
JP 2010-528589 A 2010.8.26

10

(57)【要約】
　本発明は、ウサギの重鎖及び軽鎖可変領域をヒト化す
るための新規で改善された方法を提供する。得られるヒ
ト化ウサギ重鎖及び軽鎖と抗体、並びに含有する抗体断
片は、それらが親抗体の抗原結合親和性を保持するので
、免疫療法及び免疫診断における使用に十分適していて
、ヒト抗体配列に対するそのきわめて高いレベルの配列
同一性に基づけば、ヒトにおいて本質的には非免疫原性
であるはずである。本発明は、治療用のヒト化抗ヒトＴ
ＮＦ－α及び抗ヒトＩＬ－６抗体の製造のためのプロト
コールを例示する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの重鎖及び軽鎖ポリペプチドを含有するヒト化抗体又は抗体断片であっ
て、ここで軽鎖ポリペプチドは、少なくとも以下：（ｉ）ＦＲ１からＦＲ３に至る中で選
択されるアミノ酸残基の、所望の抗原への特異性を有するヒト化される親ウサギ抗体の軽
鎖の対応するアミノ酸残基に対する（ヒト生殖細胞系配列のライブラリー中の他のヒト生
殖細胞系配列に比べた）そのより大きな相同性（配列同一性パーセント）に基づいて該ラ
イブラリーより選択されるヒト軽鎖生殖細胞系配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が含まれ
る、ＦＲ１の第一残基からＦＲ３の末端に至るアミノ酸残基；及び（ｉｉ）さらにここで
、同じ親ウサギ抗体の軽鎖中の「選択性決定残基」に対応するＣＤＲ１及びＣＤＲ２中の
ＣＤＲ残基は、対応するウサギ選択性決定残基で置き換えられている；（ｉｉｉ）同じ親
ウサギ抗体の全ＣＤＲ３領域が含まれるアミノ酸残基；（ｉｖ）同じ親ウサギ抗体の軽鎖
に含まれる対応するＦＲ４領域に対するそのより大きな相同性（配列同一性）に基づいて
ヒト生殖細胞系配列のライブラリーから導かれる抗体軽鎖の全ＦＲ４領域が含まれるアミ
ノ酸残基；及び（ｖ）ここで、選択される相同的なヒトＦＲ領域中のヒトＦＲ１、ＦＲ２
、ＦＲ３、及びＦＲ４領域のＦＲ残基の中で、対応するウサギＦＲ残基で置換されている
ものは、ほとんど又はまったくないこと；を含有するヒト化軽鎖ポリペプチドである、前
記ヒト化抗体又は抗体断片。
【請求項２】
　親ウサギ抗体が、ヒト、ウイルス、又は細菌の抗原に特異的である、請求項１のヒト化
抗体。
【請求項３】
　ヒト抗原が、サイトカイン、増殖因子、ホルモン、又は癌抗原である、請求項２のヒト
化抗体。
【請求項４】
　ＩＬ－６、ヘプシジン、肝細胞増殖因子、又はＴＮＦポリペプチドに特異的である、請
求項１のヒト化抗体。
【請求項５】
　請求項１、２、３、又は４のいずれかに引用されるヒト化抗体に含まれるヒト化抗体軽
鎖をコードする核酸配列。
【請求項６】
　請求項５に記載の核酸配列を含有するベクター。
【請求項７】
　請求項６に記載のベクターを含有する細胞。
【請求項８】
　酵母、細菌、及び哺乳動物の細胞より選択される、請求項７の細胞。
【請求項９】
　二倍体の酵母細胞である、請求項８の細胞。
【請求項１０】
　ピキア属（Pichia）又は他のメタノール資化性二倍体酵母である、請求項９の細胞。
【請求項１１】
　少なくとも１つの重鎖及び軽鎖ポリペプチドを含有するヒト化抗体又は抗体断片であっ
て、ここで重鎖は、少なくとも以下：（ｉ）ＦＲ１からＦＲ３に至る中で選択されるアミ
ノ酸残基の、所望の抗原への特異性を有するヒト化される親ウサギ抗体の重鎖の対応する
アミノ酸残基に対する（ヒト生殖細胞系配列のライブラリー中の他のヒト生殖細胞系配列
に比べた）そのより大きな相同性（配列同一性パーセント）に基づいて該ライブラリーよ
り選択されるヒト生殖細胞系配列によりコードされるＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が含まれ
る、ＦＲ１の第一残基からＦＲ３の末端に至るアミノ酸残基；及び（ｉｉ）さらにここで
、同じ親ウサギ抗体の重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の「選択性決定残基」に対応す
るヒト重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２中のＣＤＲ残基は、ウサギ重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ
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２領域に含まれる対応する重鎖選択性決定残基で置き換えられている；（ｉｉｉ）同じ親
ウサギ抗体の全ＣＤＲ３領域が含まれるアミノ酸残基；（ｉｖ）同じ親ウサギ抗体の重鎖
に含まれる対応するＦＲ４領域に対するそのより大きな相同性（配列同一性）に基づいて
ヒト生殖細胞系配列のライブラリーから導かれるＦＲ４領域；及び（ｖ）ここでヒト重鎖
ＦＲ１領域の最終の１～３のアミノ酸は、対応するウサギ重鎖ＦＲ１残基の末端の１～３
のアミノ酸で置き換えられていてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の
末端アミノ酸は、ウサギ重鎖フレームワーク２の対応する末端アミノ酸残基で置き換えら
れていてもよい；及び／又は、ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的
には、トリプトファン）は、対応するヒトＣＤＲ２残基（典型的には、セリン）で置き換
えられていてもよい；及び（ｖｉ）ここで、選択される相同的なヒトＦＲ領域の残るＦＲ
残基の中で、対応するウサギＦＲ残基で置換されているものは、ほとんど又はまったくな
いこと；を含有するヒト化重鎖ポリペプチドである、前記ヒト化抗体又は抗体断片。
【請求項１２】
　親ウサギ抗体が、ヒト、ウイルス、又は細菌の抗原に特異的である、請求項１１のヒト
化抗体。
【請求項１３】
　ヒト抗原が、サイトカイン、増殖因子、ホルモン、又は癌抗原である、請求項１２のヒ
ト化抗体。
【請求項１４】
　ＩＬ－６、ヘプシジン、肝細胞増殖因子、又はＴＮＦポリペプチドに特異的である、請
求項１１のヒト化抗体。
【請求項１５】
　請求項１１、１２、１３、又は１４のいずれかに引用されるヒト化抗体に含まれるヒト
化抗体重鎖をコードする核酸配列。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の核酸配列を含有するベクター。
【請求項１７】
　請求項１６に記載のベクターを含有する細胞。
【請求項１８】
　酵母、細菌、及び哺乳動物の細胞より選択される、請求項１７の細胞。
【請求項１９】
　二倍体の酵母細胞である、請求項１８の細胞。
【請求項２０】
　ピキア属（Pichia）又は他のメタノール資化性二倍体酵母である、請求項１９の細胞。
【請求項２１】
　少なくとも１つのヒト化軽鎖ポリペプチドを含有し、そしてさらに少なくとも１つの重
鎖ポリペプチドを含んでなる請求項１のヒト化抗体であって、ここで少なくとも１つの重
鎖は、少なくとも以下：（ｉ）ＦＲ１からＦＲ３に至る中で選択されるアミノ酸残基の、
所望の抗原への特異性を有するヒト化される親ウサギ抗体の重鎖の対応するアミノ酸残基
に対する（ヒト生殖細胞系配列のライブラリー中の他のヒト生殖細胞系配列に比べた）そ
のより大きな相同性（配列同一性パーセント）に基づいて該ライブラリーより選択される
ヒト生殖細胞系配列によりコードされるＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が含まれる、ＦＲ１の
第一残基からＦＲ３の末端に至るアミノ酸残基；及び（ｉｉ）さらにここで、同じ親ウサ
ギ抗体の重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の「選択性決定残基」に対応するヒト重鎖の
ＣＤＲ１及びＣＤＲ２中のＣＤＲ残基は、ウサギ重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含ま
れる対応する重鎖選択性決定残基で置き換えられている；（ｉｉｉ）同じ親ウサギ抗体の
全ＣＤＲ３領域が含まれるアミノ酸残基；（ｉｖ）同じ親ウサギ抗体の重鎖に含まれる対
応するＦＲ４領域に対するそのより大きな相同性（配列同一性）に基づいてヒト生殖細胞
系配列のライブラリーから導かれるＦＲ４領域；及び（ｖ）ここでヒト重鎖ＦＲ１領域の
最終の１～３のアミノ酸は、対応するウサギ重鎖ＦＲ１残基の末端の１～３のアミノ酸で
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置き換えられていてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸
は、ウサギ重鎖フレームワーク２の対応する末端アミノ酸残基で置き換えられていてもよ
い；及び／又は、ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプ
トファン）は、対応するヒトＣＤＲ２残基（典型的には、セリン）で置き換えられていて
もよい；及び（ｖｉ）ここで、選択される相同的なヒトＦＲ領域の残るＦＲ残基の中で、
対応するウサギＦＲ残基で置換されているものは、ほとんど又はまったくないこと；を含
有するヒト化重鎖ポリペプチドである、前記ヒト化抗体。
【請求項２２】
　ＩＬ－６、ヘプシジン、肝細胞増殖因子、又はＴＮＦポリペプチドに特異的である、請
求項２１のヒト化抗体。
【請求項２３】
　以下の工程：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からのウサギ軽鎖抗体配列をコードす
るＤＮＡを入手して、フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ
３）の終わりを含む範囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ軽鎖抗体アミノ酸配
列を用いて、ヒト軽鎖抗体配列を含有するライブラリーに対する相同性検索を実行して、
他のヒト生殖細胞系抗体軽鎖配列に比べてそれに対する実質的な配列相同性を示すヒト軽
鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基（specific residues）を同定して
、ウサギのこれらの離散領域と選択されるヒト抗体軽鎖を並置する工程；
　（ｉｖ）選択される相同的なヒト軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が、ウサギ軽鎖
配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残基によって置換されて
いるＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、ウサギＣＤＲ３軽鎖
抗体配列の対応するアミノ酸残基をコードするＤＮＡ配列又はそれを含有するポリペプチ
ドをさらに付ける工程；
　（ｖｉ）ウサギ軽鎖に含まれるＦＲ４に相同的であり、好ましくは、多くても２～４の
アミノ酸残基だけそれから異なるヒト軽鎖フレームワーク４領域（ＦＲ４）をさらに選択
して、前記ヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残
基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ軽鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程を含んでなる、ヒト化軽鎖抗体配列を
産生するためのヒト化戦略。
【請求項２４】
　ＦＲ１を始めるアミノ酸がウサギ軽鎖シグナル配列の後で最初のアミノ酸である、請求
項２３のヒト化戦略。
【請求項２５】
　シグナル配列が約２０～２２のアミノ酸残基を含む、請求項２３のヒト化戦略。
【請求項２６】
　ヒト軽鎖配列がヒト生殖細胞系可変軽鎖配列を含有するライブラリーより同定される、
請求項２３のヒト化戦略。
【請求項２７】
　ウサギ配列中のＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域が、ウサギ
ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域を対応するヒト軽鎖ＦＲ１、
ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域と並置することによって同定される、請求
項２３のヒト化戦略
【請求項２８】
　ウサギＣＤＲ３領域が９～１５のアミノ酸残基を含む、請求項２３のヒト化戦略。
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【請求項２９】
　ウサギ軽鎖ＦＲ４領域が１１のアミノ酸残基を含む、請求項２３のヒト化戦略。
【請求項３０】
　ＦＲ３がＹＹＣで終わる、請求項２３のヒト化戦略。
【請求項３１】
　ウサギ軽鎖中のＦＲ４がＦＧＧＧＧで始まる、請求項２３のヒト化戦略。
【請求項３２】
　前記ウサギＦＲ４領域がＶＶＫＲアミノ酸配列で始まる、請求項３１のヒト化戦略。
【請求項３３】
　選択されるヒトＦＲ４軽鎖配列がＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲを含む、請求項２３のヒト化
戦略。
【請求項３４】
　得られるヒト化ウサギ軽鎖を所望の抗原へ結合するヒト化抗体又はヒト化抗体断片の製
造に使用する、請求項２３のヒト化戦略。
【請求項３５】
　請求項２３～３４のいずれか１項に従って産生される、ヒト化ウサギ軽鎖可変アミノ酸
配列又はそれをコードするＤＮＡ。
【請求項３６】
　微生物抗原、ヒト抗原、ウイルス抗原、及びアレルゲンより選択される抗原に特異的で
ある、請求項３５のヒト化ウサギ軽鎖可変アミノ酸配列又はＤＮＡ配列。
【請求項３７】
　ヒト抗原が、ヒトの自己抗原、サイトカイン、受容体タンパク質、酵素、ホルモン、受
容体リガンド、ステロイド、増殖因子、及び癌遺伝子より選択される、請求項３６のヒト
化ウサギ軽鎖可変アミノ酸又はＤＮＡ配列。
【請求項３８】
　請求項２３～３４のいずれか１項に従って産生されるヒト化ウサギ軽鎖可変配列を含有
する抗体又は抗体断片。
【請求項３９】
　請求項２３～３４のいずれか１項に従って産生される、エフェクター部分へ付くヒト化
ウサギ軽鎖又はそれを含有する抗体。
【請求項４０】
　エフェクター部分が、薬物、毒素、酵素、放射性核種、フルオロフォア、サイトカイン
、アフィニティー標識、及び転座型ポリペプチドより選択される、請求項３９のヒト化ウ
サギ軽鎖ポリペプチド。
【請求項４１】
　請求項２３～３４のいずれか１項に従って産生される、サイトカイン、増殖因子、又は
腫瘍特異的ポリペプチドへ特異的に結合するウサギ抗体から導かれる、ヒト化ウサギ軽鎖
ポリペプチド又はそれを含有する抗体又はそれらをコードするＤＮＡ。
【請求項４２】
　ＩＬ－６、ＴＮＦ、ＶＥＧＦ、ＩＬ－１２、ヘプシジン、又は肝細胞増殖因子へ特異的
に結合するウサギ抗体から導かれる、請求項４１のヒト化ウサギ軽鎖ポリペプチド又は含
有する抗体。
【請求項４３】
　以下の工程：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からウサギ重鎖抗体配列を入手して、
フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範
囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ重鎖抗体アミノ酸配
列を使用する相同性検索を（例えば、ヒト生殖細胞系抗体配列含有ライブラリーのＢＬＡ
ＳＴ検索によって）実行して、それに対して相同的である、即ち、好ましくは、それに対
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してアミノ酸レベルで少なくとも８０％～９０％の同一性を保有するヒト重鎖抗体配列を
同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の重鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギのこれらの離散
領域を選択される相同的なヒト抗体重鎖の対応領域に対して並置する工程；
　（ｉｖ）選択される相同的なヒト重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の残基が、ウ
サギ重鎖配列の対応するＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる選択性決定残基によって置
換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築して、ヒト重鎖ＦＲ１領域の末端の１～３の
アミノ酸をウサギ重鎖ＦＲ１の対応する末端の１～３のアミノ酸で置き換えてもよい；及
び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸をウサギ重鎖フレームワーク２
の対応する末端アミノ酸残基で置き換えてもよい；及び／又は、ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末
端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）を対応するヒトＣＤＲ２残基（
典型的には、セリン）で置き換えてもよい工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、同じウサギ重鎖抗体
配列に含まれるウサギ重鎖ＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするＤＮＡ配列又は
それを有するポリペプチドをさらに付ける工程；
　（ｖｉ）それに相同的である（好ましくは、ヒト化ウサギ抗体重鎖配列に含まれるＦＲ
４より、多くても４つのアミノ酸残基だけ異なる）ヒト重鎖フレームワーク４領域（ＦＲ
４）をさらに選択して、前記選択された相同的なヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は
前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ
酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ重鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程を含んでなる、ヒト化重鎖抗体配列を
ウサギ重鎖抗体配列より産生するためのヒト化戦略。
【請求項４４】
　ＦＲ１を始めるアミノ酸がウサギ重鎖シグナル配列の後で最初のアミノ酸である、請求
項４３のヒト化戦略。
【請求項４５】
　ＦＲ３の終わりがＦＲ１の第一残基の後の約９５～１００番目のアミノ酸残基である、
請求項４３のヒト化戦略。
【請求項４６】
　シグナル配列が１９以下のアミノ酸残基を含む、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項４７】
　相同的なヒト重鎖配列が抗体成熟化に先立って得られるヒト生殖細胞系配列のＢＬＡＳ
Ｔ検索によって同定される、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項４８】
　選択される相同的なヒト重鎖がウサギ重鎖の対応領域に対して少なくとも９０～９５％
の配列同一性を保有する、請求項４３のヒト化戦略
【請求項４９】
　ウサギ重鎖配列中のＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域がウサ
ギＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域を対応するヒト重鎖ＦＲ１
、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ１、及びＣＤＲ２領域と並置することによって同定される、請
求項４３のヒト化戦略。
【請求項５０】
　ヒトＦＲ１の最終の３つのアミノ酸残基をウサギＦＲ１の対応する３つの残基で置き換
える、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項５１】
　ウサギＦＲ１中の前記３つの残基にｓｅｒ－ｇｌｙが先行する、請求項５０のヒト化戦
略。
【請求項５２】
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　ヒトＦＲ２の末端アミノ酸残基をウサギＦＲ２の対応する末端アミノ酸残基で置き換え
る工程をさらに含む、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項５３】
　末端のウサギＦＲ２残基がイソロイシン残基に先行される場合もあるグリシンを含む、
請求項５２のヒト化戦略。
【請求項５４】
　ウサギＣＤＲ２の終わりより約４残基に位置するトリプトファン残基をセリン残基に変
える工程をさらに含む、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項５５】
　ウサギＣＤＲ３が５～１９のアミノ酸残基を含む、請求項４３の方法。
【請求項５６】
　ウサギＣＤＲ３に残基ＷＧ「Ｘ」Ｇが続き、ここで「Ｘ」は、好ましくはＱ又はＰであ
る、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項５７】
　ウサギＦＲ４が１１のアミノ酸残基を含む、請求項４３のヒト化戦略。
【請求項５８】
　ウサギＦＲ４がＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳを含む、請求項５７のヒト化戦略。
【請求項５９】
　請求項４３～５８のいずれかにより産生される、微生物抗原、ヒト抗原、ウイルス抗原
、及びアレルゲンより選択される抗原に特異的なウサギ抗体から導かれるヒト化ウサギ重
鎖可変アミノ酸配列又はＤＮＡ配列。
【請求項６０】
　ヒト抗原に特異的である、請求項５９のヒト化ウサギ重鎖可変アミノ酸配列又はＤＮＡ
配列。
【請求項６１】
　ヒト抗原が、ヒトの自己抗原、サイトカイン、受容体タンパク質、酵素、ホルモン、受
容体リガンド、ステロイド、増殖因子、及び癌遺伝子より選択される、請求項５９のヒト
化ウサギ重鎖可変アミノ酸配列又はＤＮＡ配列。
【請求項６２】
　請求項４３～５８のいずれか１項に従って産生されるヒト化ウサギ重鎖可変配列を含有
する抗体又は抗体断片。
【請求項６３】
　請求項４３～５８のいずれか１項に従って産生される、エフェクター部分へ付くヒト化
ウサギ重鎖。
【請求項６４】
　エフェクター部分が、薬物、毒素、酵素、放射性核種、フルオロフォア、サイトカイン
、アフィニティー標識、及び転座型ポリペプチドより選択される、請求項６３のヒト化ウ
サギ重鎖ポリペプチド。
【請求項６５】
　請求項４３～５８のいずれか１項に従って産生される、サイトカイン、増殖因子、又は
腫瘍特異的ポリペプチドへ特異的に結合するウサギ抗体から導かれるヒト化ウサギ重鎖ポ
リペプチド又はそれをコードするＤＮＡ。
【請求項６６】
　ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ－α、ＩＬ－１２、ヘプシジン、又は肝細胞増殖因子
へ特異的に結合するウサギ抗体から導かれる、請求項６５のヒト化ウサギ重鎖ポリペプチ
ド。
【請求項６７】
　非グリコシル化（aglycosylated）されている、請求項６４のヒト化ウサギ重鎖ポリペ
プチド。
【請求項６８】
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　請求項２３～３４の少なくとも１項に従って産生される少なくとも１つのヒト化ウサギ
軽鎖と請求項４３～５８の１項に従って産生される少なくとも１つのヒト化ウサギ重鎖を
含んでなるヒト化ウサギ抗体。
【請求項６９】
　ヒトの定常ドメインを含む、請求項６８のヒト化ウサギ抗体。
【請求項７０】
　ＩｇＧｌ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４より選択される、請求項６９のヒト化ウ
サギ抗体。
【請求項７１】
　ヒト抗原、細菌抗原、ウイルス抗原、病原体、寄生虫、酵母抗原、及び真菌抗原より選
択される抗原へ結合する、請求項６８のヒト化ウサギ抗体。
【請求項７２】
　ヒト化抗体の投与を含む免疫療法又は免疫診断の方法であって、ここで改善は、請求項
１～５、１１～１４、２１、又は２２のいずれか１項に記載のヒト化抗体又は抗体断片を
投与することを含む、前記方法。
【請求項７３】
　ＩＬ－６又はＴＮＦに関連した疾患又は障害の症状を改善又は抑制することを含む、請
求項７２の方法。
【請求項７４】
　ＩＬ－６又はＴＮＦ－αに関連した前記疾患又は障害が癌又は炎症性状態である、請求
項７３の方法。
【請求項７５】
　抗体が抗ＩＬ－６抗体であり、ＩＬ－６関連の疲労、悪液質、又は関節炎を治療するか
又はその予後を診断するために使用される、請求項７３の方法。
【請求項７６】
　ＩＬ－６に関連した前記疾患又は障害が、全身疲労、運動誘発性疲労、癌関連疲労、炎
症性疾患関連疲労、慢性疲労症候群、癌関連悪液質、心臓関連悪液質、呼吸関連悪液質、
腎臓関連悪液質、加齢関連悪液質、慢性関節リウマチ、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、全
身型若年性特発性関節炎、乾癬、乾癬性関節症、強直性脊椎炎、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）
、リウマチ性多発性筋痛、巨細胞性動脈炎、自己免疫性脈管炎、移植片対宿主病（ＧＶＨ
Ｄ）、シェーグレン症候群、成人発症型スティル病、慢性関節リウマチ、全身型若年性特
発性関節炎、骨関節炎、骨粗鬆症、骨ページェット病、骨関節炎、多発性骨髄腫、ホジキ
ンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、前立腺癌、白血病、腎細胞癌、多中心型キャッスルマ
ン病、卵巣癌、癌化学療法時の薬剤耐性、癌化学療法の毒性、虚血性心疾患、アテローム
性動脈硬化症、肥満、糖尿病、喘息、多発性硬化症、アルツハイマー病、及び脳血管系疾
患より選択される、請求項７３の方法。
【請求項７７】
　前記疾患又は障害がＴＮＦに関連していて、全身疲労、運動誘発性疲労、癌関連疲労、
炎症性疾患関連疲労、慢性疲労症候群、癌関連悪液質、心臓関連悪液質、呼吸関連悪液質
、腎臓関連悪液質、加齢関連悪液質、慢性関節リウマチ、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、
全身型若年性特発性関節炎、乾癬、乾癬性関節症、強直性脊椎炎、炎症性腸疾患（ＩＢＤ
）、リウマチ性多発性筋痛、巨細胞性動脈炎、自己免疫性脈管炎、移植片対宿主病（ＧＶ
ＨＤ）、シェーグレン症候群、成人発症型スティル病、慢性関節リウマチ、全身型若年性
特発性関節炎、骨関節炎、骨粗鬆症、骨ページェット病、骨関節炎、多発性骨髄腫、ホジ
キンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、前立腺癌、白血病、腎細胞癌、多中心型キャッスル
マン病、卵巣癌、癌化学療法時の薬剤耐性、癌化学療法の毒性、虚血性心疾患、アテロー
ム性動脈硬化症、肥満、糖尿病、喘息、多発性硬化症、アルツハイマー病、及び脳血管系
疾患より選択される、請求項７３の方法。
【請求項７８】
　ヒト化抗体又は抗体断片が、少なくとも１０～２５ｍｇ／リットルの前記抗体を安定的
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に発現して培養基へ分泌する倍数体酵母培養物において発現される請求項７２の方法であ
って：
　（ｉ）プロモーター及びシグナル配列へ機能可能的に連結した前記ヒト化抗体又は断片
をコードする１以上の異種ポリヌクレオチドを含有する少なくとも１つの発現ベクターを
一倍体酵母細胞へ導入する工程；
　（ｉｉ）前記第一及び／又は第二の一倍体酵母細胞より、接合又はスフェロプラスト融
合によって、倍数体酵母を産生する工程；
　（ｉｉｉ）前記ヒト化抗体又は断片を安定的に発現する倍数体酵母細胞を選択する工程
；及び
　（ｉｖ）少なくとも１０～２５ｍｇ／リットルの前記ヒト化抗体又は断片を培養基へ安
定的に発現する前記倍数体酵母細胞より、安定した倍数体酵母培養物を産生する工程を含
んでなる、前記方法。
【請求項７９】
　前記酵母が以下の属：アルキシオザイマ（Arxiozyma）；アスコボトリオザイマ（Ascob
otryozyma）；シテロマイセス（Citeromyces）；デバリオマイセス（Debaryomyces）；デ
ッケラ（Dekkera）；エレモセシウム（Eremothecium）；イサットヘンキア（Issatchenki
a）；カザクスタニア（Kazachstania）；クルイベロマイセス（Kluyveromyces）；コダマ
エア（Kodamaea）；ロデロマイセス（Lodderomyces）；パチソレン（Pachysolen）；ピキ
ア（Pichia）；サッカロマイセス（Saccharomyces）；サツニスポラ（Saturnispora）；
テトラピシスポラ（Tetrapisispora）；トルラスポラ（Torulaspora）；ウィリオプシス
（Williopsis）；及びザイゴサッカロマイセス（Zygosaccharomyces）より選択される、
請求項７８の方法。
【請求項８０】
　前記酵母属がピキアである、請求項７９の方法。
【請求項８１】
　ピキアの種が、ピキア・パストリス（Pichia pastoris）、ピキア・メタノリカ（Pichi
a metanolica）、及びハンセヌラ・ポリモルファ（Hansenula polymorpha）（ピキア・ア
ングスタ（Pichia angusta））より選択される、請求項８０の方法。
【請求項８２】
　請求項２３～３４又は４３～５８のいずれか１項によって産生されるヒト化抗体ポリペ
プチドを含有するヒト化抗体又は抗体断片であって、５ｘ１０－７Ｍ－１、１０－７Ｍ－

１、５ｘ１０－８Ｍ－１、１０－８Ｍ－１、５ｘ１０－９Ｍ－１、１０－９Ｍ－１、５ｘ
１０－１０Ｍ－１、１０－１０Ｍ－１、５ｘ１０－１１Ｍ－１、１０－１１Ｍ－１、５ｘ
１０－１２Ｍ－１、１０－１２Ｍ－１、５ｘ１０－１３Ｍ－１、１０－１３Ｍ－１、又は
５ｘ１０－１４Ｍ－１以下の解離定数（ＫＤ）で抗原へ結合する、前記ヒト化抗体又は断
片。
【請求項８３】
　５ｘ１０－１０Ｍ－１以下の解離定数（ＫＤ）で抗原へ結合する、請求項８２のヒト化
抗体。
【請求項８４】
　１０－４Ｓ－１、５ｘ１０－５Ｓ－１、１０－５Ｓ－１、５ｘ１０－６Ｓ－１、１０－

６Ｓ－１、５ｘ１０－７Ｓ－１、又は１０－７Ｓ－１以下の解離速度（Ｋｏｆｆ）で抗原
へ結合する、請求項８２のヒト化抗体。
【請求項８５】
　親ウサギ抗体が１以上のウサギＢ細胞集団に由来する、請求項８２のヒト化抗体。
【請求項８６】
　ＩＬ－６のＩＬ－６Ｒとの会合、又はＴＮＦとその受容体との会合を阻害する、請求項
８２のヒト化抗体。
【請求項８７】
　ＩＬ－６Ｒが可溶性Ｌ－６Ｒ（ｓＩＬ－６Ｒ）である、請求項８６のヒト化抗体。
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【請求項８８】
　ＴＮＦ受容体（ＴＮＦＲ）が可溶性である、請求項８６のヒト化抗体。
【請求項８９】
　請求項１～２２又は８２～８８のいずれか１項に記載のヒト化ウサギ抗体を発現するベ
クター。
【請求項９０】
　請求項８９のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項９１】
　ピキア属に属する酵母細胞である、請求項９０の宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　[0001]　本出願は、そのいずれも２００７年５月２１日に出願されて、その内容がその
全体において参照により本明細書に組み込まれる、米国仮特許出願番号６０／９２４，５
５０及び６０／９２４，５５１と米国有用性特許出願番号１１／８０２，２３５に関連し
て、それらに対する優先権を主張する。加えて、本出願は、「IL-6 antibodies and Use 
Thereof（ＩＬ－６抗体とその使用）」及び「TNH-Alpha Antibodies（ＴＮＦ－α抗体）
」と題して２００８年３月２１日に出願されて、代理人ドケット番号６７８５８－７０１
９０２及び６７８５８－７０１８０２で整理されたＰＣＴ出願に対する優先権を主張して
、その全体を参照により本明細書に組み込む。
【０００２】
　技術分野
　[0002]　本発明は、ウサギ抗体アミノ酸可変重鎖及び軽鎖ポリペプチド配列又は他のウ
サギ目の動物のような近縁種由来の抗体を修飾する（ヒト化する）ための新規で改善され
たアミノ酸配列及び相同性ベースの方法を提供する。得られる修飾された抗体配列は、親
抗体（例えば、ウサギ抗体）に比べて、ヒトにおいて免疫原性がより少ないか又は非免疫
原性であり、修飾された（ヒト化）抗体配列が導かれる親抗体に比べて、同じ又は実質的
に同じ結合親和性を保持する。
【０００３】
　[0003]　さらに本発明は、そのような方法によって産生される、ウサギ抗体から導かれ
るヒト化可変軽鎖及び可変重鎖を提供する。以下に示すように、本発明の方法は、再現可
能的に、元のウサギ抗体の抗原特異性及び親和性を保持するヒト化抗体を産生する。本発
明の手順は、全般に、ウサギ抗体由来のウサギ抗体相補性決定領域（ＣＤＲ）に含まれる
特異的アミノ酸残基（「選択性決定残基」）を相同的なヒト抗体可変重鎖及び軽鎖ポリペ
プチド配列の上へ移すことに依拠する。
【０００４】
　[0004]　本発明は、より具体的な態様において、本明細書に提供する新規のヒト化プロ
トコールを使用して産生された、インターロイキン－６（ＩＬ－６）又は腫瘍壊死因子α
（以下、「ＴＮＦ－α」）に対する結合特異性を有するヒト化抗体及びヒト化抗体断片と
その変異体を例示する。しかしながら、本明細書に提供する新規のヒト化プロトコールは
、どの所望の抗原へも特異的に結合するウサギ又は他のウサギ目の動物由来の抗体のヒト
化に応用可能であることを理解されたい。これには、例を挙げれば、感染作用体（ウイル
ス、細菌、真菌、寄生虫、等）由来の抗原、アレルゲン、酵素、ホルモン、自己抗原、増
殖因子、サイトカイン、受容体、受容体リガンド、免疫調節及び免疫調整分子、等のよう
なヒト抗原に特異的な抗体が含まれる。
【０００５】
　[0005]　本発明はまた、本発明に従って産生されるヒト化抗体及び抗体断片を、治療薬
として、そしてそのような抗原に関連した疾患及び障害を検出するための in vitro 及び
 in vivo スクリーニングアッセイのような診断目的に使用する方法に関する。例えば、
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これには、ＩＬ－６又はＴＮＦ－αに対する抗体を使用する in vivo 造影スクリーニン
グ方法と、前記ヒト化抗体又はその断片を投与することによってＴＮＦ－α又はＩＬ－６
に関連した疾患又は障害を治療する方法が含まれる。
【背景技術】
【０００６】
　[0006]　抗体は、我々の免疫応答において不可欠な役割を担っている。それらは、ウイ
ルス及び細菌の毒素を不活性化することができて、侵入する微生物や大きな寄生虫を殺す
ために補体系と様々な種類の白血球細胞を動員することに必須である。抗体は、専らＢリ
ンパ球により合成されて、異なるアミノ酸配列と抗原への異なる結合部位をそれぞれ有す
る、数百万もの形態で産生される。抗体は、集合的に免疫グロブリン（Ｉｇ）と呼ばれ、
血液中で最も豊富なタンパク成分である。Alberts et al．「Molecular Biology of the 
Cell（細胞の分子生物学）」第２版（1989）、Garland Publishing 社。
【０００７】
　[0007]　典型的な抗体は、２つの同一の重（Ｈ）鎖（それぞれ約４４０のアミノ酸を含
有する）と２つの同一の軽（Ｌ）鎖（それぞれ約２２０のアミノ酸を含有する）があるＹ
形状の分子である。この４つの鎖は、非共有及び共有（ジスルフィド）結合の組合せによ
って繋がっている。パパイン及びペプシンのようなタンパク分解酵素は、抗体分子を異な
る特徴的な断片へ分離させることができる。パパインは、それぞれ１つの抗原結合部位と
１つのＦｃ断片がある、２つの分離した同一のＦａｂ断片を産生する。ペプシンは、１つ
のＦ（ａｂ’）２断片を産生する。Alberts et al．「Molecular Biology of the Cell（
細胞の分子生物学）」第２版（1989）、Garland Publishing 社。
【０００８】
　[0008]　Ｌ鎖とＨ鎖は、ともにそのアミノ末端に可変配列を有するが、そのカルボキシ
ル末端には定常配列を有する。Ｌ鎖は、約１１０のアミノ酸の長さの定常領域と同じサイ
ズの可変領域を有する。Ｈ鎖も約１１０のアミノ酸の長さの可変領域を有するが、Ｈ鎖の
定常領域は、Ｈ鎖のクラスに依存して、約３３０又は４４０のアミノ酸の長さである。Al
berts et al．「Molecular Biology of the Cell（細胞の分子生物学）」第２版（1989）
、Garland Publishing 社、1019頁。
【０００９】
　[0009]　可変領域の一部だけが抗原の結合に直接参画する。諸研究は、Ｌ鎖とＨ鎖の両
方の可変領域における変異性が、各鎖中の３つの小さな超可変領域（相補性決定領域、又
はＣＤＲとも呼ばれる）に大部分は制限されていることを示してきた。フレームワーク領
域（ＦＲ）として知られる可変領域の残りの部分は、相対的には一定している。Alberts 
et al．「Molecular Biology of the Cell（細胞の分子生物学）」第２版（1989）、Garl
and Publishing 社、1019-1020頁。
【００１０】
　[00010]　天然の免疫グロブリンは、アッセイ、診断に、そしてより限られた程度で、
療法に使用されてきた。しかしながら、そのような使用は、特に療法においては、天然の
免疫グロブリンのポリクローナルな性質によって妨げられてきた。明確な特異性のあるモ
ノクローナル抗体の出現は、療法使用の機会を高めた。しかしながら、ほとんどのモノク
ローナル抗体は、齧歯動物の宿主動物を標的タンパク質で免疫化して、その後で目的の抗
体を産生する齧歯動物の脾臓細胞を齧歯動物の骨髄腫細胞と融合することに従って産生さ
れる。故に、それらは、本質的には齧歯動物のタンパク質であり、それ自体はヒトにおい
て当然ながら免疫原性であり、ＨＡＭＡ（ヒト抗マウス抗体）応答と呼ばれる望まれない
免疫応答をしばしば生じる。
【００１１】
　[00011]　多くのグループが治療用抗体の免疫原性を減らすための技術を考案してきた
。伝統的には、ドナー抗体に対する相同性の度合いによってヒトの鋳型を選択する、即ち
、可変領域において非ヒト抗体に対して最も相同的なヒト抗体をヒト化の鋳型として使用
するのである。この論拠は、フレームワーク配列が抗原との相互作用のためにＣＤＲをそ
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の正しい空間配置に保つことに役立ち、そしてフレームワーク残基が時には抗原結合に参
画することもできることにある。従って、選択されるヒトフレームワーク配列がドナーフ
レームワークの配列に最も似ているならば、それは、ヒト化抗体において親和性が保持さ
れる見込みを最大にすることになる。例えば、Winter（ＥＰ番号：０２３９４００）は、
重鎖及び軽鎖可変領域のそれぞれ由来の３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及
びＣＤＲ３）を移植するために、長いオリゴヌクレオチドを使用する部位特異的突然変異
誘発によってヒト化抗体を産生することを提唱した。このアプローチは、奏効することが
示されたが、それは、ドナーＣＤＲを支える最良のヒト鋳型を選択することの可能性を制
限するものである。
【００１２】
　[00012]　ヒト化抗体は、ヒトにおいてその天然又はキメラの対応物より免疫原性では
ないものの、多くのグループは、ＣＤＲ移植ヒト化抗体が有意に減少した結合親和性を示
す場合があることを見出している（例えば、Riechmann et al., 1988, Nature 332: 323-
327)。例えば、Reichmann と共同研究者は、ＣＤＲ領域を移すだけでは、そのＣＤＲ移植
産物において満足すべき抗原結合活性を提供するのに十分でないこと、そしてヒト配列の
２７位にあるセリン残基を対応するラットのフェニルアラニン残基へ変換することも必要
であることを見出した。これらの結果は、ＣＤＲ領域の外側にあるヒト配列の残基への変
更が有効な抗原結合活性を得るのに必要であり得ることを示した。そうであっても、その
結合親和性は、元のモノクローナル抗体のそれより依然として有意に低かった。
【００１３】
　[00013]　例えば、Queen et al（米国特許第５，５３０，１０１号）は、マウスのモノ
クローナル（抗Ｔａｃ　ＭＡｂ）のＣＤＲをヒト免疫グロブリンのフレームワーク及び定
常領域と組み合わせることによる、インターロイキン－２受容体へ結合するヒト化抗体の
製造について記載した。ヒトフレームワーク領域は、抗Ｔａｃ　ＭＡｂ配列との相同性を
最大化するように選択された。加えて、コンピュータモデリングを使用して、ＣＤＲ又は
抗原と相互作用する見込みのあるフレームワークアミノ酸残基を同定して、ヒト化抗体中
のこれらの位置にマウスのアミノ酸を使用した。得られたこのヒト化抗Ｔａｃ抗体は、イ
ンターロイキン－２受容体（ｐ５５）へ３ｘ１０－９Ｍ－１の親和性を有すると報告され
たが、これはそれでもマウスＭＡｂのそれの約１／３にすぎなかった。
【００１４】
　[00014]　他のグループは、満足すべき結合親和性のあるＣＤＲ移植産物を入手するこ
とに残基のアミノ酸同一性が貢献する可能性がある、可変領域のフレームワークの内側（
即ち、可変領域のＣＤＲ及び構造ループの外側）のさらなる位置を同定した。例えば、米
国特許第６，０５４，２９７号及び５，９２９，２１２号を参照のこと。それでも、目的
とする所与の抗体にとって、ある特別なＣＤＲ移植配置がどのくらい有効であるかを前も
って知ることは、不可能である。
【００１５】
　[00015]　Leung（米国特許出願公開公報番号：ＵＳ２００３／００４０６０６）は、フ
レームワークパッチングアプローチについて記載しているが、ここでは、免疫グロブリン
の可変領域がＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、及びＦＲ４へ区
画化されて、個々のＦＲ配列が非ヒト抗体とヒト抗体鋳型の間の最良の相同性によって選
択される。しかしながら、このアプローチは労働集約的であり、最適なフレームワーク領
域は、容易に同定されそうもない。
【００１６】
　[00016]　より多くの治療用抗体が開発されていて、より有望な結果が期待されている
ので、投与される抗体によって誘発される身体の免疫応答を抑制するか又は消失させるこ
とが可能であることが重要である。従って、抗体をヒト様のものとする効率的で迅速な工
学処理を可能にする、及び／又は抗体をヒト化する労働の低減を可能にする新しいアプロ
ーチは、大きな利益と医学的な価値を提供する。
【００１７】
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　[00017]　本明細書の参考文献の引用又は考察は、そのようなものが本発明の先行技術
であることの容認として解釈してはならない。
【発明の概要】
【００１８】
　[00018]　本発明は、ウサギ又は他のウサギ目の動物の抗体から導かれる、ヒト化可変
重鎖及び／又は軽鎖領域とそのようなヒト化可変重鎖及び軽鎖領域を含有するヒト化抗体
又は抗体断片を産生するための新しいヒト化戦略に一部基づく。好ましくは、ヒト化に使
用されるこれらのウサギ又は他のウサギ目の動物由来の抗体は、免疫化したウサギより得
られるクローンＢ細胞集団から導かれる。
【００１９】
　[00019]　より具体的には、本発明は、適正な相同的なヒト軽鎖可変配列の選択とウサ
ギ軽鎖ＣＤＲに含まれる特異的な選択性決定残基の保持にヒト化戦略の一部として依拠す
る、ウサギ又は別のウサギ目の動物の抗体から導かれる抗体可変軽鎖のヒト化のための新
規なヒト化戦略を提供する。
【００２０】
　[00020]　「選択性決定残基」は、より詳しくは下記に定義するが、本質的には、ヒト
化抗体を導くために使用するヒト生殖細胞系ＣＤＲに含まれる対応のアミノ酸残基と比較
されるその構造及び／又は化学特性に基づいて、抗原認識及び／又は抗原結合に有意な効
果を及ぼすと考えられる、ウサギＣＤＲ領域に含まれる特異的アミノ酸残基に対応する。
【００２１】
　[00021]　またより具体的には、本発明は、適正な相同的なヒト重鎖可変配列の選択と
特異的な選択性決定残基の保持にヒト化戦略の一部として依拠する、ウサギ又は別のウサ
ギ目の動物の抗体から導かれる抗体可変重鎖のヒト化のための新規な戦略を提供する。
【００２２】
　[00022]　またより具体的には、本発明は、ウサギ又は別のウサギ目の動物の抗体可変
重鎖及び軽鎖ポリペプチドから導かれるヒト化可変重鎖及び／又は軽鎖を含んでなるヒト
化抗体及び抗体断片を産生するための新規なヒト化戦略を提供する。
【００２３】
　[00023]　なおより具体的には、本発明は、以下の工程を含んでなる、ウサギ目の動物
（ウサギ）の軽鎖抗体配列から導かれるヒト化軽鎖抗体配列を産生するためのヒト化戦略
を提供する：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からウサギ軽鎖抗体配列を入手して、
フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範
囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ軽鎖抗体アミノ酸配
列を用いて、ヒト軽鎖抗体可変配列を含有するライブラリーに対する相同性検索を実行し
て、それに対する実質的な配列相同性を示す、即ち、好ましくは、それに対する少なくと
も８０％～９０％の同一性を保有する、及び／又はライブラリー中の他のヒト軽鎖抗体可
変配列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一性を示すヒト軽鎖抗体配列を同定する工
程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖可変配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、Ｃ
ＤＲ１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギのこれらの
離散領域と選択されるヒト抗体軽鎖を並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ軽鎖ＣＤＲ１及びＣＤＲ２中の対応する選択性決定残基より異なる、選
択される相同的なヒト軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の少なくともアミノ酸残基
が、ウサギのＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性決定残基で置換されているＤ
ＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、ウサギＣＤＲ３軽鎖
抗体配列の対応するアミノ酸残基をコードするＤＮＡ配列又はそれを含有するポリペプチ
ドをさらに付ける工程；
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　（ｖｉ）ウサギ軽鎖に含まれるＦＲ４に相同的であり、好ましくは、多くても２～４の
アミノ酸残基だけそれから異なるヒト軽鎖フレームワーク４領域（ＦＲ４）をさらに選択
して、前記ヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残
基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ軽鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程。
【００２４】
　[00024]　またより具体的には、本発明は、以下の工程を含んでなる、ウサギの重鎖抗
体配列からヒト化重鎖抗体配列を産生するためのヒト化戦略を提供する：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からウサギ重鎖抗体配列を入手して、
フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範
囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ重鎖抗体アミノ酸配
列を使用する相同性検索を（例えば、ヒト生殖細胞系抗体配列含有ライブラリーのＢＬＡ
ＳＴ検索によって）実行して、それに対して相同的である、即ち、好ましくは、それに対
してアミノ酸レベルで少なくとも８０％～９０％の同一性を保有する、及び／又はライブ
ラリー中の他のヒト重鎖抗体可変配列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一性を示す
ヒト重鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の重鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギのこれらの離散
領域を選択される相同的なヒト抗体重鎖の対応領域に対して並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ重鎖ＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性決定残基より異なる
、選択される相同的なヒト重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の少なくともアミノ酸
残基が、ウサギ重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残基
によって置換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築して、さらに、ヒト重鎖ＦＲ１領
域の末端の１～３のアミノ酸をウサギ重鎖ＦＲ１の対応する末端の１～３のアミノ酸で置
き換えてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸をウサギ重
鎖フレームワーク２の対応する末端アミノ酸残基で置き換えてもよい；及び／又は、ウサ
ギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）を対応する
ヒトＣＤＲ２残基（典型的には、セリン）で置き換えてもよい工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、同じウサギ重鎖抗体
配列に含まれるウサギ重鎖ＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤ
ＮＡ配列をさらに付ける工程；そしてこのウサギＣＤＲ３は、典型的には５～１９のアミ
ノ酸の長さである（そしてここで、前記ＣＤＲ３は、典型的には残基ＷＧＸＧに先行して
、さらにここでＸは、典型的には、Ｑ又はＰである）；
　（ｖｉ）それに相同的である（好ましくは、ヒト化ウサギ抗体重鎖配列に含まれるＦＲ
４より、多くても４つのアミノ酸残基だけ異なる）ヒト重鎖フレームワーク４領域（ＦＲ
４）をさらに選択して、前記選択された相同的なヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は
前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ
酸配列の上へ付ける工程（しばしば、このヒトＦＲ４　ＤＮＡ又はポリペプチド配列は、
ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳをコードするか又は含む）；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ重鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程。
【００２５】
　[00025]　またより具体的には、本発明は、ウサギ軽鎖抗体配列から導かれる少なくと
も１つのヒト化軽鎖抗体配列及び／又はウサギ抗体重鎖から導かれる少なくとも１つのヒ
ト化重鎖配列を含有するヒト化抗体又は抗体断片を産生するためのヒト化戦略を提供し、
ここでそのようなヒト化軽鎖及び／又は重鎖配列は、ウサギの重鎖及び軽鎖から以下の工
程に従って導かれる：
　（ｉ）所望の抗原に特異的なウサギ抗体からウサギ軽鎖抗体配列を入手して、フレーム
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ワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範囲のアミ
ノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ軽鎖抗体アミノ酸配
列を用いて、ヒト軽鎖抗体可変配列を含有するライブラリーに対する相同性検索を実行し
て、それに対して相同的である、即ち、好ましくは、それに対してアミノ酸レベルで少な
くとも８０％～９０％同一である、及び／又はライブラリー中の他のヒト軽鎖抗体可変配
列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一性を示すヒト軽鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギ軽鎖のこれらの
離散領域を選択される相同的なヒト抗体軽鎖領域の対応領域と並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ可変軽鎖ＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性決定残基より異
なる、選択される相同的なヒト軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の少なくともアミ
ノ酸残基が、ウサギ軽鎖配列のウサギＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性アミ
ノ酸残基によって置換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、ウサギ軽鎖抗体配列
に含まれるＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤＮＡ配列をさら
に付ける工程；
　（ｖｉ）前記ウサギ抗体軽鎖に含まれるＦＲ４に相同的であり、ヒトＦＲ４がウサギ抗
体軽鎖配列のＦＲ４より、好ましくは多くても２～４のアミノ酸残基だけ異なるヒト軽鎖
フレームワーク４領域（ＦＲ４）をさらに選択して、前記ヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ
配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又
はアミノ酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ軽鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程；
　及び／又は、以下の工程を含んでなる、ウサギ重鎖抗体配列よりヒト化重鎖抗体配列を
さらに産生する工程：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的なウサギ抗体からウサギ重鎖抗体配列を入手して、フレーム
ワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範囲のアミ
ノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ重鎖抗体アミノ酸配
列を使用する相同性検索を（例えば、ヒト生殖細胞系抗体配列含有ライブラリーのＢＬＡ
ＳＴ検索によって）実行して、それに対してアミノ酸レベルで少なくとも８５％～９０％
同一である、及び／又はライブラリーに含まれる他のヒト重鎖抗体可変配列に比べてアミ
ノ酸レベルで最大の配列同一性を示すヒト重鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の重鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギ抗体のこれらの
離散領域を選択される相同的なヒト重鎖に対して並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ可変重鎖ＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性決定残基より異
なる、選択される相同的なヒト重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる少なくと
もアミノ酸残基が、ウサギ重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域の対応する選択性決定残
基によって置換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；及び／又は、ヒト重
鎖ＦＲ１領域の最終の１～３のアミノ酸をウサギ重鎖ＦＲ１の末端の１～３のアミノ酸で
置き換えてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸をウサギ
重鎖フレームワーク２の末端アミノ酸残基で置き換えてもよい；及び／又は、ウサギ重鎖
ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）を対応するヒトＣ
ＤＲ２残基（典型的には、セリン）でさらに置き換えてもよい工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、同じウサギ重鎖抗体
配列に含まれるウサギ重鎖ＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤ
ＮＡ配列をさらに付ける工程（このＣＤＲ３は、典型的には５～１９のアミノ酸の長さで
あり、このＣＤＲ３は、さらに典型的にはＷＧＸＧに先行する）；



(16) JP 2010-528589 A 2010.8.26

10

20

30

40

50

　（ｖｉ）それに相同的である（即ち、好ましくは、ヒト化ウサギ抗体重鎖配列に含まれ
るＦＲ４より、多くても２～４のアミノ酸残基だけ異なる）ヒト重鎖フレームワーク４領
域（ＦＲ４）をさらに選択して、前記選択された相同的なヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ
配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又
はアミノ酸配列の上へ付ける工程（典型的には、このヒトＦＲ４　ＤＮＡ又はポリペプチ
ド配列は、ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳをコードするか又は含む）；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ重鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程；
　そして、上記のように産生される、前記合成されたヒト化重鎖及び軽鎖のＤＮＡ又はア
ミノ酸配列を使用して、少なくとも１つのヒト化ウサギ軽鎖及び／又は少なくとも１つの
ヒト化ウサギ重鎖をコードするか又は含有するヒト化抗体又は断片又はＤＮＡ配列を産生
する工程。
【００２６】
　[00026]　本発明はまた、本主題のヒト化方法によって産生される新規で改善されたヒ
ト化抗体重鎖及び軽鎖と前記ヒト化重鎖及び軽鎖を含んでなる抗体と、療法及び診断の方
法におけるそれらの使用を提供する。
【００２７】
　[00027]　特に、本発明は、以下を含有するヒト化抗体軽鎖を提供する：（ｉ）ＦＲ１
からＦＲ３に至るアミノ酸残基の、所望の抗原への特異性を有するヒト化される親ウサギ
抗体の軽鎖の対応するアミノ酸残基に対するアミノ酸レベルでのそのより大きな相同性（
配列同一性）に基づいてヒト生殖細胞系配列のライブラリーより選択されるヒト軽鎖生殖
細胞系配列（好ましくは、ＦＲ１からＦＲ３に至るウサギ可変軽鎖中の前記領域に比べて
、ライブラリー中の他のヒト軽鎖生殖細胞系配列に比べて、アミノ酸レベルで最大の配列
同一性パーセントを保有する配列）のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が含まれる、ＦＲ１の第
一残基からＦＲ３の末端に至るアミノ酸残基；及び（ｉｉ）さらにここで、同じ親ウサギ
抗体の軽鎖中の「選択性決定残基」に対応するＣＤＲ１及びＣＤＲ２中のＣＤＲ残基は、
対応するウサギ選択性決定残基で置き換えられている；（ｉｉｉ）同じ親ウサギ抗体の全
ＣＤＲ３領域が含まれるアミノ酸残基；（ｉｖ）同じ親ウサギ抗体の軽鎖に含まれる対応
するＦＲ４領域に対するそのより大きな相同性（配列同一性）に基づいてヒト生殖細胞系
配列のライブラリーから導かれる抗体軽鎖の全ＦＲ４領域が含まれるアミノ酸残基；及び
（ｖ）さらにここで、選択される相同的なヒトＦＲ領域中のヒトＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３
、及びＦＲ４領域のＦＲ残基の中で、対応するウサギＦＲ残基で置換されているものは、
ほとんど又はまったくない（即ち、親ウサギ軽鎖抗体配列中の対応位置（複数）に存在す
る残基は、ヒト化されている）。
【００２８】
　[00028]　加えて、本発明は、少なくとも以下を含有するヒト化抗体重鎖を提供する：
（ｉ）ＦＲ１からＦＲ３に至る中で選択されるアミノ酸残基の、所望の抗原への特異性を
有するヒト化される親ウサギ抗体の重鎖の対応するアミノ酸残基に対する（ヒト生殖細胞
系配列のライブラリー中の他のヒト生殖細胞系配列に比べた）そのより大きな相同性（ア
ミノ酸レベルでの配列同一性パーセント）に基づいて、該ライブラリーより選択されるヒ
ト生殖細胞系配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域が含まれる、ＦＲ１の第一残基からＦＲ３
の末端に至るアミノ酸残基；及び（ｉｉ）さらにここで、同じ親ウサギ抗体の重鎖のＣＤ
Ｒ１及びＣＤＲ２領域中の「選択性決定残基」に対応するヒト重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ
２領域中のＣＤＲ残基は、ウサギ重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する重
鎖選択性決定残基で置き換えられている；（ｉｉｉ）同じ親ウサギ抗体の全ＣＤＲ３領域
が含まれるアミノ酸残基；（ｉｖ）同じ親ウサギ抗体の重鎖に含まれる対応するＦＲ４領
域に対するそのより大きな相同性（配列同一性）に基づいてヒト生殖細胞系配列のライブ
ラリーから導かれるＦＲ４領域；及び（ｖ）ここでヒト重鎖ＦＲ１領域の最終の１～３の
アミノ酸は、対応するウサギ重鎖ＦＲ１残基の末端の１～３のアミノ酸で置き換えられて
いてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸は、ウサギ重鎖
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フレームワーク２の対応する末端アミノ酸残基で置き換えられていてもよい；及び／又は
、ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）は、
対応するヒトＣＤＲ２残基（典型的には、セリン）で置き換えられていてもよい；及び（
ｖｉ）ここで、選択される相同的なヒトＦＲ領域の残るＦＲ残基の中で、対応するウサギ
ＦＲ残基で置換されているものは、ほとんど又はまったくない（即ち、ウサギ抗体重鎖中
の対応位置（複数）に存在するＦＲ残基は、ヒト化されている）。
【００２９】
　[00029]　さらに、本発明は、上述のヒト化重鎖及び軽鎖ポリペプチドを含有する新規
で改善されたヒト化抗体と、前記ヒト化重鎖及び軽鎖ポリペプチドをコードする核酸配列
と前記ヒト化重鎖及び軽鎖を含有するヒト化抗体、並びにベクターと前記ベクター及び核
酸配列を含有する宿主細胞と治療及び診断の方法におけるそれらの使用と組成物を提供す
る。
【００３０】
　[00030]　本発明は、前記ヒト化重鎖又は軽鎖ＤＮＡ又はポリペプチド（複数）、又は
所望の抗体定常ドメイン、好ましくはヒト抗体定常ドメインを含有するか又はコードする
ＤＮＡ又はポリペプチド配列、及び／又はその抗体ポリペプチド又は核酸配列のカルボキ
シ又はアミノ末端にある（直接的又は間接的な）付加物を所望のエフェクター部分、例え
ば、毒素、薬物、放射性核種、フルオロフォア、酵素、サイトカイン、又はシグナルペプ
チドのような輸送配列と、親和性単離を促進するポリペプチドへ付けることをさらに考慮
する。
【００３１】
　発明の簡略な要約
　[00031]　考察するように、本発明は、ウサギ抗体から導かれるヒト化可変軽鎖及び可
変重鎖を入手するための新規で改善された方法と、そのような方法によって産生されるヒ
ト化重鎖及び／又は軽鎖ポリペプチドとコードするＤＮＡを提供する。本発明の方法は、
ヒトにおいて実質的には非免疫原性であるはずで、親ウサギ抗体の抗原特異性と実質的又
は完全にその結合親和性を保持するヒト化抗体を再現可能的に産生する。本発明の手順は
、全般に、ドナーウサギ抗体由来の特異的アミノ酸残基（特に、抗原認識及び結合におい
て推定上役立つ選択性決定残基と、必要ならば少数のフレームワーク残基）を相同的なア
クセプターヒト抗体可変重鎖及び軽鎖配列の上へ移すことに依拠する。
【００３２】
　[00032]　より具体的には、本発明は、本明細書において「選択性決定残基」と呼ぶ離
散数のウサギ軽鎖ＣＤＲ残基と、任意選択的に皆無か又はごく少数のフレームワーク残基
を相同的なヒト抗体軽鎖配列の上へ取込む、ウサギ抗体から導かれる抗体可変軽鎖のヒト
化の新規なヒト化戦略へ向けられる。
【００３３】
　[00033]　また、より具体的には、本発明は、皆無か又はごく少ない離散数のウサギＣ
ＤＲを相同的なヒト重鎖配列の上へ取込む、ウサギ抗体から導かれる抗体可変重鎖のヒト
化の新規戦略を提供する。
【００３４】
　[00034]　さらにより具体的には、本発明は、ウサギ抗体可変重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ドから導かれるヒト化可変重鎖及び／又は軽鎖と適正な相同的なヒト抗体可変重鎖及び軽
鎖ポリペプチドを含んでなるヒト化抗体及びヒト化抗体断片を、ウサギ重鎖及び軽鎖ＣＤ
Ｒ（選択性決定残基）中の対応する選択性決定残基より異なるヒト重鎖及び軽鎖ＣＤＲに
含まれる少なくとも特異的残基がヒト化重鎖及び／又は軽鎖領域に保持されて、そしてこ
こでヒト軽鎖中のごく少数か又は皆無のフレームワーク残基とヒト重鎖中のごく少数のフ
レームワーク残基が対応するウサギフレームワーク残基で置換されるように産生するため
の新規で改善されたヒト化戦略へ向けられる。
【００３５】
　[00035]　なおより具体的には、本発明は、以下の工程を含んでなる、ドナーウサギ軽
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鎖抗体配列とアクセプターヒト軽鎖抗体配列より導かれるヒト化軽鎖抗体配列を産生する
ためのヒト化戦略へ向けられる：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からウサギ軽鎖抗体配列を入手して、
フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範
囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ軽鎖抗体アミノ酸配
列を用いて、ヒト軽鎖抗体配列を含有するライブラリーに対する相同性検索を実行して、
それに対する実質的な配列相同性を示す、即ち、それに対してアミノ酸レベルで少なくと
も８０％～９０％の同一性を好ましくは保有する、及び／又はヒト軽鎖抗体配列を含有す
るライブラリー中の他の配列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一性パーセントを好
ましくは保有するヒト軽鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギのこれらの離散
領域と選択されるヒト抗体軽鎖を並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残
基より異なる、選択される相同的なヒト軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の少なく
とも残基がウサギ軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残
基によって置換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、ウサギＣＤＲ３軽鎖
抗体配列の対応するアミノ酸残基をコードするＤＮＡ配列又はそれを含有するポリペプチ
ドをさらに付ける工程；
　（ｖｉ）ウサギ軽鎖に含まれるＦＲ４に相同的であり、好ましくは、それより多くても
２～４のアミノ酸残基だけ異なるヒト軽鎖フレームワーク４領域（ＦＲ４）をさらに選択
して、前記ヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残
基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ軽鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程。
【００３６】
　[00036]　またより具体的には、本発明は、以下の工程を含んでなる、ウサギ重鎖抗体
配列よりヒト化重鎖抗体配列を産生するためのヒト化戦略を提供する：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的に結合するウサギ抗体からウサギ重鎖抗体配列を入手して、
フレームワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範
囲のアミノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ重鎖抗体アミノ酸配
列を使用する相同性検索を（例えば、ヒト生殖細胞系抗体配列含有ライブラリーのＢＬＡ
ＳＴ検索によって）実行して、それに対して相同的である、即ち、アミノ酸レベルでそれ
に対して少なくとも８５％～９０％の同一性を好ましくは保有する、及び／又はヒト重鎖
抗体配列を含有するライブラリー中の他の配列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一
性パーセントを好ましくは保有するヒト重鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応するその残基を同定して、ウサギのこれらの離散領域を選択さ
れる相同的なヒト抗体重鎖の対応領域に対して並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域中の対応する選択性決定残基より
異なる、選択される相同的なヒト重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる少なく
ともアミノ酸残基が、ウサギ重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選
択性決定残基によって置換されているＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築して、ヒト重鎖ＦＲ
１領域の末端の１～３のアミノ酸をウサギ重鎖ＦＲ１の対応する末端の１～３のアミノ酸
で置き換えてもよい；及び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸をウサ
ギ重鎖フレームワーク２の対応する末端アミノ酸残基で置き換えてもよい；及び／又は、
ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）を対応
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するヒトＣＤＲ２残基（典型的には、セリン）で置き換えてもよい工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、同じウサギ重鎖抗体
配列に含まれるウサギ重鎖ＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤ
ＮＡ配列をさらに付ける工程（このウサギのＣＤＲ３は、典型的には５～１９のアミノ酸
の長さであり、このＣＤＲ３は、典型的には残基ＷＧＸＧに先行する）；
　（ｖｉ）それに相同的である（好ましくは、ヒト化ウサギ抗体重鎖配列に含まれるＦＲ
４より、多くても１～４のアミノ酸残基だけ異なる）ヒト重鎖フレームワーク４領域（Ｆ
Ｒ４）をさらに選択して、前記選択された相同的なヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又
は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミ
ノ酸配列の上へ付ける工程（頻繁には、このヒトＦＲ４　ＤＮＡ又はポリペプチド配列は
、ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳをコードするか又は含む）；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ重鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程。
【００３７】
　[00037]　またより具体的には、本発明は、ウサギ軽鎖抗体配列から導かれる少なくと
も１つのヒト化軽鎖抗体配列、及び／又はウサギ抗体重鎖から導かれる少なくとも１つの
ヒト化重鎖配列（ここでそのようなヒト化軽鎖及び重鎖配列は、ウサギの重鎖及び軽鎖か
ら導かれる）を含有するヒト化抗体又は抗体断片を以下の工程：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的なウサギ抗体からウサギ軽鎖抗体配列を入手して、フレーム
ワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範囲のアミ
ノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ軽鎖抗体アミノ酸配
列を用いて、ヒト軽鎖抗体配列を含有するライブラリーに対する相同性検索を実行して、
それに対して相同的である、即ち、好ましくはそれに対してアミノ酸レベルで少なくとも
８０％～９０％同一である、及び／又はヒト軽鎖抗体配列を含有するライブラリー中の他
の配列に比べてアミノ酸レベルで最大の配列同一性パーセントを好ましくは保有するヒト
軽鎖抗体配列を同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の軽鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応する配置とその特異的残基を同定して、ウサギ軽鎖のこれらの
離散領域を選択される相同的なヒト軽鎖領域の対応領域と並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギのＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残基より異
なる、選択される相同的なヒト軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる少なくと
も残基がウサギ軽鎖配列の対応するＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域によって置換されているＤ
ＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、ウサギ軽鎖抗体配列
に含まれるＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤＮＡ配列をさら
に付ける工程（このＣＤＲ３は、典型的には９～１５のアミノ酸残基を含み、しばしばＦ
ＧＧＧ残基に先行する）；
　（ｖｉ）前記ウサギ抗体軽鎖に含まれるＦＲ４に相同的であり、そのヒトＦＲ４がウサ
ギ抗体軽鎖配列のＦＲ４より多くても２～４のアミノ酸残基だけ異なるヒト軽鎖フレーム
ワーク４領域（ＦＲ４）をさらに選択して、前記ヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ配列又は
前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又はアミノ
酸配列の上へ付ける工程；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ軽鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程に従って産生すること、及び／又は以
下の工程：
　（ｉ）所望の抗原へ特異的なウサギ抗体からウサギ重鎖抗体配列を入手して、フレーム
ワーク１（ＦＲ１）の始まりからフレームワーク３（ＦＲ３）の終わりを含む範囲のアミ
ノ酸残基を同定する工程；
　（ｉｉ）ＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わりに至る前記ウサギ重鎖抗体アミノ酸配
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列を使用する相同性検索を（例えば、ヒト生殖細胞系抗体配列含有ライブラリーのＢＬＡ
ＳＴ検索によって）実行して、それに対してアミノ酸レベルで少なくとも８０％～９０％
同一である、及び／又はヒト重鎖抗体配列を含有するライブラリー中の他の配列に比べて
アミノ酸レベルで最大の配列同一性パーセントを好ましくは保有するヒト重鎖抗体配列を
同定する工程；
　（ｉｉｉ）ウサギとヒトの両方の重鎖配列において、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２の領域に対応するその残基を同定して、ウサギ抗体のこれらの離散領域を選
択される相同的なヒト抗体重鎖に対して並置する工程；
　（ｉｖ）ウサギ重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる対応する選択性決定残基よ
り異なる、選択される相同的なヒト重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域に含まれる少な
くとも残基が、ウサギ重鎖配列の対応するＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域によって置換されて
いるＤＮＡ又はアミノ酸配列を構築する工程；及び／又は、ヒト重鎖ＦＲ１領域の最終の
１～３のアミノ酸をウサギ重鎖ＦＲ１の末端の１～３のアミノ酸で置き換えてもよい；及
び／又は、ヒト重鎖フレームワーク２領域の末端アミノ酸をウサギ重鎖フレームワーク２
の末端アミノ酸残基で置き換えてもよい；及び／又は、ウサギ重鎖ＣＤＲ２の末端から４
番目のアミノ酸（典型的には、トリプトファン）を対応するヒトＣＤＲ２残基（典型的に
は、セリン）でさらに置き換えてもよい工程；
　（ｖ）工程（ｉｖ）によって得られるＤＮＡ又はアミノ酸配列へ、同じウサギ重鎖抗体
配列に含まれるウサギ重鎖ＣＤＲ３の対応するアミノ酸残基をコードするか又は有するＤ
ＮＡ配列をさらに付ける工程（このＣＤＲ３は、典型的には５～１９のアミノ酸の長さで
あり、典型的には残基ＷＧＸＧに先行する）；
　（ｖｉ）それに相同的である（即ち、好ましくは、ヒト化ウサギ抗体重鎖配列に含まれ
るＦＲ４より、多くても２～４のアミノ酸残基だけ異なる）ヒト重鎖フレームワーク４領
域（ＦＲ４）をさらに選択して、前記選択された相同的なヒトＦＲ４をコードするＤＮＡ
配列又は前記ヒトＦＲ４の対応するアミノ酸残基を、工程（ｖ）の後で得られるＤＮＡ又
はアミノ酸配列の上へ付ける工程（頻繁には、このヒトＦＲ４　ＤＮＡ又はポリペプチド
配列は、ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳをコードするか又は含む）；並びに
　（ｖｉｉ）工程（ｉ）～（ｖｉ）より得られるヒト化ウサギ重鎖配列をコードするか又
は含有するＤＮＡ又はアミノ酸配列を合成する工程；及び、前記ヒト化軽鎖及び重鎖の少
なくとも１つを含有する核酸配列又はポリペプチドを産生する工程を含んでなる、ウサギ
重鎖抗体配列よりヒト化重鎖抗体配列をさらに産生すること；そして
　上記の工程に従って産生される少なくとも１つのヒト化軽鎖配列及び／又は少なくとも
１つのヒト化重鎖をコードするＤＮＡ又はそれを含有するポリペプチドを含有する、ヒト
化抗体又は抗体断片をコードするＤＮＡ又はヒト化抗体又は抗体断片を含んでなるポリペ
プチドを合成することのためのヒト化戦略を提供する。
【００３８】
　[00038]　本発明は、前記ヒト化抗体ＤＮＡ又はポリペプチド、所望の定常ドメイン、
好ましくはヒトの定常ドメイン及び／又は付加物（直接的又は間接的な）をカルボキシ又
はアミノ末端で、所望のエフェクター部分、例えば、毒素、薬物、放射性核種、フルオロ
フォア、酵素、サイトカイン、シグナルペプチドのような輸送配列、及び親和性単離を促
進するポリペプチドへ付けることをさらに考慮する。
【００３９】
　[00039]　本発明は、より具体的な態様において、ＴＮＦ－α又はＩＬ－６への結合特
異性を有する特異的なヒト化抗体とその断片、特に特定のエピトープ特異性及び／又は機
能特性を有するヒト化抗体へ向けられる。
【００４０】
　[00040]　本発明の１つの態様には、ＩＬ－６又はＴＮＦ－α及び／又はＴＮＦ－α／
ＴＮＦＲ又はＩＬ－６／ＩＬ－６Ｒ複合体へ結合することが可能な特異的なヒト化抗体と
その断片が含まれる。
【００４１】
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　[00041]　本発明の別の態様は、５０ピコモル濃度未満の結合親和性（Ｋｄｓ）及び／
又は１０－４Ｓ－１以下のＫｏｆｆ値を保有するヒト化抗体に関する。
　[00042]　本発明の好ましい態様において、上記のヒト化抗体及びヒト化抗体断片及び
バージョンは、所望の抗原へ特異的なウサギ抗体を分泌するウサギ免疫細胞（Ｂリンパ球
）又は（さほど好ましくはないが）ハイブリドーマから導かれるものである。加えて、ヒ
ト化に使用されるウサギ抗体は、ヒト生殖細胞系抗体配列に対するその相同性（配列同一
性）に基づいてさらに選択されてよい。これらの抗体は、本主題のヒト化方法を使用する
ときはより少ないアミノ酸が修飾されるので、ヒト化の後で機能特性の保持をさらに促進
する場合がある。
【００４２】
　[00043]　本発明のさらなる態様は、例えば、ウサギ免疫細胞によって分泌される抗体
とそれをコードするポリヌクレオチドから導かれる、例えば、本発明に従って産生される
ヒト化ＶＨ、ＶＬ、及びＣＤＲポリペプチドを含有する、例えばＩＬ－６又はＴＮＦ－α
に特異的な、本発明に従って産生されるヒト化抗体断片と、これらの抗体断片をそれらを
コードするポリヌクレオチドの、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α及び／又はＴＮＦ－α／ＴＮＦＲ
又はＩＬ－６／ＩＬ－６Ｒ複合体のような所望の抗原を認識することが可能な新規の抗体
及びポリペプチド組成物の創製における使用へ向けられる。
【００４３】
　[00044]　本発明はまた、本主題のヒト化ウサギ抗体及び断片のコンジュゲート、例え
ば、１以上の機能性又は検出可能部分へコンジュゲートしたヒト化抗ＴＮＦ－α又は抗Ｉ
Ｌ－６抗体とその結合断片を考慮する。本発明はまた、前記ヒト化抗ＴＮＦ－α、ＩＬ－
６、又は抗ＴＮＦ－α／ＴＮＦＲ、又は抗ＩＬ－６／ＩＬ－６Ｒ複合抗体とその結合断片
を作製する方法を考慮する。１つの態様において、結合断片には、限定されないが、ヒト
化Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、及びｓｃＦｖ断片が含まれる。
【００４４】
　[00045]　本発明の態様は、所望の抗原へ特異的な本主題のヒト化抗体、例えば、ヒト
化抗ＴＮＦ－α又は抗ＩＬ－６抗体の、特別な抗原、例えば、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、又
はそれらの異常な発現に関連した疾患及び障害の診断、評価、及び治療への使用にさらに
関する。本発明はまた、本発明によるヒト化抗体断片、例えば、ヒト化抗ＴＮＦ－α又は
抗ＩＬ－６抗体の、特別な抗原、例えば、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、又はそれらの異常な発
現に関連した疾患及び障害の診断、評価、及び治療への使用を考慮する。
【００４５】
　[00046]　他の本発明の態様は、組換え宿主細胞、好ましくは、二倍体ピキア（Pichia
）のような二倍体酵母や他の酵母株において、ウサギ抗体配列から導かれる新規で改善さ
れたヒト化プロトコールに従って産生されるヒト化抗体及びヒト化抗体断片の産生に関す
る。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】[00047]　図１は、本発明のウサギ抗体ヒト化プロトコールを概略的に図示する
フローチャートを含有する。
【図２】[00048]　図２は、具体的に例示した可変軽鎖及び可変重鎖ポリペプチド配列、
即ち抗原特異的なウサギ抗体可変軽鎖ポリペプチド及び可変重鎖ポリペプチド配列、並び
にヒト生殖細胞系配列のライブラリーにおいて同定される相同的なヒト配列と本発明のヒ
ト化プロトコールを使用して産生される最終のヒト化配列のアライメントを含有する。こ
こではフレームワーク領域をＦＲ１～ＦＲ４として同定する。相補性決定領域（ＣＤＲ）
は、ＣＤＲ１～ＣＤＲ３として同定される。アミノ酸残基は、図に示すように番号付けて
、Ｋａｂａｔ番号付与体系に従う。最初のウサギ配列を、図と上記において、ウサギ可変
軽鎖及び可変重鎖ポリペプチド配列についてそれぞれＲｂｔＶＬ及びＲｂｔＶｈと呼ぶ。
ヒト生殖細胞系配列のライブラリーに同定されるＦＲ１の始まりからＦＲ３配列の終わり
に至る中で最も類似したヒト生殖細胞系抗体配列のうち３つをウサギ配列の下に並置する
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。このウサギ配列に最も似ているとみなされるヒト配列がウサギ配列のすぐ下にある。本
発明のヒト化戦略のこの例示では、最も似ているヒト生殖細胞系配列は、軽鎖ではＬ１２
Ａであり、重鎖では３－６４－０４である。ヒトのＣＤＲ３配列は示していない。最も似
ているヒトフレームワーク４配列をウサギフレームワーク４配列の下に並置する。垂直の
線は、ウサギ残基が同じ位置のヒト残基の１以上と同一である残基を示す。太字の残基は
、その位置でのヒト残基が同じ位置のウサギ残基と同一であることを示す。最終のヒト化
配列を、可変軽鎖配列と可変重鎖配列についてそれぞれＶＬｈとＶＨｈと呼ぶ。この図で
は、下線を施した残基は、その残基がその位置でウサギ残基と同じであるが、３つの並置
したヒト配列中のその位置でヒト残基とは異なることを示す。
【図３】[00049]　図３は、同様に、ＩＬ－６特異性抗体から導かれる同じ親ウサギ可変
重鎖及び軽鎖配列、相同的なヒト生殖細胞系配列、及び本主題のヒト化戦略を使用してそ
れより産生した２つのヒト化可変重鎖及び軽鎖配列のアライメントを含有する。具体的に
は、この図は、元のウサギ軽鎖及び重鎖配列、３つの相同的なヒト生殖細胞系配列、及び
ここで「ａｇｇｒｅｓ」及び「ｃｏｎｓｒｖ」と呼ぶ２つのヒト化重鎖配列と２つのヒト
化軽鎖配列を含有する。このアライメントから、このヒト化「ａｇｇｒｅｓ」及び「ｃｏ
ｎｓｒｖ」配列は、特異的なウサギフレームワーク残基の存在又は非存在において互いに
異なることがわかる。
【図４】[00050]　図４は、本発明のヒト化手順を使用して産生された、ｈＩＬ－６及び
ＴＮＦ－αに特異的なウサギ抗体から導かれるキメラ抗体対ヒト化抗体の解離定数を比較
する。
【図５】[00051]　図５は、本発明のヒト化手順を使用して産生した、特異的なウサギ抗
ＩＬ－６抗体からから導かれる異なるヒト化抗体によるＩＬ－６依存型Ｔ１１６５細胞増
殖の拮抗作用を比較する実験を含有する。
【図６】[00052]　図６は、本発明のヒト化手順を使用して産生した、特異的なウサギ抗
ｈＩＬ－６抗体からから導かれる異なるヒト化抗体によるｈＩＬ－６依存型Ｔ１１６５細
胞増殖の拮抗作用を比較する実験を含有する。
【図７】[00053]　図７は、ウサギ抗ｈＴＮＦ－α抗体から導かれるキメラ抗ＴＮＦ－α
抗体とそれより本発明のヒト化手順に従って産生したヒト化抗体とのｈＴＮＦ－α依存型
細胞傷害性の拮抗作用を比較する実験を含有する。
【好ましい態様の詳細な説明】
【００４７】
　[00054]　諸定義
　[00055]　本発明は、記載される特別な方法論、プロトコール、細胞系、動物の種又は
属、及び試薬に、そのようなものは変わり得るので、限定されないと理解されたい。また
、本明細書に使用する用語は、特別な態様について記載することのみを目的とし、付帯の
特許請求項によってのみ限定される本発明の範囲を限定することを企図しないことも理解
されたい。
【００４８】
　[00056]　本明細書に使用するように、単数形の「ａ」、「ａｎ」（不定冠詞）及び「
ｔｈｅ」（定冠詞）には、文脈が明らかに他のことを示さなければ、複数の指示物が含ま
れる。例えば、「細胞」への言及には、複数のそのような細胞が含まれ、「タンパク質」
への言及には、１以上のタンパク質と当業者に知られているその同等物、等への言及が含
まれる。本明細書に使用するすべての技術及び科学用語は、明らかに他のことを示さなけ
れば、本発明が属する当該技術分野の当業者が通常理解するものと同じ意味を有する。
【００４９】
　[00057]　本明細書に使用するように、「アクセプター」及び「アクセプター抗体」又
は「元の」又は「親」抗体という用語は、本発明に従ってウサギ抗体可変配列よりヒト化
抗体配列を産生するために使用する配列を提供するか又はコードするヒトの抗体又は核酸
の配列のことを指す。典型的には、アクセプター抗体は、フレームワーク領域の１以上の
少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくと
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も９６、９７、９８、９９又は１００％のアミノ酸配列を提供する。いくつかの態様にお
いて、「アクセプター」という用語は、定常領域（複数）を提供するか又はコードする抗
体又は核酸配列のことを指す。なお別の態様において、「アクセプター」という用語は、
フレームワーク領域と定常領域（複数）の１以上を提供するか又はコードする抗体又は核
酸配列のことを指す。具体的な態様において、「アクセプター」という用語は、フレーム
ワーク領域の１以上のアミノ酸配列の少なくとも８０％、好ましくは、少なくとも８５％
、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９６、９７、９８、９９、又は１０
０％を提供するか又はコードするヒトの抗体又は核酸配列のことを指す。この態様に従え
ば、アクセプターは、ヒト抗体の１以上の特異的位置に生じない、少なくとも１、少なく
とも２、少なくとも３、少なくとも４、少なくとも５、又は少なくとも１０のアミノ酸残
基を含有してよい。アクセプターフレームワーク領域及び／又はアクセプター定常領域（
複数）は、例えば、生殖細胞系抗体遺伝子、成熟した抗体遺伝子、機能性抗体（例えば、
当該技術分野でよく知られた抗体、開発中の抗体、又は市販されている抗体）より導くか
又は入手してよい。
【００５０】
　[00058]　本明細書に使用するように、「抗体」及び「抗体（複数）」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、ラクダ化抗体、キメラ抗
体、単鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド連結Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）、抗イディオタイプ（抗Ｉ
ｄ）抗体、及び、上記のいずれものエピトープ結合断片のことを指す。特に、抗体には、
免疫グロブリン分子と免疫グロブリン分子の免疫活性断片、即ち、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、どんな種類（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、及びＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ１、ＩｇＧ３、
ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２）又はサブクラスであってもよい。注記したように、
本発明は、全般に、所望の抗原へ特異的なウサギドナー抗体の特異的残基と相同的なヒト
（アクセプター）抗体配列を組み合わせることによって産生されるヒト化抗体及びヒト化
抗体断片に関する。
【００５１】
　[00059]　典型的な抗体は、２つの軽鎖と対合した２つの重鎖を含有する。完全長の重
鎖は、約５０ｋＤのサイズ（ほぼ４４６のアミノ酸の長さ）であり、重鎖可変領域遺伝子
（約１１６のアミノ酸）と定常領域遺伝子によってコードされる。本発明では、所望の抗
原特異性及び機能特性のあるウサギ抗体の特異的なＣＤＲ残基を含有するヒト化可変軽鎖
及びヒト化可変重鎖の配列をコードして、単にエクソンと呼ばれる場合がある、本質的に
は２つの核酸及び遺伝成分を一緒に融合して、この構築体が適正な発現系において発現さ
れるときにヒト化可変領域の発現を生じる、ヒト化可変鎖をコードする構築体を産生する
。
【００５２】
　[00060]　本主題のヒト化抗体は、定常領域が存在するならば、ヒトの定常領域を含有
するものである。α、γ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、δ、ε、及びμ
配列のような異なるアイソタイプの重鎖定常領域をコードする異なる定常領域遺伝子があ
る。完全長の軽鎖は、約２５Ｋｄの長さ（ほぼ２１４のアミノ酸の長さ）であり、軽鎖可
変領域遺伝子（約１１０アミノ酸）とκ又はλ定常領域遺伝子によってコードされる。軽
鎖及び／又は重鎖の可変領域は、抗原へ結合することに責任があり、定常領域は、抗体に
典型的なエフェクター機能に責任がある。
【００５３】
　[00061]　本明細書に使用するように、「類似体」という用語は、タンパク質性薬剤（
例、抗体のような、タンパク質、ポリペプチド、及びペプチド）の文脈において、第二の
タンパク質性薬剤と類似又は同一の機能を保有するが、必ずしも第二のタンパク質性薬剤
と類似又は同一のアミノ酸配列を含まないし、第二のタンパク質性薬剤と類似又は同一の
構造を保有しないタンパク質性薬剤を意味する。類似のアミノ酸配列を有するタンパク質
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性薬剤は、以下の少なくとも１つを満たす第二のタンパク質性薬剤のことを指す：（ａ）
第二のタンパク質性薬剤のアミノ酸配列に少なくとも３０％、少なくとも３５％、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９６、９７、９８
、９９又は１００％同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質性薬剤；（ｂ）少なくと
も５の隣接アミノ酸残基、少なくとも１０の隣接アミノ酸残基、少なくとも１５の隣接ア
ミノ酸残基、少なくとも２０の隣接アミノ酸残基、少なくとも２５の隣接アミノ酸残基、
少なくとも４０の隣接アミノ酸残基、少なくとも５０の隣接アミノ酸残基、少なくとも６
０の隣接アミノ酸残基、少なくとも７０の隣接アミノ酸残基、少なくとも８０の隣接アミ
ノ酸残基、少なくとも９０の隣接アミノ酸残基、少なくとも１００の隣接アミノ酸残基、
少なくとも１２５の隣接アミノ酸残基、又は少なくとも１５０の隣接アミノ酸残基の第二
のタンパク質性薬剤をコードするヌクレオチド配列へストリンジェントな条件の下でハイ
ブリダイズするヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質性薬剤；並びに（ｃ）
第二のタンパク質性薬剤をコードするヌクレオチド配列に対して少なくとも３０％、少な
くとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５
５％、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９６、９７、９８、９９又は１００％同一であるヌクレオチド配列によってコードさ
れるタンパク質性薬剤。第二のタンパク質性薬剤に類似した構造があるタンパク質性薬剤
は、第二のタンパク質性薬剤に類似した二次、三次、又は四次構造を有するタンパク質性
薬剤のことを指す。タンパク質性薬剤の構造は、限定されないが、ペプチド配列決定、Ｘ
線結晶学、核磁気共鳴、円二色性、及び結晶学的電子顕微鏡法が含まれる、当業者に知ら
れた方法によって決定することができる。
【００５４】
　[00062]　２つのアミノ酸配列又は２つの核酸配列の同一性パーセントを決定するには
、その配列を最適な比較目的のために並置する（例えば、第二のアミノ酸又は核酸配列と
の最適なアライメントのために、第一のアミノ酸又は核酸配列の配列中にギャップを導入
することができる）。次いで、対応するアミノ酸位置又はヌクレオチド位置にあるアミノ
酸残基又はヌクレオチドを比較する。第一の配列中の位置が第二の配列中の対応する位置
と同じアミノ酸残基又はヌクレオチドによって占められるとき、その分子は、その位置で
同一である。２つの配列間の同一性パーセントは、その配列によって共有される同一位置
数の関数である（即ち、同一性％＝同一の重なり位置の数／位置の全数ｘ１００％）。１
つの態様において、２つの配列は、同じ長さである。注記したように、本発明は、そのヒ
ト化戦略において、対応する「ヒト化」変異体を導くために使用されるウサギ軽鎖又は重
鎖可変領域の対応する可変領域に対して高い配列同一性又は相同性を保有するヒト可変領
域を選択する。典型的には、選択されるヒト可変領域は、ＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域を含
有する可変領域の特定部分にわたり対応するウサギ可変配列に対して少なくとも８０％以
上の配列同一性を保有するものである。理想的には、選択されるヒト可変領域は、ＢＬＡ
ＳＴ検索のような適正な方法によって決定されるように、ヒト抗体可変領域エンコーディ
ング配列を含有するヒト生殖細胞系配列の集団又はライブラリーの他のすべてのメンバー
と比較して、ウサギ可変領域に対して最大の相同性又は配列同一性を保有するものである
。加えて、本主題のヒト化戦略に使用される好ましいか又はリード候補のウサギ抗体は、
（比較可能な親和性及び／又は機能特性のある）ウサギ抗体の集団より、ヒト生殖細胞系
配列に対するその高い相同性又は配列同一性に基づいて選択してよい。このことが可能で
あるのは、本発明が、好ましい態様において、ＩＬ－６のような抗原標的上の異なるエピ
トープを認識する、その標的に対して特異的な多数（例、１０以上）の高親和性抗体を生
じることが見出されたＢ細胞免疫化プロトコールを使用して、その親抗体を産生するから
である。いくつかの事例では、この同一性がきわめて実質的であり得るので、齧歯動物や
モルモットのような、ヒト化に典型的に使用される他の動物に対して、ヒトとウサギの抗
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体の間でこの高い配列同一性があるために、ヒト化抗体と親抗体がヒト被検者において類
似の免疫原性特性を保有する場合がある。
【００５５】
　[00063]　２つの配列間の同一性パーセントの決定は、数学アルゴリズムを使用して達
成することもできる。２つの配列の比較のために利用される数学アルゴリズムの好ましい
非限定的な例は、Karlin and Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873
-5877 において改良された、Karlin and Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.
A. 87:2264-2268 のアルゴリズムである。そのようなアルゴリズムは、Altschul et al.,
 1990, J. Mol. Biol. 215:403 のＮＢＬＡＳＴ及びＸＢＬＡＳＴプログラムへ取り込ま
れている。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索は、本発明の核酸分子に相同的なヌクレオチド配
列を得るためのＮＢＬＡＳＴヌクレオチドプログラム変数セット（例えば、スコア＝１０
０、語長＝１２）で実施することができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検索は、本発明のタン
パク質分子に相同的なアミノ酸配列を得るためのＸＢＬＡＳＴプログラム変数セット（例
えば、スコア＝５０、語長＝３）で実施することができる。比較目的のためにギャップの
あるアライメントを得るには、Altschul et al, 1997, Nucleic acids Res. 25:3389-340
2 に記載されるようなＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを利用することができる。あるいは、Ｐ
ＳＩ－ＢＬＡＳＴを使用して、分子間の遠い関係を検出する反復検索を実行することがで
きる（同上）。ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、及びＰＳＩ－Ｂｌａｓｔのプロ
グラムを利用するときは、各プログラムの（例えば、ＸＢＬＡＳＴ及びＮＢＬＡＳＴの）
デフォルト変数を使用することができる（例えば、ＮＣＢＩウェブサイトを参照のこと）
。配列の比較に利用される数学アルゴリズムの別の好ましい非限定的な例は、Myers and 
Miller, 1988, CABIOS 4:11-17 のアルゴリズムである。そのようなアルゴリズムは、Ｇ
ＣＧ配列アライメントソフトウェアパッケージの一部であるＡＬＩＧＮプログラム（バー
ジョン２，０）に取り込まれている。アミノ酸配列を比較するためにＡＬＩＧＮプログラ
ムを利用するときは、ＰＡＭ１２０荷重残基表、１２のギャップ長ぺナルティ、及び４の
ギャップペナルティを使用することができる。
【００５６】
　[00064]　２つの配列間の同一性パーセントは、ギャップを許容することを伴うか又は
伴わずに、上記の記載に類似した技術を使用して決定することができる。同一性パーセン
トを計算するときには、典型的には、正確な適合だけを計数する。
【００５７】
　[00065]　本明細書に使用するように、「ＣＤＲ」という用語は、抗体可変配列内の相
補性決定領域のことを指す。重鎖及び軽鎖の可変領域のそれぞれに３つのＣＤＲがあり、
可変領域のそれぞれについて、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３と表記される。これら
のＣＤＲの正確な境界は、異なる体系に従って異なって画定されてきた。Kabat (Kabat e
t al.,「Sequences of Proteins of Immunological Interest（免疫学的に興味深いタン
パク質の配列）」(米国国立衛生研究所、メリーランド州ベセスダ (1987) 及び (1991)) 
により記載された体系は、抗体のどの可変領域へも適用可能な明白な残基番号付けシステ
ムを提供するだけでなく、３つのＣＤＲを画定する正確な残基境界を提供する。これらの
ＣＤＲは、Ｋａｂａｔ（カバット）ＣＤＲと呼ばれる場合がある。Chothia と共同研究者
（Chothia & Leska, J. MoL Biol. 196:901-917 (1987) 及び Chothia et al., Nature 3
42:877-883 (1989)）は、Ｋａｂａｔ　ＣＤＲ内のあるサブ部分が、アミノ酸配列のレベ
ルでは大きな多様性を有するにもかかわらず、ほとんど同一のペプチド骨格コンホメーシ
ョンをとることを見出した。これらのサブ部分は、Ｌ１、Ｌ２、及びＬ３、又はＨ１、Ｈ
２、及びＨ３と表記された（ここで「Ｌ」と「Ｈ」は、軽鎖領域と重鎖領域をそれぞれ指
定する）。これらの領域は、Ｃｈｏｔｈｉａ　ＣＤＲと呼ばれる場合があるが、これらは
、Ｋａｂａｔ　ＣＤＲと重なる境界を有する。Ｋａｂａｔ　ＣＤＲと重なるＣＤＲを画定
する他の境界が Padlan (FASEB J. 9:133- 139 (1995)) 及びMacCallum (J MoI Biol 262
(5):732-45 (1996)) によって記載されている。なお他のＣＤＲ境界の画定は、上記の体
系の１つに厳密には従わないかもしれないが、それでもＫａｂａｔ　ＣＤＲと重なるもの
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である。しかし、それらは、特別な残基又は残基の群、又はＣＤＲ全体でも抗原結合に有
意には影響を及ぼさないという予測又は実験の知見に照らして、短縮又は延長される場合
がある。本明細書に使用する方法は、上記の体系のいずれにも従って画定されるＣＤＲを
利用してよいが、好ましい態様は、Ｋａｂａｔ又はＣｈｏｔｈｉａにより画定されるＣＤ
Ｒを使用する。下記に記載のように、これらのＣＤＲは、「選択性決定残基」と呼ばれる
、抗原結合又は認識に重要であると考えられる離散残基を含有する。
【００５８】
　[00066]　本発明での「選択性決定残基」という表現は、抗原認識及び／又は抗原結合
に有意に関与すると考えられる、ウサギ可変重鎖及び軽鎖ポリペプチドに含まれる特異的
アミノ酸残基のことを指す。本発明のヒト化戦略において、ウサギＣＤＲ領域中のこれら
の選択性決定残基は、ウサギＣＤＲ残基のすべてを選択される相同的なヒト可変領域中の
対応残基へ比較することによって、そしてこの比較に基づいて、推定の「選択性決定残基
」を同定することによって実験的に同定される。本質的には、特別なＣＤＲ残基は、それ
がＫａｂａｔ番号付けスキームによる対応するヒトＣＤＲ残基より実質的に異なるならば
、選択性決定残基であるとみなされる。本明細書の「実質的に」は、ウサギとヒトの生殖
細胞系ＣＤＲアミノ酸残基の間の有意な化学的な差又は構造上の差、例えば、電荷の差、
帯電対非帯電、嵩張った側鎖の有無、等のことを指す。例えば、ウサギＣＤＲアミノ酸残
基が嵩張った側鎖を有して、対応するヒトＣＤＲアミノ酸残基がそれを有さなければ、そ
のウサギＣＤＲ残基は、選択性決定残基であるとみなされて、ヒト化可変領域に保持され
ることになる。加えて、ウサギ可変領域中のＣＤＲアミノ酸残基が塩基性アミノ酸であり
、ヒトＣＤＲ中の対応するアミノ酸残基が酸性アミノ酸残基であるならば、ウサギＣＤＲ
中のこの残基は、選択性決定残基であると判定されて、ヒト化可変領域に保持されること
になる。対照的に、ウサギＣＤＲ中のＣＤＲ残基とヒトＣＤＲ中の対応残基がともに酸性
であるか又はともに類似の嵩張った側鎖を含有するならば、その残基は、選択性決定残基
ではないと判定されて、このヒトＣＤＲ残基は、そのヒト化可変領域において変更されな
い。ヒト化可変領域中に保持すべき特異的なウサギＣＤＲ残基を選択するために本発明の
ヒト化戦略において使用する、ウサギＣＤＲ領域中の特異的残基を「選択性決定」又は「
非選択性決定」として分類するこの手段は、アミノ酸の置換又は修飾を保守的又は非保守
的のいずれと見ることができるかを判定するためにタンパク突然変異誘発において使用さ
れる判定基準に類似している。しかしながら、本発明は、典型的には、ヒト化可変領域ポ
リペプチド中のそのような選択性決定残基のすべてを、これら残基のそれぞれが抗原認識
及び／又は結合に役立つという仮説に基づいて保持するが、ある事例では、異なるヒト化
可変鎖変異体の合成時に、特別な推定の選択性決定残基の保持がヒト化可変領域を含有す
る抗体の抗原結合に関して非本質的であると判定される可能性があると理解されたい。例
えば、親ウサギ抗体が標的抗原に対してきわめて高い抗原親和性を有するならば、すべて
の推定の選択性決定残基を保持することは、望まれる抗原結合認識と親和性を保有するヒ
ト化抗体を導くのに本質的ではないかもしれない。このことは、異なるヒト化可変領域ポ
リペプチドを合成することによって実験的に判定することができる。加えて、特別なＣＤ
Ｒ残基が選択性決定残基であるかないかを同定することは、選択される相同的なヒト可変
領域の特別な単数又は複数の配列に依存して変化する場合がある。
【００５９】
　[00067]　「可変領域」又は「ＶＲ」という表現は、抗体を抗原へ結合させることに直
接関与する、抗体中の軽鎖及び重鎖の各対内のドメインのことを指す。各重鎖は、一端に
可変ドメイン（ＶＨ）を有して、いくつかの定常ドメインが続く。各軽鎖は、一端に可変
ドメイン（ＶＬ）を、そしてその他端に定常ドメイン有し；軽鎖の定常ドメインは、重鎖
の第一定常ドメインと並置して、軽鎖可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと並置する。
【００６０】
　[00068]　「フレームワーク領域」又は「ＦＲ」という表現は、抗体の軽鎖及び重鎖の
可変領域内のフレームワーク領域の１以上のことを指す（Kabat, E. A. et al.,「Sequen
ces of Proteins of Immunological Interest（免疫学的に目的のタンパク質の配列）」(
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米国国立衛生研究所、メリーランド州ベセスダ (1987) を参照のこと)。フレームワーク
領域又はＦＲには、抗体の軽鎖及び重鎖の可変領域内に含まれるＣＤＲの間に挟まれるア
ミノ酸配列領域が含まれる。
【００６１】
　[00069]　本明細書に使用するように、「カノニカル（canonical）」残基という表現は
、Chothia et al.（J. MoL Biol. 196:901-907 (1987); Chothia et al., J. Mol. Biol.
 227:799 (1992), いずれも参照により本明細書に組み込まれる）によって定義されるよ
うな特別なカノニカルＣＤＲ構造を規定するＣＤＲ又はフレームワーク中の残基のことを
指す。Chothia et al. によれば、多くの抗体のＣＤＲの決定的な部分は、アミノ酸配列
のレベルでの大きな多様性にかかわらず、ほとんど同一のペプチド骨格コンホメーション
を有する。それぞれのカノニカル構造は、主に、ループを形成するアミノ酸残基の隣接セ
グメントについてペプチド骨格ねじれ角のセットを特定する。
【００６２】
　[00070]　本明細書に使用するように、「誘導体」という表現は、タンパク質性薬剤（
例、抗体のような、タンパク質、ポリペプチド、及びペプチド）の文脈において、アミノ
酸残基の置換、欠失、及び／又は付加の導入によって改変されたアミノ酸配列を含むタン
パク質性薬剤のことを指す。本明細書に使用される「誘導体」という表現はまた、あらゆ
る種類の分子のタンパク質性薬剤への共有付加によって修飾されたタンパク質性薬剤のこ
とを指す。例えば、限定のためではないが、抗体は、例えば、非グリコシル化、グリコシ
ル化、アセチル化、ペグ化、リン酸化、アミド化、既知の保護／遮断基による誘導体化、
タンパク分解切断、細胞性リガンド又は他のタンパク質への連結、等によって修飾してよ
い。好ましくは、抗体は、非グリコシル化される。タンパク質性薬剤の誘導体は、限定さ
れないが、特異的な化学切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシンの代謝合成、等
が含まれる、当業者に知られた技術を使用する化学的な修飾によって産生してよい。さら
に、タンパク質性薬剤の誘導体は、１以上の非古典的アミノ酸を含有してよい。タンパク
質性薬剤の誘導体は、それが誘導されたタンパク質性薬剤と類似又は同一の機能を保有す
る。
【００６３】
　[00071]　本明細書に使用するように、「障害」又は「疾患」という表現は、被検者の
状態について交換可能的に使用される。
　[00072]　本明細書に使用するように、「ドナー」又は「ドナー抗体」という表現は、
１以上のＣＤＲを提供する抗体のことを指す。好ましい態様において、ドナー抗体は、フ
レームワーク領域が入手されるか又は導かれる抗体とは異なる種由来の抗体である。ヒト
化抗体の文脈において、「ドナー抗体」という用語は、１以上のＣＤＲを提供する非ヒト
（ウサギ）抗体のことを指す。
【００６４】
　[00073]　本明細書に使用するように、「有効量」という表現は、障害又はその１以上
の症状の重症度及び／又は期間を抑制又は改善する、障害の進行を妨げる、障害の退縮を
引き起こす、障害に関連した１以上の症状の再発、進展、発症、又は進行を妨げる、障害
を検出する、又は別の療法（例えば、予防又は療法剤）の予防又は療法効果（複数）を増
強又は向上させるのに十分である療法剤の量のことを指す。
【００６５】
　[00074]　本明細書に使用するように、「エピトープ」という表現は、動物において、
好ましくは哺乳動物において、そして最も好ましくはヒトにおいて抗原性又は免疫原性の
活性を有するポリペプチド又はタンパク質の断片のことを指す。免疫原性の活性を有する
エピトープは、動物において抗体応答を誘発するポリペプチド又はタンパク質の断片であ
る。抗原性の活性を有するエピトープは、当業者によく知られたどの方法によっても、例
えばイムノアッセイによって定量されるように、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断片である。抗原性エピトープは、必ずしも免疫原性である必要はな
い。言及したように、本発明は、好ましくは、抗原標的上の多様な異なるエピトープに対
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して高い親和性のある抗体を生じることが見出されているクローンＢ細胞免疫化アプロー
チを使用して、特異的な標的抗原に対するウサギ抗体を産生する。
【００６６】
　[00075]　本明細書に使用するように、「融合タンパク質」という表現は、第一のタン
パク質又はポリペプチド又はその機能性断片、類似体、又は誘導体のアミノ酸配列と、異
種のタンパク質、ポリペプチド又はペプチド（即ち、第一のタンパク質又はその断片、類
似体、又は誘導体とは異なる、第二のタンパク質又はポリペプチド又はその断片、類似体
、又は誘導体）のアミノ酸配列を含むポリペプチド又はタンパク質（限定されないが、抗
体が含まれる）のことを指す。１つの態様において、融合タンパク質は、異種のタンパク
質、ポリペプチド、又はペプチドへ融合した予防又は療法剤を含む。この態様に従えば、
異種のタンパク質、ポリペプチド、又はペプチドは、予防又は療法剤とは異なる種類のも
のであってもなくてもよい。例えば、免疫調節活性のある２つの異なるタンパク質、ポリ
ペプチド、又はペプチドを一緒に融合させて、融合タンパク質を生成してよい。好ましい
態様において、融合タンパク質は、元のタンパク質、ポリペプチド、又はペプチドの、異
種のタンパク質、ポリペプチド、又はペプチドへ融合される前の活性に比べて改善された
活性を保持するか又は有する。
【００６７】
　[00076]　本明細書に使用するように、「断片」という表現は、別のポリペプチド又は
タンパク質のアミノ酸配列の少なくとも５の隣接アミノ酸残基、少なくとも１０の隣接ア
ミノ酸残基、少なくとも１５の隣接アミノ酸残基、少なくとも２０の隣接アミノ酸残基、
少なくとも２５の隣接アミノ酸残基、少なくとも４０の隣接アミノ酸残基、少なくとも５
０の隣接アミノ酸残基、少なくとも６０の隣接アミノ酸残基、少なくとも７０の隣接アミ
ノ酸残基、少なくともの隣接８０アミノ酸残基、少なくとも９０の隣接アミノ酸残基、少
なくとも１００の隣接アミノ酸残基、少なくとも１２５の隣接アミノ酸残基、少なくとも
１５０の隣接アミノ酸残基、少なくとも１７５の隣接アミノ酸残基、少なくとも２００の
隣接アミノ酸残基、又は少なくとも２５０の隣接アミノ酸残基のアミノ酸配列を含んでな
る、ペプチド又はポリペプチド（限定されないが、抗体が含まれる）のことを指す。具体
的な態様において、タンパク質又はポリペプチドの断片は、そのタンパク質又はポリペプ
チドの少なくとも１つの機能を保持する。
【００６８】
　[00077]　本明細書に使用するように、「機能性断片」という表現は、第二の異なるポ
リペプチド又はタンパク質のアミノ酸配列の少なくとも５の隣接アミノ酸残基、少なくと
も１０の隣接アミノ酸残基、少なくとも１５の隣接アミノ酸残基、少なくとも２０の隣接
アミノ酸残基、少なくとも２５の隣接アミノ酸残基、少なくとも４０の隣接アミノ酸残基
、少なくとも５０の隣接アミノ酸残基、少なくとも６０の隣接アミノ酸残基、少なくとも
７０の隣接アミノ酸残基、少なくとも８０の隣接アミノ酸残基、少なくとも９０の隣接ア
ミノ酸残基、少なくとも１００の隣接アミノ酸残基、少なくとも１２５の隣接アミノ酸残
基、少なくとも１５０の隣接アミノ酸残基、少なくとも１７５の隣接アミノ酸残基、少な
くとも２００の隣接アミノ酸残基、又は少なくとも２５０の隣接アミノ酸残基のアミノ酸
配列を含んでなるペプチド又はポリペプチド（限定されないが、抗体が含まれる）のこと
を指し、ここで前記ポリペプチド又はタンパク質は、この第二の異なるポリペプチド又は
タンパク質の少なくとも１つの機能を保持する。具体的な態様において、ポリペプチド又
はタンパク質の断片は、そのタンパク質又はポリペプチドの少なくとも２、３、４、又は
５つの機能を保持する。好ましくは、特別な抗原へ免疫特異的に結合する抗体の断片は、
抗原へ免疫特異的に結合する能力を保持する。
【００６９】
　[00078]　本明細書に使用するように、「生殖細胞系抗体遺伝子」又は「遺伝子断片」
という表現は、特別な免疫グロブリンの発現のための遺伝子再構成及び突然変異をもたら
す成熟化プロセスを受けていない、非リンパ系細胞によってコードされる免疫グロブリン
配列のことを指す（例えば、Shapiro et al., Crit Rev. Immunol. 22(3): 183-200 (200
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2); Marchalonis et al., Adv Exp Med Biol. 484:13-30 (2001) を参照のこと）。本発
明の様々な態様によって提供される利点の１つは、生殖細胞系抗体遺伝子は、成熟した抗
体遺伝子よりも、その種の個体に特徴的な必須のアミノ酸配列構造を保存する可能性が高
く、それ故に、その種において療法的に使用されるときに、外来起源として認識される可
能性がより低いという認識に由来する。
【００７０】
　[00079]　本明細書に使用するように、「重要（key）」残基という表現は、抗体、特に
ヒト化抗体の結合特異性及び／又は親和性により大きく影響する、可変領域内にある一定
の残基のことを指す。これには、上記に言及した選択性決定残基が含まれ、そしてさらに
、限定されないが、以下の１以上が含まれる：ＣＤＲ残基に隣接している残基、潜在的な
グリコシル化部位（Ｎ又はＯ－グリコシル化部位のいずれもあり得る）、希少残基、抗原
と相互作用することが可能な残基、ＣＤＲと相互作用することが可能な残基、カノニカル
残基、重鎖可変領域と軽鎖可変領域の間の接触残基、Vernier 帯内の残基、及び可変重鎖
ＣＤＲ１の Chothia 定義と第一の重鎖フレームワークの Kabat 定義の間で重なる領域中
の残基。
【００７１】
　[00080]　本明細書に使用するように、「腫瘍壊死因子－α」又は（ＴＮＦ－α）又は
ＴＮＦ－αという表現には、ＧｅｎＢａｎｋタンパク質受入番号：ＣＡＡ２６６６９（ホ
モ・サピエンスＴＮＦ－α）として利用可能な以下の２３３のアミノ酸配列：
　[00081]　ＭＳＴＥＳＭＩＲＤＶＥＬＡＥＥＡＬＰＫＫＴＧＧＰＱＧＳＲＲＣＬＦＬＳ
ＬＦＳＦＬＩＶＡＧＡＴＴＬＦＣＬＬＨＦＧＶＩＧＰＱＲＥＥＦＰＲＤＬＳＬＩＳＰＬＡ
ＱＡＶＲＳＳＳＲＴＰＳＤＫＰＶＡＨＶＶＡＮＰＱＡＥＧＱＬＱＷＬＮＲＲＡＮＡＬＬＡ
ＮＧＶＥＬＲＤＮＱＬＶＶＰＳＥＧＬＹＬＩＹＳＱＶＬＦＫＧＱＧＣＰＳＴＨＶＬＬＴＨ
ＴＩＳＲＩＡＶＳＹＱＴＫＶＮＬＬＳＡＩＫＳＰＣＱＲＥＴＰＥＧＡＥＡＫＰＷＹＥＰＩ
ＹＬＧＧＶＦＱＬＥＫＧＤＲＬＳＡＥＩＮＲＰＤＹＬＤＦＡＥＳＧＱＶＹＦＧＩＩＡＬ（
配列番号１）だけでなく、このＴＮＦ－αアミノ酸配列のあらゆるプレプロ、プロ、成熟
、可溶、及び／又は膜結合形態、並びにこの配列の突然変異体（ムテイン）、スプライス
変異体、オーソログ、相同体、及び変異体が含まれる。
【００７２】
　[00082]　本明細書での「インターロイキン－６」又は（ＩＬ－６）という表現には、
ＧｅｎＢａｎｋタンパク質受入番号：ＮＰ＿０００５９１として利用可能な以下の２１２
のアミノ酸配列：ＭＮＳＦＳＴＳＡＦＧＰＶＡＦＳＬＧＬＬＬＶＬＰＡＡＦＰＡＰＶＰＰ
ＧＥＤＳＫＤＶＡＡＰＨＲＱＰＬＴＳＳＥＲＩＤＫＱＩＲＹＩＬＤＧＩＳＡＬＲＫＥＴＣ
ＮＫＳＮＭＣＥＳＳＫＥＡＬＡＥＮＮＬＮＬＰＫＭＡＥＫＤＧＣＦＱＳＧＦＮＥＥＴＣＬ
ＶＫＩＩＴＧＬＬＥＦＥＶＹＬＥＹＬＱＮＲＦＥＳＳＥＥＱＡＲＡＶＱＭＳＴＫＶＬＩＱ
ＦＬＱＫＫＡＫＮＬＤＡＩＴＴＰＤＰＴＴＮＡＳＬＬＴＫＬＱＡＱＮＱＷＬＱＤＭＴＴＨ
ＬＩＬＲＳＦＫＥＦＬＱＳＳＬＲＡＬＲＱＭ（配列番号２）だけでなく、このＩＬ－６ア
ミノ酸配列のあらゆるプレプロ、プロ、及び成熟形態、並びにこの配列の突然変異体と対
立遺伝子変異体が含まれる変異体が含まれる。
【００７３】
　[00083]　本明細書での「接合コンピテント酵母種」という表現には、培養において安
定的に維持することができるあらゆる二倍体酵母が広く含まれると企図される。そのよう
な酵母の種は、一倍体及び二倍体の形態で存在する。二倍体細胞は、適正な条件の下で、
二倍体形態で無限数の世代の間増殖する場合がある。二倍体細胞はまた、発芽して一倍体
細胞を形成することができる。加えて、連続した接合は、栄養要求性二倍体のさらなる接
合により、四倍体株をもたらすことができる。本発明において、二倍体又は倍数体の酵母
細胞は、好ましくは、接合又はスフェロプラスト融合によって産生される。
【００７４】
　[00084]　本発明の１つの態様において、接合コンピテント酵母は、アルキシオザイマ
（Arxiozyma）；アスコボトリオザイマ（Ascobotryozyma）；シテロマイセス（Citeromyc
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es）；デバリオマイセス（Debaryomyces）；デッケラ（Dekkera）；エレモセシウム（Ere
mothecium）；イサットヘンキア（Issatchenkia）；カザクスタニア（Kazachstania）；
クルイベロマイセス（Kluyveromyces）；コダマエア（Kodamaea）；ロデロマイセス（Lod
deromyces）；パチソレン（Pachysolen）；ピキア（Pichia）；サッカロマイセス（Sacch
aromyces）；サツニスポラ（Saturnispora）；テトラピシスポラ（Tetrapisispora）；ト
ルラスポラ（Torulaspora）；ウィリオプシス（Williopsis）；及びザイゴサッカロマイ
セス（Zygosaccharomyces）属が含まれるサッカロマイセス科のメンバーである。本発明
において潜在的に有用な他の種類の酵母には、ヤロウィア（Yarrowia）、ロドスポリジウ
ム（Rhodosporidium）、カンジダ（Candida）、ハンセヌラ（Hansenula）、フィロバシウ
ム（Filobasium）、フィロバシデッラ（Filobasidella）、スポリディオボロス（Sporidi
obolus）、ブレラ（Bullera）、ロイコスポリジウム（Leucosporidium）、及びフィロバ
シデッラ（Filobasidella）が含まれる。
【００７５】
　[00085]　本発明の好ましい態様において、接合コンピテント酵母は、ピキア属のメン
バーである。本発明のさらに好ましい態様において、ピキア属の接合コンピテント酵母は
、以下の種の１つである：ピキア・パストリス（Pichia pastoris）、ピキア・メタノリ
カ（Pichia metanolica）、及びハンセヌラ・ポリモルファ（Hansenula polymorpha）（
ピキア・アングスタ（Pichia angusta））。本発明の特に好ましい態様において、ピキア
属の接合コンピテント酵母は、ピキア・パストリス（Pichia pastoris）種である。
【００７６】
　[00086]　本明細書での「一倍体酵母細胞」という表現は、その通常のゲノム（染色体
）全体の各遺伝子の単一コピーを有する酵母細胞のことを指す。
　[00087]　本明細書での「倍数体酵母細胞」という表現は、その通常のゲノム（染色体
）全体の各遺伝子の１より多いコピーを有する酵母細胞のことを指す。
【００７７】
　[00088]　本明細書での「二倍体酵母細胞」という表現は、典型的には２つの一倍体細
胞の融合（接合）のプロセスによって形成される、その通常のゲノム全体の各遺伝子の２
つのコピー（対立遺伝子）を有する酵母細胞のことを指す。
【００７８】
　[00089]　本明細書での「四倍体酵母細胞」という表現は、典型的には２つの二倍体細
胞の融合（接合）のプロセスによって形成される、その通常のゲノム全体の各遺伝子の４
つのコピー（対立遺伝子）を有する細胞のことを指す。四倍体は、２、３、又は４の異な
るカセットを担う場合がある。そのような四倍体は、サッカロミセス・セレビシエ（S. c
erevisiae）において、ホモ接合型の自家不和合性ａ／α及びα／α又はａ／ａ二倍体を
選択的に接合させることによって、そしてピキアにおいては、栄養要求性二倍体を得るた
めに一倍体を連続的に接合させることによって入手することができる。例えば、［ｍｅｔ
　ｈｉｓ］一倍体を［ａｄｅ　ｈｉｓ］一倍体と接合させて、二倍体［ｈｉｓ］を得るこ
とができ；そして、［ｍｅｔ　ａｒｇ］一倍体を［ａｄｅ　ａｒｇ］一倍体と接合させて
、二倍体［ａｒｇ］を得て；次いで、この二倍体［ｈｉｓ］ｘ二倍体［ａｒｇ］によって
四倍体の原栄養体を得ることができる。当業者には、二倍体細胞の利益及び使用への言及
が四倍体細胞へも適用され得ることが理解されよう。
【００７９】
　[00090]　「酵母接合」という表現は、２つの一倍体酵母細胞が自然に融合して１つの
二倍体酵母細胞を生成するプロセスのことを指す。
　[00091]　本明細書での「減数分裂」という表現は、二倍体酵母細胞が減数分裂を受け
て、４つの一倍体胞子産物を生成するプロセスのことを指す。次いで、それぞれの胞子は
、発芽して、一倍体の植物的に成長する細胞系を生成する。
【００８０】
　[00092]　本明細書での「選択可能マーカー」という表現は、例えば、形質転換イベン
トを介してその遺伝子を受容する細胞に増殖表現型（物理増殖の特徴）を付与する遺伝子
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又は遺伝子断片である選択可能マーカーのことを指す。選択可能マーカーは、その選択可
能マーカー遺伝子を受容していない細胞が増殖し得ない条件の下で、その細胞が選択増殖
培地において生存及び増殖することを可能にする。選択可能マーカー遺伝子は、一般に、
抗生物質又は他の薬物、温度（２つのｔｓ突然変異体を交配するか又はｔｓ突然変異体が
形質転換されるときに）への抵抗性を細胞に付与する遺伝子のようなポジティブ選択可能
マーカー遺伝子；生合成遺伝子を有さないすべての細胞により必要とされる特定栄養素の
ない培地において増殖する能力を細胞に付与する生合成遺伝子、又は野生型遺伝子を有さ
ない細胞では増殖し得ないことを細胞に付与する突然変異誘発させた生合成遺伝子のよう
なネガティブ選択可能マーカー遺伝子；等が含まれる、いくつかの種類へ分類される。好
適なマーカーには、限定されないが：ＺＥＯ；Ｇ４１８；ＬＹＳ３；ＭＥＴ１；ＭＥＴ３
ａ；ＡＤＥ１；ＡＤＥ３；ＵＲＡ３；等が含まれる
　[00093]　本明細書での「発現ベクター」という表現は、標的宿主細胞内の異種タンパ
ク質の発現のための操作を促進するエレメントを含有するＤＮＡベクターのことを指す。
簡便には、形質転換のための配列の操作とＤＮＡの産生を細菌の宿主、例えば大腸菌にお
いて初めに実施して、通常ベクターには、細菌の複製起点と適正な細菌選択マーカーを含
めて、そのような操作を促進する配列が含まれる。選択マーカーは、選択培養基において
増殖される形質転換された宿主細胞の生存及び増殖に必要なタンパク質をコードする。選
択遺伝子を含有するベクターで形質転換されていない宿主細胞は、その培養基において生
き残らない。典型的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質や他の毒素に対する抵抗性を付与す
る、（ｂ）栄養要求欠乏症を補う、又は（ｃ）複合培地より利用し得ない必須栄養素を供
給するタンパク質をコードする。
【００８１】
　[00094]　本発明の方法における使用に適した発現ベクターには、形質転換された酵母
株を同定するための選択可能な栄養要求性又は薬剤マーカーを含めて、酵母特異的な配列
がさらに含まれる。さらに、薬剤マーカーは、酵母宿主細胞中のベクターのコピー数を増
幅させるために使用される場合がある。
【００８２】
　[00095]　目的のポリペプチドコーディング配列は、そのポリペプチドの酵母細胞にお
ける発現をもたらす転写及び翻訳の調節配列へ機能可能的に連結している。これらのベク
ター成分には、限定されないが、以下の１以上を含めてよい：エンハンサーエレメント、
プロモーター、及び転写終結配列。ポリペプチドの選択のための配列には、例えば、シグ
ナル配列、等も含めてよい。発現ベクターが酵母ゲノムの中へしばしば組み込まれるので
、酵母の複製起点は、任意選択的である。
【００８３】
　[00096]　本発明の１つの態様において、目的のポリペプチドは、該ポリペプチドの酵
母二倍体細胞からの最適化された分泌をもたらす配列に対して、機能可能的に連結してい
るか又は融合している。
【００８４】
　[00097]　核酸配列に関連した「機能可能的に連結している」という表現は、これらの
配列が互いに機能的な関連の中に置かれていることを意味する。例えば、シグナル配列を
コードするＤＮＡは、それがポリペプチドの分泌に参画するプレタンパク質として発現さ
れるならば、そのポリペプチドのＤＮＡへ機能可能的に連結している可能性があり；プロ
モーター又はエンハンサーは、それが配列の転写に影響を及ぼすならば、コーディング配
列へ機能可能的に連結している。一般に、「機能可能的に連結している」は、連結してい
るＤＮＡ配列が隣接していて、分泌リーダーの場合は、隣接してリーディングフレームに
あることを意味する。しかしながら、エンハンサーは、隣接していなくてもよい。連結は
、簡便な制限部位でのライゲーションによって、あるいは当業者に馴染みのＰＣＲ／組換
え法により達成される（ＧａｔｅｗａｙＲＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
，カリフォルニア州カールスバッド）。そのような部位が存在しなければ、合成オリゴヌ
クレオチドアダプター又はリンカーを慣用の実践に従って使用する。
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【００８５】
　[00098]　「プロモーター」という表現は、構造遺伝子の開始コドンに対して上流（５
’）に（一般に、約１００～１０００塩基対以内に）位置して、それらが機能可能的に連
結している特別な核酸配列の転写及び翻訳を制御する非翻訳配列のことを指す。そのよう
なプロモーターは、誘導性プロモーター、構成的プロモーター、及び抑制性プロモーター
（リプレッサーの非存在に応答して転写のレベルを高める）といういくつかのクラスへ分
類される。誘導性プロモーターは、培養条件のある変化（例えば、栄養素の存在又は非存
在又は温度変化）に応答して、その制御下にあるＤＮＡからの転写の増加レベルを始動さ
せることができる。
【００８６】
　[00099]　酵母プロモーター断片は、相同的組換えや酵母ゲノム中の同じ部位への発現
ベクターの組込みの部位としても役立つ場合がある；あるいは、選択可能マーカーは、相
同的組換えの部位として使用される。ピキアの形質転換については、Cregg et al. (1985
) MoI. Cell. Biol. 5:3376-3385 に記載されている。
【００８７】
　[000100]　ピキア由来の好適なプロモーターの例には、ＡＯＸＩプロモーター（Cregg 
et al. (1989) MoI. Cell. Biol. 9:1316-1323）；ＩＣＬ１プロモーター（Menendez et 
al. (2003) Yeast 20(13): 1097-108）；グリセロアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナ
ーゼプロモーター（ＧＡＰ）（Waterham et al. (1997) Gene 186 (1): 37-44）；及びＦ
ＬＤ１プロモーター（Shen et al. (1998) Gene 216(l):93-102）が含まれる。ＧＡＰプ
ロモーターは、強い構成的プロモーターであり、ＡＯＸ及びＦＬＤ１プロモーターは、誘
導性である。
【００８８】
　[000101]　他の酵母プロモーターには、ＡＤＨＩ、アルコールデヒドロゲナーゼＩＩ、
ＧＡＬ４、ＰＨＯ３、ＰＨＯ５、Ｐｙｋ、及びそれらより導かれるキメラプロモーターが
含まれる。その上に、本発明では、哺乳動物、昆虫、植物、爬虫類、両生類、ウイルス、
及び鳥のプロモーターのような非酵母プロモーターも使用してよい。最も典型的には、プ
ロモーターは、哺乳動物プロモーター（潜在的には、発現される遺伝子に対して内因性の
）を含むか、又は酵母系において効率的な転写をもたらす酵母又はウイルスのプロモータ
ーを含む。
【００８９】
　[000102]　目的のポリペプチドは、直接的にだけでなく、異種ポリペプチド（例えば、
シグナル配列、又は成熟したタンパク質又はポリペプチドのＮ末端に特異的な切断部位を
有する他のポリペプチド）との融合ポリペプチドとしても組換え的に産生してよい。一般
に、シグナル配列は、ベクターの成分であっても、それは、ベクターへ挿入されるポリペ
プチドコーディング配列の一部であってもよい。選択される異種シグナル配列は、好まし
くは、宿主細胞内で利用可能な標準経路の１つを介して認識されて処理されるものである
。サッカロミセス・セレビシエ（S. cerevisiae）α因子のプレプロシグナルは、ピキア
・パストリス（P. pastoris）由来の多様な組換えタンパク質の選択に有効であることが
証明されている。他の酵母シグナル配列には、接合因子αシグナル配列、インベルターゼ
シグナル配列、及び他の分泌される酵母ポリペプチドから導かれるシグナル配列が含まれ
る。その上に、これらのシグナルペプチド配列は、二倍体酵母発現系において増強される
分泌をもたらすように工学処理してよい。注目される他のシグナルには、分泌されるタン
パク質に対して異種であっても、分泌されるタンパク質のネイティブ配列であってもよい
、哺乳動物のシグナル配列も含まれる。シグナル配列には、プレペプチド配列が含まれ、
いくつかの事例では、プロペプチド配列が含まれる場合がある。免疫グロブリン鎖上に見
出されるシグナル配列、例えば、Ｋ２８プレプロトキシン配列、ＰＨＡ－Ｅ、ＦＡＣＥ、
ヒトＭＣＰ－１、ヒト血清アルブミンシグナル配列、ヒトＩｇ重鎖、ヒトＩｇ軽鎖、等が
含まれる、多くのそのようなシグナル配列が当該技術分野で知られている。例えば、Hash
imoto et. al. Protein Eng 11(2) 75 (1998); 及び Kobayashi et. al. Therapeutic Ap
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heresis 2(4) 257 (1998) を参照のこと。
【００９０】
　[000103]　転写は、転写アクチベータ配列をベクターへ挿入することによって高めるこ
とができる。これらのアクチベータは、通常約１０～３００塩基対である、ＤＮＡのｃｉ
ｓ作用性エレメントであって、その転写を高めるようにプロモーターに作用する。転写エ
ンハンサーは、相対的に配向や位置に無関係であり、転写単位に対して５’及び３’に、
イントロンの内部に、並びにコーディング配列それ自体の内部に見いだされてきた。エン
ハンサーは、コーディング配列に対して５’又は３’の位置で発現ベクターへ継いでよい
が、好ましくは、プロモーターから５’の部位に位置づけられる。
【００９１】
　[000104]　真核宿主細胞に使用される発現ベクターは、転写の終結のために、そしてｍ
ＲＮＡを安定化させるために必要な配列も含有してよい。そのような配列は、通常、真核
又はウイルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの非翻訳領域にある、翻訳終結コドンに対して３’よ
り入手可能である。これらの領域は、ｍＲＮＡの非翻訳部分にあるポリアデニル化断片と
して転写されるヌクレオチドセグメントを含有する。
【００９２】
　[000105]　上記に列挙した構成要素の１以上を含有する好適なベクターの構築は、標準
的なライゲーション技術又はＰＣＲ／組換え法を利用する。単離したプラスミド又はＤＮ
Ａ断片を切断し、特別設計して、組換え法に必要とされるか又はそれによるプラスミドを
産生することが望まれる形態で再連結させる。構築したプラスミド中の正確な配列を確定
する分析のために、このライゲーション混合物を使用して宿主細胞を形質転換させ、適宜
抗生物質抵抗性（例、アンピシリン又はＺｅｏｃｉｎ）によって、成功した形質転換体を
選択する。この形質転換体よりプラスミドを調製し、制限エンドヌクレアーゼによって解
析し、及び／又は配列決定する。
【００９３】
　[000106]　ＤＮＡ配列をベクターへ挿入するには、断片の制限及びライゲーションへの
代替法として、ａｔｔ部位と組換え酵素に基づく組換え法を使用してよい。そのような方
法については、例えば、Landy (1989) Ann. Rev. Biochem. 58: 913-949 によって記載さ
れていて、当業者に知られている。そのような方法は、λ及び大腸菌によりコードされる
組換えタンパク質の混合物によって媒介される分子間ＤＮＡ組換えを利用する。組換えは
、相互作用するＤＮＡ分子上の特異的な付着（ａｔｔ）部位の間で起こる。ａｔｔ部位の
記載については、ラムダＩＩ、ワインバーグ監修（ニューヨーク州コールドスプリングハ
ーバー：コールドスプリングハーバー出版局）211-250 頁中、Weisberg and Landy (1983
)「Site-Specific Recombination in Phage Lambda（ラムダファージにおける部位特異的
組換え）」を参照のこと。この組換え部位の側面にあるＤＮＡセグメントは、組換えの後
で、ａｔｔ部位が、それぞれの親ベクターにより供与される配列より構成されるハイブリ
ッド配列になるように切り換えられる。この組換えは、あらゆるトポロジーのＤＮＡの間
で起こり得る。
【００９４】
　[000107]　Ａｔｔ部位は、目的の配列を適正なベクターへライゲートすること；ａｔｔ
Ｂ部位を含有するＰＣＲ産物を特異的プライマーの使用により産生すること；ａｔｔ部位
を含有する適正なベクターへクローン化されるｃＤＮＡライブラリーを産生すること；等
によって、目的の配列へ導入することができる。
【００９５】
　[000108]　フォールディングは、本明細書に使用するように、アミノ酸残基の間の相互
作用がその構造を安定化するように作用する、ポリペプチド及びタンパク質の三次元構造
のことを指す。構造を決定するときには、非共有性の相互作用が重要であるが、通常、目
的のタンパク質は、２つのシステイン残基によって形成される分子内及び／又は分子間の
共有ジスルフィド結合を有するものである。天然に存在するタンパク質及びポリペプチド
又はその誘導体及び変異体にとって、適切なフォールディングとは、典型的には、最適な
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生物活性をもたらす配置であって、簡便には、活性、例えば、リガンド結合、酵素活性、
等のアッセイによってモニターすることができる。
【００９６】
　[000109]　いくつかの事例において、例えば、所望の産物が合成起源である場合、生物
活性に基づくアッセイは、さほど意味がないであろう。そのような分子の適切なフォール
ディングは、物理特性、エネルギー考察、モデリング試験、等に基づいて決定してよい。
【００９７】
　[000110]　発現宿主は、フォールディングやジスルフィド結合形成を増強する１以上の
酵素、即ち、フォルダーゼ、シャペロニン、等をコードする配列の導入によってさらに修
飾してよい。その酵母宿主細胞では、当該技術分野で知られるようなベクター、マーカー
、等を使用して、そのような配列を構成的又は誘導的に発現させることができる。好まし
くは、所望される発現パターンに十分な転写調節エレメントが含まれる配列は、標的指向
される方法論により、酵母ゲノムに安定的に組み込まれる。
【００９８】
　[000111]　例えば、真核ＰＤＩは、タンパク質システイン酸化とジスルフィド結合異性
化の効率的な触媒であるだけでなく、シャペロン活性も示す。ＰＤＩの同時発現は、多数
のジスルフィド結合を有する活性タンパク質の産生を促進することができる。また注目さ
れるのは、ＢＩＰ（免疫グロブリン重鎖結合タンパク質）；シクロフィリン；等の発現で
ある。本発明の１つの態様では、一倍体の親株のそれぞれが異なったフォールディング酵
素を発現する。例えば、ある株がＢＩＰを発現して、他の株がＰＤＩ又はその組合せを発
現してよい。
【００９９】
　[000112]　「所望のタンパク質」又は「標的タンパク質」という用語は、交換可能的に
使用されて、一般に、本明細書に記載されるヒト化抗体又はその結合部分のことを指す。
本発明において、出発材料として有用な抗体を本発明に従って産生するための供給源は、
ウサギである。数多くの抗体コーディング配列がすでに記載されている；そして他のもの
は、当該技術分野でよく知られた方法によって産生することができる。その例には、キメ
ラ抗体、ヒト抗体、及び他の非ヒト哺乳動物の抗体、ヒト化抗体、単鎖抗体（ｓｃＦｖｓ
）、ラクダ抗体、ＳＩＭＰＳ、並びにＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、等のような抗
体断片が含まれる。
【０１００】
　[000113]　例えば、抗体又は抗原結合断片は、遺伝子工学によって産生することができ
る。この技術では、他の方法と同様に、抗体産生細胞を所望の抗原又は免疫原へ感作させ
る。抗体産生細胞より単離したメッセンジャーＲＮＡを鋳型として使用して、ＰＣＲ増幅
を使用してｃＤＮＡを作製する。増幅した免疫グロブリンｃＤＮＡの適正な切片の発現ベ
クターへの挿入によって、最初の抗原特異性を保持する１つの重鎖遺伝子と１つの軽鎖遺
伝子をそれぞれ含有するベクターのライブラリーを産生する。重鎖遺伝子ライブラリーを
軽鎖遺伝子ライブラリーと組み合わせることによって、コンビナトリアルライブラリーを
構築する。これは、重鎖と軽鎖（抗体分子のＦａｂ断片又は抗原結合断片に似ている）を
同時発現するクローンのライブラリーをもたらす。これらの遺伝子を担うベクターを宿主
細胞へ同時トランスフェクトする。このトランスフェクトされた宿主において抗体遺伝子
合成が誘導されるとき、重鎖及び軽鎖のタンパク質は、自己集合して、抗原又は免疫原を
用いたスクリーニングによって検出され得る活性抗体を産生する。
【０１０１】
　[000114]　目的の抗体コーディング配列には、ネイティブ配列によってコードされるも
の、並びに、遺伝暗号の縮重性のために、開示される核酸に対して配列が同一でない核酸
とその変異体が含まれる。変異体ポリペプチドには、アミノ酸（ａａ）の置換、付加、又
は欠失が含まれ得る。アミノ酸置換は、保守的なアミノ酸置換、又は、グリコシル化部位
を改変すること、又は機能に必要でない１以上のシステイン残基の置換又は欠失によって
ミスフォールディングを最小化することのような、非本質的なアミノ酸を消失させる置換
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であり得る。変異体は、タンパク質の特別な領域（例、機能性ドメイン、触媒性アミノ酸
残基、等）の増強された生物活性を保持するか又は有するように設計することができる。
変異体にはまた、本明細書に開示されるポリペプチドの断片、特に、生物活性のある断片
及び／又は機能性ドメインに対応する断片が含まれる。クローン化遺伝子の in vitro 突
然変異誘発用の技術が知られている。本発明にまた含まれるのは、タンパク分解的な分解
に対するその抵抗性を向上させるか又は溶解特性を最適化するか又はそれらを治療薬剤と
してより適したものにするように、通常の分子生物学技術を使用して修飾されたポリペプ
チドである。
【０１０２】
　[000115]　キメラ抗体は、ある種の抗体産生細胞より得られる可変軽鎖及び重鎖領域（
ＶＬ及びＶＨ）を別の種からの定常軽鎖及び重鎖領域と組み合わせることによる組換え手
段によって作製することができる。典型的には、キメラ抗体は、ヒトドメインが優勢であ
る抗体を産生するために、齧歯動物又はウサギの可変領域とヒトの定常領域を利用する。
そのようなキメラ抗体の産生については当該技術分野でよく知られていて、標準手段（例
えば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第５，６２４，６５９号
に記載されるような）によって達成することができる。さらに、本発明のキメラ抗体のヒ
ト定常領域は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＧ５、ＩｇＧ６、ＩｇＧ
７、ＩｇＧ８、ＩｇＧ９、ＩｇＧ１０、ＩｇＧ１１、ＩｇＧ１２、ＩｇＧ１３、ＩｇＧ１
４、ＩｇＧ１５、ＩｇＧ１６、ＩｇＧ１７、ＩｇＧ１８又はＩｇＧ１９の定常領域より選
択され得ると考慮される。
【０１０３】
　[000116]　「所望の分泌される異種ポリペプチドを安定的に発現するか又は延長期間の
間発現する倍数体酵母」という表現は、前記ポリペプチドを少なくとも数日～１週間、よ
り好ましくは少なくとも１ヶ月、なおより好ましくは少なくとも１～６ヶ月間、そしてさ
らにより好ましくは１年以上の間、発現の閾値レベル（典型的には、少なくとも１０～２
５ｍｇ／リットルで、好ましくは、実質的にそれ以上）で分泌する酵母培養物のことを指
す。
【０１０４】
　[000117]　「所望される量の組換えポリペプチドを分泌する倍数体酵母培養物」という
表現は、安定的に、又は延長期間の間、少なくとも１０～２５ｍｇ／リットルの異種ポリ
ペプチド、より好ましくは、少なくとも５０～５００ｍｇ／リットル、そして最も好まし
くは、５００～１０００ｍｇ／リットル以上の異種ポリペプチドを分泌する培養物のこと
を指す。
【０１０５】
　[000118]　ポリヌクレオチド配列の遺伝暗号に従った翻訳がポリペプチド配列を生じる
（即ち、ポリヌクレオチド配列がポリペプチド配列を「コードする」）ならば、ポリヌク
レオチド配列は、ポリペプチド配列に「対応する」。２つの配列が同じポリペプチド配列
をコードするならば、一方のポリヌクレオチド配列は、他方のポリヌクレオチド配列に「
対応する」。
【０１０６】
　[000119]　ＤＮＡ構築体の「異種」領域又は「異種ドメイン」という表現は、より大き
なＤＮＡ分子内にあって、自然界ではそのより大きな分子と関連して見出されない、同定
可能なＤＮＡのセグメントのことを指す。従って、この異種領域が哺乳動物の遺伝子をコ
ードするとき、その遺伝子は、通常、その起源生物のゲノム中の哺乳動物ゲノムＤＮＡの
側面にないＤＮＡの側面に置かれることになる。異種領域の別の例は、コーディング配列
それ自体が天然に見出されない構築体（例えば、ゲノムコーディング配列がイントロンを
含有するｃＤＮＡ、又はネイティブ遺伝子とは異なるコドンを有する合成配列）である。
対立遺伝子変異又は天然に存在する突然変異イベントでは、本明細書に定義されるような
ＤＮＡの異種領域を生じない。
【０１０７】
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　[000120]　「コーディング配列」という表現は、タンパク質又はペプチドの配列に（遺
伝暗号に照らして）対応するか又はそれをコードするコドンのインフレーム配列のことを
指す。２つのコーディング配列は、その配列又はそれらの相補配列が同じアミノ酸配列を
コードするならば、互いに対応する。適正な調節配列と関連したコーディング配列を転写
してポリペプチドへ翻訳することができる。ポリアデニル化シグナルと転写終結配列は、
通常、コーディング配列に対して３’に位置するものである。
【０１０８】
　[000121]　本明細書での「ベクター」という表現は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はタンパク質
のような外来物質を生物又は宿主細胞へ導入するために使用される材料のことを指す。典
型的なベクターには、組換えウイルス（ポリヌクレオチド用）とリポソーム（ポリペプチ
ド用）が含まれる。「ＤＮＡベクター」は、別のポリヌクレオチドセグメントをそれへ付
着させて、付着したセグメントの複製をもたらすことができる、プラスミド、ファージ、
又はコスミドのようなレプリコンである。本明細書において、「発現ベクター」は、適正
な宿主細胞によるポリペプチド合成を指令する調節配列を含有するＤＮＡベクターである
。これは、通常、ＲＮＡポリメラーゼへ結合してｍＲＮＡの転写を開始させるプロモータ
ー、並びに、ｍＲＮＡのポリペプチド（複数）への翻訳を指令するリボソーム結合部位と
開始シグナルを意味する。ポリヌクレオチド配列を発現ベクターへ適切な部位に正確なリ
ーディングフレームで取り込むことに続く、適正な宿主細胞のベクターによる形質転換に
よって、前記ポリヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチドの産生が可能になる
。
【０１０９】
　[000122]　ポリヌクレオチド配列の文脈における「増幅」という用語は、特別な核酸配
列の多数のコピーの in vitro 産生のことである。増幅された配列は、通常、ＤＮＡの形
態である。そのような増幅を行うための多様な技術が Van Brunt (1990, Bio/Technol., 
8(4):291-294) による概説論文に記載されている。ポリメラーゼ連鎖反応又はＰＣＲは、
核酸増幅の原型であり、本発明でのＰＣＲの使用は、他の好適な増幅の例示としてみなす
べきである。
【発明を実施するための形態】
【０１１０】
　[000123]　本主題のヒト化方法は、あらゆるウサギ抗体又はその可変領域（即ち、これ
らの抗体は、異なる所望の抗原へ特異的に結合することができる）をヒト化するのに総じ
て適用可能である。その上、本主題のヒト化アプローチは、他の種の抗体、例えば、異な
るウサギ及び野ウサギが含まれる、ウサギ目又はウサギ科の他の哺乳動物のような、ウサ
ギに近縁の動物由来の抗体をヒト化するのに適用可能であり得る。これらの哺乳動物は、
家畜化されたウサギに近縁であるので、本発明においてヒト化の供給源又はウサギ抗体と
して使用される、家畜化ウサギ種に近縁の可変配列を保有するはずである。従って、ヒト
化抗ＴＮＦ－α又は抗ＩＬ－６抗体の合成に対応する以下の記載は、例示である。本発明
のヒト化プロトコールは、図１に概略的に図示されて、以下に詳しく記載される。以下に
開示する方法の記載は、全般に適用可能な規則だけでなく、図２に１例として示す特異的
配列へのそれらの規則の応用を提供する。
【０１１１】
　[000124]　本発明は、本主題のヒト化戦略の、どの所望の抗原にも特異的である、ヒト
化重鎖及び軽鎖と抗体及び抗体断片を産生することへの使用を考慮する。好適な抗原の例
には、増殖因子、サイトカイン、酵素、ホルモン、腫瘍特異抗原、癌遺伝子、他のような
ヒトタンパク質、アレルゲン、細菌、ウイルス、真菌、酵母、寄生虫、他のような感染作
用体由来の抗原、毒素、等が含まれる。下記の実施例は、ＴＮＦ－α及びＩＬ－６に特異
的なヒト化ウサギ抗体を得るのに有用な方法を例示して、本発明の方法とその内在する利
点を例解する。
【０１１２】
　[000125]　本発明はまた、本発明に従って産生されるヒト化重鎖又は軽鎖の１以上が含
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まれる抗体断片を考慮する。本発明は、具体的には、ＴＮＦ－α又はＩＬ－６への結合特
異性を有するヒト化抗体断片を考慮する。そのような抗体断片は、以下の非限定的な形態
の１以上に存在してよい：Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、及び単鎖Ｆｖ抗体
の形態。
【０１１３】
　[000126]　先に言及したように、本発明の好ましくて例示の態様において、ヒト化に使
用される抗体は、本明細書で言及するヒト化の方法の開始に先立って、１以上のクローン
抗原特異的なウサギＢ細胞集団より生じるか又は選択される。
【０１１４】
　[000127]　上記に述べたように、抗体とその断片は、化学リンカーのようなエフェクタ
ー部分、例えば、蛍光色素、酵素、基質、生物発光材料、放射活性材料、及び化学発光部
分のような検出可能部分、又は、例えば、ストレプタビジン、アビジン、ビオチン、サイ
トトキシン、細胞傷害剤、及び放射活性材料のような機能性部分を付加するように、翻訳
後に修飾されてよい。
【０１１５】
　[000128]　検出可能部分に関して言えば、さらなる例示の酵素には、限定されないが、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、アルカリホスファターゼ、
β－ガラクトシダーゼ、及びルシフェラーゼが含まれる。さらなる例示の蛍光材料には、
限定されないが、ローダミン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ウ
ンベリフェロン、ジクロロトリアジニルアミン、フィコエリスリン、及び塩化ダンシルが
含まれる。さらなる例示の化学発光部分には、限定されないが、ルミノールが含まれる。
さらなる例示の生物発光材料には、限定されないが、ルシフェリンとエクオリンが含まれ
る。さらなる例示の放射活性材料には、限定されないが、ヨウ素１２５（１２５Ｉ）、炭
素１４（１４Ｃ）、イオウ３５（３５Ｓ）、トリチウム（３Ｈ）、及びリン３２（３２Ｐ
）が含まれる。
【０１１６】
　[000129]　機能性部分に関して言えば、例示の細胞傷害剤には、限定されないが、メト
トレキセート、アミノプテリン、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン
、５－フルオロウラシルデカルバジン；メクロレタミン、チオテパ、クロラムブシル、メ
ルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、マイトマイシンＣ、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、
１－メチルニトロソ尿素、シクロホスファミド、メクロレタミン、ブスルファン、ジブロ
モマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣ、ｃｉｓ－ジクロロジアミン白
金（ＩＩ）（ＤＤＰ）（シスプラチン）、及びカルボプラチン（パラプラチン）のような
アルキル化剤が含まれ；アントラサイクリン類には、ダウノルビシン（以前は、ダウノマ
イシン）、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、デトルビシン、カルミノマイシン、イ
ダルビシン、エピルビシン、ミトザントロン、及びビサントレンが含まれ；抗生物質には
、ダクチノマイシン（アクチノマイシンＤ）、ブレオマイシン、カリケアマイシン、ミト
ラマイシン、及びアントラマイシン（ＡＭＣ）が含まれ；そして、植物アルカロイド、ビ
ンクリスチン、及びビンブラスチンのような抗有糸分裂剤が含まれる。他の細胞傷害剤に
は、パクリタキセル（タキソール）、リシン、シュードモナス外毒素、ゲンシタビン、サ
イトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、エトポシド、テノポシド
、コルヒチン、ジヒドロキシアントラシンジオン、１－デヒドロテストステロン、グルコ
コルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、ピューロマ
イシン、プロカルバジン、ヒドロキシ尿素、アスパラギナーゼ、コルチコステロイド、ミ
トタン（Ｏ，Ｐ’－（ＤＤＤ））、インターフェロン、及びこれらの細胞傷害剤の混合物
が含まれる。
【０１１７】
　[000130]　さらなる細胞傷害剤には、限定されないが、カルボプラチン、シスプラチン
、パクリタキセル、ゲンシタビン、カリケアマイシン、ドキソルビシン、５－フルオロウ
ラシル、マイトマイシンＣ、アクチノマイシンＤ、シクロホスファミド、ビンクリスチン
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、及びブレオマイシンのような化学療法剤が含まれる。リシン、ジフテリア毒素、及びシ
ュードモナス毒素のような植物及び細菌由来の有毒酵素も、ヒト化抗体又はその結合断片
へコンジュゲートして、細胞タイプ特異的な殺傷試薬を産生することができる（Youle, e
t al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:5483 (1980); Gilliland, et al., Proc. Nat'l 
Acad. Sci. USA 77:4539 (1980); Krolick, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:54
19 (1980)）。
【０１１８】
　[000131]　他の細胞傷害剤には、米国特許第６，６５３，１０４号において Goldenber
g により記載されるような細胞傷害性リボヌクレアーゼが含まれる。本発明の態様はまた
、α又はβ粒子を放射する放射性核種が複合体形成剤の使用を伴うか又は伴わずに抗体又
はその結合断片へ安定的に共役している、放射免疫コンジュゲートに関する。そのような
放射性核種には、リン－３２（３２Ｐ）、スカンジウム－４７（４７Ｓｃ）、銅－６７（
６７Ｃｕ）、ガリウム－６７（６７Ｇａ）、イットリウム－８８（８８Ｙ）、イットリウ
ム－９０（９０Ｙ）、ヨウ素－１２５（１２５Ｉ）、ヨウ素－１３１（１３１Ｉ）、サマ
リウム－１５３（１５３Ｓｍ）、ルテチウム－１７７（１７７Ｌｕ）、レニウム－１８６
（１８６Ｒｅ）、又はレニウム－１８８（１８８Ｒｅ）のようなβ放射体とアスタチン－
２１１（２１１Ａｔ）、鉛－２１２（２１２Ｐｂ）、ビスマス－２１２（２１２Ｂｉ）又
は２１３（２１３Ｂｉ）、又はアクチニウム－２２５（２２５Ａｃ）のようなα放射体が
含まれる。
【０１１９】
　[000132]　当該技術分野では、例えば、Hunter et al, Nature 144:945 (1962); David
 et al, Biochemistry 13:1014 (1974); Pain et al, J. Immunol. Meth. 40:219 (1981)
; 及び Nygren, J., Histochem. and Cytochem. 30:407 (1982) により記載される方法の
ような、抗体又はその結合断片を検出可能部分、等へコンジュゲートするための方法が知
られている。
【０１２０】
　[000133]　本明細書に記載の態様には、本明細書に示す抗体、抗体断片、ポリペプチド
、可変領域、及びＣＤＲに実質的には相同である変異体及び同等物がさらに含まれる。こ
れらには、例えば、保守的置換突然変異（即ち、類似したアミノ酸による１以上のアミノ
酸の置換）を含めてよい。例えば、保守的な置換は、あるアミノ酸を同じ一般クラス内の
別のアミノ酸で（例えば、ある酸性アミノ酸を別の酸性アミノ酸で、ある塩基性アミノ酸
を別の塩基性アミノ酸で、又はある中性アミノ酸を別の中性アミノ酸で）置換することを
指す。保守的なアミノ酸置換によって企図されることは、当該技術分野でよく知られてい
る。
【０１２１】
　[000134]　別の態様において、本発明は、本明細書に示す抗体断片、可変領域、及びＣ
ＤＲのヒト化ポリペプチド配列のどの１以上に対しても少なくとも９０％以上の配列相同
性を有するポリペプチド配列を考慮する。より好ましくは、本発明は、本発明に従って産
生されるヒト化抗体断片のどの１以上に対しても、少なくとも９５％以上の配列相同性、
なおより好ましくは、少なくとも９８％以上の配列相同性、そしてさらにより好ましくは
、少なくとも９９％以上の配列相同性を有するヒト化ポリペプチド配列を考慮する。
【０１２２】
　[000135]　本発明のヒト化プロトコールの重大な利点は、本発明に従って産生されるヒ
ト化可変配列を含有する抗体の結合親和性が、親ウサギ抗体に比べて、実質的にはインタ
クト（不変）なままであることである。好ましくは、ヒト化抗ＩＬ－６又はＴＮＦ－α抗
体とその断片のような、本発明によって産生されるヒト化抗体は、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
、又はヒトの療法に有用な別の抗原に対する結合特異性を有して、５ｘ１０－７Ｍ－１、
１０－７Ｍ－１、５ｘ１０－８Ｍ－１、１０－８Ｍ－１、５ｘ１０－９Ｍ－１、１０－９

Ｍ－１、５ｘ１０－１０Ｍ－１、１０－１０Ｍ－１、５ｘ１０－１１Ｍ－１、１０－１１

Ｍ－１、５ｘ１０－１２Ｍ－１、１０－１２Ｍ－１、５ｘ１０－１３Ｍ－１、１０－１３
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Ｍ－１、５ｘ１０－１４Ｍ－１、１０－１４Ｍ－１、５ｘ１０－１５Ｍ－１、又は１０－

１５Ｍ－１以下の解離定数（ＫＤ）でその抗原へ結合するものである。好ましくは、本主
題のヒト化抗体は、ＩＬ－６又はＴＮＦ－αのようなその抗原標的へ５ｘ１０－１０Ｍ－

１以下の解離定数で結合する。
【０１２３】
　[000136]　本発明の別の態様において、ウサギ抗体より産生されるヒト化抗体及び断片
は、ＩＬ－６又はＴＮＦ－αのような抗原に対する結合特異性を１０－４Ｓ－１、１０－

５Ｓ－１、５ｘ１０－６Ｓ－１、１０－６Ｓ－１、５ｘ１０－７Ｓ－１、又は１０－７Ｓ
－１以下の解離速度で保有する。
【０１２４】
　[000137]　本発明のさらなる態様において、本発明の本主題のヒト化抗体とその断片の
活性は、ＴＮＦ－αのような抗原への結合特異性を有して、特別な抗原の機能に作動する
（agonize）か又は拮抗する活性を示す。好ましくは、抗原は治療標的であり、ヒト化抗
体は、ＩＬ－６又はＴＮＦのような特別な抗原、又はヒト腫瘍ポリペプチド、自己抗原、
アレルゲン、又は感染作用体に特異的な抗原のような別の治療標的に関連した疾患及び障
害の症状を改善又は抑制するか、あるいはそれを治療する。
【０１２５】
　[000138]　Ｂ細胞のスクリーニング及び単離
　[000139]　注記したように、本発明は、あらゆるウサギ抗体、即ち、どの所望の抗原へ
も特異的なウサギ抗体を効率的にヒト化することに応用可能な一般法を提供する。これら
の抗体は、ハイブリドーマ細胞、血清から、又はウサギ抗体又は他のウサギ目の動物のよ
うな近縁種の抗体を分泌する免疫細胞から導いてよい。免疫細胞を使用するならば、これ
らの細胞は、以下のＢ細胞単離プロトコールによって導かれる、所望の標的抗原に特異的
な抗体を分泌するＢ細胞を構成することが好ましい。このプロトコールは、選択時に、良
好な結合親和性のある抗体を生じるＢ細胞の集団をもたらして、さらに、完全なレパート
リー又は多様性の抗体、即ち、広範囲の異なるエピトープへ結合するものが含まれる抗体
の集団を生じることが見出されている。この好ましい態様において、本発明は、免疫ウサ
ギより入手される抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団を単離する、少なくとも１つの抗原特
異的な細胞を単離するために使用し得る方法を提供する。下記に記載して例示するように
、これらの方法は、別々に、組み合わせて、連続的に、反復的に、又は周期的に使用し得
る一連の培養及び選択工程を含有する。好ましくは、これらの方法は、所望の抗原へ特異
的であるモノクローナル抗体、又はそのような抗体へ対応する核酸配列を産生するために
使用し得る、少なくとも１つの抗原特異的な細胞を単離するために使用する。
【０１２６】
　[000140]　本質的には、これらの方法は、以下の工程を含む：
　[000141]　ａ．少なくとも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含んでなる細胞集団を調製する工
程；
　[000142]　ｂ．その細胞集団を、例えばクロマトグラフィーによって濃縮して、少なく
とも１つの抗原特異的Ｂ細胞を含んでなる濃縮細胞集団を生成する工程；
　[000143]　ｃ．濃縮Ｂ細胞集団より単一Ｂ細胞を単離する工程；及び
　[000144]　ｄ．この単一Ｂ細胞がその抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定す
る工程。
【０１２７】
　[000145]　これらの方法は、単一の抗体産生Ｂ細胞を単離する方法への改善を提供し、
その改善は、抗原へ免疫化又は自然曝露された宿主より得られるＢ細胞集団を濃縮する工
程を含んでなり、ここでその濃縮工程は、どの選択工程にも先行し、少なくとも１つの培
養工程を含み、前記抗原へ特異的な単一のモノクローナル抗体を産生するＢ細胞のクロー
ン集団を生じる。
【０１２８】
　[000146]　本発明のヒト化アプローチにおいて本出願全体を通して利用する抗体を分泌
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するウサギＢ細胞を導くために好ましくは使用されるそのような方法に関して言えば、「
Ｂ細胞のクローン集団」は、所望の抗原に特異的な単一の抗体だけを分泌するＢ細胞の集
団のことを指す。即ち、これらの細胞は、所望の抗原に特異的な唯一種のモノクローナル
抗体だけを産生するということである。
【０１２９】
　[000147]　そのような方法について記載する場合、細胞集団を「濃縮する工程」という
表現は、所望の細胞、典型的には、混合した細胞集団（例えば、所望の抗原に対して免疫
化された宿主より導かれるＢ細胞含有単離物）に含まれる抗原特異的な細胞の頻度を高め
る工程を意味する。従って、濃縮細胞集団には、濃縮工程の結果として、より高い頻度の
抗原特異的な細胞を有する細胞集団が含まれるが、この細胞の集団は、異なる抗体を含有
及び産生する場合がある。
【０１３０】
　[000148]　そのような方法について記載する場合、「細胞集団」という一般的な表現に
は、濃縮前及び後の細胞集団が含まれ、多数の濃縮工程が実施されるときは、ある細胞集
団が濃縮前と濃縮後の両方であり得ることが銘記される。より好ましくは、抗原特異的Ｂ
細胞のクローン集団を導くためのこれらの方法は以下の工程を含む：
　[000149]　ａ．免疫化した宿主より細胞集団を採取して、採取された細胞集団を入手す
る工程；
　[000150]　ｂ．採取された細胞集団より少なくとも１つの単一細胞懸濁液を創製する工
程；
　[000151]　ｃ．少なくとも１つの単一細胞懸濁液を濃縮して、第一の濃縮細胞集団を生
成する工程；
　[000152]　ｄ．第一の濃縮細胞集団を濃縮して、第二の濃縮細胞集団を生成する工程；
　[000153]　ｅ．第二の濃縮細胞集団を濃縮して、第三の濃縮細胞集団を生成する工程；
及び
　[000154]　ｆ．第三の濃縮細胞集団の抗原特異的な細胞によって産生される抗体を選択
する工程。
【０１３１】
　[000155]　それぞれの細胞集団は、次の工程に直接使用しても、長期又は短期の保存の
ために、又は後の工程のために一部又は全部を凍結させてもよい。また、細胞集団からの
細胞は、個別に懸濁させて、単一細胞懸濁液を入手することができる。この単一細胞懸濁
液は、単一細胞懸濁液が濃縮前の細胞集団として役立つように濃縮することができる。次
いで、１以上の抗原特異的単一細胞懸濁液は、濃縮細胞集団を一緒に生成し；抗原特異的
単一細胞懸濁液は、一緒に分類して、例えば、さらなる分析及び／又は抗体産生のために
再びプレート培養することができる。
【０１３２】
　[000156]　抗原特異性は、どの抗原に関しても測定することができる。抗原は、抗体が
結合し得るどんな物質であってもよく、限定されないが、ペプチド、タンパク質、又はそ
の断片；炭水化物；有機及び無機分子；動物細胞、細菌細胞、及びウイルスによって産生
される受容体；酵素；生体経路のアゴニスト及びアンタゴニスト；ホルモン；及びサイト
カインが含まれる。例示の抗原には、限定されないが、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、
ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１８、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、ＢＡＦＦ
、ＣＸＣＬ１３、ＩＰ－１０、ＶＥＧＦ、ＥＰＯ、ＥＧＦ、ＨＲＧ、ＭＩＦ、及びコロニ
ー刺激因子、ＴＰＡ、インターフェロン、腫瘍関連抗原、ｅｎｖ及びｇａｇ及びｐｏｌの
ようなＨＩＶ抗原、インフルエンザ抗原、トリインフルエンザ抗原、等が含まれる。好ま
しい抗原には、ＩＬ－６、ＩＬ－１３、ＴＮＦ－α、ＶＥＧＦ－α、ヘプシジン、及び肝
細胞増殖因子、並びに特定のヒト癌に特異的な腫瘍抗原が含まれる。１より多い濃縮工程
を利用する方法において、それぞれの濃縮工程において使用される抗原は、互いに同じで
あっても、異なっていてもよい。同じ抗原での多数の濃縮工程は、抗原特異的な細胞の大
きい、及び／又は多様な集団を生じる場合があり；異なる抗原での多数の濃縮工程は、異
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なる抗原に対して交差特異性がある濃縮細胞集団を生じる場合がある。
【０１３３】
　[000157]　細胞集団を濃縮する工程は、当該技術分野で知られている、抗原特異的な細
胞を単離するためのどの細胞選択手段によっても実施することができる。例えば、細胞集
団は、クロマトグラフィー技術、例えば、Miltenyi ビーズ又は磁気ビーズの技術によっ
て濃縮することができる。このビーズは、目的の抗原へ直接的又は間接的に付けることが
できる。好ましい態様において、細胞集団を濃縮する方法には、少なくとも１つのクロマ
トグラフィー濃縮工程が含まれる。
【０１３４】
　[000158]　細胞集団は、当該技術分野で知られているどの抗原特異性アッセイ技術（例
えば、ＥＬＩＳＡアッセイ又はハロアッセイ）を実施することによっても濃縮することが
できる。ＥＬＩＳＡアッセイには、限定されないが、選択的な抗原固定化（例、ストレプ
タビジン、アビジン、又はニュートラビジンコート化プレートによるビオチニル化抗原捕
捉）、非特異的な抗原プレートコーティング、及び抗原構築（build-up）戦略（例えば、
選択的な抗原捕捉に結合パートナー付加を続けて、ヘテロマーのタンパク質－抗原複合体
を産生すること）を介することが含まれる。抗原は、固体のマトリックス又は支持体、例
えばカラムへ直接的又は間接的に付けることができる。ハロアッセイは、細胞を抗原負荷
ビーズと、Ｂ細胞を採取するのに使用した宿主に特異的な標識化抗宿主抗体に接触させる
ことを含む。この標識は、例えば、フルオロフォアであり得る。１つの態様では、少なく
とも１つの単一細胞懸濁液に対して少なくとも１つのアッセイ濃縮工程を実施する。別の
態様において、細胞集団を濃縮する方法には、少なくとも１つのクロマトグラフィー濃縮
工程と少なくとも１つのアッセイ濃縮工程が含まれる。
【０１３５】
　[000159]　細胞集団をサイズ又は密度により「濃縮する」方法が当該技術分野で知られ
ている。これらの工程は、本方法において、細胞集団を抗原特異性により濃縮する工程に
加えて使用することができる。
【０１３６】
　[000160]　これらの方法に使用される細胞集団は、抗原を認識することが可能な少なく
とも１つの細胞を含有するものである。抗原認識細胞には、限定されないが、Ｂ細胞、形
質細胞、及びこれらの子孫が含まれる。典型的には、これらの方法は、単一種の抗原特異
的Ｂ細胞を含有するクローン細胞集団（即ち、その細胞集団は、所望の抗原に特異的な単
一のモノクローナル抗体を産生する）を生じる条件の下で実効される。本発明において、
これらの抗原特異的Ｂ細胞は、典型的には、ウサギのものであるか、あるいは近縁の哺乳
動物種からのＢ細胞であろう。
【０１３７】
　[000161]　本明細書に提供する新規な培養及び選択プロトコールによって、抗原特異的
な抗体分泌性の細胞から専らなるＢ細胞のクローン抗原特異的集団が入手されると考えら
れている。
【０１３８】
　[000162]　そのような方法において、単一Ｂ細胞の単離は、どの選択工程（例えば、特
別なＢ細胞を細胞集団より選択する工程、及び／又は特別な細胞によって産生される抗体
を選択する工程）よりも前に、宿主より得られる細胞集団を濃縮することによって実効し
得る。濃縮工程は、１、２、３、又はより多くの工程として実施することができる。１つ
の態様では、濃縮細胞集団から単一Ｂ細胞を単離した後で、その単一Ｂ細胞が抗原特異性
及び／又は所望の特性のある抗体を分泌するかどうかを確認する。
【０１３９】
　[000163]　本発明の好ましい態様では、所望の抗原に対して免疫化したウサギより得ら
れる濃縮細胞集団を、本主題のヒト化戦略の候補出発材料となる、抗体産生及び／又は選
択の方法に使用する。この方法には、以下の工程を含めることができる：少なくとも１つ
の抗原特異的な細胞を含んでなる細胞集団を調製する工程、少なくとも１つの抗原特異的
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な細胞を単離することによってその細胞集団を濃縮して、濃縮細胞集団を生成する工程、
及び少なくとも１つの抗原特異的な細胞より抗体産生を誘導する工程。好ましい態様にお
いて、濃縮細胞集団は、１より多い抗原特異的な細胞を含有する。１つの態様では、濃縮
された集団のそれぞれの抗原特異的な細胞をクローン抗原特異的Ｂ細胞集団を生じる条件
の下で培養して、その後で、抗体産生細胞をそれより単離する、及び／又は前記Ｂ細胞又
は本発明のヒト化戦略に使用されるそのような抗体に対応する核酸配列を使用して抗体を
産生する。低頻度の抗原特異的な細胞の細胞集団より抗体が産生される先行技術とは対照
的に、本発明は、高頻度の抗原特異的な細胞の間からの抗体選択を可能にする。濃縮工程
を抗体選択に先立って使用するので、抗体産生に使用される細胞の大多数、好ましくは、
ほとんどすべての細胞が抗原特異的である。抗原特異性の頻度が増加した細胞の集団から
抗体を産生することによって、抗体の量と多様性が高まることで、ヒト化のためのより多
くの出発材料が提供される。
【０１４０】
　[000164]　ヒト化のためのウサギ抗体を導くためにこれらの抗体選択方法を使用すると
き、抗体は、好ましくは、濃縮工程と、抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団を生じる培養工
程の後で選択する。この方法は、１以上の単離された抗原特異的な細胞より選択された抗
体又はその部分を配列決定する工程をさらに含むことができる。当該技術分野で知られて
いる、配列決定のためのどの方法も利用することができて、重鎖、軽鎖、可変領域（複数
）、及び／又は相補性決定領域（複数）（ＣＤＲ）を配列決定することを含めることがで
きる。
【０１４１】
　[000165]　濃縮工程に加えて、抗体選択の方法には、細胞集団について抗原認識及び／
又は抗体機能性をスクリーニングする１以上の工程を含めてもよい。例えば、所望の抗体
は、特別なエピトープへの結合又は特別な構造の模倣；アンタゴニスト又はアゴニスト活
性；又は、中和活性（例えば、抗原とリガンドの間の結合を阻害すること）といった、特
異的な構造上の特徴を有する場合がある。１つの態様において、抗体機能性スクリーニン
グは、リガンド依存性である。抗体機能性をスクリーニングする工程には、限定されない
が、組換え受容体タンパク質と抗原リガンドの天然の相互作用を再創出する in vitro タ
ンパク質－タンパク質相互作用アッセイ；及び、リガンド依存的で容易にモニタリングさ
れる細胞ベースの応答（例えば、増殖応答）が含まれる。１つの態様において、抗体選択
の方法には、細胞集団について阻害濃度（ＩＣ５０）を測定することによって抗体機能性
をスクリーニングする工程が含まれる。１つの態様では、単離された抗原特異的な細胞の
少なくとも１つが、約１００、５０、３０、２５、１０μｇ／ｍＬ、又はその増分未満の
ＩＣ５０を有する抗体を産生する。
【０１４２】
　[000166]　濃縮工程に加えて、抗体選択の方法には、細胞集団について抗体結合強度を
スクリーニングする１以上の工程も含めてよい。抗体結合強度は、当該技術分野で知られ
ているどの方法（例、Ｂｉａｃｏｒｅ）によっても測定することができる。１つの態様に
おいて、単離された抗原特異的な細胞の少なくとも１つは、高い抗原親和性、例えば、約
５ｘ１０－１０Ｍ－１未満、好ましくは、約１ｘ１０－１３Ｍ－１～５ｘ１０－１０Ｍ－

１、１ｘ１０－１２Ｍ－１～７．５ｘ１０－１１Ｍ－１、１ｘ１０－１１Ｍ－１～２ｘ１
０－１１Ｍ－１、又は約１．５ｘ１０－１１Ｍ－１以下、又はその増分の解離定数（Ｋｄ
）を有する抗体を産生する。この態様において、抗体は、親和性成熟であると言われる。
好ましい態様において、本発明のヒト化に使用される抗体の親和性は、Ｐａｎｏｒｅｘ（
登録商標）（エドレコロマブ）、Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）（リツキシマブ）、Ｈｅｒ
ｃｅｐｔｉｎ（登録商標）（トラスツズマブ）、Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標）（ゲムツ
ズマブ）、Ｃａｍｐａｔｈ（登録商標）（アレムツズマブ）、ＺｅｖａｌｉｎＴＭ（イブ
リツモマブ）、ＥｒｂｉｔｕｘＴＭ（セツキシマブ）、ＡｖａｓｔｉｎＴＭ（ベバシズマ
ブ）、ＲａｐｔｉｖａＴＭ（エファリズマブ）、Ｒｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）（インフ
リキシマブ）、ＨｕｍｉｒａＴＭ（アダリムマブ）、及びＸｏｌａｉｒＴＭ（オマリズマ
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ブ）のいずれもの親和性に匹敵するか、又はそれより高い。好ましくは、その抗体の親和
性は、ＨｕｍｉｒａＴＭの親和性に匹敵するか又はそれより高い。抗体の親和性は、既知
の親和性成熟化技術によって高めることもできる。１つの態様では、少なくとも１つの細
胞集団について、抗体機能性及び抗体結合強度の少なくとも１つ、好ましくはその両方を
スクリーニングする。
【０１４３】
　[000167]　濃縮工程に加えて、ヒト化の候補品を選択するために使用する抗体選択の方
法には、ウサギ細胞集団について、抗体配列相同性、具体的にはヒト相同性をスクリーニ
ングする１以上の工程も含めてよい。１つの態様では、単離された抗原特異的な細胞の少
なくとも１つが、ヒト抗体に対して約５０％～約１００％、又はその増分の相同性を有す
るか、又は約６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、又は９５％より多く相同的であ
る抗体を産生する。
【０１４４】
　[000168]　別の好ましい態様において、本発明はまた、ＩＣ５０、Ｋｄ、及び／又は相
同性の用語で上記に記載される態様のいずれにも従う抗体より産生されるウサギ由来ヒト
化抗体を提供する。
【０１４５】
　[000169]　ヒト化への良好な候補品とする親和性と機能特性を有する抗体を産生するＢ
細胞を同定するために好ましくは使用される、本明細書に開示されるＢ細胞選択プロトコ
ールは、所望の標的抗原に特異的な抗体分泌Ｂ細胞及びモノクローナル抗体を入手するた
めの他の方法に対して、いくつかの固有の利点を有する。これらの利点には、制限されな
いが、以下が含まれる：
　[000170]　第一に、これらの選択手順をＩＬ－６又はＴＮＦ－αのような所望の抗原で
利用するとき、この方法は、抗原特異的Ｂ細胞（例えば、実質的に包括的な全数の抗体、
即ち、抗原の様々な異なるエピトープへ結合する抗体であるように見えるものを産生する
ことが可能なウサギより導かれる）を再現可能的にもたらすことが見出された。理論によ
り束縛されなければ、この包括的な全数は、最初のＢ細胞回収に先立って実施される抗原
濃縮工程に起因すると仮定される。さらに、この利点は、異なる特性のある抗体の単離及
び選択を可能にするが、これらの特性は、特別な抗体のエピトープ特異性に依存して変動
する可能性がある。これらの抗体は、本発明のヒト化戦略にとって理想的な出発材料であ
る。
【０１４６】
　[000171]　第二に、本発明のＢ細胞選択プロトコールは、所望の抗原へ相対的に高い結
合親和性で概して結合する単一のモノクローナル抗体を分泌する単一Ｂ細胞又はその子孫
を含有するクローンＢ細胞培養物を再現可能的に産出することが見出された。対照的に、
先行の抗体選択方法は、相対的に少ない高親和性抗体を産出するので、治療ポテンシャル
のある抗体を単離するには多大なスクリーニング手順が必要とされる。理論により束縛さ
れなければ、本発明のプロトコールは、宿主の in vivo Ｂ細胞免疫化（一次免疫化）だ
けでなく、それに続く、抗原標的に特異的な単一の高親和性モノクローナル抗体を分泌す
る、回収されたクローンＢ細胞の能力及び傾向を強める可能性がある、第二の in vitro 
Ｂ細胞刺激（二次抗原プライミング工程）ももたらすと仮定される。
【０１４７】
　[000172]　第三に、本発明のＢ細胞選択プロトコールは、所望の標的に対して、平均し
てきわめて選択的（抗原特異的）であるＩｇＧを産生する、濃縮Ｂ細胞を再現可能的に産
出することが観測された。そのことに一部基づけば、本発明の方法によって回収される抗
原濃縮されたＢ細胞は、上記に考察したようなエピトープ特異性の所望される全体（full
 complement）を生じることが可能なＢ細胞を含有すると考えられる。
【０１４８】
　[000173]　第四に、このＢ細胞選択プロトコールは、小さな抗原、即ち、１００以下の
アミノ酸、例えば、５～５０のアミノ酸の長さのペプチドで使用するときにも、その小さ
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な抗原（例えば、ペプチド）に対する単一の高親和性抗体を分泌するクローンＢ細胞培養
物を再現可能的に生じることが観測された。このことは、低分子ペプチドに対する高親和
性抗体を産生することが、一般的にはきわめて難しく、労働集約的で、時には実現可能で
さえないので、きわめて驚くべきことである。従って、これらの方法を使用して、所望の
ペプチド標的、例えば、ウイルス、細菌、又は自己抗原のペプチドに対するヒト化治療用
抗体を導くのに理想的な候補品を産生して、それにより、非常に独自の結合特性があるモ
ノクローナル抗体の産生、又は異なるペプチド標的（例えば、異なるウイルス株）に対す
るモノクローナル抗体のカクテルの産生さえ可能になる。この利点は、異なるＨＰＶ株に
対する防御免疫を誘導するＨＰＶワクチンのような、所望の結合価を有する治療用又は予
防用ワクチンの産生の文脈において特に有用であり得る。
【０１４９】
　[000174]　第五に、このＢ細胞選択プロトコールは、特にウサギから導かれるＢ細胞で
使用するとき、内因性のヒト免疫グロブリンにきわめて似ていて（アミノ酸レベルでほぼ
９０％似ている）、ヒト免疫グロブリンにきわめて類似した長さを保有するＣＤＲを含有
し、それ故に潜在的な免疫原性の懸念を払拭するための配列修飾をほとんど又はまったく
必要としない（典型的には、先に記載のように、親抗体配列中のせいぜい数個だけのＣＤ
Ｒ残基を修飾する必要があり、フレームワークの外因性残基は、導入する必要がない）、
抗原特異的な抗体配列を再現可能的に生じるものである。特に、好ましくは、この組換え
抗体は、このことが抗体親和性の成熟化に重要であると思われるので、抗原認識に必要と
される宿主（ウサギ）のＣＤＲ１及びＣＤＲ２残基とＣＤＲ３全体だけを含有する。それ
により、本発明のＢ細胞及び抗体選択プロトコールに従って産生される、回収される抗体
配列の高い抗原結合親和性は、ヒト化に伴っても、インタクトであるか又は実質的にイン
タクトなままである。
【０１５０】
　[000175]　要約すると、本発明の方法を使用して、先に知られていたものより効率的な
プロトコールの使用によって、より独自のエピトープに対してより高い結合親和性を示す
ヒト化抗体を産生することができる。
【０１５１】
　[000176]　具体的な態様において、本発明は、以下の工程が含まれる製法によって、本
発明のプロトコールにおけるヒト化のために所望の抗原に特異的な抗体を分泌して、親和
性、アビディティ、細胞溶解活性、等のような少なくとも１つの所望される機能特性を保
有してもよい単一Ｂ細胞を同定するための方法を提供する：
　[000177]　ａ．宿主を抗原に対して免疫化する工程；
　[000178]　ｂ．その宿主よりＢ細胞を採取する工程；
　[000179]　ｃ．採取されたＢ細胞を濃縮して、抗原特異的な細胞の頻度を高める工程；
　[000180]　ｄ．少なくとも１つの単一細胞懸濁液を創製する工程；
　[000181]　ｅ．単一抗原特異的Ｂ細胞の培養ウェルごとの生存が有利になる条件の下で
、単一細胞懸濁液からサブ集団を培養する工程；
　[000182]　ｆ．このサブ集団より１０～１２未満のＢ細胞を単離する工程；及び
　[000183]　ｇ．この単一Ｂ細胞がその抗原に特異的な抗体を産生するかどうかを決定す
る工程。
【０１５２】
　[000184]　本発明の方法は、選択性決定残基のような最重要（critical）残基を同定し
て、その理想的なヒト化バージョンを導くために利用する候補品の相同的なヒト可変配列
を同定するためのＢＬＡＳＴ検索の一部としてこの配列を使用するために、所望の抗体を
コードするポリペプチド及び核酸配列を全部又は一部単離して配列決定する追加の工程を
さらに含む。これらの配列又はそのヒト化バージョン又は部分は、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α
、肝細胞増殖因子、ヘプシジン、等のような所望の抗原に対する組換え抗体を産生するた
めに、所望の宿主細胞において発現させることができる。
【０１５３】
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　[000185]　先に注記したように、Ｂ細胞のクローン集団は、所望の抗原に対する抗体を
産生する抗体分泌性Ｂ細胞を専ら含むと考えられている。また、いくつかの抗原と異なる
Ｂ細胞集団で得られた実験結果に基づけば、本発明に従って産生されるクローン産生され
るＢ細胞とそれより導かれる単離された抗原特異的Ｂ細胞は、培養された抗原特異的Ｂ細
胞よりモノクローナル抗体を導く他の方法に比較して、典型的には相対的に高親和性であ
り、より大きなエピトープ変異性のあるモノクローナル抗体の選択物を効率的かつ再現可
能的に産生することがさらに可能であるモノクローナル抗体を分泌すると考えられている
。本主題の発明において、そのようなＢ細胞選択方法に使用される免疫細胞の集団は、ウ
サギ又は別のウサギ種のようなそれに近縁の動物より導かれる。ウサギ又は近縁の哺乳動
物のＢ細胞の供給源としての使用は、ヒト化バージョンを導くために本発明において使用
され得るモノクローナル抗体の多様性を高める可能性があると考えられている。また、本
発明に従ってウサギから導かれる抗体配列は、典型的には、ヒト抗体配列に対する高い度
合いの配列同一性を有する配列を保有し、それらは、ほとんど抗原性を保有しないヒト化
変異体を生じるはずなので、それらをヒトにおける使用に有利にする。ヒト化の経過にお
いて、最終のヒト化抗体は、ずっと低い異種／宿主残基含量を含有し、通常は、移植時に
使用されるヒト標的配列に対するその性質のために劇的に異なる宿主ＣＤＲ残基のサブセ
ットに限定される。このことは、本発明のヒト化戦略を使用して産生されるヒト化抗体タ
ンパク質において、完全な活性回復の確率を高める。
【０１５４】
　[000186]　本明細書に開示される濃縮工程を使用する抗体選択の方法には、免疫化した
宿主より免疫細胞含有細胞集団を入手する工程が含まれる。免疫化した宿主より免疫細胞
含有細胞集団を入手する方法は、当該技術分野で知られていて、一般的には、宿主におい
て免疫応答を誘導する工程と、その宿主より細胞を採取して１以上の細胞集団を入手する
工程が含まれる。この応答は、宿主を所望の抗原に対して免疫化することによって誘発す
ることができる。あるいは、そのような免疫細胞の供給源として使用される宿主は、細菌
又はウイルスのような特別な病原体に感染しているか、又はあるいは、その個体が罹患し
ている癌への特異的な抗体応答を開始した個体のように、所望の抗原へ天然で曝露されて
いる可能性がある。本方法において、宿主は、ウサギである。
【０１５５】
　[000187]　言及したように、免疫応答は、疾患の結果として自然に起こり得るか、又は
それは、抗原での免疫化によって誘導することができる。免疫化は、完全又は不完全フロ
イントアジュバントのような、免疫応答を高めるための薬剤を伴うか又は伴わない抗原の
１回以上の注射によるといった、当該技術分野で知られているどの方法によっても実施す
ることができる。宿主動物を in vivo で免疫化することに代わる手段として、本方法は
、宿主細胞培養物を in vitro で免疫化することを含み得る。
【０１５６】
　[000188]　免疫応答（例えば、血清抗体検出によって測定されるような）の時間を許容
した後で、宿主動物の細胞を採取して、１以上の細胞集団を入手する。好ましい態様では
、採取した細胞集団について抗体結合強度及び／又は抗体機能性をスクリーニングする。
採取した細胞集団は、好ましくは、脾臓、リンパ節、骨髄、及び／又は末梢血単核細胞（
ＰＢＭＣ）の少なくとも１つに由来する。この細胞は、１より多い供給源より採取して、
プールすることができる。ある抗原にはある供給源が好ましい場合がある。例えば、ＩＬ
－６には、脾臓、リンパ節、及びＰＢＭＣが好ましく；そして、ＴＮＦにはリンパ節が好
ましい。細胞集団は、免疫後約２０～約９０日又はその増分、好ましくは、約５０～約６
０日で採取する。採取した細胞集団及び／又はそこからの単一細胞懸濁液は、抗体選択の
ために濃縮、スクリーニング、及び／又は培養することができる。採取した細胞集団内の
抗原特異的な細胞の頻度は、通常、約１％～約５％又はその増分である。
【０１５７】
　[000189]　１つの態様では、採取した細胞集団からの単一細胞懸濁液を、好ましくは M
iltenyi ビーズを使用して濃縮する。約１％～約５％の抗原特異的な細胞の頻度を有する
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採取された細胞集団より、このようにして、１００％に近づく抗原特異的な細胞の頻度を
有する濃縮細胞集団を導く。
【０１５８】
　[000190]　濃縮工程を使用する抗体選択の方法には、濃縮細胞集団由来の少なくとも１
つの抗原特異的な細胞より抗体を産生する工程が含まれる。抗体を in vitro で産生する
方法は、当該技術分野でよく知られていて、どの好適な方法も利用することができる。１
つの態様では、採取した細胞集団由来の抗原特異的な単一細胞の懸濁液のような濃縮細胞
集団を、ウェルにつき５０、１００、２５０、５００、又は１と１０００の間の他の増分
の細胞といった、様々な細胞密度でプレート培養する。好ましくは、このサブ集団は、約
１０，０００個以下の抗原特異的な抗体分泌細胞、より好ましくは、約５０～１０，００
０、約５０～５，０００、約５０～１，０００、約５０～５００、約５０～２５０、又は
その増分の抗原特異的な抗体分泌細胞を含む。次いで、これらのサブ集団をフィーダー層
上に好適な培地（例えば、活性化Ｔ細胞条件付け培地、特に、１～５％の活性化ウサギＴ
細胞条件付け培地）で、好ましくは、単一の増殖性抗体分泌細胞の培養ウェルあたりの生
存に有利である条件の下で培養する。フィーダー層は、一般に、放射された細胞物質（例
えば、ＥＬ４Ｂ細胞）からなり、細胞集団の一部を構成しない。この細胞を好適な培地に
おいて、抗体産生に十分な時間、例えば、約１日～約２週、約１日～約１０日、少なくと
も約３日、約３～約５日、約５日～約７日、少なくとも約７日、又はその他の増分の間培
養する。１つの態様では、１より多いサブ集団を同時に培養する。好ましくは、単一の抗
体産生細胞とその子孫が各ウェル中で生存し、それにより、各ウェルにおいて、抗原特異
的Ｂ細胞のクローン集団を提供する。この段階で、このクローン集団によって産生される
免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）は、抗原特異性ときわめて相関している。好ましい態様にお
いて、ＩｇＧは、約５０％より高い、より好ましくは、７０％、８５％、９０％、９５％
、９９％、又はその増分より高い抗原特異性との相関性を示す。この相関性は、ウェルご
とに単一の抗原特異的な抗体産物を確立する制限条件の下でＢ細胞培養物を供給すること
によって証明されている。「抗原特異的」対「一般的」なＩｇＧ合成について比較した。
３つの集団が観察された：単一形態の抗原（ビオチニル化及び直接コーティング）を認識
するＩｇＧ、固定化に関わらず検出可能なＩｇＧ及び抗原認識、並びにＩｇＧ産生単独で
ある。ＩｇＧ産生は、抗原特異性ときわめて相関していた。
【０１５９】
　[000191]　抗体を含有する上清を採取してもよく、これは、上記に記載の工程に従って
、抗体選択のために、濃縮、スクリーニング、及び／又は培養することができる。１つの
態様では、上清を濃縮し（好ましくは、抗原特異性アッセイ、具体的にはＥＬＩＳＡアッ
セイによって）、及び／又は抗体機能性をスクリーニングする。
【０１６０】
　[000192]　別の態様において、所望の分泌されるモノクローナル抗体の存在を検出する
ために上記に記載の上清をスクリーニングしてもよい、濃縮された、好ましくはクローン
の抗原特異的Ｂ細胞集団を少数のＢ細胞、好ましくは、単一のＢ細胞の単離のために使用
して、次いでこれを適正なアッセイにおいて試験して、単一の抗体産生Ｂ細胞のクローン
Ｂ細胞集団における存在を確認する。１つの態様では、クローンＢ細胞集団より、約１～
約２０の細胞、好ましくは、約１５、１２、１０、５、又は３未満、又はその増分の細胞
、最も好ましくは、単一の細胞を単離する。スクリーニングは、好ましくは、抗原特異性
アッセイ、具体的はハロアッセイによって実効される。ハロアッセイは、完全長のタンパ
ク質、又はその断片で実施することができる。抗体を含有する上清についても、抗原結合
親和性；抗原－リガンド結合の作動作用又は拮抗作用、特異的な標的細胞種の増殖の誘導
又は阻害；標的細胞の溶解の誘導又は阻害、並びにその抗原が関与する生体経路の誘導又
は阻害の少なくとも１つをスクリーニングすることができる。
【０１６１】
　[000193]　ウサギ宿主から導かれる、同定された抗原特異的な細胞を使用して、本発明
のヒト化アプローチに使用し得る所望のモノクローナル抗体をコードする対応する核酸配



(47) JP 2010-528589 A 2010.8.26

10

20

30

40

50

列を導くことができる（ＡＩｕＩ消化によって、ウェルあたり単一のモノクローナル抗体
種だけが産生されていることを確かめることができる）。上記に言及したように、次いで
、これらの配列をヒト医薬品での使用により適したものとするために、それらを、本発明
のヒト化プロトコールによって、好ましくは突然変異させる。
【０１６２】
　[000194]　言及したように、本発明の方法に使用するウサギ由来の濃縮Ｂ細胞集団はま
た、繰り返しても異なる順序で実施してもよい上記に記載の工程に従って、抗体選択のた
めにさらに濃縮、スクリーニング、及び／又は培養することができる。好ましい態様では
、濃縮された、好ましくはクローンの抗原特異的な細胞集団の少なくとも１つの細胞を抗
体選択のために単離し、培養して、使用する。
【０１６３】
　[000195]　このように、別の態様において、本発明は、以下の工程を含んでなる、本主
題のヒト化方法に使用のための抗体候補品を単離する方法を提供する：
　[000196]　ａ．免疫化したウサギ宿主より細胞集団を採取して、採取した細胞集団を入
手する工程；
　[000197]　ｂ．採取した細胞集団より少なくとも１つの単一細胞懸濁液を創製する工程
；
　[000198]　ｃ．少なくとも１つの単一細胞懸濁液を好ましくはクロマトグラフィーによ
って濃縮して、第一の濃縮細胞集団を生成する工程；
　[000199]　ｄ．第一の濃縮細胞集団を好ましくはＥＬＩＳＡアッセイによって濃縮して
、好ましくはクローンである、即ち、単一種の抗原特異的Ｂ細胞だけを含有する、第二の
濃縮細胞集団を生成する工程；
　[000200]　ｅ．第二の濃縮細胞集団を好ましくはハロアッセイによって濃縮して、所望
の抗原に特異的な抗体を産生する単一又は少数のＢ細胞を含有する第三の濃縮細胞集団を
生成する工程；並びに
　[000201]　ｆ．第三の濃縮細胞集団より単離される抗原特異的な細胞によって産生され
る抗体を選択する工程。
【０１６４】
　[000202]　この方法には、採取した細胞集団について抗体結合強度（親和性、アビディ
ティ）及び／又は抗体機能性をスクリーニングする１以上の工程をさらに含めることがで
きる。好適なスクリーニング工程には、限定されないが、同定された抗原特異的Ｂ細胞に
よって産生される抗体が最小限の抗原結合親和性を保有する抗体を産生するかどうか；そ
の抗体が所望の抗原のリガンドへの結合に作動するか又は拮抗するか；その抗体が特異的
な細胞種の増殖を誘導するか又は阻害するか；その抗体が標的細胞に対する細胞溶解反応
を誘導するか又は誘発するか；その抗体が特異的エピトープへ結合するかどうか；及び、
その抗体が、その抗原が関与する特異的な単数又は複数の生体経路を調節する（阻害する
か又は作動する）かどうかを検出するアッセイ方法が含まれる。
【０１６５】
　[000203]　同様に、この方法には、第二の濃縮細胞集団について抗体結合強度及び／又
は抗体機能性をスクリーニングする１以上の工程を含めることができる。
　[000204]　この方法には、最重要残基を同定して、本主題のヒト化方法における使用に
適した相同的なヒト生殖細胞系抗体配列のＢＬＡＳＴ検索を実行するために、選択された
抗体のポリペプチド配列又は対応する核酸配列を配列決定する工程が含まれる。この方法
にはまた、選択された抗体の配列、その断片、又は遺伝子修飾したヒト化バージョンを使
用して組換え抗体を産生する工程が含まれる。これらのヒト化突然変異の方法により、所
望のエフェクター機能、免疫原性、安定性、グリコシル化の除去又は付加、等を保有する
組換え抗体を産出することができる。本明細書に記載の組換えヒト化抗体又はヒト化抗体
断片は、限定されないが、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＢＨＫ、ＨＢＫ－２９３のような哺乳動物細
胞、細菌細胞、酵母細胞、植物細胞、昆虫細胞、及び両生類細胞が含まれる、どの好適な
組換え細胞によっても産生することができる。好ましい態様において、親ウサギ抗体とこ
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れらの抗体及び相同的なヒト可変配列から導かれるヒト化抗体は、倍数体の酵母細胞、即
ち、二倍体酵母細胞、特にピキアにおいて発現される。
【０１６６】
　[000205]　本質的には、本方法は、以下のように実効してよい：
　[000206]　ａ．ウサギ宿主を抗原に対して免疫化して、ウサギ抗体を産出する工程；
　[000207]　ｂ．入手したウサギ抗体について抗原特異性と中和をスクリーニングする工
程；
　[000208]　ｃ．このウサギよりＢ細胞を採取する工程；
　[000209]　ｄ．採取したウサギＢ細胞を濃縮して、増加頻度の抗原特異的な細胞を有す
る濃縮細胞集団を創製する工程；
　[000210]　ｅ．この濃縮細胞集団由来の１以上のサブ集団を、単一Ｂ細胞の生存に有利
である条件の下で培養して、少なくとも１つの培養ウェルにおいてクローン集団を産生す
る工程；
　[000211]　ｆ．このクローン集団がその抗原に特異的なウサギ抗体を産生するかどうか
を決定する工程；
　[000212]　ｇ．単一のウサギＢ細胞を単離する工程；及び
　[000213]　ｈ．単一Ｂ細胞によって産生されるウサギ抗体の核酸配列を配列決定する工
程、及び
　[000214]　ｉ．この抗体配列を使用して、親ウサギ抗体の親和性と任意選択的に他の特
性を保有するヒト化抗体を、本発明のヒト化戦略を使用して導く工程。
【０１６７】
　[000215]　抗体をヒト化する方法
　[000216]　記載のように、本発明は、ウサギ抗体重鎖及び軽鎖をヒト化する新規で改善
された方法を提供する。本発明の方法は、ウサギ抗体重鎖及び軽鎖のヒト化のために、以
下のように実効してよい：
　[000217]　ウサギ抗体軽鎖のヒト化
　[000218]　１．シグナルペプチド配列に続く第一のアミノ酸であるアミノ酸を同定する
。これがフレームワーク１の開始である。ウサギ軽鎖タンパク質配列では、シグナルペプ
チドは、最初の開始メチオニンで始まり、典型的には、必ずではないが、２２のアミノ酸
の長さである。成熟したポリペプチドの開始は、Ｎ末端のタンパク質の配列決定によって
実験的に決定しても、予測アルゴリズムを使用して予測してもよい。これはまた、当業者
によって古典的に画定されるようなフレームワーク１の開始である。
【０１６８】
　[000219]　例：「ＡＹＤＭ・・・」で始まる、図２中のＲｂｔＶＬアミノ酸残基１。
　[000220]　２．フレームワーク３の終わりを同定する。これは、典型的には、フレーム
ワーク１の開始に続く８６～９０のアミノ酸であり、典型的には、２つのチロシン残基に
先行されるシステイン残基である。これは、当業者によって古典的に画定されるようなフ
レームワーク３の終わりである。
【０１６９】
　[000221]　例：「ＴＹＹＣ」として終わる、図２中のＲｂｔＶＬアミノ酸残基８８。
　[000222]　３．上記に画定されるようなフレームワーク１の始まりから出発してフレー
ムワーク３の終わりに至るポリペプチドのウサギ軽鎖配列を使用して、最も類似したヒト
抗体タンパク質配列を求める配列相同性検索を実行する。これは、典型的には、免疫原性
の可能性を抑えるために、抗体成熟化に先立つヒト生殖細胞系配列に対する検索となるが
、どのヒト配列も使用することができる。典型的には、ＢＬＡＳＴのようなプログラムを
使用して、最も相同的なものを求めて、配列のデータベースを検索することができる。ヒ
ト抗体配列のデータベースは、ＮＣＢＩ（国立生物工学情報センター）のような様々なソ
ースから見出すことができる。
【０１７０】
　[000223]　例：図２中の１～８８と番号付けた残基からのＲｂｔＶＬアミノ酸配列をヒ
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ト抗体生殖細胞系データベースに対してＢＬＡＳＴ検索する。上位３つのユニークなリタ
ーン（returned）配列を図２にＬ１２Ａ、Ｖ１、及びＶｘ０２として示す。
【０１７１】
　[000224]　４．一般的には、最も相同的なヒト生殖細胞系可変軽鎖配列をヒト化の基礎
として次に使用する。しかしながら、当業者は、配列ギャップやフレームワーク類似性が
含まれる他の要因に基づいて、相同性アルゴリズムによって決定される最高の相同性では
なかった別の配列を使用することを決定してよい。
【０１７２】
　[000225]　例：図２では、Ｌ１２Ａが最も相同的なヒト生殖細胞系可変軽鎖配列であっ
たので、ＲｂｔＶＬのヒト化の基礎として使用する。
　[000226]　５．軽鎖ヒト化に使用するこのヒト相同体について、フレームワークとＣＤ
Ｒ配置（ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ１、及びＣＤＲ２）を決定する。これは、当該
技術分野で記載されるような伝統的なレイアウトを使用している。フレームワークとＣＤ
Ｒ領域のレイアウトを維持しながら、ウサギ可変軽鎖配列をヒト相同体と並置する。
【０１７３】
　[000227]　例：図２では、ＲｂｔＶＬ配列をヒト相同配列Ｌ１２Ａと並置して、フレー
ムワーク及びＣＤＲのドメインを示す。
　[000228]　６．ヒト相同軽鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域をウサギ配列由来のＣＤ
Ｒ１及びＣＤＲ２配列に置き換える。ウサギ及びヒトのＣＤＲ配列の間に長さの違いがあ
るならば、全体のウサギＣＤＲ配列とその長さを使用する。これより少ないか又はより多
い配列交換を実施しても、又は特異的残基（複数）を改変しても、得られるヒト化抗体の
特異性、親和性、及び／又は免疫原性が不変であり得ることは可能であるが、記載のよう
な交換が成功裡に使用されたとしても、他の変更も許容され得るという可能性を排除する
ものではない。
【０１７４】
　[000229]　例：図２では、ヒト相同可変軽鎖Ｌ１２ＡのＣＤＲ１及びＣＤＲ２のアミノ
酸残基をＲｂｔＶＬウサギ抗体軽鎖配列由来のＣＤＲ１及びＣＤＲ２アミノ酸配列に置き
換える。ヒトＬ１２Ａフレームワーク１、２、及び３は、不変である。得られるヒト化配
列を、１～８８と番号付けた残基からのＶＬｈとして下に示す。Ｌ１２ヒト配列と異なる
残基だけが下線を施されて、従って、ウサギ由来のアミノ酸残基であることに留意された
い。この例では、８８残基のうち８つだけがヒト配列と異なる。
【０１７５】
　[000230]　７．工程６において創出したこの新たなハイブリッド配列のフレームワーク
３の後に、ウサギ軽鎖抗体配列のＣＤＲ３全体を付ける。このＣＤＲ３配列は、様々な長
さであり得るが、典型的には、９～１５のアミノ酸残基の長さである。ＣＤＲ３領域と後
続のフレームワーク４領域の始まりは、当業者によって古典的に画定されて同定可能であ
る。典型的には、フレームワーク４の始まり、そして従って、ＣＤＲ３の終わりの後は、
配列「ＦＧＧＧ・・・」からなるが、これらの残基には、いくらかの変異が存在する場合
がある。
【０１７６】
　[000231]　例：図２では、ＶＬｈと示したヒト化配列中のフレームワーク３の終わりの
後に、ＲｂｔＶＬのＣＤＲ３（８９～１００と番号付けられたアミノ酸残基）を付け加え
る。
【０１７７】
　[000232]　８．ウサギ軽鎖フレームワーク４（これは、典型的には、可変軽鎖の最終の
１１のアミノ酸残基であり、上記の工程７に示したように始まって、典型的には、アミノ
酸配列「・・・ＶＶＫＲ」で終わる）を、通常は生殖細胞系配列に由来する、最も近いヒ
ト軽鎖フレームワーク４相同体で置き換える。頻繁に、このヒト軽鎖フレームワーク４は
、配列「ＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲ」である。最も相同的なわけではないか、又は他の点で
異なる他のヒト軽鎖フレームワーク４配列を、得られるヒト化抗体の特異性、親和性、及



(50) JP 2010-528589 A 2010.8.26

10

20

30

40

50

び／又は免疫原性に影響を及ぼすことなく使用し得ることは可能である。このヒト軽鎖フ
レームワーク４配列を、可変軽鎖ヒト化配列の終わりへ上記の工程７からのＣＤＲ３配列
の直後に付け加える。これが現下では可変軽鎖ヒト化アミノ酸配列の終わりである。
【０１７８】
　[000233]　例：図２に、ＲｂｔＶＬウサギ軽鎖配列のフレームワーク４（ＦＲ４）を相
同的なヒトＦＲ４配列の上に示す。このヒトＦＲ４配列を、ヒト化可変軽鎖配列（ＶＬｈ
）へ上記の工程７において付け加えたＣＤ３領域の終わりのすぐ後に付け加える。
【０１７９】
　[000234]　ウサギ抗体重鎖のヒト化
　[000235]　１．シグナルペプチド配列に続く第一のアミノ酸であるアミノ酸を同定する
。これがフレームワーク１の開始である。ウサギ重鎖タンパク質配列では、シグナルペプ
チドは、最初の開始メチオニンで始まり、典型的には、１９のアミノ酸の長さである。典
型的には、しかし必ずとは言えないが、ウサギ重鎖シグナルペプチドの最終の３つのアミ
ノ酸残基は、「・・・ＶＱＣ」であり、フレームワーク１の開始がこれに続く。成熟した
ポリペプチドの開始は、Ｎ末端のタンパク質の配列決定によって実験的に決定しても、予
測アルゴリズムを使用して予測してもよい。これはまた、当業者によって古典的に画定さ
れるようなフレームワーク１の開始である。
【０１８０】
　[000236]　例：「ＱＥＱＬ・・・」で始まる、図２のＲｂｔＶＨアミノ酸残基。
　[000237]　２．フレームワーク３の終わりを同定する。これは、典型的には、フレーム
ワーク１の開始に続く９５～１００のアミノ酸であり、典型的には、「・・・ＣＡＲ」（
但し、アラニンは、バリンでもあり得る）の最終配列を有する。これは、当業者によって
古典的に画定されるようなフレームワーク３の終わりである。
【０１８１】
　[000238]　例：「・・・ＦＣＶＲ」として終わる、図２中のＲｂｔＶＨアミノ酸残基９
８。
　[000239]　３．上記に画定されるようなフレームワーク１の始まりから出発してフレー
ムワーク３の終わりに至るポリペプチドのウサギ重鎖配列を使用して、最も類似したヒト
抗体タンパク質配列を求める配列相同性検索を実行する。これは、典型的には、免疫原性
の可能性を抑えるために、抗体成熟化に先立つヒト生殖細胞系配列に対する検索となるが
、どのヒト配列も使用することができる。典型的には、ＢＬＡＳＴのようなプログラムを
使用して、最も相同的なものを求めて、配列のデータベースを検索することができる。ヒ
ト抗体配列のデータベースは、ＮＣＢＩ（国立生物工学情報センター）のような様々なソ
ースから見出すことができる。
【０１８２】
　[000240]　例：図２中の１～９８と番号付けた残基からのＲｂｔＶＨアミノ酸配列をヒ
ト抗体生殖細胞系データベースに対してＢＬＡＳＴ検索する。上位３つのユニークなリタ
ーン（returned）配列を図２に３－６４－０４、３－６６－０４、及び３－５３－０２と
して示す。
【０１８３】
　[000241]　４．一般的には、最も相同的なヒト生殖細胞系可変重鎖配列をヒト化の基礎
として次に使用する。しかしながら、当業者は、配列ギャップやフレームワーク類似性が
含まれる他の要因に基づいて、相同性アルゴリズムによって決定される最高の相同性では
なかった別の配列を使用することを決定してよい。
【０１８４】
　[000242]　例：図２では、３－６４－０４が最も相同的なヒト生殖細胞系可変重鎖配列
であったので、ＲｂｔＶＨのヒト化の基礎として使用する。
　[000243]　５．重鎖ヒト化に使用するこのヒト相同体について、フレームワークとＣＤ
Ｒ配置（ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ１、及びＣＤＲ２）を決定する。これは、当該
技術分野で記載されるような伝統的なレイアウトを使用している。フレームワークとＣＤ
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Ｒ領域のレイアウトを維持しながら、ウサギ可変重鎖配列をヒト相同体と並置する。
【０１８５】
　[000244]　例：図２では、ＲｂｔＶＨ配列をヒト相同配列３－６４－０４と並置して、
フレームワーク及びＣＤＲのドメインを示す。
　[000245]　６．ヒト相同重鎖配列のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域をウサギ配列由来のＣＤ
Ｒ１及びＣＤＲ２配列に置き換える。ウサギ及びヒトのＣＤＲ配列の間に長さの違いがあ
るならば、全体のウサギＣＤＲ配列とその長さを使用する。加えて、ヒト重鎖フレームワ
ーク１領域の最終の３つのアミノ酸をウサギ重鎖フレームワーク１の最終の３つのアミノ
酸に置き換えることが必要な場合がある。典型的には、しかし必ずとは言えないが、ウサ
ギ重鎖フレームワーク１において、これらの３つの残基は、セリン残基が先行するグリシ
ン残基に続く。加えて、ヒト重鎖フレームワーク２領域の最終のアミノ酸をウサギ重鎖フ
レームワーク２の最終のアミノ酸に置き換えることが必要な場合がある。典型的には、し
かし必ずとは言えないが、これは、ウサギ重鎖フレームワーク２において、イソロイシン
残基が先行するグリシン残基である。これより少ないか又はより多い配列交換を実施して
も、又は特異的残基（複数）を改変しても、得られるヒト化抗体の特異性、親和性、及び
／又は免疫原性が不変であり得ることは可能であるが、記載のような交換が成功裡に使用
されたとしても、他の変更も許容され得るという可能性を排除するものではない。例えば
、トリプトファンのアミノ酸残基は、典型的には、ウサギ重鎖ＣＤＲ２領域の終わりから
４番目の残基に生じるが、ヒト重鎖ＣＤＲ２において、この残基は、典型的には、セリン
残基である。この位置でこのウサギトリプトファン残基をヒトセリン残基へ変えることは
、ヒト化抗体の特異性にも親和性にもほとんど又はまったく影響を及ぼさないことが実証
されているので、ヒト化配列中のウサギ配列由来アミノ酸残基の含量がさらに最小化され
る。
【０１８６】
　[000246]　例：図２では、ヒト相同可変重鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２のアミノ酸残基を
ＲｂｔＶＨウサギ抗体重鎖配列由来のＣＤＲ１及びＣＤＲ２アミノ酸配列に置き換える。
但し、ウサギ配列中ではトリプトファン（位置番号６３）であり、ヒト配列中の同じ位置
でセリンである囲みの残基は、ヒトのセリン残基として保つ。ＣＤＲ１及びＣＤＲ２の変
更に加えて、フレームワーク１の最終の３つのアミノ酸（位置２８～３０）、並びにフレ
ームワーク２の最終残基（位置４９）は、ヒトではなくウサギのアミノ酸残基として保持
する。得られるヒト化配列を、１～９８と番号付けた残基からのＶＨｈとして下に示す。
３－６４－０４ヒト配列と異なる残基だけが下線を施されて、従って、ウサギ由来のアミ
ノ酸残基であることに留意されたい。この例では、９８残基のうち１５だけがヒト配列と
異なる。
【０１８７】
　[000247]　７．工程６において創出したこの新たなハイブリッド配列のフレームワーク
３の後に、ウサギ重鎖抗体配列のＣＤＲ３全体を付ける。このＣＤＲ３配列は、様々な長
さであり得るが、典型的には、５～１９のアミノ酸残基の長さである。ＣＤＲ３領域と後
続のフレームワーク４領域の始まりは、当業者によって古典的に画定されて同定可能であ
る。典型的には、フレームワーク４の始まり、そして従って、ＣＤＲ３の終わりの後は、
配列「ＷＧＸＧ・・・」（ここで、Ｘは、通常Ｑ又はＰである）からなるが、これらの残
基には、いくらかの変異が存在する場合がある。
【０１８８】
　[000248]　例：ＶＨｈと示したヒト化配列中のフレームワーク３の終わりの後に、Ｒｂ
ｔＶＨのＣＤＲ３（９９～１１０と番号付けられたアミノ酸残基）を付け加える。
　[000249]　８．ウサギ重鎖フレームワーク４（これは、典型的には、可変重鎖の最終の
１１のアミノ酸残基であり、上記の工程７に示したように始まって、典型的には、アミノ
酸配列「・・・ＴＶＳＳ」で終わる）を、通常は生殖細胞系配列に由来する、最も近いヒ
ト重鎖フレームワーク４相同体で置き換える。頻繁に、このヒト重鎖フレームワーク４は
、配列「ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ」である。最も相同的なわけではないか、又は他の点で
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異なる他のヒト重鎖フレームワーク４配列を、得られるヒト化抗体の特異性、親和性、及
び／又は免疫原性に影響を及ぼすことなく使用し得ることは可能である。このヒト重鎖フ
レームワーク４配列を、可変重鎖ヒト化配列の終わりへ上記の工程７からのＣＤＲ３配列
の直後に付け加える。これが現下では可変重鎖ヒト化アミノ酸配列の終わりである。
【０１８９】
　[000250]　例：図２に、ＲｂｔＶＨウサギ重鎖配列のフレームワーク４（ＦＲ４）を相
同的なヒト重鎖ＦＲ４配列の上に示す。このヒトＦＲ４配列を、ヒト化可変重鎖配列（Ｖ
Ｈｈ）へ上記の工程７において付け加えたＣＤ３領域の終わりのすぐ後に付け加える。
【０１９０】
　[000251]　上記のヒト化方法は、先行のヒト化方法に優る重大な利益を提供する。例え
ば、本発明は、ウサギアミノ酸残基のきわめて高い百分率を選択される相同的な並置ヒト
抗体配列からのヒト抗体残基で置き換える、ウサギ抗体配列からの抗体配列をヒト化する
方法を提供する。必然的に、それらは、ヒトにおいて免疫原性である可能性がより低い。
　　　
【０１９１】
　[000252]　加えて、本発明の方法は、一次配列の比較だけに依拠して、（ｉ）ドナー又
はアクセプター抗体配列の三次元構造の知識；（ｉｉ）「表層」対「埋没」残基に関する
残基の局在化の知識；（ｉｉｉ）異なるフレームワーク残基選択肢の異なるバージョン又
は変異を特異的部位又はランダム部位で試すことに依拠しないし、必要ともしない。従っ
て、本発明は、結合親和性や他の機能特性のような、得られるヒト化抗体の所望の特性を
損なうことなく、より複雑なヒト化アプローチに比べてきわめて効率的である。
【０１９２】
　[000253]　さらに、そして上述のことに関連して、本発明の方法によって産生される得
られるヒト化抗体は、親ウサギ抗体に比べて同一又はほとんど同一の結合特異性を保有す
る。
【０１９３】
　[000254]　また、本発明の方法は、抗原親和性を最適化又は増強するために、追加の「
親和性成熟化」を必要としない。対照的に、ほとんどの他のヒト化アプローチでは、結合
親和性が増加した変異体を同定するために数多くのランダム又は明確な配列変異体をスク
リーニングする「親和性成熟化」プロトコールの反復を実効することによって、ヒト化の
後の抗原親和性を（実行可能な投与量で療法的又は診断的に有効であるように）有意に高
めることが必要である。従って、本発明は、先行のヒト化アプローチより単純でより効率
的である。
【０１９４】
　[000255]　なおさらに、本発明のヒト化方法は、得られるヒト化可変軽鎖及び重鎖配列
を使用して、完全長の抗体、並びにヒト化抗体断片又は含有する融合タンパク質を産生す
ることができるので、有利である。故に、治療又は診断の薬剤へ付けられるような、これ
らのヒト化抗体、ヒト化抗体断片、及び含有する融合タンパク質は、免疫療法だけでなく
、腫瘍組織、転移巣、アテローム性動脈硬化斑、炎症部位、等の造影における使用のよう
な in vivo 免疫診断と免疫予後判定によく適している。
【０１９５】
　[000256]　本発明のヒト化抗体とその断片を組換え的に産生する好ましい方法。
　[000257]　本発明はまた、本明細書に記載のヒト化ウサギ抗体又はその断片の産生に好
ましい方法へ向けられる。本明細書に記載の抗体又はその断片に対応する組換えポリペプ
チドは、好ましくは、接合コンピテント酵母の倍数体、好ましくは、二倍体又は四倍体の
株より分泌される。本発明は、倍数体酵母を含んでなる培養物を使用して、延長期間の間
、即ち、少なくとも数日～１週、より好ましくは、少なくとも１ヶ月又は数ヶ月、そして
なおより好ましくは、少なくとも６ヶ月～１年以上、これらの組換えポリペプチドを分泌
型で産生するための方法へ向けられる。これらの倍数体酵母培養物は、少なくとも１０～
２５ｍｇ／リットルのポリペプチド、より好ましくは少なくとも５０～２５０ｍｇ／リッ
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トル、なおより好ましくは少なくとも５００～１０００ｍｇ／リットル、そして最も好ま
しくは、１グラム以上／リットルの組換えポリペプチド（複数）を発現するものである。
【０１９６】
　[000258]　本発明の１つの態様では、遺伝子をマークした酵母一倍体細胞の対を、所望
のヘテロ多量体タンパク質のサブユニットを含んでなる発現ベクターで形質転換する。あ
る一倍体細胞が第一の発現ベクターを含み、第二の一倍体細胞が第二の発現ベクターを含
む。別の態様では、本発明により提供される組換えヒト化ポリペプチドの１以上の発現及
び分泌をもたらす１以上の発現ベクターで二倍体酵母細胞が形質転換される。なお別の態
様では、単一の一倍体細胞を１以上のベクターで形質転換して、融合又は接合の戦略によ
って倍数体酵母を産生するために使用してよい。なお別の態様では、本発明に従って産生
される所望のヒト化ウサギ重鎖又は軽鎖又は抗体ポリペプチド又はポリペプチド群の発現
及び分泌をもたらす１以上のベクターで、二倍体酵母培養物を形質転換してよい。これら
のベクターは、染色体外で維持されるプラスミドを含んでも、ベクター（例えば、酵母細
胞のゲノムへランダムに、又は相同的組換えによって組み込まれる線状プラスミド）を含
んでもよい。追加の発現ベクターは、一倍体又は二倍体の細胞へ導入されていてもよく；
あるいは、第一又は第二の発現ベクターが、ヘテロ三量体、ヘテロ四量体、等の合成のた
めの追加のコーディング配列を含んでもよい。非同一ポリペプチドの発現レベルは、適正
な選択、ベクターコピー数、プロモーターの強度及び／又は誘導、等により、個々に較正
及び調整してよい。形質転換された一倍体細胞を遺伝的に交配又は融合させる。得られる
二倍体又は四倍体の株を利用して、完全に組み立てられて生体機能のあるタンパク質、つ
まり本明細書に記載のヒト化抗体又はその断片を産生及び分泌させる。
【０１９７】
　[000259]　二倍体又は四倍体の細胞のタンパク質産生への使用は、予期せぬ利益をもた
らす。この細胞は、生産目的、即ちスケールアップのために、そして延長期間の間、一倍
体細胞の増殖には有害であり得る条件において、増殖させることができる。この条件には
、高い細胞密度；最少培地での増殖；低温での増殖；選択圧力の非存在下での安定増殖を
含めてよく、それは、異種遺伝子配列の完全性の維持と高レベルの発現の長時間にわたる
維持をもたらす場合がある。それに束縛されることを望まないが、本発明者は、これらの
利益が、少なくとも一部は、２つの別々の親の一倍体株からの二倍体株の創製より生じる
可能性があると推論する。そのような一倍体株は、数多くの些細な自家栄養性の突然変異
を含む場合があり、この突然変異は、二倍体又は四倍体において補充されて、きわめて選
択的な条件下での増殖を可能にする。
【０１９８】
　[000260]　形質転換された接合コンピテント一倍体酵母細胞は、所望のヒト化抗体タン
パク質のサブユニット対合を可能にする遺伝学的方法を提供する。一倍体酵母株を２つの
発現ベクターのそれぞれで形質転換して、第一のベクターは、あるポリペプチド鎖の合成
を指令して、第二のベクターは、第二の非同一ポリペプチド鎖、即ちヒト化ウサギ重鎖及
び軽鎖ポリペプチドの合成を指令する。この２つの一倍体株を接合させて、最適化された
標的タンパク質（ヒト化ウサギ抗体又はヒト化ウサギ抗体断片）の産生を得ることができ
る、二倍体宿主を提供する。
【０１９９】
　[000261]　追加の非同一コーディング配列（複数）を提供してもよい。そのような配列
は、追加の発現ベクター上に存在しても、第一又は第二の発現ベクター中に存在してもよ
い。当該技術分野で知られているように、多数のコーディング配列は、個々のプロモータ
ーより独立的に発現される場合もあれば、ＡＴＧのような、シストロン（タンパク質エン
コーディング領域）の開始コドンへの直接的な内部リボソーム進入を促進して、それによ
り遺伝子のキャップ非依存的翻訳をもたらすエレメントである、「内部リボソーム進入部
位」又は「ＩＲＥＳ」の包含により協調的に発現される場合もある。酵母において機能的
なＩＲＥＳエレメントについては、Thompson et al. (2001) P.N.A.S. 98: 12866-12868 
に記載されている。
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【０２００】
　[000262]　本発明の１つの態様では、ＩｇＡの増強された安定性をもたらす分泌性Ｊ鎖
と組み合わせて、抗体配列を産生する（米国特許第５，９５９，１７７号；及び５，２０
２，４２２号を参照のこと）。
【０２０１】
　[000263]　好ましい態様において、２つの一倍体酵母株は、それぞれ栄養要求性であり
、この一倍体細胞の増殖には培地の補充を必要とする。栄養要求株の対は相補的であるの
で、二倍体産物は、一倍体細胞に求められる補充物の非存在下で増殖するものである。酵
母では多くのそのような遺伝子マーカーが知られていて、アミノ酸（例、ｍｅｔ、ｌｙｓ
、ｈｉｓ、ａｒｇ、等）、ヌクレオシド（例、ｕｒａ３、ａｄｅ１、等）；等への要求条
件が含まれる。本発明の方法には、アミノ酸マーカーが好ましい場合がある。あるいは、
他の手段によって、例えば、緑色蛍光タンパク質のような他の選択可能マーカー、様々な
優性選択可能マーカー、等の使用によって、所望のベクターを含有する二倍体細胞を選択
することができる。
【０２０２】
　[000264]　２つの形質転換された一倍体細胞を遺伝的に交配させて、この接合イベント
より生じる二倍体株をそのハイブリッド栄養要求性によって選択してよい。あるいは、こ
の２つの形質転換された一倍体株の集団をスフェロプラスト化及び融合させて、二倍体子
孫を再生して、選択する。いずれの方法によっても、二倍体株は、その一倍体の親とは違
って、同じ栄養要求性を有さないので、同定して選択的に増殖させることができる。例え
ば、二倍体細胞は、最少培地で増殖させてよい。この二倍体合成戦略には、確かな利点が
ある。二倍体株には、組換えタンパク質の産生及び／又は分泌に影響を及ぼす場合がある
、潜在的な（underlying）突然変異に対するより広い相補性を介して増強レベルの異種タ
ンパク質を産生するポテンシャルがある。
【０２０３】
　[000265]　上記に注記したように、いくつかの態様では、一倍体酵母を単一又は多数の
ベクターで形質転換して、非形質転換細胞と接合又は融合させて、単数又は複数のベクタ
ーを含有する二倍体細胞を産生してよい。他の態様では、所望のヒト化ウサギ抗体ポリペ
プチド又はポリペプチド群の二倍体酵母細胞による発現及び分泌をもたらす１以上のベク
ターで二倍体酵母細胞を形質転換してよい。
【０２０４】
　[000266]　本発明の１つの態様では、２つの一倍体株をポリペプチドのライブラリー、
例えば、本発明に従って産生されるヒト化ウサギ抗体重鎖又は軽鎖のライブラリーで形質
転換する。このポリペプチドを合成する形質転換された一倍体細胞を相補的な一倍体細胞
と接合させる。得られる二倍体細胞について、機能性タンパク質をスクリーニングする。
この二倍体細胞は、機能検査用ポリペプチドの多数の組合せを迅速に、簡便に、そして廉
価で集める手段を提供する。この技術は、具体的には、サブユニット合成レベルの最適化
が機能性タンパク質の発現及び分泌に不可欠である、ヘテロ二量体タンパク産物の産生に
応用可能である。
【０２０５】
　[000267]　本発明の別の態様では、産物の産生を最大化にするために、２つのサブユニ
ットの発現レベル比を調節する。ヘテロ二量体サブユニットタンパク質レベルが最終産物
の産生に影響を及ぼすことがかつて示された（Simmons LC, J Immunol Methods. 2002 Ma
y 1; 263(l-2): 133-47）。調節は、接合工程に先立って、発現ベクター上に存在するマ
ーカーの選択によって達成することができる。このベクターのコピー数を安定的に増加さ
せることによって、発現レベルを増加させることができる。いくつかの事例では、ポリペ
プチドのサブユニット間の均衡した比率に達するように、一方の鎖の他方の鎖に対するレ
ベルを高めることが望ましい場合がある。この目的には、抗生物質抵抗性マーカー、例え
ば、Ｚｅｏｃｉｎ抵抗性マーカー、Ｇ４１８抵抗性、等が有用であり、より高いレベルの
Ｚｅｏｃｉｎ又はＧ４１８に抵抗性である形質転換体を選択することによって、発現ベク
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ターの多数の組込みコピーを株に含有する株の濃縮の手段を提供する。サブユニット遺伝
子の適正な比（例えば、１：１、１：２、等）は、効率的なタンパク質産生に重要であり
得る。同じプロモーターを使用して両方のサブユニットを転写するときでも、発現される
タンパク質の最終レベルには多くの他の要因が寄与するので、一方のコード化遺伝子のコ
ピー数を他方に対して高めることが有用であり得る。あるいは、そのいずれも発現ベクタ
ーの多数のコピーを有する２つの一倍体株を接合させることによって、単一コピーベクタ
ー株に対してより高いレベルのヒト化抗体ポリペプチドを産生する二倍体株を創製する。
【０２０６】
　[000268]　宿主細胞を上記に記載の発現ベクターで形質転換し、接合させて二倍体株を
生成して、プロモーターを誘導すること、形質転換体を選択すること、又は所望の配列を
コードする遺伝子を増幅することに適するように修飾した慣用の栄養培地において培養す
る。酵母の増殖に適した多数の最少培地が当該技術分野で知られている。これらの培地の
いずれも、必要に応じて、塩（塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、及びリン酸
塩のような）、緩衝剤（ＨＥＰＥＳ、リン酸カリウム、リン酸ナトリウムのような）、ヌ
クレオシド（アデノシン及びチミジンのような）、抗生物質、微量元素、及びグルコース
又は同等のエネルギー源で補充してよい。当業者には知られている、他の必要などの補充
物も、適正な濃度で含めてよい。温度、ｐＨ、等のような培養条件は、発現のために選択
される宿主細胞ですでに使用したものであり、当業者に明らかであろう。
【０２０７】
　[000269]　分泌されるタンパク質を培養基より回収する。精製の間のタンパク分解的な
分解を阻害するにはフェニルメチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ）のようなプロテア
ーゼ阻害剤が有用であり得て、偶発的な汚染体の増殖を防ぐために抗生物質を含めてよい
。この組成物は、当該技術分野で知られている方法を使用して、濃縮、濾過、透析、等し
てよい。
【０２０８】
　[000270]　本発明の二倍体細胞を産生目的のために増殖させる。そのような産生目的に
は、望ましくは、最少培地（この培地は、プレ生成アミノ酸や他の複合生体分子を欠く）
、例えば、窒素源としてのアンモニア、エネルギー及び炭素源としてのグルコース、及び
、リン酸、カルシウム、等の供給源としての塩類を含んでなる培地における増殖が含まれ
る。好ましくは、そのような産生培地は、抗生物質、アミノ酸、プリン、ピリミジン、等
のような選択薬剤を欠く。二倍体細胞は、高い細胞密度、例えば、少なくとも約５０ｇ／
Ｌ、より通常は、少なくとも約１００ｇ／Ｌまで増殖させることができて、少なくとも約
３００、約４００、約５００ｇ／Ｌ以上であってよい。
【０２０９】
　[000271]　本発明の１つの態様では、本主題の細胞の産生目的の増殖を低温で実施して
、その温度は、対数期の間、定常期の間、又はその両方で低くしてよい。「低温」という
用語は、少なくとも約１５℃、より通常は、少なくとも約１７℃の温度のことを指し、約
２０℃であってよく、そして通常は、約２５℃以下、より通常は、約２２℃以下である。
増殖温度は、完全長の分泌タンパク質の産生培養物における産生に影響を及ぼす可能性が
あり、この培養増殖温度を下げることで、インタクトな産物の収率を強く高めることがで
きる。低下された温度は、細胞プロテアーゼ分解の抑制とともに、標的産物を産生するの
に宿主が使用するフォールディング及び翻訳後プロセシング経路を介して、細胞内輸送に
役立つようである。
【０２１０】
　[000272]　本発明の方法は、分泌される活性タンパク質、好ましくは哺乳動物のタンパ
ク質の発現をもたらす。１つの態様において、分泌される「活性抗体」は、本明細書に使
用するように、そのコグネイト抗原へ正確に結合する、少なくとも２つの適切に対合した
鎖の正確に折り畳まれた多量体のことを指す。活性タンパク質の発現レベルは、通常は少
なくとも約１０～５０ｍｇ／リットル培養物、より通常は少なくとも約１００ｍｇ／リッ
トル、好ましくは少なくとも約５００ｍｇ／リットルであり、１０００ｍｇ／リットル以
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上であってよい。
【０２１１】
　[000273]　本発明の方法は、宿主と異種コーディング配列の産生の間の増加された安定
性をもたらすことができる。この安定性は、例えば高いレベルの発現の経時的な維持によ
って裏付けられ、ここで開始の発現レベルは、約２０％以下、通常は１０％以下だけ減少
し、そして約２０回の倍増、５０回の倍増、１００回の倍増、又はそれ以上にわたって約
５％以下だけ減少してよい。
{000274]　この株安定性はまた、異種遺伝子配列の完全性の経時的な維持をもたらし、こ
こで活性コーディング配列の配列と必要な転写調節エレメントは、約２０回の倍増、５０
回の倍増、１００回の倍増、又はそれ以上にわたって、二倍体細胞の少なくとも約９９％
において、通常は二倍体細胞の少なくとも約９９．９％において、そして好ましくは、二
倍体細胞の少なくとも約９９．９９％において維持される。好ましくは、実質的にすべて
の二倍体細胞が、活性コーディング配列と必要な転写調節エレメントの配列を維持する。
【０２１２】
　[000275]　当業者によく知られた同じ慣用手段を使用して第二の発現ベクターを産生す
るが、前記発現ベクターは、オペロンと、抗体軽鎖をコードするＤＮＡ配列を含有し、こ
こで抗体特異性に必要とされるＣＤＲをコードするＤＮＡ配列は、ウサギＢ細胞源から導
かれるのに対し、抗体鎖の残る部分をコードするＤＮＡ配列は、ヒト細胞源から導かれる
。
【０２１３】
　[000276]　当業者によく知られた慣用技術によって発現ベクターを宿主細胞へトランス
フェクトしてトランスフェクトされた宿主細胞を産生し、前記トランスフェクトされた宿
主細胞培養を当業者によく知られた慣用技術によって培養して、前記抗体ポリペプチドを
産生する。
【０２１４】
　[000277]　宿主細胞は、オペロンとヒト化ウサギ軽鎖由来ポリペプチドをコードするＤ
ＮＡを含有する第一の発現ベクターと、オペロンとヒト化ウサギ重鎖由来ポリペプチドを
コードするＤＮＡを含有する第二のベクターという、上記に記載の２つの発現ベクターで
同時トランスフェクトしてよい。この２つのベクターは、異なる選択可能マーカーを含有
するが、好ましくは、重鎖及び軽鎖ポリペプチドの実質的に等しい発現を達成する。ある
いは、単一のベクターを使用してよく、このベクターには、ヒト化ウサギ重鎖及び軽鎖ポ
リペプチドをともにコードするＤＮＡが含まれる。
【０２１５】
　[000278]　２つの形質転換された一倍体細胞を遺伝的に交配させて、この接合イベント
より生じる二倍体株をそのハイブリッド栄養要求性及び／又は抗生物質抵抗性のスペクト
ルによって選択してよい。あるいは、この２つの形質転換された一倍体株の集団をスフェ
ロプラスト化して融合させて、二倍体子孫を再生して、選択する。いずれの方法によって
も、二倍体株は、その親とは異なる培地で増殖する能力に基づいて、同定して選択的に増
殖させることができる。例えば、二倍体細胞は、抗生物質を含めてよい最少培地で増殖さ
せてよい。この二倍体合成戦略には、確かな利点がある。二倍体株には、組換えタンパク
質の産生及び／又は分泌に影響を及ぼす場合がある、潜在的な（underlying）突然変異に
対するより広い相補性を介して増強レベルの異種タンパク質を産生するポテンシャルがあ
る。さらに、安定した株が入手されたならば、これらの株を選択するのに使用したどの抗
生物質も、必ずしもその増殖培地に継続的に存在している必要はない。
【０２１６】
　[000279]　抗体ポリペプチドを発現するのに使用する宿主細胞は、大腸菌のような細菌
細胞であっても、真核細胞であってもよい。本発明の特に好ましい態様では、骨髄腫細胞
又はチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系のような、この目的のために正しく定
義された種類の哺乳動物細胞を使用してよい。
【０２１７】
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　[000280]　ベクターを構築し得る一般的な方法、宿主細胞を産生するのに必要とされる
トランスフェクション方法、及び抗体ポリペプチドを前記宿主細胞より産生するのに必要
とされる培養方法には、すべてに慣用の技術が含まれる。好ましくは、抗体を産生するの
に使用する細胞系は哺乳動物の細胞系であるが、大腸菌由来の細菌株のような細菌細胞系
、又は酵母細胞系といった他のどの好適な細胞系も、代わりに使用してよい。
【０２１８】
　[000281]　同様に、ひとたび産生されたならば、ヒト化ウサギ抗体ポリペプチドは、例
えば、クロスフロー濾過、硫酸アンモニウム沈殿、親和性カラムクロマトグラフィー、等
のような、当該技術分野の標準手順に従って精製してよい。
【０２１９】
　[000282]　本明細書に記載のヒト化抗体ポリペプチドは、本発明の抗体ポリペプチドと
同じ治療応用に有用であろうペプチド又は非ペプチドのいずれかの模倣体の設計及び合成
にも使用してよい。例えば、その内容がその全体において参照により本明細書に組み込ま
れる、Saragobi et al, Science, 253:792-795 (1991) を参照のこと。
【０２２０】
　[000283]　投与
　[000284]　本発明に従って産生されるヒト化ウサギ抗体及び断片及び含有する融合物は
、好ましくは、ヒトの療法に、又は腫瘍部位の in vivo 造影のような診断法に使用され
る。本発明の１つの態様において、本明細書に記載のヒト化抗体、又はそのヒト化結合断
片、並びに前記抗体断片の組合せは、レシピエント被検者の体重１ｋｇにつき約０．０５
ｍｇと１０．０ｍｇの間の濃度で被検者へ投与される。本発明の好ましい態様において、
本明細書に記載のヒト化抗体、又はそのヒト化結合断片、並びに前記抗体断片の組合せは
、レシピエント被検者の体重１ｋｇにつき約０．１～１．０ｍｇの間の濃度で被検者へ投
与される。
【０２２１】
　[000285]　本発明の別の態様において、本明細書に記載のヒト化ウサギ抗体、又はその
結合断片、並びに前記抗体断片の組合せは、被検者へ医薬製剤において投与される。
　[000286]　「医薬組成物」は、哺乳動物への投与に適した化学的又は生物学的な組成物
のことを指す。そのような組成物は、具体的には、限定されないが、頬内、表皮、硬膜外
、吸入、動脈内、心臓内、脳室内、皮内、筋肉内、鼻腔内、眼内、腹腔内、脊髄内、鞘内
、静脈内、経口、非経口、浣腸剤又は坐剤により直腸へ、皮下、真皮下、舌下、経皮、及
び経粘膜が含まれる数多くの経路の１以上を介した投与のために製剤化され得る。加えて
、投与は、注射剤、散剤、液剤、ゲル剤、滴剤の手段、又は他の投与手段によって起こり
得る。
【０２２２】
　[000287]　「医薬賦形剤」又は「医薬的に許容される賦形剤」は、活性のある治療薬剤
がその中で製剤化される担体、通常は液剤である。本発明の１つの態様において、活性の
ある治療薬剤は、ＩＬ－６又はＴＮＦ－αに特異的なヒト化抗体、又はその１以上の断片
である。一般に、賦形剤は、製剤に対して薬理活性をまったく提供しないが、それは、化
学的及び／又は生物学的安定性と放出特性を提供する場合がある。例示の製剤については
、例えば、参照により本明細書に組み込まれる、「レミントンの薬科学（Remington's Ph
armaceutical Sciences）」 第19版、Grennaro, A．監修（1995年）に見出すことができ
る。
【０２２３】
　[000288]　本明細書に使用するように、「医薬的に許容される担体」又は「賦形剤」に
は、生理学的適合性がある、ありとあらゆる溶媒、分散媒、コーティング剤、抗細菌及び
抗真菌剤、等張剤、及び吸収遅延剤が含まれる。１つの態様において、担体は、非経口投
与に適している。あるいは、担体は、静脈内、腹腔内、筋肉内、又は舌下の投与に適した
ものであり得る。医薬的に許容される担体には、無菌の水溶液剤又は分散剤と、無菌の注
射可能な溶液剤又は分散剤の即時調製用の無菌散剤が含まれる。そのような媒体及び薬剤
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の医薬活性物質への使用は、当該技術分野でよく知られている。どの慣用の媒体又は薬剤
も活性化合物と不適合であることがない限りにおいて、本発明の医薬組成物におけるその
使用が考慮される。補充の活性化合物もその組成物へ取り込むことができる。
【０２２４】
　[000289]　医薬組成物は、典型的には、無菌で、製造及び保存の条件の下で安定でなけ
ればならない。組成物は、溶液剤、ミクロエマルジョン、リポソーム、又は高い薬物濃度
に適した他の秩序構造として製剤化することができる。担体は、例えば、水、エタノール
、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、及び液状ポリエチレング
リコール）、及びこれらの好適な混合物を含有する溶媒又は分散媒であり得る。適正な流
動性は、例えば、レシチンのようなコーティング剤の使用により、分散の場合に必要とさ
れる粒径の維持により、そして界面活性剤の使用によって維持することができる。
【０２２５】
　[000290]　多くの場合において、等張剤、例えば、糖類、マンニトール、ソルビトール
のような多価アルコール、又は塩化ナトリウムを組成物に含めることが好ましいであろう
。注射可能な組成物の延長吸収は、吸収を遅らせる薬剤、例えば、モノステアリン酸塩及
びゼラチンを組成物に含めることによってもたらすことができる。さらに、アルカリ性の
ポリペプチドは、時間放出製剤において、例えば、徐放性ポリマーが含まれる組成物にお
いて製剤化することができる。活性化合物は、インプラントやマイクロカプセル化送達系
が含まれる制御放出製剤のように、該化合物を迅速放出に対して保護する担体とともに調
製することができる。エチレンビニルアセテート、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、及びポリ乳酸－ポリグリコール酸共重合体（Ｐ
ＬＧ）のような、生物分解性、生体適合性のポリマーを使用することができる。そのよう
な製剤の調製のための多くの方法が当業者に知られている。
【０２２６】
　[000291]　引用した態様のそれぞれで、化合物は、多様な剤形によって投与することが
できる。当業者に知られているあらゆる生物学的に許容される剤形とその組合せが考慮さ
れる。そのような剤形の例には、限定なしに、復元可能な散剤、エリキシル剤、液剤、溶
液剤、懸濁液剤、乳剤、散剤、顆粒剤、粒子剤、微粒子剤、分散性顆粒剤、カシェ剤、吸
入剤、エアゾール吸入剤、パッチ剤、粒子吸入剤、インプラント剤、デポーインプラント
剤、注射剤（皮下、筋肉内、静脈内、及び皮内が含まれる）、注入剤、及びこれらの組合
せが含まれる。
【０２２７】
　[000292]　本発明の様々な例示態様についての上記の記載は、徹底的であることも、本
発明を開示される正確な形態へ限定することも企図していない。本明細書では、本発明の
具体的な態様とその実施例について例示目的で記載するが、当業者が認めるように、様々
な同等の修飾も本発明の範囲内で可能である。本明細書に提供する本発明の教示は、上記
に記載の諸例以外の他の目的にも適用することができる。
【０２２８】
　[000293]　上記の詳しい説明に照らして、本発明に対して上記や他の変更を加えること
ができる。概して言えば、以下の特許請求項において、使用される用語は、本明細書及び
特許請求項において開示される具体的な態様へ本発明を限定するように解釈してはならな
い。従って、本発明は、本開示によって限定されないが、その代わり、本発明の範囲は、
以下の特許請求項によって完全に決定されるべきである。
【０２２９】
　[000294]　本発明は、先の記述と諸例に特に記載されるもの以外のやり方で実施してよ
い。上記の教示に照らして、本発明の数多くの修飾及び変更が可能であるので、それらは
、付帯の特許請求項の範囲内にある。
【０２３０】
　[000295]　抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団を入手するための方法に関するいくらかの
教示が、その開示がその全体において参照により本明細書に組み込まれる、米国仮特許出
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願番号６０／８０１，４１２（２００６年５月１９日出願）に開示されている。
【０２３１】
　[000296]　接合コンピテント酵母を使用して抗体又はその断片を産生することと対応す
る方法に関するいくらかの教示が、その開示がその全体において参照により本明細書に組
み込まれる、米国特許出願番号１１／４２９，０５３（２００６年５月８日出願）（米国
特許出願公開公報番号ＵＳ２００６／０２７００４５）に開示されている。
【０２３２】
　[000297]　「背景技術」、「発明を実施するための形態」、及び「実施例」において引
用される各文献（特許、特許出願、雑誌記事、抄録、マニュアル、書籍、又は他の開示が
含まれる）の全開示は、その全体において参照により本明細書に組み込まれる。
【０２３３】
　[000298]　以下の実施例は、本発明を作製及び使用する方法についての完全な開示及び
記載を当業者に提供するように述べるものであり、本発明とみなされるものの範囲を限定
することを企図するものではない。使用する数字（例えば、量、温度、濃度、等）に関し
て正確を期すように努力を払ったが、いくらかの実験誤差及び偏差は許容されるべきであ
る。他に示さなければ、分率は重量分率であり、分子量は平均分子量であり、温度は摂氏
（℃）であり、そして気圧は、大気圧又はその付近である。
【実施例】
【０２３４】
　[000299]　実施例
　[000300]　実施例１：濃縮された抗原特異的Ｂ細胞抗体培養物の産生
　[000301]　目的の標的抗原へのネイティブな免疫応答を利用すべき伝統的な抗体宿主動
物を免疫化することによって、抗体のパネルを導く。典型的には、免疫化に使用する宿主
は、ウサギであるか、又は同様の成熟化プロセスを使用して抗体を産生して、匹敵する多
様性、例えば、エピトープ多様性の抗体を産生する抗原特異的Ｂ細胞の集団をもたらす他
の宿主である。初回の抗原免疫化は、完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ）を使用して
行うことができて、後続の追加免疫は、不完全アジュバントで実効することができる。免
疫化の約５０～６０日後、好ましくは５５日目に、抗体力価を試験して、適正な力価が確
認されたならば、抗体選択（ＡＢＳ）法を開始する。ＡＢＳ開始の鍵となる２つの判定基
準は、ポリクローナル血清における強力な抗原認識と機能修飾活性である。
【０２３５】
　[000302]　陽性の抗体力価を確認した時点で、動物を犠牲にして、Ｂ細胞源を単離する
。これらの供給源には、脾臓、リンパ節、骨髄、及び末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）が含ま
れる。単一細胞懸濁液を産生し、この細胞懸濁液を洗浄して、それらを低温での長期保存
に適合可能なものとする。次いで、この細胞を、典型的には凍結させる。
【０２３６】
　[000303]　抗体同定法を開始するために、凍結細胞懸濁液の小画分を融解し、洗浄して
、組織培養基に入れる。次いで、これらの懸濁液を、動物の免疫応答を産生するために使
用した抗原のビオチニル化形態と混合し、Miltenyi 磁気ビーズ細胞選択の方法論を使用
して、抗原特異的な細胞を回収する。ストレプタビジンビーズを使用して、特異的な濃縮
を実行する。濃縮された集団を回収して、特異的Ｂ細胞単離の次段階へ進める。
【０２３７】
　[000304]　実施例２：クローンの抗原特異的Ｂ細胞含有培養物の産生
　[000305]　次いで、実施例１に従って産生した濃縮Ｂ細胞を、９６ウェルマイクロタイ
タープレートにおいて、ウェルあたりの様々な細胞密度でプレート培養する。概して言え
ば、これは、各群１０のプレートで、ウェルにつき５０、１００、２５０、又は５００個
の細胞である。この培地に、４％の活性化ウサギＴ細胞条件付け培地を５０Ｋ凍結照射Ｅ
Ｌ４Ｂフィーダー細胞とともに補充する。これらの培養物を５～７日間静かに放置して、
その時点で、分泌される抗体を含有する上清を採取して、別のアッセイ設定において標的
特性を評価する。残りの上清はインタクトなままとして、プレートを－７０℃で凍結させ
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る。これらの条件の下で、この培養法は、典型的には、抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団
を含む混合した細胞集団を含有するウェルをもたらす（即ち、単一のウェルは、所望の抗
原に特異的な単一のモノクローナル抗体だけを含有する）。
【０２３８】
　[000306]　実施例３：抗体上清について所望の特異性及び／又は機能特性のモノクロー
ナル抗体をスクリーニングすること
　[000307]　実施例２に従って産生されるクローン抗原特異的Ｂ細胞集団を含有するウェ
ルから導かれる抗体含有上清について、最初に、ＥＬＩＳＡ法を使用して抗原認識をスク
リーニングする。これには、選択的な抗原固定化（例えば、ストレプタビジンコート化プ
レートによるビオチニル化抗原の捕捉）、非特異的な抗原のプレートコーティング、また
あるいは、抗原組立戦略を介すること（例えば、選択的な抗原捕捉に結合パートナー付加
を続けて、ヘテロマーのタンパク質－抗原複合体を産生すること）が含まれる。次いで、
抗原陽性ウェルの上清を、リガンドに厳密に依存する機能修飾アッセイにおいて試験して
もよい。１つのそのような例は、抗原リガンドの組換え受容体タンパク質との天然の相互
作用を再現する in vitro のタンパク質－タンパク質相互作用アッセイである。あるいは
、リガンド依存型であり、容易にモニタリングされる細胞ベースの応答（例、増殖応答）
を利用する。有意な抗原認識及び力価を示す上清を陽性ウェルとみなす。次いで、元の陽
性ウェルから導かれる細胞を抗体回収段階へ移す。
【０２３９】
　[000308]　実施例４：所望の抗原特異性のある単一の抗体産生Ｂ細胞の回収
　[000309]　単一の抗体配列を分泌する抗原特異的Ｂ細胞のクローン集団（実施例２又は
３に従って産生される）を含有するウェルより少数の細胞を単離する。次いで、この単離
した細胞をアッセイして、単一の抗体分泌細胞を単離する。Ｄｙｎａｌストレプタビジン
ビーズを緩衝培地下にビオチニル化標的抗原でコートして、細胞の生存能力と適合する抗
原含有マイクロビーズを調製する。次に、抗原負荷ビーズ、陽性ウェルからの抗体産生細
胞、及びフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）標識化した抗宿主Ｈ＆Ｌ　Ｉｇ
Ｇ抗体（注記したように、宿主は、どの哺乳動物の宿主（例、ウサギ、マウス、ラット、
等）でもよい）を３７℃で一緒にインキュベートする。次いで、この混合物を、各アリコ
ートが平均して単一の抗体産生Ｂ細胞を有するように、ガラススライド上へアリコートで
再ピペッティングする。次いで、蛍光顕微鏡により、抗原特異的な抗体分泌細胞を検出す
る。分泌された抗体は、結合した抗原により隣接ビーズ上へ局所的に濃縮されて、強い蛍
光シグナルに基づいた局在化情報を提供する。分泌細胞の隣に形成される抗体－抗原複合
体のＦＩＴＣ検出により、抗体分泌細胞を同定する。次いで、この複合体の中心に見出さ
れる単一細胞を、マイクロマニピュレータを使用して回収する。この細胞は、抗体配列を
始めるまで、－８０℃での保存のためにエッペンドルフＰＣＲ管において瞬間凍結させる
。
【０２４０】
　[000310]　実施例５：抗原特異的Ｂ細胞からの抗体配列の単離
　[000311]　実施例４に従って産生される単一の単離Ｂ細胞、又は実施例２に従って入手
されるクローンＢ細胞集団から単離される抗原特異的Ｂ細胞より、組み合わせたＲＴ－Ｐ
ＣＲベースの方法を使用して、抗体配列を回収する。ウサギ免疫グロブリン配列のような
標的免疫グロブリン遺伝子（重鎖及び軽鎖）の保存されて定常的な領域においてアニール
するようにプライマーを設計して、２工程のネステッドＰＣＲ回収工程を使用して抗体配
列を得る。各ウェルからのアンプリコンについて、回復とサイズ完全性を分析する。次い
で、得られる断片をＡｌｕＩで消化して、配列クローン性のフィンガープリントを取る。
同一の配列は、その電気泳動分析において、共通した断片化パターンを示す。重要にも、
細胞クローン性を証明するこの共通の断片化パターンは、一般に、初めに１０００細胞／
ウェルまでプレート培養したウェルにおいても観察される。次いで、元の重鎖及び軽鎖ア
ンプリコン断片をＨｉｎｄＩＩＩ及びＸｈｏＩ又はＨｉｎｄＩＩＩ及びＢｓｉｗＩで制限
酵素消化して、クローニング用ＤＮＡのそれぞれの切片を調製する。次いで、得られる消
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化物を発現ベクター中へライゲートして、プラスミドの増殖及び産生用のために細菌へ形
質転換させる。配列特性決定のためにコロニーを選択する。
【０２４１】
　[000312]　実施例６：所望の抗原特異性及び／又は機能特性のモノクローナル抗体の組
換え産生
　[000313]　単一のモノクローナル抗体を含有する各ウェルについて正確な完全長の抗体
配列を確立して、Ｑｉａｇｅｎ固相法の方法論を使用してミニプレプＤＮＡを調製する。
次いで、ＤＮＡを使用して哺乳動物細胞をトランスフェクトして、組換え完全長抗体を産
生する。粗製の抗体産物について抗原認識と機能特性を試験して、元の特徴がこの組換え
抗体タンパク質に見出されることを確認する。適宜、大規模な一過性の哺乳動物トランス
フェクションを完了して、プロテインＡ親和性クロマトグラフィーにより抗体を精製する
。標準法（例、Ｂｉａｃｏｒｅ）を使用してＫｄを評価するとともに、力価アッセイにお
いてＩＣ５０を評価する。
【０２４２】
　[000314]　実施例７：ＨｕＴＮＦ－α又はＩＬ－６のような所望の抗原へ結合する抗体
の調製
　[000315]　本明細書に記載の抗体選択プロトコールを使用することによって、ＴＮＦ－
α又はＩＬ－６又は別の所望の抗原に対して強力な機能的拮抗作用を示す抗体のコレクシ
ョンを産生することができる。この抗体は、多様なエピトープを明らかにすることによっ
て、Ｒｅｍｉｃａｄｅ（登録商標）（インフリキシマブ）のように、Ｈｕ－ＴＮＦ－α、
ＴＮＦ－αエピトープの場合のような特別な抗原についてかつて同定されたエピトープへ
標的指向する抗体に対する有用な代替品又はそれとの補助剤を提供する可能性がある。
【０２４３】
　[000316]　ＩＬ－６又はＴＮＦ－αのいずれか一方の具体的な事例では、スクリーニン
グ方法を利用して、有意な機能的拮抗作用を保持する一方で、代替的なＩＬ－６又はＴＮ
Ｆ－αのエピトープへ結合する抗体を同定することができる。例えば、ＴＮＦ－αの場合
、一次の抗原認識スクリーニングの後で、陽性のＢＣＣウェルについて、ＴＮＦ－αに対
する機能的拮抗作用だけでなく、エピトープ競合、例えば、インフリキシマブとの競合を
試験することができる。ForteBio Octet の抗体－ＴＮＦ－α結合競合試験によって、ユ
ニークなエピトープ認識を確定することができる。機能活性だけでなく競合の不足を示す
ＢＣＣウェルを捜して、これらのウェルに存在する抗体のコーディング配列を回復させる
。回復された配列の大多数は、強力な抗原認識、機能的拮抗作用、及び明白なエピトープ
認識という元の標的特徴を示すものである。このように、得られる抗体のコレクションに
より、強力な機能的拮抗作用に関連した多数の新規エピトープ領域が確定される。参照に
より本明細書に組み込まれる仮特許出願では、ＩＬ－６で同様の結果が明示されている。
【０２４４】
　[000317]　免疫化戦略：
　[000318]　米国仮特許出願番号：６０／９２４，５５１及び６０／９２４，５５１（２
００７年５月２１日出願、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載のよう
に、ＴＮＦ－α（Ｒ＆Ｄ　＃２１０－ＴＡ）とヒトＩＬ－６でウサギを免疫化することが
できる。
【０２４５】
　[000319]　抗体選択力価の評価
　[000320]　そこに記載のプロトコールによって、ＴＮＦ－α又はヒトＩＬ－６に対する
抗原認識アッセイを定量することができる。
【０２４６】
　[000321]　機能性力価の評価
　[000322]　試料の機能活性は、引用の仮特許出願に記載のように定量することができる
。例えば、ＴＮＦ－αの場合、別々に、丸底９６－ウェルプレートにおいて、血清試料を
１：１００希釈（記載の培地において）で加えて、プレート全体（２～１０列、１１列は
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、ＴＮＦ－α対照用の培地だけであった）で１：１０希釈を続けて、５つのレプリケート
（Ｂ～Ｆ行、Ｇ行は、バックグラウンド対照用の培地だけであった）で５０μｌ／ウェル
とした。最終ＥＣ５０の４倍濃度のＴＮＦ－α（濃度は、各ロットについて前もって定量
した）と１μｇ／ｍｌのアクチノマイシンＤを含有する５０μｌ／ウェルの培地をＦ行以
外のすべての試料ウェルへ加えた。プレートを３７℃で１時間インキュベートした。
【０２４７】
　[000323]　１時間で、５０μｌの血清／Ａｇ複合体と対照を、５０μｌ／ウェルのレス
ポンダー細胞を一定密度で含有する９６ウェル平底プレートへ移して（最終容量：１００
μｌ／ウェル）、３７℃で２４時間インキュベートする（蒸発を防いでエッジ効果を引き
起こすために、１及び１２列とＡ及びＨ行を２００μｌの培地で満たす）。
【０２４８】
　[000324]　製造業者のプロトコールにより、２４時間で、２０μｌ／ウェルのＣｅｌｌ
Ｔｉｔｅｒ９６試薬（プロメガ）をすべての試験ウェルへ加えて、プレートを３７℃で２
時間インキュベートした。２時間後、プレートをゆっくり振り混ぜて、試験ウェル中の均
質性を可能にする。プレートを４９０ｎｍの波長で読み取った。Ｇｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐ
ｒｉｚｍを使用して希釈に対してＯＤをプロットして（非線形シグモイドの用量／応答曲
線を使用した）、機能性力価を定量した。
【０２４９】
　[000325]　組織採取
　[000326]　上記に引用した仮特許出願に記載のように、ウサギの脾臓、リンパ節、及び
全血を採取し、処理して、凍結させた。
【０２５０】
　[000327]　Ｂ細胞培養（ＢＣＣ）
　[000328]　参照により組み込まれる仮特許出願に記載のように、Ｂ細胞培養物を調製す
る。
【０２５１】
　[000329]　抗原認識スクリーニング
　[000330]　上記に記載のように、抗原認識スクリーニングを単一点として実施した。
　[000331]　機能活性スクリーニング
　[000332]　引用の仮特許出願に記載のように、機能活性スクリーニングを実施する。例
えば、ＴＮＦ－αの場合は、ＷＥＨＩ細胞傷害性アッセイによってそれを定量する。マス
タープレート（複数）からの上清をＴＮＦ－α刺激ＷＥＨＩ細胞傷害性アッセイ（上記に
記載のような）において単一点として試験した。上清について先の記載と同様に試験した
。
【０２５２】
　[000333]　組換え抗体についての二次機能活性アッセイ：ｈｕＴＮＦ－αで処理したＨ
ＵＶＥＣ細胞によるＩＬ－６発現のブロッキング
　[000334]　参照により本明細書に組み込まれる同じ仮特許出願に記載のように、ＴＮＦ
－α又はＩＬ－６特異的アッセイを実効することができる。例えば、ＴＮＦ－αの場合、
ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）を内皮増殖培地（ＥＧＭ）の培地と適正なＨＵＶＥＣ
補充物（Ｃａｍｂｒｅｘ）において型通りに維持する。アッセイの当日、トリパンブルー
によってＨＵＶＥＣの生存度を定量する。この細胞をアッセイに必要な適正容量の培地（
１００μｌ／ウェル）において５Ｅ０５／ｍｌで再懸濁させる。９６ウェル平底培養プレ
ートの中段ウェルにおいて細胞をプレート培養して、蒸発を防ぐために外側のすべてのウ
ェルへ２００μｌの培地を加えた。このプレートを３７℃で２４時間インキュベートした
。
【０２５３】
　[000335]　２４時間で、適正な抗体希釈液を所望の最終濃度の４倍でＥＧＭにおいて作
製する（出発の抗体濃度は、１μｇ／ｍｌであった；最終行を除いて、プレート全体で１
：３の希釈を実施した）。このウェルへＥＧＭ中の同量のｒｈｕＴＮＦ－α（所望の最終
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濃度の４倍）を加えた。このプレートを３７℃で１時間インキュベートして、抗体／抗原
複合体を生成した。１時間で、ＨＵＶＥＣ培養プレートより５０μｌの培地を取り出して
、捨てた。５０μｌのＡｂ－Ａｇ混合物を加えて、プレートを３７℃で４８時間インキュ
ベートした。標準の陽性及び陰性対照を含めた。
【０２５４】
　[000336]　４８時間で、条件付け培地のＩＬ－６レベルをＥＬＩＳＡによって評価した
。Ｉｍｍｕｌｏｎプレートを１μｇ／ｍｌのヤギ抗ｈｕＩＬ－６（５０μｌ／ウェル）で
、４℃で一晩、又は室温で１時間コートした。このプレートをプレートウォッシャーにお
いてＰＢＳ＋０．５％　Ｔｗｅｅｎ　２０で洗浄した（２００μｌ／ウェル；３回）。こ
のプレートを２００μｌ／ウェルのＦＳＧで、室温で１時間ブロックした。ブロッキング
溶液を吸引して、プレートをブロットした。ｈｕＩＬ－６標準品をセットし、１μｇ／ｍ
ｌで開始して、プレート全体で１：３に希釈した（すべての希釈液をＦＳＧで作製する）
。ＨＵＶＥＣ培養物からの試料を標準曲線下のウェルへ加えて、室温で１時間インキュベ
ートした。洗浄を繰り返した。１μｇ／ｍｌのヒト化抗体（抗ｈｕＩＬ－６）を５０μｌ
／ウェルでプレートへ加えて、室温で１時間インキュベートした。洗浄を繰り返した。二
次抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ　ＨＲＰを１：５０００の希釈で５０μｌ／ウェルで加えて、室温
で４５分間インキュベートした。洗浄を繰り返した。５０μｌ／ウェルの３，３’，５，
５’テトラメチルベンチジン（ＴＭＢ）を用いて、少なくとも５分間アッセイ液を発色さ
せた。この反応を５０μｌ／ウェルのＨＣｌで止めて、プレートをプレートリーダーにお
いて４５０ｎｍで読み取った。Ｇｒａｐｈ　Ｐａｄ　Ｐｒｉｚｍを使用して、データを解
析した。
【０２５５】
　[000337]　Ｂ細胞回収
　[000338]　上記に引用した仮特許出願に記載のように、ｈｕＩＬ６とｈｕＴＮＦ－αの
フォーカス（foci）プロトコールを実施する。
【０２５６】
　[000339]　実施例８：本発明に従った、例示のヒト化ウサギ抗体（ＩＬ－６に特異的な
）の調製
　[000340]　参照により組み込まれる仮特許出願に記載のように、そして上述の実施例に
従って産生されるウサギ抗ｈｕＩＬ－６抗体から導かれる重鎖及び軽鎖を、本明細書に記
載されて図１に概略的に図示するヒト化戦略を使用してヒト化した。例示のウサギ抗ＩＬ
－６抗体の可変軽鎖領域（このＩＬ－６特異性抗体のＦＲ１からＦＲ３までを含有する領
域）について、ＢＬＡＳＴを使用してヒト生殖細胞系配列のライブラリーに対してスクリ
ーニングして、このライブラリー中の他のヒト生殖細胞系配列に比べて、それに対して有
意な相同性を有する３つの生殖細胞系配列、即ち、Ｖ１－６、Ｖ１－２７、及びＶ１－５
を同定した。生殖細胞系配列Ｖ１－６は、ウサギ軽鎖可変配列に対して最大の配列同一性
を示すことがわかったので、図３において「ａｇｇｒｅｓ」及び「ｃｏｎｓｒｖ」と表記
する２つのヒト化軽鎖バージョンを産生するための出発材料として選択した。これらの配
列は、本質的には、Ｖ１－６ヒト生殖細胞系配列を、この図の上半分に示すようなウサギ
親の抗ＩＬ－６　ＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域からの特異的な選択性決定残基で修飾するこ
とによって、そしてさらにドナー（ウサギ）ＦＲ残基をわずかに取り込む（ｃｏｎｓｒｖ
バージョン）か又は全く取り込まない（ａｇｇｒｅｓバージョン）ことによって導いた。
特に、図３に示すように、ウサギ軽鎖ＣＤＲ３とウサギ軽鎖ＦＲ４配列に相同的なヒトＦ
Ｒ４配列とのＶ１－６配列の融合によって、ウサギＦＲ残基が取り込まれていない１つの
ヒト化軽鎖（図において「ａｇｇｒｅｓ」と呼ぶ）を産生した。ウサギ軽鎖ＦＲ１からの
２つのＦＲ残基を含有する、同じ図に図示される「ｃｏｎｓｒｖ」と呼ぶ別のバージョン
を産生した。
【０２５７】
　[000341]　同様のヒト化方法を使用して、そして図１に概略的に図示されるように、Ｃ
ＤＲ１及びＣＤＲ２と関連のＦＲ領域を含有する好ましい抗ＩＬ－６抗体の可変領域を、
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ヒト生殖細胞系配列のライブラリーに対するＢＬＡＳＴ法を使用するスクリーニングに使
用して、それへ最も相同的なヒト生殖細胞系配列を同定した。図に示すように、このスク
リーニングにより、図２の配列を含有する３つの相同的なヒト生殖細胞系配列、Ｖ３－６
６、Ｖ３－５３、及びＶ３－２３を同定した。最も相同的なヒト生殖細胞系配列、Ｖ３－
２３を出発材料として再び使用して、対応するヒトＣＤＲ１及びＣＤＲ２残基を選んだ重
鎖のＣＤＲ１及びＣＤＲ２領域の特異的な選択性決定残基の取込みと、少数の離散したウ
サギＦＲ残基のさらなる取込みとウサギＣＤＲ３領域と相同的なヒトＦＲ４領域への融合
により同様に修飾した２つのヒト化バージョンを産生した。「ａｇｇｒｅｓ」及び「ｃｏ
ｎｓｒｖ」として再び呼ばれる、得られる２つのヒト化重鎖を図３の下に示す。並置した
配列に基づけば、これらのヒト化バージョンが、「ａｇｇｒｅｓ」には存在しない、「ｃ
ｏｎｓｒｖ」バージョン中のいくつかのウサギＦＲ３残基の存在においてのみ異なること
が見てとれる。これらの配列はともに、ヒト生殖細胞系配列に比較して、相対的に少ない
数の残基でのみ異なるので、ヒトにおいて実質的に非免疫原性であるはずである。
【０２５８】
　[000342]　「ａｇｇｒｅｓ」ヒト化重鎖及び軽鎖と「ｃｏｎｓｒｖ」のいずれかを含有
するヒト化抗ＩＬ－６抗体は、親ウサギ抗体にきわめて近似したＩＬ－６結合親和性を保
有することが見出された。このことは、本発明のヒト化戦略の有効性を立証するとともに
、これらの方法を使用して、きわめて「ヒト様」である配列を有して、ヒト被検者におい
て実質的に非免疫原性であるはずの、様々な抗原に対するヒト化抗体を産生することが可
能であることをさらに示唆する。
【０２５９】
　[000343]　実施例９：本発明に従って産生される例示のヒト化ウサギ抗体（ｈＩＬ－６
及びｈＴＮＦ－αに特異的な）の保持された親和性特性
　[000344]　上記に考察したように、本発明の重要な利点は、本主題のヒト化方法が、高
い親和性を保有する（即ち、結合親和性がそれより導かれる親ウサギ又はキメラの抗体の
それに匹敵する）ヒト化抗体を再現可能的に生じることにある。このことは、図４に含ま
れる解離定数によって例示される。そこでは、２つの異なるウサギキメラ抗ＭＬ－６抗体
の解離定数が、本発明の方法を使用してすべて産生した、それより導かれる３及び２の異
なるヒト化抗体にそれぞれ比較されている。この図に含まれるデータより、解離定数は、
ほとんどの場合、キメラからそれより導かれるヒト化変異体まで概ね不変であることがわ
かる。最悪の場合でも、解離定数は、概ね３．５倍低下する。このことは、抗原結合親和
性の実質的な消失（即ち、親からヒト化バージョンに対して１桁以上の大きさの消失）を
典型的にはもたらす、他のヒト化方法に対照的である。
【０２６０】
　[000345]　加えて、同じ図４は、２つの異なるキメラウサギ抗ｈＴＮＦ－α抗体の解離
定数を、本発明のヒト化の方法論を使用してそれより導かれるヒト化抗体に比較するデー
タを含有する。同様に、親ウサギ由来のキメラ抗ｈＴＮＦ－α抗体とヒト化抗体の解離定
数は、実質的に同じである。これらの結果は、本主題のヒト化方法の再現可能性、即ち、
異なるウサギ抗体配列をヒト化することと、異なる抗原へ特異的な抗体をヒト化すること
へのその広汎な応用可能性を例証する。
【０２６１】
　[000346]　実施例１０：本発明に従って産生される例示のヒト化ウサギ抗体（ｈＩＬ－
６及びｈＴＮＦ－αに特異的な）の保持された機能特性
　[000347]　先の実施例に示すように、本発明に従って産生されるヒト化抗体は、それら
が導かれる親ウサギ抗体に匹敵する抗原結合定数を保有する。そのことに基づいて、親キ
メラ抗体とそれより導かれるヒト化変異体の拮抗作用特性も同じように同等であろうと予
測した。実際に、こういった発明者たちの予測を確認した。
【０２６２】
　[000348]　図５及び６に示すように、本発明者たちは、ウサギ抗ＩＬ－６抗体から導か
れる２つの異なるキメラ抗体の拮抗作用特性を、それぞれから導かれる２つの異なるヒト
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細胞増殖に対する効果を検出するアッセイ（アンタゴニスト活性を検出するのに受け入れ
られている機能アッセイ）において比較した。図５及び６のデータより、ｈＩＬ－６依存
型細胞増殖の阻害がキメラ抗体とそれより導かれるヒト化抗体で実質的に同一であること
が見てとれる（細胞増殖データ曲線は、異なる抗体濃度で実質的に重なっているか又はき
わめて類似している）。
【０２６３】
　[000349]　さらに、図７に示すように、本発明者たちは、ウサギ抗ｈＴＮＦ－α抗体か
ら導かれる、ｈＴＮＦ－αに特異的なキメラ抗体の拮抗作用特性を、本主題のヒト化方法
論を使用して産生した、それから導かれるヒト化抗体と比較した。拮抗作用は、これらの
抗ｈＴＮＦ－α抗体のｈＴＮＦ－α依存型細胞傷害性に対する効果を検出するアッセイ（
抗ｈＴＮＦ－α抗体のアンタゴニスト活性を検出するのに受け入れられた機能アッセイ）
において比較した。図７のデータより、ｈＴＮＦ－α依存型細胞傷害性の阻害がキメラ抗
体とそれより導かれるヒト化抗ｈＴＮＦ－α抗体できわめて類似していることが見てとれ
る（細胞傷害性データ曲線は、異なる抗体濃度で実質的に重なっているか又はきわめて類
似している）。
【０２６４】
　[000350]　上記の実施例は、本発明とその内在の利点の例示であることを企図している
。実際、本発明のヒト化方法を使用して、所望の抗原に対して特異性を有するどのウサギ
抗体（又は近縁種のそれ）もヒト化することができる。好ましくは、これらの抗体は、ヒ
トの療法に適した標的抗原に特異的であり、この標的抗原に対して高い親和性を保有する
ものである。例えば、そのような抗体には、特に、「IL-6 antibodies and Use Thereof
（ＩＬ－６抗体とその使用）」及び「Anti-TNF Antibodies（抗ＴＮＦ抗体）」と題して
代理人ドケット番号６７８５８．９０１９０２及び６７８５８．７０１８０２をそれぞれ
有する米国シリアル番号６０／９２４，５５０及び６０／９２４，５５１とＰＣＴ出願（
２００８年３月２１日出願）に開示されるウサギ抗体重鎖及び軽鎖配列のいずれも含めて
よく、その仮特許出願及びＰＣＴ出願は、そこに報告されるすべての抗体配列を含めて、
その全体において参照により本明細書に組み込まれる。加えて、特許請求するヒト化方法
とそれにより入手可能なヒト化抗体産物についてさらに記載して例示するために、これら
のＰＣＴ出願のいずれもの配列目録を本明細書の特許請求項に先立って記載する。これら
の配列目録は、ウサギ抗体配列と、本発明の方法に従って産生した、ＩＬ－６とＴＮＦ－
αに特異的であるヒト化バージョンを含有する。
【０２６５】
　[000351]　さらに、本発明のヒト化プロトコールは、どの利用可能なウサギ重鎖又は軽
鎖配列をヒト化するのにも、即ち、ペプチド、タンパク質、糖タンパク質、ハプテン、炭
水化物、等のようなどの所望の抗原に対しても使用することができる。好ましくは、抗原
は、ヒトの抗原、又はヒトに感染するか又はヒトにおいて疾患を引き起こすか又はそれに
関連する作用体からの抗原である。好ましくは、ウサギ抗体は、上記のＡＢＳスクリーニ
ングプロトコールによって単離されるウサギＢ細胞から導かれる。
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摘要(译)

本发明提供了一种用于人源化兔重链和轻链可变区的新颖且改进的方法。得到的人源化兔重链和轻链及其含有的抗体片段非常适合
用于免疫治疗和免疫诊断，因为它们保留了亲本抗体的抗原结合亲和力，包括人抗体序列基于其与人类非常高水平的序列同一性，
在人类中应该基本上是非免疫原性的。本发明说明了用于制备用于治疗用途的人源化抗人TNF-α和抗人IL-6抗体的方案。 点域1
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