクターを宿主細胞に形質移入する。Ｓａｍｂｒｏｏｋ
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、Ｆｒｉｔｓｃｈ及びＭａｎｉａｔｉｓ（編）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９）、Ａｕｓｂｅｌ、Ｆ．Ｍ．ら（編）Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９８９）及び米国特許第４，８１６，３
９７号（Ｂｏｓｓら）などに記載のように、抗体重及び軽鎖遺伝子を得て、これらの遺伝
子を組換え発現ベクターに組み込み、このベクターを宿主細胞に導入するために、標準的
組換え核酸（ＤＮＡ）法を使用する。
【０１４２】
　本発明の抗体を発現させるために、軽及び重鎖領域をコードする核酸分子を最初に得る
。例えばＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５、ＣＨ
Ｏ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８又はこれらのあらゆる組み合わせにより産生される抗
体を含む、本発明の抗体を生成させるために、モノクローナル抗体１０６．３を発現する
ハイブリドーマ細胞株又はモノクローナル抗体３－６３１－４３６を発現するハイブリド
ーマ細胞株からこれらの核酸分子を得て、当技術分野で周知である手段（部位特異的突然
変異誘発など）により改変することができる。モノクローナル抗体１０６．３を発現する
ハイブリドーマ細胞株は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎ（「ＡＴＣＣ」）１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍ
ａｎａｓｓａｓ、Ｖｉｒｇｉｎｉａ　２０１１０に寄託し、受託番号ＨＢ－１２０４４が
与えられた。モノクローナル抗体１０６．３の核酸配列は、図３Ａ－３Ｅ及び配列番号１
で示す。２００４年１２月２１日に寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７
６が割り当てられ、２００６年８月１７日に公開された米国特許公開２００６／０１８３
１５４に記載されているモノクローナル抗体３－６３１－４３６を発現するハイブリドー
マ細胞株。モノクローナル抗体３－６３１－４３６の核酸配列は、図２５Ａから２５Ｂ及
び配列番号９２に示されている。
【０１４３】
　例えば、１０６．３又は３－６３１－４３６可変重鎖（ＶＨ）及び可変（ＶＬ）核酸断
片を得たら、本明細書中に開示されている１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５
、３－６３１－４３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５若しくは
３－６３１－４３６ＡＭ８関連アミノ酸配列をコードするように、これらの配列又は、相
補性決定（「ＣＤＲ」）領域などのこれらの配列内の特定の領域に対して、突然変異誘発
を行うことができる。異なる１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６３１
－４３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５若しくは３－６３１－
４３６ＡＭ８関連配列中のアミノ酸残基を同定するために、１０６．３又は３－６３１－
４３６ＶＨ及びＶＬＤＮＡ配列によりコードされるアミノ酸配列を、１０６．３ＡＭ１、
３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６３１－４３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３－６３
１－４３６ＡＭ５若しくは３－６３１－４３６ＡＭ８関連ＶＨ及びＶＬアミノ酸配列と比
較する。どのヌクレオチドの変更を行うべきであるかを決定するために、遺伝子コードを
用いて、突然変異配列が１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６３１－４
３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５若しくは３－６３１－４３
６ＡＭ８関連アミノ酸配列をコードするように、モノクローナル抗体１０６．３又は３－
６３１－４３６の適切なヌクレオチドに対して突然変異誘導を行う。ＰＣＲによる突然変
異誘発（この方法では、ＰＣＲ産物が突然変異を含有するように、変異ヌクレオチドをＰ
ＣＲプライマー組み込む。）又は部位特異的突然変異誘発などの標準的方法により、抗体
１０６．３又は３－６３１－４２６配列の突然変異誘発を行うことができる。
【０１４４】
　あるいは、別の態様において、当業者にとって公知の通常の技術を用いて、化学合成装
置においてＶＨ及びＶＬ鎖をコードする核酸分子を合成することができる。例えば、当技
術分野で公知の通常の技術を用いて、セクションＩＩＩに記載の核酸分子からのＶＨ及び
ＶＬ鎖を化学合成することができる。支持体に付着させた３’末端塩基から開始して、段
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階的にヌクレオチドをカップリングさせる。最も５’側のヌクレオチドを付加した後、そ
のヌクレオチドを固体支持体から切断し、脱塩により精製して、その後、ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）により精製する（Ｍｉｄｌａｎｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　
Ｒｅａｇｅｎｔｓ、Ｍｉｄｌａｎｄ、ＴＸ、ｗｗｗ．ｏｌｉｇｏｓ．ｃｏｍ）。
【０１４５】
　（上述のような、ＶＨ及びＶＬ遺伝子の、増幅及び突然変異誘発により）１０６．３Ａ
Ｍ１、３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６３１－４３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３
－６３１－４３６ＡＭ５若しくは３－６３１－４３６ＡＭ８関連ＶＨ及びＶＬセグメント
をコードする核酸断片を得たら、例えば、可変領域遺伝子を抗体に変換するために（以下
に限定されないが、全長抗体鎖遺伝子、Ｆａｂ断片遺伝子へ、又はｓｃＦｖ遺伝子へ、な
ど）、これらの核酸断片をさらに標準的組換えＤＮＡ技術により操作することができる。
これらの操作において、別のタンパク質（抗体定常領域又はフレキシブルなリンカーなど
）をコードする別の核酸断片に、ＶＬ－又はＶＨコード核酸断片を操作可能に連結する。
「操作可能に連結」という用語は、この関連で使用する場合、２個の核酸断片によりコー
ドされるアミノ酸配列の読み枠がずれないようにこの２個の核酸断片がつながれることを
意味するものとする。
【０１４６】
　代替的な方法において、野生型ＣＤＲ領域（モノクローナル抗体１０６．３又は３－６
３１－４２６のものなど）を用いてｓｃＦｖ遺伝子を構築し、次いで当技術分野で公知の
技術を用いて突然変異誘発を行い得る。
【０１４７】
　重鎖定常領域（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３）をコードする別の核酸分子へＶＨコード核
酸分子を操作可能に連結することにより、ＶＨ領域をコードする単離核酸分子を全長重鎖
遺伝子へと変換することができる。ヒト重鎖定常領域遺伝子の配列は、当技術分野で公知
である（例えば、Ｋａｂａｔ、Ｅ．Ａ．ら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａ
ｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ　
Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２（１９９１）参照）。別の態様において
、本発明は、以下に限定されないがヒト重鎖定常領域の全ての既知のアロタイプを含む全
ての既知のヒト重鎖定常領域をさらに包含する。標準的ＰＣＲ増幅により、これらの領域
を包含する核酸断片を得ることができる。重鎖定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ
３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭ又はＩｇＤ定常領域であり得る。
【０１４８】
　軽鎖定常領域、ＣＬをコードする別の核酸分子にＶＬコード核酸分子を操作可能に連結
することにより、全長軽鎖遺伝子（ならびにＦａｂ軽鎖遺伝子）へと、ＶＬ領域をコード
する単離核酸分子を変換することができる。ヒト軽鎖定常領域遺伝子の配列は当技術分野
で公知である（例えば、Ｋａｂａｔ、Ｅ．Ａ．ら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．Ｄ
ｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、Ｎ
ＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２（１９９１）参照）。本発明は、
以下に限定されないがヒト軽鎖定常領域の全ての既知のアロタイプを含む全ての既知のヒ
ト軽鎖定常領域を包含する。標準的ＰＣＲ増幅により、これらの領域を包含する核酸断片
を得ることができる。軽鎖定常領域は、カッパ又はラムダ定常領域であり得るが、最も好
ましくはカッパ定常領域である。
【０１４９】
　特定の重又は軽鎖領域内のフレームワーク（ＦＲ）及びＣＤＲ領域の具体的な表示は、
このような領域を区別するために使用する、慣習又は付番システムにより変化し得ること
を理解されたい（例えばＣｈｏｔｈｉａ、Ｋａｂａｔ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ’ｓ　ＡｂＭ　ｍｏｄｅｌｉｎｇ　ｓｏｆｔｗａｒｅ、これらは全て、当業者にとって
公知である。）。本発明の目的のために、Ｋａｂａｔ付番システムを使用する。
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【０１５０】
　ｓｃＦｖ遺伝子を作製するために、フレキシブルリンカー（アミノ酸配列ＧＰＡＫＥＬ
ＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（配列番号４）によりコードされるリンカーなど）をコードする別の
断片にＶＨ及びＶＬコード核酸断片を操作可能に連結する（米国特許公開２００４－０１
７５３７９Ａ１参照）。本発明で使用できるその他のリンカー配列の例は、Ｂｉｒｄら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６（１９８８）、Ｈｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）及びＭｃＣ
ａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ、３４８：５５２－５５４（１９９０）で見出すことが
できる。
【０１５１】
　本発明の抗体又は抗体部分を発現させるために、遺伝子が転写及び翻訳調節配列に操作
可能に連結されるように、上述のように得られた部分又は全長軽及び重鎖をコードする核
酸分子を発現ベクターに挿入する。この関連において、「操作可能に連結」という用語は
、ベクター内の転写及び翻訳調節配列が、抗体遺伝子の転写及び翻訳を制御するというそ
れらの意図する機能を果たすように、抗体遺伝子がベクターに連結されることを意味する
ものとする。使用する発現宿主細胞と適合するように、発現ベクター及び発現調節配列を
選択する。抗体軽鎖遺伝子及び抗体重鎖遺伝子を別個のベクターに挿入でき、又は、より
一般的には、両遺伝子を同じ発現ベクターに挿入する。標準的方法（例えば、抗体遺伝子
断片及びベクターの相補的制限部位のライゲーション又は制限部位がない場合は平滑末端
ライゲーション）により、発現ベクターに抗体遺伝子を挿入する。軽又は重鎖配列の挿入
前に、発現ベクターが既に抗体定常領域配列を有し得る。例えば、ＶＨ及びＶＬ配列を全
長抗体遺伝子に変換するためのあるアプローチは、ベクター内でＶＨセグメントがＣＨ「
セグメント」に操作可能に連結され、ベクター内でＶＬセグメントがＣＬセグメントに操
作可能に連結されるように、重鎖定常及び軽鎖定常領域をそれぞれ既にコードする発現ベ
クターにそれらを挿入することである。さらに又はあるいは、組換え発現ベクターは、宿
主細胞からの抗体鎖の分泌を促進するシグナルペプチドをコードし得る。シグナルペプチ
ドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端に読み枠どおりに連結されるように、抗体鎖遺伝子をベク
ターにクローニングすることができる。シングルペプチドは、免疫グロブリンシグナルペ
プチド又は異種シグナルペプチド（即ち、免疫グロブリンではないタンパク質からのシグ
ナルペプチド）であり得る。
【０１５２】
　抗体鎖遺伝子に加えて、組換え発現ベクターは、宿主細胞において抗体鎖遺伝子の発現
を調節する制御配列を担い得る。「制御配列」という用語は、プロモーター、エンハンサ
ー及び、抗体鎖遺伝子の転写又は翻訳を調節するその他の発現調節エレメント（例えばポ
リアデニル化シグナル）を含むものとする。このような制御配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄ
ｅｌ；Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に記載されている。当業者にとって当然のことながら、制御
配列の選択を含む発現ベクターの設計は、形質転換する宿主細胞の選択、所望のタンパク
質の発現レベルなどの因子に依存し得る。哺乳動物宿主細胞発現に対する好ましい制御配
列には、サイトメガロウイルス（「ＣＭＶ」）由来（ＣＭＶプロモーター／エンハンサー
など）、シミアンウイルス４０（「ＳＶ４０」）由来（ＳＶ４０プロモーター／エンハン
サーなど）、アデノウイルス由来（アデノウイルス主要後期プロモーター（「ＡｄＭＬＰ
」など）及びポリオーマ由来のプロモーター及び／又はエンハンサーなど、哺乳動物細胞
での高レベルのタンパク質発現を導くウイルスエレメントが含まれる。ウイルス制御エレ
メントの詳細及びその配列に関して、例えば、Ｓｔｉｎｓｋｉによる米国特許第５，１６
８，０６２号、Ｂｅｌｌらによる米国特許第４，５１０，２４５号及びＳｃｈａｆｆｎｅ
ｒらによる米国特許第４，９６８，６１５号を参照のこと。
【０１５３】
　抗体鎖遺伝子及び制御配列に加えて、組換え発現ベクターは、宿主細胞でのベクターの
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複製を制御する配列（例えば複製起点）及び選択可能マーカー遺伝子など、さらなる配列
を担い得る。選択可能マーカー遺伝子により、ベクターが導入されている宿主細胞の選択
が容易になる（例えば、全てＡｘｅｌらによる、米国特許第４，３９９，２１６号、同第
４，６３４，６６５号及び同第５，１７９，０１７号を参照）。例えば、通常、選択可能
マーカー遺伝子は、ベクターが導入されている宿主細胞において、例えば、Ｇ４１８、ハ
イグロマイシン又はメトトレキセートなどの薬物に対する耐性を与える。好ましい選択可
能マーカー遺伝子には、メトトレキセート選択／増幅を用いてｄｈｆｒ－宿主細胞におい
て使用するためのジヒドロ葉酸還元酵素（「ＤＨＦＲ」）遺伝子及びＧ４１８選択のため
のネオマイシン（「ｎｅｏ」）遺伝子が含まれる。
【０１５４】
　軽及び重鎖の発現の場合、標準的技術により、重及び軽鎖をコードする発現ベクターを
宿主細胞に形質移入する。「形質移入」という用語の様々な形態は、例えばエレクトロポ
レーション、リン酸カルシウム沈殿法、ＤＥＡＥ－デキストラン形質移入など、原核又は
真核宿主細胞への外来ＤＮＡの導入のために一般的に使用される多岐にわたる技術を包含
するものとする。本発明の抗体を原核又は真核宿主細胞の何れかで発現させることは理論
的に可能ではあるが、真核細胞、特に哺乳動物細胞は、原核細胞よりも、正しく折りたた
まれ、免疫学的に活性のある無傷の抗体をアセンブルし分泌させるのによりふさわしいの
で、真核細胞で、最も好ましくは哺乳動物宿主細胞で、抗体を発現させることが最も好ま
しい。抗体遺伝子の原核発現は、活性抗体の高収率の産生には無効であることが報告され
ている（Ｂｏｓｓ、Ｍ．Ａ．及びＷｏｏｄ、Ｃ．Ｒ、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ
　６：１２－１３（１９８５）参照）。
【０１５５】
　本発明の組換え抗体を発現させるのに好ましい哺乳動物宿主細胞には、チャイニーズハ
ムスター卵巣（「ＣＨＯ」）細胞（例えばＲ．Ｊ．Ｋａｕｆｍａｎ及びＰ．Ａ．Ｓｈａｒ
ｐ、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１－６２１（１９８２）に記載のものなどの、ＤＨ
ＦＲ選択可能マーカーとともに使用される、Ｕｒｌａｕｂ及びＣｈａｓｉｎ、Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６－４２２０（１９８０）に記載の
、ｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。）、ＮＳＯ骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞、及びＳＰ２／０細
胞が含まれる。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺乳動物宿主細胞に導入す
る場合、宿主細胞で抗体を発現させるのに十分な時間、より好ましくは宿主細胞を増殖さ
せている培地に抗体が分泌されるのに十分な時間、宿主細胞を培養することにより抗体が
産生される。標準的タンパク質精製法を用いて、培地から抗体を回収することができる。
【０１５６】
　Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片又はｓｃＦｖ分子などの無傷の抗体の一部を産生させ
るために宿主細胞を使用することもできる。上述の手順における変法が本発明の範囲内で
あることは理解されよう。例えば、本発明の抗体の軽鎖又は重鎖の何れか（両方ではない
。）をコードする核酸分子を宿主細胞に形質移入することが望まれ得る。ｈＢＮＰ又はｈ
ＢＮＰ断片への結合に不必要な軽及び重鎖の何れか又は両方をコードする核酸分子のいく
つか又は全てを除去するために、組換えＤＮＡ技術を使用することもできる。このような
短縮核酸分子から発現される分子も本発明の抗体に包含される。
【０１５７】
　本発明の抗体又はその抗原結合部分の組換え発現のための好ましい系において、リン酸
カルシウム介在形質移入により、抗体重鎖及び抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベ
クターをｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞に導入する。組換え発現ベクター内で、遺伝子の高レベル
転写を導くために、抗体重及び軽鎖遺伝子をＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモータ
ー制御エレメントにそれぞれ操作可能に連結する。組換え発現ベクターはＤＨＦＲ遺伝子
も担い、これにより、このベクターにより形質移入されたＣＨＯ細胞の選択が可能になる
。形質移入ベクターからＤＨＦＲ遺伝子を得たＣＨＯ細胞を得るために、ヒポキサンチン
及びチミジン不含の培地中で細胞を培養した。最大量の抗体を発現したクローンを同定す
るために、抗原特異的スクリーニング法を使用した。これらの個々のクローンを増殖させ
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、通常的に再スクリーニングした。１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５及び３
－６３１－４３６ＡＭ８形質移入から細胞株を選択した。抗体重及び軽鎖を発現させるた
めに、選択した形質転換宿主細胞を培養し、培地から無傷の抗体を回収する。組換え発現
ベクターを調製し、宿主細胞を形質移入し、形質転換体を選択し、宿主細胞を培養し、培
地から抗体を回収するために、標準的な分子生物学的技術を使用する。
【０１５８】
　前述のことを考慮して、本発明の別の態様は、本発明の抗体及び抗体部分の組換え発現
に使用できる、核酸、ベクター及び宿主細胞組成物に関する。１０６．３ＡＭ１及びその
バリアントの重鎖ＣＤＲ２領域をコードするアミノ酸配列を配列番号１５で示す。１０６
．３ＡＭ１軽鎖ＣＤＲ１領域をコードするアミノ酸配列を配列番号２２で示す。１０６．
３ＡＭ１の重鎖ＣＤＲ２領域をコードする核酸分子を配列番号８１で示す。１０６．３Ａ
Ｍ１の軽鎖ＣＤＲ１領域をコードする核酸分子を配列番号８２で示す。別の態様において
、３－６３１－４３６ＡＭ５及び３－６３１－４３６ＡＭ８並びにこれらのバリアントの
軽鎖ＣＤＲ２領域をコードするアミノ酸配列は、配列番号８３中に示されている。３－６
３１－４３６ＡＭ５及び３－６３１－４３６ＡＭ８の軽鎖ＣＤＲＬ２領域をコードする核
酸分子は、配列番号１５４中に示されている。
【０１５９】
　Ｖ．組換え抗体の選択
　本明細書中に開示されている、１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６
３１－４３６ＡＭ８又は１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５若しくは３－６３
１－４３６ＡＭ８関連抗体を含む本発明の抗体は、コンビナトリアル抗体ライブラリーの
スクリーニングにより単離することができる。好ましくは、コンビナトリアル抗体ライブ
ラリーは、組換えコンビナトリアルライブラリー、好ましくは、キメラの、ヒト化又はヒ
トＶＬ及びＶＨ　ＣＤＮＡを用いて作製された、ｓｃＦｖ酵母ディスプレイライブラリー
である。このようなライブラリーの作製及びスクリーニングのための方法は当技術分野で
公知である。酵母ディスプレイライブラリーを作製するための市販のベクターに加えて（
ｐＹＤ１ベクター、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａな
ど）、抗体ディスプレイライブラリーの作製及びスクリーニングに特に受け入れやすい方
法及び試薬の例は、例えば、Ｂｏｒｄｅｒ　Ｅ．Ｔ．及びＷｉｔｔｒｕｐ　Ｋ．Ｄ．、Ｙ
ｅａｓｔ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｆｏｒ　ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｖｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｆｆｉｎｉｔｙ，ａｎｄ　ｓ
ｔａｂｉｌｉｔｙ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、３２８：４３０－４４（２００
０）及びＢｏｒｄｅｒ　Ｅ．Ｔ．及びＷｉｔｔｒｕｐ　Ｋ．Ｄ．、Ｙｅａｓｔ　ｓｕｒｆ
ａｃｅ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｆｏｒ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　ｌｉｂｒａｒｉｅｓ、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、１５
（６）：５５３－７（１９９７年６月）で見出すことができる。
【０１６０】
　好ましい実施形態において、本明細書中のセクションＩＩに記載の抗体の何れかなどの
、高い結合親和性の抗体を単離するために、酵母（好ましくはＳａｃｃａｒｏｍｙｃｅｓ
　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）表面でｓｃＦｖとして発現されるヒト重及び軽鎖配列を生成さ
せるため、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に免疫特異的に結合することが知られている抗体（
例えばモノクローナル抗体１０６．３又はモノクローナル抗体３－６３１－４３６など）
を最初に使用する。これらの抗体の解離速度（すなわち、ｋｏｆｆ又はｋｄ）を調べるた
めに、これらの抗体（モノクローナル抗体１０６．３又はモノクローナル抗体３－６３１
－４３６など）ｓｃＦｖを分析する。次に、好ましくはビオチン化環状ｈＢＮＰ（１－３
２ｃ）を用いて、このようなコンストラクトをスクリーニングする。次いで、平均蛍光単
位（「ＭＦＵ」）として、時間（秒）に対して解離速度データをプロットすることができ
る。データをフィットさせるために、一次減衰式を使用することができる。使用できるこ
のような式の例は以下の式である：
　ｙ＝ｍｌ＊ｅｘｐ（－ｍ２＊Ｍ０）＋ｍ３
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　（式中、ｍ１は時間０での最大蛍光（＊＝乗算及びｅｘｐ＝指数）；ｍ２はオフ速度（
オフ速度を決定するための式は当業者にとって周知である。）；Ｍ０は時間ｘ（ｘは測定
している時間）であり；ｍ３は系から生じているバックグラウンド蛍光である。
【０１６１】
　突然変異誘発ライブラリーからオフ速度が改善した本発明の抗体を同定するために、解
離速度データを使用することができる。
【０１６２】
　ＣＤＲ変異誘発ライブラリーを作製するために、続く重及び軽鎖可変領域の突然変異誘
発に対して、解離速度が改善したこれらのｓｃＦｖコンストラクトを選択する。
【０１６３】
　１０６．３ＡＭ１及び１０６．３ＡＭ１関連抗体に関して、結合親和性をさらに向上さ
せるために、天然の免疫反応中の抗体の親和性成熟に関与するインビボ体細胞変異プロセ
スと同様のプロセスにおいて、好ましいＶＨ／ＶＬペアのＶＨ及びＶＬセグメントに対し
て、好ましくは、ＶＨのＣＤＲ２領域内、ＶＬのＣＤＲ１領域内及び／又はＣＤＲ２領域
内で、無作為に突然変異誘発を行うことができる。標的とされるＣＤＲ内で３個のアミノ
酸をコードする縮重一本鎖オリゴヌクレオチドで各ＣＤＲの一部を置換することにより、
このインビトロ親和性突然変異を行うことができる。酵母中での相同組換えにより、新し
い無作為配列による各ＣＤＲの一部の置換（最大８０００の可能性）を行うことができる
（例えば実施例１参照）。ｓｃＦｖに関連してｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片への結合につい
てこれらの無作為突然変異ＶＨ及びＶＬセグメントを分析することができ；改善された蛍
光を示し、（ａ）Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４を有するハイブリドーマ細
胞株１０６．３により産生される抗体と比較した場合、その平衡解離定数（ＫＤ）が、少
なくとも約２倍改善、少なくとも約３倍改善、少なくとも約５倍改善、少なくとも約１０
倍改善、少なくとも約１５倍改善、少なくとも約２０倍改善、少なくとも約２５倍改善、
少なくとも約３０倍改善、少なくとも約３５倍改善、少なくとも約４０倍改善、少なくと
も約４５倍改善、少なくとも約５０倍改善、少なくとも約５５倍改善、少なくとも約６０
倍改善、少なくとも約７０倍改善又は少なくとも約７５倍改善で、ｈＢＮＰ又はそのｈＢ
ＮＰ断片のアミノ酸残基５から１３を含有するエピトープに結合し、（ｂ）少なくとも約
２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約２．５×１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約
３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約
１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１．３５×１０７Ｍ－１ｓ－１、少なくと
も約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（
又はｋａ）を示し、若しくは５．０×１０４Ｍ－１ｓ－１から１．０×１０８Ｍ－１ｓ－

１、３．３×１０４Ｍ－１ｓ－１から１．０×１０９Ｍ－１ｓ－１、２．５×１０４Ｍ－

１ｓ－１から１．２５×１０７Ｍ－１ｓ－１、２．４×１０４Ｍ－１ｓ－１から１．３５
×１０７Ｍ－１ｓ－１の範囲のｋｏｎ（又はｋａ）を有し、（ｃ）少なくとも約１．０×
１０－３ｓ－１、少なくとも約１．０×１０－４ｓ－１、少なくとも約１．０×１０－５

ｓ－１、少なくとも約１．０×１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を示すか又は１．
０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－１から１．０×
１０－５ｓ－１若しくは１．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－４ｓ－１の範囲のｋ

ｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、又は（ｄ）少なくとも約４．２×１０－１１Ｍの、少なくと
も約４．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約３．０×１０－１１Ｍの、少なくとも約２．
０×１０－１１Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１２Ｍの、少なくとも約８．０×１０
－１３Ｍの、少なくとも約７．４×１０－１３Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１３Ｍ
の、少なくとも約１．０×１０－１４Ｍの、少なくとも約１．０×１０－１５ＭのＫＤを
示し、若しくは４．２×１０－１１Ｍから１．０×１０－１５Ｍまで、４．０×１０－１

１Ｍから１．０×１０－１４Ｍまで、３×１０－１１Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、
２×１０－１１Ｍから８．０×１０－１３Ｍまで若しくは１．０×１０－１２Ｍから７．
４×１０－１３Ｍまでの範囲のＫＤを有する、ｓｃＦｖを単離し、配列決定によりＣＤＲ
突然変異を同定することができる。
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【０１６４】
　組換えｓｃＦｖディスプレイライブラリーのスクリーニング後、所望の特性を有するク
ローンを変換のために選択する。選択した抗体をコードする核酸分子をディスプレイパッ
ケージから（例えば酵母発現ベクターから）回収し、標準的な組換えＤＮＡ技術により、
その他の発現ベクターにサブクローニングすることができる。必要に応じて、本発明のそ
の他の抗体形態を作製するために、核酸をさらに操作することができる（例えば、さらな
る定常領域などのさらなる免疫グロブリンドメインをコードする核酸に連結する。）。上
記セクションＩＶで詳述したように、コンビナトリアルライブラリーのスクリーニングに
より単離された組換えヒト抗体を発現させるために、抗体をコードするＤＮＡを組換え発
現ベクターにクローニングし、哺乳動物宿主細胞に導入する。
【０１６５】
　３－６３１－４３６ＡＭ５、３－６３１－４３６ＡＭ８並びに３－６３１－４３６ＡＭ
５及び３－６３１－４３６ＡＭ８関連抗体に関して、結合親和性をさらに増加させるため
に、天然の免疫反応中の抗体の親和性成熟に関与するインビボ体細胞変異プロセスと同様
のプロセスにおいて、好ましいＶＨ／ＶＬペアのＶＨ及びＶＬセグメントに対して、好ま
しくは、ＶＬのＣＤＲ２領域内で、無作為に突然変異誘発を行うことができる。標的とさ
れるＶＬＣＤＲ内で３個のアミノ酸をコードする縮重一本鎖オリゴヌクレオチドでＶＬＣ
ＤＲの一部を置換することにより、このインビトロ親和性突然変異を行うことができる。
酵母中での相同組換えにより、新しい無作為配列によるＣＤＲの一部の置換（最大８００
０の可能性）を行うことができる（例えば実施例５参照）。ｓｃＦｖに関連してｈＢＮＰ
又はｈＢＮＰ断片への結合についてこれらの無作為突然変異ＶＬセグメントを分析するこ
とができ；改善された蛍光を示し、（ａ）２００４年１２月２１日にＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．に
寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６が割り当てられ、２００６年８月
１７日に公開された米国特許公開２００６／０１８３１５４に記載されている３－６３１
－４３６により産生される抗体と比較した場合、その平衡解離定数（ＫＤ）が、少なくと
も約２倍改善、少なくとも約３倍改善、少なくとも約５倍改善、少なくとも約１０倍改善
、少なくとも約１５倍改善、少なくとも約２０倍改善、少なくとも約２５倍改善、少なく
とも約３０倍改善、少なくとも約３５倍改善、少なくとも約４０倍改善、少なくとも約４
５倍改善、少なくとも約５０倍改善、少なくとも約５５倍改善、少なくとも約６０倍改善
、少なくとも約７０倍改善又は少なくとも約７５倍改善で、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断
片のアミノ酸残基５から１３を含有するエピトープに結合し、（ｂ）少なくとも約１．５
×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約３．５×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約７
．８×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約８．０×１０６Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも
約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なくとも約２．０×１０７Ｍ－１ｓ－１の、少なく
とも約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（又はＫａ）を有し、又は約１．５×１０６

Ｍ－１ｓ－１から約１．０×１０８Ｍ－１ｓ－１まで、約１．９５×１０６Ｍ－１ｓ－１

から約１．０×１０７Ｍ－１ｓ－１まで、約２．７０×１０６Ｍ－１ｓ－１から約９．０
×１０６Ｍ－１ｓ－１まで、又は約７．０×１０６Ｍ－１ｓ－１から約９．０×１０６Ｍ
－１ｓ－１までの範囲のｋｏｎ（又はＫａ）を有し（但し、ｋｏｎが１．６×１０６Ｍ－

１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは５．４×１０－４ｓ－１又は６．５×１０－４ｓ－１では
なく、ｋｏｎが６．７×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは２．５×１０－３ｓ－

１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは２．９×１０－

３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが８．４×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは２．９×
１０－３ｓ－１ではなく、ｋｏｎが５．８×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋｏｆｆは１
．６×１０－３ｓ－１ではなく、又はｋｏｎが１．５×１０６Ｍ－１ｓ－１であれば、ｋ

ｏｆｆは４．１×１０－４ｓ－１ではない。）を有し、又は少なくとも約１．０×１０－

３ｓ－１の、少なくとも約６．５×１０－４ｓ－１の、少なくとも約５．０×１０－４ｓ
－１の、少なくとも約４．０×１０－４ｓ－１の、少なくとも約１．０×１０－４ｓ－１

の、少なくとも約７．５×１０－５ｓ－１、５．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約２
．０×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１×１０－５ｓ－１の、少なくとも約１．０×１
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０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、若しくは２．０×１０－３ｓ－１から１．
０×１０－６ｓ－１、１．０×１０－３ｓ－１から１．０×１０－５ｓ－１若しくは１．
０×１０－３ｓ－１から８．５×１０－４ｓ－１の範囲のｋｏｆｆ（又はｋｄ）を有し、
又は少なくとも約３．５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１
０－１０Ｍから約１．０×１０－１２Ｍまで、２．１５×１０－１０Ｍから１．０×１０
－１１Ｍまで若しくは１．６×１０－１０Ｍから１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤ

を有する、ｓｃＦｖを単離し、配列決定によりＣＤＲ突然変異を同定することができる。
【０１６６】
　組換えｓｃＦｖディスプレイライブラリーのスクリーニング後、所望の特性を有するク
ローンを変換のために選択する。選択した抗体をコードする核酸分子をディスプレイパッ
ケージから（例えば酵母発現ベクターから）回収し、標準的な組換えＤＮＡ技術により、
その他の発現ベクターにサブクローニングすることができる。必要に応じて、本発明のそ
の他の抗体形態を作製するために、核酸をさらに操作することができる（例えば、さらな
る定常領域などのさらなる免疫グロブリンドメインをコードする核酸に連結する。）。上
記セクションＩＶで詳述したように、コンビナトリアルライブラリーのスクリーニングに
より単離された組換えヒト抗体を発現させるために、抗体をコードするＤＮＡを組換え発
現ベクターにクローニングし、哺乳動物宿主細胞に導入する。
【０１６７】
　ＶＩ．免疫アッセイ
　別の態様において、本発明は、試験試料中のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の定性及び／又
は定量的検出のために使用することができる免疫アッセイに関する。当技術分野で公知で
ある何らかの方式を用いて（以下に限定されないが、サンドイッチ方式、競合阻害方式（
フォワード又はリバース競合阻害アッセイの両方を含む。）又は蛍光偏向方式など）、本
発明の免疫アッセイを行うことができる。
【０１６８】
　試験試料中のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の定性検出のための免疫アッセイにおいて、抗
体－ｈＢＮＰ免疫複合体を形成させるために、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を含有する疑い
があるか又は含有することが知られている少なくとも１つの試験試料に、ｈＢＮＰ又はそ
のｈＢＮＰ断片のある一定のエピトープに結合する少なくとも１つの抗体を接触させる。
少なくとも１つの試験試料中でこのような抗体－ｈＢＮＰ免疫複合体を形成させるための
このような免疫アッセイにおいて、本明細書中のセクションＩＩに記載の抗体を使用する
ことができる。次に、当業者にとって公知の通常の技術を用いて、これらの免疫複合体を
検出することができる。例えば、抗体－ｈＢＮＰ複合体の有無を検出するための検出可能
な標識を用いて本発明の抗体を標識することができる。あるいは、検出可能な標識で試験
試料中のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を標識し、当業者にとって公知の通常の技術を用いて
、得られた抗体－ｈＢＮＰ免疫複合体を検出することができる。検出可能な標識及び抗体
へのそれらの結合を以下で詳細に述べる。
【０１６９】
　あるいは、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片に結合し、検出可能な標識を含有する二次抗体を
試験試料に添加し、抗体－ｈＢＮＰ複合体の存在を検出するために使用することができる
。当技術分野で公知である何れかの検出可能な標識を使用することができる。検出可能な
標識及び抗体へのそれらの結合を以下で詳細に述べる。
【０１７０】
　サンドイッチ型の方式などのＢＮＰの定量検出のための免疫アッセイにおいて、試験試
料中でｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を分離し、定量するために、少なくとも２種類の抗体を
利用する。より具体的には、これら少なくとも２つの抗体を有する免疫アッセイは、免疫
複合体を形成するｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片のある一定のエピトープに結合する（これは
「サンドイッチ」と呼ばれる。）。一般に、試験試料中でｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を捕
捉するために、１以上の抗体を使用することができ（これらの抗体は「捕捉」抗体と呼ば
れることが多い。）、検出可能な（すなわち定量可能な）標識をサンドイッチに結合させ
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るために、１以上の抗体を使用する（これらの抗体は「検出」抗体と呼ばれることが多い
。）。サンドイッチアッセイでは、その個々のエピトープに対するアッセイにおいて、何
らかのその他の抗体の結合によってそれらのエピトープに結合する両抗体を減少させない
ことが好ましい。言い換えると、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を含有する疑いのある試験試
料と接触させる１以上の第一の抗体が、第二又は次の抗体により認識されるエピトープの
全て又は一部と結合せず、それにより１以上の第二の検出抗体がｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断
片に結合する能力を妨害しないよう、抗体を選択すべきである。
【０１７１】
　本発明者らは、本発明の抗体を用いて優れたサンドイッチ免疫アッセイを行うことがで
きることを見い出した。より具体的には、該免疫アッセイにおいて、第一の抗体として本
発明の抗体を使用することができる。好ましくは、本発明の抗体は、（ａ）約４．２×１
０－１１Ｍから約７．４×１０－１３Ｍの間のＫＤで、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の５－
１３の少なくとも３個のアミノ酸を含有するエピトープに免疫特異的に結合し、（ｂ）少
なくとも約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０

Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１

Ｍまで、若しくは約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤ

でｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の１３から１８の少なくとも３個のアミノ酸を含有するエピ
トープに免疫特異的に結合する。場合により、本発明の抗体に加えて、該免疫アッセイは
、ｈＢＮＰのアミノ酸２７－３２の少なくとも３個のアミノ酸を含有するアミノ酸配列を
有するエピトープに免疫特異的に結合する、二次、三次、四次又はより高次の抗体、好ま
しくは１つ又はそれ以上のモノクローナル抗体、を含むことができる。ｈＢＮＰのアミノ
酸２７－３２を含有するアミノ酸配列を有するエピトープに免疫特異的に結合するモノク
ローナル抗体の例は、ハイブリドーマ細胞株ＢＣ２０３により産生されるモノクローナル
抗体である。
【０１７２】
　好ましい実施形態において、少なくとも１種類の第一の捕捉抗体及び少なくとも１種類
の第二の検出抗体と、同時に又は連続して、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を含有する疑いの
ある試験試料を接触させることができる。サンドイッチアッセイ方式において、第一の抗
体－ｈＢＮＰ複合体の形成が可能な条件下で、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を含有する疑い
のある試験試料を、特定のエピトープに特異的に結合する少なくとも１種類の第一の捕捉
抗体と最初に接触させる。複数の捕捉抗体を使用する場合、第一の多重捕捉抗体－ｈＢＮ
Ｐ複合体が形成される。サンドイッチアッセイにおいて、抗体、好ましくは、少なくとも
１種類の捕捉抗体、を試験試料中で予想されるｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の最大量のモル
濃度過剰量で使用する。例えば、微小粒子被覆緩衝液１ｍＬにつき、抗体　約５μｇ／ｍ
Ｌから約１ｍｇ／ｍＬを使用することができる。
【０１７３】
　場合によっては、少なくとも１種類の第一の捕捉抗体と試験試料を接触させる前に、試
験試料から第一の抗体－ＢＮＰ複合体の分離を容易にする固体支持体に少なくとも１種類
の第一の捕捉抗体を結合させることができる。以下に限定されないが、ウェル、試験管又
はビーズの形態のポリマー性物質から作られた固体支持体を含む、当技術分野で公知であ
る何れかの固体支持体を使用することができる。吸着により、化学カップリング剤を用い
た共有結合により、又は当技術分野で公知であるその他の手段により、抗体（又は複数の
抗体）を固体支持体に結合させることができるが、ただし、このような結合は、抗体のｈ
ＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片への結合能を妨害しない。さらに、必要に応じて、抗体の様々な
官能基との反応性を与えるために、固体支持体を誘導体化することができる。このような
誘導体化には、以下に限定されないが、無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
及び１－エチル－３（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドなどの、ある種のカ
ップリング剤の使用が必要である。
【０１７４】
　ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片を含有する疑いのある試験試料を少なくとも１種類の第一の
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捕捉抗体と接触させた後、第一の捕捉抗体（又は多重抗体）－ｈＢＮＰ複合体の形成を可
能にするために、試験試料を温置する。約２℃から約４５℃の温度で、約４．５から約１
０．０のｐＨで、少なくとも約１分間から約１８時間、好ましくは約２から６分間、最も
好ましくは約３から４分間、温置を行うことができる。
【０１７５】
　第一／多重捕捉抗体－ｈＢＮＰ複合体の形成後、次に、少なくとも１種類の第二の検出
抗体とこの複合体を接触させる（第一／多重抗体－ｈＢＮＰ－第二抗体複合体の形成が可
能な条件下）。第一の抗体－ｈＢＮＰ複合体を複数の検出抗体と接触させる場合、第一／
多重捕捉抗体－ｈＢＮＰ－多重抗体検出複合体が形成される。第一の抗体と同様に、少な
くとも第二の（及び続く）抗体を第一の抗体－ｈＢＮＰ複合体と接触させる場合、第一／
多重抗体－ｈＢＮＰ－第二／多重抗体複合体の形成のために、上述のものと同様の条件下
での温置時間が必要である。好ましくは、少なくとも１つの第二の抗体は、検出可能な標
識を含有する。第一／多重抗体－ｈＢＮＰ－第二／多重抗体複合体の形成前、これと同時
又はこの後に、少なくとも１種類の第二の抗体に検出可能な標識を結合させることができ
る。当技術分野で公知である何らかの検出可能な標識を使用することができる。例えば、
検出可能な標識は、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐなどの放射性標識
、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリペルオキシダーゼ、グルコース６－リ
ン酸デヒドロゲナーゼなどの酵素標識、アクリジニウムエステル、ルミナール、イソルミ
ノール、チオエステル、スルホンアミド、フェナントリジニウムエステルなどの化学発光
標識、フルオレセイン（５－フルオレセイン、６－カルボキシフルオレセイン、３’６－
カルボキシフルオレセイン、５（６）－カルボキシフルオレセイン、６－ヘキサクロロ－
フルオレセイン、６－テトラクロロフルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート
など）、ローダミン、フィコビリタンパク質、Ｒ－フィコエリスリン、量子ドット（硫化
亜鉛キャップ付きカドミウムセレニド）などの蛍光標識、温度による標識又は免疫ポリメ
ラーゼ連鎖反応標識であり得る。標識、標識手段及び標識の検出に対する導入は、Ｐｏｌ
ａｋ及びＶａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ、Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙ
ｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第２版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、Ｎ．Ｙ．（１９９
７）及びＨａｕｇｌａｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（１９９６）（これは、Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏｒｅｇｏｎにより出版されて
いるハンドブック兼カタログである。）において見出される。
【０１７６】
　直接又はカップリング剤を介しての何れかで、検出可能な標識を抗体に結合させること
ができる。使用できるカップリング剤の例は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ、ＭＯから市販されているＥＤＡＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロ
ピル）カルボジイミド、塩酸塩）である。使用できるその他のカップリング剤は当技術分
野で公知である。検出可能な標識を抗体に結合させるための方法は当技術分野で公知であ
る。さらに、検出可能な標識を抗体にカップリングさせるのを容易にする末端基を既に含
有する多くの検出可能な標識を購入又は合成することができる（例えば、Ｎ１０－（３－
スルホプロピル）－Ｎ－（３－カルボキシプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサ
ミドなど、あるいはＣＰＳＰ－アクリジニウムエステル又はＮ１０－（３－スルホプロピ
ル）－Ｎ－（３－スルホプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサミドとして知られ
ているか、あるいはＳＰＳＰ－アクリジニウムエステルとして知られている。）。
【０１７７】
　標識の定量前に、第一の抗体／多重－ｈＢＮＰ－第二／多重抗体複合体を試験試料の残
りの部分から分離することができる（分離しなければならないということではない。）。
例えば、少なくとも第一の捕捉抗体がウェル又はビーズなどの固体支持体に結合している
場合、固体支持体と（試験試料からの）液体を引き離すことにより分離を行うことができ
る。あるいは、少なくとも第一の捕捉抗体が固体支持体に結合している場合、第一（多重
）抗体－ｈＢＮＰ－第二（多重）抗体複合体を形成させるために、第一の捕捉抗体をｈＢ
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ＮＰ含有試料及び少なくとも１種類の第二の検出抗体と同時に接触させ、次いで固体支持
体と液体（試験試料）を引き離し得る。少なくとも一次捕捉抗体が固体支持体に結合して
いない場合、標識量の定量のために、第一の抗体／多重－ｈＢＮＰ－第二／多重抗体複合
体を試験試料から除去する必要はない。
【０１７８】
　標識された第一の抗体－ｈＢＮＰ－第二の抗体複合体の形成後、当技術分野で公知の技
術を用いて複合体中の標識の量を定量する。例えば、酵素標識を使用する場合、発色など
の定量可能な反応を起こす標識に対する基質と標識化複合体を反応させる。標識が放射性
標識である場合、シンチレーションカウンターを用いて標識を定量する。標識が蛍光標識
である場合、ある色の光（「励起波長」として知られている。）で標識を刺激し、刺激に
対して反応して標識により発光される別の色（「発光波長」として知られている。）で検
出することにより標識を定量する。標識が化学発光標識である場合、視覚的に、又は照度
計、ｘ線フィルム、高速写真フィルム、ＣＣＤカメラなどを用いて、発光される光を検出
して標識を定量する。複合体中の標識の量を定量したら、既知の濃度のｈＢＮＰ又はｈＢ
ＮＰ断片の連続希釈液を用いて作成された標準曲線を使用して、試験試料中のｈＢＮＰ又
はｈＢＮＰ断片の濃度を調べる。ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の連続希釈液を用いること以
外に、重量測定法、マススペクトロメトリー及び当技術分野で公知のその他の技術により
、標準曲線を作成することができる。
【０１７９】
　フォワード競合方式において、ｈＢＮＰ抗体（本発明の抗体など）への結合に対して試
験試料中でｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片と競合させるために、既知の濃度の、標識したｈＢ
ＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はそのｈＢＮＰ類似体の一定分量を使用する。ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ
断片及びそのｈＢＮＰ類似体のペプチド及び、ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片及びそのｈＢＮＰ
類似体のペプチドを作製する方法は、当技術分野で公知である（例えば米国特許第６，１
６２，９０２号参照）。さらに、本明細書中の実施例に記載のように、前記競合方式にお
いて、環状ｈＢＮＰ（１－３２）を使用することもできる。
【０１８０】
　フォワード競合アッセイにおいて、固定化抗体（本発明の抗体など）を連続的又は同時
の何れかで、試験試料及び標識化ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はそのｈＢＮＰ類似体と接触
させることができる。サンドイッチアッセイ方式に関連して、上記で述べた検出可能な標
識を含む、当業者にとって公知の何れかの検出可能な標識で、ｈＢＮＰペプチド、ｈＢＮ
Ｐ断片又はそのｈＢＮＰ類似体を標識することができる。このアッセイにおいて、本明細
書中で既に述べた技術を用いて固体支持体に本発明の抗体を固定化することができる。あ
るいは、微小粒子などの固体支持体に固定化されている抗種（ａｎｔｉｓｐｅｃｉｅｓ）
抗体などの抗体に本発明の抗体をカップリングさせることができる（実施例３及び７参照
）。
【０１８１】
　サンドイッチアッセイ方式に関連して上述したものと同様の条件下で、標識化ｈＢＮＰ
ペプチド、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ類似体、試験試料及び抗体を温置する。次に、抗体
－ｈＢＮＰ複合体の２種類の異なる種を生成させる。具体的に、生成した抗体－ｈＢＮＰ
複合体の１つは検出可能な標識を含有し、一方、他方の抗体－ｈＢＮＰ複合体は検出可能
な標識を含有しない。検出可能な標識の定量前に、抗体－ｈＢＮＰ複合体を試験試料の残
りの部分から分離することができる（分離しなければならないということではない。）。
抗体－ｈＢＮＰ複合体が試料の残りの部分から分離されているか否かにかかわらず、次に
抗体－ｈＢＮＰ複合体中の検出可能な標識の量を定量する。次いで、抗体－ｈＢＮＰ複合
体中の検出可能な標識の量を標準曲線に対して比較することにより、試験試料中のｈＢＮ
Ｐ又はｈＢＮＰ断片の濃度を調べることができる。既知の濃度のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断
片の連続希釈液を用いて、マススペクトロメトリー、重量測定法、及び当技術分野で公知
のその他の技術により、標準曲線を作成することができる。
【０１８２】
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　サンドイッチアッセイ方式に関連して上記で述べた固体支持体などの固体支持体に抗体
を結合させることにより、試験試料から抗体－ｈＢＮＰ複合体を分離し、次いで、固体支
持体と試験試料の残りを引き離すことができる。
【０１８３】
　抗体との結合に対して試験試料中のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片との競合のために使用さ
れる標識化ｈＢＮＰ（又はｈＢＮＰ断片又はそのｈＢＮＰ類似体）は、無傷のｈＢＮＰ１
－３２、その何らかのｈＢＮＰ断片（ただし、該ｈＢＮＰ断片は、ｈＢＮＰのアミノ酸５
－１３、５－１２、５－１１、５－１０、５－９、５－８、５－７、６－１３、６－１２
、６－１１、６－１０、６－９、６－８、７－１３、７－１３、７－１１、７－１０、７
－９、８－１３、８－１２、８－１１、８－１０、９－１３、９－１２、９－１１、１０
－１３、１０－１２又は１１－１３を含有（含む、及びその間を意味する。）する少なく
とも１つのアミノ酸配列を含む。）又は何らかのｈＢＮＰ類似体であり得る（ただし、該
ｈＢＮＰペプチド、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ類似体は、抗体により認識されるエピトー
プに対応するアミノ酸配列を含有する。）。好ましくは、使用される抗体は、（ａ）ｈＢ
ＮＰのアミノ酸５－１３の少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を含むエピトープに特異
的に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される
抗体など）、すなわち、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５－１０、
５－９、５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、６－８、
７－１３、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－１１、８
－１０、９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２又は１１－１３を含有
する（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し
、（ｂ）ｈＢＮＰの１３－１８のアミノ酸残基の少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を
含むエピトープに特異的に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株３－６３１－
４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体など）、約３．５×１
０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－

１２Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは約１
．６×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、アミノ酸１３－１
８、１３－１７、１３－１６、１３－１５、１４－１８、１４－１７、１４－１６、１５
－１８、１５－１７若しくは１６－１８を含有する（含む及びその間を意味する。）アミ
ノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、又は（ｃ）（ａ）及び（ｂ）のあらゆる
組み合わせに特異的に結合する。標識して、本発明で使用することができるｈＢＮＰ断片
の例には、以下に限定されないが、ｈＢＮＰのアミノ酸１－３１、１－３０、１－２９、
１－２８、１－２７、１－２６、１－２５、１－２４、１－２３、１－２２、１－２１、
１－２０、１－１９、１－１８、１－１７、１－１６、１－１５、２－３２、２－３１、
２－３０、２－２９、２－２８、２－２７、２－２６、２－２５、２－２４、２－２３、
２－２２、２－２１、２－２０、２－１９、２－１８、２－１７、２－１６、２－１５、
２－１４、２－１３、２－１２、２－１１、２－１０、２－９、２－８、２－７、３－３
２、３－３１、３－３０、３－２９、３－２８、３－２７、３－２６、３－２５、３－２
４、３－２３、３－３２、３－２１、３－２０、３－１９、３－１８、３－１７、３－１
６、３－１５、３－１４、３－１３、３－１２、３－１１、３－１０、３－９、３－８、
４－３２、４－３１、４－３０、４－２９、４－２８、４－２７、４－２６、４－２５、
４－２４、４－２３、４－２２、４－２１、４－２０、４－１９、４－１８、４－１７、
４－１６、４－１５、４－１４、４－１３、４－１２、４－１１、４－１０、４－９、５
－３２、５－３１、５－３０、５－２９、５－２８、５－２７、５－２６、５－２５、５
－２４、５－２３、５－２２、５－２１、５－２０、５－１９、５－１８、５－１７、５
－１６、５－１５、５－１４、５－１３、５－１２、５－１１、５－１０、６－３２、６
－３１、６－３０、６－２９、６－２８、６－２７、６－２６、６－２５、６－２４、６
－２３、６－２２、６－２１、６－２０、６－１９、６－１８、６－１７、６－１６、６
－１５、６－１４、６－１３、６－１２、６－１１、７－３２、７－３１、７－３０、７
－２９、７－２８、７－２７、７－２６、７－２５、７－２４、７－２３、７－２２、７
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－２１、７－２０、７－１９、７－１８、７－１７、７－１６、７－１５、７－１４、７
－１３、７－１２、８－３２、８－３１、８－３０、８－２９、８－２８、８－２７、８
－２６、８－２５、８－２４、８－２３、８－２２、８－２１、８－２０、８－１９、８
－１８、８－１７、８－１６、８－１５、８－１４、８－１３、９－３２、９－３１、９
－３０、９－２９、９－２８、９－２７、９－２６、９－２５、９－２４、９－２３、９
－２２、９－２１、９－２０、９－１９、９－１８、９－１７、９－１６、９－１５、９
－１４、１０－３２、１０－３１、１０－３０、１０－２９、１０－２８、１０－２７、
１０－２６、１０－２５、１０－２４、１０－２３、１０－２２、１０－２１、１０－２
０、１０－１９、１０－１８、１０－１７、１０－１６、１０－１５、１１－３２、１１
－３１、１１－３０、１１－２９、１１－２８、１１－２７、１１－２６、１１－２５、
１１－２４、１１－２３、１１－２２、１１－２１、１１－２０、１１－１９、１１－１
８、１１－１７又は１１－１６を含有するアミノ酸配列を有するペプチド断片が含まれる
。
【０１８４】
　リバース競合アッセイにおいて、固定化ｈＢＮＰペプチド、ｈＢＮＰ断片又はそのｈＢ
ＮＰ類似体を連続的又は同時の何れかで、試験試料及び少なくとも１つの標識化抗体と接
触させることができる。好ましくは、抗体は、（ａ）ｈＢＮＰの５－１３のアミノ酸残基
の少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有するエピトープに特異的
に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗
体など）、又はｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５－１０、５－９、
５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、６－８、７－１３
、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－１１、８－１０、
９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２若しくは１１－１３を含有する
（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、（
ｂ）ｈＢＮＰの１３－１８のアミノ酸残基の少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を含む
エピトープに特異的に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株３－６３１－４３
６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体など）、約３．５×１０－

１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、約２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－１２

Ｍまで、約２．１５×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、若しくは約１．６
×１０－１０Ｍから約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、アミノ酸１３－１８、
１３－１７、１３－１６、１３－１５、１４－１８、１４－１７、１４－１６、１５－１
８、１５－１７若しくは１６－１８を含有する（含む及びその間を意味する。）アミノ酸
配列を有するエピトープに特異的に結合し、又は（ａ）及び（ｂ）のあらゆる組み合わせ
に特異的に結合する。ｈＢＮＰのアミノ酸残基５－１３の少なくとも３個の（３）アミノ
酸残基を含有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ細胞株１０６．３Ａ
Ｍ１により産生される抗体である。ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３－１８の少なくとも３個
の（３）アミノ酸残基を含有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ細胞
株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体である
。これらの抗体の何れもが（１０６．３ＡＭ１、３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３
１－４３６ＡＭ８）、当業者に公知のあらゆる検出可能な標識（サンドイッチアッセイ方
式に関連して上で論述されている検出可能な標識を含む。）で標識され得る。
【０１８５】
　ｈＢＮＰペプチド、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ類似体をサンドイッチアッセイ方式に関
連して上記で述べた固体支持体などの固体支持体に結合させることができる。好ましくは
、このｈＢＮＰペプチド断片は、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５
－１０、５－９、５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、
６－８、７－１３、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－
１１、８－１０、９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２又は１１－１
３を含有するアミノ酸配列を有する。
【０１８６】
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　サンドイッチアッセイ方式に関連して上記で述べたものと同様の条件下で、固定化ｈＢ
ＮＰペプチド、ｈＢＮＰペプチド断片又はそのｈＢＮＰ類似体、試験試料及び少なくとも
１つの標識化抗体を温置する。次に、２種類の異なる種のｈＢＮＰ－抗体複合体を生成さ
せる。具体的に、生成させたｈＢＮＰ－抗体複合体の１つは固定化され、検出可能な標識
を含有し、一方、他方のｈＢＮＰ－抗体複合体は固定化されておらず、検出可能な標識を
含有する。洗浄など、当技術分野で公知の技術により、非固定化ｈＢＮＰ－抗体複合体及
び試験試料の残りの部分を固定化ｈＢＮＰ－抗体複合体から除去する。非固定化ｈＢＮＰ
抗体複合体を除去したら、次に、固定化ｈＢＮＰ－抗体複合体中の検出可能な標識の量を
定量する。次に、ｈＢＮＰ－複合体中の検出可能な標識の量を標準曲線と比較することに
より、試験試料中のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の濃度を調べることができる。既知の濃度
のｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片の連続希釈液を用いて、マススペクトロメトリー、重量測定
法によって、及び当技術分野で公知のその他の技術によって、標準曲線を作成することが
できる。
【０１８７】
　蛍光偏光アッセイにおいて、ある実施形態で、非標識化ｈＢＮＰ－抗体複合体を形成さ
せるために、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片を含有する疑いのある非標識化試験試料と抗
体又は機能的に活性のあるその断片を最初に接触させる。次に、非標識化ｈＢＮＰ－抗体
複合体を蛍光標識したｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はそのｈＢＮＰ類似体に接触させる。標
識化ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ類似体は、抗体又は機能的に活性のあるその断
片への結合に対して、試験試料の何れかの非標識化ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片と競合する
。形成された標識化ｈＢＮＰ－抗体複合体の量を調べ、標準曲線を使用して、試験試料中
のｈＢＮＰの量を調べる。
【０１８８】
　好ましくは、蛍光偏光アッセイで使用する抗体は、（ａ）ｈＢＮＰの５－１３のアミノ
酸残基の少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有するエピトープに
特異的に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生さ
れる抗体など）、すなわち、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５－１
０、５－９、５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、６－
８、７－１３、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－１１
、８－１０、９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２若しくは１１－１
３を含有する（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的
に結合し、（ｂ）約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、好ましくは約
２．８×１０－１０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、より好ましくは約２．１５×１０
－１０Ｍから約１．０×１０－１１Ｍまで、さらに好ましくは約１．６×１０－１０Ｍか
ら約１．０×１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、ｈＢＮＰの１３－１８のアミノ酸残基の
少なくとも３個（３）のアミノ酸残基を含むエピトープに特異的に結合し（本発明の抗体
、具体的にはＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８によ
り産生される抗体など）、すなわち、アミノ酸１３－１８、１３－１７、１３－１６、１
３－１５、１４－１８、１４－１７、１４－１６、１５－１８、１５－１７又は１６－１
８を含有する（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的
に結合し、又は（ｃ）（ａ）及び（ｂ）のあらゆる組み合わせを有するエピトープに特異
的に結合する。ｈＢＮＰのアミノ酸残基５－１３の少なくとも３個の（３）アミノ酸残基
を含有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１に
より産生されるモノクローナル抗体である。ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３－１８の少なく
とも３個の（３）アミノ酸残基を含有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、Ｃ
ＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生されるモ
ノクローナル抗体である。
【０１８９】
　好ましくは、ｈＢＮＰペプチド断片は、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－
１１、５－１０、５－９、５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、
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６－９、６－８、７－１３、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１
２、８－１１、８－１０、９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２又は
１１－１３を含有するアミノ酸配列を有する。サンドイッチアッセイ方式に関連して上記
で述べたものと同様の条件下で、抗体、標識化ｈＢＮＰペプチド、ｈＢＮＰペプチド断片
又はそのｈＢＮＰ類似体及び試験試料及び少なくとも１つの標識化抗体を温置する。
【０１９０】
　あるいは、別の実施形態において、標識化ｈＢＮＰ－抗体複合体及び非標識化ｈＢＮＰ
－抗体複合体の両方を形成させるために、蛍光標識化ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はそのｈ
ＢＮＰ類似体と、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片を含有する疑いのある非標識化試験試料
と、抗体又は機能的に活性のあるその断片と、を同時に接触させる。形成された標識化ｈ
ＢＮＰ－抗体複合体の量を調べ、標準曲線を使用して試験試料中のｈＢＮＰの量を調べる
。この免疫アッセイで使用する抗体は、（ａ）ｈＢＮＰの５－１３のアミノ酸残基の少な
くとも３個（３）のアミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合
し（本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗体など
）、すなわち、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５－１０、５－９、
５－８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、６－８、７－１３
、７－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－１１、８－１０、
９－１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２若しくは１１－１３を含有する
（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、（
ｂ）約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、好ましくは約２．８×１０
－１０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、より好ましくは約２．１５×１０－１０Ｍから
約１．０×１０－１１Ｍまで、さらに好ましくは約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×
１０－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、ｈＢＮＰの１３－１８のアミノ酸残基の少なくとも３
個（３）のアミノ酸残基を含むエピトープに特異的に結合し（本発明の抗体、具体的には
ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される
抗体など）、すなわち、アミノ酸１３－１８、１３－１７、１３－１６、１３－１５、１
４－１８、１４－１７、１４－１６、１５－１８、１５－１７又は１６－１８を含有する
（含む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、又
は（ｃ）（ａ）及び（ｂ）のあらゆる組み合わせを有するエピトープに特異的に結合する
。ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３の少なくとも３個の（３）アミノ酸を含有するアミノ酸配
列を有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１に
より産生されるモノクローナル抗体である。ｈＢＮＰのアミノ酸１３－１８の少なくとも
３個の（３）アミノ酸を含有するアミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合する抗
体の例は、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５または３－６３１－４３６ＡＭ８によ
り産生されるモノクローナル抗体である。
【０１９１】
　あるいは、さらに別の実施形態において、標識化ｈＢＮＰ－抗体複合体を形成させるた
めに、抗体（ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１、ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５、
ＣＨＯ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ８によって産生される抗体又はこれらのあらゆる組
み合わせなどの、本発明の抗体など）により産生される抗体などの本発明の抗体など）又
は機能的に活性のあるその断片を蛍光標識化ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はそのｈＢＮＰ類
似体と最初に接触させる。次に、ｈＢＮＰ又はそのｈＢＮＰ断片を含有する疑いのある非
標識化試験試料と標識化ＢＮＰ－抗体複合体を接触させる。抗体又は機能的に活性のある
その断片への結合に対して、試験試料中のあらゆる非標識化ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片が
標識化ｈＢＮＰ、ｈＢＮＰ断片又はｈＢＮＰ類似体と競合する。形成された標識化ｈＢＮ
Ｐ－抗体複合体の量を調べ、標準曲線を使用して試験試料中のｈＢＮＰの量を調べる。こ
の免疫アッセイで使用する抗体は、（ａ）ｈＢＮＰの５－１３のアミノ酸残基の少なくと
も３個（３）のアミノ酸残基を含むアミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し（
本発明の抗体、具体的にはＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗体など）、
すなわち、ｈＢＮＰのアミノ酸５－１３、５－１２、５－１１、５－１０、５－９、５－
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８、５－７、６－１３、６－１２、６－１１、６－１０、６－９、６－８、７－１３、７
－１３、７－１１、７－１０、７－９、８－１３、８－１２、８－１１、８－１０、９－
１３、９－１２、９－１１、１０－１３、１０－１２若しくは１１－１３を含有する（含
む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、（ｂ）
約３．５×１０－１０Ｍから１．０×１０－１３Ｍまで、好ましくは約２．８×１０－１

０Ｍから１．０×１０－１２Ｍまで、より好ましくは約２．１５×１０－１０Ｍから約１
．０×１０－１１Ｍまで、さらに好ましくは約１．６×１０－１０Ｍから約１．０×１０
－１０Ｍまでの範囲のＫＤで、ｈＢＮＰの１３－１８のアミノ酸残基の少なくとも３個（
３）のアミノ酸残基を含むエピトープに特異的に結合し（本発明の抗体、具体的にはＣＨ
Ｏ細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生される抗体
など）、すなわち、アミノ酸１３－１８、１３－１７、１３－１６、１３－１５、１４－
１８、１４－１７、１４－１６、１５－１８、１５－１７又は１６－１８を含有する（含
む及びその間を意味する。）アミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合し、又は（
ｃ）（ａ）及び（ｂ）のあらゆる組み合わせを有するエピトープに特異的に結合する。ｈ
ＢＮＰのアミノ酸５－１３の少なくとも３個の（３）アミノ酸を含有するアミノ酸配列を
有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により
産生されるモノクローナル抗体である。ｈＢＮＰのアミノ酸残基１３－１８の少なくとも
３個の（３）アミノ酸残基を含有するエピトープに特異的に結合する抗体の例は、ＣＨＯ
細胞株３－６３１－４３６ＡＭ５又は３－６３１－４３６ＡＭ８により産生されるモノク
ローナル抗体である。
【０１９２】
　ＶＩＩ．医薬組成物及び医薬投与
　本発明の抗体は、対象への投与に適切な医薬組成物中に配合することができる。通常、
医薬組成物は、本発明の抗体の治療的又は予防的有効量を、医薬的に許容可能な担体又は
賦形剤と共に含む。本明細書で使用する場合、「医薬的に許容可能な担体」又は「医薬的
に許容可能な賦形剤」は、生理学的に適合する何らか又は全ての、溶媒、分散媒体、被覆
剤、抗菌剤及び抗真菌剤、等張剤及び吸収遅延剤などを含む。医薬的に許容可能な担体又
は賦形剤の例には、水、生理食塩水、リン酸塩緩衝生理食塩水、デキストロース、グリセ
ロール、エタノールなど、ならびにこれらの組合せの１以上が含まれる。
【０１９３】
　多くの場合、等張剤、例えば、糖、マンニトールなどのポリアルコール、ソルビトール
、又は塩化ナトリウムを組成物中に含むことが好ましい。抗体又は抗体部分の貯蔵期間又
は有効性を高める、湿潤化剤又は乳化剤、保存料又は緩衝剤などの湿潤化物質又は少量の
補助物質などの医薬的に許容可能な物質も含まれ得る。場合によっては、架橋ポリビニル
ピロリドン、寒天、アルギン酸又はこれらの塩（アルギン酸ナトリウムなど）などの崩壊
剤を含み得る。賦形剤に加えて、本医薬組成物は、血清アルブミンなどの担体タンパク質
、緩衝剤、結合剤、甘味料及び他の香味料、着色料及びポリエチレングリコールの１以上
を含み得る。
【０１９４】
　本発明の組成物は、様々な形態であり得る。これらには、例えば、液体、半固体及び固
体の剤形、例えば溶液（例えば、注射用及び点滴用溶液）、分散液又は懸濁液、錠剤、丸
剤、粉末、リポソーム及び座薬などが含まれ得る。好ましい剤形は、意図する投与方法及
び治療用途に依存する。通常の好ましい組成物は、注射用又は点滴用溶液、例えば他の抗
体によるヒトの受動免疫法のために使用されるものと類似の組成物などである。好ましい
投与方法は、非経口（例えば、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内）である。好ましい実施形
態において、抗体は静脈内点滴又は注射によって投与される。別の好ましい実施形態にお
いて、抗体又は抗体断片は、筋肉内又は皮下注射によって投与される。
【０１９５】
　治療用組成物は、通常、製造及び貯蔵の条件下で無菌かつ安定でなければならない。本
組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、分散剤、リポソーム又はその他の高い薬剤濃度
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に適した秩序構造として処方することができる。滅菌注射用溶液は、活性化合物（すなわ
ち抗体又は抗体断片）を、必要な量で、適切な溶媒中に、必要に応じて上記で列挙した成
分の１つ又は組合せと共に配合し、続いてろ過滅菌することにより調製することができる
。一般に、分散剤は、基本的な分散媒及び上記で列挙したものからの必要なその他の成分
を含有する滅菌ビヒクル中に活性化合物を配合することにより調製される。滅菌注射用溶
液を調製するための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は、活性成分に何らかのさらなる
所望の成分を加えた粉末を、予めろ過滅菌したこれらの溶液から得る、真空乾燥及び凍結
乾燥である。溶液の適切な流動性は、例えば、レシチンなどのコーティングを使用するこ
とにより、分散剤の場合は必要な粒子サイズを維持することにより、及び、界面活性剤を
使用することにより、維持することができる。組成物中に吸収を遅らせる物質、例えば、
モノステアリン酸塩及びゼラチンを含むことにより、注射用組成物を持続的に吸収させる
ようにすることができる。
【０１９６】
　本発明の抗体は、当技術分野で公知の様々な方法により投与することができるが、多く
の治療用途に対して、好ましい投与の経路／方法は、静脈内注射又は点滴である。当業者
にとって当然のことながら、投与の経路及び／又は方法は、所望の結果に依存して変化す
る。ある実施形態において、インプラント、経皮パッチ及びマイクロカプセル型送達系を
含む制御放出製剤など、化合物を急速な放出から保護する担体を用いて活性化合物を調製
し得る。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルト
エステル、ポリ乳酸などの生分解性、生体適合性ポリマーを使用することができる。この
ような処方物の調製のための多くの方法が特許取得されているか、又は当業者に一般に知
られている。（例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅ
ａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ編、
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８参照）。
【０１９７】
　ある実施形態において、例えば不活性希釈剤又は同化可能な可食担体と共に、本発明の
抗体を経口投与し得る。硬殻又は軟殻のゼラチンカプセル、圧縮錠剤、口腔錠、トローチ
、カプセル、エリキシル、懸濁液、シロップ、ウエハースなどに、この化合物（及び必要
に応じてその他の成分）を封入し得る。本発明の抗体又は抗体断片を非経口投与以外によ
って投与するために、この化合物をその不活性化を防止する物質で被覆するか、又はこれ
らと一緒に投与することが必要であり得る。
【０１９８】
　補助的な有効物質を組成物中に配合することもできる。ある実施形態において、抗体又
は抗体部分を、１以上のさらなる治療剤と一緒に処方、及び／又は一緒に投与する。この
ような併用治療は、有利に、投与される治療剤のより少ない投与量を使用して、それ故に
単剤療法に伴う毒性又は合併症の恐れを避け得るか、あるいは相乗的に又は相加的に治療
効果を高め得る。
【０１９９】
　投与レジメンは、最適の所望の反応が得られるように調節することができる（例えば、
治療反応又は予防反応）。例えば、１回のボーラス投与を行うか、数回に分けて時間をか
けて投与するか又は投与量を治療状況の緊急性によって指示される通りに比例的に減量又
は増量させ得る。投与の容易さ及び投与量の均一性のためには非経口の組成物を投与単位
形態で処方することが特に有利である。本明細書で使用する場合、投与単位形態は、試験
する哺乳動物対象に対する単位投与として適切な物理的に別個の単位を指し、各単位は、
必要な医薬担体とともに所望の治療効果を生じるように計算された活性化合物の予め定め
られた量を含有する。本発明の投与単位形態の仕様は、（ａ）活性化合物の特有の特徴及
び達成しようとする特定の治療又は予防効果及び（ｂ）個体における感受性の治療のため
にこのような活性化合物を化合する技術に固有の制約により決定され、これらに直接依存
する。
【０２００】
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　本発明の抗体又は抗体部分の治療的又は予防的有効量に対する例となる限定的ではない
範囲は、０．１－２０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは０．５－１０ｍｇ／ｋｇである。投与
量の値は、軽減しようとする症状のタイプ及び重症度によって変化し得ることに注意され
たい。さらに、いかなる特定の対象に対しても、個体の必要性及び組成物を投与し投与を
監督する者の専門的な判断に従って、投与期間にわたって、具体的な投与レジメンを調整
すべきこと、及び本明細書で示した投与量範囲は単なる例であり、特許請求する組成物の
範囲又は実施を制限するものではないことを理解されたい。
【０２０１】
　ここで、例示により、限定的ではない、本発明の実施例を与える。
【実施例１】
【０２０２】
　免疫グロブリン遺伝子の同定
　サブクローニングされた抗ＢＮＰ１０６．３ハイブリドーマ細胞（ハイブリドーマ細胞
株１０６．３（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＨＢ－１２０４４）は米国特許第６，１６２，
９０２号に記載されている。）からメッセンジャーＲＮＡを単離した。キットに含まれる
免疫グロブリン遺伝子特異的プライマーとともにＮｏｖａｇｅｎ（Ｎｏｖａｇｅｎ（Ｍｅ
ｒｃｋ　ＫＧＡＡの関連会社、Ｄａｒｍｓｔａｄｔ、Ｇｅｒｍａｎｙ）、カタログ番号６
９８３１－３）から購入したマウスＩｇプライマーセットキットを用いた逆転写酵素ポリ
メラーゼ連鎖反応で１０６．３ｍＲＮＡを利用した。得られたＰＣＲ産物の配列決定を行
い、このように、免疫グロブリン可変重及び可変軽鎖遺伝子を同定した（図３Ａ－３Ｅ及
び配列番号１参照）。
【０２０３】
　ｐＹＤ４１ベクターへの１０６．３可変領域遺伝子のクローニング
　酵母ディスプレイ系を使用して、酵母タンパク質ＡＧＡ２への融合物として、酵母表面
上で、非変異抗ＢＮＰタンパク質（本明細書中で後述）及び抗ＢＮＰタンパク質のライブ
ラリーを発現させた。ｐＹＤと呼ばれる酵母ディスプレイベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）は、酵母接合因子であるＡＧＡ２遺伝子
のＣ末端での抗ＢＮＰ遺伝子のクローニングを可能にするので、これを使用した（Ｂｏｄ
ｅｒ及びＷｉｔｔｒｕｐ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１５：５５３－
５５７（１９９７年６月）参照）。ｐＹＤベクターのその他の重要な特性には、挿入され
た抗ＢＮＰ遺伝子のＣ末端における、ガラクトース誘導性プロモーター及びエピトープタ
グ、Ｖ５が含まれる（図２及び図６Ａ－６Ｂ参照）。
【０２０４】
　酵母ディスプレイプラットフォームは、１本鎖可変断片として知られる抗体方式を利用
する。ｓｃＦｖ方式において、フレキシブルリンカーを介して可変重鎖ドメインを可変軽
鎖ドメインに連結する（可変重鎖ドメイン－リンカーＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（
配列番号４）－可変軽鎖ドメイン）（米国特許公開２００４－０１７５３７９Ａ１参照）
。
【０２０５】
　ＰＣＲ単一オーバーラップ伸長（ｓｉｎｇｌｅ　ｏｖｅｒｌａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
、ＳＯＥ）を使用して、１０６．３ｓｃＦｖコンストラクトに対して可変重鎖遺伝子（Ｖ
Ｈ）及び可変軽鎖遺伝子（ＶＬ）を連結した（例えば、図４、６Ａ－６Ｂ及び配列番号２
参照）。ベクター制限部位ＳｆｉＩ及びＮｏｔＩを用いて、酵母ディスプレイベクターｐ
ＹＤ４１に、１０６．３ｓｃＦｖＤＮＡをクローニングした。ｐＹＤ４１－１０６．３ｓ
ｃＦｖベクターをＤＨ５α　Ｅ．コリに形質転換した。次に、このＥ．コリからプラスミ
ドＤＮＡを単離し、１０６．３ｓｃＦｖインサートの配列決定を行い、ｓｃＦｖが読み枠
どおりにＡＧＡ２タンパク質とともにクローニングされていることを確認した。
【０２０６】
　酵母ディスプレイベクターｐＹＤ４１へのｓｃＦｖに対するクローニング部位は、次の
遺伝子を含むＯＲＦにある：ＡＧＡ２－連結リンカー４１－Ｘｐｒｅｓｓエピトープタグ
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－１０６．３可変重鎖－リンカー４０－１０６．３可変軽鎖－Ｖ５エピトープタグ－６個
のＨｉｓ。さらに、酵母株ＥＢＹ１００はトリプトファン栄養要求性株であり、ｐＹＤ４
１ベクターは、系の選択可能マーカーとしてトリプトファンをコードする。
【０２０７】
　サッカロミセスセレビシエ（酵母、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）株ＥＢＹ１００への形質転換
　Ｇｉｅｔｚ及びＳｃｈｉｅｓｔｌ法（Ｓｃｈｉｅｓｔｌ及びＧｉｅｔｚ、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１６（５－６）：３３９－４６（１９８９年１２月）参照）を用
いて、酵母ディスプレイプラスミド、ｐＹＤ４１－１０６．３ｓｃＦｖをＳ．セレビシエ
　ＥＢＹ１００へと形質転換した。形質転換反応液の希釈液を選択用グルコースプレート
（２％グルコース（０．６７％酵母窒素塩基、０．１０５％ＨＳＭ－ｔｒｐ－ｕｒａ、１
．８％細菌用寒天、１８．２％ソルビトール、０．８６％ＮａＨ２ＰＯ４　Ｈ２Ｏ、１．
０２％Ｎａ２ＨＰＯ４　７Ｈ２Ｏ））にプレーティングし、３０℃にて４８－７２時間温
置した。選択用グルコース培地に個々のコロニーを播種し、３０℃にて１６－２０時間、
振盪しながら増殖させた。細胞／ｍＬの０．５ＯＤ６００（１ｅ７個の細胞／０．５ＯＤ
／ｍＬ）を選択用ガラクトース培地に移すことにより、コロニーにおいてタンパク質発現
を誘導した。２０℃にて１６－２４時間コロニーを振盪し、次いで、環状ＢＮＰ（「１－
３２ｃ」と呼ぶ。）（配列番号５）及び抗－Ｖ５への結合について、ＦＡＣＳ　Ａｒｉａ
フローサイトメーターにより分析した。フローサイトメトリーアッセイのために、ビオチ
ン化：環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）又は抗－Ｖ５抗体とともに１０６．３ｓ
ｃＦｖを発現する酵母細胞を温置し、次いで、ストレプトアビジン：フィコエリスリン（
ＳＡ：ＰＥ、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）又はヤギ抗マウス免疫グロブリン－Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒａ６３３（ＧＡＭ：６３３、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（これは
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａの関連会社である。）
）と温置した。図７Ａ－７Ｂで示すフローサイトメトリーのヒストグラムは、１０６．３
ｓｃＦｖ（抗－Ｖ５結合）の全長表面発現及び１０６．３ｓｃＦｖの環状ＢＮＰ（１－３
２ｃ）（配列番号５）への結合を示す。
【０２０８】
　酵母における、１０６．３ｓｃＦｖ及び１０６．３バリアントに対するオフ速度分析
　室温にて３０－６０分間、ビオチン化環状ＢＮＰ１－３２ｃ（～０．３μＭ）（配列番
号５）１００倍モル過剰濃度及び抗－Ｖ５抗体（２．５μｇ／ｍＬ）と０．０５ＯＤ酵母
（１×１０６個の細胞）を温置することにより、酵母における１０６．３ｓｃＦｖ及び１
０６．３バリアントのオフ速度測定を行った。次に、１％ウシ血清アルブミンとともにリ
ン酸緩衝生理食塩水を含有するブロッキング緩衝液（ＰＢＳ／ＢＳＡ）で細胞を２回洗浄
し、様々な時間（０、０．２５時間、０．５時間、１時間、２時間、４．２５時間、２５
．５時間、５０時間、７５時間及び１４４時間）、１００倍モル過剰濃度の非標識環状Ｂ
ＮＰ　１－３２ｃ（配列番号５）とともに室温にて温置した（図８参照）。各時点で、酵
母細胞を氷に移し、反応を停止させた。次に、ＰＢＳ／ＢＳＡで細胞を２回洗浄し、二次
染色試薬中で懸濁した（具体的に言うと、ＳＡ：ＰＥ及びＧＡＭ：６３３。）。氷上で３
０分間、細胞を温置し、２回洗浄し、次にＦＡＣＳ　Ａｒｉａフローサイトメーターで分
析した。図８は、時間（秒）に対して平均蛍光単位（「ＭＦＵ」）としてプロットしたオ
フ速度データを示す。データをフィットさせるために一次減衰式を使用した。図８で示さ
れるこの式中のオフ速度ｍ２は８．４－５秒－１にフィットし、Ｒ値は０．９９９３であ
った。１０６．３　ｓｃＦｖ半減期（ｔ１／２）は１３７分（ｔ１／２＝ｌｎ２／ｋｏｆ

ｆ）であった。
【０２０９】
　突然変異誘発ライブラリーからオフ速度が改善した１０６．３バリアントを同定するた
めに、オフ速度選別ストラテジーを用いた。したがって、突然変異誘発ライブラリーを選
別するのに適切な時間を定めるために、１０６．３　ｓｃＦｖ、非変異又は野生型（「ｗ
ｔ」）、半減期を使用した。非標識環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）の添加から
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およそ３時間後、ｗｔ　１０６．３　ｓｃＦｖに対して述べた同じアッセイ条件を用いて
、１０６．３突然変異誘発ライブラリーを選別した。
【０２１０】
　１０６．３ＣＤＲ特異的ライブラリー（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｌｉｂｒａｒｙ）の作製
　抗体１０６．３の３種類の重鎖及び３種類の軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）のループは
主要な抗原接触部位なので、抗体１０６．３の３種類の重鎖及び３種類の軽鎖相補性決定
領域（ＣＤＲ）に対して突然変異誘発を行った（例えば、図３－６及び配列番号６－１１
参照）。Ｋａｂａｔ命名法を用いて、ＣＤＲループ長及び付番を定めた。個々のライブラ
リーは、１つのライブラリー中、ＣＤＲの３ヶ所のアミノ酸位置が無作為に突然変異誘発
され、突然変異誘発枠は１ライブラリーにつき１アミノ酸シフトしていた（図９参照）。
個々のライブラリーに対するライブラリー多様性は、ＣＤＲ位置ごとにサンプリングした
アミノ酸ごとに全部で２０３又は８，０００個のバリアントとなると予想される。１０６
．３ｓｃＦｖに対して、全部で５４個のライブラリー（２９個の可変重鎖び２５個の可変
軽鎖ライブラリー）を作製した。
【０２１１】
　ギャップのある線状化ｐＹＤ４１－１０６．３ベクター及び１本鎖オリゴヌクレオチド
を化学的にコンピテントなＥＢＹ１００酵母と組み合わせることにより、ライブラリーを
作製した（図１０参照）。ギャップのあるｐＹＤ４１ベクターは、ライブラリー構築にお
いて１本鎖縮重オリゴヌクレオチドで置換されている各ＣＤＲの特異的な領域を欠失させ
るＰＣＲにより作製されたベクターである。縮重１本鎖オリゴヌクレオチドは、９０－１
０５ヌクレオチド長であり、９個の縮重ヌクレオチド枠のそれぞれにおいてｐＹＤ４１－
１０６．３　ｓｃＦｖベクターに対して３９－４３ヌクレオチドのホモロジーを有する。
全部で５４個の各ライブラリーに対するオリゴヌクレオチドを合成した（図１４Ａ－Ｈ及
び配列番号２５－７８参照）。ギャップのあるベクター（１μｇ）及び縮重オリゴヌクレ
オチド（１６μｇ）をＥＢＹ１００酵母（３ｅ８個の細胞）と組み合わせ、Ｇｉｅｔｚ及
びＳｃｈｉｅｓｔｌライブラリー形質転換プロトコール（Ｓｃｈｉｅｓｔｌ及びＧｉｅｔ
ｚ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１６（５－６）：３３９－４６（１９８９年１
２月））を用いて形質転換を行った。ヌクレオチド重複及び酵母の内在ギャップ修復の機
構により促進される相同組換えのために、形質転換中に縮重オリゴヌクレオチド及びｐＹ
Ｄ４１－１０６．３ｓｃＦｖギャップベクターが環状になる。３０℃にて４８－７２時間
、選択用グルコース培地中でライブラリーを増殖させ、ライブラリー分類のためのタンパ
ク質発現誘導前に再び選択用グルコース培地に入れた。
【０２１２】
　１０６．３突然変異誘発ＣＤＲライブラリー
　オフ速度分類ストラテジーに基づき１０６．３ライブラリーを分類した。１０６．３Ｃ
ＤＲ突然変異誘発ライブラリーをガラクトース発現培地中で２０℃にて１８－２４時間誘
導した。室温にて、ＰＢＳ／ＢＳＡで１０６．３突然変異誘発ライブラリーを洗浄し、ビ
オチン化環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）及び抗－Ｖ５抗体とともに温置し、２
回洗浄し、非標識環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）とともに温置した。３時間後
、突然変異誘発ライブラリーを２回洗浄し、ＳＡ－ＰＥ（１：２００希釈）及びＧＡＭ－
６３３（１：２００希釈）とともに３０分間氷上で温置した。最後に、細胞を洗浄し、分
析し、ＦＡＣＳ　Ａｒｉａで分類した。全長ＢＮＰ結合クローンを分類するために、ゲー
トセットを用いて、３時間において、非変異１０６．３結合に基づきソートゲートを設定
した。各ソートが、ＢＮＰ結合集団の上位０．１－０．５％を回収した。分類した細胞を
選択用グルコース培地中で増殖させ、３０℃にて１８－２４時間増殖させた。ソート１細
胞を誘導し、さらに１又は２回、分類を繰り返した。
【０２１３】
　最後の分類後、分類した細胞を選択用グルコースプレートにプレーティングし、３０℃
に７２時間置いた。３種類のライブラリーがｗｔ１０６．３　ｓｃＦｖと比較して改善を
示した：重鎖ライブラリーＨ２８、軽鎖ライブラリーＬ１（１－５プール）及びＬ２（１
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－５プール）。これらのライブラリーからの個々の酵母コロニーを選択用グルコース培地
に接種し、凍結保存し、選択用ガラクトース培地中で誘導した。次に、個々のコロニーの
特徴を調べ、オフ速度アッセイで順位付けした。
【０２１４】
　選択した１０６．３バリアントの分析
　ｗｔ１０６．３　ｓｃＦｖに対して上記で述べたオフ速度アッセイにおいて、選択した
クローンの特徴を最初に調べた。図１１は、評価を行った各改善１０６．３　ｓｃＦｖバ
リアントに対する一次減衰曲線から決定したオフ速度値を示す。全体的に、クローンのオ
フ速度は１０６．３　ｓｃＦｖ　ｗｔクローンの２倍を超えて改善した。所望の最も遅い
オフ速度を有するクローンは１０６．３　Ｌ１　Ｂ２４　ｓｃＦｖであり、そのオフ速度
は６．７×１０－６秒－１であった。
【０２１５】
　アミノ酸変異が発現されていることを調べるために、選択した１０６．３　ｓｃＦｖバ
リアントの配列を調べた。最初に、酵母ミニプレップキット（カタログ番号Ｄ２００１、
Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｏｒａｎｇｅ、ＣＡ）を用いてプラスミドＤＮＡを酵母懸
濁培養液から単離した。配列決定グレードのプラスミドＤＮＡを得るために、酵母ミニプ
レップキットからのプラスミドをＤＨ５αＥ．コリに形質転換し、次いでＥ．コリミニプ
レップキット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて培養液から精製した。次いで、ｐＹＤ４１ベクタ
ー特異的プライマー（ｐＹＤ４１フォワード－ＴＡＧＣＡＴＧＡＣＴＧＧＴＧＧＡＣＡＧ
Ｃ（配列番号７９）及びｐＹＤ４１リバース－ＣＧＴＡＧＡＡＴＣＧＡＧＡＣＣＧＡＧ（
配列番号８０））を用いて、純粋なプラスミドＤＮＡの配列決定を行った。１０６．３　
ｓｃＦｖバリアントに対するヌクレオチド及びアミノ酸配列データを図１２Ａ－Ｃで示す
。位置番号は、個々のＣＤＲにおけるアミノ酸位置を指す（Ｈ２　Ｐｏｓ８はＣＤＲ　Ｈ
２の８番目のアミノ酸である。）。
【０２１６】
　ＣＤＲ　Ｌ１に対する配列データから、トリプトファン又は、チロシンもしくはフェニ
ルアラニンなどのその他の大きな疎水性アミノ酸に対して位置４において強い優先傾向が
示される。位置４の大きなアミノ酸残基は、１０６．３　ｓｃＦｖに対するオフ速度の実
質的な改善に重要であり得る。環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）ペプチド（配列番号５）は、こ
の大きなアミノ酸により捕捉されるようになり得、したがって、オフ速度が遅くなる。Ｌ
２突然変異は両者とも、位置４にシステインを含有する。
【０２１７】
　一時的又は安定発現系における１０６．３キメラ抗体のクローニング及び可溶性発現
　ｐＢＯＳ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅ
ｒ、ＭＡ）と呼ばれる一時的発現ベクター系への１０６．３可変ドメインのクローニング
を通じて、選択した１０６．３バリアントをキメラマウス－ヒトＩｇＧ１／ヒトカッパ抗
体に変換した。より具体的には、ＰＣＲを用いて、別個のｐＢＯＳベクターへのクローニ
ングのための制限部位のある可変重鎖遺伝子及び可変軽鎖遺伝子を増幅した（Ｍｉｚｕｓ
ｈｉｍａ及びＮａｇａｔａ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｅｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、１８：
５３２２、（１９９０））。消化済み／脱リン酸化ベクターに可変重鎖遺伝子及び可変軽
鎖遺伝子を連結し、ＤＨ５αＥ．コリに形質転換した。Ｅ．コリからプラスミドＤＮＡを
精製し、リポフェクタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ）又はエレクトロポレーションを用いてＣＯＳ－７細胞及び２９３Ｈ細胞に形質移
入した。次の１０６．３バリアント：ｗｔキメラ、Ｌ１　Ｂ２４キメラ、Ｌ１　１６キメ
ラ、Ｌ１　Ｂ２４／Ｈ２　２８８キメラ及びＬ１１６／Ｈ２　２８８キメラに対して一時
的抗体を発現させた。
【０２１８】
　ｐＢＯＳ－１０６．３重鎖及び軽鎖ベクターを用いて、２段階のクローニング手順で安
定なＣＨＯ細胞株プラスミドを作製した。最初に、制限酵素ＳｒｆＩ／ＮｏｔＩを用いて
、ｐＢＶ及びｐＪＶプラスミド（Ａｂｂｏｔｔ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ
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、Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ、ＭＡ）において、ヒト定常遺伝子に対する読み枠どおりに、可変
重鎖遺伝子及び可変軽鎖遺伝子をそれぞれ連結した。ライゲーション反応物をＤＨ５αＥ
．コリに形質転換し、続いて、プラスミドＤＮＡを個々のコロニーから単離した。クロー
ニング部位で、ｐＢＶ－１０６．３　マウス可変重鎖－ヒトＩｇＧ１及びｐＪＶ－１０６
．３　マウス可変軽鎖－ヒトカッパの配列決定を行った。
【０２１９】
　第二のクローニング段階には、重鎖ＩｇＧ１遺伝子及び軽鎖カッパ遺伝子を１つの安定
な細胞株ベクターに連結することが含まれた。ｐＢＶ－１０６．３及びｐＪＶ－１０６．
３ベクターをＡｓｃＩ／ＰａｃＩで消化した。ＶＬ－ヒトカッパ定常及びＶＨ－ヒトＩｇ
Ｇ１定常ＤＮＡ断片をゲルで精製し、連結して、ｐＢＪ－１０６．３と呼ばれる安定な細
胞株ベクターを作製した。リン酸カルシウムプロトコールを用いて、ｐＢＪ－１０６．３
重鎖／軽鎖キメラプラスミドをＣＨＯ細胞に形質転換した。最初の形質転換から安定な細
胞株をサブクローニングした。クローン１０６．３ＡＭ１に対して安定なＣＨＯ細胞株を
開発し（「ＢＮＰ１０６．３ｓｃ１２８ａｍ１ＣＨＯ１１６２－２３６」及び「１０６．
３　Ｌ１　Ｂ２４／Ｈ２　２８８キメラ」とも呼ばれる。）、本明細書中の実施例２で述
べるようにＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．に寄託した。
【０２２０】
　改変キメラ１０６．３バリアントのＢＩＡｃｏｒｅによる特性の決定
　アミンカップリング（アミノカップリングは当技術分野で周知である。例えば、Ｎｏｒ
ｄｉｎ、Ｈら、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３４０：３５９－３
６８（２００５Ｊ）を参照）によってヤギ抗ヒトＦｃ（ＧＡＨＦｃ）（Ｊａｃｋｓｏｎ　
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ、Ｐ
Ａ）（抗種抗体）を前もって調整したＢＩＡｃｏｒｅ　ＣＭ５チップ（Ｕｐｐｓａｌａ、
Ｓｗｅｄｅｎ）に固定化することにより、高密度ヤギ抗ヒトＦｃ（ＧＡＨＦｃ）抗体表面
プラズマ共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサーを準備した。２０μＬ／分で０．４Ｍ　ＥＤＣと
０．１　ＮＨＳとの１：１混合液を８分間注入して、カルボキシメチル－デキストランバ
イオセンサーを活性化する。１０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．０）中のＧＡＨＦｃを１
０分間の注入により活性化表面にカップリングさせる。次に、１ＭエタノールアミンｐＨ
８．５で８分間この表面を不活性化し、次いでＧＡＨＦｃをさらに１０分間注入する。こ
の後、１００μＬ／分の流速での１００ｍＭ　Ｈ３ＰＯ４の２０秒間の注入を１０回行っ
てバイオセンサーの調整を行う。ＧＡＨＦｃの、～１０．５　ＩｃＲＵ、共鳴単位を各フ
ローセルでバイオセンサーにカップリングする。
【０２２１】
　１２ｍｇ／ｍＬ　ＢＳＡ及び１２ｍｇ／ｍＬカルボキシメチルデキストランナトリウム
塩）を添加したＳＰＲランニング緩衝液（ＢＩＡｃｏｒｅ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅ
ｎ）（脱気／真空ろ過ＨＢＳ－ＥＰ（ＢＩＡｃｏｒｅ、Ｓｗｅｄｅｎ））で、精製した抗
ＢＮＰキメラ抗体（「ｃＡｂ」）：（１）ＣＨＯ細胞からの安定な１０６．３ＡＭ１（上
記及び実施例２に記載）及び（２）ＣＯＳ細胞からの一時的抗ＢＮＰ　ＷＴ／ＷＴを精製
抗体の１０μｇ／ｍＬ濃度に希釈する。ｄＨ２Ｏ中の１００μＭのＢＮＰの凍結（－８０
℃）一定分量をＳＰＲランニング緩衝液に入れて１００ｐＭの濃度に希釈する。
【０２２２】
　２５℃にて、１０μＬ／分で各抗ＢＮＰ　ｃＡｂ　３０μＬを個々のＳＰＲフローセル
上に注入し、１個のフローセルを参照対照としてブランクにしておく。各ｃＡｂをバイオ
センサー上に添加後、４５分間、ＳＰＲランニング緩衝液で１００μＬ／分の流速で全フ
ローセルを平衡化し、その後、ランニング緩衝液のボトルを～１６時間、１００ｐＭ　Ｂ
ＮＰの試料溶液に置き換える（シリンジ充填の間で）。次に、試料溶液をさらに～７時間
、ＳＰＲランニング緩衝液に戻し換える。次いで、１００μＬ／分の流速での１００ｍＭ
リン酸の３３秒パルス３回で表面を再生する。～２３時間、抗ＢＮＰ　ｃＡｂを添加した
センサー全体にＳＰＲランニング緩衝液を流すことによりブランク稼動を行う。
【０２２３】
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　データを二重参照補正し（参照データを差し引き、次いでブランク緩衝液データを差し
引くことにより、１００ｐＭ　ＢＮＰ試料データを補正した。）、マストランスポート及
びＢＩＡ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ（バージョン３．２）でのリニアド
リフトを考慮して、１：１Ｌａｎｇｍｕｉｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇモデル（ＢＩＡ　Ｅｖａｌ
ｕａｔｉｏｎ　３　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、編集１９９９年１１月（バー
ジョンＡＤ）Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ　１９９７－１９９９、ＢＩＡｃｏｒｅ　ＡＢ）にフィ
ットさせた。
【０２２４】
　ＢＩＡｃｏｒｅ　ＳＰＲを用いて、野生型１０６．３ｃＡｂの平衡解離定数（ＫＤ）を
求めたところ、１.９×１０－１１Ｍとなり、結合速度は７．８×１０６Ｍ－１秒－１、
オフ速度は１．５×１０－４秒－１であった。１０６．３ＡＭ１　ｃＡｂの平衡解離定数
（ＫＤ）を求めたところ、１．９x１０－１２Ｍとなり、結合速度は１．３×１０７Ｍ－

１秒－１、オフ速度は２．４×１０－５秒－１であった。溶液相測定においてＫＤ値を求
めるＳａｐｉｄｙｎｅのＫｉｎＥｘＡ装置を用いて（Ｓａｐｉｄｙｎｅ、Ｂｏｉｓｅ、Ｉ
Ｄ）、１０６．３及び１０６．３ＡＭ１の両者に対して、それぞれ１．７×１０－１２Ｍ
及び９．３×１０－１２Ｍという同様のＫＤ値が得られた。
【０２２５】
　改変キメラ１０６．３バリアントの特異性
　抗ＢＮＰ１０６．３ＡＭ１　ＢＮＰ短縮型ＢＮＰペプチド置換ＥＩＡ
　置換マイクロタイターＣＩＡにおいて、１０６．３ＡＭ１ｍＡｂの、ｈＢＮＰ短縮型、
すなわちｈＢＮＰ１－２６及びｈＢＮＰ５－１３への結合能を求めた（図１８参照）。ブ
ロッキングした抗種被覆プレートをｍＡｂとともに１時間温置し、洗浄した。連続希釈し
た遊離、非共役ｈＢＮＰ　１－２６（Ａｂｂｏｔｔ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）、
ｈＢＮＰ　５－１３（ＡｎａＳｐｅｃ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ．）、ｈＢＮＰ　１－３
２（Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、大阪、日本）ペプチド又は０ペプチド対照を
１時間、ＡＭ１　ｍＡｂと反応させた。プレートを洗浄し、アクリジニル化ｈＢＮＰ（１
－３２環状）共役物（Ａｂｂｏｔｔ　ＡＤＤ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）を添加し
た。プレートをもう一度温置し、洗浄した。Ｍｉｃｒｏｂｅｔａ　Ｊｅｔ（Ｐｅｒｋｉｎ
－Ｅｌｍｅｒ、Ｔｕｒｋｕ、Ｆｉｎｌａｎｄ）において、連続的に積層されたプレトリガ
ー／トリガーコンビネーション（Ａｂｂｏｔｔ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）として
生じた化学発光シグナルから、相対発光単位（ＲＬＵ）を得た。マイクロタイターアッセ
イにおいて、＞８５％シグナル置換により示されるように、抗ＢＮＰ１０６．３ＡＭ１　
ｍＡｂが、遊離ｈＢＮＰ断片アミノ酸１－２６及びアミノ酸５－１３に対して反応性があ
ることが分かった。
【０２２６】
　改変キメラ１０６．３バリアントの精密エピトープマッピング
　抗ＢＮＰ１０６．３ＡＭ１アラニンペプチドマッピングＥＩＡ
　環状ｈＢＮＰ　１－３２　アラニン置換ペプチドパネルによるアラニン突然変異誘発ス
クリーニング手順を用いて、１０６．３ＡＭ１　ｍＡｂの結合部位を同定した。ｈＢＮＰ
ペプチドの単一アミノ酸をアラニンアミノ酸と置換した（位置１０及び２６を除く。）。
標識化ｈＢＮＰ　１－３２ペプチドに対して、非標識アラニン置換ペプチドとの結合能に
ついて、１０６．３ＡＭ１　ｍＡｂを評価した。抗種抗体で被覆した固相において一定濃
度のｍＡｂを温置し、次いで、非結合試料を洗い流す。結合した抗体を２９００ｎＭの非
標識ペプチドと反応させる。温置後、洗浄して非結合遊離ペプチドを除去する。次に、２
．９ｎＭのビオチン化ｈＢＮＰ　１－３２環状ペプチド（Ａｂｂｏｔｔ　ＧＰＲＤ、Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）を抗ＢＮＰ　１０６．３ＡＭ１　ｍＡｂの何れかの非結合部
位と反応させる。非結合ペプチドを洗い流し、その後、ストレプトアビジン－ＨＲＰＯ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を添加する。ＯＰＤ基質システム（Ａ
ｂｂｏｔｔ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）を発色に使用し、Ｔｉｔｅｒｔｅｋ　ＭＡ
Ｐ　ＥＩＡワークステーション（Ｔｉｔｅｒｔｅｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ、Ｈｕｎｔ
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ｓｖｉｌｌｅ、Ａｌａｂａｍａ）においてシグナルを読み取った。
【０２２７】
　１０６．３ＡＭ１　ｍＡｂの精密エピトープマッピングプロファイルを調べるためのツ
ールとして、このシグナル置換ＥＩＡアッセイを使用した。遊離ペプチド濃度は、阻害を
確実に生じさせるために、標識ペプチドの濃度を２－ｌｏｇ上回るものであった。図１９
の棒グラフは、標識ペプチドに対する遊離ペプチドのＡＭ１抗体結合シグナルの、結合／
非結合（Ｂ／Ｂ０）比を示す。アミノ酸残基がｈＢＮＰへのＡＭ１　ｍＡｂ結合に重要で
ある場合、シグナル置換がない方向への偏向が検出される。この例において、Ｂ／Ｂｏ比
が＞０．４となる場合、特定のアミノ酸がＭＡｂ結合に重要であると考えられる。１０６
．３ＡＭ１　ｍＡｂ機能的エピトープが、下記配列において太字で示される、Ｖ５、Ｑ６
、Ｇ７、Ｇ９、Ｆ１１及びＲ１３として同定される。
【０２２８】
【化１】

【０２２９】
　ＢＩＡｃｏｒｅでの抗ＢＮＰ１０６．ｓｃ１２８　Ｌ１　Ｂ２４　Ｈ２　２８８ＡＭ１
アラニンペプチドマッピング
　上述のようなアミンカップリングによって、前もって調整したＢＩＡｃｏｒｅ　ＣＭ５
チップ（Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）にヤギ抗ヒトＦｃ（ＧＡＨＦｃ）（Ｊａｃｋｓ
ｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖ
ｅ、ＰＡ）（抗種抗体）を固定化することにより、高密度ヤギ抗ヒトＦｃ（ＧＡＨＦｃ）
抗体表面プラズマ共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサーを準備した。
【０２３０】
　個々のＳＰＲフローセル上に（１つのフローセルを参照対照としてブランクのままにし
ておく。）、２５℃にて、抗ＢＮＰ　ＡＭ１　ｃＡｂ　６０μＬを１０μＬ／分で注入す
る。各ｃＡｂをバイオセンサー上に添加した後、１０分間、ＳＰＲランニング緩衝液で１
００μＬ／分の流速で全フローセルを平衡化する。１０ｎＭの、ＢＮＰペプチド又はＢＮ
Ｐ単アラニン置換ペプチド（１０及び２６を除く各位置でアラニンを置換）２００μＬを
１００μＬ／分でＡＭ１表面上に流した。解離を引き起こし、１８００秒間監視した。次
にこの表面を本明細書中で既に述べたように再生する。
【０２３１】
　データを二重参照補正し（参照データを差し引き、次いでブランク緩衝液データを差し
引くことにより、試料データを補正した。）、センソグラム（ｓｅｎｓｏｇｒａｍ）の解
離相からオフ速度を求めた。この結果から、アミノ酸Ｖ５、Ｑ６、Ｇ７、Ｇ９、Ｆ１１及
びＲ１３が抗ＢＮＰ　ＡＭ１／ＷＴ　ＢＮＰ複合体の安定性に重要であることが示される
。これらの残基を個々にアラニンに変異させた場合、オフ速度が少なくとも1桁向上する
。このことから、上述のＥＩＡの知見と一致して、ＢＮＰに対するエピトープに結合する
抗ＢＮＰ　ＡＭ１　ｃＡｂが次のＢＮＰ残基、Ｖ５、Ｑ６、Ｇ７、Ｇ９、Ｆ１１及びＲ１
３を含有することが示唆される（図２０参照）。
【実施例２】
【０２３２】
　ＡＴＣＣ寄託情報
　ＢＮＰ１０６．３ｓｃ１２８ａｍ１ＣＨＯ１１６２－２３６（本明細書中において、「
１０６．３ＡＭ１」とも称される。）に対するチャイニーズハムスター卵巣細胞株をＡｍ
ｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（本明細書中で以後、
「Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．」と呼ぶ。）、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．、Ｍ
ａｎａｓｓａｓ、ＶＡ　２０１１０－２２０９に２００５年９月２０日に寄託し、Ａ．Ｔ
．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６９８７が割り当てられた。
【実施例３】
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【０２３３】
　単一抗体方式を用いた競合的免疫アッセイ
　上記実施例１及び２に記載のＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗体（「
抗体１０６．３ＡＭ１」）を精製し、試験して、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）装置（Ａｂｂ
ｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ、この装置は、米国
特許第５，４６８，６４６号に記載されている。）において単一抗体方式で、この抗体の
、ヒト環状ＢＮＰ１－３２との結合能を調べた。この単一抗体方式は、試験反応で検体特
異的抗体を１種類のみ使用することを包含する。
【０２３４】
　常磁性体微小粒子（本明細書中で、以後、「微小粒子」と呼ぶ。Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａ
ｂｓ、Ａｍｈｅｒｓｔ、ＭＡ）を洗浄し、次いで連続希釈したヤギ抗ヒト抗体（Ｊａｃｋ
ｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ）と反応させた。
米国特許第６，１６２，９０２号に記載の技術を用いてヤギ抗ヒト抗体で常磁性体微小粒
子を被覆した。具体的には、ＥＤＡＣカップリングを使用した（ＥＤＡＣは、通常、一級
アミンとのアミド結合に対してカルボキシル活性化剤として使用される。さらに、これは
リン酸基と反応する。これは、ペプチド合成、核酸へのタンパク質の架橋及び免疫複合体
の調製において使用される。ＥＤＡＣに対する化学式は、１－エチル－３－（３－ジメチ
ルアミノプロピル）カルボジイミド、塩酸塩である。ＥＤＡＣは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒ
ｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ．から市販されている。）。温置後、微小粒子を洗浄し
、ＢＳＡで被覆した。次に、これらのヤギ抗ヒト被覆微小粒子を連続希釈抗体１０６．３
ＡＭ１と反応させ、温置し、洗浄した。
【０２３５】
　次に、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）装置（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａ
ｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）で、ヒト環状ＢＮＰ１－３２への反応性につ
いて、これらの被覆微小粒子を試験した。ヒト環状ＢＮＰ１－３２を含有する一定分量を
反応容器の中の微小粒子と同じウェルに入れ、反応混合物を形成させた。およそ１８分間
、この反応混合物を温置した。温置後、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉｎｅ　Ｄｉｌｕｅ
ｎｔで微小粒子を洗浄し、捕捉されなかったヒト環状ＢＮＰ　１-３２を除去した。ＡＲ
ＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉｎｅ　ＤｉｌｕｅｎｔはＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓから市販されている。次に、アクリジ
ニウムと連結されたヒト環状ＢＮＰ１－３２（本明細書中で以後「トレーサー」と呼ぶ。
）を反応容器に分注し、約４分間、微小粒子と反応させ、その後、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（

Ｒ）Ｌｉｎｅ　Ｄｉｌｕｅｎｔでこの微小粒子を洗浄し、未結合物質を除去した。トレー
サーを約５－２５ｎｇ／ｍＬに希釈した。この反応容器に過酸化水素溶液、次いで水酸化
ナトリウムを添加し、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）装置の化学発光微小粒子免疫アッセイ（
ＣＭＩＡ）光学アセンブリーにより、化学発光シグナルを測定した。図１５で示されるよ
うに、このアッセイ方式において、抗体１０６．３ＡＭ１は、濃度依存的に、非標識ヒト
環状ＢＮＰ　１－３２への反応性を示した。
【実施例４】
【０２３６】
　ＣＨＯ細胞株１０６．３ＡＭ１により産生される抗体を用いたサンドイッチアッセイ
　改変ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）－ｈＢＮＰアッセイ（本明細書中で以後、「Ａｒｃｈ－
ＢＮＰ」と呼ぶ。）のために、モノクローナル抗体（「ｍＡｂ」）３－６３１－４３６で
常磁性体粒子を被覆した。このｍＡｂは、ｈＢＮＰペプチドのアミノ酸１３－１８を含有
するアミノ酸配列と結合する。（ハイブリドーマ細胞株　３－６３１－４３６により産生
されるモノクローナル抗体は、米国特許出願第１１／１３５，０５０号、２００５年５月
２５日出願、に記載されている。その内容を参照により本明細書中に組み込む。ハイブリ
ドーマ細胞株３－６３１－４３６により産生されるモノクローナル抗体はまた、交換可能
に、本明細書中で、「モノクローナル抗体３－６３１－４３６」及び「３－６３１－４３
６」とも呼ばれる。さらに、マウスハイブリドーマ細胞株　３－６３１－４３６を２００
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４年１２月２１日にＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．に寄託し、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４
７６が割り当てられた。）。米国特許第６，１６２，９０２号に記載の技術を用いて、モ
ノクローナル抗体３－６３１－４３６で常磁性体粒子（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ、Ａｍｈｅｒｓｔ、ＭＡ）を被覆した。具体的には、ＥＤＡＣカップリングを
使用した（ＥＤＡＣは、通常、一級アミンとのアミド結合に対してカルボキシル活性化剤
として使用される。さらに、これはリン酸基と反応する。これは、ペプチド合成、核酸へ
のタンパク質の架橋及び免疫複合体の調製において使用される。ＥＤＡＣに対する化学式
は、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、塩酸塩である。
ＥＤＡＣは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ．から市販されてい
る。）。粒子を洗浄し、ＢＳＡで被覆した。これらの粒子を使用して、検体との最初（第
１回目）の温置中、本アッセイにおいてＢＮＰペプチドを捕捉した。
【０２３７】
　あるいは、ＮＨＳ－ＰＥＯ４－ビオチン（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
、Ｉｎｃ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）を用いてモノクローナル抗体　３－６３１－４３
６をビオチン化し、ストレプトアビジン－被覆スーパー常磁性体　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（
Ｄｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＬＬＣ、Ｂｒｏｗｎ　Ｄｅｅｒ、ＷＩ）上で捕捉した。検
体との最初（第１回目）の温置中、このアッセイにおいてＢＮＰペプチド捕捉するために
も、これらの粒子を使用した。
【０２３８】
　抗体１０６．３ＡＭ１（実施例１及び２参照）をアクリジニウム（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ．）に共役させ、粒子結合ｈＢＮ
Ｐペプチドを検出するために第二（２回目）の温置中、このアッセイにおいて使用した。
活性化アクリジニウム－カルボキサミドエステルとの抗体ＡＭ１の反応により、共役が起
こった。
【０２３９】
　上述のものに対するコンプリメンタルな（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）改変Ａｒｃ－
ＢＮＰアッセイにおいて、ＥＤＡＣ化学を利用して抗体１０６．３ＡＭ１で常磁性体粒子
（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｍｈｅｒｓｔ、ＭＡ）を被覆すること
により、又は抗体１０６．３ＡＭ１をビオチン化し、ストレプトアビジン被覆スーパー常
磁性体Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ）上で捕捉することにより、捕捉粒子を調製した。この手順は、モノクローナル抗
体３－６３１－４３６粒子の調製に対する上述のものと同一であった。これらの粒子を使
用して、検体との最初（第１回目）の温置中、このアッセイにおいてＢＮＰペプチドの捕
捉も行った。抗体ＡＭＩをアクリジニウムに共役させた場合と同じ方法でモノクローナル
抗体３－６３１－４３６をアクリジニウムに共役させ、粒子結合ｈＢＮＰペプチドを検出
するための２回目の温置中、このアッセイにおいて使用した。
【０２４０】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）装置（この装置は米国特許第５，４６８，６４６号に記載さ
れている。）においてＢＮＰ免疫アッセイを行った。
【０２４１】
　キャリブレーター溶液を含有する一定分量を反応容器の微小粒子と同じウェルに入れ、
反応混合物を形成させた。キャリブレーター溶液はｈＢＮＰ全長ペプチドを含有した。サ
ンプリングプローブにより、Ｔｒｉｓ／ＢＳＡ希釈液中の捕捉抗体で被覆された微小粒子
をサンプリングセンターの反応容器の適切なウェルにピペットで取った。約３７℃の温度
でおよそ４分間（ストレプトアビジンに基づく粒子の場合１８分間）、この反応混合物を
温置した。温置後、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉｎｅ　Ｄｉｌｕｅｎｔで反応混合物を
洗浄し、捕捉されなかったキャリブレーターを除去した。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉ
ｎｅ　ＤｉｌｕｅｎｔはＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａ
ｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓから市販されている。
【０２４２】
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　約５０－１００ｎｇ／ｍＬのｍＡｂ－アクリジニウム－複合体を反応容器に分注し、約
３７℃の温度でおよそ４分間温置した。温置後、反応容器をＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌ
ｉｎｅ　Ｄｉｌｕｅｎｔで洗浄し、未結合物質を除去した。
【０２４３】
　過酸化水素溶液、次いで水酸化ナトリウム溶液を反応容器に添加し、ＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ（Ｒ）装置の化学発光微小粒子免疫アッセイ（ＣＭＩＡ）光学アセンブリーにより、化
学発光シグナルを測定した。
【０２４４】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）システムは、通常は相対光単位（本明細書中で以後、「ｒｌ
ｕ’ｓ」）で測定されるアクリジニウムシグナルを測定する。測定は３回行った。下記表
３及び図１６及び１７で示される結果は、３回の値の平均を示す。具体的に、表Ｂ及び図
１６及び１７の結果は、ｐｇ／ｍＬ　ＢＮＰキャリブレーターで示す。
【０２４５】
【表３】

【０２４６】
　さらに、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片及び抗ｈＢＮＰ治療薬の治療用量の投与を受けてい
る患者を監視するためにこの免疫アッセイを使用することができる。
【実施例５】
【０２４７】
　免疫グロブリン遺伝子の同定
　サブクローニングされた抗ＢＮＰ３－６３１－４３６ハイブリドーマ細胞（２００６年
８月１７日に公開された米国特許公開２００６／０１８３１５４号に記載されているハイ
ブリドーマ細胞株３－６３１－４３６（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６））
からメッセンジャーＲＮＡを単離した。キットに含まれる免疫グロブリン遺伝子特異的プ
ライマーとともにＮｏｖａｇｅｎ（Ｎｏｖａｇｅｎ（Ｍｅｒｃｋ　ＫＧＡＡの関連会社、
Ｄａｒｍｓｔａｄｔ、Ｇｅｒｍａｎｙ）、カタログ番号６９８３１－３）から購入したマ
ウスＩｇプライマーセットキットを用いた逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応で３－６３１
－４３６ｍＲＮＡを利用した。得られたＰＣＲ産物の配列決定を行い、このように、免疫
グロブリン可変重鎖遺伝子を同定した（図２３、２４、並びに２５Ａ及び２５Ｂ参照）。
【０２４８】
　あるいは、その後、軽鎖遺伝子を単離するために使用されたＬＣ－ＭＳ－ＭＳ技術を用
いて、３－６３１－４３６軽鎖のＮ末端アミノ酸配列を決定した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で
抗体の重鎖及び軽鎖を分離し、トリプシン消化し、ＬＣ－ＭＳ－ＭＳによって分析した。
データベース検索を用いて、Ｎ末端アミノ酸配列がＤＶＶＭＴＱＴＰＬＴＬＳＶＴＴＧＱ
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ＰＡＳＩＳＣ（配列番号１５２）であることが決定された。ｍＲＮＡから３－６３１－４
３６κ軽鎖を増幅するために、縮重５’ヌクレオチドプライマー（５’ＧＡＹＧＴＮＧＴ
ＮＡＴＧＡＣＮＣＡＲＡＣＮＣＣＮ３’（Ｎ＝Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ；Ｙ＝Ｃ、Ｔ；Ｒ＝Ａ、Ｇ
）（配列番号１５３）及びＮｏｖａｇｅｎキット（上記）とともに供給されたリバースκ
鎖プライマーを使用した。完全な軽鎖可変遺伝子を同定するために、得られたＰＣＲ産物
を配列決定した（図２５Ａ及び２５Ｂ参照）。
【０２４９】
　ｐＹＤ４１ベクターへの３－６３１－４３６可変領域遺伝子のクローニング
　酵母ディスプレイ系を使用して、酵母タンパク質ＡＧＡ２への融合物として、酵母表面
上で、非変異抗ＢＮＰタンパク質（本明細書中で後述）及び抗ＢＮＰタンパク質のライブ
ラリーを発現させた。ｐＹＤと呼ばれる酵母ディスプレイベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）は、酵母接合因子であるＡＧＡ２遺伝子
のＣ末端での抗ＢＮＰ遺伝子のクローニングを可能にするので、これを使用した（Ｂｏｄ
ｅｒ及びＷｉｔｔｒｕｐ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１５：５５３－
５５７（１９９７年６月）参照）。ｐＹＤベクターのその他の重要な特性には、挿入され
た抗ＢＮＰ遺伝子のＣ末端における、ガラクトース誘導性プロモーター及びエピトープタ
グ、Ｖ５が含まれる（図２１及び図２５Ａ－２５Ｂ参照）。
【０２５０】
　酵母ディスプレイプラットフォームは、１本鎖可変断片として知られる抗体方式を利用
する。ｓｃＦｖ方式において、フレキシブルリンカーを介して可変重鎖ドメインを可変軽
鎖ドメインに連結する（可変重鎖ドメイン－リンカーＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫＥＡＫＶＳ（
配列番号４）－可変軽鎖ドメイン）。
【０２５１】
　ＰＣＲ単一オーバーラップ伸長（ｓｉｎｇｌｅ　ｏｖｅｒｌａｐ　ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
、ＳＯＥ）を使用して、３－６３１－４３６ｓｃＦｖコンストラクトに対して可変重鎖遺
伝子（ＶＨ）及び可変軽鎖遺伝子（ＶＬ）を連結した（例えば、図２３、並びに２５Ａ及
び２５Ｂ参照）。ベクター制限部位ＳｆｉＩ及びＮｏｔＩを用いて、酵母ディスプレイベ
クターｐＹＤ４１に、３－６３１－４３６ｓｃＦｖＤＮＡをクローニングした。ｐＹＤ４
１－３－６３１－４３６ｓｃＦｖベクターをＤＨ５αＥ．コリに形質転換した。次に、こ
のＥ．コリからプラスミドＤＮＡを単離し、３－６３１－４３６ｓｃＦｖインサートの配
列決定を行い、ｓｃＦｖが読み枠どおりにＡＧＡ２タンパク質とともにクローニングされ
ていることを確認した。
【０２５２】
　酵母ディスプレイベクターｐＹＤ４１へのｓｃＦｖに対するクローニング部位は、次の
遺伝子を含むＯＲＦにある：ＡＧＡ２－連結リンカー４１－Ｘｐｒｅｓｓエピトープタグ
－３－６３１－４３６可変重鎖－リンカー４０－３－６３１－４３６可変軽鎖－Ｖ５エピ
トープタグ－６個のＨｉｓ。さらに、酵母株ＥＢＹ１００はトリプトファン栄養要求性株
であり、ｐＹＤ４１ベクターは、系の選択可能マーカーとしてトリプトファンをコードす
る。
【０２５３】
　サッカロミセスセレビシエ（酵母、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）株ＥＢＹ１００への形質転換
　Ｇｉｅｔｚ及びＳｃｈｉｅｓｔｌ法（Ｓｃｈｉｅｓｔｌ及びＧｉｅｔｚ、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１６（５－６）：３３９－４６（１９８９年１２月）参照）を用
いて、酵母ディスプレイプラスミド、ｐＹＤ４１－３－６３１－４３６ｓｃＦｖをＳ．セ
レビシエ　ＥＢＹ１００へと形質転換した。形質転換反応液の希釈液を選択用グルコース
プレート（２％グルコース（０．６７％酵母窒素塩基、０．１０５％ＨＳＭ－ｔｒｐ－ｕ
ｒａ、１．８％細菌用寒天、１８．２％ソルビトール、０．８６％ＮａＨ２ＰＯ４　Ｈ２

Ｏ、１．０２％Ｎａ２ＨＰＯ４　７Ｈ２Ｏ））にプレーティングし、３０℃にて４８－７
２時間温置した。選択用グルコース培地に個々のコロニーを播種し、３０℃にて１６－２
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０時間、振盪しながら増殖させた。細胞／ｍＬの０．５ＯＤ６００（１ｅ７個の細胞／０
．５ＯＤ／ｍＬ）を選択用ガラクトース培地に移すことにより、コロニーにおいてタンパ
ク質発現を誘導した。２０℃にて１６－２４時間コロニーを振盪し、次いで、環状ＢＮＰ
（「１－３２ｃ」と呼ぶ。）（配列番号５）及び抗－Ｖ５への結合について、ＦＡＣＳ　
Ａｒｉａフローサイトメーターにより分析した。フローサイトメトリーアッセイのために
、ビオチン化：環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）又は抗－Ｖ５抗体とともに３－
６３１－４３６ｓｃＦｖを発現する酵母細胞を温置し、次いで、ストレプトアビジン：フ
ィコエリスリン（ＳＡ：ＰＥ、ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）又はＦＩＴＣ標識ヤギ抗マ
ウス免疫グロブリン（ＧＡＭ：ＦＩＴＣ、ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ（これはＩｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａの関連会社である。））と
ともに温置した。図２６Ａ及び２６Ｂ中に示されているフローサイトメトリーのヒストグ
ラムは、３－６３１－４３６ｓｃＦｖの完全長表面発現（Ａｂ発現結合）及び３－６３１
－４３６ｓｃＦｖの環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）への結合（Ａｇ結合）を示
す。
【０２５４】
　酵母における、３－６３１－４３６ｓｃＦｖ及び３－６３１－４３６バリアントに対す
るオフ速度分析
　室温にて３０－６０分間、ビオチン化環状ＢＮＰ１－３２ｃ（～０．３μＭ）（配列番
号５）１００倍モル過剰濃度及び抗－Ｖ５抗体（２．５μｇ／ｍＬ）と０．０５ＯＤ酵母
（１×１０６個の細胞）を温置することにより、酵母における３－６３１－４３６ｓｃＦ
ｖ及び３－６３１－４３６バリアントのオフ速度測定を行った。次に、１％ウシ血清アル
ブミンとともにリン酸緩衝生理食塩水を含有するブロッキング緩衝液（ＰＢＳ／ＢＳＡ）
で細胞を２回洗浄し、様々な時間（０、５分、１５分、３０分、６０分、１２０分、１８
０分、２４０分（図２７参照））、１００倍モル過剰濃度の非標識環状ＢＮＰ　１－３２
ｃ（配列番号５）とともに室温にて温置した。各時点で、酵母細胞を氷に移し、反応を停
止させた。次に、ＰＢＳ／ＢＳＡで細胞を２回洗浄し、二次染色試薬中で懸濁した（具体
的に言うと、ＳＡ：ＰＥ及びＧＡＭ：６３３。）。氷上で３０分間、細胞を温置し、２回
洗浄し、次にＦＡＣＳ　Ａｒｉａフローサイトメーターで分析した。図２７は、時間（秒
）に対して平均蛍光単位（「ＭＦＵ」）としてプロットしたオフ速度データを示す。デー
タをフィットさせるために一次減衰式を使用した。図２７中に示されているこの式中のオ
フ速度ｍ２は４．７×１０－３秒－１にフィットし、Ｒ値は０．９８９１２であった。３
－６３１－４３６ｓｃＦｖ半減期（ｔ１／２）は２．４分（ｔ１／２＝ｌｎ２／ｋｏｆｆ

）であった。
【０２５５】
　突然変異誘発ライブラリーからオフ速度が改善した３－６３１－４３６バリアントを同
定するために、オフ速度選別ストラテジーを用いた。したがって、突然変異誘発ライブラ
リーを選別するのに適切な時間を定めるために、３－６３１－４３６ｓｃＦｖ、非変異又
は野生型（「ｗｔ」）、半減期を使用した。非標識環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号
５）の添加からおよそ１０から１２分後、ｗｔ３－６３１－４３６ｓｃＦｖに対して述べ
た同じアッセイ条件を用いて、３－６３１－４３６突然変異誘発ライブラリーを選別した
。
【０２５６】
　３－６３１－４３６ＣＤＲ特異的ライブラリー（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｌｉｂｒａｒｙ）
の作製
　抗体３－６３１－４３６の３種類の重鎖及び３種類の軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）の
ループは主要な抗原接触部位なので、抗体１０６．３の３種類の重鎖及び３種類の軽鎖相
補性決定領域（ＣＤＲ）に対して突然変異誘発を行った（例えば、図２２Ａ－２２Ｄ並び
に２５Ａ及び２５Ｂ並びに配列番号９０－９２参照）。Ｋａｂａｔ命名法を用いて、ＣＤ
Ｒループ長及び付番を定めた。個々のライブラリーは、１つのライブラリー中、ＣＤＲの
３ヶ所のアミノ酸位置が無作為に突然変異誘発され、突然変異誘発枠は１ライブラリーに
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つき１アミノ酸シフトしていた（図９参照）。個々のライブラリーに対するライブラリー
多様性は、ＣＤＲ位置ごとにサンプリングしたアミノ酸ごとに全部で２０３又は８，００
０個のバリアントとなると予想される。３－６３１－４３６ｓｃＦｖに対して、全部で５
０個のライブラリー（２４個の可変重鎖び２６個の可変軽鎖ライブラリー）を作製した。
【０２５７】
　ギャップのある線状化ｐＹＤ４１－３－６３１－４３６ベクター及び１本鎖オリゴヌク
レオチドを化学的にコンピテントなＥＢＹ１００酵母と組み合わせることにより、ライブ
ラリーを作製した（図１０参照）。ギャップのあるｐＹＤ４１ベクターは、ライブラリー
構築において１本鎖縮重オリゴヌクレオチドで置換されている各ＣＤＲの特異的な領域を
欠失させるＰＣＲにより作製されたベクターである。縮重１本鎖オリゴヌクレオチドは、
９０－１０５ヌクレオチド長であり、９個の縮重ヌクレオチド枠のそれぞれにおいてｐＹ
Ｄ４１－３－６３１－４３６ｓｃＦｖベクターに対して３９－４３ヌクレオチドのホモロ
ジーを有する。全部で５０個の各ライブラリーに対するオリゴヌクレオチドを合成した（
図３１Ａ－３１Ｆ及び配列番号９３－１４２参照）。ギャップのあるベクター（１μｇ）
及び縮重オリゴヌクレオチド（１６μｇ）をＥＢＹ１００酵母（３ｅ８個の細胞）と組み
合わせ、Ｇｉｅｔｚ及びＳｃｈｉｅｓｔｌライブラリー形質転換プロトコール（Ｓｃｈｉ
ｅｓｔｌ及びＧｉｅｔｚ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１６（５－６）：３３９
－４６（１９８９年１２月））を用いて形質転換を行った。ヌクレオチド重複及び酵母の
内在ギャップ修復の機構により促進される相同組換えのために、形質転換中に縮重オリゴ
ヌクレオチド及びｐＹＤ４１－３－６３１－４３６ｓｃＦｖギャップベクターが環状にな
る。３０℃にて４８から７２時間、選択用グルコース培地中でライブラリーを増殖させ、
再び選択用グルコース培地に入れた。ライブラリー分類のためのタンパク質発現の誘導前
に、個別のライブラリーを、以下のようなそれらのＣＤＲに従ってプールした。Ｈ１（１
－８）、Ｈ２（１－８）、Ｈ２（９－１５）、Ｌ１（１－８）、Ｌ１（９－１４）、Ｌ２
（１－５）、Ｌ３（１－７）。
【０２５８】
　３－６３１－４３６突然変異誘発ＣＤＲライブラリー
　オフ速度分類ストラテジー、平衡分類ストラテジーおよびオン速度（ｏｎ－ｒａｔｅ）
／オフ速度分類ストラテジーに基づき３－６３１－４３６ライブラリーを分類した。３－
６３１－４３６ＣＤＲ突然変異誘発ライブラリーをガラクトース発現培地中で２０℃にて
１８から２４時間誘導した。オフ速度分類のために、室温にて、ＰＢＳ／ＢＳＡで３－６
３１－４３６突然変異誘発ライブラリーを洗浄し、ビオチン化環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）
（配列番号５）の飽和濃度及び抗－Ｖ５抗体とともに温置し、２回洗浄し、非標識環状Ｂ
ＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）とともに温置した。１０から１２分後、突然変異誘発
ライブラリーを２回洗浄し、ＳＡ－ＰＥ（１：２００希釈）及びＧＡＭ－ＩｇＧ２ａＡｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（１：１５０希釈）とともに２０から３０分間氷上で温置した。
最後に、細胞を洗浄し、分析し、ＦＡＣＳＡｒｉａで分類した。全長ＢＮＰ結合クローン
を分類するために、ゲートセットを用いて、同じアッセイ条件下で、非変異３－６３１－
４３６結合に基づきソートゲートを設定した。各ソートが、ＢＮＰ結合集団の上位０．１
－０．２％を回収した。分類した細胞を選択用グルコース培地中で増殖させ、３０℃にて
１８－２４時間増殖させた。ソート１細胞を誘導し、さらに２回、分類を繰り返した。
【０２５９】
　平衡分類のために、室温にて、ＰＢＳ／ＢＳＡで３－６３１－４３６突然変異誘発ライ
ブラリーを洗浄し、２６ｐＭビオチン化環状ＢＮＰ（１－３２ｃ）（配列番号５）及び抗
－Ｖ５抗体とともに温置した。ビオチン化ＢＮＰの濃度は、３－６３１－４３６ｗｔｓｃ
ＦｖのＫＤ（約２６０ｐＭ）より１０倍低かった。１から２時間後、ライブラリーを氷に
移し、２回洗浄し、抗Ｖ５抗体とともに３０分間温置した後、２回洗浄し、ＳＡ：ＰＥ及
びＧＡＭ－ＩｇＧ２ａＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８とともに３０分間温置した。細胞を洗
浄し、アッセイ条件下での３－６３１－４３６ｗｔ結合に基づいて確立されたソートゲー
トを用いて、ＦＡＣＳａｒｉａ上で細胞を分析した。各ソートは、ＢＮＰ結合集団の上位



(76) JP 2010-527920 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

０．１－０．２％を回収した。分類した細胞を増殖させ、さらに２回、分類を繰り返した
。
【０２６０】
　オン速度／オフ速度分類のために、それぞれ、ＶＬライブラリー又はＶＨライブラリー
中に、軽鎖ライブラリープール及び重鎖ライブラリープールを合わせた。競合物質である
非標識ＢＮＰとともに１２．５分間温置することを除き、分類の第一巡はオフ速度アプロ
ーチを使用した。第二及び第三巡では、５０ｐＭビオチン化ＢＮＰとともにライブラリー
を温置し、上記オフ速度アッセイ方式を実施する約１４分前に、９０％ｓｃＦｖ飽和に到
達させた。第四巡及び最終の分類に関しては、５０ｐＭビオチン化ＢＮＰとともにライブ
ラリーを温置し、オフ速度アッセイ方式を実施する約１０分前に、８０％ｓｃＦｖ飽和に
到達させた。
【０２６１】
　最後の分類後、分類した細胞を選択用グルコースプレートにプレーティングし、３０℃
に７２時間置いた。１つのライブラリー：軽鎖ライブラリーＬ２（１－７プール）がｗｔ
３－６３１－４３６ｓｃＦｖと比較して改善を示した。これらのライブラリーからの個々
の酵母コロニーを選択用グルコース培地に接種し、凍結保存し、選択用ガラクトース培地
中で誘導した。次に、個々のコロニーの特徴を調べ、オフ速度アッセイで順位付けした。
【０２６２】
　選択した３－６３１－４３６バリアントの分析
　ｗｔ３－６３１－４３６ｓｃＦｖに対して上記で述べたオフ速度アッセイにおいて、選
択したクローンの特徴を最初に調べた。図２８は、評価を行った各改善３－６３１－４３
６ｓｃＦｖバリアントに対する一次減衰曲線から決定したオフ速度値を示す。全体的に、
クローンのオフ速度は３－６３１－４３６ｓｃＦｖｗｔクローンの２倍を超えて改善した
。
【０２６３】
　アミノ酸変異が発現されていることを調べるために、選択した３－６３１－４３６ｓｃ
Ｆｖバリアントの配列を調べた。最初に、酵母ミニプレップキット（カタログ番号Ｄ２０
０１、Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｏｒａｎｇｅ、ＣＡ）を用いてプラスミドＤＮＡを
酵母懸濁培養液から単離した。配列決定グレードのプラスミドＤＮＡを得るために、酵母
ミニプレップキットからのプラスミドをＤＨ５αＥ．コリに形質転換し、次いでＥ．コリ
ミニプレップキット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて培養液から精製した。次いで、ｐＹＤ４１
ベクター特異的プライマー（ｐＹＤ４１フォワード－ＴＡＧＣＡＴＧＡＣＴＧＧＴＧＧＡ
ＣＡＧＣ（配列番号７９）及びｐＹＤ４１リバース－ＣＧＴＡＧＡＡＴＣＧＡＧＡＣＣＧ
ＡＧ（配列番号８０））を用いて、純粋なプラスミドＤＮＡの配列決定を行った。３－６
３１－４３６ｓｃＦｖバリアントに対するヌクレオチド及びアミノ酸配列データを図２９
に示す。位置番号は、Ｋａｂａｔ付番システムを用いた付番によって与えられたアミノ酸
位置を指す。
【０２６４】
　５０から５２位のＶａｌ／Ｖａｌ／Ｓｅｒからトリプトファン／スレオニン－メチオニ
ン－／アスパラギン酸－アスパラギン－スレオニンへの突然変異の収束がＣＤＲＬ２中に
同定された。
【０２６５】
　一時的又は安定発現系における３－６３１－４３６キメラ抗体のクローニング及び可溶
性発現
　ｐＢＯＳ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅ
ｒ、ＭＡ）と呼ばれる一時的発現ベクター系への３－６３１－４３６可変ドメインのクロ
ーニングを通じて、選択した３－６３１－４３６バリアントをキメラマウスＩｇＧ２ｂ／
カッパ抗体に変換した。より具体的には、ＰＣＲを用いて、別個のｐＢＯＳベクターへの
クローニングのための制限部位のある可変重鎖遺伝子及び可変軽鎖遺伝子を増幅した（Ｍ
ｉｚｕｓｈｉｍａ及びＮａｇａｔａ、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｅｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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、１８：５３２２、（１９９０））。消化済み／脱リン酸化ベクターに可変重鎖遺伝子及
び可変軽鎖遺伝子を連結し、ＤＨ５αＥ．コリに形質転換した。Ｅ．コリからプラスミド
ＤＮＡを精製し、リポフェクタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ）又はエレクトロポレーションを用いて２９３Ｈ細胞に形質移入した。以
下の名称の３－６３１－４３６バリアント：ｗｔキメラ、３－６３１－４３６ＡＭ１及び
ＡＭ２、ＡＭ３、ＡＭ４３－６３１－４３６ＡＭ５、ＡＭ６及び３－６３１－４３６ＡＭ
８キメラに対して一時的抗体を発現させた。クローニングの前に、図３０におけるように
、ＡＭ又は「親和性成熟」名称表記をクローンに割り当てた。
【０２６６】
　ｐＢＯＳ－３－６３１－４３６ＡＭ１重鎖及び軽鎖ベクターを用いて、２段階のクロー
ニング手順で安定なＣＨＯ細胞株プラスミドを作製した。最初に、制限酵素ＳｒｆＩ／Ｎ
ｏｔＩを用いて、ｐＢＶ及びｐＪＶプラスミド（Ａｂｂｏｔｔ　Ｂｉｏｒｅｓｅａｒｃｈ
　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ、ＭＡ）において、マウス定常遺伝子に対する読み
枠どおりに、可変重鎖遺伝子及び可変軽鎖遺伝子をそれぞれ連結した。ライゲーション反
応物をＤＨ５αＥ．コリに形質転換し、続いて、プラスミドＤＮＡを個々のコロニーから
単離した。クローニング部位で、ｐＢＶ－３－６３１－４３６ＡＭ１マウス可変重鎖－ヒ
トＩｇＧ２ｂＩｇＧ２ｂ及びｐＪＶ－３－６３１－４３６ＡＭ１マウス可変軽鎖－カッパ
の配列決定を行った。
【０２６７】
　第二のクローニング段階には、重鎖ＩｇＧ２ｂ遺伝子及び軽鎖カッパ遺伝子を１つの安
定な細胞株ベクターに連結することが含まれた。ｐＢＶ－３－６３１－４３６及びｐＪＶ
－３－６３１－４３６ベクターをＡｓｃＩ／ＰａｃＩで消化した。ＶＬ－マウスカッパ定
常及びＶＨ－マウスＩｇＧ２ｂ定常ＤＮＡ断片をゲルで精製し、連結して、ｐＢＪ－３－
６３１－４３６と呼ばれる安定な細胞株ベクターを作製した。リン酸カルシウムプロトコ
ールを用いて、ｐＢＪ－３－６３１－４３６重鎖／軽鎖キメラプラスミドをＣＨＯ細胞に
形質転換した。最初の形質転換から安定な細胞株をサブクローニングした。クローン３－
６３１－４３６ＡＭ５に対して安定なＣＨＯ細胞株を開発し（「ＢＮＰ３－６３１－４３
６ＡＭ５ＣＨＯ８９３－２１４」及び「ＢＮＰ３－６３１－４３６ＡＭ８ＣＨＯ９７４－
２１１」とも呼ばれる。）、本明細書中の実施例６で述べるようにＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．に寄
託した。
【０２６８】
　改変キメラ３－６３１－４３６バリアントのＢＩＡｃｏｒｅによる特性の決定
　アミンカップリング（アミノカップリングは当技術分野で周知である。例えば、Ｎｏｒ
ｄｉｎ、Ｈら、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３４０：３５９－３
６８（２００５Ｊ）を参照）によって、ヤギ抗マウスＦｃ（ＧＡＭＦｃ）（Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ
、ＰＡ）（抗種抗体）を前もって調整したＢＩＡｃｏｒｅ　ＣＭ５チップ（Ｕｐｐｓａｌ
ａ、Ｓｗｅｄｅｎ）に固定化することにより、ヤギ抗マウスＦｃ（ＧＡＭＦｃ）抗体表面
プラズマ共鳴（ＳＰＲ）バイオセンサーを準備した。２０μＬ／分で０．４ＭＥＤＣと０
．１ＮＨＳとの１：１混合液を用いて、カルボキシメチル－デキストランバイオセンサー
を活性化する。１０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．０）中のＧＡＨＦｃを１０分間の注入
により活性化表面にカップリングさせる。次に、１ＭエタノールアミンｐＨ８．５で８分
間この表面を不活性化し、次いでＧＡＨＦｃをさらに１０分間注入する。この後、３０μ
Ｌ／分の流速での１５０ｍＭＨ３ＰＯ４の６０秒間の注入を１０回行ってバイオセンサー
の調整を行う。ＧＡＨＦｃの、約１４ｋＲＵ、共鳴単位を各フローセルでバイオセンサー
にカップリングする。
【０２６９】
　補充されたＳＰＲランニング緩衝液（ＢＩＡｃｏｒｅ、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ
）（脱気／真空ろ過ＨＢＳ－ＥＰ（ＢＩＡｃｏｒｅ、Ｓｗｅｄｅｎ））を用いて、精製さ
れた抗ＢＮＰキメラ抗体：３－６３１－４３６ｗｔ、３－６３１－４３６ＡＭ１、３－６
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３１－４３６ＡＭ２、３－６３１－４３６Ａ３、３－６３１－４３６ＡＭ４、３－６３１
－４３６ＡＭ５、３－６３１－４３６ＡＭ６及び３－６３１－４３６ＡＭ８（上記）を、
精製抗体の０から２５μｇ／ｍＬ濃度になるように希釈する。ｄＨ２Ｏ中の１００μＭの
ＢＮＰの凍結された（－８０℃）一定分量をＳＰＲランニング緩衝液に入れて、１μＭ、
５０ｎＭの濃度及び／又は１００ｎＭからの３倍系列希釈に希釈する。
【０２７０】
　２５℃にて、５μＬ／分で各抗ＢＮＰＡｂ５５から６０μＬを個々のＳＰＲフローセル
上に注入し、１個のフローセルを参照対照としてブランクにしておく。各Ａｂをバイオセ
ンサー上に添加後、ＢＮＰ又はランニング緩衝液の１５０μＬ注入に続く、解離時間３６
０秒の前に、５から６分間、ＳＰＲランニング緩衝液で７５μＬ／分の流速で全フローセ
ルを平衡化する。続いて、流速を３０から１００μＬ／分に変更し、次いで、３０から１
００μＬ／分の流速での１００から１５０ｍＭリン酸の３つの３３から６０秒パルスを用
いて表面を再生する。
【０２７１】
　データを二重参照補正し（参照データを差し引き、次いでブランク緩衝液データを差し
引くことにより、ＢＮＰ試料データを補正した。）、マストランスポート及びＢＩＡ　Ｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ（バージョン３．２）でのリニアドリフトを考慮
して、１：１Ｌａｎｇｍｕｉｒ　Ｂｉｎｄｉｎｇモデル（ＢＩＡ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
　３　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、編集１９９９年１１月（バージョンＡＤ）
Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ　１９９７－１９９９、ＢＩＡｃｏｒｅ　ＡＢ）にフィットさせた。
【０２７２】
　ＢＩＡｃｏｒｅ　ＳＰＲを用いて、野生型３－６３１－４３６ｍＡｂの平衡解離定数（
ＫＤ）を求めたところ、３．８×１０－１０Ｍとなり、オン速度は６．７×１０６Ｍ－１

秒－１、オフ速度は２．５×１０－３秒－１であった。３－６３１－４３６ｍＡＭ２ｃＡ
ｂの平衡解離定数（ＫＤ）を求めたところ、１．６×１０－１０Ｍとなり、オン速度は３
．６×１０６Ｍ－１秒－１、オフ速度は５．６×１０－４秒－１であった。３－６３１－
４３６ｍＡＭ３ｃＡｂの平衡解離定数（ＫＤ）を求めたところ、２．１×１０－１０Ｍと
なり、オン速度は５．８×１０６Ｍ－１秒－１、オフ速度は１．６×１０－３秒－１であ
った。３－６３１－４３６ｍＡＭ４ｃＡｂの平衡解離定数（ＫＤ）を求めたところ、３．
７×１０－１０Ｍとなり、オン速度は１．６×１０６Ｍ－１秒－１、オフ速度は６×１０
－４秒－１であった。３－６３１－４３６ｍＡＭ５ｃＡｂの平衡解離定数（ＫＤ）を求め
たところ、１．４×１０－１０Ｍとなり、オン速度は７．９×１０６Ｍ－１秒－１、オフ
速度は１．１×１０－３秒－１であった。３－６３１－４３６ｍＡＭ６ｃＡｂの平衡解離
定数（ＫＤ）を求めたところ、２．８×１０－１０Ｍとなり、オン速度は１．５×１０６

Ｍ－１秒－１、オフ速度は４．１×１０－３秒－１であった。３－６３１－４３６ｍＡＭ
８ｃＡｂの平衡解離定数（ＫＤ）を求めたところ、１．０×１０－１０Ｍとなり、オン速
度は８．１×１０６Ｍ－１秒－１、オフ速度は８．２×１０－４秒－１であった。図３０
に記されているように、溶液相測定においてＫＤ値を求めるために、Ｓａｐｉｄｙｎｅの
ＫｉｎＥｘＡ装置も使用した（Ｓａｐｉｄｙｎｅ，Ｂｏｉｓｅ，ＩＤ）。
【実施例６】
【０２７３】
　ＡＴＣＣ寄託情報
　ＢＮＰ３－６３１－４３６ＡＭ５ＣＨＯ８９３－２１４（本明細書中において、「３－
６３１－４３６ＡＭ５」とも称される。）に対するチャイニーズハムスター卵巣細胞株を
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（本明細書中で以
後、「Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．」と呼ぶ。）、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．
、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ　２０１１０－２２０９に２００７年４月２６日に寄託し、Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６９が割り当てられた。
【０２７４】
　ＢＮＰ３－６３１－４３６ＡＭ８ＣＨＯ９７４－２１１（本明細書中において、「３－
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６３１－４３６ＡＭ８」とも称される。）に対するチャイニーズハムスター卵巣細胞株を
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（本明細書中で以
後、「Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．」と呼ぶ。）、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．
、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ　２０１１０－２２０９に２００７年４月２６日に寄託し、Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－８３６８が割り当てられた。
【実施例７】
【０２７５】
　３－６３１－４３６ＡＭ抗体を用いたサンドイッチアッセイ
　改変ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）－ｈＢＮＰアッセイ（本明細書中で以後、「Ａｒｃ－Ｂ
ＮＰ」と呼ぶ。）のために、モノクローナル抗体（「ｍＡｂ」）３－６３１－４３６又は
３－６３１－４３６親和性成熟した「ＡＭ」突然変異体で常磁性体粒子を被覆した。３－
６３１－４３６Ａｂは、ｈＢＮＰペプチドのアミノ酸１３－１８を含有するアミノ酸配列
と結合する。（ハイブリドーマ細胞株　３－６３１－４３６により産生されるモノクロー
ナル抗体は、米国特許出願第１１／１３５，０５０号、２００５年５月２５日出願、に記
載されている。その内容を参照により本明細書中に組み込む。ハイブリドーマ細胞株３－
６３１－４３６により産生されるモノクローナル抗体はまた、交換可能に、本明細書中で
、「モノクローナル抗体３－６３１－４３６」及び「３－６３１－４３６」とも呼ばれる
。さらに、マウスハイブリドーマ細胞株３－６３１－４３６を２００４年１２月２１日に
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．に寄託し、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受託番号ＰＴＡ－６４７６が割り当てられ
た。）。米国特許第６，１６２，９０２号に記載の技術を用いて、モノクローナル抗体３
－６３１－４３６又は組換え３－６３１－４３６ＡＭｘ抗体（ｘは、親和性成熟されたバ
リアントを表す数である。）を常磁性体粒子（Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ
ｓ、Ａｍｈｅｒｓｔ、ＭＡ）上に被覆した。具体的には、ＥＤＡＣカップリングを使用し
た（ＥＤＡＣは、通常、一級アミンとのアミド結合に対してカルボキシル活性化剤として
使用される。さらに、これはリン酸基と反応する。これは、ペプチド合成、核酸へのタン
パク質の架橋及び免疫複合体の調製において使用される。ＥＤＡＣに対する化学式は、１
－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、塩酸塩である。ＥＤＡ
Ｃは、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ．から市販されている。）
。粒子を洗浄し、ＢＳＡで被覆した。これらの粒子を使用して、検体との最初（第１回目
）の温置中、本アッセイにおいてＢＮＰペプチドを捕捉した。
【０２７６】
　抗体ＡＭ１（実施例１及び２参照）をアクリジニウム（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ．）に共役させ、粒子結合ｈＢＮＰペプチド
を検出するために第二（２回目）の温置中、このアッセイにおいて使用した。活性化アク
リジニウム－カルボキサミドエステルとの抗体１０６．３ＡＭ１の反応により、共役が起
こった。
【０２７７】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）装置（この装置は米国特許第５，４６８，６４６号に記載さ
れている。）においてＢＮＰ免疫アッセイを行った。
【０２７８】
　キャリブレーター溶液を含有する一定分量を反応容器の微小粒子と同じウェルに入れ、
反応混合物を形成させた。キャリブレーター溶液はｈＢＮＰ全長ペプチドを含有した。サ
ンプリングプローブにより、Ｔｒｉｓ／ＢＳＡ希釈液中の捕捉抗体で被覆された微小粒子
をサンプリングセンターの反応容器の適切なウェルにピペットで取った。約３７℃の温度
でおよそ１８４分間、この反応混合物を温置した。温置後、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌ
ｉｎｅ　Ｄｉｌｕｅｎｔで反応混合物を洗浄し、捕捉されなかったキャリブレーターを除
去した。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉｎｅ　ＤｉｌｕｅｎｔはＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓから市販されている。
【０２７９】
　約１００ｎｇ／ｍＬのｍＡｂ－アクリジニウム－複合体を反応容器に分注し、約３７℃
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の温度でおよそ４分間温置した。温置後、反応容器をＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）Ｌｉｎｅ
　Ｄｉｌｕｅｎｔで洗浄し、未結合物質を除去した。
【０２８０】
　過酸化水素溶液、次いで水酸化ナトリウム溶液を反応容器に添加し、ＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ（Ｒ）装置の化学発光微小粒子免疫アッセイ（ＣＭＩＡ）光学アセンブリーにより、化
学発光シグナルを測定した。
【０２８１】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）システムは、通常は相対光単位（本明細書中で以後、「ｒｌ
ｕ’ｓ」）で測定されるアクリジニウムシグナルを測定する。測定は３回行った。下記表
４及び５並びに図３２に示されている結果は、３回の値の平均を示す。具体的には、表４
及び図３２の結果は、ｐｇ／ｍＬ　ＢＮＰキャリブレーターで示されている。
【０２８２】
【表４】

【０２８３】
　さらに、ｈＢＮＰ又はｈＢＮＰ断片及び抗ｈＢＮＰ治療薬の治療用量の投与を受けてい
る患者を監視するためにこの免疫アッセイを使用することができる。
【０２８４】
　当業者にとって当然のことながら、本発明は、目的を達成し、言及した結果及び長所な
らびに本発明において固有の結果及び長所を得るためによく適応する。本明細書中に記載
の、分子複合体及び方法、手順、治療、分子、具体的な化合物は、現在、好ましい実施形
態の代表であり、典型であり、本発明の範囲を限定するものではない。当業者にとって当
然のことながら、本発明の範囲及び精神から逸脱することなく、本明細書中で開示する本
発明に対して様々な置換及び変更がなされ得る。
【０２８５】
　本明細書で言及する全特許及び刊行物は、本発明が属する分野において当業者のレベル
を示すものである。全特許及び刊行物は、各個々の刊行物が具体的かつ個別に参照により
組み込まれることが示されるように、同じ程度に参照により本明細書に組込まれる。
【０２８６】
　本明細書中で具体的に開示されない何らかの要素、制限なく、本明細書中に具体的に記
載の本発明を適切に実施し得る。したがって、例えば、本明細書中のいかなる場合も、「
含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」、「基本的にからなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓ
ｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」及び「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」という用
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語は何れも、他の２つの用語の何れかで置き換え得る。使用されている用語及び表現は、
説明の用語として使用され、限定の用語として使用されず、かかる用語及び表現の使用は
示され記載されている特性又はその一部の何らかの同等物を排除するものではないが、特
許請求される本発明の範囲内で様々な変更が可能であることを認識されたい。このように
、好ましい実施形態及び任意の特性により本発明を具体的に開示してきたが、本明細書中
で開示する概念の、変更及び変化が当業者にとってなされ得、かかる変更及び変化が、添
付の特許請求の範囲により定められる本発明の範囲内にあるとみなされることを理解され
たい。
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