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(57)【要約】
　オーファンレセプターのこれまで未知のリガンド又は他のオーファンリガンド、すなわ
ち対-リガンドがまだ同定されていない他のリガンド又はレセプターに対する抗体を同定
する方法を記載する。未知のリガンドに結合する抗体が入手可能になると、それらの単離
及び特徴付けが顕著に容易になり、同定された抗体は、それ自体で、癌又は自己免疫疾患
、又は他の疾病を患っている患者の治療に有用である。実施態様は、競合的スクリーニン
グによる治療用抗体の同定(ＩＴＡＣＳ)と題した方法を提供する。また、抗体のＦｃ部分
とＮＫｐ３０等のオーファンレセプターの可溶性部分を含む融合タンパク質も記載する。
融合タンパク質は、典型的には可動性膜貫通リンカー(ＦＴＬ)、すなわちオーファンレセ
プターの膜貫通ドメインの一部を含むリンカーを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オーファンＮＫ細胞レセプターであるオーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンド
に結合する抗体を同定する方法であって、
　(ａ)オーファンリガンドが結合する標的細胞の第一調製物で少なくとも一の脊椎動物を
免疫し；
　(ｂ)脊椎動物の脾臓の抗体産生細胞から、少なくとも一の被験抗体を調製し；
　(ｃ)標的細胞の第二調製物への結合についてオーファンリガンドと競合する被験抗体を
、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体として選択する
ことを含む方法。
【請求項２】
　選択が、
　オーファンリガンドの可溶性部分を含む参照薬剤の存在下及び不在下において、標的細
胞の第二調製物に対する被験抗体の結合性を比較し、
　結合性が、参照薬剤の不在下より参照薬剤の存在下での方が低い被験抗体を同定する
ことを含む請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　選択が、
　被験抗体の存在下及び不在下において、標的細胞の第二調製物に対するオーファンリガ
ンドの可溶性部分を含む参照薬剤の結合性を比較し、
　結合性が、抗体の不在下より抗体の存在下での方が低い被験抗体を同定する
ことを含む請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　参照薬剤が、完全長オーファンレセプター、オーファンリガンドの細胞外断片、又はオ
ーファンリガンドの可溶性部分を含む融合又はハイブリッドタンパク質である請求項２又
は３に記載の方法。
【請求項５】
　融合又はハイブリッドタンパク質が、場合によってはリンカーを介して、抗体Ｆｃドメ
インに共有結合するオーファンリガンドの可溶性部分を含む請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　融合又はハイブリッドタンパク質が、オーファンリガンドの膜貫通部分の少なくとも一
のアミノ酸残基を更に含有する請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　参照薬剤が、細胞膜又は固体担体に付着した完全長オーファンリガンドである請求項２
又は３に記載の方法。
【請求項８】
　参照薬剤が、固体担体に付着したオーファンリガンドの可溶性部分である請求項２又は
３に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも一の参照薬剤と抗体が検出可能な部分で標識されている請求項２から８の何
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　検出可能な部分が、蛍光、発光又は放射性化合物である請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　抗体産生細胞がＢ細胞である請求項１から１０の何れか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　抗体産生細胞がハイブリドーマ細胞である請求項１から１１の何れか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
　標的細胞の第一及び第二調製物の各々が、無傷細胞及び細胞膜から別々に選択される請
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求項１から１２の何れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　標的細胞の第一及び第二調製物が同じ細胞株からのものである請求項１から１３の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項１５】
　脊椎動物がマウス又はラットである請求項１から１４の何れか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　オーファンリガンドがＮＫ細胞活性化レセプターである請求項１から１５の何れか一項
に記載の方法。
【請求項１７】
　ＮＫ細胞活性化レセプターが、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、ＮＫｐ４６、ＮＫｐ８０、又
はＣＤ６９である請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　ＮＫ細胞活性化レセプターがＮＫｐ３０である請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　(ｃ)において選択される抗体が、細胞表面結合リガンドへのオーファンリガンドの結合
をブロックする請求項１から１８の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　オーファンリガンドへの細胞表面結合標的リガンドの結合をブロックする抗体又は抗体
断片を同定する方法であって、請求項１から１９の何れか一項に記載の方法に従い抗体を
同定し、少なくとも２０％まで、オーファンリガンドへの細胞表面結合標的リガンド間の
結合を低減する抗体を選択することを含む方法。
【請求項２１】
　(ｃ)請求項１から２０の何れか一項に記載の方法に従い抗体を同定し、
　(ｄ)抗体産生細胞から抗体を産生する
工程を含む、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を産生する
方法。
【請求項２２】
　(ｅ)請求項１から２０の何れか一項に記載の方法に従い抗体を同定し；
　(ｆ)抗体をコードする核酸を調製し；
　(ｇ)核酸で宿主細胞を形質転換させ；
　(ｈ)核酸が発現し抗体が産生されるように、宿主細胞を培養する
工程を含む、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を産生する
方法。
【請求項２３】
　宿主細胞培養体から抗体を回収することを更に含む請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　第二のリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって
　(ｄ)第二のリガンドが結合する標的細胞の第一調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫
し；
　(ｅ)脊椎動物の脾臓の抗体産生細胞から被験抗体を調製し；
　(ｆ)標的細胞の第二調製物への結合について第二のリガンドと競合する抗体を、第二の
リガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体として選択する
ことを含む方法。
【請求項２５】
　第二のリガンドがＣＤ８３である請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体又は抗体断片を同定す
る方法であって、
　(ｄ)オーファンリガンドが結合する標的細胞の調製物を提供し；
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　(ｅ)標的細胞の調製物への結合についてオーファンリガンドと競合する抗体について、
被験抗体又は抗体断片のライブラリーをスクリーニングし；
　(ｆ)オーファンリガンドと競合する抗体又は抗体断片を選択する；
ことを含む方法。
【請求項２７】
　ライブラリーがファージ-ディスプレイライブラリーである請求項２１に記載の方法。
【請求項２８】
　ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセプターの細胞表
面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって、
　(ｇ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；
　(ｈ)上記細胞株の細胞又は細胞膜の調製物で、少なくとも一の脊椎動物を免疫し；
　(ｉ)少なくとも一の脊椎動物の脾臓からＢ細胞を単離し；
　(ｊ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；
　(ｋ)抗体Ｆｃドメイン及びＮＫ細胞レセプターの可溶性部分を含む融合タンパク質の(
ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下において、細胞株の細胞に対する各ハイブリドーマからの抗
体の結合性を評価し；
　(ｌ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性よりも低い抗体を選択する
ことを含む方法。
【請求項２９】
　ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセプターの細胞表
面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって、
　(ｇ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；
　(ｈ)細胞株の細胞又は細胞膜の調製物で、少なくとも一の脊椎動物を免疫し；
　(ｉ)少なくとも一の脊椎動物の脾臓からＢ細胞を単離し；
　(ｊ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；
　(ｋ)各ハイブリドーマからの抗体の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下において、細胞株の細
胞への、抗体Ｆｃドメイン及びＮＫ細胞レセプターの可溶性部分を含む融合タンパク質の
結合性を評価し；
　(ｌ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性よりも低いハイブリドーマからの抗体
を選択する
ことを含む方法。
【請求項３０】
　ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ３０である請求項２８又は２９に記載の方法。
【請求項３１】
　融合タンパク質が配列番号４、５及び６の何れかの配列を含む請求項３０に記載の方法
。
【請求項３２】
　ＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法であって、
　(ｄ)複数の被験薬剤を提供し；
　(ｅ)ＮＫｐ３０の膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含む可溶性ＮＫｐ３
０-Ｆｃ融合タンパク質の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下における、ＮＫｐ３０Ｌを発現す
る細胞株への各被験薬剤の結合性を評価し；
　(ｆ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性より低い被験薬剤を選択する
ことを含む方法。
【請求項３３】
　ＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法であって、
　(ａ)複数の被験薬剤を提供し；
　(ｂ)各被験薬剤の存在下における、ＮＫｐ３０Ｌを発現する細胞株への、ＮＫｐ３０の
膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含む可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパ
ク質の結合性を評価し；
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　(ｃ)被験薬剤の存在下における結合性が被験薬剤の不在下における結合性より低い被験
薬剤を選択する
ことを含む方法。
【請求項３４】
　請求項１から３３の何れか一項に記載の方法に従い同定された抗体、抗体断片又は薬剤
。
【請求項３５】
　請求項３４に記載の抗体の断片又は誘導体。
【請求項３６】
　ＮＫ細胞レセプターの膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含むリンカーを
介して抗体Ｆｃドメインに共有結合するＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４及びＮＫｐ４６から選択
されるＮＫ細胞レセプターの可溶性リガンド結合断片を含む融合タンパク質。
【請求項３７】
　ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ３０であり、融合タンパク質が配列番号１の少なくともア
ミノ酸残基２０－１３８を含む請求項３６に記載の融合タンパク質。
【請求項３８】
　リンカーが、配列番号１の少なくともアミノ酸残基１４０－１４１を含む請求項３６又
は３７に記載の融合タンパク質。
【請求項３９】
　可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の１４１、１４２、１４３、１４
４、１４５、１４６、１４７、１４８及び１４９から選択される残基に相当する請求項３
６から３８の何れか一項に記載の融合タンパク質。
【請求項４０】
　可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の残基１４９に相当する請求項３
６から３９の何れか一項に記載の融合タンパク質。
【請求項４１】
　可溶性リガンド結合断片のＮ末端残基が、配列番号１の残基２０に相当する請求項３６
から４０の何れか一項に記載の融合タンパク質。
【請求項４２】
　可溶性リガンド結合断片のＮ末端残基が、配列番号１の残基２０に相当し、可溶性リガ
ンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の残基１４９に相当する請求項３６から４１の
何れか一項に記載の融合タンパク質。
【請求項４３】
　配列番号４及び５の何れかを含む請求項３７に記載の融合タンパク質。
【請求項４４】
　配列番号４及び５の何れかからなる請求項３７に記載の融合タンパク質。
【請求項４５】
　ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ４４であり、融合タンパク質が配列番号２の少なくともア
ミノ酸残基１９３－１９５を含む請求項３６に記載の融合タンパク質。
【請求項４６】
　可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号２の１９５、１９６、１９７、１９
８、１９９、２００、２０１、２０２又は２０３から選択される残基に相当する請求項４
５に記載の融合タンパク質。
【請求項４７】
　ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ４６であり、融合タンパク質が配列番号３の少なくともア
ミノ酸残基２５６－２５８を含む請求項３６に記載の融合タンパク質。
【請求項４８】
　可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号３の２５８、２５９、２６０、２６
１、２６２、２６３、２６４、２６５及び２６６から選択される残基に相当する請求項４
７に記載の融合タンパク質。
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【請求項４９】
　細胞のＮＫ細胞媒介性死滅を阻害する方法であって、請求項３４又は３５に記載の抗体
、抗体断片、抗体誘導体又は薬剤、又は請求項３６から４８の何れか一項に記載の融合タ
ンパク質を、細胞表面結合リガンドを発現する細胞と接触させることを含む方法。
【請求項５０】
　癌又はウイルス性疾患を治療する方法であって、請求項３４又は３５に記載の抗体、抗
体断片、抗体誘導体又は薬剤、又は請求項３６から４９の何れか一項に記載の融合タンパ
ク質の有効量を患者に投与することを含み、抗体、抗体断片、抗体誘導体又は融合タンパ
ク質が、細胞傷害性部分にコンジュゲートしているか、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣ反応を誘
因可能である方法。
【請求項５１】
　細胞傷害性部分が毒素又は放射性化合物である請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　自己免疫疾患を治療する方法であって、請求項３４又は３５に記載の抗体、抗体断片、
抗体誘導体又は薬剤、又は請求項３６から４９の何れか一項に記載の融合タンパク質の有
効量を患者に投与することを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
(発明の分野)
　本発明は、例えばオーファンレセプターのような、オーファンリガンドに対する細胞表
面結合リガンド、及びそのような細胞表面結合リガンドに対する抗体又は他の薬剤の同定
、並びに様々な病状及び疾患の治療方法におけるそれらの使用に関する。
【０００２】
(発明の背景)
　ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞は、腫瘍及びウイルス感染の免疫監視に主要な役割を担っ
ている。ＮＫ細胞は、標的細胞と遭遇すると、レセプターの活性化を介してデフォルトに
より活性化され、潜在的標的細胞を殺すか残すかの選択は、ＮＫ細胞抑制レセプターによ
りコントロールされると長い間信じられていた。しかしながら、近年の研究では、ＮＫ細
胞は、阻害シグナル伝達がない場合でさえ、病変又は異常細胞のみを殺し、健常細胞は殺
さないことが示唆されている。このことは、ＮＫレセプターを活性化させるリガンドが、
異常な、病変し、ストレスを受け又は感染した標的細胞により主として発現されうること
を示唆している。例えば、活性化ＮＫ細胞レセプターＮＫＧ２Ｄに対するリガンドである
ＭＩＣＡ及びＭＩＣＢの発現は、殆どの正常組織では生じないが、ウイルス及び細菌感染
により誘導され得、多くの上皮由来の腫瘍により発現される。
【０００３】
　ＮＫｐ３０、ＢＭＯＧ、１Ｃ７、ＨＧＮＣ：１４１８９、ＬＹ１１７及び天然の細胞毒
性誘因レセプター３としても知られているナチュラルキラー細胞ｐ３０関連タンパク質は
、標的細胞のＮＫ媒介性死滅の決定における重要な因子として機能する主要なＮＫ細胞活
性化レセプターの一つである。ＮＫ細胞誘因の原因となる他の主要なレセプターには、Ｎ
Ｋｐ４４及びＮＫｐ４６(Moretta及びMoretta(EMBO J 2004；23：255-9))が含まれる。Ｎ
Ｋｐ３０、ＮＫｐ４４及びＮＫｐ４６は、幾つかのタイプの腫瘍細胞、例えば白血病、リ
ンパ腫、メラノーマ、肺腺癌、神経芽細胞腫及び神経膠芽腫、及び／又は肝細胞癌のＮＫ
細胞媒介性死滅に関与しており、多くの場合、このような死滅は、これらのレセプターの
一又は複数に対する抗体によって阻害され又は減じられうることが示されている(例えば
、Castriconiら, Cancer Res. 2004；64(24)：9180-4；Pendeら, Blood. 2005 105(5)：2
066-73, Pendeら, J Exp Med. 1999 Nov 15；190(10)：1505-16を参照。Morettaら, Annu
al Review of Immunology Vol. 19：197-223に概説)。
【０００４】
　ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４及びＮＫｐ４６に対する各リガンド(ここではＮＫｐ３０Ｌ、
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ＮＫｐ４４Ｌ、及びＮＫｐ４６Ｌとそれぞれ称する)は、これらのレセプターの活性化が
役割を果たしている癌及び他の疾患の治療のための代替の有用な治療標的でありうる。ウ
イルスタンパク質、例えば赤血球凝集素は、ＮＫｐ４４及びＮＫｐ４６に対するリガンド
となることに関連付けられているが(Mandelboimら, Nature, Vol.409(6823)pp.1055-1060
(2001), Arnonら European journal of immunology, Vol.31(9)pp.2680-2689(2001))、ス
トレス関連又は癌関連ＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫｐ４４Ｌ及びＮＫｐ４６Ｌを含む、天然に発現
されたＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫｐ４４Ｌ及びＮＫｐ４６Ｌは今日まで同定されていない。ＮＫ
細胞活性化を低減させる薬剤の能力に頼った機能的スクリーニング及び生物学的アッセイ
で、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、ＮＫｐ４６、及びウイルス感染(Vieillard)に関連したＮ
Ｋｐ４４-リガンドとされるものに対する抗体が同定されたが、このようなアッセイは、
通常は、高スループットスクリーニングには適していない。ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４又は
ＮＫｐ４６レセプターと免疫グロブリンＦｃドメインとの間の融合タンパク質(例えば、
国際公開第９９２３８６７号、国際公開第２００２０８２８７号、国際公開第２００４０
５３０５４号、国際公開第２００５００００８６号、国際公開第２００５０５１９７３号
、及びR&D Systems Inc., Catalog No. 1849-NK)は、それぞれＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫｐ４４
Ｌ及びＮＫｐ４６Ｌに結合可能である。しかしながら、可溶性レセプターはしばしば比較
的低親和性で細胞表面リガンドに結合し、治療用途へのそれらの有用性を制限するため、
そのような融合タンパク質を調製することは挑戦でありうる。
【０００５】
　よって、ＮＫ細胞レセプターを活性化させる細胞表面結合リガンド及び他のオーファン
リガンドに対する治療法は、多くのそのような細胞表面結合リガンドの同定が未だなされ
ていない事実によってこれまで妨害されている。例えば、伝統的な抗体産生が、典型的に
は、既知の特徴付けられた抗原を用いて実験動物を免疫することに頼っているため、オー
ファンレセプターのリガンドに結合するモノクローナル抗体を同定することは困難である
。抗原それ自体の不在下において、代替法は、例えば抗原として固定化細胞を使用する、
ヒトＢ細胞のインビトロ免疫化に基づきうる(例えば、米国特許第６５４１２２５号及び
欧州特許第０２１８１５８号)。しかしながら、そのような方法は、多量のヒトＢ細胞個
体群にアクセスする必要があり、ある範囲の細胞性抗原に対する抗体が生じることになる
。
【０００６】
　従って、オーファンＮＫ細胞レセプターに対する細胞結合リガンド及びリガンド対の他
のオーファンメンバー、並びにそのような細胞結合性リガンドに対する抗体と他の標的薬
剤を同定するための簡便な方法が当該分野において必要とされている。本発明は、当該分
野におけるこれらの必要性及び他の必要性を解決するものである。
【０００７】
(発明の概要)
　本発明は、オーファンレセプターの未知のリガンド又は他のオーファンリガンド、すな
わち対-リガンド(counter-ligand)が未だ同定されていない他のリガンド又はレセプター
でありうる抗原に対する抗体を産生し同定する方法を提供する。一側面では、このような
方法は、標的細胞(例えばオーファンリガンドが結合する細胞)の調製物で動物を免疫し、
標的細胞への結合についてオーファンリガンドと競合する動物産生抗体を同定することを
含む。競合的スクリーニングによる治療用抗体の同定(Identification of Therapeutic A
ntibodies by Competitive Screening)(ＩＴＡＣＳ)と標記されたこのような方法の例示
的実施態様を図１に示す。
【０００８】
　本発明はまた例えばＮＫｐ３０のようなレセプターの可溶性部分と、ＩｇＧ抗体のＦｃ
部分を含む融合又はハイブリッドタンパク質を提供する。一側面では、融合又はハイブリ
ッドタンパク質は、可動性膜貫通リンカー(ＦＴＬ)の一部、すなわちオーファンレセプタ
ーの膜貫通ドメインの一部を含むリンカーを含む。
　本発明のこれら及び他の側面、特徴及び実施態様を、以下に更に詳細に記載する。
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【０００９】
(定義)
　「リガンド対」は、検出可能で選択的に互いに結合可能な少なくとも２つのリガンドを
含む物質である。リガンド対の結合を検出するための多くの方法が当該分野で知られてお
り、しばしば一つのリガンドを固体表面、細胞又はビーズに結合させ、リガンド対の一又
は複数のメンバーを検出可能な部分で標識することに基づく。リガンド対の例示的かつ非
限定的例には、タンパク質-タンパク質、レセプター-リガンド、レセプター-ホルモン、
及び抗体-抗原リガンド対が含まれる。
　リガンド対の「オーファンリガンド」は、少なくとも一つの他方のリガンドが同定され
ていないリガンド対の既知のメンバーである。ここに記載される一つの例示的かつ非限定
的タイプのオーファンリガンドはオーファンレセプターである。
　「標的リガンド」は、オーファンレセプターに結合する未同定のリガンドである。
【００１０】
　ここで使用される場合、「レセプター」とは、リガンド対の細胞-結合メンバーのこと
であり、レセプターにリガンドが結合することにより、細胞に対する一又は複数の検出可
能な効果をもたらし得る。疑念を避けるために、細胞表面結合リガンドはレセプターとし
ても機能し得る。よって、特定のリガンド対に対して、メンバーの双方又は一方がレセプ
ターであってもよいし、何れもレセプターではない場合もあり得る。「可溶性レセプター
」は、溶液で存在可能であり、しばしばレセプターの少なくとも細胞外部分を含むレセプ
ターの一部である。ここに記載される例示的レセプターには、ＮＫ細胞活性化及び抑制レ
セプターが含まれる。
【００１１】
　「細胞表面結合リガンド」とは、リガンド対の細胞表面結合メンバーのことであり、リ
ガンド対の結合が細胞外で生じ得る。
【００１２】
　ここで使用される場合、「抗体」なる用語は、モノクローナル又はポリクローナル抗体
の少なくとも抗原結合部分を含む抗原結合タンパク質を意味し、限定されるものではない
が、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ(ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４アイ
ソタイプ)及びＩｇＭタイプの完全長抗体、並びに、例えばＦａｂ、Ｆ(ａｂ)２、Ｆ(ａｂ
')２、Ｆｄ、ｓｃＦｖ、及びｄｓＦｖ断片を含む、当該分野で知られている抗体断片が含
まれる。抗体は、限定されるものではないが、マウス及びヒトを含む任意の由来のものと
することができ、限定されるものではないが、キメラ、ヒト化又は単鎖抗体を含む、親抗
体又は抗体類の修飾型であってもよい。前後関係で矛盾しない限り、「抗体」及び「Ｉｇ
Ｇ」なる用語は、ここで相互に交換可能に使用される。
【００１３】
　ここで使用される場合、「抗体断片」は全長抗体の一部を含み、抗原に結合可能なもの
である。典型的には、抗体断片は、抗体の少なくともＣＤＲ領域を含んでいる。例示的な
抗体断片には、限定されるものではないが、Ｆａｂ、Ｆ(ａｂ)２、Ｆ(ａｂ')２、Ｆｄ、
ｓｃＦｖ、及びｄｓＦｖ断片が含まれる。
【００１４】
　ここで使用される場合、「抗体誘導体」は、通常は抗体の一部ではない化学的化合物又
は非抗体ペプチドとコンジュゲートもしくは他の結合をした抗体又は抗体断片である。例
示的な抗体誘導体は、細胞傷害剤又は放射性核種にコンジュゲートした抗体又は抗体断片
である。
【００１５】
　オーファンレセプターの細胞表面結合リガンド間の結合を「ブロック」する抗体は、典
型的には用量依存的様式で、少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４
０％、又は少なくとも約５０％、可溶性レセプター又はリガンド(又は、例えばその可溶
性断片又はＦｃコンストラクト)の結合を低減する抗体である。抗体がこのようなブロッ
クを可能であるかどうかを測定するためのアッセイ例を実施例４に提供する。
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【００１６】
　「ペプチド」、「タンパク質」及び「ポリペプチド」等の用語は、ここでは他のものを
サポートしており、別の定義がなされないか前後関係から矛盾しない限り、一般的には相
互可能に使用されると理解される。更に、ここで使用される「ペプチド」及び「タンパク
質」等の用語は、一般的には、(例えばアミノ酸の数、タンパク質分子中の結合鎖の数、
全体的な大きさ等)任意の適切な大きさ及び組成の任意の適切なペプチドを意味すると理
解される。更に、ここに記載される本発明の方法及び組成物のペプチドは、別の定義がな
されないか前後関係から矛盾しない限り、自然に生じない及び／又は非Ｌアミノ酸残基を
含みうる。
【００１７】
　「ハイブリッド」タンパク質は、ペプチド結合以外の少なくとも一の結合(例えば、ビ
オチン／アビジンを介した親和相互作用又は化学的カップリング)を介して連結した２つ
のポリペプチドセグメントを含むタンパク質である。
　「融合」タンパク質は、例えば組換えプロセスにより産生した、ペプチド結合により連
結した２つのポリペプチドセグメントを含むタンパク質である。
【００１８】
　本発明において、「治療」又は「治療する」とは、前後関係で矛盾しない限り、疾患も
しくは疾病の一又は複数の徴候、又は臨床的に関連した症状を、予防し、軽減し、管理し
、治癒し又は低減することを言う。例えば、疾患もしくは疾病の徴候又は臨床的に関連し
た病状がないと確認されている患者の「治療」は予防的治療であるが、疾患もしくは疾病
の徴候又は臨床的に関連した病状が確認されている患者の「治療」は、一般的には予防的
治療を構成しない。
【００１９】
　「治療的有効量」とは、宿主において所望される治療結果を達成するために、適切な用
量及び適切な期間で送達させた場合の有効な量を意味する。例えば、癌治療に関し、治療
的有効量は、癌進行の一又は複数の局面を低減し、所定期間(例えば最初の癌治療後１８
－６０ヶ月)以上の生存可能性を高め、癌細胞に関連した増殖速度を低減し、及び／又は
腫瘍増殖の再発可能性を低減させことのできる量でありうる。治療的有効量は、個体の疾
患の状態、年齢、性別、及び体重、及び個体に所望される反応を誘発させる治療剤の能力
等の要因に従って変わりうる。また治療的有効量は、治療的に有益な効果が治療剤部分の
あらゆる毒性又は有害な影響を上回るものである。
【００２０】
　「予防的有効量」とは、所望される予防的結果(例えば、予防レジメンを受けていない
同様の患者と比較して、疾病の発病可能性の低減、疾病の強さ又は広がりの低減、切迫し
た疾病の生存可能性の向上、疾患状態の発病の遅延化、切迫した病状の速度の低減)を達
成するのに必要な期間、用量での有効な量を意味する。典型的には、予防的用量は、疾患
の前又は初期の段階に患者に使用されるため、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない
。
【００２１】
　「有効量」なる表現が「治療的」又は「予防的」等の修飾詞なしで使用される場合、該
表現は、少なくとも最小の予防的有効量又は治療的有効量と同程度で、効能用途に適切な
量を意味することを意図している。「有効量」なる用語は、別の定義がなされないか前後
関係から明らかな矛盾がない限り、「予防的有効量」と「治療的有効量」の双方を含む。
【００２２】
(発明の記載)
　この発明は、オーファンＮＫ細胞レセプターの未同定の細胞表面結合「標的」リガンド
、及び他のオーファンリガンドに対する抗体を産生し同定するための簡便で効果的な方法
、及び既知のコンストラクトよりも優れた特性を有する、可溶性リガンド、例えばレセプ
ターと、ＩｇＧ Ｆｃ-ドメインとの間のコンストラクトの発見に部分的に基づく。ここで
、方法は、競合的スクリーニングによる治療用抗体の同定(Identification of Therapeut
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ic Antibodies by Competitive Screening)(ＩＴＡＣＳ)に示されており、特にオーファ
ンレセプターに対する未知のリガンドに対する抗体を同定するために適用可能である。し
かしながら、他の側面では、同じ方法工程が、既知の細胞表面結合リガンドに対する抗体
を同定するために使用される(レセプターがオーファンではない場合)。
【００２３】
　一側面では、ＩＴＡＣＳ法は、
(ｉ)例えば、オーファンレセプターが結合する細胞株(「標的細胞」)を試験することによ
り、その細胞表面上で未知の標的リガンドを発現する細胞株を同定し；
(ｉｉ)(ｉ)において同定された細胞株(又はその膜調製物)を使用し、脊椎動物、通常は例
えばマウス又はラット等の実験動物を免疫し；
(ｉｉｉ)脊椎動物から、例えばハイブリドーマのような抗体産生細胞を調製し；
(ｉｖ)(ｉ)で同定された細胞株への結合についてオーファンレセプターと競合する抗体産
生細胞から抗体をスクリーニングする
工程を含む。
　同定された抗体は、標的リガンドに結合し、標的リガンドとオーファンレセプターとの
間の相互作用をブロックする能力により特徴付けられる。
【００２４】
　本方法は、有利には、例えばＦｍａｔスキャナー(PE Biosystems, CA)、又はＦＡＣＳ
アレイ(Beckton Dickinson, CA)、又は他の製造者からの類似のタイプの分析器を使用し
、高スループットフォーマットで適用することができる。オーファンレセプターに対する
細胞結合リガンド又は他のオーファンリガンドに対する抗体を同定することに関連してし
ばしば記載されているが、ＩＴＡＣＳは、一般的には、リガンド対の細胞結合メンバーに
結合する薬剤を製造し選択するための全ての細胞外リガンド-リガンド相互作用に適用可
能である。しかしながら、オーファンＮＫ細胞レセプターＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、ＣＤ
６９及びＮＫｐ４６、及び樹状細胞上のオーファンＣＤ８３分子は、特にＩＴＡＣＳによ
る使用に対して考慮される。実際、実施例５及び実施例８に記載されているように、ＩＴ
ＡＣＳはＮＫｐ３０Ｌに対して特異的な抗体を同定した。
【００２５】
　例えば、オーファンレセプターのリガンド結合ドメインと抗体のＦｃ-ドメインを少な
くとも含む融合又はハイブリッドタンパク質の使用は、本発明の特定の態様である。例え
ば、このような融合又はハイブリッドタンパク質は、工程(ｉ)及び／又は(ｉｖ)に使用さ
れ得、例えばＦｃドメインに対する二次抗体による、標的リガンド発現細胞(「標的細胞
」)へのオーファンレセプターの結合の検出を容易にする。
【００２６】
　ここに記載される新規のオーファンリガンド-Ｆｃコンストラクトは、未知のリガンド
を標的とする治療薬自体として、またＩＴＡＣＳに使用される試薬としての双方に使用す
ることができる。特定の態様では、新規のオーファンリガンド-Ｆｃコンストラクトは、
オーファンリガンドの可溶性のリガンド結合部分に隣接する膜貫通領域の一部を含む。こ
の膜貫通誘導部分は、ここでは可動性膜貫通誘導リンカー(ＦＴＬ)と称される。図４に示
されるように、このようにしてデザインされたＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク質(ｓｏｌＮ
Ｋｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃ)は、従来のＮＫｐ３０-Ｆｃコンストラクトと比較して、改善され
たリガンド結合特性を有していた。よって、本発明は、膜貫通領域の上流が切断された従
来のコンストラクトとは対照的に、ＮＫｐ３０と、膜貫通領域に通常見出される配列を取
り込んでいる他のレセプターの融合又はハイブリッドタンパク質を提供する。
【００２７】
　ここに記載されているように、ＩＴＡＣＳにより同定されている抗体又は他の薬剤、又
はオーファンリガンドのリガンドに結合する融合又はハイブリッドタンパク質は、リガン
ド-オーファンリガンド結合対に関連した病状を治療するために治療的に使用することが
できる。このような病状には、限定されるものではないが、癌、自己免疫疾患、及びウイ
ルス感染が含まれる。また「枯渇」抗体(すなわち、ＡＤＣＣ又はＣＤＣ反応を誘因可能
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な抗体又は他の薬剤)を選択すると、癌及びウイルス感染の治療に適した治療剤を生じう
るが、「非枯渇」抗体は、関節リウマチ、多発性硬化症、及びＩ型糖尿病等の自己免疫疾
患の治療に適している場合がある。一側面では、オーファンＮＫ細胞活性化レセプター(
例えば、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４又はＮＫｐ４６)のリガンドを標的とする抗体、融合タ
ンパク質、又は他の薬剤の場合では、このような抗体、融合タンパク質、又は他の薬剤は
、標的細胞のＮＫ細胞により媒介される溶解を低減又は阻害するそれらの能力により特徴
付けられる。ここに記載の同定された抗体又は抗体断片、又は融合もしくはハイブリッド
タンパク質の他の用途には、リガンド発現を検出するための診断用途、並びに未知のリガ
ンドを単離し特徴付ける方法が含まれる。
【００２８】
　よって、本発明は、例えばオーファンレセプター、特にＮＫｐ３０(配列番号１)、ＮＫ
ｐ４４(配列番号２)、ＮＫｐ４６(配列番号３)；ＮＫｐ８０(配列番号１３)、ＣＤ８３(
配列番号１４)；及びＣＤ６９(配列番号１５)等、オーファンリガンドに細胞結合リガン
ドを結合させる薬剤を同定するための新規方法を提供する。また本発明は、このようなリ
ガンドに結合する新規抗体及び融合タンパク質、及び癌及び他の疾患又は疾病を治療する
ための治療剤としてのこれらの使用を提供する。
【００２９】
　一側面では、本発明は、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗
体を同定する方法を提供するものであり、該方法は、(ａ)オーファンリガンドが結合する
細胞又は細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；(ｂ)脊椎動物の脾臓から抗
体産生細胞を調製し；及び(ｃ)抗体産生細胞から抗体を選択することを含み、その抗体は
細胞又は細胞膜への結合についてオーファンリガンドと競合する。
【００３０】
　他の側面では、本発明は、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する
抗体を産生する抗体産生細胞を同定する方法を提供するものであり、該方法は、(ａ)オー
ファンリガンドが結合する細胞又は細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；
(ｂ)実験動物の脾臓から抗体産生細胞を調製し；及び(ｃ)細胞又は細胞膜への結合につい
てオーファンリガンドと競合する抗体を産生する抗体産生細胞を選択することを含む。
【００３１】
　上記方法の何れかの特定の実施態様では、選択は、(ｉ)完全長オーファンリガンド、オ
ーファンリガンドの可溶性部分、及びオーファンリガンドの可溶性部分を含む融合又はハ
イブリッドタンパク質からなる群から選択される参照タンパク質の存在下及び不在下にお
ける細胞株の細胞に対する、抗体産生細胞からの抗体の結合性を比較し、及び(ｉｉ)結合
性が、参照タンパク質の不在下より参照タンパク質の存在下での方が低い任意の抗体を同
定することを含む。別の実施態様では、選択は、(ｉ)抗体産生細胞からの抗体の存在下及
び不在下における細胞株の細胞に対する、完全長オーファンリガンド、オーファンリガン
ドの可溶性部分、及びオーファンリガンドの可溶性部分を含む融合又はハイブリッドタン
パク質からなる群から選択される基準タンパク質の結合性を比較し、及び(ｉｉ)結合性が
、抗体の不在下より抗体の存在下での方が低い任意の抗体を同定することを含む。これら
の実施態様における融合又はハイブリッドタンパク質は、場合によってはリンカーを介し
て、抗体Ｆｃドメインに結合又は共有結合しているオーファンリガンドの可溶性部分を含
んでいてもよい。またあるいは別に、融合又はハイブリッドタンパク質は、オーファンリ
ガンドの膜貫通部分の少なくとも一のアミノ酸残基を更に含んでいてもよい。完全長オー
ファンリガンド又はオーファンリガンドの可溶性部分は、細胞膜又は固体支持体に付着し
ていてもよい。特定の実施態様では、少なくとも一の参照タンパク質及び抗体は、検出可
能な部分で標識されている。例えば、検出可能な部分は、蛍光、発光又は放射性化合物で
ありうる。
【００３２】
　場合によっては、(ａ)の細胞又は細胞膜は、(ｃ)の細胞又は細胞膜と同じ細胞株からの
ものである。
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　これらの方法における抗体産生細胞は、例えばＢ細胞又はハイブリドーマ細胞でありう
る。抗体は、例えばマウス又はヒト抗体でありうる。実験動物は、例えばマウス又はラッ
トでありうる。
【００３３】
　上述の方法の何れにおいても、オーファンリガンドはオーファンレセプターであっても
よい。考慮されるオーファンレセプターの一つのタイプは、ＮＫ細胞活性化レセプター等
の、ＮＫ細胞の表面で発現するレセプターである。この実施態様では、オーファンレセプ
ターは、例えばＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、ＮＫｐ４６、ＮＫｐ８０、及びＣＤ６９から選
択することができる。他の側面では、オーファンリガンドはＣＤ８３である。
【００３４】
　上述の方法の何れにおいても、(ｃ)で選択される抗体は、細胞表面結合リガンドへの、
オーファンリガンドの結合をブロックし得る。従って、本発明は、オーファンリガンドへ
の細胞表面結合リガンドの結合をブロックする抗体又は抗体断片を同定する方法を提供す
るものであり、該方法は、上述した方法の何れかの工程(ａ)から(ｃ)を含む。
【００３５】
　他の側面では、本発明はオーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗
体又は抗体断片を同定する方法を提供するものであり、該方法は、(ａ)オーファンリガン
ドが結合する細胞株を提供し；(ｂ)細胞への結合についてオーファンリガンドと競合する
抗体に対し、抗体又は抗体断片のライブラリーをスクリーニングし；及び(ｃ)オーファン
リガンドと競合する任意の抗体又は抗体断片を選択することを含む。ライブラリーは、例
えばファージ-ディスプレイライブラリーでありうる。
【００３６】
　他の側面では、本発明はＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ
細胞レセプターの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法を提供するも
のであり、該方法は、(ａ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；(ｂ)細胞株の
細胞又は細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；(ｃ)少なくとも一の脊椎動
物の脾臓からＢ細胞を単離し；(ｄ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；(ｅ)
抗体ＦｃドメインとＮＫ細胞レセプターの可溶性部分を含む融合又はハイブリッドタンパ
ク質の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下における、細胞株の細胞への、各ハイブリドーマから
の抗体の結合性を評価し；及び(ｆ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性より低い
任意の抗体を選択することを含む。
【００３７】
　また本発明は、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセ
プターの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法を提供するものであり
、該方法は、(ａ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；(ｂ)細胞株の細胞又は
細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；(ｃ)少なくとも一の脊椎動物の脾臓
からＢ細胞を単離し；(ｄ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；(ｅ)各ハイブ
リドーマからの抗体の存在下における、細胞株の細胞への、抗体ＦｃドメインとＮＫ細胞
レセプターの可溶性部分を含む融合又はハイブリッドタンパク質の結合性を評価し；及び
(ｆ)結合性が、任意のハイブリドーマの不在下よりハイブリドーマの存在下での方が低い
ハイブリドーマからの任意の抗体を選択することを含む。一実施態様では、ＮＫ細胞レセ
プターはＮＫｐ３０である。他の実施態様では、融合タンパク質は配列番号４、５及び６
の何れかの配列を含む。
【００３８】
　他の側面では、本発明はＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法を提供するもので
あり、該方法は、(ａ)複数の被験薬剤を提供し；(ｂ)ＮＫｐ３０の膜貫通領域からの少な
くとも一のアミノ酸残基を含む可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合又はハイブリッドタンパク質
の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下における、ＮＫｐ３０Ｌを発現する細胞株への、各被験薬
剤の結合性を評価し；及び(ｃ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性より低い任意
の被験薬剤をＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤として選択することを含む。



(13) JP 2009-509152 A 2009.3.5

10

20

30

40

50

【００３９】
　他の側面では、本発明は、ＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法を提供するもの
であり、該方法は、(ａ)複数の被験薬剤を提供し；(ｂ)各被験薬剤の存在下における、Ｎ
Ｋｐ３０Ｌを発現する細胞株への、ＮＫｐ３０の膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ
酸残基を含有する可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合又はハイブリッドタンパク質の結合性を評
価し；及び(ｃ)結合性が、任意の被験薬剤の不在下における場合よりも被験薬剤の存在下
の方が低い任意の被験薬剤をＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤として選択することを含む。
【００４０】
　他の側面では、本発明は、上述した請求項の何れかの方法に従って同定された抗体、抗
体断片、又は薬剤を提供するものである。他の側面では、本発明は、抗体の断片又は誘導
体を提供するものである。
【００４１】
　他の側面では、本発明は、ＮＫ細胞レセプターの膜貫通領域からの少なくとも一のアミ
ノ酸残基を含むリンカーを介して抗体Ｆｃドメインに共有結合する、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ
４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセプターの可溶性断片を含む融合又はハ
イブリッドタンパク質を提供する。一実施態様では、ＮＫ細胞レセプターはＮＫｐ３０で
あり、融合又はハイブリッドタンパク質は、配列番号１の少なくともアミノ酸残基１３９
－１４０を含む。この実施態様の一つの側面では、融合タンパク質は、配列番号１の少な
くともアミノ酸残基２０－１３８を含む。この実施態様の他の側面では、ＮＫｐ３０-Ｆ
ｃ融合タンパク質は、配列番号４及び５の何れかを含む。この実施態様の他の側面では、
ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク質は、配列番号４及び５の何れかからなる。他の実施態様
では、ＮＫ細胞レセプターはＮＫｐ４４であり、融合又はハイブリッドタンパク質は、配
列番号２の少なくともアミノ酸残基１９３－２０３を含む。他の実施態様では、ＮＫ細胞
レセプターはＮＫｐ４６であり、融合又はハイブリッドタンパク質は、配列番号３の少な
くともアミノ酸残基２５６－２６６を含む。
【００４２】
　また本発明は、このようにして同定された抗体、融合タンパク質、又はこのような融合
タンパク質を調製するのに使用される可溶性断片をコードする核酸、並びにこのような核
酸を含む発現ベクター、このようなベクターで形質転換された宿主細胞、及び抗体、融合
タンパク質、又は可溶性断片の発現を可能にする条件下で宿主細胞を培養することによる
、このような抗体、融合タンパク質、又は可溶性断片の製造方法を提供する。
【００４３】
　他の側面では、本発明は、ＮＫ細胞により媒介される細胞の死滅を阻害する方法を提供
するものであり、該方法は、上述した方法により同定された抗体、抗体断片、抗体誘導体
、又は薬剤、もしくは上述した融合又はハイブリッドタンパク質を、ＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫ
ｐ４４Ｌ又はＮＫｐ４６Ｌを発現する細胞と接触させることを含み、ここで抗体、抗体断
片、抗体誘導体、薬剤、もしくは誘導又はハイブリッドタンパク質は、ＮＫｐ３０Ｌ、Ｎ
Ｋｐ４４Ｌ又はＮＫｐ４６Ｌに結合している。
【００４４】
　他の側面では、本発明は、上述した方法により同定された抗体、抗体断片、抗体誘導体
、又は薬剤、もしくは上述した融合又はハイブリッドタンパク質の、癌又はウイルス性疾
患を治療する医薬を調製するための使用を提供するものであり、ここで抗体、抗体断片、
抗体誘導体、薬剤、もしくは融合又はハイブリッドタンパク質は、細胞傷害性部分にコン
ジュゲートしているか、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣを活性化させる。
【００４５】
　他の側面では、本発明は、上述した方法により同定された抗体、抗体断片、抗体誘導体
、又は薬剤、もしくは上述した融合又はハイブリッドタンパク質の、自己免疫疾患を治療
する医薬を調製するための使用を提供するものである。
【００４６】
　他の側面では、本発明は、癌又はウイルス性疾患を治療するための方法を提供するもの
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であり、該方法は、上述した方法により同定された抗体、抗体断片、抗体誘導体、又は薬
剤、もしくは上述した融合又はハイブリッドタンパク質を、被験者に投与することを含み
、ここで抗体、抗体断片、抗体誘導体、薬剤、もしくは融合又はハイブリッドタンパク質
は、細胞傷害性部分にコンジュゲートしているか、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣを活性化させ
る。細胞傷害性部分は、例えば毒素又は放射性化合物でありうる。
【００４７】
　他の側面では、本発明は、自己免疫疾患を治療するための方法を提供するものであり、
該方法は、上述した方法により同定された抗体、抗体断片、抗体誘導体、又は薬剤、もし
くは上述した融合又はハイブリッドタンパク質を、被験者に投与することを含む。
【００４８】
　次のアミノ酸配列は、添付の配列表に記載されているものである：
　配列番号１：ＮＫｐ３０のアミノ酸配列(ＮＣＢＩ受入番号ＮＰ６６７３４１)。
　配列番号２：ＮＫｐ４４のアミノ酸配列。
　配列番号３：ＮＫｐ４６のアミノ酸配列。
　配列番号４：ヒトＩｇＧ１ Ｆｃと、可動性膜貫通リンカーを用いて作製されたｓｏｌ
ＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃのアミノ酸配列。
　配列番号５：マウスＩｇＧ１ Ｆｃと、可動性膜貫通リンカーを用いて作製されたｓｏ
ｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃのアミノ酸配列。
　配列番号６：配列番号１－３の配列と比較して、Ｎ末端に余分なロイシンを有し、マウ
スＩｇＧ１ Ｆｃを有するｓｏｌＮＫｐ３０(１Ｌ)-ＦＴＬ-ｍＦｃのアミノ酸配列。
　配列番号７：可動性膜貫通リンカーを有さず、代わりに短いリンカー(ＩＥＧＲＷＭＱ)
を用いて作製された、マウスＩｇＧ１ Ｆｃを有するｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃのアミノ酸
配列。
　配列番号８：可動性膜貫通リンカーを有さず、Ｎ末端に余分なロイシンを有して作製さ
れた、マウスＩｇＧ１ Ｆｃを有する、ｓｏｌＮＫｐ３０(１Ｌ)-ｍＦｃのアミノ酸配列。
配列番号８は、余分なロイシンを有していること以外は、配列番号７と同一である。
　配列番号９：ＮＫｐ３０部分とヒトＩｇＧ１ Ｆｃ部分との間に２アミノ酸長のリンカ
ーとＮ末端ＡＬＷを有して作製された、可溶性ＮＫｐ３０-ｈＦｃタンパク質のアミノ酸
配列。
　配列番号１０：ＮＫｐ３０部分とマウスＩｇＧ１ Ｆｃ部分との間に２アミノ酸長のリ
ンカーとＮ末端ＡＬＷを有して作製された、可溶性ＮＫｐ３０-ｍＦｃタンパク質のアミ
ノ酸配列。
　配列番号１１：Ｒ＆Ｄシステムズインク(Systems Inc)から入手可能な可溶性ＮＫｐ３
０-Ｆｃタンパク質のＮＫｐ３０部分のアミノ酸配列(カタログ番号１８４９-ＮＫ)。
　配列番号１２：国際公開第２００４０５３０５４号に記載の可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃタ
ンパク質のアミノ酸配列。
　配列番号１３：ＮＫｐ８０のアミノ酸配列。
　配列番号１４：ＣＤ８３のアミノ酸配列。
　配列番号１５：ＣＤ６９のアミノ酸配列。
【００４９】
オーファンリガンド
　本発明は、レセプターに対するこれまで未同定のリガンド、又は他のリガンド対のメン
バーを同定するための新規な方法に関する。このようなレセプター又は他のリガンド対の
メンバーは、ここでは「オーファンリガンド」と称され、リガンド対の他方のメンバーが
未同定であることを示す。一側面では、任意のこのようなリガンド対の未知の標的リガン
ドは細胞結合性である。他の側面では、オーファンリガンドは、自然では可溶性の形態で
存在している。他の側面では、オーファンリガンドはオーファン細胞結合レセプターであ
る。他の側面では、オーファンリガンドはオーファンＮＫ細胞レセプターである。他の側
面では、オーファンリガンドは、またあるいは別に、例えば樹状細胞のような、免疫系の
他の細胞に発現する。表１には、本発明に記載の方法での適用に適したオーファンリガン
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ドの例が、完全長オーファンリガンドのｍＲＮＡ及び／又はタンパク質配列のＮＣＢＩ受
入番号と、オーファンリガンドを発現する細胞型(群)の例と共に列挙されている。
【００５０】
【表１】

【００５１】
可溶性オーファンリガンド
　本発明で使用される可溶性オーファンリガンドは、典型的には、少なくともオーファン
リガンドの細胞外部分の断片、又は少なくとも分泌されたオーファンリガンドの断片を含
み、該断片はオーファンリガンドの標的リガンドを発現する細胞に特異的に結合すること
が示されている。しかしながら、以下に記載するように、可溶性オーファンリガンドは細
胞結合オーファンリガンドの膜貫通領域からの一又は複数のアミノ酸を更に含有していて
もよい。あるいは、可溶性のオーファンリガンドは、典型的には如何なる細胞膜にも結合
していない可溶性の形態でインビボで存在しうる。
【００５２】
　特定の細胞膜結合オーファンリガンドの可溶性断片は、科学文献から知ることができる
し、あるいはＴＭＨＭＭ(ワールドワイドウェブ(www)アドレスcbs.dtu.dk/services/TMHM
M/)等の公に入手可能なコンピュータベースアルゴリズムを使用し、例えばタンパク質の
アミノ酸配列を分析することから同定することもできるし、あるいは実施例に記載されて
いるように、異なった断片のリガンド結合能力を試験することにより決定することもでき
る。また、ＮＫｐ４４、ＮＫｐ４６、ＮＫｐ３０、及びＣＤ８３の可溶性断片(及び／又
はこのような可溶性断片を含むＦｃ融合又はハイブリッドタンパク質)の例は、例えば国
際公開第２００５０５１９７３号、国際公開第２００５００００８６号、国際公開第０２
０８２８７号、国際公開第２００４０５３０５４号、米国特許第２００３２１９４３６号
、及びKunzendorfら(J Clin Invest 1996；97：1204-10)に記載されており、その全てが
、出典明示によりその全体についてここに援用される。またオーファンリガンドは、既に
溶解した状態で天然に存在している場合もある。このような可溶性リガンドには、サイト
カイン等の分泌タンパク質が含まれる。
【００５３】
　オーファンリガンドの可溶性断片は、例えば、プロテアーゼ又は他の化学的方法(Allen
, Sequencing of proteins and peptides, 1989, Elsevier Science Publishers B.V.)に
よる精製タンパク質のコントロールされた分解、可溶性型をコードするＤＮＡの組換え発
現、又は化学合成のような、アミノ酸配列をつくり出す任意の既知の方法により作製する
ことができる。組換え発現は、選択された可溶性断片をコードするＤＮＡ配列を含むベク
ターを用いて、宿主細胞(例えば細菌細胞、特に大腸菌、又は哺乳動物細胞、例えばＣＨ
Ｏ細胞)を形質転換することにより達成することができる。ここに記載される組換え発現
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又は他の分子生物学的応用において使用される一般的技術は、当該分野で既知である(例
えば、Sambrookら, loc. cit., Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Gr
een Publishing Associates及びWiley Interscience, N.Y.(1989)を参照)。化学合成は、
所望のペプチドを作製するため、液相中において正しい順で、アミノ酸残基又はペプチド
断片を互いにカップリングさせることにより、一般的に実施される。他の一般的な方策は
、配列の最後のアミノ酸のＣ末端がカップリングされた固相(樹脂)を用いて出発して、ア
ミノ酸を互いにカップリングさせるものであり、最後から２番目のアミノ酸のＣ末端が、
最後のアミノ酸のＮ末端にカップリングされると、最終的に、構築されたペプチドが固相
から放出される(いわゆる固相技術)。
【００５４】
　他の側面では、可溶性オーファンリガンド又はオーファンレセプターは、二価のリンカ
ー分子を使用し、２つの可溶性断片モノマーのＣ末端又はＮ末端を共有的にカップリング
させることにより産生される二量体の形態であってもよい。適切なカップリング剤又は架
橋剤には、適切なスペーサーにより離間した２つの異なる反応基を有するヘテロ二官能性
(例えば、ｍ-マレイミドベンゾイル-Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル)、又はホモ
二官能性(例えば、ジスクシンイミジルスベレート)のものが含まれる。このようなリンカ
ーは、Pierce Chemical Co., Rockford, IIIから入手可能である。また可溶性オーファン
リガンドは、まず、可溶性レセプターモノマーをビオチン化し、続いてストレプトアビジ
ンと共にこれらをインキュベートすることにより生成される四量体であってもよい。
【００５５】
　また、可溶性レセプターは、可溶性オーファンリガンド-ＩｇＧ Ｆｃ融合又はハイブリ
ッドタンパク質、又はこのような可溶性オーファンリガンド-ＩｇＧ Ｆｃ融合又はハイブ
リッドタンパク質の二量体の形態であってもよい。レセプターの可溶性断片又は可溶性タ
ンパク質、例えばサイトカインを使用する、Ｆｃ融合タンパク質の例は、当該分野に記載
されている。後者の例は、ＩＬ-２Ｆｃ融合タンパク質(Kunzendorfら, J Clin Invest 19
96；97：1204-10)である。
【００５６】
　しかしながら、このような可溶性レセプター-Ｆｃ融合及びハイブリッドタンパク質が
、昔から当該分野で知られていたが、多くの場合、それらは、それらのリガンドに対する
結合親和力がかなり低いことが示されており、結果として、それらのリガンドを発現する
細胞への結合を検出することは困難である。ここに記載したように、結合親和性は、レセ
プターとＩｇＧ Ｆｃ部分との間に短いポリペプチドを含ませることにより改善すること
ができる。この短いポリペプチドは、オーファンリガンドの可溶性断片に可動性又は適切
な立体構造が付与されるように選択される任意の適切なペプチドでありうる。一側面では
、この短いポリペプチドは、ＮＫｐ３０等の、可溶性レセプターの膜貫通領域のＮ末端部
分から誘導されている。これらの膜貫通リンカーは、ここでは可動性膜貫通リンカー(Ｆ
ＴＬ)と命名される。他の可溶性レセプター、例えば限定するものではないが、ＮＫｐ４
４、ＮＫｐ４６、及びＣＤ８３は、ＩｇＧ Ｆｃ融合タンパク質として発現することもで
きるし、ＦＴＬ配列が挿入されてＩｇＧ Ｆｃハイブリッドタンパク質として調製される
ことも可能であり、結果として、レセプターのリガンドを発現する細胞への結合がさかん
になる。一側面では、ＦＬＴは、膜貫通領域からの１～１５の連続したアミノ酸を含むか
又はこれらからなる。他の側面では、ＦＬＴは、膜貫通領域からの１、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、又はそれ以上の連続したアミノ酸を含むか又はこれ
らからなる。他の側面では、ＦＴＬは、膜貫通領域からの１～１０のアミノ酸を含むか又
はこれらからなる。他の側面では、ＦＴＬは、膜貫通領域からの５～１０のアミノ酸を含
むか又はこれらからなる。他の側面では、オーファンレセプターの細胞外断片における殆
どのＣ末端アミノ酸は、レセプターの膜貫通部分の殆どのＮ末端アミノ酸に直接隣接して
いる。
【００５７】
　例えば、ＮＫｐ３０の場合、ＦＴＬは、配列番号１の残基１３９－１４９を含むか又は
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これらからなり、細胞外領域の殆どのＣ末端アミノ酸は、配列番号１の残基１３８である
。別の実施態様では、ＦＴＬは、残基１３９－１４８；１３９－１４７；１３９－１４６
；１３９－１４５；１３９－１４４；１３９－１４３；１３９－１４２；及び／又は１３
９－１４１を含むか又はこれらからなることができる。また、細胞外領域の殆どのＣ末端
アミノ酸は、配列番号１の残基１３９であり、ＦＴＬは配列番号１の残基１４０－１４９
を含むか又はこれらからなることができる。別の実施態様では、ＦＴＬは、残基１４０－
１４８；１４０－１４７；１４０－１４６；１４０－１４５；１４０－１４４；１４０－
１４３；１４０－１４２；及び／又は１４０－１４１を含むか又はこれらからなることが
できる。
【００５８】
　付加的な又は別の側面では、ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合又はハイブリッドタンパク質のオー
ファンリガンド部分の殆どのＮ末端アミノ酸は、配列番号１の残基２０であり、トリプト
ファン残基(Ｔｒｐ、又はＷ)である。実施例３及び５に記載されているように、このよう
なＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク質は、例えば配列番号１の残基１９(ロイシン、Ｌｅｕ、
又はＬ)を含むものよりも良好なリガンド結合能力を有する。
【００５９】
　一実施態様では、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ又は-ｍＦｃと称されるここで記載
の最適化ＮＫｐ３０-Ｆｃタンパク質は、古典的なデザインのＦｃ-融合タンパク質と比較
して、上述の側面の双方において修飾されている。第１に、これらのコンストラクトは可
動性膜貫通リンカー(ＦＴＬ)を含んでいる。第２に、シグナル配列を除去した後の、成熟
タンパク質の予想されるＮ末端は、Ｎ末端がＷＶ(Ｔｒｐ-Ｖａｌ-)で始まるように、コン
ピュータアルゴリズムにより予測された部位の２残基下流である。よって、ＮＫｐ３０-
Ｆｃ融合又はハイブリッドタンパク質の例では、ＮＫｐ３０-部分は、配列番号１の残基
２０－１４９、２０－１４８、１０－１４７、２０－１４６、２０－１４５、２０－１４
４、２０－１４３、２０－１４２、又は２０－１４１を含むか又はこれらからなる。
【００６０】
　ＮＫｐ４４の場合、ＦＴＬは配列番号２の残基１９３(Ｖａｌ)～２０３(Ａｌａ)を含む
か又はこれらからなるものでありうる。別の側面では、ＦＴＬは、残基１９３－２０２；
１９３－２０１；１９３－２００；１９３－１９９；１９３－１９８；１９３－１９７；
１９３－１９６；及び１９３－１９５を含むか又はこれらからなる。
【００６１】
　ＮＫｐ４６の場合、ＦＴＬは配列番号３の残基２５６(Ｌｅｕ)～２６６(Ｌｅｕ)を含む
か又はこれらからなるものであってよい。別の側面では、ＦＴＬは残基２５６－２６５；
２５６－２６４；２５６－２６３；２５６－２６２；２５６－２６１；２５６－２６０；
２５６－２５９；及び２５６－２５８を含むか又はこれらからなる。
【００６２】
　よって、本発明は、可溶性レセプター断片のＩｇＧ融合又はハイブリッドタンパク質を
提供するものであり、該融合又はハイブリッドタンパク質は、細胞外領域と膜貫通領域の
双方の部分を包含し、膜貫通領域の如何なる部分も含まない断片と比較して、改善された
結合特性を有している可溶性レセプター断片を含む。これらは、実施例１－５に記載され
ているものと同様の方法で結合活性を試験することができる。また実施例１には、ＮＫｐ
３０タンパク質の可溶性部分とヒト又はマウスＦｃドメインを含む特定の融合タンパク質
が記載されている。
【００６３】
　一側面では、融合又はハイブリッドタンパク質は、オーファンリガンドとＦｃ-部分と
の間に、付加的なアミノ酸残基を含む。オーファンリガンド-部分とＦｃ-部分との間の可
動性を増加させ、余分なスペースを提供する任意の適切なアミノ酸を使用することができ
るが、例示的なアミノ酸には、実施例１に記載のコンストラクトに使用される、比較的小
さく、あまり帯電していないもの、例えばアラニン(Ａ)、及びグリシン(Ｇ)が含まれる。
リガンド-Ｆｃ融合タンパク質を作製し試験するための他の代表的な方法は、国際公開第
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２００５０５１９７３号、国際公開第２００５００００８６号、国際公開第０２０８２８
７号、国際公開第２００４０５３０５４号、米国特許第２００３２１９４３６号、及びKu
nzendorfら(J Clin Invest 1996；97：1204-10)に見出すことができる。
【００６４】
　可溶性レセプター-Ｆｃ融合又はハイブリッドタンパク質を作製するための種々の方法
が、当該分野で利用されている。例えば、場合によってはＦＴＬを含んでいるオーファン
レセプターの可溶性部分は、例えば(１)化学的な架橋；(２)ペプチド等の部分を付加する
ことによる、可溶性レセプターセグメント及び／又は免疫グロブリンポリペプチドセグメ
ントへの親和会合、ついで付加部分を介したセグメントへの結合による、ハイブリッドタ
ンパク質の形成；及び(３)可溶性レセプターセグメントと免疫グロブリンポリペプチドセ
グメントとの架橋による、融合タンパク質等の、ポリペプチドリンカーを介したポリペプ
チド単鎖の形成、によりＦＣポリペプチドに結合させることができる。
【００６５】
　第１の結合カテゴリーにおいて、２つのポリペプチド鎖を化学的にカップリング(架橋)
させるために、様々な一般的方法の任意のものを使用することができる。共有結合は、存
在する側鎖を直接縮合(例えば、システイン残基の間にジスルフィド結合を形成)させるこ
とにより、又は外部の架橋分子を導入することにより達成可能である。多くの二価又は多
価の薬剤が、ポリペプチドのカップリングに有用である。
【００６６】
　一般的に、使用される架橋剤は、イプシロン-アミノ基又はチオール基と反応する二官
能性剤である。これらの架橋剤は、２つのカテゴリー：ホモ-及びヘテロ-二官能性剤に分
類することができる。ホモ二官能性剤は、例えば遊離のチオール(ジスルフィド結合の還
元時に生成)と反応可能で、例えば５,５'-ジチオビス-(２-ニトロ安息香酸)(ＤＮＴＢ)、
及びｏ-フェニレンジマレイミド(Ｏ-ＰＤＭ)を含み、これはこのような遊離のチオールを
有する２つのポリペプチドの間にチオエーテル結合を形成可能である。ヘテロ二官能性試
薬は、第２のポリペプチドと反応可能なポリペプチド上に反応基を導入することができる
。例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオネート(ＳＰＤＰ)は、
遊離のチオール基を導入するために、第１級アミノ基と反応させることができる。他の化
学的架橋剤には、例えばカルボジイミド類、ジイソシアネート類、ジアゾベンゼン類、ヘ
キサメチレンジアミン類、ジマレイミド、グルタルアルデヒド、４-スクシンイミジル-オ
キソカルボニル-ａ-メチルａ(２-ピリジルチオ)トルエン(ＳＭＰＴ)及びＮ-スクシンイミ
ジル-Ｓ-アセチル-チオアセテート(ＳＡＴＡ)が含まれる。このような薬剤とポリペプチ
ドを架橋させるための手順は、当該分野でよく知られている。例えば、Pierce Immuno Te
chnology Catalog & Handbook(1991)E8-E39；Karpovskyら, J. Exp. Med. 1984；160：16
86以下；Liuら. Proc. Natl. Acad. Sci. 1985；82：8648以下；及び米国特許第４６７６
９８０号を参照。
【００６７】
　架橋剤の２つの反応基の間のスペーサーアームは、種々の長さ及び化学的組成を有して
いてよい。より長いスペーサーにより、コンジュゲートされたポリペプチドのより良好な
可動性が可能になり、また架橋中の特定の成分(例えばベンゼン基)により、種々の態様の
作用に対する化学的結合の耐性を増加させ、又は反応基に対する安定性が増す(例えば、
還元試薬に対するジスルフィド結合の耐性)。ペプチドスペーサー、例えばＦＴＬ、又は
ペプチドリンカー、又は以下に記載されるリンカーペプチドの使用も考えられる。
【００６８】
　第２のカテゴリーの結合法では、従来からの方法が、可溶性レセプター部分及び／又は
Ｆｃポリペプチドに任意の種々の部分(例えばペプチド)を付加するために使用することが
でき、よって、付加された部分を介して結合可能な、ハイブリッド又は融合タンパク質が
作製される。
【００６９】
　一実施態様では、ビオチン及びアビジン(ストレプトアビジン)等の部分は、可溶性レセ
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プター部分及び／又は免疫グロブリンポリペプチドに結合しているか、又は複合体化して
おり、これらの部分は相互作用をして２つのサブユニットを結合させる。
【００７０】
　他の実施態様では、付加された部分は双方ともペプチドであり、ここでは「二量体化促
進ペプチド」と称することができる。使用可能な多種多様なこのようなペプチドリンカー
としては、ＧＳＴ(グルタチオン-Ｓ-トランスフェラーゼ)融合タンパク質、又はその二量
体化モチーフ；ＰＤＺ二量体化ドメイン；ＦＫ-５０６ＢＰ(結合タンパク質)又はその二
量体化モチーフ；ｐ５３の天然又は人工のヘリックス-ターン-ヘリックス二量体化ドメイ
ン；及びプロテインＡ又はその二量体化ドメイン、ドメインＢを挙げることができる。一
実施態様では、追加されるペプチドはロイシンジッパーの成分である。ロイシンジッパー
部分は、多くの場合、ヒト転写因子ｃ-ｊｕｎ及びｃ-ｆｏｓから取られる。
【００７１】
　二量体化促進ペプチドは、２つのサブユニットが、例えば立体傷害により、それぞれ他
方の活性に干渉することを防止するため、また適切なタンパク質折り畳みが可能になるよ
うに、十分な度合いの可動性を提供すべきである。よって、その長さ、アミノ酸組成、及
び／又は立体構造を変えることにより、例えばさらなる他の「二次リンカー部分」又は「
ヒンジ部分」を付加することにより、二量体化促進ペプチドを修飾することが望ましい場
合がある。多くの種類の二次リンカー部分には、例えば小さく、好ましくは中性、更に極
性又は無極性のアミノ酸、例えばグリシン、セリン、スレオニン又はアラニンで、種々の
長さ及び組合せのもの；ポリリジン等が含まれる。また複数のリンカー及び／又は二次リ
ンカー部分を使用することができる。可動性ヒンジ領域、例えばヒトＩｇＧのヒンジ領域
、もしくは所定の間隔を開けてセリン又はスレオニンが挿入されたポリグリシン反復を使
用することがしばしば望ましい。
【００７２】
　二量体化促進ペプチドの長さ及び組成は、可溶性レセプターの所望の特性、例えばリガ
ンドに対するその結合能力が最適化されるように、当業者により容易に選択可能である。
【００７３】
　例えば、上述した化学的カップリング(必要であれば、適切なアミノ酸基の二量体化後)
；ビオチン／アビジン相互作用を介した付着；当該分野で認められている方法による共有
結合(例えば、適切な酵素の使用)；組換え方法；又はそれらの組合せ等、当業者にとって
明白な様々な方法で、ペプチドを、可溶性レセプター部分と免疫グロブリンポリペプチド
に付加することができる。
【００７４】
　第３の結合カテゴリーでは、可溶性レセプター部分及び／又は免疫グロブリンポリペプ
チドは、ペプチドリンカーを介して共有結合している。このカテゴリーでは、フレームを
合わせて２つのセグメントのそれぞれの可溶性部分を結合させ、単鎖ポリペプチド分子を
形成させるために、組換え技術が使用される。好ましくは、レセプター部分は、任意の長
さ又はアミノ酸組成、最も好ましくは可動性ループ構造のリンカーペプチドにより互いに
離間せしめられており、２つのレセプター分子は、互いに適切な距離で、最適な相互作用
にとって適切なアラインメントで位置することができる。典型的なリンカーペプチドには
、小さく、好ましくは中性、更に極性又は無極性のアミノ酸、例えばグリシン、セリン、
スレオニン又はアラニンで、種々の長さ及び組合せのもの；ポリリジン等が含まれる。ペ
プチドリンカーは少なくとも一のアミノ酸を有することができ、５００又はそれ以上のア
ミノ酸を有していてもよい。好ましくは、リンカーは約１００未満のアミノ酸、より好ま
しくは約２～３０、最も好ましくは約３～１０のアミノ酸である。可動性リンカードメイ
ン、例えばヒトＩｇＧのヒンジ領域、又は所定の間隔を開けてセリン又はスレオニンが挿
入されたポリグリシン反復が、単独で、又は他の部分との組合せとして使用可能である。
【００７５】
　可溶性レセプター-Ｆｃ融合タンパク質を産生するために使用可能な組換え方法は一般
的なものである。更に、ここに記載されたアッセイは、場合によってはＦＴＬを含むオー
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ファンレセプターの最適な断片がコンストラクトに使用されるように、リンカーペプチド
を選択し、パラメーターを最適化するために使用することができる。
【００７６】
　当該分野で既知の可溶性レセプターのここで記載された又は別の構成は、標準的な方法
に従って調製することができ、ＩＴＡＣＳ-スクリーン又は治療剤としての使用に適した
ものである。
【００７７】
　可溶性レセプターはＩＴＡＣＳ-スクリーンに使用され得、そこで、それらの結合性は
、可溶性オーファンリガンドに結合する二次蛍光色素-コンジュゲート二次Ａｂを使用し
て明らかにされる。あるいは、蛍光色素(例えばＡＰＣ)は、可溶性オーファンリガンド自
体に直接結合して、二次抗体の必要性をなくする可能性もある。例えば、可溶性オーファ
ンリガンドは、一又は複数の蛍光の検出を容易にする薬剤(すなわち、検出剤、タグ、又
は標識部分)、例えばフルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン
、塩化５-ジメチルアミン-１-ナフタレンスルホニル、ランタニドリン光体等にコンジュ
ゲートするか、あるいは他の安定結合が可能である。適切な蛍光標識の付加的な例には、
１２５Ｅｕ標識、イソチオシアネート標識、フィコエリトリン標識、フィコシアニン標識
、アロフィコシアニン標識、ｏ-フタルデヒド(phthaldehyde)標識、フルオレスカミン(fl
uorescamine)標識等が含まれる。化学発光標識の例には、ルミナル(luminal)標識、イソ
ルミナル標識、芳香族アクリジニウムエステル標識、イミダゾール標識、アクリジニウム
塩標識、シュウ酸エステル標識、ルシフェリン標識、ルシフェラーゼ標識、エクオリン標
識等が含まれる。
【００７８】
　また可溶性オーファンリガンドは、検出に有用な酵素又は酵素基質、例えば西洋わさび
ペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリ性ホスファターゼ
、グルコースオキシダーゼ等で標識することができる。またオーファンリガンドは、ビオ
チン化されていてもよく、アビジン又はストレプトアビジン結合の間接的測定を介して検
出することもできる。他の標識技術には、二次レセプターにより認識される予め決められ
たポリペプチドエピトープ(例えば、ロイシンジッパー対配列、二次抗体の結合部位、金
属結合ドメイン、エピトープタグ等)を用いた標識が含まれる。酵素コンジュゲート候補
の更なる例には、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ-Ｖ-ステ
ロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデヒドロゲナーゼ、α-グリセロリン酸デヒドロゲ
ナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、
リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース-６-リン酸デヒドロゲナーゼ、
グルコアミラーゼ、及びアセチルコリンエステラーゼが含まれる。
【００７９】
細胞株の同定
　オーファンリガンドの標的リガンドを発現する細胞株は、例えば、上述したようにして
調製される、前記オーファンリガンドの可溶性型で染色された細胞の、例えばフローサイ
トメトリー分析により同定することができる。例えば各種細胞株は、アメリカン・タイプ
・カルチャー・コレクション(ＡＴＣＣ)等の寄託機関から得ることができ、細胞株は、可
溶性オーファンリガンドに対する結合能力でスクリーニングされる。このような方法にお
いて、腫瘍細胞は、氷上、暗所で、例えば３０分、２％のＦＣＳを含む組織培養培地にお
いて、固定量の蛍光標識された可溶性オーファンリガンドと共にインキュベートすること
ができる。洗浄後、可溶性オーファンリガンドの結合性を、フローサイトメトリーで分析
する。あるいは、腫瘍細胞は、ヒト又はマウスＦｃ-ドメインを含む蛍光標識されていな
い可溶性オーファンリガンド-Ｆｃ融合タンパク質と共にインキュベートされ、その後、
フローサイトメトリー分析の前に、融合タンパク質のＦｃ-部分を標的にする蛍光標識二
次抗体と共にインキュベートされる。双方のアッセイにおいて、細胞に対する可溶性オー
ファンリガンドの結合性は、二次抗体単独か、又は非結合蛍光標識Ｆｃ-融合タンパク質
の何れかとの結合性と比較して、個々の細胞に結合した平均-蛍光を分析することにより
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測定することができる。特異性を確認するために、同様のアッセイを、オーファンリガン
ドの結合を阻害することが知られているオーファンリガンドに対して、過剰モルの抗体と
プレインキュベートした可溶性オーファンリガンドを用いて実施することができる。可溶
性オーファンリガンドに結合可能であるが、その結合がオーファンリガンドの抗体と競合
することができる細胞株を、標的リガンドを発現する細胞株として選択する。
【００８０】
　別の例示的アッセイでは、可溶性レセプター-Ｆｃ融合タンパク質(例えば、ＮＫｐ３０
-ｈＦｃ)は、細胞表面に発現されるリガンド(例えばＮＫｐ３０Ｌ)に対する腫瘍細胞株を
スクリーニングするためにフローサイトメトリー(例えばＦＡＣＳ)で使用される。このた
め、固定量の腫瘍細胞(例えばＫ５６２等)を、蛍光部分(例えばＦＩＴＣ、ＰＥ、ＡＰＣ
等)にコンジュゲートした種々の濃度の可溶性レセプター-Ｆｃ融合タンパク質と共に、氷
上でインキュベートする。インキュベート後、未結合の可溶性レセプター-Ｆｃ融合タン
パク質を、ＰＢＳで細胞を洗浄することにより除去し、腫瘍細胞への、可溶性レセプター
-Ｆｃ融合-タンパク質の結合を、フローサイトメトリー(ＦＡＣＳ)により分析する。
【００８１】
　別の標識及び検出技術(例えば、放射性同位体、アビジン-ビオチン系、又は酵素検出法
)に基づく類似した技術を、類似の原理に従い、使用することができる。
【００８２】
スクリーニングのための薬剤の調製
　オーファンリガンドへの標的リガンドの結合をスクリーニングするための薬剤収集物に
は、限定されるものではないが、ハイブリドーマ収集物により発現される抗体、ファージ
ディスプレイライブラリー又は類似のもの、及びコンビナトリアルライブラリーが含まれ
る。これらの薬剤収集物の幾つかを以下に記載する。
【００８３】
　適切な細胞株又は細胞株(類)がひとたび同定されると、これらを、細胞株に対する抗体
を産生させるために使用することができ、それらの中には、未同定のリガンドに対する抗
体がある。様々な抗体生産及び精製技術が当該分野において既知であり、例えばHarlow及
びLane：ANTIBODIES；A LABORATORY MANUAL, 以下参照；Harlow及びLane：USING ANTIBOD
IES：A LABORATORY MANUAL(Cold Spring Harbor Laboratory Press(1999))；米国特許第
４３７６１１０号；及びAusubelら編, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Green
e Publishing Assoc.及びWiley Interscience, N.Y.,(1987, 1992)に記載されているもの
が含まれる。例えば、モノクローナル抗体は、Kohlerら, Nature, 256：495(1975)に記載
されているハイブリドーマ法により、又は他のよく知られているその後に開発された方法
(例えば、Goding, Monoclonal Antibodies：Principles and Practice, pp.59-103(Acade
mic Press, 1986))により生成することができる。このような方法においては、動物を細
胞株から選択された細胞、又は細胞株から選択された細胞からの膜調製物(すなわち、標
準的な方法に従い調製された溶解細胞)で免疫し、動物の脾臓からＢ細胞を単離し、ハイ
ブリドーマが調製される。ハイブリドーマは、任意の適切な種類のミエローマ、ヘテロミ
エローマ(heteromyeloma)、又はリンパ芽球様(phoblastoid)細胞を用い、化学的融合、電
気的融合、又は任意の他の適切な技術により調製することができる。マウスモノクローナ
ル抗体は、マウスを免疫することにより得ることができる。またモノクローナル抗体は、
他の免疫された非ヒト哺乳動物、例えばラット、イヌ、霊長類等の抗体発現細胞、形質細
胞腫、又は他のその等価なもの、及び任意の適切な種類の抗体発現細胞から誘導されたハ
イブリドーマから得ることもできる。
【００８４】
　ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン座位及び天然免疫グロブリン遺伝子欠失を含むヒト化
トランスジェニック動物(例えば、マウス、ラット、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシ、ウマ等)
、例えばXenoMouseＴＭ(Abgenix-Fremont, CA, USA) (例えばGreenら. Nature Genetics 
7:13-21(1994); Mendezら Nature Genetics 15:146-156(1997); Green及びJakobovits J.
 Exp. Med. 188:483-495(1998)；欧州特許第０４６３１５１Ｂ１号；国際公開第９４／０
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２６０２号、国際公開第９６／３４０９６号；国際公開第９８／２４８９３号、国際公開
第９９／４５０３１号、国際公開第９９／５３０４９号、及び国際公開第００／０３７５
０４号；及び米国特許第５９１６７７１号、同第５９３９５９８号、同第５９８５６１５
号、同第５９９８２０９号、同第５９９４６１９号、同第６０７５１８１号、同第６０９
１００１号、同第６１１４５９８号及び同第６１３０３６４号を参照)、又は最小座位(mi
nilocus)のヒトＩｇ-コード化遺伝子を含むトランスジェニック脊椎動物において、産生
可能である。これらのトランスジェニックマウス又は他の脊椎動物からの脾臓細胞は、よ
く知られている技術に従い、ヒトモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを生成す
るのに使用することができる。
【００８５】
　免疫された動物からの抗体の調製には、免疫された動物からＢ細胞、脾臓細胞又はリン
パ球を得、これらの細胞を使用して抗体を発現するハイブリドーマを生成し、また免疫し
た動物の血清から直接抗体を得ることが含まれる。例えば非ヒト動物からの脾臓細胞の単
離は、当該分野でよく知られており、例えば麻酔された非ヒト動物から脾臓を取り出し、
小片に切断し、単個細胞浮遊液を作製するために、適切なバッファーにおいて、細胞スト
レーナーのナイロンメッシュを通して、脾膜から脾臓細胞を搾り取ることを含む。細胞を
洗浄し、遠心分離にかけ、任意の赤血球を溶解させるバッファーに再懸濁させる。再度、
溶液を遠心分離し、ペレット中に残ったリンパ球を新たなバッファーに最後に再懸濁させ
る。
【００８６】
　ひとたび単離し、単細胞懸濁液に存在させると、抗体産生細胞を不死化細胞株に融合さ
せる。これは、典型的にはマウスミエローマ細胞株であるが、ハイブリドーマの作製に有
用な多くの他の不死化細胞株が当該分野で知られている。好ましいマウスミエローマ細胞
株には、限定されるものではないが、Salk Institute Cell Distribution Center, San D
iego, Calif. U.S.A.から入手可能なＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、Ｘ６３ 
Ａｇ８６５３、及びアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション, Rockville, Md. U
.S.A.から入手可能なＳＰ-２細胞から誘導されたものが含まれる。融合はポリエチレング
リコール等を使用して達成される。ついで、得られたハイブリドーマを、融合していない
親ミエローマ細胞の増殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を含む選択培地において増
殖させる。例えば、親ミエローマ細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失しているならば、ハイブリドーマ用の培
養培地は、典型的には、ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを含有しており
(ＨＡＴ培地)、ここでの物質はＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を防止するものである。
【００８７】
　ハイブリドーマは、マクロファージの支持細胞層において増殖させうる。マクロファー
ジは、好ましくは脾臓細胞の単離に使用された非ヒト動物の同腹子からのもので、典型的
には、ハイブリドーマを蒔く前の数日間、不完全フロイントアジュバントで予備刺激され
る。融合方法は、例えば(Goding, 「Monoclonal Antibodies：Principles and Practice
」, pp.59-103(Academic Press, 1986))に記載されており、その開示は、出典明示により
ここに援用される。
【００８８】
　細胞を、コロニー形成及び抗体産生に十分な時間、選択培地にて増殖させる。通常は７
～１４日である。ついで、ハイブリドーマを、ＤＭＥＭ又はＲＰＭＩ-１６４０等の適切
な培地中において、多量に増殖させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は、動物における
腹水腫瘍としてインビボで増殖させることもできる。
【００８９】
　所望のモノクローナル抗体を産生させるために十分に増殖させた後、モノクローナル抗
体を含む増殖培地(又は腹水)を細胞から分離させる。ついで培地を、以下の記載のＩＴＡ
ＣＳ手順に直接使用するか、又は既知の方法に従い精製されうる。精製は、典型的には、
ゲル電気泳動、透析、プロテインＡ又はプロテインＧ-セファロース、又はアガロース又
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はセファロースビーズ等の固体支持体に結合した抗マウスＩｇを使用するクロマトグラフ
ィー(全ては、例えばAntibody Purification Handbook, Amersham Biosciences, publica
tion No.18-1037-46, Edition AC,に記載されており、その開示は、出典明示によりここ
に援用される)により達成可能である。結合した抗体を、典型的には、抗体含有フラクシ
ョンの即時中和を伴い、低ｐＨのバッファー(ｐＨ３．０又はそれ未満のグリシン又はア
セタートバッファー)を使用することにより、プロテインＡ／プロテインＧカラムから溶
出させる。これらのフラクションをプールしておき、必要に応じて、透析し、濃縮する。
【００９０】
　典型的な方法では、マウスを、上述したように同定された未知の細胞表面リガンドを発
現する細胞株からその膜調製物又は細胞で免疫する。マウスを、例えば１０万～１千万細
胞、２×１０６細胞、１－１００μｇの膜抽出物、又は２０μｇの膜抽出物を用いて、腹
腔内的に免疫し、典型的には、所定の間隔(例えば隔週、１週間等)をおいて繰り返す。膜
抽出物を用いた免疫は、フロイント完全アジュバントを用いて実施することができるが、
細胞を用いた免疫化は、ＰＢＳ単独で注射され得る。マウスは、全体で１ないし５回又は
３回の免疫が可能で、最後の免疫の約１０日後に眼内出血を起こし、細胞に対して反応す
る抗体について、血清を分析する。ついで、モノクローナル抗体を産生させるために選択
されたマウスを、ＰＢＳに１０μｇの膜抽出物が入ったものでインビボで追加免疫してよ
いが、細胞で免疫されたマウスは、ｍＡｂ産生の前に、通常は追加免疫しない。追加免疫
３日後、脾臓を摘出し、ハイブリドーマ作製に使用する。例えば脾臓細胞は、ＰＥＧ又は
電気融合技術により、ＦＯＸ-ＮＹミエローマ細胞に融合させてもよい。産生されたハイ
ブリドーマ細胞を２４、４８又は９６ウェル組織培養プレートに播種し、抗体を含む細胞
培養培地又はハイブリドーマを、以下に記載するＩＴＡＣＳに従いアッセイする。選択さ
れたクローンを、安定したハイブリドーマを確立するためのサブクローニング及びスクリ
ーニングの更なるラウンドにかけてもよい。
【００９１】
　また、形質転換された不死化Ｂ細胞(ヒトＢ細胞を含む)は、ヒト抗体を含む抗体を産生
するのにも使用することができる。このような細胞は、標準的な技術、例えばエプスタイ
ン・バー・ウイルス、又はトランスフォーミング遺伝子を用いた形質転換により生成可能
である(例えば、「Continuously Proliferating Human Cell Lines Synthesizing Antibo
dy of Predetermined Specificity」,Zurawaki, V. Rら, MONOCLONAL ANTIBODIES, Kenne
tt R. Hら, Plenum Press, N.Y. 1980, pp19-33(テキスト全体を援用)を参照)。
【００９２】
　また、ＩＴＡＣＳスクリーニングに有用なヒト抗体又は他の種由来の抗体は、限定する
ものではないが、ファージディスプレイ、レトロウイルスディスプレイ、リボソームディ
スプレイ、及び他の関連技術を含むディスプレイ型技術を通じ、当該分野でよく知られて
いる方法を使用して生成することもでき、得られた分子は更なる成熟化方法、例えば親和
成熟にかけることができ、このような技術もよく知られている (例えば(Hoogenboomら, J
. Mol. Biol. 227: 381(1991)(ファージディスプレイ); Vaughanら, Nature Biotech 14:
309(1996)(ファージディスプレイ); Hanes及びPlucthau PNAS USA 94:4937-4942(1997)(
リボソームディスプレイ), Parmley及びSmith Gene 73:305-318(1988)(ファージディスプ
レイ), Scott TIBS 17:241-245(1992), Cwirlaら. PNAS USA 87:6378-6382(1990), Russe
lら. Nucl. Acids Research 21:1081-1085(1993), Hoogenboomら. Immunol. Reviews 130
:43-68(1992), Chiswell及びMcCafferty TIBTECH 10:80-84(1992), 及び米国特許第５７
３３７４３号を参照)。ディスプレイ技術がヒトではない抗体の製造に利用されれば、こ
のような抗体は、例えばよく知られている方法に従い、ヒト化することができる。
【００９３】
　またＩＴＡＣＳスクリーニングに有用な抗体及び抗体断片の収集は、組換え抗体コンビ
ナトリアルライブラリー、例えばヒトリンパ球から誘導されたｍＲＮＡから調製される、
ヒトＶＬ及びＶＨｃＤＮＡを用いて作製可能な、ｓｃＦｖファージディスプレイライブラ
リーから回収することもできる。このようなライブラリーを調製しスクリーニングするた
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めの方法は、当該分野で知られている。ファージディスプレイライブラリーを作製するた
めの商業的に入手可能なキットは多数存在する。また、抗体ディスプレイライブラリーを
作製するのに使用可能な他の方法及び試薬も存在する(例えば、米国特許第５２２３４０
９号：ＰＣＴ出願国際公開第９２／１８６１９号、国際公開第９１／１７２７１号、国際
公開第９２／２０７９１号、国際公開第９２／１５６７９号、国際公開第９３／０１２８
８号、国際公開第９２／０１０４７号、及び国際公開第９２／０９６９０号；Fuchsら(19
91) Bio/Technology 9:1370-1372; Hayら (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; H
useら (1989) Science 246:1275-1281; McCaffertyら, Nature (1990) 348:552-554; Gri
ffithsら (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkinsら (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896; C
lacksonら (1991) Nature 352:624-628; Gramら (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89
:3576-3580; Garradら (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboomら (1991) Nuc 
Acid Res 19:4133-4137;及びBarbasら (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:7978-798
2を参照)。抗体ライブラリー及びこれらの作製及び使用方法は、例えば国際公開第９２／
０１０４７号、McCaffertyら, Nature (1990) 348:552-554；米国特許第５９６９１０８
号；同第５８７２２１５号；同第５８７１９０７号；同第５８５８６５７号；及びGriffi
thsら, (1993) EMBO J 12:725-734に記載されている。
【００９４】
　抗体以外の他の薬剤もまた、ＩＴＡＣＳに類似したアプローチを使用し、オーファンリ
ガンドのリガンドに結合する能力についてスクリーニング可能であり、ここでは、オーフ
ァンリガンドの可溶性形態の融合プロテインとの競合が使用される。このような薬剤は、
例えばコンビナトリアル化学ライブラリーに見出すことができる。コンビナトリアル化学
ライブラリーは、化学合成又は生物学的合成により、試薬等、多数の化学的「構成要素」
を組合せることにより生じる多様な化学的化合物を集めたものである。例えば、線形のコ
ンビナトリアル化学ライブラリー、例えばポリペプチドライブラリーは、与えられた化合
物長(すなわち、ポリペプチド化合物におけるアミノ酸の数)について、全ての可能な方法
で、化学的構築ブロック(アミノ酸)のセットを組合せることにより形成される。化学的構
築ブロックのこのようなコンビナトリアル混合を介して、数百万の化学的化合物を合成す
ることができる。
【００９５】
　コンビナトリアル化学ライブラリーの調製及びスクリーニングは、当業者によく知られ
ている。このようなコンビナトリアル化学ライブラリーには、限定されるものではないが
、ペプチドライブラリー(例えば米国特許第５０１０１７５号、Furka, Int. J. Pept. Pr
ot. Res. 37：487-493(1991)及びHoughtonら, Nature 354：84-88(1991)を参照)が含まれ
る。多様な化学ライブラリーを作製するための他の化学を使用することもできる。このよ
うな化学には、限定されるものではないが、ペプトイド(例えば、ＰＣＴ出願国際公開第
９１／１９７３５号)、コード化ペプチド(例えば、ＰＣＴ出願国際公開第９３／２０２４
２号)、ランダムバイオ-オリゴマー(例えば、ＰＣＴ出願国際公開第９２／０００９１号)
、ベンゾジアゼピン(例えば、米国特許第５２８８５１４号)、diversomers、例えばヒダ
ントイン、ベンゾジアゼピン類及びジペプチド類(Hobbsら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 90：6909-6913(1993))、ビニル性ポリペプチド類(Hagiharaら, J. Amer. Chem. Soc. 11
4：6568(1992))、グルコース骨格を有する非ペプチド状ペプチド模倣剤(Hirschmannら, J
. Amer. Chem. Soc. 114：9217-9218(1992))、小分子化合物ライブラリーの類似有機合成
(Chenら, J. Amer. Chem. Soc. 116：2661(1994))、オリゴカルバマート類(Choら, Scien
ce 261：1303(1993))、及び／又はペプチジルホスホナート(Campbellら, J. Org. Chem. 
59：658(1994))、核酸ライブラリー(Ausubel, Berger及びSambrook, 全て上掲を参照)、
ペプチド核酸ライブラリー(例えば、米国特許第５５３９０８３号を参照)、抗体ライブラ
リー(例えば、Vaughnら, Nature Biotechnology, 14(3)：309-314(1996)及びＰＣＴ／Ｕ
Ｓ９６／１０２８７を参照)、糖質ライブラリー(例えば、Liangら, Science, 274：1520-
1522(1996)及び米国特許第５５９３８５３号を参照)、有機小分子ライブラリー(例えば、
ベンゾジアゼピン類、Baum C&EN, January18, 33頁(1993)；イソプレノイド類、米国特許
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第５５６９５８８号；チアゾリジノン類及びメタチアザノン類、米国特許第５５４９９７
４号；ピロリジン類、米国特許第５５２５７３５号及び同第５５１９１３４号；モルホリ
ノ化合物、例えば米国特許第５５０６３３７号；ベンゾジアゼピン類、米国特許第５２８
８５１４号等)が含まれる。
【００９６】
　コンビナトリアルライブラリーを調製するためのデバイスは、商業的に入手可能である
(例えば、357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin,
 Woburn, Mass., 433A Applied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipo
re, Bedford, Massを参照)。更に、多くのコンビナトリアルライブラリーは、それ自体、
商業的に入手可能である(例えば、ComGenex, Princeton, N.J., Tripos, Inc. , St. Lou
is, Mo., 3D Pharmaceuticals, Exton, Pa., Martek Biosciences, Columbia, Md.等を参
照)。
【００９７】
ＩＴＡＣＳ
　ＩＴＡＣＳ手順は、例えば他のリガンドの標的リガンド、特にオーファンレセプターに
結合する薬剤を同定するための簡便な方法である。該方法は、特にオーファンレセプター
に対するリガンドを同定するのに有用であるが、同じ原理を、レセプターではない及び／
又はオーファンではないリガンド対の他のメンバーにも適用することができる。
【００９８】
　次のセクションは、ＩＴＡＣＳの異なった工程の幾つかの非限定的特徴を記載する。特
定のリガンド-リガンド対に応じて、またスクリーニングされた薬剤収集物又はライブラ
リーに応じて、ＩＴＡＣＳ手順は、ケースバイケースで最適性能となるように修正するこ
とが可能であり、ここに記載の特定の例示的な方法工程には限定されないものと理解され
る。
【００９９】
　例示例なＩＴＡＣＳ手順を、図１にて概説する。同定された薬剤は、標的リガンドへの
、オーファンリガンドの可溶性部分の結合を干渉し、低減し、及び／又はブロックする能
力により同定され特徴付けられる。
【０１００】
　上述したように、一側面では、スクリーニングされる薬剤収集物は、可溶性オーファン
リガンド又はレセプターが結合する細胞株上の様々なエピトープに対する抗体を産生する
、ハイブリドーマ、Ｂ細胞又は他の抗体産生細胞の収集物である(図１の工程１から３)。
続くＩＴＡＣＳ工程(図１の工程４)では、抗体産生細胞からの抗体を、オーファンリガン
ドがオーファンリガンドの可溶性部分の存在下において結合する細胞と共にインキュベー
トする。この工程では、細胞への結合について可溶性レセプターと競合する抗体が同定さ
れる。この文脈で、「競合する」とは、抗体の不在下での細胞への可溶性レセプターの結
合と比較し、抗体の存在が、細胞への可溶性レセプターの結合を低減することを意味する
。例えば、オーファンレセプターと競合すると同定された抗体は、少なくとも約１０％、
少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、
少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、又は少なくとも約９０
％、可溶性レセプターの結合を低減させうる。特定の側面では、抗体は、少なくとも２５
％のオーファンレセプターの結合を低減させる。可溶性レセプターは、ここで他に記載さ
れたようにして結合を検出するように、標識されうる。あるいは、可溶性レセプターはＩ
ｇＧ Ｆｃドメインの融合又はハイブリッドタンパク質の形態であってもよく、これを、
ついで、Ｆｃ部分に対する二次抗体を使用してタグ化した後、二次抗体を検出することも
できる。
【０１０１】
　別の又は付加的な側面では、ＩＴＡＣＳ工程は、可溶性レセプターの不在下における細
胞への抗体の結合と比較して、可溶性レセプターの存在により、細胞への抗体の結合が低
減している抗体をスクリーニングすることを含みうる。可溶性レセプターと競合すると同
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定された抗体は、この側面では、その細胞に対する結合性が、可溶性レセプターの存在下
においては、少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくと
も約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくと
も約８０％、又は少なくとも約９０％低減させる抗体であると同定されうる。他の側面で
は、抗体は、少なくとも２５％、オーファンレセプターの結合を低減する。抗体は、ここ
で他に記載されたようにして、結合を検出するために適切に標識されるか、又は二次抗体
を使用して検出されうる(例えば、ヒト抗体の収集物をスクリーニングするならば、それ
らの細胞-結合は、マウス-抗ヒト抗体を使用して検出することができる)。
【０１０２】
　競合工程の様々な実験用設定を使用することができる。典型的には、競合工程は、抗体
、可溶性レセプター、及び可溶性レセプターに結合する細胞の存在下、試験バイアル、例
えばウェル中で実施される。オーファンリガンドが結合する細胞は、正常な細胞表面相互
作用のメカニズム又は他の手段を介して、ウェル又はビーズの底部等、試験バイアルの固
体表面に付着可能である。懸濁液又は細胞膜調製物中の細胞は、インキュベート後、未結
合の標識結合剤から細胞を分離するための適切な方法に関連してまた使用することができ
る。様々な側面では、抗体は、抗体産生細胞、抗体産生細胞の培養上清、又は抗体の精製
された調製物を、試験バイアルに添加することを介して調製することができる。次に、試
薬を、適切な時間、適切な温度でインキュベートし、可溶性レセプター及び(適切である
ならば)抗体を細胞に結合させる。ついで、細胞に結合した可溶性レセプター又は抗体の
量を評価する前に、場合によっては一又は複数回、細胞を洗浄する。次に、細胞に結合し
た可溶性レセプター及び／又は抗体の量を、抗体／レセプターの不在下、細胞に結合した
可溶性レセプター／抗体の量、又は他の適切なコントロール値と比較する。アッセイに応
じて、可溶性レセプター又は抗体の非特異的に結合は、細胞に結合しない類似の化合物を
使用することにより、又は可溶性レセプターに対する抗体により、標的リガンドへのその
結合を防止することにより、補正する。
【０１０３】
　例示的なアッセイでは、ハイブリドーマの上清を、これらの上清と共に細胞をプレイン
キュベートし、ついで、可溶性オーファン-リガンドを添加することにより、抗リガンド
ｍＡｂｓの存在性ついてスクリーニングする。可溶性オーファンリガンドの結合を低減さ
せるハイブリドーマ上清は「陽性クローン」と命名される。染色された細胞の分析は、例
えばＦＡＣＳアッセイを使用するフローサイトメトリー又はＦｍａｔ(PE Biosystems, CA
)により実施することができる。
【０１０４】
　他の例示的なアッセイにおいて、ＮＫｐ３０Ｌを標的とする抗体は、抗体がｓｏｌＮＫ
ｐ３０-ｈＦｃのＮＫｐ３０Ｌ発現腫瘍細胞株(例えばＫ５６２)への結合を阻害する能力
についてスクリーニングされる競合アッセイにおいては、フローサイトメトリー(例えば
ＦＡＣＳ、ＦＡＣＳアレイ)又はＦｍａｔにより同定される。このため、ＮＫｐ３０Ｌ発
現腫瘍細胞(例えばＫ５６２)で免疫されたマウスから誘導されたモノクローナルＢ細胞誘
導ハイブリドーマからの組織培養上清は、氷上で３０～６０分、固定量のＮＫｐ３０Ｌ-
発現腫瘍細胞(例えば、１０４Ｋ５６２又はＨＥＫ２９３細胞)と共にインキュベートされ
る。続いて、固定量の蛍光標識されたｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃを、各インキュベート用
混合物(例えば、０．１μｇ／ｍｌのＡＰＣ-ｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃ)に添加し、ついで
、氷上で、更に３０－６０分インキュベートする。インキュベート後、細胞を洗浄して、
未結合のタンパク質を除去し、細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃの結合性を、フローサ
イトメトリー又はＦｍａｔにより分析する。双方のアッセイにおいて、細胞へのｓｏｌＮ
Ｋｐ３０-ｈＦｃの結合性は、各細胞の平均蛍光を分析することにより測定される。該ア
ッセイでは、抗体は、ハイブリドーマからの組織培養上清と共にプレインキュベートされ
ていない腫瘍細胞への、ｓｏｌＮＫｐ３０Ｆｃの結合と比較して、これらアッセイにおい
て腫瘍細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃの結合を低減し又は防止した場合に、ＮＫｐ３
０Ｌ結合抗体であると決定される。
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【０１０５】
　オーファンリガンドのリガンドに結合し、よってリガンド-リガンド相互作用抗体をブ
ロックする抗体（又は、ファージディスプレイ及びコンビナトリアルライブラリーの場合
は、抗体断片又は小分子)がひとたび同定されると、多量の抗体、抗体断片、又は小分子
を、所望するならば、既知の技術に従い、産生し、精製し又は修飾することができる。例
えば、抗体又は抗体断片をコードする核酸配列は、一般的な方法に従い、宿主細胞におい
て、抗体又は断片の組換え生産を可能にするために回収される。抗体、抗体断片、又は小
分子は、例えば癌又は自己免疫疾患等、リガンド-オーファンレセプターに関連した病状
の治療における効能について試験することができる。
【０１０６】
　上のセクションに記載されたように、Ｆｍａｔ装置は、コンビナトリアルライブラリー
から薬剤又は抗体をスクリーニングするかどうかにかかわらず、ＩＴＡＣＳスクリーニン
グ競合工程に適している。Ｆｍａｔ、つまり蛍光微量アッセイ技術の略語は、洗浄工程が
なく、マルチウェルプレートにおいて高スループットスクリーニングアッセイが実施され
るように設計されたスキャナーを使用し、レセプター-リガンド相互作用の定量測定に使
用することができる(Mellentin- Michelottiら, Anal Biochem. 1999；272：182-190)。
ＩＴＡＣＳでの使用に適合化され得る種々のＦｍａｔアッセイフォーマットは、文献(例
えば、Mellentin-Michelottiら, 上掲；Swartzmanら, Anal Biochem. 1999;271：143-151
；Leeら, J Biomolecular Screening 2003;81-88)に記載されている。ＩＴＡＣＳでの使
用に適合した他の高スループットスクリーニング技術には、限定されるものではないが、
Ｂｉａｃｏｒｅ(例えば、細胞溶菌液又は細胞膜を使用)、細胞ベースのＥＬＩＳＡ(例え
ば、無傷の細胞又は細胞膜を使用)、及び当該分野で既知の様々な抗体マイクロアレイフ
ォーマット(Glokler及びAngenendt, J Chromatograph B. 2003;797:229-240を参照、及び
Ｂｉａｃｏｒｅ技術(例えば、Zhukovら, J Biomol Techniques 2004;15:112-119を参照)
が含まれる。更に、例えばＦＡＣＳアレイ(Beckton Dickinson, CA)又は類似のものを用
いる、フローサイトメトリーが、特に中-又は高-スループットフォーマットにおいて使用
されうる。
【０１０７】
　類似の競合アッセイを、ファージ-ディスプレイライブラリー及びコンビナトリアルラ
イブラリーをスクリーニングするために使用することができる。例えば、細胞又は組織切
片を、ＥＬＩＳＡプレートに固定し、ファージ-ディスプレイライブラリーのパニングに
使用することができる。可溶性レセプター-Ｆｃタンパク質との競合を示すＥＬＩＳＡに
おけるファージ結合は、オーファン-リガンドに対して特異的である。
【０１０８】
　一又は複数の抗体が同定されると、抗体をコードする核酸は、ハイブリドーマ又は他の
抗体産生細胞から回収することができ、抗体が、当該分野における一般的な方法に従い、
組換え技術により産生される。
【０１０９】
抗体断片及び誘導体
　同定された抗体又は抗体断片は、例えば別の抗体又は断片、抗体断片を産生するために
、及び／又は他の化合物を用いて抗体又は抗体断片を誘導体化するために、修飾すること
ができる。次のセクションでは、実施可能な様々な修飾を例証する。
【０１１０】
　所望される場合、抗体産生細胞により得られた抗体のクラスは、既知の方法により「ス
イッチ」されうる。例えば、最初はＩｇＭ分子として生成された抗体は、ＩｇＧ抗体にス
イッチされたクラスであってもよい。また、クラススイッチ技術は、例えばＩｇＧ１から
ＩｇＧ２へ等、一つのＩｇサブクラスから他のものに転換させるために使用されてもよい
。よって、本発明の抗体のエフェクター機能は、様々な治療用途に対して、例えばＩｇＧ
１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＤ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、又はＩｇＭ抗体にアイソ
タイプをスイッチすることによって変化され得る。
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【０１１１】
　例えば、オーファンリガンドのリガンドを発現する細胞の数を低減させることが所望さ
れる(例えば、リガンドが癌細胞上で過剰発現している)治療用途においては、抗体又は抗
体誘導体は、抗体依存性細胞傷害性(ＡＤＣＣ)又は細胞依存性細胞傷害性(ＣＤＣ)を活性
化させるＦｃ部分を有することが可能である。
【０１１２】
　キメラ抗体は、当該分野でよく知られている組換えプロセスにより産生されうる(例え
ば、Cabillyら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3273-3277(1984); Morrisonら, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984); Boulianneら, Nature 312:643-646(1984);
欧州特許出願第１２５０２３号；Neubergerら, Nature 314:268-270(1985); 欧州特許出
願第１７１４９６号；欧州特許出願第１７３４９４号；国際公開第８６／０１５３３号；
欧州特許出願第１８４１８７号；Sahaganら, J. Immunol. 137:1066-1074(1986); Robins
onら, 国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９号(1987年5月7日公開); Liuら, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443(1987); Sunら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2
14-218(1987); 及びBetterら, Science 240:1041-1043 (1988)を参照)。例えば、同定さ
れたマウスモノクローナル抗体は、ヒトモノクローナル抗体からの定常ドメインを有する
抗体にキメラ化させることができる。
【０１１３】
　ヒト化モノクローナル抗体又はマウス抗体又は他の非ヒト種からの抗体を作製すること
もできる。「ヒト化」抗体は、ヒトにおける免疫反応を回避又は無効にするために、重鎖
及び軽鎖のフレームワーク及び定常ドメインにおける所定のアミノ酸を突然変異させた、
非ヒト種から誘導された抗体である。典型的なヒト化抗体の特徴及び産生に関する更なる
詳細については、例えばJonesら, Nature 321:522-525(1986); Riechmannら, Nature 332
:323-329(1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと
。ヒト化抗体は、非ヒト種の様々なドメインにヒト抗体からの定常ドメインを融合させる
ことによりまた産生されうる。ヒト化抗体の作製に使用可能な方法の例は、例えば米国特
許第６０５４２９７号、同第５８８６１５２号、及び同第５８７７２９３号に見出すこと
ができる。ヒト化は、特にWinter及び共同研究者(例えば、Jonesら, Nature, 321:522-52
5 (1986)；Riechmannら, Nature, 332:323-327(1988)；Verhoeyenら, Science, 239:1534
-1536(1988))の方法に従って、齧歯動物の相補性決定領域(「ＣＤＲ」)又はＣＤＲ配列を
ヒト抗体の対応する配列に置換することにより、実施することができる。従って、このよ
うな「ヒト化」抗体では、ヒト可変ドメインのＣＤＲ部分が、非ヒト種の対応する配列に
置換されている。いわゆる「ベストフィット法」によれば、齧歯動物抗体の可変ドメイン
の配列を既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー全体に対してスクリーニングする。
次に齧歯動物のものと最も近いヒト配列をヒト化抗体のヒトフレームワーク(ＦＲ)として
受け入れる(このような方法及び関連する原理の記載については、例えばSimsら, J. Immu
nol., 151：2296(1993)、及びChothiaら, J. Mol. Biol., 196：901(1987)を参照)。他の
方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループのヒト抗体全てのコンセンサス配列から誘
導される特定のフレームワークを使用する。同じフレームワークを幾つかの異なるヒト化
抗体に使用できる(例えば、Carterら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89：4285(1992)、
及びPrestaら, J. Immunol., 151：2623(1993)を参照)。
【０１１４】
　マウス抗体又は他の種からの抗体は、任意の適切な技術を使用し、ヒト化又は霊長類化
させることができ、多くの適切な技術が当該分野で既によく知られている(例えば、Winte
r及びHarris Immunol Today 14:43-46(1993)及びWrightら. (Crit. Reviews in Immunol.
 12125-168(1992)を参照)。関心ある抗体は、組換えＤＮＡ技術により操作されてもよく
、対応するヒト配列で、ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３、ヒンジドメイン、及び／又はフレーム
ワークドメインが置換される(例えば、国際公開第９２／０２１９０号及び米国特許第５
５３０１０１号、同第５５８５０８９号、同第５６９３７６１号、同第５６９３７９２号
、同第５７１４３５０号、及び同第５７７７０８５号を参照)。また、キメラ免疫グロブ
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リン遺伝子を構築するために、Ｉｇ ｃＤＮＡを使用することは、当該分野で知られてい
る(例えば、Liuら P.N.A.S. 84:3439(1987)、及びJ.Immunol. 139:3521(1987)を参照)。
ｍＲＮＡはハイブリドーマ又は他の抗体を産生する細胞から単離することができ、ｃＤＮ
Ａを生成するのに使用される。関心あるｃＤＮＡは、特定のプライマーを使用し、ポリメ
ラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により増幅させてもよい(米国特許第４６８３１９５号及び同第
４６８３２０２号)。あるいは、ライブラリーを作製し、関心ある配列をスクリーニング
して単離することもできる。ついで、抗体の可変領域をコードする核酸配列を、ヒト定常
領域配列に融合させてもよい。ヒト定常領域(並びに可変領域)の配列は、Kabatら(1991) 
Sequences of Proteins of Immunological Interest, N.I.H. publication no. 91-3242
に見出され、より近年の関連したデータは、ワールドワイドウェブ(www)アドレス.bioche
m.ucl.ac.uk/~martin/abs/GeneralInfo.html.にアクセスすることができる。抗体を設計
するためのアイソタイプの選択は、典型的には、所望するエフェクター機能、例えば補体
固定により、又は抗体依存性細胞傷害性における活性により、案内されうる。例示的なア
イソタイプは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４である。ヒト軽鎖定常領域
、カッパ又はラムダの何れかが使用されうる。次に、このような核酸によりコードされる
ヒト化抗体が、一般的な方法により発現され得る。
【０１１５】
　このような抗体様分子及び完全サイズの抗体に加えて、同定された抗体の「断片」を作
製することもできる。オーファンリガンドのリガンドに特異的に結合する能力を保持／示
す抗体「断片」は、任意の既知の技術、例えば限定されるものではないが、酵素切断、ペ
プチド合成、及び組換えタンパク質生産技術により、一般的に得ることができる。抗体断
片の例には、(ｉ)Ｆａｂ断片、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１ドメインから本質的になる一
価断片；(ｉｉ)Ｆ(ａｂ)２及びＦ(ａｂ')２断片、ヒンジ領域でジスルフィド架橋により
結合した２つのＦａｂ断片を含む二価断片；(ｉｉｉ)ＶＨ及びＣＨ１ドメインから本質的
になるＦｄ断片；(ｉｖ)抗体の単一アームのＶＬ及びＶＨドメインから本質的になるＦｖ
断片、(ｖ)ＶＨドメインから本質的になるｄＡｂ断片(Wardら, (1989) Nature 341：544-
546)；及び(ｖｉ)一又は複数の単離されたＣＤＲ又は機能的パラトープが含まれる。付加
的な抗体断片には、Ｆａｂ'断片、ｄｓＦｖ分子、ダイアボディ等が含まれる。
【０１１６】
　例示的な一側面では、本発明は、ここに記載される任意の重鎖ＣＤＲを含む第１のポリ
ペプチド鎖と、ここに記載される任意の軽鎖ＣＤＲを含む第２のポリペプチド鎖を含む抗
体断片を提供するものであり、２つのポリペプチド鎖は、一又は複数の鎖間ジスルフィド
結合により共有結合している。より特定の側面では、本発明は、このような特徴を有する
２つの鎖の抗体断片を提供するものであり、抗体断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'--Ｓ
Ｈ、Ｆｖ、及び／又はＦ(ａｂ')２断片から選択される。他の抗体「断片」には、「カッ
パ体」(例えば、Illら, Protein Eng 10：949-57(1997))及び「janusins」(ここで他で更
に記載)が含まれる。
【０１１７】
　抗体は、従来からの技術を使用して断片化することができ、断片は、全抗体に対して上
述したものと同じようにして有用性についてスクリーニングされる。例えば、Ｆ(ａｂ')
２断片は、ペプシンを用いて抗体を処理することにより産生することができる。得られた
Ｆ(ａｂ')２断片は、ジスルフィド架橋を還元する処理がなされて、Ｆａｂ'断片を生成す
ることができる。Ｆａｂ断片は、パパインを用いてＩｇＧ抗体を処理することにより得る
ことができ；Ｆ(ａｂ')断片は、ＩｇＧ抗体のペプシン消化により得ることができる。ま
たＦ(ａｂ')断片は、チオエーテル結合又はジスルフィド結合を介して、以下に記載する
ようにしてＦａｂ'を結合させることにより生成することができる。Ｆａｂ'断片は、Ｆ(
ａｂ')２のヒンジ領域のジスルフィド結合を切断することにより得られる抗体断片である
。Ｆａｂ'断片は、ジチオスレイトール等の還元剤で、Ｆ(ａｂ')２断片を処理することに
より得ることができる。また、抗体断片ペプチドは、組換え細胞において、そのようなペ
プチドをコードする核酸を発現させることにより生成することができる(例えば、Evansら
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, J. Immunol. Meth. 184：123-38(1995))。例えば、Ｆ(ａｂ')２断片の一部をコードす
るキメラ遺伝子は、ＣＨ１ドメイン及びＨ鎖のヒンジ領域をコードするＤＮＡ配列、続い
てそのような切断された抗体断片分子を生じせしめるための翻訳停止コドンを含むことが
できる。
【０１１８】
　Ｆｖ断片の２つのドメイン、ＶＬ及びＶＨは、別々の遺伝子によりコードされているが
、それらは、例えば組換え方法を使用し、ＶＬ及びＶＨ領域(典型的には、抗体のＦｖ領
域の重鎖及び軽鎖)が対となって一価分子(単鎖抗体又は単鎖Ｆｖ(ｓｃＦｖ)分子－例えば
、Birdら.(1988) Science 242:423-426：及びHustonら. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 85:5879-5883を参照)を形成する単鎖タンパク質鎖としてそれらを作製させる合成の
典型的には可動性のリンカーにより、結合され得る。通常、可動性リンカーは、約１０、
１２、１５、又はそれ以上のアミノ酸残基長である。このような抗体の産生方法は、例え
ば米国特許第４９４６７７８号；THE PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL ANTIBODIES, vol. 11
3, Rosenburg及びMoore編 Springer-Verlag, New York, pp. 269-315(1994), Birdら. (1
988) Science 242:423-426；Hustonら (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-588
3；及びMcCaffertyら, Nature (1990) 348:552-554に記載されている。 単鎖抗体は、抗
体の形成のために、一つのＶＨ及びＶＬのみが使用されるならば一価、２つのＶＨ及びＶ
Ｌが使用されるならば二価、又は２つ以上のＶＨ及びＶＬが使用されるならば多価であり
うる。
【０１１９】
　ダイアボディは、二価の二重特異性抗体であり、そのＶＨ及びＶＬドメインがポリペプ
チド単鎖上で発現しているが、典型的には、リンカーとして使用するにはあまりに短く、
同じ鎖上の２つのドメイン間で対形成させることはできず、よって、ドメインを、他の鎖
の相補的ドメインと強制的に対形成させ、２つの抗原結合部位を作製する(例えば、Holli
ger, Pら (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90：6444-6448；Poljak, R. Jら (1994) 
Structure 2:1121-1123を参照)。ダイアボディは、同一又は異なっている抗原結合特異性
を有するｓｃＦｖが二量体を形成し、従って、同一の抗原又は２つの異なる抗原に対する
二価の抗原結合活性を有する分子である抗体断片とみなすことができる。ダイアボディー
は、更に詳細には、例えば欧州特許第４０４０９７号及び国際公開第９３／１１１６１号
に記載されている。
【０１２０】
　ｄｓＦｖ分子はポリペプチドを結合することにより得ることができ、ＶＨ及びＶＬそれ
ぞれのアミノ酸残基の一つが、システイン残基の間のジスルフィド結合を介して、システ
イン残基で置換されている。システイン残基で置換されたアミノ酸残基は、例えばReiter
ら(Protein Engineering, 7, 697(1994))の方法に従い、抗体の３次元構造推定に基づき
、選択することができる。線形抗体は、一対の抗原結合領域を形成する一対のタンデムＦ
ｄセグメントを含む(このような抗体は二重特異性又は単一特異性とすることができる)。
線形抗体は、例えばZapataら. Protein Eng. 8(10):1057-1062(1995)に、更に詳しく記載
されている。
【０１２１】
　「変異」抗体は、少なくともＣＤＲ、又は他のＶＨ及び／又はＶＬ配列への、一又は複
数の適切なアミノ酸残基の置換、欠失、挿入、又は配列末端への付加により、親抗体とは
異なる抗体のことである(但し、このような変化により改善されないならば、かなりの量
の親抗体のエピトープ結合特性が保持されている)。よって、例えば、抗体変異体又は抗
体様ペプチド変異体においては、一又は複数のアミノ酸残基を、一又は複数のＣＤＲ等、
親抗体の一又は複数の高度可変領域の内部又はこれに隣接して導入又は挿入することがで
きる。例えば、抗体変異体は、約１－３０の挿入されたアミノ酸残基を含有可能であるが
、約２－１０の挿入されたアミノ酸残基が、より典型的には適切である。抗体のアミノ酸
配列変異は、例えば抗体コード化核酸に適切なヌクレオチド変化を導入することにより(
例えば、部位特異的突然変異誘発により)、化学的ペプチド合成により、又は任意の他の
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適切な技術により得ることができる。このような変異体には、例えば同定された抗体のア
ミノ酸配列内部における残基の、欠失及び／又は挿入及び／又は置換によって相違する変
異体が含まれる。また、フレームワーク領域又は定常ドメインにおける変異もなされてよ
く、親抗体に対する変異抗体の免疫原生が変化し、他の分子へ共有又は非共有結合するた
めの部位が提供され、又は補体結合としての、このような特性が変化する。単一変異抗体
のフレームワーク領域、定常ドメイン、及び／又は可変領域(又は、その任意の一又は複
数のＣＤＲ)のそれぞれにおいて、抗体変異体における変異がなされてもよい。あるいは
、抗体のフレームワーク領域、可変領域(又はその単一ＣＤＲ)、又は定常ドメインの一つ
でのみ、変異がなされてもよい。例えば、Cunningham及びWells(1989), Science 244:108
1-1085により記載されているような、アラニンスキャンニング突然変異生成技術、例えば
Cunningham及びWells(1989)、Science 244：1081-1085に記載されている技術を使用し、
変異体ＶＬ、ＶＨ、又は特定のＣＤＲ配列に生じる置換又は欠失のための適切な残基を同
定することができるが、また他の適切な突然変異技術を適用することもできる。また多く
のアミノ酸置換を実施し、突然変異誘発の既知の方法を使用して試験し、例えばReidhaar
-Olson及びSauer, Science 241:53-57(1988)、又はBowie及びSauer Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 86:2152-2156(1989)に開示されているもののようにして、スクリーニングするこ
ともできる。変異抗体を産生させるために使用可能な更なる技術には、定向進化及び例え
ば米国特許第２００４０００９４９８号；Marksら, Methods Mol Biol. 2004；248:327-4
3(2004); Azriel-Rosenfeldら, J Mol Biol. 2004 Jan 2;335(1)：177-92；Parkら, Bioc
hem Biophys Res Commun. 2000 Aug 28;275(2):553-7；Kangら, Proc Natl Acad Sci U S
 A. 1991 Dec 15；88(24)：11120-3；Zahndら, J Biol Chem. 2004 Apr 30；279(18)：18
870-7；Xuら, Chem Biol. 2002 Aug；9(8)：933-42；Borderら, Proc Natl Acad Sci U S
 A. 2000 Sep 26;97(20)：10701-5；Crameriら, Nat Med. 1996 Jan；2(1)：100-2に記載
され、更に一般的には国際特許出願第０３／０４８１８５号に記載されている他の変異体
産生技術が含まれる。
【０１２２】
　特定のタイプの変異体抗体は二重特異性抗体である。これらは、ハイブリドーマの融合
又はＦａｂ'断片の結合を含む様々な既知の方法により産生することができる(例えば、So
ngsivilai & Lachmann Clin. Exp. Immunol. 79：315-321(1990)、及びKostelnyら J. Im
munol. 148：1547-1553(1992)を参照)。伝統的には、二重特異性抗体の組換え産生は、免
疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づいており、ここで２つの重鎖は異なる特異性
を有している(例えば、Milstein及びCuello, Nature, 305: 537(1983)を参照)。免疫グロ
ブリンの重鎖と軽鎖を典型的には無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ(クア
ドローマ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、典型的には、その内一種
のみが所望の二重特異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグ
ラフィー工程によって通常はなされ、適切ではあるが、かなり煩雑で、生成収率は比較的
低くなるおそれがある。同様の手順が国際公開第９３／０８８２９号、及びTrauneckerら
, EMBO J.,10:3655-3656(1991)に開示されている。異なったアプローチに従い、所望の結
合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを、組換え又は合成方法により
、免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合させる。可変ドメイン配列は、典型的には、ヒ
ンジ、ＣＨ２及びＣＨ３領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインに
融合される。軽鎖の結合に必要な部位を含む第１の重鎖定常領域(ＣＨ１)も、典型的には
、少なくとも一の融合タンパク質に存在している。この種のアプローチのより特定の例で
は、一つのアームに結合特異的を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖、及び他方のア
ームに(第２の結合特性を付与する)ハイブリッド免疫グロブリン重鎖-軽鎖対を含む二重
特異性抗体が産生される。このような非対称構造により、所望されない免疫グロブリン鎖
の組合せから、所望される二重特異性化合物を容易に分離することができる(このような
アプローチは国際公開第９４／０４６９０号に記載されている)。二重特異性抗体の産生
の関連方法の更なる記載については、例えばSureshら, Methods in Enzymology, 121:210
(1986)を参照のこと。
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【０１２３】
　架橋した又は「ヘテロコンジュゲート」抗体は、本発明で提供される二重特異性抗体の
他のタイプである。また、このような抗体の誘導体も、ある用途においては有利である。
例えば、ヘテロコンジュゲートの抗体の一方はアビジンにカップリングし、他方はビオチ
ンにカップリングさせることができる。このような抗体は、例えば、不要の細胞に対して
免疫系細胞を標的化するため(例えば米国特許第４６７６９８０号を参照)に提案されてい
る。ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋法を用いて作製することができる。
適切なペプチド架橋剤と技術は当該分野においてよく知られており、そのような薬剤及び
技術の例は、例えば米国特許第４６７６９８０号に開示されている。
【０１２４】
　化学的架橋技術を使用して二重特異性抗体及び抗体様分子(例えば、２つの抗体断片か
ら作製される二重特異性分子)を調製することができる。例えばBrennanら, Science, 229
:81(1985)は、無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を生成する手順を
記述している。ついで、これらの断片を、ジチオール錯体形成剤、亜砒酸ナトリウムの存
在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。次に
。生成されたＦａｂ'断片をチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換してもよい。
Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つを、次にメルカプトエチルアミンによる還元でＦａｂ'-チオ
ールに再転換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成
させることもできる。
【０１２５】
　また、大腸菌から回収されたＦａｂ'-ＳＨ断片を化学的にカップリングして、二重特異
性抗体を形成させることもできる。例えば、Shalabyら, J. Exp. Med., 175:217-225(199
2)には、関連する技術に従った、完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の
生成について記載されている。
【０１２６】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生成されている（
例えば、Kostelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553(1992)を参照)。Hollingerら, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 90：6444-6448(1993)により記述された「ダイアボディ」技術は
、二重特異性抗体断片分子を作成する別のメカニズムを提供した(例えば同様のダイアボ
ディ関連技術の記載について、Altら, FEBS Letters, 454(1990) 90-94を参照)。単鎖Ｆ
ｖ(ｓＦｖ)二量体の使用により二重特異性抗体断片分子を作製する他の方策もまた報告さ
れている。例えば、Gruberら, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照。あるいは、抗体は、
「Janusins」として形成されてもよい(Trauneckerら, EMBO J 10：3655-3659(1991)及びT
rauneckerら, Int J Cancer Suppl 7:51-52(1992))。多重特異性抗体の生産に関連した更
なる方法は、例えばFangerら, Immunol. Methods 4:72-81(1994)に開示されている。
【０１２７】
　例示的な二重特異性抗体及び抗体様分子は、(ｉ)一方はオーファンリガンドのリガンド
に特異的に結合し、他方は第２の標的に特異的に結合し、互いにコンジュゲートしている
２つの抗体、(ｉｉ)オーファンリガンドのリガンドに特異的な一つの鎖と、第２の分子に
特異的な第２の鎖を有する単一抗体、及び(ｉｉｉ)オーファンリガンドのリガンドと第２
の分子に対して特異性を有する単鎖抗体を含む。典型的には、第２の標的／第２の分子は
、オーファンリガンドのリガンド以外の分子である。
【０１２８】
　ある側面では、抗体誘導体は、同定された抗体又は断片から調製される。このような誘
導体は、例えば、放射性同位体又は他の細胞傷害性化合物を用いて直接誘導体化された抗
体でありうる。このような場合、標識された単一特異性抗体を患者に注射し、そこで、つ
いで、標的抗原を発現する細胞に結合し殺すことができ、未結合の抗体は単に体からなく
なる。また、「親和性亢進システム」(ＡＥＳ)(例えば、米国特許第５２５６３９５号；B
arbetら(1999) Cancer Biother Radiopharm 14：153-166；その全ての開示が出典明示に
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よりここに援用される)等の、間接的方策を使用することもできる。この特定のアプロー
チは、放射標識されたハプテンと、オーファンリガンドのリガンドと放射性ハプテンの双
方を認識する抗体の使用に関与している。この場合、まず抗体を患者に注射し、標的細胞
に結合させ、ついで、未結合の抗体を血流から除去し、放射標識されたハプテンを投与す
る。ハプテンは、過剰増殖細胞上で抗体-抗原複合体に結合して、それらを殺し、未結合
のハプテンは体からなくなる。
【０１２９】
　毒素又は他の化合物は、多数の利用可能な方法の任意のものを使用し、直接的又は間接
的に、抗体に結合させることができる。例えば、薬剤は、Ｎ-スクシニル-３-(２-ピリジ
ルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)等の架橋剤を使用し、ジスルフィド結合形成を介し
て、又は抗体のＦｃ領域内の糖質部分を介して、還元された抗体成分のヒンジ領域に結合
させることができる(例えば、Yuら(1994) Int. J. Cancer 56：244；Wong, Chemistry of
 Protein Conjugation and Cross-linking (CRC Press 1991)；Upeslacis ら, 「Modific
ation of Antibodies by Chemical Methods」 Monoclonal antibodies：principles and 
applications, Birch(編), 頁187-230(Wiley- Liss, Inc. 1995)；Price, 「Production 
and Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies」Monoclonal antibod
ies：Production, engineering and clinical application, Ritterら (編), 頁60-84(Ca
mbridge University Press 1995), Cattelら(1989) Chemistry today 7：51-58, Delprin
oら(1993) J. Pharm. Sci 82：699-704；Arpiccoら(1997) Bioconjugate Chernistry 8：
3；Reisfeldら(1989) Antihody, Immunicon. Radiopharrn. 2：217を参照；それぞれの全
ての開示は、出典明示によりここに援用される)。
【０１３０】
　放射性同位体、毒性タンパク質、毒性小分子、例えば薬剤、毒素、免疫調節剤、ホルモ
ン、ホルモンアンタゴニスト、酵素、オリゴヌクレオチド、酵素阻害剤、治療用放射性核
種、血管形成阻害剤、化学療法剤、ビンカアルカロイド、アントラサイクリン、エピドフ
ィロトキシン、タキサン、代謝拮抗物質、アルキル化剤、抗生物質、ＣＯＸ-２阻害剤、
ＳＮ-３８、抗有糸分裂剤、抗血管形成及びアポトーシス剤、特にドキソルビシン、メト
トレキセート、タキソール、ＣＰＴ-１１、カンプトテカン、ナイトロジェンマスタード
、ゲムシタビン、スルホン酸アルキル、ニトロソ尿素、トリアゼン、葉酸類似体、ピリミ
ジン類似体、プリン類似体、白金配位錯体、緑膿菌外毒素、リシン、アブリン、５-フル
オロウリジン、リボヌクレアーゼ(ＲＮアーゼ)、ＤＮアーゼＩ、ブドウ球菌エンテロトキ
シン-Ａ、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、ゲロニン(gelonin)、ジフテリア毒素、緑膿
菌外毒素、及び緑膿菌内毒素及び他のものを含む、細胞傷害性又は細胞阻害効果を有する
任意の種類の部分が、例えばオーファンレセプターのリガンドを発現する特定の細胞を阻
害し又は死滅可能な抗体誘導体を作製するのに使用可能である(例えば、Remington's Pha
rmaceutical Sciences, 19編 (Mack Publishing Co. 1995); Goodman及びGilman's The P
harmacological Basis of Therapeutics (McGraw Hill, 2001); Pastanら (1986) Cell 4
7：641；Goldenberg(1994) Cancer Journal for Clinicians 44: 43；米国特許第６０７
７４９９号を参照；その全ての開示が出典明示によりここに援用される)。毒素は、動物
、植物、真菌又は微生物由来のものであってよく、又は化学合成により、新たに作製する
こともできる。
【０１３１】
　一側面では、抗体は放射性同位体、例えばＩ-１３１で誘導体化される。多くの適切な
放射性同位体の任意のものを使用することができ、限定されるものではないが、インジウ
ム-１１１、ルテチウム-１７１、ビスマス-２１２、ビスマス-２１３、アスタチン-２１
１、銅-６２、銅-６４、銅-６７、イットリウム-９０、ヨード-１２５、ヨード-１３１、
リン-３２、リン-３３、スカンジウム-４７、銀-１１１、ガリウム-６７、プラセオジミ
ウム-１４２、サマリウム-１５３、テルビウム-１６１、ジスプロシウム-１６６、ホルミ
ウム-１６６、レニウム-１８６、レニウム-１８８、レニウム-１８９、鉛-２１２、ラジ
ウム-２２３、アクチニウム-２２５、鉄-５９、セレン-７５、ヒ素-７７、ストロンチウ
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ム-８９、モリブデン-９９、ロジウム-１０５、パラジウム-１０９、プラセオジミウム-
１４３、プロメチウム-１４９、エルビウム-１６９、イリジウム-１９４、金-１９８、金
-１９９、及び鉛-２１１が含まれる。一般的に、放射性核種は、オージェエミッターで好
ましくは２０～６０００ＫｅＶの範囲、更に好ましくは６０～２００ＫｅＶの範囲、ベー
タエミッターで１００-２５００ＫｅＶ、アルファエミッターで４０００-６０００ＫｅＶ
の崩壊エネルギーを有する。また、アルファ粒子の生成を伴い、実質的に崩壊する放射性
核種が好ましい。
【０１３２】
　本方法に含めるための細胞傷害性部分の選択では、該部分が、生命維持のための正常な
組織、例えば心臓、腎臓、脳、肝臓、骨髄、結腸、胸部、前立腺、甲状腺、胆嚢、肺、副
腎、筋肉、神経線維、膵臓、皮膚、又はヒトの体内の他の生命維持のための器官又は組織
から選択される一又は複数の組織に対し、有意なインビボ副作用を生じさせないことが所
望される。ここで使用される場合、「有意な副作用」なる用語は、インビボで投与された
場合、無視できるか又は臨床的に管理できる程度の、例えば化学療法中に通常生じ得るも
ののような副作用を生じる抗体、リガンド又は抗体コンジュゲートを意味する。
【０１３３】
機能アッセイ
　標的リガンドに結合し、オーファンレセプターとのリガンドの結合に干渉するＩＴＡＣ
Ｓにより同定された抗体、抗体断片又は小分子を、様々な機能アッセイにより、更に評価
されうる。例えば、細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合を防止する抗ＮＫｐ
３０Ｌ ｍＡｂｓは、ＮＫｐ３０を発現するＮＫ細胞による死滅を低減させる能力につい
て、試験することができる。更に、抗ＮＫｐ３０Ｌにより結合した標的細胞の死滅は、エ
フェクター細胞における活性化Ｆｃレセプターへの結合を可能にするアイソタイプを有す
るある種の抗ＮＫｐ３０Ｌ ｍＡｂｓの存在下にて増加されうる。機能アッセイは、ＩＴ
ＡＣＳスクリーニングで同定されたｍＡｂｓの機能効果を試験する多くの他の方法にて構
成することができる。例えば、腫瘍細胞の死滅増加に至らしめ、また腫瘍の免疫治療に使
用され得るｍＡｂｓの同定は、ｍＡｂに結合する細胞を標的として使用する死滅アッセイ
において試験する機能に関与し得る。自己免疫、炎症性疾患の治療に使用されるｍＡｂｓ
の同定は、ｍＡｂにより結合した細胞の死滅の低減に至らしめるｍＡｂｓのスクリーニン
グを含みうる。特定の病状(例えば、特定の癌又は自己免疫疾患)の治療における薬剤の有
効性を評価するために当該分野で知られているインビトロ及びインビボアッセイを含む、
標準的な機能アッセイをまた本文脈において使用することができる。
【０１３４】
細胞表面結合リガンドの特徴付け
　オーファンリガンドの標的リガンドに対する抗体又は抗体断片がひとたび同定されると
、未知のリガンドを回収し、特徴付けるために、該抗体又は断片を使用することができる
。例えば、リガンド発現細胞株を、洗浄液(例えば、トリトンＸ-１００)に溶解させ、抗
リガンドｍＡｂｓを用いたアフィニティークロマトグラフィー又は免疫沈降させてもよい
。免疫沈降したタンパク質をＳＤＳ-ＰＡＧＥにより分離し、質量スペクトル技術を使用
する微小配列化により分析可能な個々のバンドを切除する。あるいは、ＩＴＡＣＳにより
同定された抗リガンドｍＡｂｓを、リガンドをコードするクローンｃＤＮＡの発現に使用
しうる。
【０１３５】
製剤
　本発明は、ＩＴＡＣＳにより同定された抗体又は他の薬剤を含むオーファンリガンドの
リガンドに結合する薬剤、又はここに記載された融合タンパク質を含有し、また一又は複
数の製薬的に許容可能な担体を含有していてもよい医薬製剤を包含する。例示的な製剤を
以下に記載する。
【０１３６】
　本発明の他の目的は、抗体、抗体断片、抗体誘導体、又は小分子で、０．１ｍｇ／ｍｌ
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～１００ｍｇ／ｍｌの濃度で存在しているものを含有する医薬製剤を提供することであり
、該製剤は２．０～１０．０のｐＨを有する。製剤は、緩衝系、保存料(類)、等張化剤(
類)、キレート剤(類)、安定剤及び界面活性剤を更に含有する。本発明の一実施態様では
、医薬製剤は水性製剤、すなわち水分を含有する製剤である。このような製剤は典型的に
は溶液又は懸濁液である。本発明のさらなる実施態様では、医薬製剤は水溶液である。「
水性製剤」なる用語は、少なくとも５０％ｗ／ｗの水分を含有している製剤として定義さ
れる。同様に、「水溶液」なる用語は、少なくとも５０％ｗ／ｗの水分を含有している溶
液として定義され、「水性懸濁液」なる用語は、少なくとも５０％ｗ／ｗの水分を含有し
ている懸濁液として定義される。
【０１３７】
　上述したように、一側面では、薬剤は、ＩＴＡＣＳにより同定された抗体又は抗体断片
、もしくはその断片又は誘導体である。この側面では、抗体、抗体断片又は抗体誘導体の
治療的又は予防的な有効量の例示的、非限定的範囲は、約０．１－１００ｍｇ／ｋｇ、例
えば約０．１－５０ｍｇ／ｋｇ、例えば約０．１－２０ｍｇ／ｋｇ、特に約１－１０ｍｇ
／ｋｇ(例えば、約０．５ｍｇ／ｋｇ(例えば０．３ｍｇ／ｋｇ)、約１ｍｇ／ｋｇ、又は
約３ｍｇ／ｋｇ)である。一般的に、このような量は、一日に一回又はそれ以下(例えば、
１週間に２－３回、１週間に１回、又は２週間毎に１回)投与される。
【０１３８】
　他の側面では、医薬製剤は凍結乾燥製剤であり、これに医師又は患者が使用前に溶剤及
び／又は希釈液を添加する。他の実施態様では、医薬製剤は、何ら事前溶解させることの
ない使用準備が整った乾燥製剤(例えば、凍結乾燥又は噴霧乾燥されたもの)である。更な
る側面では、本発明は水溶液を含有する医薬製剤に関し、該活性剤は０．１ｍｇ／ｍｌ又
はそれ以上の濃度で存在し、該製剤は約２．０～約１０．０のｐＨを有する。
【０１３９】
　他の側面では、製剤のｐＨは、２．０、２．１、２．２、２．３、２．４、２．５、２
．６、２．７、２．８、２．９、３．０、３．１、３．２、３．３、３．４、３．５、３
．６、３．７、３．８、３．９、４．０、４．１、４．２、４．３、４．４、４．５、４
．６、４．７、４．８、４．９、５．０、５．１、５．２、５．３、５．４、５．５、５
．６、５．７、５．８、５．９、６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６
．６、６．７、６．８、６．９、７．０、７．１、７．２、７．３、７．４、７．５、７
．６、７．７、７．８、７．９、８．０、８．１、８．２、８．３、８．４、８．５、８
．６、８．７、８．８、８．９、９．０、９．１、９．２、９．３、９．４、９．５、９
．６、９．７、９．８、９．９及び１０．０からなる列挙から選択される。バッファーは
、酢酸ナトリウム、炭酸ナトリウム、シトレート、グリシルグリシン、ヒスチジン、グリ
シン、リジン、アルギニン、リン酸二水素ナトリウム、リン酸水素二ナトリウム、リン酸
ナトリウム、及びトリス(ヒドロキシメチル)-アミノメタン、ビシン(bicine)、トリシン
、リンゴ酸、スクシネート、マレイン酸、フマル酸、酒石酸、アスパラギン酸又はそれら
の混合物から選択されうる。これらの特定のバッファーがそれぞれ別の側面を構成する。
【０１４０】
　製剤は、製薬的に許容可能な保存料を更に含有可能である。保存料は、例えばフェノー
ル、ｏ-クレゾール、ｍ-クレゾール、ｐ-クレゾール、ｐ-ヒドロキシ安息香酸メチル、ｐ
-ヒドロキシ安息香酸プロピル、２-フェノキシエタノール、ｐ-ヒドロキシ安息香酸ブチ
ル、２-フェニルエタノール、ベンジルアルコール、クロロブタノール、及びチオメロサ
ール、ブロノポール、安息香酸、イミド尿素、クロロヘキシジン、デヒドロ酢酸ナトリウ
ム、クロロクレゾール、ｐ-ヒドロキシ安息香酸エチル、塩化ベンゼトニウム、クロルフ
ェネシン(chlorphenesine)(３ｐ-クロルフェノキシプロパン-１,２-ジオール)又はそれら
の混合物からなる群から選択されうる。更なる側面では、保存料は、０．１ｍｇ／ｍｌ～
２０ｍｇ／ｍｌ；０．１ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌ；５ｍｇ／ｍｌ～１０ｍｇ／ｍｌ；又
は１０ｍｇ／ｍｌ～２０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在している。これらの特定の保存料の各一
が、本発明の別の側面を構成する。製薬用組成物に保存料を使用することは、当業者によ
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く知られている。簡便には、Remington：The Science and Practice of Pharmacy, 第19
版, 1995が参照される。
【０１４１】
　製剤は等張化剤を更に含有しうる。例えば、等張化剤は、塩(例えば塩化ナトリウム)、
糖又は糖アルコール、アミノ酸(例えば、Ｌ-グリシン、Ｌ-ヒスチジン、アルギニン、リ
ジン、イソロイシン、アスパラギン酸、トリプトファン、スレオニン)、アルジトール(例
えばグリセロール(グリセリン)、１,２-プロパンジオール(プロピレングリコール)、１,
３-プロパンジオール、１,３-ブタンジオール)ポリエチレングリコール(例えばＰＥＧ４
００)、又はそれらの混合物からなる群から選択可能である。任意の糖、例えば単糖類、
二糖類又は多糖類、又は水溶性グルカン類、例えばフルクトース、グルコース、マンノー
ス、ソルボース、キシロース、マルトース、ラクトース、スクロース、トレハロース、デ
キストラン、プルラン、デキストリン、シクロデキストリン、可溶性デンプン、ヒドロキ
シエチルデンプン、及びカルボキシメチルセルロース-Ｎａを使用することができる。一
実施態様では、糖添加剤はスクロースである。糖アルコールは、少なくとも一の-ＯＨ基
を有するＣ４-Ｃ８炭化水素と定義され、例えばマンニトール、ソルビトール、イノシト
ール、ガラクチトール(galactitol)、ズルシトール、キシリトール、及びアラビトールを
含む。一実施態様では、糖アルコール添加剤はマンニトールである。上述した糖又は糖ア
ルコールは、個々に又は組合せて使用されてよい。使用される量は、糖又は糖アルコール
が液状調製物に溶解し、本発明の方法を使用して得られた安定化効果に悪影響を与えない
限りは、固定された限界値があるものではない。一実施態様では、糖又は糖アルコールの
濃度は、約１ｍｇ／ｍｌ～約１５０ｍｇ／ｍｌである。本発明の更なる実施態様では、等
張化剤は１ｍｇ／ｍｌ～５０ｍｇ／ｍｌ；１ｍｇ／ｍｌ～７ｍｇ／ｍｌ；８ｍｇ／ｍｌ～
２４ｍｇ／ｍｌ；又は２５ｍｇ／ｍｌ～５０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する。これらの特定
の等張化剤の各一が本発明の別の実施態様を構成する。製薬用組成物に等張化剤を使用す
ることは、当業者によく知られている。簡便には、Remington：The Science and Practic
e of Pharmacy, 第19版, 1995が参照される。
【０１４２】
　また、製剤はキレート剤を更に含有しうる。キレート剤は、エチレンジアミン四酢酸(
ＥＤＴＡ)、クエン酸、及びアスパラギン酸の塩、及びそれらの混合物から選択されうる
。特定の側面では、キレート剤は０．１ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌ；０．１ｍｇ／ｍｌ～
２ｍｇ／ｍｌ；又は２ｍｇ／ｍｌ～５ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する。これらの特定のキレ
ート剤の各一が本発明の別の実施態様を構成する。製薬用組成物にキレート剤を使用する
ことは当業者によく知られている。簡便には、Remington：The Science and Practice of
 Pharmacy, 第19版, 1995が参照される。
【０１４３】
　製剤は安定剤を更に含有しうる。製薬用組成物に安定剤を使用することは、当業者によ
く知られている。簡便には、Remington：The Science and Practice of Pharmacy, 第19
版, 1995が参照される。一側面では、本発明の組成物は安定した液状製薬用組成物であり
、その治療的活性化合物は、液状医薬製剤の保存中に、凝集体の形成を示す可能性のある
ポリペプチドを含む。「凝集体形成」とは、オリゴマーを形成するポリペプチド分子間の
物理的相互作用を意図しており、これは、可溶性か、又は溶液から沈殿する大きな可視で
きる凝集体として残る。「保存中」とは、液状製薬用組成物又は調製されて直ぐの製剤が
、被験者に直ぐ投与されるものではないことを意図している。むしろ、調製後に、液状の
形態、凍結状態、液状形態に後で再構成される乾燥した形態、又は被験者への投与に適し
た他の形態で、包装又は保存されている。「乾燥した形態」とは、液状製薬用組成物又は
製剤が、フリーズドライ(すなわち凍結乾燥；例えばWilliams及びPolli(1984)J. Parente
ral Sci. Technol. 38：48-59を参照)、噴霧乾燥(Masters(1991) Spray-Drying Handbook
(第5版；Longman Scientific and Technical, Essez, U.K.), pp.491-676；Broadheadら,
 (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18：1169-1206；及びMumenthalerら, (1994) Pharm. 
Res. 11：12-20)、又は空気乾燥(Carpenter及びCrowe (1988) Cryobiology 25：459-470
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；及びRoser (1991) Biopharm. 4：47-53)により乾燥されることを意図している。液状製
薬用組成物の保存中におけるポリペプチドによる凝集体形成は、ポリペプチドの生物活性
に悪影響を及ぼすおそれがあり、製薬用組成物の治療効果が損なわれる。更に凝集体形成
は、例えばチューブ、膜、又はポリペプチド含有製薬用組成物が注入システムを使用して
投与される場合はポンプの閉塞のような、他の問題を生じさせうる。
【０１４４】
　本発明の製薬用組成物は、組成物の保存中、ポリペプチドによる凝集体形成を低減させ
るのに十分な量のアミノ酸塩基を更に含有しうる。「アミノ酸塩基」とは、アミノ酸又は
アミノ酸の組合せを意図しており、任意の与えられたアミノ酸が、その遊離塩基の形態又
はその塩の形態の何れかで存在している。アミノ酸の組合せを使用する場合、全てのアミ
ノ酸が遊離塩基の形態で存在していてもよく、全てが塩の形態で存在していてもよく、又
は幾つかが遊離塩基の形態で存在していてもよく、残りが塩の形態で存在していてもよい
。一実施態様では、本発明の組成物の調製に使用されるアミノ酸は、帯電側鎖を担持して
いるもの、例えばアルギニン、リジン、アスパラギン酸、及びグルタミン酸である。特定
のアミノ酸(例えば、メチオニン、ヒスチジン、イミダゾール、アルギニン、リジン、イ
ソロイシン、アスパラギン酸、トリプトファン、スレオニン及びそれらの混合物)の任意
の立体異性体(すなわち、Ｌ、Ｄ、又はそれらの混合物)、又はこれらの立体異性体の組合
せが、該特定のアミノ酸が遊離塩基の形態又は塩の形態の何れかで存在している限り、本
発明の製薬用組成物中に存在していてもよい。一実施態様では、Ｌ-立体異性体が使用さ
れる。また本発明の組成物は、これらのアミノ酸の類似体と共に製剤化されてもよい。「
アミノ酸類似体」とは、本発明の液状製薬用組成物の保存中に、ポリペプチドによる凝集
体形成を低減させるという所望の効果をもたらす天然に生じるアミノ酸の誘導体を意図し
ている。適切なアルギニン類似体は、例えばアミノグアニジン、オルニチン及びＮ-モノ
エチル-Ｌ-アルギニンを含み、適切なメチオニン類似体はエチオニン及びブチオニンを含
み、適切なシステイン類似体はＳ-メチル-Ｌ-システインを含む。他のアミノ酸と同様、
アミノ酸類似体は、遊離塩基の形態又は塩の形態の何れかで組成物中に導入される。本発
明の更なる実施態様では、アミノ酸又はアミノ酸類似体は、タンパク質の凝集を防止し又
は遅延化させるのに十分な濃度で使用される。
【０１４５】
　他の側面では、メチオニン(又は他の硫黄含有アミノ酸又はアミノ酸類似体)は、治療剤
として作用するポリペプチドが酸化を受けやすい少なくとも一のメチオニン残基を有する
ポリペプチドである場合、メチオニン残基のメチオニンスルホキシドへの酸化を阻害する
ために添加されうる。「阻害」とは、経時的なメチオニン酸化種の蓄積を最小にすること
を意図している。メチオニン酸化を阻害すると、適切な分子形態でのポリペプチドの保持
が更に高まる。メチオニン(Ｌ又はＤ)の任意の立体異性体又はそれらの任意の組合せを使
用することができる。添加される量は、メチオニンスルホキシドの量が規制機関にとって
許容可能であるような、メチオニン残基の酸化を阻害するのに十分な量とするべきである
。典型的には、これは、組成物が約１０％～約３０％を越えるメチオニンスルホキシドを
含まないことを意味する。一般的に、これは、メチオニン残基に添加されるメチオニンの
比率が、約１：１～約１０００：１、例えば１０：１～約１００：１の範囲になるように
メチオニンを添加することで、達成することができる。
【０１４６】
　更なる側面では、本発明の製剤は高分子量ポリマー又は低分子量化合物の群から選択さ
れる安定剤を更に含有する。本発明の更なる実施態様では、安定剤は、ポリエチレングリ
コール(例えばＰＥＧ３３５０)、ポリビニルアルコール(ＰＶＡ)、ポリビニルピロリドン
、カルボキシ-/ヒドロキシセルロース又はそれらの誘導体(例えばＨＰＣ、ＨＰＣ-ＳＬ、
ＨＰＣ-Ｌ及びＨＰＭＣ)、シクロデキストリン類、硫黄含有物質、例えばモノチオグリセ
ロール、チオグリコール酸及び２-メチルチオエタノール、及び異なった塩(例えば塩化ナ
トリウム)から選択される。これらの特定の安定剤の各一が本発明の別の実施態様を構成
する。
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【０１４７】
　製薬用組成物は、その中の治療的に活性なポリペプチドの安定性を更に高める、付加的
な安定剤をまた含有しうる。本発明にとって特に関心のある安定剤は、限定されるもので
はないが、メチオニンの酸化に対してポリペプチドを保護するＥＤＴＡ及びメチオニン、
及び凍結-解凍又は機械的剪断に関連する凝集からポリペプチドを保護する非イオン性界
面活性剤を含む。
【０１４８】
　製剤は更に界面活性剤を含有しうる。本発明の更なる実施態様では、界面活性剤は、洗
浄剤、エトキシル化ヒマシ油、ポリグリコール化グリセリド、アセチル化モノグリセリド
、ソルビタンの脂肪酸エステル、ポリオキシプロピレン-ポリオキシエチレンのブロック
ポリマー(例えばポロキサマー、例えばプルロニック(Pluronic)(登録商標)Ｆ６８、ポロ
キサマー１８８及び４０７、トリトンＸ-１００)、ポリオキシエチレンソルビタンの脂肪
酸エステル、ポリオキシエチレン及びポリエチレンの誘導体、例えばアルキル化されアル
コキシル化された誘導体(トゥイーン類(tweens)、例えばトゥイーン-２０、トゥイーン-
４０、トゥイーン８０及びビリジ(Brij)-３５)、モノグリセリド類又はそのエトキシル化
誘導体、ジグリセリド類又はそのポリオキシエチレン誘導体、アルコール、グリセロール
、レシチン及びリン脂質(例えば、ホスファチジルセリン、ホスファチジルコリン、ホス
ファチジルエタノールアミン、ホスファチジルイノシトール、ジホスファチジルグリセロ
ール及びスフィンゴミエリン)、リン脂質の誘導体(例えばホスファチジン酸ジパルミトイ
ル)及びリゾリン脂質(例えばパルミトイル-リゾホスファチジル-Ｌ-セリン、及びエタノ
ールアミン、コリン、セリン又はスレオニンの１-アシル-ｓｎ-グリセロ-３-ホスファー
トエステル)、及びリゾホスファチジル及びホスファチジルコリンのアルキル、アルコキ
シル(アルキルエステル)、アルコキシ(アルキルエーテル)-誘導体、例えばリゾホスファ
チジルコリンのラウロイル及びミリストイル誘導体、ジパルミトイルホスファチジルコリ
ン及び極性頭部基の修飾体、コリン類、エタノールアミン類、ホスファチジン酸、セリン
類、スレオニン類、グリセロール、イノシトール、及び正に帯電したＤＯＤＡＣ、ＤＯＴ
ＭＡ、ＤＣＰ、ＢＩＳＨＯＰ、リゾホスファチジルセリン、及びリゾホスファチジルスレ
オニン、及びグリセロリン脂質(例えばセファリン類)、グリセロ糖脂質(例えばガラクト
ピラノシド)、スフィンゴ糖脂質(例えばセラミド類、ガングリオシド類)、ドデシルホス
ホコリン、鶏卵リゾレシチン、フシジン酸誘導体-(例えばタウロ-ジヒドロフジシン酸ナ
トリウム等)、長鎖脂肪酸及びそれらのＣ６-Ｃ１２塩(例えばオレイン酸及びカプリル酸)
、アシルカルニチン類及び誘導体、リジン、アルギニン又はヒスチジンのＮα-アシル化
誘導体、又はリジン又はアルギニンの側鎖アシル化誘導体、リジン、アルギニン又はヒス
チジンと中性又は酸性アミノ酸の任意の組合せを含有するジペプチドのＮα-アシル化誘
導体、中性アミノ酸と２つの帯電したアミノ酸の任意の組合せを含有するトリペプチドの
Ｎα-アシル化誘導体、ＤＳＳ(ドキュセートナトリウム、ＣＡＳ登録番号[５７７-１１-
７])、ドキュセートカルシウム、ＣＡＳ登録番号[１２８-４９-４])、ドキュセートカリ
ウム、ＣＡＳ登録番号[７４９１-０９-０])、ＳＤＳ(ドデシル硫酸ナトリウム又はラウリ
ル硫酸ナトリウム)、カプリル酸ナトリウム、コール酸又はその誘導体、胆汁酸及びその
塩、及びグリシン又はタウリンコンジュゲート、ウルソデオキシコール酸、コール酸ナト
リウム、デオキシコール酸ナトリウム、タウロコール酸ナトリウム、グリココール酸ナト
リウム、Ｎ-ヘキサデシル-Ｎ,Ｎ-ジメチル-３-アンモニオ-１-プロパンスルホナート、ア
ニオン性(アルキル-アリール-スルホナート類)の一価の界面活性剤、双性イオン性界面活
性剤(例えば、Ｎ-アルキル-Ｎ,Ｎ-ジメチルアンモニオ-１-プロパンスルホナート、３-コ
ールアミド-１-プロピルジメチルアンモニオ-１-プロパンスルホナート、カチオン性界面
活性剤(第４級アンモニウム塩基)(例えばセチル-トリメチルアンモニウムブロミド、セチ
ルピリジニウムクロリド)、非イオン性界面活性剤(例えば、ドデシル-β-Ｄ-グルコピラ
ノシド)、ポロキサミン類(例えばテトロニックス(Tetronic's))で、エチレンジアミンに
プロピレンオキシド及びエチレンオキシドを逐次付加することにより誘導された四官能性
ブロックコポリマーから選択され、又は界面活性剤は、イミダゾリン誘導体又はそれらの
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混合物の群から選択されてもよい。これらの特定の界面活性剤の各一が本発明の別の実施
態様を構成する。製薬用組成物に界面活性剤を使用することは、当業者によく知られてい
る。簡便には、Remington：The Science and Practice of Pharmacy, 第19版, 1995が参
照される。
【０１４９】
　製剤は、プロテアーゼインヒビター、例えばＥＤＴＡ(エチレンジアミン四酢酸)及びベ
ンズアミジンＨＣｌを更に含有していてもよく、他の商業的に入手可能なプロテアーゼイ
ンヒビターを使用することもできる。プロテアーゼインヒビターを使用することは、自己
触媒を阻害するため、プロテアーゼのチモーゲンを含有する製薬用組成物に特に有用であ
る。
【０１５０】
　他の成分が本発明のペプチド医薬製剤中に存在していてもよい。このような付加的な成
分は、湿潤剤、乳化剤、酸化防止剤、増量剤、張力修正剤、キレート剤、金属イオン、油
性ビヒクル、タンパク質(例えば、ヒト血清アルブミン、ゼラチン又はタンパク質)及び双
性イオン(例えばアミノ酸、特にベタイン、タウリン、アルギニン、グリシン、リジン及
びヒスチジン)を含みうる。もちろん、このような付加的な成分は、本発明の医薬製剤の
全体的な安定性に悪影響がないようにすべきである。
【０１５１】
　本発明の一又は複数の化合物を含む製薬用組成物は、幾つかの部位、例えば局所的部位
、特に皮膚及び粘膜部位、動脈、静脈、心臓への投与等、バイパス吸収がなされる部位、
例えば皮膚、皮下、粘膜又は腹部への投与等、吸収に関連する部位において、このような
治療が必要とされる患者に投与されうる。
【０１５２】
　本発明の製薬用組成物は、幾つかの投与経路、例えば舌、舌下、頬、口、経口、胃、及
び腸、鼻、肺を介して、例えば細気管支及び肺胞及び／又はそれらを組合せたもの、表皮
、真皮、経皮、膣、直腸、眼球を介して、例えば結膜、尿管、及び非経口を介して、この
ような治療を必要としている患者に投与されうる。
【０１５３】
　本発明の組成物は、幾つかの投与形態、例えば溶液、懸濁液、エマルション、マイクロ
エマルション、多相エマルション、フォーム、膏薬、ペースト、プラスター、軟膏、錠剤
、被覆錠剤、リンス、カプセル、例えば硬質ゼラチンカプセル及び軟質ゼラチンカプセル
、坐薬、直腸用カプセル、ドロップ、ゲル、スプレー、パウダー、エアゾール、吸入剤、
点眼剤、眼球用軟膏、眼球用リンス、膣用ペッサリー、膣用リング、膣用軟膏、注入溶液
、インサイツ形質転換溶液、例えばインサイツゲル化、インサイツセット用、インサイツ
沈殿化、インサイツ結晶化のもの、注入液、及び移植片として投与されうる。
【０１５４】
　本発明の組成物は、更に、化合物の安定性を更に高め、生物学的利用能を増加させ、溶
解度を高め、副作用を低減させ、当業者によく知られている時間療法を達成し、患者のコ
ンプライアンスを高め、又はそれらの任意の組合せのために、例えば共有的、疎水的及び
静電気的相互作用を介して、薬剤担体、薬剤送達系、及び進化した薬剤送達系において配
合し、又は付加させてもよい。担体、薬剤送達系及び進化した薬剤送達系の例は、限定さ
れるものではないが、ポリマー、例えばセルロース及び誘導体、多糖類、例えばデキスト
ラン及び誘導体、デンプン及び誘導体、ポリ(ビニルアルコール)、アクリラート及びメタ
クリラートポリマー、ポリ乳酸及びポリグリコール酸、及びそれらのブロックコ-ポリマ
ー、ポリエチレングリコール、担体タンパク質、例えばアルブミン、ゲル、例えば熱ゲル
化系、例えば当業者によく知られているブロックコポリマー系、ミセル、リポソーム、ミ
クロスフィア、ナノ粒子、液晶、及びそれらの分散液、Ｌ２相、及び脂質-水系における
相挙動が当業者によく知られているそこでの分散液、ポリマー性ミセル、多相エマルショ
ン、自己乳化剤、自己-マイクロ乳化剤、シクロデキストリン及びそれらの誘導体、及び
デンドリマーを含む。
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【０１５５】
　本発明の組成物は、全て当業者によく知られたデバイスである、定量吸入器、乾燥パウ
ダー吸入器、及び噴霧器等を使用し、化合物を肺に投与するための、固形、半固形、パウ
ダー及び溶液の製剤に有用である。
【０１５６】
　本発明の組成物は、制御、徐放性、持続性、遅延性及び低速放出性の薬剤送達系の製剤
に特に有用である。特に限定されるものではないが、組成物は、当業者によく知られてい
る非経口用の制御放出性及び徐放性系(双方の系とも、投与の数が何倍も低下する)製剤に
有用である。更に好ましいのは、皮下投与される制御放出性及び徐放性系のものである。
本発明の範囲を限定することなく、有用な制御放出性及び組成物の例は、ヒドロゲル、油
性ゲル、液晶、ポリマー性ミセル、ミクロスフィア、ナノ粒子である。
【０１５７】
　本発明の組成物に有用な制御放出性系の作製方法は、限定されるものではないが、結晶
化、凝縮、共結晶化、沈殿、共沈殿、乳化、分散、高圧ホモジナイズ、カプセル化、噴霧
乾燥、マイクロカプセル化、コアセルベーション、相分離、ミクロスフィアを製造するた
めの溶媒蒸発、押出及び超臨界流体プロセスを含む。一般的には、Handbook of Pharmace
utical Controlled Release(Wise, D.L.編. Marcel Dekker, New York, 2000)及びDrug a
nd the Pharmaceutical Sciences vol.99：Protein Formulation and Delivery(MacNally
, E.J.編. Marcel Dekker, New York, 2000)を参照。
【０１５８】
　非経口投与は、シリンジ、場合によってはペン様シリンジにより、皮下、筋肉内、腹膜
内又は静脈内注射によって実施されうる。あるいは、非経口投与は、注入ポンプにより実
施することもできる。更なる選択肢は、鼻用又は肺用スプレーの形態で化合物を投与する
ための溶液又は懸濁液であってよい組成物にある。更なる選択肢としては、本発明の化合
物を含む製薬用組成物を、例えば針のない注射、又はイオン導入パッチであってよいパッ
チによる経皮投与用、又は頬等の経粘膜投与用に適合させることもできる。
【０１５９】
　化合物は、肺薬剤送達系に適した任意の既知のタイプのデバイスを使用し、ビヒクル、
例えば溶液、懸濁液又は乾燥パウダーとして、肺経路を介して投与することができる。こ
れらの例には、限定されるものではないが、肺薬剤送達用の３種類のエアゾール発生の一
般的タイプが含まれ、ジェット又は超音波噴霧器、定量吸入器、又は乾燥パウダー吸入器
が含まれうる(Yu J, Chien YW. Pulmonary drug delivery：Physiologic and mechanisti
c aspects. Crit Rev Ther Drug Carr Sys 14(4)(1997)395-453を参照)。
【０１６０】
　標準化された試験法に基づき、粒子の空気動力学的直径(ｄａ)を、単位密度(１ｇ／ｃ
ｍ３)の参照基準球形粒子の幾何学的相当直径として定義する。最も単純な場合、球形粒
子に対して、ｄａは：
【数１】

に記載されるような密度比の平方根の関数として、参照直径(ｄ)に関連している。
【０１６１】
　この関係は非球形粒子に対しては修正される(Edwards DA, Ben-Jebria A, Langer R. R
ecent advances in pulmonary drug delivery using large, porous inhaled particles.
 J Appl Physiol 84(2)(1998)379-385を参照)。「ＭＭＡＤ」及び「ＭＭＥＡＤ」なる用
語は、詳しく記載されており、当該分野で知られている(Edwards DA, Ben-Jebria A, Lan
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ger R、及び空気動力学的粒子径分布の中央値の測定値を表す。Recent advances in pulm
onary drug delivery using large, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2) 
(1998) 379-385を参照)。空気動力学的中央粒子径(ＭＭＡＤ)及び有効空気動力学的中央
粒子径(ＭＭＥＡＤ)(mass median effective aerodynamic diameter)は、交換可能に使用
され、統計パラメータであり、実際の形状、サイズ又は密度に無関係に、肺中に沈着する
それらの可能性に関連して、エアゾール粒子のサイズが経験的に記載されている(Edwards
 DA, Ben-Jebria A, Langer R. Recent advances in pulmonary drug delivery using la
rge, porous inhaled particles. J Appl Physiol 84(2)(1998)379-385を参照)。通常、
ＭＭＡＤは、空気中における粒子の慣性挙動を測定する装置、衝突体を用いてなされる測
定から算出される。
【０１６２】
　更なる実施態様では、製剤は、１０μｍ、好ましくは１－５μｍ、最も好ましくは１－
３μｍ未満のエアゾール粒子のＭＭＡＤを達成するために、任意の既知のエアゾール化技
術、例えばネブライゼーションによりエアゾール化することができる。好ましい粒子径は
、肺の奥深くまで薬剤を送達せしめるのに最も効果的なサイズに基づいており、タンパク
質が最適に吸収されるようになされる (例えば、Edwards DA, Ben-Jebria A, Langer A, 
Recent advances in pulmonary drug delivery using large, porous inhaled particles
. J Appl Physiol 84(2)(1998)379-385を参照)。化合物を含有する肺用製剤を肺の奥深く
に付着させることは、吸入技術、例えば限定されるものではないが：低吸入速度(例えば
３０Ｌ／分)、呼吸停止及び作動のタイミングを修正して最適化されうる。
【０１６３】
　「安定化された製剤」なる用語は、物理的安定性が増した、化学的安定性が増した、又
は物理的及び化学的安定性が増した製剤を意味する。
　ここで使用される場合、タンパク質製剤の「物理的安定性」なる用語は、タンパク質が
熱-機械的ストレスに暴露され、及び／又は不安定な表面及び界面、例えば疎水性表面及
び界面と相互作用する結果として、タンパク質が生物学的に不活性になり及び／又は不溶
性の凝集体が形成されるというタンパク質の傾向を意味する。水性タンパク質製剤の物理
的安定性は、適切な容器(例えばカートリッジ又はバイアル)に充填された製剤を、様々な
時間、異なる温度で機械的／物理的ストレス(例えば攪拌)に暴露した後に、視覚検査及び
／又は濁度測定することで評価される。製剤の視覚検査は、暗色背景で、鋭く集光された
ライト下において実施される。製剤の濁度は、例えば０～３のスケールで、濁りの程度を
ランク付けする視覚スコア(濁りのない製剤は視覚スコア０に相当し、日光下で視覚的に
濁りのある製剤は視覚スコア３に相当する)により特徴付ける。製剤は、日光下で視覚的
濁りを示す場合に、タンパク質会合に関して物理的に不安定であると分類される。また製
剤の濁度は、当業者によく知られている簡単な濁度測定法により評価することもできる。
また水性タンパク質製剤の物理的安定性は、タンパク質の構造状態のプローブ又は分光剤
を使用して評価することもできる。プローブは、好ましくはタンパク質の非天然配座異性
体に結合する小分子である。タンパク質構造の小分子分光プローブの一例はチオフラビン
Ｔである。チオフラビンＴは、アミロイド原繊維の検出に広範囲に使用されている蛍光染
料である。原繊維、おそらく他のタンパク質立体配置が存在すると、チオフラビンＴが約
４５０ｎｍで新たな励起極大を引き起こし、原繊維タンパク質形態に結合した時に、約４
８２ｎｍで増強発光する。未結合のチオフラビンＴは、本質的にはその波長で非蛍光性で
ある。
【０１６４】
　天然から非天然状態までのタンパク質構造における変化のプローブとして、他の小分子
を使用することができる。例えば、タンパク質の暴露された疎水性パッチに優先的に結合
する「疎水性パッチ」プローブである。疎水性パッチは、その天然状態にあるタンパク質
の３次構造内に一般的に埋められているが、タンパク質の展開及び変性が始まると、暴露
されるようになる。これらの小分子の例、分光プローブは、芳香族の疎水性染料、例えば
アントラセン、アクリジン、フェナントロリン等である。他の分光プローブは金属-アミ
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ノ酸錯体、例えば疎水性アミノ酸、例えばフェニルアラニン、ロイシン、イソロイシン、
メチオニン、及びバリン等のコバルト金属錯体である。
【０１６５】
　ここで使用される場合、タンパク質製剤の「化学的安定性」なる用語は、天然のタンパ
ク質構造と比較して、免疫原性の潜在的増加及び／又は生物学的有効性の潜在的低下を伴
う、化学的な分解産物の形成に至るタンパク質構造における化学的共有変化を意味する。
種々の化学的な分解産物は、天然タンパク質の性質及び種類、及びタンパク質が暴露され
る環境に応じて形成されうる。化学的分解の排除は、多くの場合、完全に回避することは
できず、当業者によく知られているように、タンパク質製剤の保存及び使用中に、化学的
な分解産物の量の増加が見られる。殆どのタンパク質は、脱アミド化する傾向にあり、グ
ルタミニル又はアスパラギニル残基の側鎖アミド基が加水分解されて、遊離カルボン酸を
形成する。他の分解経路は高分子量の形質転換産物の形成に関与しており、２又はそれ以
上のタンパク質分子は、アミド転移及び／又はジスルフィド相互作用を介して互いに共有
結合し、共有結合した二量体、オリゴマー及びポリマーの分解産物の形成に至る(Stabili
ty of Protein Phramaceuticals, Ahern. T. J. & Manning M.C., Plenum Press, New Yo
rk 1992)。(例えばメチオニン残基の)酸化も、化学的分解の他の変形例として挙げること
ができる。タンパク質製剤の化学的安定性は、異なる環境条件に暴露させた後、種々の時
点での化学的な分解産物の量を測定することにより評価することができる(分解産物の形
成は、多くの場合、例えば温度上昇により促進される)。個々の分解産物の各々の量は、
多くの場合、様々なクロマトグラフィー技術(例えばＳＥＣ-ＨＰＬＣ及び／又はＲＰ-Ｈ
ＰＬＣ)を使用し、分子サイズ及び／又は電荷に応じて、分解産物を分離することにより
測定される。
【０１６６】
　よって、上に概要を述べたように、「安定化された製剤」とは、物理的安定性が増加、
化学的安定性が増加、又は物理的及び化学的安定性が増加した製剤を意味する。一般的に
、製剤は、有効期限に到達するまで、使用及び保存中に(推奨される用途及び保存条件で)
安定していなければならない。
【０１６７】
　本発明の一実施態様では、該化合物を含有する医薬製剤は、６週間以上の使用と、３年
以上の保存に対して安定している。本発明の他の実施態様では、該化合物を含有する医薬
製剤は、４週間以上の使用と、３年以上の保存に対して安定している。本発明のさらなる
実施態様では、該化合物を含有する医薬製剤は、４週間以上の使用と、２年以上の保存に
対して安定している。本発明の更なる実施態様では、該化合物を含有する製剤組成物は、
２週間以上の使用と、２年以上の保存に対して安定している。
【０１６８】
治療への応用
　本発明に係る癌又は自己免疫疾患等の疾病の治療に有用な組成物は、オーファンリガン
ドにリガンドを結合させる薬剤を含有する。そのような薬剤は、ＩＴＡＣＳにより同定さ
れた薬剤、又は本発明によって設計された融合タンパク質でありうる。
【０１６９】
　また本発明の組成物は、癌又は自己免疫疾患の治療に有効な第二の薬剤と組合せて、オ
ーファンリガンドのリガンドに結合する薬剤を含有しうる。このような組合せ物の投与を
含む実施態様では、リガンドに結合する薬剤の用量は、それ自体で有効量を含み得、更な
る薬剤(類)は、患者への治療的有用性を更に高めうる。あるいは、リガンドに結合する薬
剤と第二の薬剤の組合せは、併せて症候群の予防及び治療に有効な量を含んでよい。更に
、有効量は、例えば投与のタイミング及び回数、投与方式、製剤等を含む、特定の治療計
画で定めることができると理解されるであろう。
【０１７０】
　よって、ＩＴＡＣＳにより同定される薬剤、並びに本発明により提供される融合タンパ
ク質の任意のものを、多くの抗癌治療剤及び／又は予防剤及び治療法と組合せることがで
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きる。このような薬剤の非限定的例には、カルバミン酸フルオロピリミジン、例えばカペ
シタビン；非ポリグルタミン酸化チミジル酸シンターゼインヒビター；ヌクレオシド類似
体、例えばトクラデシン(tocladesine)；抗葉酸剤、例えばペメトレキセド二ナトリウム
；タキサン類及びタキサン類似体；トポイソメラーゼインヒビター；ポリアミン類似体；
ｍＴＯＲインヒビター(例えば、ラパマイシンエステル)；アルキル化剤(例えば、オキサ
リプラチン)；レシチンインヒビター；ビタミンＤ類似体(例えば、セオカルシトール(seo
calcitol))；炭水化物プロセシングインヒビター；葉酸代謝拮抗アンタゴニスト；チュミ
ジラート(thumidylate)シンターゼインヒビター；他の代謝拮抗剤(例えば、ラルチトレキ
セド)；リボヌクレアーゼレダクターゼインヒビター；ジオキソラートヌクレオシド類似
体；チミラートシンターゼインヒビター；ゴナドトロピン放出ホルモン(ＧＲＮＨ)ペプチ
ド；ヒト絨毛性ゴナドトロピン；化学変性テトラサイクリン(例えば、ＣＭＴ-３；ＣＯＬ
-３)；シトシンデアミナーゼ；チモペンチン；ＤＴＩＣ；カルムスチン；カルボプラチン
；ビンブラスチン；テモゾロミド；ビンデシン；チモシン-α；ヒストンデアセチラーゼ
インヒビター(例えば、フェニルブチラート)；ＤＮＡ修復酵素(例えば、ＤＮＡ修復酵素
及び関連する組成物、例えばジメリシン(Dimericine)ＴＭ(Ｔ４エンドヌクレアーゼＶ含
有リポソーム))；ガストリンペプチド(及び関連する組成物、例えばガストリミューン(Ga
strimmune)ＴＭ)；ＧＭＫ及び関連する化合物／組成物(例えば、 Knutson, Curr Opin In
vestig Drugs. 2002 Jan；3(1)：159-64、及びChapmanら, Clin Cancer Res. 2000 Dec；
6(12)：4658-62を参照)；ベータ-カテニンブロッカー／インヒビター及び／又は前腫瘍又
は腫瘍細胞核におけるベータ-カテニンの生成量を低下させる薬剤(例えば、米国特許第６
６７７１１６号を参照)、Ｅ-カドヘリン発現を上方調節する薬剤(又はＥ-カドヘリン)；
ナメクジ(ベータ-カテニン-関連)遺伝子発現を低減する薬剤；ＰＡＩ-１をブロックし、
阻害し又は拮抗するか、又はｕＰＡレセプターとのウロキナーゼプラスミノーゲン活性化
因子(ｕＰＡ)相互作用を調節する薬剤；スルビビン；ＤＮＡ脱メチル化剤；「架橋」剤、
例えば白金関連抗癌剤(シスプラチン、カルボプラチン等)；抗アポトーシスシグナル伝達
をブロックする薬剤、例えばＭＡＰＫ及びＲａｓシグナル伝達経路を阻害する薬剤又はそ
の成分(例えば、サイクリンＤの生成及び／又は機能と干渉する薬剤)；増殖抑制剤、例え
ば代謝拮抗剤、例えばセペシタビン(Cepecitabine)／ゼローダ、シタラビン／Ａｒａ-Ｃ
、クラドリビン／ロイスタチン、フルダライン(Fludaraine)／フルダラ、フルオロウラシ
ル／５-ＦＵ、ゲムシタビン／ジェムザール、メルカプトプリン／６-ＭＰ、メトトレキサ
ート／ＭＴＸ、チオグアニン／６-ＴＧ、アロプリノール／ジロプリン(Zyloprim)等；ア
シル化剤、例えばブスルファン、シクロホスファミド、メクロレタミン、メルファラン、
チオテパ、セムスチン、カルボプラチン、シスプラチン、プロカルバジン、ダカルバジン
、アルトレタミン(Altretamine)、ロムスチン、カルムスチン、クロラムブシル等；トポ
イソメラーゼインヒビター、例えばカンプトテシン、例えばトポテカン、イリノテカン；
例えばポドフィロトキシン、例えばエトポシド／ＶＰ１６、テニポシド／ＶＰ２６等；微
小管及び／又は紡錘体形成のインヒビター、例えばビンクリスチン、ビンブラスチン、ビ
ノレルビン、又はタキサン、例えばパクリタキセル、ドセタキセル、コンブレスタチン(c
ombrestatin)、エポシロンＢ等；ＲＲＲ-アルファ-コハク酸トコフェリル；アントラサイ
クリン、例えばダウノルビシン／セルビジン(Cerubidine)及びドキソルビシン；イダルビ
シン；マイトマイシン；プリカマイシン；レチノイン酸類似体、例えばトランスレチノイ
ン酸、１３-シスレチノイン酸等；レセプターチロシンキナーゼのインヒビター；Ｅｒｂ
Ｂ１-ＥＧＦＲのインヒビター、例えばイレッサ、アービタックス等；ＥｒｂＢ-２／Ｈｅ
ｒ２のインヒビター、例えばハーセプチン等；ｃ-ｋｉｔのインヒビター、例えばグリー
ベック；ＶＥＧＦレセプターのインヒビター、例えばＺＤ６４７４、ＳＵ６６６８等；Ｅ
ｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＩＧＦ-ＩＲ、インシュリンレセプター、ＰＤＧＦＲａ、ＰＤＧ
ＦＲベータ、Ｆｌｋ２、Ｆｌｔ４、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、
ＴＲＫＡ、ＴＲＫＣ、ｃ-ｍｅｔ、Ｒｏｎ、Ｓｅａ、Ｔｉｅ、Ｔｉｅ２、Ｅｐｈ、Ｒｅｔ
、Ｒｏｓ、Ａｌｋ、ＬＴＫ、ＰＴＫ７等のインヒビター；癌関連酵素のインヒビター、例
えばメタロプロテイナーゼインヒビター、例えばマリマスタット(marimastat)、ネオバス



(44) JP 2009-509152 A 2009.3.5

10

20

30

40

50

タット(Neovastat)等；カテプシンＢ；カテプシンＤデヒドロゲナーゼ活性のモジュレー
タ；グルタチオン-Ｓ-トランスフェラ－ゼ及び関連化合物、例えばグルタシルシステイン
シンセターゼ及び乳酸デヒドロゲナーゼ；プロテアソームインヒビター(例えば、ボルテ
ゾミブ)；チロシンキナーゼインヒビター；ファルネシルトランスフェラーゼインヒビタ
ー；ＨＳＰ９０インヒビター(例えば、１７-アリルアミノゲルダナマイシン)及び他の熱
ショックタンパク質インヒビター；ミコフェノール酸モフェチル；ミコフェノール酸；ア
スパラギナーゼ；カルシニューリンインヒビター；ＴＯＲインヒビター；ムルチキン(mul
tikine)分子；エンケファリン(例えば、米国特許第６７３７３９７号)；ＳＵ１１２４８(
Pfizer)；ＢＡＹ４３-９００６(Bayer及びOnyx)；「リンパ球ホーミング」メカニズムの
インヒビター、例えばＦＴＹ７２０；タルセバ；イレッサ；グリベック；サリドマイド；
及び接着分子インヒビター(例えば、抗ＬＦＡ等)が含まれる。本発明の組合せ組成物及び
組合せ投与方法に使用可能な付加的な抗腫瘍剤には、米国特許第６６６０３０９号、同６
６６４３７７号、同６６７７３２８号、同６６８０３４２号、同６６８３０５９号及び同
６６８０３０６号、並びに国際特許出願第２００３０７０９２１号に記載されているもの
が含まれる。
【０１７１】
　適切な場合、一又は複数のこのような薬剤を、またもしくは別に、同定された薬剤又は
融合タンパク質とコンジュゲートさせることもできる。このようなコンジュゲートは本発
明の別の特徴である。
【０１７２】
　組合せ組成物及び組合せ送達方法は、またもしくは別に、抗アネルギー剤(例えば、小
分子化合物、タンパク質、糖タンパク質、又は腫瘍及び癌抗原に対する耐性を破壊する抗
体)を含む。
【０１７３】
　特定の側面では、本発明は、ＩＴＡＣＳにより同定された少なくとも一の薬剤又はここ
に記載された融合タンパク質と、少なくとも一の二次抗癌モノクローナル抗体を含む組合
せ組成物を提供する。多くの適切な抗癌ｍＡｂｓが当該分野で知られており、類似の適切
な抗体は、癌関連標的に対して開発され得る。適切な二次抗癌ｍＡｂｓの特定の例には、
抗ＣＤ２０ｍＡｂｓ(例えば、リツキシマブ及びＨｕＭａｘ-ＣＤ２０)、抗Ｈｅｒ２ｍＡ
ｂｓ(例えば、トラスツズマブ)、抗ＣＤ５２ｍＡｂｓ(例えば、アレムツズマブ及びキャ
パス(Capath)(登録商標)１Ｈ)、抗ＥＧＦＲ ｍＡｂｓ(例えば、セツキシマブ、ＨｕＭａ
ｘ-ＥＧＦｒ、及びＡＢＸ-ＥＧＦ)、ザミル(Zamyl)、ペルツズマブ(Pertuzumab)、抗Ａ３
３抗体(米国特許第６６５２８５３号を参照)、抗癌胎児性タンパク質ｍＡｂｓ(米国特許
第５６８８５０５号を参照)、抗ＰＳＭＡ ｍＡｂｓ(例えば、米国特許第６６４９１６３
号、及びMilowskyら, J Clin Oncol. 2004 Jul 1；22(13)：2522-31. Epub 2004 Jun 01)
、抗ＴＡＧ-７２抗体(米国特許第６２０７８１５号を参照)、抗アミノリン脂質抗体(米国
特許第６４０６６９３号を参照)、抗ニューロトロフィン抗体(米国特許第６５４８０６２
号)、抗Ｃ３ｂ(ｉ)抗体(米国特許第６５７２８５６号を参照)、抗サイトケラチン(ＣＫ)
ｍＡｂｓ、抗ＭＮ抗体(例えば、米国特許第６０５１２２６号を参照)、抗ｍｔｓ１ ｍＡ
ｂｓ(例えば、米国特許第６６３８５０４号を参照)、抗ＰＳＡ抗体(例えば、Donnら, And
rologia. 1990；22 Suppl 1：44-55；Sinhaら, Anat Rec. 1996 Aug；245(4)：652-61；
及びKatzenwadelら, Anticancer Res. 2000 May-Jun；20(3A)：1551-5を参照)；ＣＡ１２
５に対する抗体；インテグリンベータ１等のインテグリン類に対する抗体；ＶＣＡＭの抗
体／インヒビター；抗アルファ-ｖ／ベータ-３インテグリンｍＡｂｓ；抗キニノスタチン
(kininostatin)ｍＡｂｓ；抗アスパルチル(アスパラギニル)ベータ-ヒドロキシラーゼ(Ｈ
ＡＡＨ)細胞内抗体(intrabodies)(例えば、米国特許第６７８３７５８号を参照)；抗ＣＤ
３ｍＡｂｓ(例えば、米国特許第６７０６２６５号及び同６７５０３２５号を参照)及び抗
ＣＤ３二重特異性抗体(例えば、抗ＣＤ３／Ｅｐ-ＣＡＭ、抗ＣＤ３／ｈｅｒ２、及び抗Ｃ
Ｄ３／ＥＧＰ-２抗体－例えばKroesenら, Cancer Immunol Immunother. 1997 Nov-Dec；4
5(3-4)：203-6を参照)；及び抗ＶＥＦＧｍＡｂｓ(例えば、ベバシズマブ)が含まれる。他
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の可能な適切な二次ｍＡｂ分子には、アレムツズマブ、エドレコロマブ、トシツモマブ、
イブリツモマブチウキセタン、及びゲムツズマブオゾガマイシンが含まれる。一側面では
、本発明は、一又は複数の抗体、典型的には、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ及びアンジオポエチン
-１等の、血管新生因子及び／又はそれらのレセプターを標的とするモノクローナル抗体
；及び他の関連標的に対するモノクローナル抗体を含有する組合せ組成物及び組合せ治療
を提供する(また一般的には、Reisfeldら, Int Arch Allergy Immunol. 2004 Mar；133(3
)：295-304；Mousaら, Curr Pharm Des. 2004；10(1)：1-9；Shibuya, Nippon Yakurigak
u Zasshi. 2003 Dec；122(6)：498-503; Zhangら, Mol Biotechnol. 2003 Oct；25(2)：1
85-200；Kiselevら, Biochemistry (Mosc). 2003 May；68(5)：497-513；Shepherd, Lung
 Cancer. 2003 Aug；41 Suppl 1：S63-72；O'Reilly, Methods Mol Biol. 2003；223：59
9-634；Zhuら, Curr Cancer Drug Targets. 2002 Jun；2(2)：135-56；及び国際特許出願
第２００４／０３５５３７号を参照)。
【０１７４】
　更なる側面では、本発明は、血管新生、新血管形成、及び／又は他の血管形成の一又は
複数のインヒビター(このような薬剤はここでは抗血管新生剤、抗血管新生薬等の用語で
称される)を含有する組合せ組成物及び方法を提供する。このような薬剤の非限定的例に
は、(個々に又は組合せとして)エンドスタチン及びアンギオスタチン(Marx (2003) Scien
ce 301, 452-454で概説)及びその誘導体／類似体；抗血管新生ヘパリン誘導体及び関連分
子(例えば、ヘペリナーゼＩＩＩ)；ＶＥＧＦ-Ｒキナーゼインヒビター及び他の抗血管新
生チロシンキナーゼインヒビター(例えば、SU011248－Rosenら, Clinical Oncology；May
 31-June 3, 2003, Chicago, IL, USA(要約765))；テモゾロミド；ネオバスタットＴＭ(G
ingrasら, Invest New Drugs. 2004 Jan；22(1)：17-26)；アンギオザイム(Angiozyme)Ｔ
Ｍ(Wengら, Curr Oncol Rep. 2001 Mar；3(2)：141-6)；ＮＫ４(Matsumotoら, Cancer Sc
i. 2003 Apr；94(4)：321-7)；マクロファージ遊走阻止因子(ＭＩＦ)；シクロオキシゲナ
ーゼ-２インヒビター；リスベラトロール(例えば、 Salaら, Drugs Exp Clin Res. 2003
；29(5-6)：263-9を参照)；ＰＴＫ７８７／ＺＫ２２２２５８４(例えば、Klem, Clin Col
orectal Cancer. 2003 Nov；3(3)：147-9、及びZipsら, Anticancer Res. 2003 Sep-Oct
；23(5A)：3869-76)；抗血管新生大豆イソフラボン(例えば、ゲニステイン－例えばSarka
r及びLi, Cancer Invest. 2003；21(5)：744-57を参照)；オルチプラズ(Oltipraz)；サリ
ドマイド及びサリドマイド類似体(例えば、ＣＣ-５０１３－例えば、Tohnyaら, Clin Pro
state Cancer. 2004 Mar；2(4):241-3を参照)；他の内皮細胞インヒビター(例えば、スク
アラミン及び２-メトキシエストラジオール)；フマギリン及びその類似体；ソマトスタチ
ン類似体；ペントサンポリスルファート；テコガランナトリウム；マトリックス分解をブ
ロックする分子(例えば、スラミン及びその類似体(例えば、Marchetti, Int J Cancer. 2
003 Mar 20；104(2)：167-74, Meyersら, J Surg Res. 2000 Jun 15；91(2)：130-4, Kru
ger及びFigg, Clin Cancer Res. 2001 Jul；7(7)：1867-72, 及びGradishar, Oncology. 
2000 May；58(4)：324-33)を参照))；ダルテパリン(Scheinowitzら, Cardiovasc Drugs T
her. 2002 Jul；16(4)：303-9)；マトリックスメタロプロテイナーゼインヒビター(例え
ばＢＭＳ-２７５２９１－Rundhaug, Clin Cancer Res. 2003 Feb；9(2)：551-4を参照；
一般的にCoussensら Science 2002；295：2387-2392を参照)；アンギオコール(angiocol)
；抗ＰＤＧＦ ｍＡｂｓ及び他のＰＤＧＦ(血小板由来増殖因子)インヒビター；及びＰＥ
ＤＦ(色素上皮由来増殖因子)が含まれる。
【０１７５】
　他の側面では、本発明は、ホルモン調節剤、例えば抗アンドロゲン及び／又は抗エスト
ロゲン治療剤又はレジメン(例えば、Trachtenberg, Can J Urol. 1997 Jun；4(2 Supp 1)
：61-64；Ho, J Cell Biochem. 2004 Feb 15；91(3)：491-503を参照)、タモキシフェン
、プロゲスチン、黄体ホルモン放出ホルモン(又はその類似体又は他のＬＨＲＨアゴニス
ト)、又はアロマターゼインヒビター(例えば、Dreicerら, Cancer Invest. 1992；10(1)
：27-41を参照)を用いた組合せ組成物及び組合せ投与方法が提供される。ステロイド類(
多くの場合はデキサメタゾン)は、腫瘍増殖又は関連する浮腫(脳腫瘍)を阻害可能で、併
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用に適切である。一又は複数の薬剤を、抗アンドロゲン、例えばフルタミンド(Flutamind
e)／ユーレキシン(Eulexin)；プロゲスチン、例えばカプロン酸ヒドロキシプロゲステロ
ン、メドロキシプロゲステロン／プロベラ、酢酸メゲストロール／メガセ(Megace)等；副
腎皮質ステロイド、例えばヒドロコルチゾン、プレドニゾン等；黄体形成ホルモン-放出
ホルモン(ＬＨＲＨ)類似体、例えばブセレリン、ゴセレリン等；及び／又はホルモンイン
ヒビター、例えばオクトレオチド／サンドスタチン等と組合せて又は同様に提供すること
ができる。特定の側面では、薬剤は、エストロゲンレセプターモジュレータ(ＥＲＭ)、例
えばタモキシフェン、イドキシフェン(idoxifene)、フルベストラント、ドロロキシフェ
ン(droloxifene)、トレミフェン、ラロキシフェン、ジエチルスチルベストロール、エチ
ニルエストラジオール／エスチニル(Estinyl)等、又はその任意のものの組合せである抗
癌剤と組合せられる。組合せ組成物及び併用投与方法は、またもしくは別に、タモキシフ
ェンを含有可能である。癌の免疫治療に関連する更なる技術は、例えばBercziら,「Combi
nation Immunotherapy of Cancer」、NEUROIMMUNE BIOLOGY, Volume 1：New foundation 
of Biology, Berczi I, Gorczynski R, Editors, Elsevier, 2001；pp.417-432に提供さ
れている。
【０１７６】
　また本発明は、自己免疫疾患の治療のために、オーファンリガンドのリガンドに結合す
る薬剤と共同して、一又は複数の付加的な薬剤を組合せて投与することを含む。このよう
な付加的な薬剤には、例えば自己免疫疾患の治療のために抗体又は他の薬剤が投与されて
いる特定の治療目的に通常は有用な薬剤が含まれる。種々のサイトカインも、このような
組合せアプローチに使用されうる。サイトカインの例には、ＩＬ-１アルファ ＩＬ-１ベ
ータ、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、Ｉ
Ｌ-１０、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２、ＩＬ-１３、ＩＬ-１５、ＩＬ-２１、ＴＧＦ-ベータ、
ＧＭ-ＣＳＦ、Ｍ-ＣＳＦ、Ｇ-ＣＳＦ、ＴＮＦ-アルファ、ＴＮＦ-ベータ、ＬＡＦ、ＴＣ
ＧＦ、ＢＣＧＦ、ＴＲＦ、ＢＡＦ、ＢＤＧ、ＭＰ、ＬＩＦ、ＯＳＭ、ＴＭＦ、ＰＤＧＦ、
ＩＦＮ-アルファ、ＩＦＮ-ベータ、ＩＦＮ-ガンマ、又はこれらの任意のサイトカインを
阻害する化合物が含まれる。サイトカイン又はそれらのインヒビターは、臨床的症状、例
えば患者の病状及びサイトカインの相対毒性と一致した、標準的な計画に従い投与される
。
【０１７７】
　腫瘍細胞又は形質転換細胞がこれまで未同定の細胞表面結合リガンドを発現しているあ
らゆる癌又は前癌状態は、本発明による治療に適している。例えば、未同定のリガンドを
標的とする抗体は、宿主免疫反応を誘発し、又は細胞傷害剤を腫瘍細胞に送達させるため
に使用することができる。癌又は前癌状態とは、限定されるものではないが、肉腫、癌腫
、メラノーマ、白血病、及びリンパ腫で、胸部、頭部及び頸部、卵巣、膀胱、肺、咽頭、
喉頭、食道、胃、小腸、肝臓、膵臓、結腸、女性生殖器系、男性生殖器系、前立腺、腎臓
、及び中枢神経系における細胞疾患を含んでよい任意の腫瘍性疾患でありうる。癌治療が
考えられている抗体の種類には、例えばｍＡｂが腫瘍細胞に結合し、それらの死を誘発さ
せることを意図している癌の治療用のｍＡｂの場合は、例えばＩｇＧ１アイソタイプの抗
体が含まれる。このような抗体は、ＡＤＣＣ又はＣＤＣを介して、腫瘍細胞又は形質転換
細胞に対する宿主免疫攻撃開始を促進可能である。例えば、ＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫｐ４４Ｌ
又はＮＫｐ４６Ｌに対する抗体の場合、ＮＫｐ３０Ｌ、ＮＫｐ４４Ｌ又はＮＫｐ４６Ｌを
発現する腫瘍標的の除去を生じるため、好ましいｍＡｂはＩｇＧ１アイソタイプである。
【０１７８】
　感染細胞がこれまで未同定の細胞表面結合リガンドを発現しているあらゆるウイルス感
染が、本発明による治療に適している。例えば、未同定のリガンドを標的とする抗体は、
感染した細胞に対して、宿主免疫反応を誘発し、又はそこに細胞傷害剤を送達させるため
に使用することができる。このようなウイルス感染生物には、限定されるものではないが
、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイルス、１型単純ヘ
ルペス(ＨＳＶ-１)、２型単純ヘルペス(ＨＳＶ-２)、牛疫、ライノウイルス、エコーウイ
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ルス、ロタウイルス、ＲＳウイルス、パピローマウイルス、パピローマウイルス、サイト
メガロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ハンタウイルス、コクサッキーウイ
ルス、ムンプスウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、及びヒト免疫
不全ウイルス１型又は２型(ＨＩＶ-１、ＨＩＶ-２)が含まれる。
【０１７９】
　幾つかの活性化ＮＫレセプター、例えばＮＫＧ２Ｄは、自己免疫疾患のプロパゲータで
あると見なされている。それらのリガンドは、炎症組織で高レベルで発現しており、よっ
てＮＫ細胞刺激の原因となっている。そのようなリガンドに結合し、よってそのような活
性化レセプターの結合をブロックする抗体は、炎症の徴候及び症状を低減させる。このよ
うな場合、ブロックする非枯渇ｍＡｂ、例えばＩｇＧ４又はＩｇＧ２が好ましい。これま
でに未同定の細胞表面結合リガンドが疾患のメカニズムに関与している自己免疫疾患、す
なわち宿主組織に対する宿主免疫応答の生成に関与する疾患又は病状は、本発明の治療に
適している。例えば、ＮＫ細胞活性化レセプターの、宿主細胞上で発現している標的リガ
ンドへの結合をブロックする抗体は、宿主細胞のＮＫ細胞媒介性死滅を低減又は防止する
ことができる。炎症性疾患を治療する抗体は、ＩｇＧ４又はＩｇＧ２アイソタイプ(目的
が、標的抗原を担持する細胞の除去を引き起こさないブロックするｍＡｂにある場合)、
又はＩｇＧ１(目的が抗原担持細胞を除去することにある場合)とすることができる。例示
的な自己免疫疾患には、限定されるものではないが、円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン
脂質症候群、自己免疫性アジソン病、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、ベーチェ
ット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリアックスプルー-皮膚炎、慢性疲労免疫機能障害
症候群(ＣＦＩＤＳ)、慢性炎症性脱髄性多発神経障害、チャーグ・ストラウス症候群、瘢
痕性類天疱瘡、ＣＲＥＳＴ症候群、寒冷凝集素症、クローン病、円板状狼瘡、本態性混合
型クリオグロブリン血症、線維筋痛-線維筋炎、グレーブス病、ギラン-バレー、橋本甲状
腺炎、特発性肺線維症、特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、ＩｇＡ腎症、インシュリン
依存性糖尿病、若年性関節炎、扁平苔癬、メニエール病、混合結合組織病、多発性硬化症
、重症筋無力症、尋常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症
候群、リウマチ性多発筋痛、多発筋炎、皮膚筋炎、原発性ガンマグロブリン血症、原発性
胆汁性肝硬変、乾癬、レイノー現象、ライター症候群、リウマチ熱、関節リウマチ(ＲＡ)
、サルコイドーシス、強皮症、シェーグレン症候群、スティフマン症候群、全身性エリテ
マトーデス(ＳＬＥ)、高安動脈炎、側頭動脈炎／巨細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ
膜炎、脈管炎、白斑、及びウェゲナー肉芽腫症が含まれる。
　この発明のさらなる側面及び利点は、以下の実験セクションに開示されており、これは
例証するものであって、この出願の範囲を限定するものではない。
【実施例】
【０１８０】
実施例１：ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃコンストラクトの調製
　この実施例は、完全長ＮＫｐ３０配列(配列番号１)の残基２０から１４９を含む融合タ
ンパク質の調製について記載する。該コンストラクトのＮＫｐ３０部分は、レセプターの
細胞外断片に相当する、配列番号１の残基２０－１３８；可動性膜貫通(ＦＴＬ)領域を提
供する、隣接膜貫通領域の残基１３９－１４９、並びにＮＫｐ３０断片とＦｃドメインの
間のアラニン(Ａ)リンカーを含む。アラニンはクローニング法によって導入される。しか
しながら、グリシン又は他の「無害な」小アミノ酸は、スペーサーとしても働くことがで
きる。
【０１８１】
　簡潔に述べると、ｃＤＮＡ合成のための全ＲＮＡテンプレートを、ＲＮＡイージー・ミ
ニ・キット(RNAeasy Mini Kit)(Qiagen#74104)及びデオキシリボヌクレアーゼＩ(Sigma#A
MP-D1)のオンカラム消化を用いて、健常なドナーの末梢血単核球(ＰＢＭＣ)から精製した
。ＢｇＩＩＩ又はＮｈｅＩの何れかに対する人工制限部位を含むＮＫｐ３０特異的プライ
マーを使用し、逆転写及びポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)増幅により、(リーダー配列を
欠く)ＮＫｐ３０の成熟型をコードするＮＫｐ３０ｃＤＮＡを作製した。このために、本
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質的に製造者のプロトコルに従って、ワンステップＲＴ-ＰＣＲキット(OneStep RT-PCR k
it)(Qiagen#210210))を使用した。調製したＮＫｐ３０ｃＤＮＡをＢｇＩＩＩ及びＮｈｅ
Ｉで処理し、ヒトＩｇＧ１のＦｃ部分に対するゲノム配列とＣＤ５リーダー配列をコード
する配列の間でインフレームで、ＢａｍＨＩ及びＮｈｅｌで切断された記載の哺乳動物発
現ベクターに連結した。選択マーカーとしてアンピシリン(ampicilin)を用いたＴｏｐ１
０／Ｐ３化学的コンピテント細胞(Chemically Competent Cells)(Invitrogen #C5050-03)
中においてライゲーション産物を増幅させた。プラスミド挿入物のヌクレオチド配列を、
終結サイクリングシークエンシング(MWG, Ebersberg, Germany)により実証した。
【０１８２】
　ＳｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃタンパク質は、ｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃをコードするプラスミド
ＤＮＡの一過性形質移入後に無血清培養されたＣＯＳ-７細胞中において産生させた。形
質移入４日後、ｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃを、プロテインＡアガロースカラムを使用する、
アフィニティークロマトグラフィーにより、組織培養培地から精製した。ＳｏｌＮＫｐ３
０-Ｆｃを、５０ｍＭのＮａ-シトレートを用いてカラムから溶出させ、続いてＰＢＳで透
析した。ｈＦｃ-タンパク質の純度を、ウエスタンブロットと、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ後のクー
マシーブルー染色の双方により評価した。アミノ酸配列の完全性を、ＭＡＬＤＩ-ＭＳ、
ＭＡＬＤＩ-ＭＳ／ＭＳを用いて、抗ｈＮＫｐ３０ｍＡｂ(R&D Systems(カタログ番号#MAB
1849)のクローン４５)に対する特異的結合性をＥＬＩＳＡで評価した。製造者のプロトコ
ルに従い、ＤＴＴ除去のために脱塩カラム(キットで提供された)を使用し、フィコリンク
ＡＰＣコンジュゲーションキット(Phycolink APC Conjugation Kit)(Prozyme# PJ25K)を
用いて、ｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃをアロフィコシアニン(ＡＰＣ)にコンジュゲートさせ、
精製の終わりにＰＢＳで２回透析した。
【０１８３】
　最終的なｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃタンパク質のアミン酸配列を図２(配列番号
４)に示す。同様の方法により、ＮＫｐ３０の可溶性変異体を作製し、そこでは、ヒトＩ
ｇＧ１ ＦｃをマウスＩｇＧ１ Ｆｃ(配列番号５)と置換し；ロイシン残基がｓｏｌＮＫｐ
３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ(配列番号６)のＮ末端に付加され；ＦＴＬ配列はｓｏｌＮＫｐ３０-
ｍＦｃ融合タンパク質(配列番号７)に含めず；あるいはロイシン残基が、ＦＴＬ配列を含
まないｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ融合タンパク質(配列番号８)に付加された。これらのタ
ンパク質は上述のものと同じ方法により作製した。
【０１８４】
実施例２：ｓｏｌＮＫｐ３０を使用するＮＫｐ３０Ｌ発現細胞の同定
　この実施例は、ＮＫｐ３０Ｌを発現する細胞を同定するために、ｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆ
ＴＬ-ｈＦｃを使用する細胞結合実験について記述する。
　簡潔に述べると、ＮＫｐ３０Ｌ発現細胞株を、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃに結合
するそれらの能力により、フローサイトメトリー(ＦＡＣＳ)により同定した。氷上で３０
分、２％のＦＣＳを含む組織培養培地中において、固定量の蛍光標識ｓｏｌＮＫｐ３０-
ＦＴＬ-ｈＦｃ(例えば、１０－２～１０２μｇ／ｍｌの範囲のＡＰＣ-ｓｏｌＮＫｐ３０-
ＦＴＬ-ｈＦｃ)と共に、様々な腫瘍細胞株をインキュベートした。細胞を洗浄し、細胞に
対するｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性を、フローサイトメトリーにより分析し
た。あるいは、腫瘍細胞を、蛍光標識されていないｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃと共
にインキュベートし、洗浄し、ヒトＩｇＧ Ｆｃに対して特異的な蛍光標識二次抗体と共
にインキュベートし、洗浄し、フローサイトメトリーにより分析した。双方のアッセイに
おいて、細胞に結合するｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＬＴ-ｈＦｃを、二次抗体単独で、又は無関
係な蛍光標識されたＦｃ-融合タンパク質(当該の腫瘍細胞に結合しない)の何れかの結合
性と比較し、個々の細胞に結合する平均蛍光度を分析することにより測定した。ＮＫｐ３
０Ｌに対するｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合特異性を確認するために、同様のア
ッセイを、Ｒ＆Ｄシステムズからの抗ＮＫｐ３０ｍＡｂ（カタログ番号２１０８４５）を
含む、ＮＫｐ３０に結合させることにより、ＮＫｐ３０を阻害することが知られているモ
ル過剰の抗体と共にプレインキュベートされたｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃを用いて
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実施した。ｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃに結合可能で、ＮＫｐ３０を阻害することが知られ
ている抗体と競合可能な細胞はＮＫｐ３０Ｌ発現細胞と命名した。ＮＫｐ３０Ｌ-陽性と
同定された細胞株を、Ｋ５６２と呼ばれるヒト赤白血病細胞株を含んでいた。Ｋ５６２は
、元来は慢性骨髄性白血病を患っている患者から得られる、ＮＫ媒介性死滅に敏感な赤白
血病細胞株である。
　図３に示すように、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃは、Ｋ５６２細胞に対する特異的
結合性を示した。また、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃタンパク質は、Ｄａｕｄｉ、ＨＥ
Ｋ２９３ａ、ＴＨＰ-１、ＣＨＯ-１、ＨｅＬａ及びＣＯＳ-７を含む更なる細胞株に結合
した。
【０１８５】
実施例３：異なったｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃコンストラクトの比較細胞結合
　この実施例は、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃ及び商業的に入手可能な１８４９-ＮＫ
コンストラクトの細胞結合能力を比較するために設計された実験について記述する。図６
に示すように、１８４９-ＮＫコンストラクトは、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃには不
在のＮ末端ロイシンを有し、ヒトＩｇＧ１ ＦｃとＮＫｐ３０の細胞外部分の間に異なっ
た配列を有し；この領域において、１８４９-ＮＫはＦＴＬを欠いているが、代わりに異
なった短いリンカー配列を含んでいる。
　簡潔に述べると、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃ又は１８４９-ＮＫタンパク質(２０μ
ｇ／ｍｌ)を、氷上で４５分、Ｋ５６２細胞と共にインキュベートした。細胞を洗浄し、
氷上で３０分、ＡＰＣ-コンジュゲートＦａｂ'２ロバ抗ヒトＦｃ(Jackson Immunoresearc
h　Cat#: 709-136-149)の１：５０希釈液と共にインキュベートした。洗浄後、細胞をフ
ローサイトメトリーにより分析した。
　図４に示すように、１８４９-ＮＫ(図４Ｂのｘ軸)よりも更に強い蛍光(図４Ａのｘ軸)
であり、これは、１８４９-ＮＫと比較して、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃによる結合
強度が改善されていることを表しているため、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃは１８４９
-ＮＫよりも改善された結合特性を有していると言える。
【０１８６】
実施例４：抗ＮＫｐ３０ｍＡｂとｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃの競合
　この実施例は、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃと抗ＮＫｐ３０ｍＡｂとの間の細胞結合
性競合実験について記述する。
　簡潔に述べると、ｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃを、細胞懸濁液に添加する前に３０分、ＲＰ
ＭＩ１６４０、２％のＦＣＳ中において、抗ＮＫｐ３０抗体ｃｌ４５(R&D Systems)と共
にインキュベートした。結合したｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃの間接的免疫染色に使用された
、ＡＰＣコンジュゲートロバ抗ヒトＦｃ Ｆａｂ２断片(Jacksons #709-136-149)を、４５
分後、またダルベッコリン酸塩緩衝生理食塩水(Ｄ-ＰＢＳ)で１回洗浄した後に添加した
。１５分のインキュベーションとダルベッコリン酸緩衝生理食塩水(Ｄ-ＰＢＳ)での３回
の洗浄後、細胞の蛍光強度をＦＡＣＳ ＣＡＮＴＯ(ＢＤ)で測定した。
　図５に示すように、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃコンストラクトの結合性は、抗ＮＫ
ｐ３０(ｃｌ４５)ｍＡｂの量を増加させると低減した(９０、１８０及び４５０μｇ／ｍ
ｌ、それぞれ図５Ｃ、５Ｄ及び５Ｅ)。
【０１８７】
実施例５：ＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)の産生
　ｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)と命名された、より伝統的に設計されたＮＫｐ３０-ｌｇ
融合タンパク質を、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃへの結合性を比較するために作製し
た。ｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)コンストラクトを、ＬＷＶ(Ｌｅｕ-Ｔｒｐ-Ｖａｌ-)で
出発するＮ末端を有するが、ＦＴＬ(配列番号８)を含まないように設計した。次のように
してタンパク質を作製した：
【０１８８】
　挿入配列をポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により増幅させた。要するに、５ｎｇの精製
ＮＫｐ３０-ｈＦｃ(Ａ)プラスミドテンプレートを、０．６μｇの前方プライマーと混合
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した
　5'CACTGCAGCTAGCACTCTGGGTGTCCCAGCCCCCTGAGATTC3'(配列番号１６)
　　　(ＤＮＡ技術)、０．６μＭの逆プライマー
　5'CCAGCAAGATCTGCATCCATCGGCCTTCGATTGTACCAGCCCCTAGCTGAGG3'(配列番号１７)
　　　(ＤＮＡ技術)及びＴａｑ ＤＮＡポリメラーゼ(Bioline #BIO-21040)並びにＴａｑ
ＤＮＡポリメラーゼバッファーで、製造者のプロトコルに従ったもの。ＰＣＲサーモサイ
クリング条件は３０サイクルからなり、９６℃での変性に１５秒、５０℃でのアニーリン
グに３０秒、７２℃でのＤＮＡストランド伸長に３０秒付与された。４０５ｂｐの予想単
位複製配列が、アガロースゲル電気泳動により単離され、Ｓｐｅｌ(NEB #R0133S) 及びＢ
ｇＩＩＩ(NEB #R0144S)制限エンドヌクレアーゼで消化された。３７０ｂｐの消化された
断片をアガロースゲル電気泳動により単離し、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃの発現に
使用される同じプラスミドに連結させた。精製されたプラスミドは、ｓｏｌＮＫｐ３０-
ＦＴＬ-ｈＦｃ及び-ｍＦｃについて記載されたように、ＣＯＳ-７細胞中に発現した。
【０１８９】
　２つのＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク質のＫ５６２細胞に対する結合性を、フローサイ
トメトリーにより比較し(図７)、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃの結合性が、ｓｏｌＮ
Ｋｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)コンストラクトよりも有意に良好であることが明らかになった。ｓ
ｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃ(ＡＬＷ)及びｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ＡＬＷ)を命名された他の
ＮＫｐ３０-Ｆｃ変異体のアミノ酸配列を、それぞれ配列番号９及び１０に記載する。こ
れらのコンストラクトにおいて、成熟タンパク質のＮ末端はアミノ酸ＡＬＷから出発して
いる。Ｋ５６２細胞に対するそれれの結合性を、フローサイトメトリーによリ、ｓｏｌＮ
Ｋｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ及びｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)のものと比較したところ、ｓ
ｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)と同程度の強度であるが、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ
よりは弱い強度で結合することが見出された。
【０１９０】
実施例６：ＩＴＡＣＳによるＮＫｐ３０Ｌに対して特異的なｍＡｂｓのＩＴＡＣＳベース
の同定
免疫及びハイブリドーマの産生
　ＮＫｐ３０リガンドに対する抗体の産生のために、ＮＫｐ３０Ｌ陽性細胞(実施例２に
記載したようにして同定されたか、又はこのような細胞の膜調製物を用いる)を用いて、
マウスを免疫した。主として、Ｋ５６２細胞を使用したが、幾つかの最初の実験には、Ｈ
ＥＫ２９３及びＬＣＬ７２１.２２１も含んでいた。マウスのＲＢＦ株を、２×１０６細
胞又は２０μｇの膜抽出物を用い、隔週で腹腔内的に免疫した。膜抽出物を用いた免疫を
フロイント完全アジュバントを用いて実施したが、全細胞はＰＢＳ単独で注射された。一
般的に、マウスは全体で３回免疫され、最後の免疫の１０日後、マウスは眼内出血を起こ
し、ＮＫｐ３０Ｌ陽性細胞に対する抗体について血清を分析した。
【０１９１】
　モノクローナル抗体の産生に対して選択されたマウスを、ＰＢＳ中の１０μｇの膜抽出
物で追加免疫したが、細胞で免疫されたマウスは通常はｍＡｂ産生の前に追加免役されな
い。追加免疫の３日後、脾臓を回収し、ハイブリドーマ作製に使用した。脾臓細胞を、標
準的なＰＥＧ(Harlow及びLane: Using Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press 1999)又は電気融合技術により、ＦＯＸ-ＮＹミエローマ細胞(T
aggart and Samloff, Science 1983;219:1228-30)に融合させた。産生されたハイブリド
ーマ細胞を、９６ウェル組織培養プレートに播種し、以下に記載するようにして、上清を
スクリーニングして、ＮＫｐ３０Ｌに対する抗体の存在を調べた。選択されたクローンを
、安定したハイブリドーマ細胞株を確立するためのサブクローニング及びスクリーニング
のさらなるラウンドにかける。
【０１９２】
ＩＴＡＣＳスクリーン
　ＮＫｐ３０Ｌに結合した抗体を、フローサイトメトリー(ＦＡＣＳアレイ、Beckton Dic
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kinson)又はＦｍａｔ(Applied Biosystems)で同定した。何れの場合も、スクリーニング
アッセイは、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの、ＮＫｐ３０Ｌ発現腫瘍細胞株(例えば
Ｋ５６２)への結合を防止する能力について抗体をスクリーニングする競合アッセイであ
る。このため、ハイブリドーマ(上述したようにして産生)の組織培養上清を、９６-ウェ
ルプレートにおいて、氷上で３０分、固定量のＮＫｐ３０Ｌ発現腫瘍細胞(例えば、１０
４のＫ５６２細胞)と共にインキュベートした。その後、固定量の蛍光標識ｓｏｌＮＫｐ
３０-ｈＦｃを各ウェル(０．１μｇ／ｍｌのＡＰＣ-コンジュゲートｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆ
ＴＬ-ｈＦｃ)に添加し、ついで、氷上で更に３０分インキュベートした。インキュベート
後、細胞を洗浄し、未結合のタンパク質を除去し、フローサイトメトリー又はＦｍａｔで
分析した。双方のアッセイにおいて、細胞に結合するｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃを
、個々の細胞の平均蛍光度を分析することにより測定した。ハイブリドーマ上清とプレイ
ンキュベートされていない腫瘍細胞への、ｓｏｌＮＫｐ３０-ｈＦｃの結合性と比較して
、腫瘍細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性が低減又は防止されている場合
は、抗体は、ＮＫｐ３０Ｌ結合抗体であると考えた。図８に、２つの抗ＮＫｐ３０Ｌ ｍ
Ａｂの同定に至らしめるそのようなスクリーニングの代表的な結果を示す。ついで、ＮＫ
ｐ３０Ｌの性質及び同定は、これらの抗体により認識される抗原(群)を特徴付けすること
により決定することができる。
【０１９３】
例示的特徴
１．オーファンＮＫ細胞レセプターオーファンリガンドであるオーファンリガンドの細胞
表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって、
　(ａ)オーファンリガンドが結合する標的細胞の第一調製物で少なくとも一の脊椎動物を
免疫し；
　(ｂ)脊椎動物の脾臓の抗体産生細胞から少なくとも一の被験抗体を調製し；
　(ｃ)標的細胞の第二調製物への結合についてオーファンリガンドと競合する被験抗体を
、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体として選択する
ことを含む方法。
２．選択が、
　オーファンリガンドの可溶性部分を含む参照薬剤の存在下及び不在下において、標的細
胞の第二調製物に対する被験抗体の結合性を比較し、
　結合性が、参照薬剤の不在下より参照薬剤の存在下での方が低い被験抗体を同定する
ことを含む第１項の方法。
３．選択が、
　被験抗体の存在下及び不在下において、標的細胞の第二調製物に対するオーファンリガ
ンドの可溶性部分を含む参照薬剤の結合性を比較し、
　結合性が、抗体の不在下より抗体の存在下での方が低い被験抗体を同定する
ことを含む第１項の方法。
４．参照薬剤が、完全長オーファンレセプター、オーファンリガンドの細胞外断片、又は
オーファンリガンドの可溶性部分を含む融合又はハイブリッドタンパク質である第２項又
は第３項の方法。
５．融合又はハイブリッドタンパク質が、場合によってはリンカーを介して、抗体Ｆｃド
メインに共有結合するオーファンリガンドの可溶性部分を含む第４項の方法。
６．融合又はハイブリッドタンパク質が、オーファンリガンドの膜貫通部分の少なくとも
一のアミノ酸残基を更に含有する第５項の方法。
７．参照薬剤が、細胞膜又は固体担体に付着した完全長オーファンリガンドである第２項
又は第３項の方法。
８．参照薬剤が、固体担体に付着したオーファンリガンドの可溶性部分である第２項又は
第３項の方法。
９．少なくとも一の参照薬剤と抗体が、検出可能な部分で標識されている第２項から第８
項の方法。
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１０．検出可能な部分が、蛍光性、発光性又は放射性化合物である第９項の方法。
１１．抗体産生細胞がＢ細胞である第１項から第１０項の何れかの方法。
１２．抗体産生細胞がハイブリドーマ細胞である第１項から第１１項の何れかの方法。
１３．標的細胞の第一及び第二調製物が、無傷細胞及び細胞膜から別々に選択される第１
項から第１２項の何れかの方法。
１４．標的細胞の第一及び第二調製物が同じ細胞株からのものである第１項から第１３項
の何れかの方法。
１５．脊椎動物がマウス又はラットである第１項から第１４項の何れかの方法。
１６．オーファンリガンドがＮＫ細胞活性化レセプターである第１項から第１５項の何れ
かの方法。
１７．ＮＫ細胞活性化レセプターが、ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、ＮＫｐ４６、ＮＫｐ８０
、又はＣＤ６９である第１６項の方法。
１８．ＮＫ細胞活性化レセプターがＮＫｐ３０である第１７項の方法。
１９．(ｃ)において選択される抗体が、細胞表面結合リガンドへのオーファンリガンドの
結合をブロックする第１項から第１８項の何れかの方法。
２０．オーファンリガンドへの細胞表面結合標的リガンドの結合をブロックする抗体又は
抗体断片を同定する方法であって、先の項の何れかの方法に従い抗体を同定し、用量依存
的様式で、オーファンリガンドへの細胞表面結合標的リガンド間の結合を低減する抗体を
選択することを含む方法。
２１．(ａ)第１－２０項の何れかの方法に従い抗体を同定し、
　(ｂ)抗体産生細胞から抗体を産生する、
工程を含む、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体の産生方法
。
２２．(ａ)第１－２０項の何れかの方法に従い抗体を同定し；
　(ｂ)抗体をコードする核酸を調製し；
　(ｃ)核酸を用いて宿主細胞を形質転換させ；
　(ｄ)核酸が発現し抗体が産生されるように、前記宿主細胞を培養する
工程を含む、オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を産生する
方法。
２３．宿主細胞培養体から抗体を回収することを更に含む第２２項の方法。
２４．第二のリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であっ
て、
　(ａ)第二のリガンドが結合する標的細胞の第一調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫
し；
　(ｂ)脊椎動物の脾臓の抗体産生細胞から被験抗体を調製し；
　(ｃ)標的細胞の第二調製物への結合について第二のリガンドと競合する抗体を、第二の
リガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体として選択する
ことを含む方法。
２５．第二のリガンドがＣＤ８３である第２４項の方法。
２６．オーファンリガンドの細胞表面結合標的リガンドに結合する抗体又は抗体断片を同
定する方法であって、
　(ａ)オーファンリガンドが結合する標的細胞の調製物を提供し；
　(ｂ)標的細胞の調製物への結合についてオーファンリガンドと競合する抗体について、
被験抗体又は抗体断片のライブラリーをスクリーニングし；
　(ｃ)オーファンリガンドと競合する抗体又は抗体断片を選択する
ことを含む方法。
２７．ライブラリーがファージ-ディスプレイライブラリーである第２１項の方法。
２８．ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセプターの細
胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって、
　(ａ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；
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　(ｂ)細胞株の細胞又は細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；
　(ｃ)少なくとも一の脊椎動物の脾臓からＢ細胞を単離し；
　(ｄ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；
　(ｅ)抗体Ｆｃドメイン及びＮＫ細胞レセプターの可溶性部分を含む融合タンパク質の(
ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下において、細胞株の細胞に対する各ハイブリドーマからの抗
体の結合性を評価し；
　(ｆ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性よりも低い抗体を選択する
ことを含む方法。
２９．ＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４、及びＮＫｐ４６から選択されるＮＫ細胞レセプターの細
胞表面結合標的リガンドに結合する抗体を同定する方法であって、
　(ａ)ＮＫ細胞レセプターが結合する細胞株を提供し；
　(ｂ)細胞株の細胞又は細胞膜の調製物で少なくとも一の脊椎動物を免疫し；
　(ｃ)少なくとも一の脊椎動物の脾臓からＢ細胞を単離し；
　(ｄ)単離されたＢ細胞からハイブリドーマを調製し；
　(ｅ)各ハイブリドーマからの抗体の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下において、各細胞株の
細胞への抗体Ｆｃドメイン及びＮＫ細胞レセプターの可溶性部分を含む融合タンパク質の
結合性を評価し；
　(ｆ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性よりも低いハイブリドーマからの抗体
を選択する
ことを含む方法。
３０．ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ３０である、条項２８及び２９の何れかの方法。
３１．融合タンパク質が配列番号４、５及び６の任意の配列を含有する、条項３０の方法
。
３２．ＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法であって、
　(ａ)複数の被験薬剤を提供し；
　(ｂ)ＮＫｐ３０の膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含む可溶性ＮＫｐ３
０-Ｆｃ融合タンパク質の(ｉ)存在下及び(ｉｉ)不在下における、ＮＫｐ３０Ｌを発現す
る細胞株への各被験薬剤の結合性を評価し；
　(ｃ)(ｉ)における結合性が(ｉｉ)における結合性より低い被験薬剤を選択する
ことを含む方法。
３３．ＮＫｐ３０Ｌに結合する薬剤を同定する方法であって、
　(ａ)複数の被験薬剤を提供し；
　(ｂ)各被験薬剤の存在下における、ＮＫｐ３０Ｌを発現する細胞株へのＮＫｐ３０の膜
貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含む可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク
質の結合性を評価し；
　(ｃ)被験薬剤の存在下における結合性が被験薬剤の不在下における結合性より低い被験
薬剤を選択する
ことを含む方法。
３４．第１項から第３３項の何れかの方法に従い同定された抗体、抗体断片又は薬剤。
３５．第３４項の抗体の断片又は誘導体。
３６．ＮＫ細胞レセプターの膜貫通領域からの少なくとも一のアミノ酸残基を含むリンカ
ーを介して抗体Ｆｃドメインに共有結合するＮＫｐ３０、ＮＫｐ４４及びＮＫｐ４６から
選択されるＮＫ細胞レセプターの可溶性リガンド結合断片を含む融合タンパク質。
３７．ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ３０であり、融合タンパク質が配列番号１の少なくと
もアミノ酸残基２０－１３８を含む第３６項の融合タンパク質。
３８．リンカーが、配列番号１の少なくともアミノ酸残基１４０－１４１を含む第３６項
又は第３７項の何れかの融合タンパク質。
３９．可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の１４１、１４２、１４３、
１４４、１４５、１４６、１４７、１４８及び１４９から選択される残基に相当する第３
６項から第３８項の何れかの融合タンパク質。
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４０．可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の残基１４９に相当する第３
６－３９項の何れかの融合タンパク質。
４１．可溶性リガンド結合断片のＮ末端残基が、配列番号１の残基２０に相当する第３６
－４０項の何れかの融合タンパク質。
４２．可溶性リガンド結合断片のＮ末端残基が、配列番号１の残基２０に相当し、可溶性
リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号１の残基１４９に相当する第３６－４１項の
何れかの融合タンパク質。
４３．配列番号４及び５の何れかを含む第３７項の融合タンパク質。
４４．配列番号４及び５の何れかからなる第３７項の融合タンパク質。
４５．ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ４４であり、融合タンパク質が配列番号２の少なくと
もアミノ酸残基１９３－１９５を含む第３６項の融合タンパク質。
４６．可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号２の１９５、１９６、１９７、
１９８、１９９、２００、２０１、２０２又は２０３から選択される残基に相当する第４
５項の融合タンパク質。
４７．ＮＫ細胞レセプターがＮＫｐ４６であり、融合タンパク質が配列番号３の少なくと
もアミノ酸残基２５６－２５８を含む第３６項の融合タンパク質。
４８．可溶性リガンド結合断片のＣ末端残基が、配列番号３の２５８、２５９、２６０、
２６１、２６２、２６３、２６４、２６５及び２６６から選択される残基に相当する第４
７項の融合タンパク質。
４９．細胞のＮＫ細胞媒介性死滅を阻害する方法であって、第３４－３５項の何れかの抗
体、抗体断片、抗体誘導体又は薬剤、又は第３６－４９項の何れかの融合タンパク質を、
細胞表面結合リガンドを発現する細胞と、接触させることを含む方法。
５０．癌又はウイルス性疾患を治療する方法であって、第３４－３５項の何れかの抗体、
抗体断片、抗体誘導体又は薬剤、又は第３６－４９項の何れかの融合タンパク質の有効量
を患者に投与することを含み、抗体、抗体断片、抗体誘導体又は融合タンパク質が、細胞
傷害性部分にコンジュゲートしているか、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣ反応を誘因可能である
方法。
５１．細胞傷害性部分が毒素又は放射性化合物である第５０項の方法。
５２．自己免疫疾患を治療する方法であって、第３４－３５項の何れかの抗体、抗体断片
、抗体誘導体又は薬剤、又は第３６－４９項の何れかの融合タンパク質の有効量を患者に
投与することを含む方法。
【０１９４】
　ここに引用された刊行物、特許出願及び特許を含む全ての文献は、各文献が、個々にか
つ特に出典明示により援用され、その全体がここに記載されているかの如く、同程度に出
典明示によりここに援用される。
　全ての表題及び副題は、ここでは便宜的にのみ使用されており、決して本発明を限定す
るものとは解釈されてはいけない。
　全ての可能なその変形態様における上述の要素のあらゆる組合せが、別の定義がここに
示され、又は前後関係から明らかに矛盾していない限り、本発明に含まれる。
【０１９５】
　本発明を記述する文脈で使用される「ａ」及び「ａｎ」及び「ｔｈｅ」なる用語及び類
似指示対象は、別の定義がここに示されるか又は前後関係から明らかに矛盾していない限
り、単数形と複数形の双方をカバーすると解釈される。
　ここでの値の範囲の記載は、ここで他の定義が示されない限りは、その範囲に入るそれ
ぞれ別個の値に個々に言及することの省略法であることを単に意図しており、それぞれ別
個の値は、ここで個々に記載されているかの如く明細書中に導入される。別の定義が提示
されないならば、ここに提供される全ての正確な値は、対応する近似値を代表する(例え
ば、特定の因子又は測定に対して提供される全ての正確な例示的値は、適切な場合、「約
」により修飾される対応する近似測定値をまた提供すると考えることができる)。
　ここで記載される全ての方法は、別の定義がここで示されるか又は前後関係から明らか
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に矛盾していない限り、任意の適切な順序で実施することができる。
【０１９６】
　ここで提供される任意のかつ全ての例、又は例示的言語(例えば、「等」)　は、単に、
本発明をより解明することを意図したもので、別の定義が示されない限り、本発明の範囲
に限定をもたらすものではない。明細書中の如何なる言葉も、はっきりと言及されない限
りは、任意の成分が本発明の実施に必須であることを示していると解釈すべきではない。
　ここでの特許文献の引用及び援用は便宜上のものであって、このような特許文献の正当
性、特許性及び／又は権利行使性についての見解を反映するものではない。
【０１９７】
　別の定義が記載されるか又は前後関係から明らかに矛盾していない限り、要素又は要素
類に関して、「含有する」、「有する」、「含む」又は「含んでいる」等の用語を使用す
る、本発明の任意の側面又は実施態様のここでの記載は、その特定の要素又は要素類「か
らなる」、「本質的になる」、又は「実質的に含む」本発明の類似した側面又は実施態様
に対してサポートを提供することを意図したものである(例えば、特定の要素を含むもの
とここに記載された組成物は、別の定義が記載されるか又は前後関係から明らかに矛盾し
ていない限り、その要素からなる組成物をまた記述しているものと理解されなければなら
ない)。
　この発明は、適用される法律により許容される最大範囲まで、ここに提示された側面又
は請求項に記載された主題事項の全ての修正物及び均等物を含む。
【図面の簡単な説明】
【０１９８】
【図１】図１は、例示的な競合的スクリーニングによる治療用抗体の同定(ＩＴＡＣＳ)手
順の概要を表す。
【図２】図２は、ヒトＩｇＧ１のＦｃドメインに結合した可動性膜貫通誘導リンカー(Ｆ
ＴＬ)を含む新規の可溶性ＮＫｐ３０-Ｆｃ融合タンパク質を表す(配列番号４)。以後、融
合タンパク質を、一般的にはｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃ、あるいは特定的にはｓｏｌ
ＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ(配列番号４)又はｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ(配列番号
５)と称し、Ｆｃ部分がヒト(ｈ)又はマウス(ｍ)由来である融合タンパク質を示す。また
陰影を付けた配列は、付加的なアラニン(Ａ)残基をまた含むＮＫｐ３０-部分を示す。
【図３】図３は、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ＦｃのＫ５６２細胞への結合性に関するＦＡ
ＣＳデータを示す。(Ａ)ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの不在下における、Ｋ５６２細
胞への二次ＡＰＣコンジュゲートロバ抗ヒトＦｃ Ａｂのバックグラウンド結合。(Ｂ)二
次ＡＰＣコンジュゲートロバ抗ヒトＦｃにより検出された、Ｋ５６２細胞に対するｓｏｌ
ＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ(１５μｇ／ｍｌ)の結合性。
【図４】図４は、Ｋ５６２細胞への結合性における、Ｒ＆Ｄシステムズ・インクから商業
的に入手可能なｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆｃタンパク質(カタログ番号１８４９-ＮＫ)とｓｏｌ
ＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ＦｃとのＦＡＣＳ比較を表し、Ｋ５６２細胞に対するｓｏｌＮＫｐ３
０-ＦＴＬ-Ｆｃの染色強度が改善され、結合強度の増加を反映していることが示されてい
る。(Ａ)Ｋ５６２細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性。(Ｂ)Ｋ５６２細胞
への１８４９-ＮＫの結合性。Ａ及びＢの双方において、同一量の可溶性ＮＫｐ３０タン
パク質を細胞に添加し、二次ＡＰＣコンジュゲートロバ抗ヒトＦｃにより結合性を明らか
にした。
【図５】図５は、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃと抗ヒトＮＫｐ３０ｍＡｂ ｃｌ４５(Ｒ
＆Ｄシステムズ)との間の競合ＦＡＣＳ実験を表し、ｃｌ４５が、Ｋ５６２細胞への結合
からｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-Ｆｃを阻害していることを示している。(Ａ)二次ＡＰＣコ
ンジュゲートロバ抗ヒトＦｃにより検出されたｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ(１５μ
ｇ／ｍｌ)での染色；(Ｂ)４５μｇ／ｍｌのｃｌ４５の存在下におけるｓｏｌＮＫｐ３０-
ＦＴＬ-ｈＦｃでの染色。(Ｃ)９０μｇ／ｍｌのｃｌ４５の存在下におけるｓｏｌＮＫｐ
３０-ＦＴＬ-ｈＦｃでの染色。(Ｄ)１８０μｇ／ｍｌのｃｌ４５の存在下におけるｓｏｌ
ＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃでの染色。ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合は無関係な
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【図６】図６は、国際公開第２００４／０５３０５４号に記載されたｓｏｌＮＫｐ３０-
Ｆｃコンストラクト(下部、配列番号１２)と、商業的に入手可能なｓｏｌＮＫｐ３０-Ｆ
ｃコンストラクト１８４９-ＮＫ８のＮＫｐ３０部分(中央、配列番号１１)を有するｓｏ
ｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ(上部、配列番号４)のアミノ酸配列アラインメントを表す。
ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃ融合タンパク質の「Ｗ」残基((図中のアミノ酸番号で残
基２))は、完全長ＮＫｐ３０(配列番号１)の残基２０に相当する。
【図７】図７は、Ｋ５６２細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ及びＮＫｐ３０-ｍ
Ｆｃ(ｃ)の結合の比較を示す。塗り潰したヒストグラム：ＩｇＧ１コントロールｍＡｂ、
破線：ｓｏｌＮＫｐ３０-ｍＦｃ(ｃ)、実線：ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｍＦｃ；全て２
０μｇ／ｍｌ。
【図８】図８は、抗ＮＫｐ３０Ｌ ｍＡｂを同定する、ＮＫｐ３０Ｌに対するｍＡｂｓに
ついてのＩＴＡＣＳスクリーニングの結果を示す。Ｋ５６２細胞を、Ｋ５６２細胞と続く
ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃで免疫したマウスから作製されたハイブリドーマの上清
と共に又はそれを伴わず、インキュベートした。後者の結合性を二次ＡＰＣコンジュゲー
トロバ抗ヒトＦｃ Ａｂを使用して検出した。(Ａ)ＡＰＣコンジュゲートロバ抗ヒトＦｃ
により検出される、ハイブリドーマ上清の不在下におけるＫ５６２細胞へのｓｏｌＮＫｐ
３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性。(Ｂ)陰性クローンと命名されたハイブリドーマ上清の存在
下におけるＫ５６２細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性（パネルＡでの染
色と比較して、ハイブリドーマ上清により、ｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性が
低減していないため）。(Ｃ)陽性クローンと命名されたハイブリドーマ上清の存在下にお
けるＫ５６２細胞へのｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃの結合性（このハイブリドーマ上
清がｓｏｌＮＫｐ３０-ＦＴＬ-ｈＦｃタンパク質の結合性を低減させたため）。

【図１】 【図２】

【図３】
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