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(57)【要約】
【課題】マトリクスメタロプロティナーゼ９（MMP9）タ
ンパク質に結合する結合タンパク質（たとえば、抗体お
よびその抗原結合フラグメント）を含む組成物および使
用の方法を提供する。
【解決手段】免疫グロブリン重鎖ポリペプチドまたはそ
の機能的なフラグメント、および免疫グロブリン軽鎖ポ
リペプチドまたはその機能的なフラグメントを含むＭＭ
Ｐ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパ
ク質が、ＭＭＰ９に特異的に結合するＭＭＰ９結合タン
パク質を用いる。
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫グロブリン重鎖ポリペプチドまたはその機能的なフラグメント、および免疫グロブ
リン軽鎖ポリペプチドまたはその機能的なフラグメントを含むＭＭＰ９結合タンパク質で
あって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ＭＭＰ９に特異的に結合するＭＭＰ９結合タン
パク質。
【請求項２】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、Ｒ１６
２、Ｅ１１１、Ｄ１１３およびＩ１９８のアミノ酸残基を含むヒトＭＭＰ９のエピトープ
に結合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項３】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、重鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タン
パク質。
【請求項４】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：３または５－８のアミノ酸配列を含む重鎖ポリ
ペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項５】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：４または９－１２のアミノ酸配列を含む軽鎖ポ
リペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項６】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：１３－１５の相補性決定領域（CDR）を含む重
鎖ポリペプチドおよび、配列番号：１６－１８のＣＤＲを含む軽鎖ポリペプチドを含む抗
体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項７】
　請求項６のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該重鎖ポリペプチドが、配列番号：１
３－１５の相補性決定領域（CDR）含み、および、当該軽鎖ポリペプチドが、配列番号：
１６－１８のＣＤＲを含むＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項８】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：３または５－８からなる群より選択される可変
領域を含む重鎖ポリペプチドおよび、配列番号：４または９－１２からなる群より選択さ
れる可変領域を含む軽鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項９】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該重鎖ポリペプチドが、ＩｇＧである
ＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項１０】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、ＭＭＰ９に対する当該ＭＭＰ９結合タン
パク質の結合が、ＭＭＰ９の酵素的な活性を阻害するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項１１】
　請求項１０のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該阻害が、非競合的であるＭＭＰ９
結合タンパク質。
【請求項１２】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：１９－２２からなる群より選択されるヌクレオ
チド配列を有するポリヌクレオチドによってエンコードされる重鎖ポリペプチドおよび、
配列番号：２３－２６からなる群より選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオ
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チドによってエンコードされる軽鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タン
パク質。
【請求項１３】
　配列番号１３－１５の相補性決定領域（CDR）を含む重鎖ポリペプチド；および、
配列番号１６－１８のＣＤＲを含む軽鎖ポリペプチド
の少なくとも一方をエンコードするヌクレオチド配列を含む単離核酸。
【請求項１４】
　請求項１３の単離核酸であって、当該重鎖ポリペプチドが、配列番号：１、３および５
－８からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む核酸。
【請求項１５】
　請求項１３の単離核酸であって、当該軽鎖ポリペプチドが、配列番号：２、４および９
－１２からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む核酸。
【請求項１６】
　配列番号：１９－２６からなる群より選択される配列を含む請求項１３の単離核酸。
【請求項１７】
　請求項１３の単離核酸を含むベクター。
【請求項１８】
　請求項１７のベクターを含む細胞。
【請求項１９】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質を含む医薬組成物。
【請求項２０】
　請求項１７のベクターを含む医薬組成物。
【請求項２１】
　請求項１８の細胞を含む医薬組成物。
【請求項２２】
　ＭＭＰ９活性を有する腫瘍または腫瘍関連組織を有する被検体において、ＭＭＰ９活性
を阻害する方法であって、
　当該方法は、当該被検体に請求項１９の医薬組成物を、ＭＭＰ９活性を阻害するのに有
効な量で投与することを含み、当該ＭＭＰ９活性が、当該被検体において阻害されること
を特徴とする方法。
【請求項２３】
　患者の組織におけるＭＭＰ９発現を検出する方法であって、
　当該方法は、当該患者由来の組織サンプルと、請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質を接
触させること；および
　ＭＭＰ９の存在または非存在を検出することを含み、
　当該組織サンプルにおけるＭＭＰ９の存在が、組織においてＭＭＰ９が発現しているこ
とを指示することを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互引用】
【０００１】
　本出願は、２０１０年８月２７日に出願された米国仮特許出願シリアル番号６１／３７
７，８８６号の優先権の利益を主張し、この出願は、それらの全体が引用によって本願に
組み込まれる。
【技術分野】
【０００２】
　本開示は、細胞外酵素、細胞外マトリクス酵素、プロテアーゼおよび免疫学の分野に関
する。
【背景技術】
【０００３】
　マトリクスメタロプロティナーゼ（MMP）は、細胞外マトリクスの形成および再構築に
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関与する細胞外酵素のファミリーである。これらの酵素は、３つのヒスチジン残基により
亜鉛原子が配位される、保存された触媒ドメインを含む。近年において、２０を超えるこ
のファミリーのメンバーが知られ、コラゲナーゼ、ゼラチナーゼ、ストロメリシン、マト
リリシン、エナメリシンおよび膜ＭＭＰを含む多くの群にまとめられる。
【０００４】
　ＭＭＰ２およびＭＭＰ９は、マトリクスメタロプロティナーゼのゼラチナーゼ群に属す
る。シグナルペプチド、プロペプチド、および、大部分のＭＭＰに共通する、触媒ドメイ
ン、亜鉛結合ドメイン、および、ヘモペキシン様ドメインを含むことの他に、ゼラチナー
ゼはまた、複数のフィブロネクチン様ドメインおよびＯ－グリコシル化ドメインを含む。
【０００５】
　所定のＭＭＰの異常な活性が、腫瘍成長、転移、炎症および血管疾病に関与することが
分かっている。たとえば、Hu et al. (2007) Nature Reviews: Drug Discovery 6:480-49
8を参照。この理由から、特定の治療的な状況において１つ以上のＭＭＰの活性を阻害す
ることが望まれる。しかしながら、ある種の他のＭＭＰの活性は、しばしば正常な機能が
要求される。大部分のＭＭＰ阻害剤は、保存された触媒ドメインをターゲットとしている
ので、その結果、多くの異なったＭＭＰを阻害し、これらの治療的な使用は、本質的で、
病因と関係がないＭＭＰの阻害に起因する副作用を引き起こしている。
【０００６】
　この問題にも関わらず、酵素的活性の阻害は、一般的に触媒ドメインをターゲットとす
る阻害剤を要求するという理由から、特定のＭＭＰに特異的な阻害剤を開発することは困
難であることが証明されている。それ故、マトリクスメタロプロティナーゼ酵素的活性の
大部分の阻害剤は、それら［ＭＭＰ］の触媒ドメインの相同性に起因して、２つ以上のＭ
ＭＰと反応する可能性がある。したがって、単一のＭＭＰの触媒活性を特異的に阻害し、
そして他のＭＭＰと反応しない治療的な薬剤の必要性が依然として残っている。
［先行技術文献］
［非特許文献］
　　［非特許文献１］Hu et al. (2007) Nature Reviews: Drug Discovery 6:480-498
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本開示は、マトリクスメタロプロティナーゼ９（MMP9）タンパク質（ＭＭＰ９はまた、
ゼラチナーゼＢとして知られる）に結合する、結合タンパク質（たとえば、抗体およびそ
の抗原結合フラグメント）を含む組成物および使用の方法を提供し、この場合、結合タン
パク質は、免疫グロブリン（Ig）重鎖（または、その機能的なフラグメント）およびＩｇ
軽鎖（または、その機能的なフラグメント）を含む。本開示は、さらに、ＭＭＰ９に特異
的に結合するが、他の関連するマトリクスメタロプロティナーゼには結合しない、”ＭＭ
Ｐ９結合タンパク質”を提供する。そのようなＭＭＰ９結合タンパク質は、たとえば、他
のマトリクスメタロプロティナーゼの活性に直接的に影響を及ぼさず、ＭＭＰ９の特異的
な調節（modulation）（たとえば、阻害）を得る必要がある、またはそれが望まれる適用
分野における使用が見出される。したがって、本開示の或るいくつかの実施形態において
、抗ＭＭＰ９抗体は、ＭＭＰ９の活性の特異的な阻害剤である。とりわけ、本願で開示さ
れるＭＭＰ９結合タンパク質は、他の関連するマトリクスメタロプロティナーゼの正常な
機能を許容する一方、ＭＭＰ９の阻害に有用であろう。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　かくて、本開示は、とりわけ以下の実施形態を提供する：
【０００９】
　１．免疫グロブリン重鎖またはその機能的なフラグメント、および免疫グロブリン軽鎖
またはその機能的なフラグメントを含むＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該タンパク
質が、ＭＭＰ９以外のマトリクスメタロプロティナーゼに結合しないＭＭＰ９結合タンパ
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ク質。
【００１０】
　２．実施形態１のタンパク質であって、当該重鎖が、配列番号：１３－１５のうち１つ
以上から選択される相補性決定領域（complementarity-determining region，(CDR)）を
含み、および当該軽鎖が、配列番号：１６－１８のうち１つ以上から選択されるＣＤＲを
含むＭＭＰ９結合タンパク質。
【００１１】
　３．実施形態２のタンパク質であって、当該重鎖が、配列番号：３または５－８からな
る群から選択される可変領域を含み、および当該軽鎖が、配列番号：４または９－１２か
らなる群から選択される可変領域を含むＭＭＰ９結合タンパク質。
【００１２】
　４．実施形態１のタンパク質であって、当該重鎖が、ＩｇＧであるＭＭＰ９結合タンパ
ク質。
【００１３】
　５．実施形態１のタンパク質であって、当該軽鎖が、カッパ鎖であるＭＭＰ９結合タン
パク質。
【００１４】
　６．実施形態１のタンパク質であって、当該タンパク質のＭＭＰ９に対する結合が、Ｍ
ＭＰ９の酵素的活性を阻害するＭＭＰ９結合タンパク質。
【００１５】
　７．実施形態６のタンパク質であって、当該阻害が、非競合的であるＭＭＰ９結合タン
パク質。
【００１６】
　８．実施形態１のタンパク質であって、当該重鎖が、配列番号：１９－２２からなる群
から選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドによってエンコードされてお
り、および当該軽鎖が、配列番号：２３－２６からなる群から選択されるヌクレオチド配
列を有するポリヌクレオチドによってエンコードされているＭＭＰ９結合タンパク質。
【００１７】
　９．配列番号：１９－２６からなる群から選択されるヌクレオチド配列を有する１つ以
上のポリヌクレオチドを含むベクター。
【００１８】
　１０．実施形態９のベクターを含む細胞。
【００１９】
　１１．実施形態１のタンパク質を含む医薬組成物。
【００２０】
　１２．実施形態９のベクターを含む医薬組成物。
【００２１】
　１３．実施形態１０の細胞を含む医薬組成物。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、重鎖のヒト化変異体（VH1-VH4）のアミノ酸配列と共に、ヒト化に起因
するフレームワーク（framework）アミノ酸配列における違いを表すように整列させた、
マウスモノクローナル抗ＭＭＰ９抗体（AB0041）の重鎖可変領域のアミノ酸配列を表す。
ＣＤＲはイタリックで表され、元（親）であるマウスモノクローナル［抗体］と比較して
、ヒト化変異体において異なるアミノ酸に下線が引かれている。
【００２３】
【図２】図２は、この軽鎖のヒト化変異体（Vk1-Vk4）のアミノ酸配列と共に、ヒト化に
起因するフレームワークアミノ酸配列における違いを表すように整列させた、マウスモノ
クローナル抗ＭＭＰ９抗体（AB0041）の軽鎖可変領域のアミノ酸配列を表す。ＣＤＲは、
イタリックで表され、元であるマウスモノクローナル［抗体］と比較して、ヒト化変異体
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において異なるアミノ酸に下線が引かれている。
【００２４】
【図３】図３は、ＭＭＰ９タンパク質の概略図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
［詳細な説明］
　本開示の実施には、他に示されない限り、細胞生物学、毒物学、分子生物学、生化学、
細胞培養、免疫学、腫瘍学、組換えＤＮＡの分野および、当該技術分野の技能に含まれる
関連分野における標準的な方法および従来技術を採用する。その様な技術は、文献に記載
されており、および、それ故、当該技術分野の技能者（当業者）に利用可能である。たと
えば、Alberts, B. et al., "Molecular Biology of the Cell," 5th edition, Garland 
Science, New York, NY, 2008;  Voet, D. et al. "Fundamentals of Biochemistry: Lif
e at the Molecular Level," 3rd edition, John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, 2008;  S
ambrook, J. et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 3rd edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 2001;  Ausubel, F. et al., "Current Protocols in
 Molecular Biology," John Wiley & Sons, New York, 1987および定期的な更新;  Fresh
ney, R.I., "Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique," 4th edition, 
John Wiley & Sons, Somerset, NJ, 2000; およびシリーズ"Methods in Enzymology," Ac
ademic Press, San Diego, CAを参照する。
【００２６】
　たとえば、２０１０年８月に最終更新された「Current Protocols in Immunology,」（
R. Coico、シリーズの編集者）、Ｗｉｌｅｙも参照する。
【００２７】
［ＭＭＰ９結合タンパク質」
　本開示は、マトリクスメタロプロティナーゼ９（MMP9）タンパク質（ＭＭＰ９は、ゼラ
チナーゼＢとしても知られている）に結合する結合タンパク質（たとえば、抗体およびそ
の抗原結合フラグメント）を提供し、本開示の結合タンパク質は、一般的に免疫グロブリ
ン（Ig）重鎖（またはその機能的なフラグメント）およびＩｇ軽鎖（またはその機能的な
フラグメント）を含む。
【００２８】
　本開示はさらに、ＭＭＰ９に特異的に結合し、および、ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３
、ＭＭＰ７、ＭＭＰ１０、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１３のような他のマトリクスメタロプロテ
ィナーゼに結合しないＭＭＰ９結合タンパク質を提供する。したがって、そのような特異
的なＭＭＰ９結合タンパク質は、ＭＭＰ９以外のマトリクスメタロプロティナーゼと、一
般的に、有意なまたは検出可能な交差反応を有さない。ＭＭＰ９に特異的に結合するＭＭ
Ｐ９結合タンパク質は、たとえば、他のマトリクスメタロプロティナーゼの活性に直接的
に影響を及ぼさず、ＭＭＰ９の特異的な調節（たとえば、阻害）を得る必要がある、また
は、それが望まれる、適用分野における使用が見出される。
【００２９】
　本開示の或るいくつかの実施形態において、抗ＭＭＰ９抗体は、ＭＭＰ９の活性の阻害
剤であり、かくてＭＭＰ９の特異的な阻害剤であることができる。とりわけ、本願に開示
されるＭＭＰ９結合タンパク質は、他の関連するマトリクスメタロプロティナーゼの正常
な機能を許容する一方、ＭＭＰ９の阻害に有用であろう。「ＭＭＰの阻害剤」または「Ｍ
ＭＰ９活性の阻害剤」は、直接的または間接的にＭＭＰ９の活性を阻害する、抗体または
その抗原結合フラグメントであることができ、（たとえば、基質結合、基質開裂などを阻
害することによって）基質上でのＭＭＰ９の活性を阻害することなどを、酵素的なプロセ
ッシング（processing）に限定されずに含む。
【００３０】
　本開示はまた、ヒトＭＭＰ９、カニクイザルＭＭＰ９、およびラットＭＭＰ９のような
非マウスＭＭＰ９に特異的に結合するＭＭＰ９結合タンパク質を提供する。
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【００３１】
　本開示はまた、非競合的な阻害剤として働くＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗Ｍ
ＭＰ９抗体およびその機能的なフラグメント）を提供する。「非競合的な阻害剤」とは、
酵素の基質結合部位から離れた部位に結合する阻害剤を意味し、従って、酵素に結合でき
、酵素がその基質に結合しているかいないかに拘らず、阻害活性をもたらすことができる
。そのような非競合的な阻害剤は、たとえば、基質濃度から実質的に独立であることがで
きる、阻害のレベルを提供することができる。
【００３２】
　本開示のＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗体およびその機能的なフラグメント）
は、ＭＭＰ９（特にヒトＭＭＰ９）に結合するものを含み、本願に開示される重鎖ポリペ
プチドに対して少なくとも約８０％、８５％、９０％、９５％以上のアミノ酸配列同一性
を有する重鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）を有する。
【００３３】
　本開示のＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗体およびその機能的なフラグメント）
は、ＭＭＰ９（特にヒトＭＭＰ９）に結合するものを含み、本願に開示される重鎖[軽鎖
の誤り]ポリペプチドに対して少なくとも約８０％、８５％、９０％、９５％以上のアミ
ノ酸配列同一性を有する軽鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）を有す
る。
【００３４】
　本開示のＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗体およびその機能的なフラグメント）
は、ＭＭＰ９（特にヒトＭＭＰ９）に結合するものを含み、重鎖ポリペプチドの相補性決
定領域（「CDR」）を有する重鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）お
よび、本願に開示されるような軽鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）
のＣＤＲを有する。
【００３５】
　核酸およびポリペプチドの文脈において、本願で使用される場合には、「相同性（homo
logy）」または「同一性（identity）」または「類似性（similarity）」の用語は、それ
ぞれアミノ酸配列または核酸配列のアライメント（alignment）を基にした、２つのポリ
ペプチドまたは２つの核酸分子の間の関係を意味する。相同性および同一性は、比較の目
的のために並べられる各配列におけるポジション（position）を比較することにより、そ
れぞれ決定されることができる。比較される配列における対応する（equivalent）ポジシ
ョンが、同一の塩基またはアミノ酸によって占められる場合、分子は、そのポジションに
おいて同一であり；対応する部位が同一のまたは類似のアミノ酸残基（たとえば、立体的
および／または電子的性質において類似する［残基］）によって占められる場合、分子は
、そのポジションにおいて相同（類似）であると言うことができる。相同性／類似性また
は同一性のパーセンテージでの表現は、比較される配列によって共有されるポジション（
複数）における所定数の同一のまたは類似のアミノ酸の機能（function）を言う。２つの
配列を比較する場合において、残基（アミノ酸または核酸）の不存在または余剰の残基の
存在はまた、同一性および相同性／類似性を減少させる。
【００３６】
　本願において使用される場合、「同一性」は、配列が、配列マッチング（matching）が
最大になるように並べられる（すなわち、ギャップおよび挿入を考慮する）場合の、２つ
以上の配列において対応するポジションでの同一のヌクレオチドまたはアミノ酸残基のパ
ーセンテージを示す。配列は、一般的に、指定された領域（たとえば、すくなくとも約２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０または６５以上のアミノ酸または
ヌクレオチドの長さの領域）にわたって、最大の一致となるように並べられ、そして、こ
れは、参照アミノ酸またはヌクレオチドの全長の長さまであることができる。配列比較に
関して、典型的に１つの配列が参照配列として働き、テスト配列が、それに対して比較さ
れる。配列比較アルゴリズムを使用する場合、テスト配列および参照配列は、コンピュー
タプログラムに入力され、必要な場合には、サブ配列コーディネート（subsequence coor
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dinates）が指定され、そして配列アルゴリズムプログラムパラメータが指定される。配
列比較アルゴリズムで、続いて、指定されたプログラムパラメータに基づいて、参照配列
に対する、（１または複数の）テスト配列のパーセント配列同一性が計算される。
【００３７】
　パーセント配列同一性を決定するのに適しているアルゴリズムの例は、ＢＬＡＳＴおよ
びＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０およびＡｌｔｓｃｈｕｌら、（１９７７）Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２にそれぞれ記載されている。Ｂ
ＬＡＳＴ解析を実行するためのソフトウェアは、Ｎaｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏ
ｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ
．ｎｉｈ．ｇｏｖ）を介して公に利用可能である。さらに、例示的なアルゴリズムは、ｗ
ｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｃｌｕｓｔａｌｗ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌで利
用可能なＣｌｕｓｔａｌＷ（Higgins D., et al. (1994) Nucleic Acids Res 22: 4673-4
680）を含む。
【００３８】
　同一でない残基ポジションは、保存的なアミノ酸置換によって（互いに）異なることが
できる。保存的なアミノ酸置換は、類似した側鎖を有する残基の互換性を意味する。たと
えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸群は、グリシン、アラニン、バリン、ロイシンおよび
イソロイシンである；脂肪族ヒドロキシル側鎖（aliphatic-hydroxyl side chains）を有
するアミノ酸群は、セリンおよびスレオニンである；アミド含有側鎖を有するアミノ酸群
は、アスパラギンおよびグルタミンである；芳香族側鎖を有するアミノ酸群は、フェニル
アラニン、チロシンおよびトリプトファンである；塩基性側鎖を有するアミノ酸群は、リ
シン、アルギニンおよびヒスチジンである；および、含硫側鎖を有するアミノ酸群は、シ
ステインおよびメチオニンである。
【００３９】
　２つの核酸の間の配列同一性はまた、ストリンジェント（stringent）な条件下で、２
つの分子の、お互いに対するハイブリダイゼーション（hybridization）に基づいて記載
されることができる。ハイブリダイゼーション条件は、当該技術分野における次の標準の
方法から選択される（たとえば、Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Second Edition, (1989) Cold Spring Harbor, N.Y.を参照）。ストリンジェン
トなハイブリダイゼーション条件の例は、５０℃またはそれより高い温度で、０．１×Ｓ
ＳＣ（１５ｍＭ　塩化ナトリウム／１．５ｍＭ　クエン酸ナトリウム）でのハイブリダイ
ゼーションである。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の他の例は、溶液：
５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭ　クエン酸三ナトリ
ウム）、５０ｍＭ　リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト溶液、１０％　硫
酸デキストラン、および２０ｍｇ／ｍｌ　変性せん断化サケ精子ＤＮＡでの４２℃での終
夜インキュベーションであり、次いで、０．１×ＳＳＣで、約６５℃でフィルターを洗浄
することである。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、少なくとも、上記
の代表的な条件と同じ位ストリンジェントであるハイブリダイゼーション条件であり、こ
の場合、上記の特別なストリンジェント条件の少なくとも約８０％のストリンジェント、
典型的には少なくとも９０％ストリンジェントである場合は、条件は少なくともストリン
ジェントであると考えられる。
【００４０】
　加えて、本開示は、たとえば、少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％またはそれ
以上の、本願に記載される重鎖可変領域のアミノ酸配列（たとえば、配列番号：１または
５－８）に対するアミノ酸配列同一性を有する重鎖可変領域ポリペプチド、および、少な
くとも８０％、８５％、９０％、９５％またはそれ以上の、本願に記載されるような軽鎖
ポリペプチドのアミノ酸配列（たとえば、配列番号：２または９－１２）に対するアミノ
酸配列同一性を有する可変軽鎖ポリペプチドを含む、抗体またはその抗原結合フラグメン
ト、を提供する。
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【００４１】
　本開示の抗ＭＭＰ９抗体の例は、以下により詳細に記載される。
【００４２】
［抗体］
　ＭＭＰ９結合タンパク質は抗体およびその機能的なフラグメントを含む。本願において
使用される場合、用語「抗体」は、抗原エピトープを特異的に結合させるペプチド配列（
たとえば、可変領域配列）を含む単離または組み換えポリペプチド結合剤（binding agen
t）を意味する。この用語は、最も広義に使用され、とりわけ、モノクローナル抗体（全
長モノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、キメラ抗
体、単一ドメイン抗体（nanobody）、二重特異性抗体（diabody）、多特異性（multispec
ific）抗体（たとえば二特異性（bispecific）抗体）、および、所望の生物学的活性を示
す限りにおいて、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ´、Ｆ（ａｂ´）２、およびＦａｂ２

を含むが、これらに限定されない抗体フラグメント、をカバーする。用語「ヒト抗体」は
、潜在的な（possible）非ヒトＣＤＲ領域を除くヒト由来の配列を含む抗体を意味するが
、この用語は、免疫グロブリン分子の全構造が存在することを意味せず、抗体がヒトにお
いて最小の免疫原性効果を有すること（即ち、それ自身に対する抗体の産生を誘導しない
こと）のみを意味している。
【００４３】
　「抗体フラグメント」は、全長抗体の部分、たとえば、全長抗体の抗原結合領域または
可変領域を含む。そのような抗体フラグメントはまた、本願において、「機能的なフラグ
メント：」または「抗原結合フラグメント」と称され得る。抗体フラグメントの例として
は、Ｆａｂ、Ｆａｂ´、Ｆ（ａｂ´）２、およびＦｖフラグメント；二重特異性抗体（di
abody）；線状抗体（linear antibody）（Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10):10
57-1062）；単鎖抗体分子；および抗体フラグメント（複数）から形成される多特異性（m
ultispecific）抗体を含む。抗体のパパイン消化により、それぞれ単一の抗原結合部位を
有する「Ｆａｂ」フラグメントと称される２つの同一の抗原結合フラグメントと、残余の
「Ｆｃ」フラグメント（この名称は容易に結晶化する能力を反映している）が得られる。
ペプシン処理により、２つの抗原結合部位を有し、抗原を架橋する能力を維持しているＦ
（ａｂ´）２フラグメントが生じる。
【００４４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原‐認識および‐結合部位を含む最小の抗体フラグメントである
。この領域は、緊密な非共有結合的結合（会合）状態にある１つの重鎖可変ドメインと１
つの軽鎖可変ドメインのダイマーから構成される。この立体配置において、各可変ドメイ
ンの３つの相補性決定領域（CDR）が相互作用し、ＶＨ－ＶＬダイマーの表面の抗原結合
部位を定義する。集合的に、６つのＣＤＲが、抗体に、抗原結合特異性を与える。しかし
ながら、単一の可変ドメイン（または、抗原に特異的な６つのＣＤＲのうち３つのみを含
む単離ＶＨまたはＶＬ領域）でも、一般的に完全なＦｖフラグメントよりも低い親和性で
あるが、抗原を認識しかつ結合する能力を有する。
【００４５】
　「Ｆａｂ」フラグメントはまた、重鎖および軽鎖可変領域に加えて、軽鎖の定常ドメイ
ンと重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ１）を含む。Ｆａｂフラグメントは、当初、抗体のパ
パイン消化の後に観察された。Ｆａｂ´フラグメントは、Ｆ（ａｂ´）フラグメントが、
抗体ヒンジ領域由来の１またはそれ以上のシステインを含む、重鎖ＣＨ１ドメインのカル
ボキシ末端にいくつかの追加的な残基を含むという点において、Ｆａｂフラグメントと相
違する。Ｆ（ａｂ´）２フラグメントは、ジスルフィド結合によって、ヒンジ領域の近傍
において、連結された２つのＦａｂフラグメントを含み、当初は、抗体のペプシン消化の
後に観察された。Ｆａｂ´－ＳＨは、定常ドメインの、（１または複数の）システイン残
基が遊離チオール基を有するＦａｂ´フラグメントの本願における名称である。抗体フラ
グメントのその他の化学的結合体もまた知られる。
【００４６】
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　任意の脊椎動物種に由来する抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、その定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパおよびラムダと称される、２つの明確に区別されるタ
イプの一方に分類されることができる。重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免
疫グロブリンは、５つの主要クラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭに分
類されることができ、そして、これらのいくつかは、更に、サブクラス（アイソタイプ）
、たとえばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２に分類さ
れ得る。
【００４７】
　「単鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体フラグメントは、抗体のＶＨお
よびＶＬドメインを含むが、この場合、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在
する。いくつかの実施形態において、Ｆｖポリペプチドは、更に、ＶＨドメインとＶＬド
メインとの間のポリペプチドリンカーを含むが、これは、ｓＦｖが抗原結合のための所望
の構造を形成することを可能にさせる。ｓＦｖの概括（review）に関して、Pluckthun, i
n The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113 (Rosenburg and Moore eds.)
 Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)を参照する。
【００４８】
　用語「二重特異性抗体（diabody）」は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体フラ
グメントを意味するが、このフラグメントは、同一のポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）にお
いて、軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同一の鎖
の２つのドメイン間での対形成（pairing）を可能させるには長さが足りない（短い）リ
ンカーを使用することにより、これらのドメインは他の鎖の相補的なドメインと対形成せ
ざるを得ず、その結果、２つの抗原結合部位を形成する。二重特異性抗体（diabody）は
、更に、たとえば、欧州特許公報第４０４，０９７；国際公開第９３／１１１６１号およ
びHollinger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448に記載されてい
る。
【００４９】
　「単離された（ないしは単離、isolated）」抗体は、その自然環境の成分から同定され
かつ分離および／またはリカバーされた（recovered）抗体である。その自然環境の成分
は、酵素、ホルモン、および他のタンパク性または非タンパク性溶質を含み得る。いくつ
かの実施形態において、単離抗体は、（１）ローリー法により決定される、抗体の９５重
量％を超える、たとえば９９重量％を上回る重量％に、（２）たとえば、スピニングカッ
プ配列決定装置（spinning cup sequenator）の使用によって、Ｎ末端または内部アミノ
酸配列の少なくとも１５残基を取得するのに十分な程度に、または（３）クマシーブルー
または銀染色による検出を伴う、還元または非還元条件下でのゲル電気泳動（たとえばＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ）によって均一性に、精製される。用語「単離抗体」は、組換え細胞内の
インサイチュの抗体を含むが、これは、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在し
ないだろうという理由からである。或るいくつかの実施形態において、単離抗体は、少な
くとも１つの精製ステップによって調製される。
【００５０】
　本願において使用される場合、「免疫反応性（immunoreactive）」は、アミノ酸残基の
配列（「結合部位」または「エピトープ」）に特異的な抗体またはそのフラグメントを意
味するが、他のペプチド／タンパク質と交差反応をする場合でも、これらは、ヒトへの使
用における投与のために製剤化されるレベルにおいて有毒でない。「エピトープ」は、抗
体または、その抗原結合フラグメントと結合相互作用を形成することが可能な抗原の部分
を意味する。エピトープは、線状ペプチド配列（すなわち、「連続的である（continuous
）」）であることができ、または、非連続な（noncontiguous）アミノ酸配列で構成され
ることができる（すなわち、「立体的である」または「不連続的である（discontinuous
）」）。用語「優先的に（preferentially）結合する」は、関係のないアミノ酸配列に結
合するよりも、より大きな親和性を有して結合部位に結合する結合剤を意味する。
【００５１】
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　抗ＭＭＰ９抗体は、重鎖および軽鎖のＣＤＲに基づいて記載されることができる。本願
において使用される場合、用語「ＣＤＲ」または「相補性決定領域」は、重鎖および軽鎖
ポリペプチドの両方の可変領域内に見出される非連続抗原結合部位を意味することが意図
される。これらの特定の領域は、Kabat et al., J. Biol. Chem. 252:6609-6616 (1977);
 Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequences of proteins o
f immunological interest" (1991); by Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (
1987); および MacCallum et al., J. Mol. Biol.  262:732-745 (1996)によって記載さ
れており、この場合、この定義は、お互いに比較した場合、アミノ酸残基のオーバーラッ
プ（overlap）またはサブセットを含む。それにも拘らず、抗体または移植抗体、または
その変異体のＣＤＲに言及するいずれの定義の適用も、本願で定義され、使用される用語
の範囲内にあることが意図される。上述の引用文献のそれぞれによって定義されるような
、ＣＤＲを包含するアミノ酸残基は、比較例として、下記の表１において記載される。
［表１：ＣＤＲの定義］

１残基の番号付けは、上記のＫａｂａｔらの命名に従う
２残基の番号付けは、上記のＣｈｏｔｈｉａらの命名に従う
３残基の番号付けは、上記のＭａｃＣａｌｌｕｍらの命名に従う
【００５２】
　本願において使用される如く、抗体可変領域に関して使用される場合、用語「フレーム
ワーク」は、抗体の可変領域内におけるＣＤＲ領域の外側の全てのアミノ酸残基を意味す
ることが意図される。可変領域フレームワークは、一般的に、長さが約１００－１２０の
アミノ酸の間の不連続なアミノ酸配列であるが、ＣＤＲの外側にあるこれらのアミノ酸の
みを言及することが意図される。本願において使用される場合、用語「フレームワーク領
域（framework region）」は、ＣＤＲによって分離されたフレームワークの各ドメインを
意味することが意図される。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、抗体は、ヒト化抗体又はヒト抗体である。ヒト化抗体は
、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）であって、レシピエントの相補性決定領域（
ＣＤＲ）に由来する残基が、所望の特異性、親和性および能力を有する、マウス、ラット
、またはウサギのような非ヒト種のＣＤＲ（ドナー抗体）に由来する残基で置き換えられ
ているものを含む。したがって、非ヒト（例えば、マウス）抗体のヒト化形態は、非ヒト
免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ免疫グロブリンである。非ヒト配列は、
主として可変領域、特に相補性決定領域（CDR）に存在している。いくつかの実施形態に
おいて、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基で置き換
えられる。ヒト化抗体はまた、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲまたはフレーム
ワーク配列にも見られない残基を含むことができる。或るいくつかの実施形態において、
ヒト化抗体は、少なくとも１つ（典型的には２つ）の可変ドメインの、実質的に全体を含
み、この場合、ＣＤＲの全てまたは実質的に全ては、非ヒト免疫グロブリンのものに対応
し、そしてフレームワーク領域の全てまたは実質的に全ては、ヒト免疫グロブリンコンセ
ンサス配列のものである。本開示の目的のため、ヒト化抗体はまた、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａ
ｂ´、Ｆ（ａｂ´）２または抗体の他の抗原結合サブ配列のような免疫グロブリンフラグ
メントも含むことができる。
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【００５４】
　ヒト化抗体はまた、（典型的には、ヒト免疫グロブリンの）免疫グロブリン定常領域（
Fc）の少なくとも一部分を含むことができる。たとえば、Jones et al. (1986) Nature 3
21:522-525；Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-329；およびPresta (1992) Curr
. Op. Struct. Biol. 2:593-596を参照する。
【００５５】
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該技術分野において知られている。一般的に
、ヒト化抗体は、ヒトでない供給源から導入された１つ以上のアミノ酸残基を有する。こ
れらの非ヒトアミノ酸残基は多くの場合、典型的には「移入（import）」または「ドナー
（donor）」可変ドメインから得られる、「移入」または「ドナー」残基と称される。た
とえば、ヒト化は、Ｗｉｎｔｅｒ及び共同研究者の方法に従って、ヒト抗体の対応する配
列にげっ歯類のＣＤＲまたはＣＤＲ配列を置換させることによって、本質的には行われる
ことができる。たとえば、上記のJones et al.,；Riechmann et al.,およびVerhoeyen et
 al. (1988) Science 239:1534-1536を参照する。加えて、そのような「ヒト化」抗体は
、キメラ抗体を含み（米国特許第４，８１６，５６７号）、この場合、未処理のヒト可変
ドメインより実質的に少ない［部分］が非ヒト種由来の対応配列によって置換されている
。或るいくつかの実施形態において、ヒト化抗体は、いくつかのＣＤＲ残基および、任意
にいくつかのフレームワーク領域残基がげっ歯類の抗体（たとえば、マウスモノクローナ
ル抗体）の類似部位由来の残基によって置換された、ヒト抗体である。
【００５６】
　ヒト抗体はまた、たとえば、ファージディスプレイライブラリを使用して生成されるこ
とができる。Hoogenboom et al. (1991) J. Mol. Biol, 227:381；Marks et al. (1991) 
J. Mol. Biol. 222:581。ヒトモノクローナル抗体を調製するための他の方法は、Cole et
 al. (1985) "Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy," Alan R. Liss, p. 77およ
びBoerner et al. (1991) J. Immunol. 147:86-95によって記載されている。
【００５７】
　ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を、内因性（endogenous）免疫グロブリン遺
伝子が部分的にまたは完全に不活化されているトランスジェニック動物（例えば、マウス
）に導入することによって作製されることができる。免疫学的なチャレンジ（challenge
）をすると、遺伝子再編成、集合、および抗体レパートリーを含むあらゆる点で、ヒトに
おいて見られるものと非常によく似たヒト抗体の生成が観察される。このアプローチは、
たとえば、米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６
９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，６６１
，０１６号、並びに、次の科学刊行物：Marks et al. (1992) Bio/Technology 10:779-78
3 (1992)；Lonberg et al. (1994) Nature 368: 856-859；Morrison (1994) Nature 368:
812-813；Fishwald et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851；Neuberger (1996
) Nature Biotechnology 14:826；およびLonberg et al. (1995) Intern. Rev. Immunol.
 13:65-93に記載されている。
【００５８】
　抗体は、前記のような既知の選択および／または突然変異誘発法を使用して、親和性が
成熟されることができる。いくつかの実施形態においては、親和性成熟抗体は、成熟抗体
が調製される出発抗体（一般的には、マウス、ウサギ、ニワトリ、ヒト化又はヒト［抗体
］）の親和性よりも５倍以上、１０倍以上、２０倍以上、または３０倍以上の親和性を有
する。
【００５９】
　抗体はまた、二特異性抗体であることができる。二特異性抗体は、モノクローナル抗体
であり、少なくとも２つの異なる抗原に対する結合特異性を有するヒト抗体またはヒト化
抗体であり得る。本願の場合では、これらの２つの異なる結合特異性は、２つの異なるＭ
ＭＰ、または単一のＭＭＰ（たとえば、ＭＭＰ９）における２つの異なるエピトープに向
けられることができる。
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　本願に開示されている抗体はまた、免疫複合体（immunoconjugate）であることができ
る。そのような免疫複合体は、レポーターのような第二の分子に複合された（たとえば、
ＭＭＰ９に対する）抗体を含む。免疫複合体には、化学療法薬、毒素（たとえば、細菌、
真菌、植物、若しくは動物起源、またはそれらのフラグメントの酵素学的に活性な毒素）
、あるいは放射性同位元素（すなわち、放射性複合体）のような、細胞傷害性薬剤に複合
された抗体も含まれることができる。
【００６１】
　特定のポリペプチドまたは特定のポリペプチド上のエピトープ「に特異的に結合する（
specifically binds to）」または「に対して特異的（specific for）」である抗体とは
、他のいかなるポリペプチドまたはポリペプチドエピトープにも実質的に結合することな
く、特定のポリペプチドまたはエピトープに対して結合する抗体である。いくつかの実施
形態において、本開示の抗体は、モノクローナル抗体、ｓｃＦｖ、Ｆａｂの形態で、また
は約４℃、２５℃、３７℃若しくは４２℃の温度で測定される抗体の他の形態で；１００
ｎＭ以下、場合によっては１０ｎＭ未満、場合によっては１ｎＭ未満、場合によっては０
．５ｎＭ未満、場合によっては０．１ｎＭ未満、場合によっては０．０１ｎＭ未満、ある
いは場合によっては０．００５ｎＭ未満の解離定数（Ｋｄ）で、ヒトＭＭＰ９に対して特
異的に結合する。
【００６２】
　或るいくつかの実施形態において、本開示の抗体は、ＭＭＰ９における１つ以上のプロ
セッシング部位（processing site、たとえば、タンパク質分解開裂部位）に対して結合
し、それにより、触媒活性な酵素に対する、プロ酵素またはプレプロ酵素のプロセッシン
グを効果的にブロックし、そうして、ＭＭＰ９のタンパク質分解活性を減少させる。
【００６３】
　或るいくつかの実施形態において、本開示に係る抗体は、他のＭＭＰに対する結合親和
性の少なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、少なくとも２５倍、少なくと
も５０倍、少なくとも１００倍、少なくとも５００倍、または少なくとも１０００倍を超
える親和性を有してＭＭＰ９に対して結合する。結合親和性は、当該技術分野に知られる
任意の方法により測定されることができ、たとえば、ｏｎ－ｒａｔｅ、ｏｆｆ－ｒａｔｅ
、解離定数（Ｋｄ）、平衡定数（Ｋｅｑ）または、当該技術分野における任意の用語とし
て表現されることができる。
【００６４】
　或るいくつかの実施形態において、本開示に係る抗体は、ＭＭＰ９の触媒活性の非競合
阻害剤である。或るいくつかの実施形態において、本開示に係る抗体は、ＭＭＰ９の触媒
ドメイン内に結合する。追加の実施形態において、本開示に係る抗体は、ＭＭＰ９触媒ド
メインの外側に結合する。
【００６５】
　本開示はまた、ＭＭＰ９に対する結合に関して、本願に記載される抗ＭＭＰ９抗体また
はその抗原結合フラグメントと競合する抗体又はその抗原結合フラグメントをも意図する
。したがって、本開示は、たとえば、配列番号：１または５－８の任意の重鎖ポリペプチ
ド、または、配列番号：２または９－１２の軽鎖ポリペプチド、またはそれらの組み合わ
せを有する抗体と、結合に関して競合する抗ＭＭＰ９抗体およびその機能的なフラグメン
トを意図する。一つの実施形態において、抗ＭＭＰ９抗体またはその機能的なフラグメン
トは、ヒトＭＭＰ９に対する結合に関して、ＡＢ００４１として本願に記載される抗体と
競合する。
【００６６】
［ＭＭＰ９配列］
　ヒトＭＭＰ９タンパク質のアミノ酸配列は次の通りである：
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　タンパク質ドメインが、図３に概略的に表され、そして以下に示されている。

【００６８】
　成熟全長ヒトＭＭＰ９のアミノ酸配列（シグナルペプチドを含まない、配列番号：２７
のプロポリペプチドのアミノ酸配列である）は以下のとおりである：
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この場合、シグナルペプチドのアミノ酸配列は、ＭＳＬＷＱＰＬＶＬＶ　ＬＬＶＬＧＣＣ
ＦＡＡ（配列番号：２９）である。
【００６９】
　本開示は、ＭＭＰ９（たとえば、ヒトＭＭＰ９）の任意の部分と、特に興味深い他のＭ
ＭＰと比較してＭＭＰ９に優先的に結合するＭＭＰ９結合タンパク質とを結合させるＭＭ
Ｐ９結合タンパク質を意図する。
【００７０】
　抗ＭＭＰ９抗体およびその機能的なフラグメントは、当該技術分野でよく知られる方法
にしたがって、生成されることができる。抗ＭＭＰ９抗体の例は、以下に提供される。
【００７１】
［マウスモノクローナル抗ＭＭＰ９］
　ヒトＭＭＰ９に対するマウスモノクローナル抗体は、実施例１に記載されるようにして
得られた。この抗体は、マウスＩｇＧ２ｂ重鎖およびマウスカッパ軽鎖を含み、これはＡ
Ｂ００４１と称される。
【００７２】
　ＡＢ００４１重鎖のアミノ酸配列は次の通りである：

【００７３】
　シグナル配列には下線が引かれており、ＩｇＧ２ｂ定常領域の配列は、イタリックで表
されている。
【００７４】
　ＡＢ００４１軽鎖のアミノ酸配列は次の通りである：
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【００７５】
　シグナル配列には下線が引かれており、カッパ定常領域の配列は、イタリックで表され
ている。
【００７６】
　次のアミノ酸配列は、ＡＢ００４１のＩｇＧ２ｂ重鎖の可変領域のフレームワーク領域
および相補性決定領域（CDR）を含む（ＣＤＲには下線が引かれている）：

【００７７】
　次のアミノ酸配列は、ＡＢ００４１のカッパ軽鎖の可変領域のフレームワーク領域およ
び相補性決定領域（CDR）を含む（ＣＤＲには下線が引かれている）：

【００７８】
［重鎖変異体］
　ＡＢ００４１重鎖および軽鎖の可変領域のアミノ酸配列は、重鎖可変領域および軽鎖可
変領域のフレームワーク領域配列を変更することによって別々に修飾変更（modify）され
た。これら配列の変更の効果は、ヒトＴ細胞エピトープの抗体を激減させ、それによって
、ヒトにおける、その免疫原性を減少させまたは無効にさせた（Antitope, Babraham, UK
）。
【００７９】
　ヒンジドメインを安定させるＳ２４１Ｐアミノ酸変化を含むヒトＩｇＧ４重鎖バックグ
ラウンドにおける、４つの重鎖変異体を構築し（Angal et al. (1993) Molec. Immunol. 
30:105-108）、これは、ＶＨ１、ＶＨ２、ＶＨ３およびＶＨ４と称する。これらのフレー
ムワーク領域およびＣＤＲのアミノ酸配列は次の通りである：
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【００８０】
　図１は、ヒト化重鎖の可変領域のアミノ酸配列のアライメント（整列）を表し、４つの
変異体の間のフレームワーク領域におけるアミノ酸配列の違いを示す。
【００８１】
［軽鎖変異体］
　ヒトカッパ鎖バックグラウンドにおける４つの軽鎖変異体を構築し、Ｖｋ１、Ｖｋ２、
Ｖｋ３およびＶｋ４と称する。これらのフレームワーク領域およびＣＤＲのアミノ酸配列
は次の通りである：
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【００８２】
　図２は、ヒト化軽鎖の可変領域のアミノ酸配列のアライメントを表し、４つの変異体の
間のフレームワーク領域のアミノ酸配列の違いを示す。
【００８３】
　ヒト化重鎖および軽鎖は、可能性のある全ての対状の（pair-wise）組み合わせで組み
合わされ、多くの機能的なヒト化抗ＭＭＰ９抗体を生じる。
【００８４】
　本願に開示される重鎖可変領域配列に７５％以上、８０％以上、９０％以上、９５％以
上、または９９％以上の相同性（homology）を有する追加の重鎖可変領域アミノ酸配列も
また提供される。さらには、本願に開示される軽鎖可変領域配列に７５％以上、８０％以
上、９０％以上、９５％以上、または９９％以上の相同性を有する追加の軽鎖可変領域ア
ミノ酸配列もまた提供される。
【００８５】
　本願に開示される重鎖可変領域配列に７５％以上、８０％以上、９０％以上、９５％以
上、または９９％以上の配列同一性（sequence identity）を有する追加の重鎖可変領域
アミノ酸配列もまた提供される。さらには、本願に開示される軽鎖可変領域配列に７５％
以上、８０％以上、９０％以上、９５％以上、または９９％以上の配列同一性を有する追
加の軽鎖可変領域アミノ酸配列もまた提供される。
【００８６】
［相補性決定領域（CDR）］
　本願に開示される抗ＭＭＰ９抗体の重鎖のＣＤＲは、次のアミノ酸配列を有する：

【００８７】
　本願に開示される抗ＭＭＰ９抗体の軽鎖のＣＤＲは、次のアミノ酸配列を有する：

【００８８】
［抗ＭＭＰ９抗体をエンコードする核酸］
　本開示は、抗ＭＭＰ９抗体およびその機能的なフラグメントをエンコードする核酸を提
供する。かくて、本開示は、本願に記載される抗体または抗原結合フラグメントをエンコ
ードする単離ポリヌクレオチド（核酸）、その様なポリヌクレオチドを含むベクター、お
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よび宿主および、その様なポリヌクレオチドをポリペプチドに転写（tarnscribe）および
翻訳するための発現系を提供する。
【００８９】
　本開示はまた、プラスミド、ベクター、少なくとも１つの上述のようなポリヌクレオチ
ドを含む、転写物または発現カセットの形態のコンストラクト（construct）を意図する
。
【００９０】
　本開示はまた、組み換え宿主における、（同一のまたは異なった宿主細胞における、お
よび、同一または異なったコンストラクト由来の）重鎖ポリペプチドおよび軽鎖ポリペプ
チドをエンコードする核酸の発現を含む、本願に記載される抗体またはその抗原結合フラ
グメントの生成方法ならびに、上述のような１つ以上のコンストラクトを含む組み換え宿
主細胞を提供する。発現は、核酸を含む組み換え宿主細胞を適切な条件下で培養すること
により達成されることができる。発現による生成に続いて、抗体または抗原結合フラグメ
ントは、任意の適切な技術を使用して単離されおよび／または精製され、そして、必要に
応じて使用されることができる。
【００９１】
　様々な異なった宿主細胞におけるポリペプチドのクローニングおよび発現の系（system
）が良く知られる。適切な宿主細胞は、細菌、哺乳類細胞、酵母およびバキュロウイルス
系を含む。異種のポリペプチドの発現のために、当該技術分野で利用できる哺乳類細胞系
列（line）は、チャイニーズハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、乳児ハムスター腎細胞
、ＮＳＯマウスメラノーマ細胞およびその他の多くのものを含む。一般的な細菌宿主は、
大腸菌である。
【００９２】
　作用可能に連結されたプロモータ配列、終止配列、ポリアデニル化配列、エンハンサ配
列、マーカー遺伝子および／または、必要に応じて他の配列を含む、適切な制御配列を含
む、適切なベクターが選ばれまたは構築されることができる。必要に応じて、ベクターは
、プラスミド、（例えばファージのような）ウイルス、またはファージミドであることが
できる。さらなる詳細として、たとえば、Molecular Cloning: a Laboratory Manual: 2n
d edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Pressを参照する
。核酸の操作に関する多くの既知の技術および手順（たとえば、核酸コンストラクトの調
製、突然変異生成、シーケンシング、細胞へのＤＮＡの導入、および遺伝子発現、および
タンパク質の解析）は、Short Protocols in Molecular Biology, Second Edition, Ausu
bel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992に詳細に記載されている。Ｓａｍｂｒｏｏｋ
ら、およびＡｕｓｕｂｅｌらの開示は、その全てが引用により、本願に組み込まれる。
【００９３】
　目的のポリペプチドをエンコードする核酸は、宿主細胞のゲノムに一体化され、または
、安定的なまたは一時的なエピソームのエレメントとして維持されることができる。
【００９４】
　任意の広範な種類の発現制御配列（［当該発現制御配列］に作用可能に連結されるＤＮ
Ａ配列の発現を制御する配列）は、ＤＮＡ配列を発現させるためのこれらのベクターに使
用されることができる。例えば、目的のポリペプチドをエンコードする核酸は、プロモー
タに作用可能に連結され、組み換えＭＭＰ９タンパク質またはその部分の生成の方法に使
用される発現コンストラクトに提供される。
【００９５】
　当業者は、本願に開示される抗体鎖をエンコードする核酸が、分子生物学における標準
的な知識および手順を使用して合成されることができることを理解する。
【００９６】
　本願に開示される重鎖および軽鎖アミノ酸配列をエンコードするヌクレオチド配列の例
は次の通りである：
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　可変領域におけるＣＤＲおよびフレームワーク領域の並置を含む抗体の構造、フレーム
ワーク領域の構造、および重鎖および軽鎖定常領域の構造は当該技術分野においてよく知
られているので、抗ＭＭＰ９抗体をエンコードする関連する核酸を得ることは、当該技術
分野の技術内で良くなされることである。かくて、本願に開示される任意のヌクレオチド
配列に対して少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０
％、少なくとも９５％、少なくとも９８％および少なくとも９９％の相同性を有する核酸
配列を含むポリヌクレオチドもまた提供される。従って、本願に開示される任意のヌクレ
オチド配列に対して少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％および少なくとも９９％の同一性を有す
る核酸配列を含むポリヌクレオチドもまた提供される。
【００９８】
［医薬組成物］
　ＭＭＰ９結合タンパク質、並びにＭＭＰ９結合タンパク質をエンコードする核酸（例え
ばＤＮＡまたはＲＮＡ）は、たとえば、医薬的に許容可能な担体または賦形剤と結合され
た、医薬組成物として提供されることができる。そのような、医薬組成物は、たとえば、
インビボ（in vivo）またはエクスビボ（ex vivo）で被検体に投与するのに有用であり、
および、ＭＭＰ９結合タンパク質で被検体を診断し、および／または処置するのに有用で
ある。
【００９９】
　医薬的に許容可能な担体は、投与される患者に生理学的に許容可能であり、そして、共
に投与される抗体またはペプチドの治療的な特性を維持する。医薬的に許容可能な担体お
よびその製剤は、たとえば、Remington' pharmaceutical Sciences (18th Edition, ed. 
A. Gennaro, Mack Publishing Co., Easton, PA 1990)に大まかに記載されている。一つ
の例示的な医薬的な担体は、生理食塩水である。個々の担体は、製剤の他の成分と適合す
るという意味で「医薬的に許容可能」であり、かつ、患者に実質的に有害でないという意
味である。
【０１００】
　医薬組成物は、全身的なまたは局所的な、特定の投与経路に適合可能であるように製剤
化されることができる。従って、医薬組成物は、様々な経路による投与に適した、担体、
希釈剤、または賦形剤を含む。
【０１０１】
　医薬組成物は、医薬的に許容可能な添加剤を含むことができる。添加剤の例は、マンニ
トール、ソルビトール、グルコース、キシリトール、トレハロース、ソルボース、スクロ
ース、ガラクトース、デキストラン、デキストロース、フルクトース、ラクトースのよう
な糖および、それらの混合物を含むがこれらに限定されない。医薬的に許容可能な添加剤
は、医薬的に許容可能な担体および／または、デキストロースのような賦形剤と結合され
ることができる。添加剤はまた、ポリソルベート２０またはポリソルベート８０のような
界面活性剤を含む。
【０１０２】
　製剤および輸送方法は、処置される部位および疾病に従って、一般的に適応されるだろ
う。例示的な製剤は、非経口投与に適するもの（たとえば、静脈内投与、動脈内投与、筋
肉内投与、または皮下投与）を含むが、これらに限定されない。
【０１０３】
　非経口的な輸送のための医薬組成物は、たとえば、水、塩類溶液（saline）、リン酸緩
衝生理食塩水、ハンクス溶液、リンガー溶液、デキストロース／塩類溶液、およびグルコ
ース溶液を含む。製剤は、緩衝剤、等張調節剤（tonicity adjusting agents）、湿潤剤
、界面活性剤などの、生理学的な状態に近づけるための補助物質を含むことができる。添
加剤はまた、殺菌剤、または安定剤のような、追加の活性成分を含むことができる。たと
えば、溶液は、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化
カルシウム、ソルビタンモノラウレート（sorbitan monolaurate）またはトリエタノール
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アミンオレアート（triethanolamine oleate）を含むことができる。追加の非経口製剤お
よび方法は、Bai (1997) J. Neuroimmunol. 80:65 75; Warren (1997) J. Neurol. Sci. 
152:31 38；および Tonegawa (1997) J. Exp. Med. 186:507 515に記載される。非経口製
剤は、アンプル、ガラスまたはプラスチック製の使い捨て注射器または複数回投与用バイ
アルに封入されることができる。
【０１０４】
　皮内または皮下投与用の医薬組成物は、水、塩類溶液、固定油（fixed oils）、ポリエ
チレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒のような、滅
菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパラベンのような抗菌剤；アスコルビン酸、
グルタチオンまたは亜硫酸水素ナトリウムのような酸化防止剤；エチレンジアミン四酢酸
のようなキレート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩のような緩衝剤（buffer）、お
よび塩化ナトリウムまたはデキストロースのような等張の調整用の薬剤、を含むことがで
きる。
【０１０５】
　注射のための医薬組成物は、水溶液（水溶性）または分散剤、および、滅菌の注射可能
な溶液または分散剤の即時調製のための滅菌粉末を含む。静脈投与に関して適切な担体は
、生理食塩水、静菌性の水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　ＥＬＴＭ（BASF, Parsippany, N.J.）
または、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を含む。担体は、たとえば、水、エタノール、ポ
リオール（たとえば、グリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエチレングリ
コールなど）、および、それらの適切な混合物、を含む溶媒または分散媒体であることが
できる。流動性は、たとえば、レシチンのようなコーティングの使用によって、分散の場
合に要求される粒子サイズの維持によって、および、界面活性剤の使用によって、維持さ
れることができる。抗菌および抗真菌剤は、たとえば、パラベン、クロロブタノール、フ
ェノール、アスコルビン酸およびチメロサールを含む。等張剤（たとえば、糖、マンニト
ール、ソルビトールのようなポリアルコール、および塩化ナトリウム）が、組成物に含ま
れ得る。得られた溶液はそのまま使用するためにパッケージングされることができ、また
は、凍結乾燥されることができる；凍結乾燥された製剤は後に、投与前に滅菌溶液と混合
されることができる。
【０１０６】
　医薬的に許容可能な担体は、吸収またはクリアランス（clearance）を安定させ、増幅
させ、または遅延させる化合物を含むことができる。そのような化合物は、たとえば、グ
ルコース、スクロースまたは、デキストランのような炭水化物；低分子量タンパク質；ペ
プチドのクリアランスまたは加水分解を減少させる組成物；または、賦形剤または他の安
定剤および／または緩衝剤を含む。吸収を遅らせる薬剤は、たとえば、アルミニウムモノ
ステアラートおよびゼラチンを含む。界面活性剤はまた、医薬組成物の吸収を安定させ、
または増加または減少させるために使用されることができ、リポソーム性担体を含む。消
化から保護するために、化合物は、酸性な加水分解および酵素的な加水分解に対する耐性
を与えるように組成物と複合化させることができ、または化合物は、リポソームのような
適切な耐性担体に複合化させることができる。消化から、化合物を保護する手段は、当該
技術分野で知られている（たとえば、Fix (1996) Pharm Res. 13:1760 1764; Samanen (1
996) J. Pharm. Pharmacol. 48:119 135；および 、治療的な薬剤の経口輸送のための脂
質組成物を記載する米国特許第５，３９１，３７７号を参照する）。
【０１０７】
　本発明の組成物は、他の治療的な部分（ないしはモイエティ、moiety）または、本願で
提供されるような造影部分（imaging moiety）／診断部分と結合されることができる。治
療的な部分および／または造影部分は、別々の組成物として提供されることができ、また
はＭＭＰ９結合タンパク質に存在するコンジュゲートされた部分として提供されることが
できる。
【０１０８】
　インビボ投与のための製剤は、一般的に無菌である。ひとつの実施形態において、医薬
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組成物は、ヒトの患者への投与に許容可能なように、パイロジェンが含まれないように製
剤化される。
【０１０９】
　製剤のため、および使用のための様々な他の医薬組成物および技術は、本願の開示を踏
まえて、当業者によく知られているだろう。適切な薬学的な組成物および関連する投与技
術の詳細なリストに関して、あるものは、本願における詳細な教示事項（teachings）を
参照することができ、レミントン：The Science and Practice of Pharmacy 20th Ed. (L
ippincott, Williams & Wilkins 2003)のような文章によってさらに補足されることがで
きる。
【０１１０】
　医薬組成物は、処置を必要とする患者／被検体の身体的な特徴、投与の経路などを基に
して製剤化されることができる。そのようなものは、病院および診療所への配布のための
適切なラベルが付された、適切な医薬的なパッケージにパッケージされることができる。
この場合、ラベルは、被検体の、本願に記載されるような疾患を処置することを指示する
ものである。薬剤は、注射器または複数のユニットとしてパッケージされることができる
。本願発明の医薬組成物の容量および投与のための器具は、下記の医薬的なパッケージお
よびキットで封入されることができる。
【０１１１】
［使用の方法］
　本願に開示のＭＭＰ９結合タンパク質は、たとえば、サンプルにおけるＭＭＰ９の検出
方法、処置の方法（たとえば、血管形成の阻害の方法のような方法）、および診断の方法
に使用されることができる。使用方法の例は、以下に記載される。
【０１１２】
［処置の方法］
　本願で提供されるものは、ＭＭＰ９活性に関連する疾病および疾患を処置する方法であ
る。疾病および疾患は、［ＭＭＰ９を］発現する腫瘍またはＭＭＰ９を発現する組織にお
いて処置される腫瘍（たとえば、初期または転移性の［腫瘍］）を含むがこれらに限定さ
れない。
【０１１３】
　本願で使用される場合、「処置する」または「処置」は、本願に記載される疾病または
疾患に関連する症状の進行の、停止（stasis）または先送り（postponement）を意味する
。該用語はさらに、既存の制御不能なまたは望まれない症状を回復させ、更なる症状を予
防すること、および、このような症状の代謝の原因に内在するものを回復させまたは予防
することを含む。したがって、この用語は、疾病および症状を有する、または、このよう
な疾病もしくは症状が発生する可能性を有する哺乳動物被検体に、有益な結果が付与され
たことを示す。反応（response）は、患者が、一部分または総合的な苦痛の軽減（allevi
ation）、または病気の兆候または症状の軽減、および特に、制限無しに、生存の延長を
含む、経験をするときに、達成される。再発の数、疾病の段階、および他の因子を含む予
後因子に依存して、予測される無進行生存期間（progression-free survival times）は
、数ヶ月から数年間測定されることができる。
【０１１４】
　本開示は、そのような方法と関連する使用のための医薬組成物を意図する。組成物は、
任意の適切な経路による局所的なまたは全身的な投与に適合されることができる。
【０１１５】
　一般的に、ＭＭＰ９結合タンパク質は、治療的に有効な量（たとえば、被検体における
腫瘍成長の阻害をもたらす量および／または転移を阻害する量）で投与される。 
【０１１６】
　本願において使用される場合、用語「治療的に有効な量」または「有効量」とは、被検
体に単独でまたは他の治療的な薬剤と組み合わせて投与される場合に、疾病状態または疾
病の進行を妨げまたは回復させるのに有効な治療的な薬剤の量を意味する。治療的に効果
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的な用量とはさらに、症状の回復（たとえば、処置、治癒（healing）、関連する医学的
状態の予防または回復、あるいは、処置、治癒、その様な状態の予防または回復の速度の
増幅）をもたらすのに十分な化合物の量を意味する。単一で投与される個々の活性成分に
適用される場合、治療的に有効な用量は、単一の成分を意味する。複合物（combination
）に適用される場合、治療的に有効な用量は、組合せ状態でか、順次もしくは同時に投与
されたかどうかに拘らず、治療的な効果をもたらす活性成分の組み合わされた（ないし、
混合された、combined）量を意味する。たとえば、抗ＭＭＰ９抗体のインビボにおける投
与が採用される場合、投与の経路に応じて、通常の投与量は、一日で、哺乳類体重で、約
１０ｎｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまたはそれ以上まで、変化させることができ、好ま
しくは、約１μｇ／ｋｇ／日から５０ｍｇ／ｋｇ／日で、任意には、約１００μｇ／ｋｇ
／日から２０ｍｇ／ｋｇ／日、５００μｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ／日、または、
１ｍｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ／日で変化させることができる。
【０１１７】
　選択される投薬計画は、ＭＭＰ９結合タンパク質の活性、投与経路、投与時間、使用さ
れている特定化合物の排出速度、処置の持続時間、使用される特定組成物と組み合わされ
て使用される他の薬剤、化合物および／または材料、処置されている患者の年齢、性別、
体重、状態、全体的な健康および、過去の病歴、薬学分野でよく知られている同様の因子
を含む様々な因子に依存するだろう。
【０１１８】
　当該技術分野の通常の技術を有する臨床医は、要求される医薬組成物の有効量（ED50）
を容易に決定できまた、処方できる。たとえば、医師または獣医師は、医薬組成物で使用
される発明の化合物の用量を所望の治療的な効果を達成するために要求される用量よりも
低いレベルで開始して、所望の効果が達成されるまで投薬量を徐々に増加させることがで
きる。
【０１１９】
　本願で使用される場合、用語「被検体（subject）」は、哺乳動物被検体を意味する。
例示的な被検体は、ヒト、サル、イヌ、ネコ、マウス、ラット、ウシ、ウマ、ヤギおよび
ヒツジを含むがこれらに限定されない。いくつかの実施形態において、被検体は癌を有し
、以下に記載されるような本願発明の薬剤で処置されることができる。
【０１２０】
　癌処置について、もし必要であるならば、方法はさらに、ＭＭＰ９結合タンパク質に加
えて、癌の外科的切除および／または抗癌剤の投与または処置を含むことができる。その
ような抗癌剤の投与または処置は、本願で開示される組成物の投与と併用されることがで
きる。
【０１２１】
［ＭＭＰ９の検出の方法］
　本開示はまた、たとえば、ＭＭＰ９を発現する腫瘍または腫瘍関連組織を検出するため
に、被検体におけるＭＭＰ９を検出する方法を意図する。したがって、ＭＭＰ９活性を有
する腫瘍を診断し、観察し、病期分類し（staging）、または検出する方法が提供される
。
【０１２２】
　ＭＭＰ９の発現に関連する腫瘍を有すると疑われる個体からのサンプルが回収可能であ
り、ＭＭＰ９結合タンパク質の結合の有無を検出することによって解析可能である。この
解析は、本願で記載されたようなＭＭＰ９結合タンパク質を使用した処置の開始の前に行
なわれることができ、または、癌の処置の進行の観察の一環として行なわれることができ
る。そのような診断的な解析は、組織、そのような組織から単離された細胞などを限定さ
れずに含む任意のサンプルを使用して行なわれることができる。組織サンプルは、たとえ
ば、ホルマリン固定され、または凍結された組織片を含む。
【０１２３】
　ＭＭＰ９の検出および解析の任意の適切な方法が採用される。当該技術分野で知られる
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セイおよび、不均一相あるいは均一相のどちらかにおいて行なわれる免疫沈降アッセイの
ような目的に適合されることができる。
【０１２４】
　検出方法における使用のためのＭＭＰ９結合タンパク質は、検出可能な部分（ないしは
モイエティ、moiety）でラベルされることができる。検出可能な部分は、検出可能なシグ
ナルを直接的にまたは非直接的に生成する。たとえば検出可能な部分は、３Ｈ、１４Ｃ、
３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉのような放射性同位体、フルオレセインイソチオシアネー
ト（FITC）、テキサスレッド、シアニン、ホトシアン、ローダミンまたはルシフェリンの
ような蛍光化合物または化学発光化合物、または、アルカリフォスファターゼ、β‐ガラ
クトシダーゼまたは西洋ワサビペルオキシダーゼのような酵素のような本願で記載される
任意のものであることができる。
【０１２５】
　検出は、サンプルを、ＭＭＰ９に対して結合したＭＭＰ９結合タンパク質に適した条件
下で、接触させること、および、ＭＭＰ９結合タンパク質－ＭＭＰ９複合体の存在（たと
えば、レベル）または非存在を評価することによって成し遂げられる。参照サンプルの［
ＭＭＰ９の］レベルと比較される、サンプルのＭＭＰ９のレベルは、ＭＭＰ９活性を有す
る腫瘍または腫瘍関連組織の存在を示すことができる。参照サンプルは、より前の時点で
被検体から得られるサンプルまたは他の個体由来のサンプルであることができる。
【実施例】
【０１２６】
［実施例１：ヒトＭＭＰ９に対する抗体の調製］
　シグナルペプチドを欠く全長のヒトＭＭＰ９タンパク質（配列番号２８）をマウスを免
疫するために使用した。免疫したマウス由来の脾臓細胞を、骨髄腫細胞と融合させ、ハイ
ブリドーマライブラリを生じさせた。モノクローナルなカルチャー（culture）を調製し
、スクリーニングし、抗ＭＭＰ９モノクローナル抗体を発現するカルチャーを同定した。
【０１２７】
　抗体（ＡＢ００４１）をカルチャーの１つから精製し、特徴付けした。抗体は、ＩｇＧ
２ｂ重鎖およびカッパ軽鎖を含んでいた。特徴付けは、ＡＢ００４１の、他のヒトＭＭＰ
に対する結合および、カニクイザル、ラットおよびマウスを含む他の種由来のＭＭＰ９タ
ンパク質に対する結合をテストすることを含んでいた。ＡＢ００４１抗体は、ヒトおよび
カニクイザルＭＭＰ９に対して強く結合したことが明らかになり、ＡＢ００４１抗体は、
ラットＭＭＰ９に強くは結合せず、マウスＭＭＰ９またはヒトのＭＭＰ[ＭＭＰ９の誤り]
以外のマトリクスメタロプロティナーゼの多くには結合しなかった。
【０１２８】
表２　　ＡＢ００４１およびＡＢ００４５の交差反応
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【０１２９】
　追加の特徴付けには、特定のアミノ酸がヒトＭＭＰ９配列に、より近く対応するように
変化させたマウスＭＭＰ９に対する抗体の結合の分析が含まれる。加えて、ヒトＭＭＰ９
タンパク質を突然変異させ、そして、様々な変異体に、抗体が結合できるかをテストし、
抗体結合に重要なアミノ酸を決定し、それにより、治療的なエピトープを定義した。この
解析は、ＭＭＰ９アミノ酸配列のポジション１６２のアルギニン残基（R162）が抗体結合
に重要であると同定した。ＡＢ００４１抗体の結合に重要なＭＭＰ９における他のアミノ
酸残基は、Ｅ１１１、Ｄ１１３、およびＩ１９８を含む。最近のＭＭＰ９の結晶構造（解
析）は、Ｅ１１１、Ｄ１１３、Ｒ１６２およびＩ１９８が、ＭＭＰ９のＣａ２＋イオン結
合ポケットの周りでお互いに近くのものとしてグループ化されることを示した。如何なる
特別な科学的な理論にも拘束されずに、ＡＢ００４１は、これらの残基が存在するＭＭＰ
９の領域に結合し得る。換言すれば、これらのＭＭＰ９残基は、ＡＢ００４１と直接接触
を有し得る。
【０１３０】
　ＭＭＰ９の酵素学的解析において、ＡＢ００４１抗体は、非競合的阻害剤として働くこ
とが明らかになった。
【０１３１】
［実施例２：ヒトＭＭＰ９に対する抗体のヒト化］
　マウスＡＢ００４１抗体の重鎖および軽鎖のアミノ酸配列を、これらの可変領域のフレ
ームワーク部分（すなわち、非ＣＤＲ［部分］）における特定の位置（location）で変化
させ、ヒトにおいて免疫原性がより少ないタンパク質を発生させた。これらのアミノ酸配
列の変更を、図１および図２に表した。ヒト化抗体（ＡＢ００４５と称される）の交差反
応を、上記の表２に表す。
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫グロブリン重鎖ポリペプチドまたはその機能的なフラグメント、および免疫グロブ
リン軽鎖ポリペプチドまたはその機能的なフラグメントを含むＭＭＰ９結合タンパク質で
あって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ＭＭＰ９に特異的に結合するＭＭＰ９結合タン
パク質。
【請求項２】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、Ｒ１６
２、Ｅ１１１、Ｄ１１３およびＩ１９８のアミノ酸残基を含むヒトＭＭＰ９のエピトープ
に結合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項３】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：７の重鎖ポリペプチドおよび配列番号：１２の
軽鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項４】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：３または５－８のアミノ酸配列を含む重鎖ポリ
ペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項５】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：４または９－１２のアミノ酸配列を含む軽鎖ポ
リペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項６】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：１３－１５の相補性決定領域（CDR）を含む重
鎖ポリペプチドおよび、配列番号：１６－１８のＣＤＲを含む軽鎖ポリペプチドを含む抗
体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項７】
　請求項６のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該重鎖ポリペプチドが、配列番号：１
３－１５の相補性決定領域（CDR）含み、および、当該軽鎖ポリペプチドが、配列番号：
１６－１８のＣＤＲを含むＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項８】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：３または５－８からなる群より選択される可変
領域を含む重鎖ポリペプチドおよび、配列番号：４または９－１２からなる群より選択さ
れる可変領域を含む軽鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項９】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該重鎖ポリペプチドが、ＩｇＧである
ＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項１０】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、ＭＭＰ９に対する当該ＭＭＰ９結合タン
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パク質の結合が、ＭＭＰ９の酵素的な活性を阻害するＭＭＰ９結合タンパク質。
【請求項１１】
　請求項１０のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該阻害が、非競合的であるＭＭＰ９
結合タンパク質。
【請求項１２】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質であって、当該ＭＭＰ９結合タンパク質が、ヒトＭ
ＭＰ９に対する結合に関して、配列番号：１９－２２からなる群より選択されるヌクレオ
チド配列を有するポリヌクレオチドによってエンコードされる重鎖ポリペプチドおよび、
配列番号：２３－２６からなる群より選択されるヌクレオチド配列を有するポリヌクレオ
チドによってエンコードされる軽鎖ポリペプチドを含む抗体と競合するＭＭＰ９結合タン
パク質。
【請求項１３】
　配列番号１３－１５の相補性決定領域（CDR）を含む重鎖ポリペプチド；および、
配列番号１６－１８のＣＤＲを含む軽鎖ポリペプチド
の少なくとも一方をエンコードするヌクレオチド配列を含む単離核酸。
【請求項１４】
　請求項１３の単離核酸であって、当該重鎖ポリペプチドが、配列番号：１、３および５
－８からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む核酸。
【請求項１５】
　請求項１３の単離核酸であって、当該軽鎖ポリペプチドが、配列番号：２、４および９
－１２からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む核酸。
【請求項１６】
　配列番号：１９－２６からなる群より選択される配列を含む請求項１３の単離核酸。
【請求項１７】
　請求項１３の単離核酸を含むベクター。
【請求項１８】
　請求項１７のベクターを含む細胞。
【請求項１９】
　請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質を含む医薬組成物。
【請求項２０】
　請求項１７のベクターを含む医薬組成物。
【請求項２１】
　請求項１８の細胞を含む医薬組成物。
【請求項２２】
　ＭＭＰ９活性を有する腫瘍または腫瘍関連組織を有する被検体において、ＭＭＰ９活性
を阻害する方法であって、
　当該方法は、当該被検体に請求項１９の医薬組成物を、ＭＭＰ９活性を阻害するのに有
効な量で投与することを含み、当該ＭＭＰ９活性が、当該被検体において阻害されること
を特徴とする方法。
【請求項２３】
　患者の組織におけるＭＭＰ９発現を検出する方法であって、
　当該方法は、当該患者由来の組織サンプルと、請求項１のＭＭＰ９結合タンパク質を接
触させること；および
　ＭＭＰ９の存在または非存在を検出することを含み、
　当該組織サンプルにおけるＭＭＰ９の存在が、組織においてＭＭＰ９が発現しているこ
とを指示することを特徴とする方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３３
【補正方法】変更
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【補正の内容】
【００３３】
　本開示のＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗体およびその機能的なフラグメント）
は、ＭＭＰ９（特にヒトＭＭＰ９）に結合するものを含み、本願に開示される軽鎖ポリペ
プチドに対して少なくとも約８０％、８５％、９０％、９５％以上のアミノ酸配列同一性
を有する軽鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）を有する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３４】
　本開示のＭＭＰ９結合タンパク質（たとえば、抗体およびその機能的なフラグメント）
は、ＭＭＰ９（特にヒトＭＭＰ９）に結合するものを含み、重鎖ポリペプチドの相補性決
定領域（「CDR」）を有する重鎖ポリペプチド（または、その機能的なフラグメント）お
よび、本願に開示されるような軽鎖ポリペプチドの相補性決定領域を有する軽鎖ポリペプ
チド（または、その機能的なフラグメント）を有する。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２７】
　抗体（ＡＢ００４１）をカルチャーの１つから精製し、特徴付けした。抗体は、ＩｇＧ
２ｂ重鎖およびカッパ軽鎖を含んでいた。特徴付けは、ＡＢ００４１の、他のヒトＭＭＰ
に対する結合および、カニクイザル、ラットおよびマウスを含む他の種由来のＭＭＰ９タ
ンパク質に対する結合をテストすることを含んでいた。ＡＢ００４１抗体は、ヒトおよび
カニクイザルＭＭＰ９に対して強く結合したことが明らかになり、ＡＢ００４１抗体は、
ラットＭＭＰ９に強くは結合せず、マウスＭＭＰ９またはヒトのＭＭＰ９以外のマトリク
スメタロプロティナーゼの多くには結合しなかった。
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