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(57)【要約】
　本明細書に示す実施形態は、それらがヒト宿主に投与
された際のヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性
が低下しているヒト抗体またはヒト化抗体を同定および
創出する方法に関する。他の方法は、HAHA応答が起こる
確率の予測を対象とする。抗HAHA化合物のためのスクリ
ーニング方法も包含される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　宿主用の抗体を選択する方法であって、前記抗体は、前記宿主におけるヒト抗ヒト抗体
(HAHA)応答を誘発する確率が低下しており、以下の工程：
　候補抗体をコードする免疫グロブリン遺伝子を準備する工程、
　前記候補抗体を受容することになっている宿主の宿主免疫グロブリン遺伝子を準備する
工程、
　前記候補抗体をコードする前記免疫グロブリン遺伝子を前記宿主免疫グロブリン遺伝子
と比較する工程、および
　前記候補抗体をコードする前記免疫グロブリン遺伝子が前記宿主免疫グロブリン遺伝子
と同じ場合に前記候補抗体を選択し、それによってHAHA応答を誘発する確率が低下してい
る、前記宿主用の抗体を選択する工程、
を含む方法。
【請求項２】
　前記候補抗体の1種以上の免疫グロブリン遺伝子を準備、比較、および選択する工程の
反復をさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記候補抗体のあらゆる免疫グロブリンV遺伝子を準備、比較、および選択する工程の
反復をさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫グロブリン遺伝子がV遺伝子である、請求項1に記載の方法。
【請求項５】
　前記V遺伝子がVH(重鎖)遺伝子である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記V遺伝子がVL(軽鎖)遺伝子である、請求項4に記載の方法。
【請求項７】
　遺伝子の準備が、前記免疫グロブリン遺伝子の同定物の認識を含む、請求項1に記載の
方法。
【請求項８】
　ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性が低下している、宿主用の抗体を選択する
方法であって、
　抗体V遺伝子セットを宿主V遺伝子セットと比較する工程、および
　前記宿主V遺伝子セット内に存在するV遺伝子セットによってコードされている前記抗体
を選択する工程、
を含む方法。
【請求項９】
　前記宿主V遺伝子が、前記宿主で転写される、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　前記宿主V遺伝子が、前記宿主で翻訳される、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　前記宿主V遺伝子が、高レベルのタンパク質を産生する、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　前記V遺伝子がVH遺伝子である、請求項8に記載の方法。
【請求項１３】
　前記V遺伝子がVL遺伝子である、請求項8に記載の方法。
【請求項１４】
　宿主の治療における使用から抗体を除外する方法であって、
　抗体の少なくとも一部をコードする遺伝子を準備する工程、
　前記遺伝子が、前記抗体を受容する宿主の遺伝子と同一であるかどうか判定する工程、
および



(3) JP 2008-507257 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

　前記抗体の少なくとも一部をコードする遺伝子が、さらに前記宿主の遺伝子でない場合
に前記抗体を除外する工程、
を含む方法。
【請求項１５】
　前記抗体をコードするすべての遺伝子を準備する工程、
　前記遺伝子のそれぞれが、前記宿主の遺伝子のいずれかと同一であるかどうか判定する
工程、および
　前記遺伝子のいずれかがさらに前記宿主の遺伝子でない場合に、前記抗体を除外する工
程、
をさらに含む、請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体の少なくとも一部をコードする前記遺伝子がVH3-9、VH3-13、またはVH3-64遺伝子
である場合に前記抗体が除外される、請求項14に記載の方法。
【請求項１７】
　抗体を選択する方法であって、
　ある抗体をコードする遺伝子が特定のヒト集団に出現する頻度を測定する工程、および
　頻度の関数として前記抗体を選択し、それによって前記抗体がヒト宿主内でヒト抗ヒト
抗体応答を誘導する危険性を低下させる工程、
を含む方法。
【請求項１８】
　前記頻度が、前記集団の少なくとも80%である、請求項17に記載の方法。
【請求項１９】
　前記頻度が、前記集団の少なくとも99%である、請求項17に記載の方法。
【請求項２０】
　前記頻度が、前記集団の100%である、請求項17に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の実施形態は、免疫原性の予測、操作、および予防と、XenoMouse(登録商標)動
物および他の同様な生物、ならびに、患者において抗体がヒト抗ヒト抗体反応を誘導する
危険性を、それらを用いて予測および改変する方法とに関する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床的に重要な疾患の治療における抗体の有用性は、広く承認されている。これらの抗
体が有する主要な危険性の1つが、その抗体を受容する患者による免疫応答の危険性、例
えば、治療用抗体に対する抗体を患者が産生する危険性である。
【０００３】
　全般的に、以前の研究は、ヒトへの、マウスベースの抗体の添加に伴い、その結果ヒト
患者がマウスベースの抗体に対する免疫応答を開始することになる危険性に関するものに
集中していた。この免疫応答は、HAMA応答とも呼ばれ、これは、「ヒト抗マウス抗体」を
表す。
【０００４】
　このHAMA応答を制限する試みの1つが、Gary Studnickaの米国特許出願公開第200400056
30号(2004年1月8日公開)に記載されている。この出版物は、改変された抗体を異種生物に
投与できるように、その抗体の親和性を低下させない一方で、同時に抗体の免疫原性を低
下させるのにどのアミノ酸が改変可能でありうるかを決定するために、どのようにして配
列をアミノ酸レベルで比較しうるかに関する可能な方法を開示する。この参考文献は、使
用する抗体をコンセンサス配列と残基比較することによって残基を決定することがHAMA応
答の問題を克服する方法であると示唆する。その後、溶媒に露出している特定のアミノ酸
位置で、その残基が結合に関与していない場合、および、その残基がヒトにおけるコンセ
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ンサス配列で高度または中程度に保存されている場合に改変を加える。
【０００５】
　他には、VH遺伝子使用(VH gene usage)が、自己免疫疾患全般と相関しているかどうか
を判定する試みがなされている。これらの試みは、ほとんど成功していない。そのような
試みの1つが、Huangらによるものである(Clin. Exp. Immunol. 112、516～527頁(1998))
。Huangらは、関節リウマチを患っている患者のVH使用の間に何らかの相関関係があった
かどうかの判定を試みた。以前の研究は、相反した結果をもたらした。Huangらは、8つの
異なったVH3遺伝子と、3つの異なったVH4遺伝子を調べた。しかし、彼らの結論は、末梢
血B細胞では、この疾患によって個々のVH遺伝子の使用が影響を受けていないというもの
であった。Huangらは、リウマチ因子で優先的に使用されるVH遺伝子がいくつかあるかも
しれないが、末梢B細胞におけるVH遺伝子の全体的な表示は変化していないと結論した。
さらに、これらの実験は、一般化された自己免疫の問題に限定されたものであった。
【０００６】
　免疫原性を低下させる試みにおける複雑さは数限りない。例えば、考慮されるべきいく
つかの因子には、マウス定常領域、V領域配列、ヒト免疫グロブリンアロタイプ、通常と
異なるグリコシル化、投与の方法、投与の頻度、抗体の用量、患者の疾患の状態、患者の
免疫の状態、患者のMHCハプロタイプ、抗体の特異性、細胞表面抗原であるか可溶性抗原
であるか、投与される生物学的存在の凝集の程度、抗原との免疫複合体の形成、抗体によ
る補体活性化、抗体によるFc受容体結合性、炎症、およびサイトカインの放出が含まれる
(Mike Clark、Immunology Today、2000年8月)。しかし、Clarkは、V領域配列に関連した
免疫原性の問題の一部がヒト化によって改変できることに言及した。
【０００７】
　いくつかの研究は、V遺伝子の多型およびレパートリー発現について、時に民族性、年
齢、または性別との関連において取り組んだ。これらの報告は、単一またはごくわずかな
ドナーに依存するもの(Hufnagleら、Ann N Y Acad Sci.、764、293～295頁(1995); Demai
sonら、Immunogenetics、42、342～352頁(1995); Wangら、Clin Immunol.、93、132～142
頁(1999); Raoら、Exp Clin Immunogenet.、13、131～138頁(1996); Brezinschekら、J I
mmunol.、155、190～202頁(1995); および、Rassentiら、Ann N Y Acad Sci.、764、463
～473頁(1995))、白血病または自己免疫性患者を分析したもの(Dijk-Hardら、J Autoimmu
n.、12、57～63頁(1999); Logtenbergら、Int Immunol.、1、362～366頁(1989); Dijk-Ha
rdら、Immunology、107、136～144頁(2002); Johnsonら、J Immunol.、158、 235～246頁
(1997))、限定された数の遺伝子に注目したもの(Pramanikら、Am J Hum Genet.、71、134
2～1352頁(2002); Raoら、Exp Clin Immunogenet.、13、131～138頁(1996); Huangら、Mo
l Immunol.、33、553～560頁(1996); および、Sassoら、Ann N Y Acad Sci.、764、72～7
3頁(1995))、あるいは、使用されたVH遺伝子をファミリーによって分類したもの(Hufnagl
eら、Ann N Y Acad Sci.、764、293～295頁(1995); Rassentiら、Ann N Y Acad Sci.、76
4、463～473頁(1995); Logtenbergら、Int Immunol.、1、362～366頁(1989); Ebelingら
、Int Immunol.、4、 313～320頁(1992))である。
【０００８】
　残念ながら、HAMA応答が除去された場合でさえも、治療用抗体は、なお免疫応答を患者
で誘発することがある。換言すれば、治療用抗体は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘発す
ることがある。この反応は、治療用抗体の有効性を制限することがあり、最悪の場合、そ
れらの安全プロフィールに悪い影響を与えることがある。一例として、完全にヒトのファ
ージディスプレイに由来する抗TNF抗体ヒューミラ(登録商標)(Abbott Laboratories社)は
、不意に、単独治療を受けている患者の約12%、そして、メトトレキサートとの併用療法
では約5%でHAHA反応を誘発する。したがって、HAMA応答に関連した危険性を克服する試み
がなされてきているが、HAHA応答の問題への取り組みはほとんどなされていない。
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【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一般集団では過小評価されている遺伝子が、そのような遺伝子によってコードされるこ
とのあるタンパク質構造を有する治療用抗体の免疫原性に寄与することがある。これらの
遺伝子の同定は、治療用の候補モノクローナル抗体を評価する際の補助となるであろうし
、それを、前臨床開発の時点での選択因子として組み込むことができる。これは、多数の
VHおよびVL遺伝子個々の存在および使用に関して、そして、これらの個々の遺伝子がHAHA
応答の危険性とどのように相関しているかに関して、多数の正常ドナーを研究した最初の
ものを表す。
【００１０】
　本発明の一態様は、宿主用の抗体を選択する方法である。宿主におけるヒト抗ヒト抗体
(HAHA)応答を誘発する確率が低下している抗体を提供する。この方法は、候補抗体をコー
ドする免疫グロブリン遺伝子を準備する工程と、候補抗体を受容することになっている宿
主の宿主免疫グロブリン遺伝子を準備する工程と、候補抗体をコードする免疫グロブリン
遺伝子を、宿主免疫グロブリン遺伝子と比較する工程と、候補抗体をコードする免疫グロ
ブリン遺伝子が宿主免疫グロブリン遺伝子と同じ場合に上記候補抗体を選択し、それによ
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ってHAHA応答を誘発する確率が低下している、宿主用の抗体を選択する工程とを含む。一
部の実施形態では、この方法は、候補抗体の1種以上の免疫グロブリン遺伝子を準備、比
較、および選択する工程の反復をさらに含む。一部の実施形態では、この方法は、候補抗
体のあらゆる免疫グロブリンV遺伝子を準備、比較、および選択する工程の反復をさらに
含む。一部の実施形態では、上記免疫グロブリン遺伝子がV遺伝子である。一部の実施形
態では、上記V遺伝子がVH(重鎖)遺伝子である。一部の実施形態では、上記V遺伝子がVL(
軽鎖)遺伝子である。一部の実施形態では、遺伝子の準備が、免疫グロブリン遺伝子の同
定物（identity）の認識を含む。
【００１１】
　本発明の別の態様は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)反応を誘導する危険性が低下している、宿
主用の抗体を選択する方法である。この方法は、抗体V遺伝子セットを宿主V遺伝子セット
と比較する工程と、宿主V遺伝子セットに存在するV遺伝子セットによってコードされてい
る抗体を選択する工程とを含む。一部の実施形態では、宿主で宿主V遺伝子が転写される
。一部の実施形態では、宿主で宿主V遺伝子が翻訳される。一部の実施形態では、上記V遺
伝子がVH遺伝子である。一部の実施形態では、上記V遺伝子がVL遺伝子である。
【００１２】
　本発明の別の態様は、宿主の治療における使用から抗体を除外する方法である。この方
法は、抗体の少なくとも一部をコードする遺伝子を準備する工程と、上記遺伝子が、上記
抗体を受容する宿主の遺伝子と同一であるか判定する工程と、上記抗体の少なくとも一部
をコードする遺伝子が、さらに宿主の遺伝子でない場合に上記抗体を除外する工程とを含
む。一部の実施形態では、この方法は、上記抗体をコードするすべての遺伝子を準備する
工程と、上記遺伝子のそれぞれが、宿主の遺伝子のいずれかと同一であるかどうか判定す
る工程と、上記遺伝子のいずれかが、さらに宿主の遺伝子でない場合に、上記抗体を除外
する工程とをさらに含む。一部の実施形態では、抗体の少なくとも一部をコードする遺伝
子がVH3-9、VH3-13、またはVH3-64の遺伝子である場合に上記抗体が除外される。
【００１３】
　本発明の別の態様は、集団の一員に投与するための抗体を選択する方法であって、上記
抗体は、上記集団におけるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘発する確率が低下しており、こ
の方法は、集団内の個体に投与すべき候補抗体の少なくとも一部をコードするV遺伝子を
準備する工程と、上記集団内に上記V遺伝子が出現（存在）する頻度を提供する工程と、
上記V遺伝子が、上記集団内に高頻度で出現する場合に上記候補抗体を選択する工程とを
含む。一部の実施形態では、この方法は、候補抗体の全V遺伝子を準備する工程と、上記
集団内に上記全V遺伝子が出現する頻度を提供する工程と、上記V遺伝子のすべてが、上記
集団内で所定の出現頻度（存在頻度、frequnecy of occurrence）より高い出現頻度を有
する場合に上記候補抗体を選択する工程とをさらに含む。一部の実施形態では、上記の所
定の出現頻度が、上記集団の少なくとも50%である。一部の実施形態では、上記の所定の
出現頻度が、上記集団の少なくとも80%である。一部の実施形態では、上記の所定の出現
頻度が、上記集団の少なくとも99%である。一部の実施形態では、上記の所定の出現頻度
が、上記集団の少なくとも100%である。一部の実施形態では、上記V遺伝子が免疫グロブ
リンVH型遺伝子またはその変種である。一部の実施形態では、上記V遺伝子が免疫グロブ
リンVL型遺伝子またはその変種である。一部の実施形態では、上記抗体がヒト抗体を産生
する非ヒト動物から得られたものである。
【００１４】
　本発明の別の態様は、宿主におけるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性が高い
抗体を同定する方法である。この方法は、上記抗体をコードする遺伝子が、VH3-9、VH3-1
3、およびVH3-64遺伝子のうちの1つであるかどうか判定する工程を含む。
【００１５】
　本発明の別の態様は、抗体を選択する方法である。この方法は、ある抗体をコードする
遺伝子が特定のヒト集団内に出現する頻度を測定する工程と、上記頻度の関数として抗体
を選択し、それによって、上記抗体がヒト宿主内でヒト抗ヒト抗体応答を誘導する危険性



(10) JP 2008-507257 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

を低下させる工程とを含む。
【００１６】
　本発明の別の態様は、抗体がヒト抗ヒト抗体反応を誘導する危険性を低下させるために
、患者用の抗体を選択する方法である。この方法は、患者の民族的背景を判定する工程と
、上記民族的背景で共通のV遺伝子の出現に合わせて最適化された1セットのV遺伝子を含
む抗体を選択し、それによって、上記抗体がヒト抗ヒト抗体応答を誘導する危険性を低下
させる工程とを含む。一部の実施形態では、この方法は、上記民族的背景においてどのV
遺伝子が共通であるかを最初に判定する工程をさらに含む。一部の実施形態では、上記抗
体の実質的にすべてのV遺伝子を、上記民族的背景用に正規化された宿主V遺伝子プロフィ
ールと比較することによって上記抗体を選択する。
【００１７】
　本発明の別の態様は、特定の抗体のために起こるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答の危険性を
判定する方法である。この方法は、抗体をコードする遺伝子を同定する工程と、遺伝子の
同定物を遺伝子プロフィールと比較する工程と、上記遺伝子プロフィールでの、所定の出
現頻度より低い頻度で出現する場合に上記遺伝子に得点をつける工程とを含み、その際、
得点が、上記抗体のために起こるHAHA応答の危険性を示す。一部の実施形態では、上記遺
伝子プロフィールが個体の遺伝子プロフィールであり、所定の出現頻度が100%である。一
部の実施形態では、上記遺伝子プロフィールが、ある集団用に正規化された宿主V遺伝子
プロフィールである。一部の実施形態では、上記の正規化された宿主V遺伝子プロフィー
ルが、個体の遺伝子構成に基づいて選択される。一部の実施形態では、上記の正規化され
た宿主V遺伝子プロフィールが、個体の民族的背景に基づいて選択される。一部の実施形
態では、上記の正規化された宿主V遺伝子プロフィールにあるV遺伝子の1つが、所定の出
現頻度より低い出現頻度を有し、かつ、VH3-9、VH3-13、およびVH3-64からなる群から選
択される。一部の実施形態では、上記の所定の出現頻度が、少なくとも50%、少なくとも6
0%、少なくとも70%、少なくとも80%、少なくとも90%、少なくとも95%、少なくとも99%、
および、少なくとも100%からなる群から選択される。
【００１８】
　本発明の別の態様は、特定のヒト集団で免疫応答を誘導する危険性のある抗体を同定す
るためのトランスジェニック動物である。上記トランスジェニックマウスは、抗原の曝露
に応答してヒト抗体を産生する改変されたトランスジェニック動物を含み、その際、上記
トランスジェニック動物における1セットのヒト免疫グロブリン遺伝子が、特定のヒト集
団の遺伝子セットと同一であり、上記トランスジェニック動物は、上記の特定のヒト集団
の遺伝子セット以外のいかなる追加のV遺伝子ももたない。一部の実施形態では、上記ト
ランスジェニック動物が、抗原の曝露に応答して完全ヒト抗体を産生するように改変され
ている。一部の実施形態では、上記トランスジェニック動物のヒト免疫グロブリン遺伝子
セットが、特定のヒト集団の少なくとも50%に存在するものである。一部の実施形態では
、上記トランスジェニック動物のヒト遺伝子セットが、特定のヒト集団の少なくとも100%
に存在するものである。一部の実施形態では、上記トランスジェニック動物の内在遺伝子
座が不活性化されている。一部の実施形態では、上記集団が、1人のヒトからなる。一部
の実施形態では、上記集団が、遺伝学的に本質的に近縁な家族からなる。一部の実施形態
では、上記集団が、複数の民族にまたがって定義される。一部の実施形態では、上記集団
が、1つの民族の中で定義される。一部の実施形態では、上記トランスジェニック動物が
、上記トランスジェニック動物を集団と対応付ける識別子をさらに含む。一部の実施形態
では、上記トランスジェニック動物が、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体をさらに含み
、上記の完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体が上記トランスジェニック動物にとって外来
性のものである。
【００１９】
　本発明の別の態様は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性が比較的に高い抗体
の検出に使用するためのトランスジェニックマウスである。それは、完全ヒト抗体を発現
できるトランスジェニックマウスを含み、上記トランスジェニックマウスは、ヒト免疫グ
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ロブリン遺伝子セットと、上記トランスジェニックマウス内のヒト抗体とを含み、上記ト
ランスジェニックマウスは、上記トランスジェニックマウスで試験された抗体を受容する
ことになっている患者も欠失している、ヒト免疫グロブリン遺伝子セット内のV遺伝子を
欠失しており、上記ヒト抗体は、患者に投与されることになっており、上記ヒト抗体は、
上記トランスジェニックマウスにとって外因性の抗体である。
【００２０】
　本発明の別の態様は、特定の患者集団で免疫応答を誘導するであろう抗体を同定する際
に使用するためのトランスジェニックマウスである。上記マウスは、抗原の曝露に応答し
てヒト化抗体を産生するように改変されているトランスジェニックマウスを含み、その際
、上記マウスは、ヒト免疫グロブリン遺伝子セットを含み、上記ヒト免疫グロブリン遺伝
子セットは、危険性の高いどのような遺伝子も含有しない。一部の実施形態では、上記遺
伝子セットがV遺伝子セットである。一部の実施形態では、上記の危険性の高い遺伝子が
、VH3-9、VH3-13、およびVH3-64である。一部の実施形態では、上記V遺伝子セットが、本
質的に、危険性の低い遺伝子からなる。一部の実施形態では、上記の危険性の高い遺伝子
が、上記集団の100%に出現する遺伝子以外の任意の遺伝子である。
【００２１】
　本発明の別の態様は、患者でヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導しうる抗体を検出するた
めのキットである。上記キットは、完全ヒト抗体を発現できるトランスジェニックマウス
を含み、上記トランスジェニックマウスは、ヒト免疫グロブリン遺伝子と、抗体を上記ト
ランスジェニックマウスに投与する手段とを含み、上記トランスジェニックマウスは、上
記トランスジェニックマウスで試験された抗体を受容することになっている患者も欠失し
ているV遺伝子セットを欠失している。一部の実施形態では、上記キットは、上記トラン
スジェニックマウスにおけるHAHA応答を検出する手段をさらに含む。一部の実施形態では
、上記キットが抗原物質をさらに含み、上記抗原物質は、HAHA応答をそれが誘導するかど
うか調べるために試験される抗体に結合するものである。一部の実施形態では、上記抗原
物質がT細胞エピトープ(TCE)である。
【００２２】
　本発明の別の態様は、ヒトで誘導されるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答の危険性が低下する
ように抗体を選択する方法である。この方法は、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体をマ
ウスが産生できるようにするヒト遺伝子を含むトランスジェニックマウスに抗体を投与す
る工程と、上記抗体が上記トランスジェニックマウスにおいてHAHA応答を誘発するかどう
かを観測する工程と、上記マウスでHAHA応答を誘発しなかった場合に上記抗体を選択する
工程とを含む。一部の実施形態では、この方法は、最初に投与した抗体がHAHA応答を誘発
した場合に、別の抗体を選択する工程、および、HAHA応答を誘導しない抗体が観測される
まで上記工程を反復することをさらに含む。一部の実施形態では、上記抗体が完全ヒト抗
体である。一部の実施形態では、上記抗体がHAHA応答を誘発するかどうかを観測する工程
が、上記マウスから得た血液試料に、投与される完全ヒト抗体に結合できる抗体が存在す
るかどうか試験することを含む。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスは
、上記抗体を受容することになっているヒトと同一のV遺伝子を含む。一部の実施形態で
は、上記方法は、トランスジェニックマウスが有するヒト免疫グロブリン遺伝子セットと
、上記ヒトが有するヒト免疫グロブリン遺伝子セットとの間の類似性に基づいてトランス
ジェニックマウスを初めに選択する工程とをさらに含む。一部の実施形態では、上記トラ
ンスジェニックマウスが、上記抗体を受容するヒトと同一のVL遺伝子を含む。一部の実施
形態では、上記トランスジェニックマウスが、上記抗体を受容するヒトと同一のVH遺伝子
を含む。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスが有するV遺伝子が、上記
抗体を受容するヒトと本質的に同一のV遺伝子からなる。一部の実施形態では、上記トラ
ンスジェニックマウスが有するVL遺伝子が、上記抗体を受容するヒトと本質的に同一のVL
遺伝子からなる。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスが有するVH遺伝子
が、上記抗体を受容するヒトと本質的に同一のVH遺伝子からなる。一部の実施形態では、
上記トランスジェニックマウスは、危険性の高い遺伝子を本質的に含まない。一部の実施
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形態では、上記トランスジェニックマウスは、本質的に、危険性の低い遺伝子からなる。
一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスは、VH3-9、VH3-13、およびVH3-64
遺伝子からなる群から選択される遺伝子をもたない。
【００２３】
　本発明の別の態様は、抗体が、患者におけるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険
性を判定する方法である。この方法は、ヒト抗体またはヒト化抗体を産生できる非ヒト動
物に抗体を投与する工程と、HAHA応答が起こるのを可能にするのに十分な時間を置く工程
と、上記抗体によってHAHA応答が誘導されたかどうかを観測する工程とを含む。一部の実
施形態では、上記非ヒト動物が、トランスジェニックマウスであり、その際、上記マウス
の体細胞および生殖細胞のすべてが、Dセグメント遺伝子と、Jセグメント遺伝子と、ヒト
免疫グロブリン重鎖のC-デルタ遺伝子座全体を含む定常領域遺伝子とを通して続く、最も
近位の5つのVH遺伝子セグメントに由来する、ヒト第14染色体のDNA断片を含み、その際、
上記断片は、C-ガンマ遺伝子を含有せず、上記断片は、ヒトC-ガンマ-2領域遺伝子と作用
可能に連結している。一部の実施形態では、上記方法は、患者の免疫グロブリン遺伝子セ
ットと、トランスジェニックマウスの免疫グロブリン遺伝子セットとの間の類似性に基づ
いてトランスジェニックマウスを選択する工程とをさらに含む。一部の実施形態では、上
記類似性は、同一の免疫グロブリン遺伝子を上記遺伝子セットが欠失していることである
。一部の実施形態では、上記の同一の免疫グロブリン遺伝子が、危険性の高い遺伝子であ
る。
【００２４】
　本発明の別の態様は、抗体によって誘導されるヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答の危険性を評
価するためのキットである。このキットは、非ヒト動物を含み、上記非ヒト動物は、完全
ヒト抗体を産生する手段と、上記非ヒト動物で試験される外因性の抗体と、上記抗体を上
記非ヒト動物に投与する手段と、上記非ヒト動物でHAHA応答が起きたかどうか試験する手
段とを含む。一部の実施形態では、上記非ヒト動物が、危険性の高い遺伝子をもたない。
一部の実施形態では、上記危険性の高い遺伝子が、VH3-9、VH3-13、およびVH3-64からな
る群から選択される。
【００２５】
　本発明の別の態様は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答の誘導を抑制する薬剤を得るためのス
クリーニングに用いるトランスジェニックマウスである。このマウスは、上記トランスジ
ェニックマウスによる、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体の産生が可能となるように設
計されたヒト遺伝子と、上記トランスジェニックマウスにおけるHAHA誘導性の抗体とを含
む。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスは、トランスジェニックマウス
体内の候補HAHA阻害剤をさらに含む。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウ
スは、危険性の高いどのような遺伝子ももたない。一部の実施形態では、上記危険性の高
い遺伝子が、VH3-9、VH3-13、VH3-64、およびこれらの組合せからなる群から選択される
。一部の実施形態では、上記HAHA誘導性の抗体が、危険性の高い遺伝子によってコードさ
れている。一部の実施形態では、上記危険性の高い遺伝子が、VH3-9、VH3-13、VH3-64、
および何らかのこれらの組合せからなる群から選択される。
【００２６】
　本発明の別の態様は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答の誘導を抑制する薬剤を得るためのス
クリーニングの方法である。この方法は、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体の、トラン
スジェニックマウスによる産生が可能となるように設計されたヒト遺伝子を含むトランス
ジェニックマウスに、HAHA誘導性の抗体を投与する工程と、上記トランスジェニックマウ
スに候補HAHA阻害剤を投与する工程と、この結果生じるHAHA応答が抑制されているかどう
か、HAHA応答を可能にするのに十分な時間の後に観測する工程とを含む。一部の実施形態
では、上記HAHA誘導性の抗体が、危険性の高い遺伝子によってコードされた抗体である。
一部の実施形態では、上記HAHA誘導性の抗体が、危険性の高いV遺伝子を有する抗体であ
る。一部の実施形態では、上記HAHA誘導性の抗体が、完全ヒト抗体を産生できるトランス
ジェニックマウスによって生成される。一部の実施形態では、上記HAHA誘導性の抗体に結
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合する抗体の産生によってHAHA応答をモニターする。一部の実施形態では、HAHA誘導性の
抗体をトランスジェニックマウスに投与する前に、候補HAHA阻害剤をトランスジェニック
マウスに投与する。一部の実施形態では、複数の候補HAHA阻害剤をトランスジェニックマ
ウスに投与する。
【００２７】
　本発明の別の態様は、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体と、T細胞エピトープ(TCE)分
子とを含む抗体組成物であって、その際、上記TCE分子は上記抗体に連結されている。一
部の実施形態では、上記抗体組成物が、上記抗体に結合した複数の抗原物質をさらに含む
。一部の実施形態では、上記抗原物質がマレイミド基によって抗体に結合されている。
【００２８】
　本発明の別の態様は、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答がトランスジェニックマウスで検出さ
れる確率を増大させる方法であって、この方法は、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体に
抗原物質を結合させる工程と、完全ヒト抗体または完全ヒト化抗体を産生できるトランス
ジェニックマウスに、結合した抗原物質および抗体を投与して、上記の組合せがHAHA応答
を誘導するかどうか判定する工程とを含む。一部の実施形態では、上記トランスジェニッ
クマウスがヒト免疫グロブリンV遺伝子を含み、かつ、マウス免疫グロブリンV遺伝子をも
たない。一部の実施形態では、上記トランスジェニックマウスが、本質的に、完全ヒト抗
体または完全ヒト化抗体を受容することになっている宿主が有するのと同じセットのV遺
伝子からなる1セットのV遺伝子を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
　一般集団または宿主で過小評価されている抗体遺伝子が、そのような遺伝子によってコ
ードされている治療用抗体の免疫原性に寄与することがある(例えばHAHA応答)のが発見さ
れた。これらの遺伝子の同定および特性分析は、治療用の候補モノクローナル抗体を評価
する際に補助となであろうし、それを、前臨床開発の時点での危険因子として組み込むこ
とができる。この情報は、HAHA応答が起こる危険性を推算するのに使用できるだけでなく
、抗体の生成にも使用することができる。したがって、ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導
する危険性が低下している抗体を容易に生成および同定することができる。
【００３０】
　一般的に、抗体がHAHA応答を誘導する危険性を判定することのできる2つのレベルがあ
り、そのうちの1つが個体であり、もう1つが1つの集団全体にわたるものである(但し、一
部の実施形態では、1つの集団が1個体の集団である場合がある)。
【００３１】
　一態様では、特定の抗体(例えば抗体遺伝子セット)をコードしうる遺伝子を患者または
宿主体内の遺伝子(例えば宿主遺伝子セット)と比較することによって、特定の患者または
宿主におけるHAHA応答を誘導する危険性が高い抗体を同定することができる。上記抗体を
コードする遺伝子と同一の遺伝子を患者または宿主が有する場合、および、宿主で上記遺
伝子が発現される場合には、上記抗体が危険性の低い抗体でありうる。上記遺伝子または
上記抗体遺伝子によってコードされたタンパク質を宿主がもたない場合には、上記の特定
の抗体によって宿主でHAHA応答が起こる危険性がある。したがって、抗体を投与する前に
、この薬物の有効性を無効にするか、あるいは重度または生命に関わるアレルギー反応を
引き起こすであろうHAHA応答の起こる確率を低下させるために、患者をプレスクリーニン
グすることが可能であろう。
【００３２】
　一態様では、集団内の個体で抗体がHAHA応答を誘導する危険性を判定することができる
。集団レベルでは、抗体が与えられた場合に、集団内の個体がHAHA応答を経験する危険性
を評価するのに、その集団における上記遺伝子の頻度を用いることができる。したがって
、上記の方法および組成物は、HAHA応答の危険性を判定するのに、様々なレベルで用いる
ことができる。
【００３３】
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　一部の実施形態は、抗体が個体でヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性を低下さ
せる方法およびシステムに関する。
【００３４】
　一態様では、患者または患者の集団でHAHA応答を誘導する危険性が低下するように抗体
を最適化する方法がその実施形態に含まれる。この方法では、抗体の最適化を、その抗体
が免疫グロブリン遺伝子ファミリーに属する1つまたは複数の「危険遺伝子」によってコ
ードされているかどうかを特定することによって行う。これが該当する場合には、患者に
投与された際にその抗体がヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する可能性を低下させるため
に、そのDNAまたはその危険遺伝子によってコードされているタンパク質を改変する。
【００３５】
　一実施形態では、危険遺伝子が上記抗体の可変ドメインの少なくとも一部をコードする
。危険遺伝子は、上記抗体の重鎖または軽鎖のどちらかの免疫グロブリン可変(「V」)領
域をコードすることがより好ましい。危険遺伝子は、重鎖V遺伝子(VH)遺伝子をコードす
るものでよい。危険遺伝子は、VH3遺伝子をコードすることがさらになお好ましい。別の
実施形態では、危険遺伝子が、DまたはJ遺伝子である。別の実施形態では、危険遺伝子が
、軽鎖V遺伝子(VL)またはJ遺伝子である。危険遺伝子は、VH3-9、VH3-13、およびVH3-64
から選択されることが好ましい。
【００３６】
　本発明の一部の実施形態は、ある特定のVファミリー遺伝子によってコードされている
抗体が、他のV遺伝子によってコードされている抗体よりHAHA応答を誘導する可能性が高
いという発見に関する。実施形態はさらに、あるV遺伝子に由来するあるタンパク質断片
によってHAHA応答が誘発される可能性が高いかどうか特定することが可能であるという発
見に関する。これは、そのV遺伝子によってコードされているタンパク質の一部を含有す
る抗体を投与することになっている集団内の個体相互で、そのV遺伝子がどの程度一般的
であるか検査することによって判定できる。集団全体に出現するV遺伝子およびそれらに
よってコードされているタンパク質は、HAHA応答を誘発する可能性があまり高くない。反
対に、集団内で希少なV遺伝子およびそれらの産物タンパク質は、HAHA応答を誘発する危
険性がより高い。
【００３７】
　各抗体が、V遺伝子ファミリーの特定のメンバーによってコードされている部分を含有
しているので、特定のV遺伝子によってコードされている抗体を得るためにスクリーニン
グすることが可能である。したがって、特定の集団または個体用の抗体が免疫原性(危険
性が高い)のV遺伝子によってコードされていることが既知である場合には、潜在的治療用
抗体としては、それを除外することができる。同様に、特定の集団用に免疫原性でない(
危険性が低い)ことが既知である抗体がV遺伝子によってコードされている場合には、抗体
療法に適した候補として、それを選択することができる。これは、各抗体が所望の機能を
有し、かつ、各抗体が、HAHA応答を誘導する危険性の低いものである、様々な抗体の大規
模なプールの構築を可能にしうる。ある集団で、HAHA応答を誘導する危険性が比較的に高
いのはどの抗体であるか選択または特定できることによって、そして、抗体のプールから
それらを排除することによって、HAHA応答が起こることに関して多大な懸念をもたずに、
多数の様々な抗体を生成および使用することができる。
【００３８】
　別の態様では、上記方法が、危険性の低い特定の遺伝子(最小出現頻度より高い頻度で
出現する遺伝子、またはその個体に存在する遺伝子)の選択に関する。その後、これらの
遺伝子に由来する抗体産物は、患者でHAHA応答を誘導する危険性が低いとみなされる。危
険性の低い遺伝子の選択、または危険性の高い遺伝子の排除は、DNAに関する実施形態だ
けではなく、その遺伝子によってコードされたタンパク質に関する実施形態にも適用され
ることを認識するべきである。したがって、この態様には、危険性の低い遺伝子によって
コードされている危険性の低い抗体を選択する方法も含まれる。
【００３９】
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　別の態様では、上記方法は、特定の患者用の抗体を選択して、その抗体がその患者でHA
HA応答を誘導する危険性を最小にすることを対象とする。この態様では、例えば、患者に
投与されることになっている抗体をコードする遺伝子セット(抗体遺伝子セット)を、患者
における、ゲノムの抗体遺伝子情報、発現された抗体遺伝子情報、または両方を併せた抗
体遺伝子情報(宿主遺伝子セット)と比較する。この様にして、患者のゲノムまたは発現抗
体レパートリーに存在することが既知である遺伝子によってコードされている投与する抗
体を選択することができる。一実施形態では、患者を最初に分析して、その患者の抗体を
コードするのに使用されているV遺伝子の存在を判定する。例えば、その患者で、抗体を
コードするのにVH3-13遺伝子が使用されている場合、そのVH遺伝子を用いた抗体は、その
患者でHAHA応答を誘発する危険性が高くないので、それらを投与することができる。これ
は、配列または遺伝子の比較によって、あるいは、V遺伝子使用と例えば民族的背景との
間の相関データの使用によって実現できる。
【００４０】
　別の態様では、上記方法は、患者の状態のさらなるカスタマイズおよび分析を可能にす
るために、HAHA応答が起こる可能性を判定することを対象とする。この可能性を知ること
によって、患者および医療提供者(care provider)は、その抗体の使用の費用便益分析に
関して、より多くの情報に基づいた推測を行うことが可能となる。それは、将来に起こり
うる問題に関する追加の情報を提供し、有害な副作用がありそうな場合に、何らかのその
ような副作用が現れる前に、患者がHAHA予防処置を開始するのを可能にするであろう。
【００４１】
　別の態様では、動物システムまたは抗体ディスプレイシステムなどのカスタマイズされ
たシステムを介して、危険性の低い抗体を生成する方法を提供する。例えば、同定された
特定の集団と同じ遺伝子プロフィールまたは遺伝子セットを有するXenoMouse(登録商標)
マウスを作製することができる。同様に、HAHAを誘発する可能性が低いと評価されるV遺
伝子からのV領域フレームワークのみを使用するために、一定数のV領域フレームワークを
用いた抗体ディスプレイライブラリーを事前に選択することもできる。したがって、この
カスタマイズされた動物またはディスプレイライブラリーから生成されたいかなる抗体も
、その集団にとって危険性の低い遺伝子である遺伝子に由来するものであろう。それによ
って、危険性の高い遺伝子ではない遺伝子によってコードされた、所望の特性を有する抗
体が生成される。
【００４２】
　別の態様では、抗体がHAHA応答を誘導するかどうか判定するのに、XenoMouse(登録商標
)マウスまたはそのカスタマイズバージョンが使用できる。XenoMouse(登録商標)マウスは
、潜在的宿主(または宿主集団)と同一の遺伝子セットもつことができるので、候補抗体を
XenoMouse(登録商標)マウスに投与して、HAHA応答があるかどうか観察することによって
、そのような応答が宿主で起こるかどうか判定することができる。
【００４３】
　別の態様では、最適化された抗体の様々な遺伝子を決定または選択するのに有用な情報
の様々なデータベースを企図する。本明細書で企図されているデータベースには、いくつ
かの広範なタイプがある。集団内の遺伝子の出現頻度の一般的概念を提供する正規化され
た宿主V遺伝子プロフィールが存在する。好ましい一実施形態では、上記V遺伝子が、重鎖
V遺伝子または軽鎖V遺伝子である。他のデータベースは、D遺伝子およびJ遺伝子を含むか
、それらを対象としたものである。好ましい一実施形態では、各遺伝子への危険値の予測
および指定に上記出現頻度を用いる。出現頻度が低いほど、集団でのHAHA応答の危険性が
高い。
【００４４】
　上記危険性は、様々な様式で集団と相関しうる。一実施形態では、遺伝子の頻度が個体
の民族的背景と相関している。別の実施形態では、遺伝子の頻度は、患者の既往歴に基づ
いて、個体がHAHA応答を有する危険性と相関している。既知のセットの遺伝子を有する抗
体を、患者の集団でその抗体がHAHA応答を誘導した発生頻度と比較することによって、そ
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のようなデータベースを作成することができ、したがって、これらのデータベースを作成
する方法も企図されている。さらに、遺伝子クラスター化による相関関係、予測されるタ
ンパク質配列、予測されるタンパク質構造、結合に必要な遺伝子配置、および予測される
、遺伝子改変の影響などの追加情報を、これらのデータベースで保存または検査すること
もできる。これらのデータベースは、高頻度(HAHA応答を誘導する危険性が低い)遺伝子と
、低頻度(HAHA応答を誘導する危険性が高い)遺伝子の両方を決定するのに有用でありうる
。
【００４５】
　ヒト抗ヒト抗体応答を誘導する確率の低下を示す様々な最適化された抗体の組成物も存
在する。これらの組成物には、アミノ酸および核酸の両方における遺伝子最適化を受けた
抗体が含まれ、それらは実質的に純粋なものである場合もある。本明細書に記載の方法に
よって産生、最適化、または選択された抗体も企図されている。通常の遺伝子または危険
性の低い遺伝子のみを含有する遺伝子最適化された抗体も企図されており、選択されたV
遺伝子の中に希少な遺伝子を有し、上記希少な遺伝子がタンパク質として機能的に発現さ
れていない遺伝子最適化された抗体も企図されている。これらの遺伝子最適化された抗体
の変種も企図されている。
【００４６】
　一実施形態では、「遺伝子最適化された」または「危険性の低い」抗体を、抗体遺伝子
セットまたは遺伝子プールから、宿主遺伝子プロフィールまたは正規化された宿主遺伝子
プロフィールで一般的な遺伝子を選択することによって産生する。好ましい一実施形態で
は、上記遺伝子がV遺伝子であり、上記宿主遺伝子プロフィールが宿主V遺伝子プロフィー
ルである。一実施形態では、上記遺伝子最適化された抗体を、XenoMouse(登録商標)マウ
スまたはそのカスタマイズバージョンから産生する。
【００４７】
　一態様では、本明細書に開示の方法または組成物のいずれも、HAHA応答の危険性を低下
させるだけではなく、免疫原性の危険性を全般的に低下させるのにも使用することが企図
されている。さらに好ましい実施形態では、本明細書に開示の方法および組成物は、ヒト
化抗体、ならびにキメラおよび非ヒト抗体の免疫原性の危険性を低下させるのに企図され
ている。
【００４８】
　別の態様では、HAHA応答の危険性を低下させる際に使用することになっている方法およ
び組成物を、HAHA応答の危険性を増大させるのに用いることもできる。
【００４９】
　別の実施形態では、重鎖のD遺伝子およびJ遺伝子、ならびに軽鎖のJ遺伝子およびV遺伝
子、さらに、これらの遺伝子の組合せを分析することができ、この開示で使用できるVH遺
伝子として用いることができる。
【００５０】
　(定義)
　HAHA応答は、抗体のヒト部分に対するヒト宿主、またはその等価物の免疫原性の応答で
ある。上記抗体は、任意の供給源から得られた完全ヒト抗体でよく、例えば、ヒトまたは
XenoMouse(登録商標)マウスで産生された抗体でよい。上記抗体は、その抗体の何らかの
部分がヒトである限り、ヒト化されたものでもよい。一部の実施形態では、ヒト宿主の等
価物がXenoMouse(登録商標)マウスである。したがって、XenoMouse(登録商標)マウスは、
例えば、投与されたヒト抗体、ヒト化抗体、ヒトタンパク質配列を含有するか、もしくは
ヒト核酸配列によってコードされている抗体、またはXenoMouse(登録商標)マウス抗体に
対してHAHA応答を有することができる。
【００５１】
　HAHA応答は、危険遺伝子によってコードされているタンパク質によって誘導される可能
性が最も高いが、分析およびデータ収集の多くは、遺伝子レベルでの比較を含みうる。こ
の理由から、そして開示を容易にするために、「V遺伝子」、「危険性の高い遺伝子」、
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および「危険性の低い遺伝子」という用語は、遺伝物質のみを記述するのではなく、その
遺伝物質によってコードされているタンパク質を記述するのにも使用することがある。し
たがって、本明細書の目的では、抗体タンパク質が「危険性の高い遺伝子を有するか、も
しくは含む」ことができる。これは、抗体タンパク質がDNAの断片に結合していることを
示唆するものではない。むしろ、それは、その抗体が、それらの遺伝子によってコードさ
れうるタンパク質断片を含有するという事実を示す。この実施形態の多くの特徴の1つは
、遺伝子(またはその遺伝子によってコードされたタンパク質)と、HAHAの危険性との間の
相関関係であるので、実際の遺伝子に言及するのか、あるいはそのタンパク質について論
じるのかにかかわらず、これらの構造は、一般的に、遺伝子の単位で論じるのが好都合で
ある。したがって、「VH3-9遺伝子を有する抗体」は、実際には、その抗体の中にVH3-9遺
伝子によってコードされたタンパク質断片があることを意味する。しかし、「遺伝子」と
いう用語のこのような使用は、ある種(例えば抗体)のタンパク質について記述する場合に
のみ適用される。したがって、別段の指定がない限り、VH3-9遺伝子を有するマウス、ま
たはVH3-9遺伝子を有するベクターは、実際のDNA物質を指す。さらに、一部の実施形態で
は、「危険性」という用語を、「可能性」という用語で置換することができる。したがっ
て、例えば、HAHA応答が起こる可能性を決定すること、あるいは、HAHA応答を誘導する確
率の高い遺伝子を同定または操作することができる。当業者ならば理解するであろうが、
これらの用語は、状況によって、互換性をもって使用されうる。
【００５２】
　「宿主V遺伝子プロフィール」は、潜在的な宿主または患者のV遺伝子セットを指す。上
記プロフィールは、宿主の遺伝子型に関する情報を有し、それらの遺伝子が、宿主で、タ
ンパク質形態またはmRNAの形態で出現する頻度に関する情報を有する場合もある。プロフ
ィールは、個体または集団に関して存在しうる。そのようなプロフィール、それを構成す
る生データ、およびプロフィールの代替的変形形態の例を図1A～Dに示す。抗体内の遺伝
子を、宿主V遺伝子プロフィールにある遺伝子と比較することによって、その潜在的な遺
伝子が、その宿主で一般的であるかどうか判定でき、それによって、その遺伝子がHAHA応
答を誘導する可能性が高いかどうか判定できる。同様に、上記プロフィールにある遺伝子
の使用の頻度を抗体内の遺伝子と比較すれば、HAHA応答が起こる確率がより大きなもので
あるかどうか判定できる。「宿主V遺伝子セット」は、個体に関する「宿主V遺伝子プロフ
ィール」と互換性をもって使用することができ、単に、宿主の関連遺伝子セットを指す。
【００５３】
　「正規化された宿主V遺伝子プロフィール」は、何らかの基準によって正規化された宿
主V遺伝子プロフィールを指す。正規化された宿主V遺伝子プロフィールは、多くの様々な
方法で正規化されたものでありうる。例えば、単純なレベルでは、それは、ある遺伝子が
任意の所与の集団に出現する頻度を示すために何人かにわたって正規化されたものである
。「家族」に関して正規化された宿主V遺伝子プロフィールは、遺伝学的に近縁な家族の
構成員にどの遺伝子がどのような頻度で出現するかを決定するために、それら家族構成員
の宿主V遺伝子プロフィールを使用するものとなる。民族に関して正規化された宿主V遺伝
子プロフィールは、特定の民族における特定の遺伝子の平均出現頻度を決定するために、
上記特定の民族の様々な構成員を比較するものとなる。「ヒト」に関して正規化された宿
主V遺伝子プロフィールは、相対的な出現頻度を評価したものとなり、宿主がヒトでなけ
ればならないという事実を別にして、定義における他のいかなる特徴ももたない。正規化
された宿主V遺伝子プロフィールは、どの遺伝子が危険遺伝子であるか、そして、どの遺
伝子が少なくとも通常の程度の出現頻度で出現するかの判定を可能にする。正規化された
宿主V遺伝子プロフィールは、様々な人々の遺伝子を含有するであろうから、その結果は
、その集団全体における各遺伝子の出現頻度として集計される。非ヒト生物に関しては、
他のプロフィールも存在する場合がある。例えば、ネコ、ネズミ、ブタ、イヌ、ウマなど
に関して、正規化された宿主V遺伝子プロフィールを作成することができよう。生物種に
またがった宿主V遺伝子プロフィールを作成することもできる。これらのプロフィールは
、V遺伝子、またはV遺伝子の機能的な等価システムを含有するいかなる生物にも使用でき
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る。正規化された宿主V遺伝子プロフィールが大きいほど、遺伝子最適化された抗体それ
ぞれのカスタマイズの程度が低くなり、それによって、その遺伝子最適化された抗体がHA
HA応答を誘導する可能性が高くなるであろう。これらの比較的大きな正規化されたプロフ
ィールから選択された遺伝子最適化抗体は、「普遍的遺伝子最適化抗体」を産生するのに
用いることができる。これらの抗体は、宿主動物でHAHA応答を誘導する危険性の低いもの
でありうるが、それでもなお、様々な宿主V遺伝子プロフィールを有する多くの様々な生
物または患者に使用することができる。これらの普遍的に最適化されたV遺伝子抗体遺伝
子は、治療される患者のV遺伝子プロフィールの決定が好都合でない場合に有用であるこ
とがある。
【００５４】
　ある集団において、「危険遺伝子」とは、正規化された宿主V遺伝子プロフィールにお
けるその出現頻度が低いため、抗体内でのその存在が、患者でHAHA応答を誘導する顕著な
危険性を示す遺伝子である。一実施形態では、危険遺伝子は、遺伝子プロフィールに1%未
満のときに出現する。別の実施形態では、ある遺伝子の出現頻度が、正規化された宿主V
遺伝子プロフィールの約100%未満、例えば、2%、3%、4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%、11%
、12%、13%、14%、15%、30%、49%、50%、70%、または99%である場合に、その遺伝子が危
険遺伝子であるとみなされる。これは、「危険性の高い遺伝子」とも呼ばれる。一実施形
態では、危険遺伝子は、所定の出現頻度より少ない出現頻度で出現する任意の遺伝子であ
る。個体では、「危険性の高い遺伝子」は、その個体がもたない遺伝子、またはタンパク
質を発現しない遺伝子である。当業者に理解されているように、危険性の高い遺伝子は、
それ自体がHAHA応答を誘導する原因でない場合もある。本明細書で使用される場合、「危
険性の高い遺伝子」という用語は、その遺伝子によってコードされているタンパク質によ
って、HAHA応答が誘導される危険性が高いという事実を示す。しかし、この情報を取得し
、それを適用できる様々な技法が存在するため、これらの遺伝子を、単に危険性の高い遺
伝子と呼ぶ方が、危険性の高い遺伝子によってコードされたタンパク質と呼ぶより、むし
ろ簡単かつ正確であることが多い。
【００５５】
　「危険性の低い遺伝子」は、HAHA応答を誘導する顕著な危険性を示さない遺伝子である
。別法では、HAHA応答を誘導する危険性を、危険性の低い遺伝子が実際に低下させること
もある。集団では、これらの遺伝子を、宿主V遺伝子プロフィールにおける、それらの一
般的な出現頻度によって同定することができる。ある遺伝子が少なくとも約1～100%、例
えば、1%、5%、10%、15%、20～29%、30～39%、40～49%、50～59%、60～69%、70～79%、80
～89%、90～94%、95%、99%、100%の頻度で出現する場合、その遺伝子は危険性の低い遺伝
子である。危険性の低い遺伝子は、「通常の遺伝子」と呼ぶこともできる。一実施形態で
は、危険性の低い遺伝子は、ある集団で、最小または所定の出現頻度より高い頻度で出現
する遺伝子である。個体では、危険性の低い遺伝子は、その個体によって発現される遺伝
子であって、そのため、HAHA応答の危険性が低い。当業者に理解されているように、危険
性の低い遺伝子は、それ自体がHAHA応答を誘導しないことの原因ではないことがある。本
明細書で使用される場合、「危険性の低い遺伝子」という用語は、その遺伝子によってコ
ードされているタンパク質によってHAHA応答が誘導される危険性が低いという事実を示す
。しかし、この情報を取得し、それを適用できる様々な技法が存在するため、これらの遺
伝子を、単に危険性の低い遺伝子と呼ぶ方が、危険性の低い遺伝子によってコードされた
タンパク質と呼ぶより、むしろ簡単であることが多い。当業者ならば理解するであろうが
、最小の出現頻度は、特定の状況と、患者にとって望ましい治療とに応じて異なる場合が
ある。当業者ならば、この開示に照らして、望ましい最小の出現頻度(または所定の出現
頻度)を容易に決定または設定することができよう。上述の通り、一部の実施形態では、
「危険性が低い」または同様の用語は、「可能性が低い」という用語で置換することがで
きる。
【００５６】
　「抗体遺伝子セット」は、特定の1つまたは複数の抗体をコードする遺伝子セットであ
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る。この遺伝子セット全体を「最適化する」ことができ、これは、この遺伝子セットの遺
伝子の組成が、可能性のある宿主遺伝子セット(例えば個体または集団の宿主V遺伝子プロ
フィール)とある程度の類似性を共有することを意味する。この遺伝子セットは、重鎖のV
、D、およびJ遺伝子、ならびに軽鎖のVおよびJ遺伝子からなる。遺伝子セットは、上記遺
伝子のすべてを含むこともある。
【００５７】
　「V遺伝子」は、免疫グロブリン可変領域遺伝子である。
【００５８】
　ヒト免疫グロブリンVH(可変、重鎖)の生殖系列レパートリーには、少なくとも123のエ
レメントが含まれ(Matsudaら、J Exp Med.、188、2151～2162頁(1998))、これらのうち、
41が機能遺伝子を表す。いくつかの研究は、多型およびレパートリー発現について、時に
民族性、年齢、または性別との関連において取り組んだ。これらの報告は、単一またはご
くわずかなドナーに依存するもの(Hufnagleら、Ann N Y Acad Sci.、764、293～295頁(19
95); Demaisonら、Immunogenetics、42、342～352頁(1995); Wangら、Clin Immunol.、93
、132～142頁(1999); Raoら、Exp Clin Immunogenet.、13、131～138頁(1996); Brezinsc
hekら、J Immunol.、155、190～202頁(1995); および、Rassentiら、Ann N Y Acad Sci.
、764,463～473頁(1995))、白血病または自己免疫性患者を分析したもの(Dijk-Hardら、J
 Autoimmun.、12、57～63頁(1999); Logtenbergら、Int Immunol.、1、362～366頁(1989)
; Dijk-Hardら、Immunology、107、136～144頁(2002); Liら、Blood、103、4602～4609頁
(2004); Messmerら、Blood、103、3490～3495頁(2004); Johnsonら、J Immunol.、158、2
35～246頁(1997))、限定された数の遺伝子に注目したもの(Pramanikら、Am J Hum Genet.
、71、1342～1352頁(2002); Raoら、Exp Clin Immunogenet.、13、131～138頁(1996); Hu
angら、Mol Immunol.、33、553～560頁(1996); および、Sassoら、Ann N Y Acad Sci.、7
64、72～73頁(1995))、あるいは、使用されたVH遺伝子をファミリーによって分類したも
の(Hufnagleら、Ann N Y Acad Sci.、764、293～295頁(1995); Rassentiら、Ann N Y Aca
d Sci.、764、463～473頁(1995); Logtenbergら、Int Immunol.、1、362～366頁(1989); 
Ebelingら、Int Immunol.、4、313～320頁(1992)); および、Feuchtenbergerら、J Immun
ol Methods、276、121～127頁(2003))であった。VHに加えて、様々なVL(可変、軽鎖)遺伝
子も企図されている。VL遺伝子には、Vkappa遺伝子座によってコードされているものと、
Vlambda遺伝子座によってコードされているものとがある。この開示を前提として、当業
者ならば、現行の教示を適用して、様々なVlambda遺伝子に関する様々なHAHA関連の問題
を決着できるであろう。これらのV遺伝子の様々な配列が配列番号15～266に含まれており
、VH、Vlambda、およびVkappaの様々な遺伝子それ自体の一部が図8ならびに図17A～17I、
18A～18P、19A～19G、20A～20L、21A～21F、および22A～22Jに示されている。
【００５９】
　「最適化された遺伝子」は、抗体内(抗体の一部をコードする点において)、および潜在
的宿主の遺伝子の両方に存在する遺伝子である。この遺伝子がV遺伝子である場合、それ
が、「正規化された宿主V遺伝子プロフィール」にあるなら、あるいは、同様に個体がそ
のV遺伝子を有するなら、その遺伝子を最適化することができる。そのような遺伝子は、
本明細書で論じたいくつかの例外を除いて、通常、「危険性の低い」遺伝子と考えられる
。ある遺伝子が宿主にとって危険性の低い遺伝子であると同定された場合、その遺伝子を
最適化することができる。別法では、抗体内の遺伝子と宿主遺伝子プロフィールとを比較
した後に、その遺伝子が宿主遺伝子プロフィールの遺伝子に、より正確に類似するように
、その遺伝子を改変した場合に、その遺伝子を最適化することができる。例えば、ある抗
体のある遺伝子が宿主遺伝子プロフィールに存在しないかもしれず、その場合、その遺伝
子の欠失によって、それが最適化されることとなる。
【００６０】
　「遺伝子最適化された抗体」は、少なくとも1つの危険性の低い遺伝子を有する抗体で
ある。遺伝子最適化された抗体は、作製または選択することができる。V遺伝子最適化さ
れた抗体が作製された場合、その抗体は、宿主V遺伝子プロフィールにとって危険性の低
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い少なくとも1つの遺伝子を含有する。遺伝子最適化された抗体が選択された場合、その
抗体では、危険性の低い遺伝子が相対的に増加しているか、あるいは危険性の高い遺伝子
が相対的に減少している。一実施形態では、遺伝子最適化された抗体は、その抗体の遺伝
子セットおよび潜在的宿主の遺伝子によって定義される類似性に基づいて選択された抗体
である。別の実施形態では、遺伝子最適化された抗体は、潜在的宿主のV遺伝子プロフィ
ールと異なる遺伝子をできるだけ少なく含有するように構築または作製された抗体である
。別の実施形態では、D遺伝子が宿主D遺伝子プロフィールに出現する場合に、その遺伝子
が最適化されていることとなる。別の実施形態では、J遺伝子が宿主J遺伝子プロフィール
に出現する場合に、その遺伝子が最適化されていることとなる。
【００６１】
　本明細書で使用される場合、従来の20種のアミノ酸およびそれらの簡略名は、慣例的用
法に従ったものである。「Immunology - A Synthesis」(第2版、E.S. GolubおよびD.R. G
ren編、Sinauer Associates社、Sunderland, Mass. (1991))を参照のこと。従来の20種の
アミノ酸の立体異性体(例えばDアミノ酸)、α-アミノ酸、α-二置換アミノ酸、N-アルキ
ルアミノ酸、乳酸、および他の通常にはないアミノ酸などの非天然のアミノ酸も、本発明
のポリペプチドの適切な構成要素でありうる。通常にはないアミノ酸の例には、4-ヒドロ
キシプロリン、γ-カルボキシグルタメート、ε-N,N,N-トリメチルリシン、ε-N-アセチ
ルリシン、O-ホスホセリン、N-アセチルセリン、N-ホルミルメチオニン、3-メチルヒスチ
ジン、5-ヒドロキシリシン、σ-N-メチルアルギニン、および他の同様のアミノ酸および
イミノ酸(例えば4-ヒドロキシプロリン)が含まれる。本明細書で使用するポリペプチド表
記法では、標準的用法および慣習に従って、左方向がアミノ末端の方向であり、右方向が
カルボキシ末端の方向である。
【００６２】
　同様に、別段の指定がない限り、一本鎖ポリヌクレオチド配列の左側末端が5'末端であ
り、二本鎖ポリヌクレオチド配列の左方向を、5'方向と呼ぶ。新生RNA転写産物における5
'から3'への付加の方向を転写方向と呼び、RNAと同じ配列を有するDNA鎖上にあって、RNA
転写物の5'末端に対して5'側にある配列領域を「上流配列」と呼び、RNAと同じ配列を有
するDNA鎖上にあって、RNA転写物の3'末端に対して3'側にある配列領域を「下流配列」と
呼ぶ。
【００６３】
　「抗体」または「抗体ペプチド」という用語は、完全な抗体、または特異的な結合に関
して完全な抗体と競合する、その結合性断片を指す。結合性断片は、組換えDNA技法、ま
たは完全な抗体の酵素的もしくは化学的切断によって産生する。結合性断片には、Fab、F
ab'、F(ab')2、Fv、および一本鎖抗体が含まれる。結合性断片には、単一VHドメインディ
スプレイライブラリーから産生されるもの、またはラクダ抗体から派生したものなどの「
単一ドメイン」抗体も含まれる。「二重特異性」または「二機能性（bifunctional）」の
抗体以外の抗体は、それぞれ同一の結合部位を有するものと理解されている。カウンター
受容体に結合した受容体の数量を、過剰量の抗体が少なくとも約20%以上、40%以上、60%
以上、または80%以上、通常約85%超(in vitro競合結合アッセイによって測定される)減少
させた場合に、その抗体は、カウンター受容体への受容体の結合を実質的に阻害する。抗
体は、結合を阻止できるだけでなく、結合および様々な酵素過程を補助することもできる
。さらに、通常はリガンドが行うように受容体を単独で活性化できる抗体を作製すること
ができる。
【００６４】
　抗体の基本的構造単位が四量体を含むものであることが知られている。各四量体は、各
対が1本の「軽」鎖(約25kDa)および1本の「重」鎖(約50～70kDa)を有する同一な2対のポ
リペプチド鎖で構成されている。各鎖のアミノ末端部分は、主として抗原認識に関与する
約100～110アミノ酸以上の可変領域を含有する。重鎖のカルボキシ末端部分は、主として
エフェクター機能に関与する定常領域を定める。ヒト軽鎖は、κ軽鎖またはλ軽鎖のどち
らかに分類される。重鎖は、μ、δ、γ、α、またはεに分類され、抗体のアイソタイプ
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をそれぞれIgM、IgD、IgG、IgA、およびIgEに定める。軽鎖および重鎖の中では、可変領
域および定常領域が、約12アミノ酸以上の「J」領域によって連結され、重鎖は、約10ア
ミノ酸以上の「D」領域をさらに含有する。全般的に、「Fundamental Immunology」、Ch.
 7 (Paul, W.編、第2版、Raven Press社、N.Y. (1989))を参照のこと。各軽鎖/重鎖対の
可変領域が抗体結合部位を形成する。
【００６５】
　したがって、完全な抗体は、抗体のアイソタイプに応じて、2～10箇所の結合部位を有
する。二機能性または二重特異性の抗体を除けば、それらの結合部位は同一である。
【００６６】
　軽鎖および重鎖はすべて、比較的保存されたフレームワーク領域(FR)が、相補性決定領
域またはCDRとも呼ばれる3本の超可変領域によって連結されている同一の一般構造を示す
。各対における2本の鎖のCDRがフレームワーク領域によって整列され、特定のエピトープ
への結合が可能となる。軽鎖および重鎖の両方が、N末端からC末端の方向に、FR1、CDR1
、FR2、CDR2、FR3、CDR3、およびFR4ドメインを含む。各ドメインへのアミノ酸の帰属は
、「Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest」(米国国立衛生研究所(N
ational Institutes of Health)、Bethesda, Md. (1987、1991))、またはChothiaおよびL
esk、J. Mol. Biol.、196、901～917頁(1987); Chothiaら、Nature、342、878～883頁(19
89)の定義に従ったものである。
【００６７】
　二重特異性または二機能性抗体は、2対の異なった重鎖/軽鎖対と、2箇所の異なった結
合部位とを有する人工的なハイブリッド抗体である。二重特異性抗体は、ハイブリドーマ
の融合またはFab断片の連結を含めた様々な方法で産生できる。例えば、Songsivilaiおよ
びLachmann、Clin. Exp. Immunol.、79、315～321頁(1990)、ならびに、Kostelnyら、J. 
Immunol.、148、1547～1553頁(1992)を参照のこと。二重特異性抗体の産生は、従来の抗
体産生に比べて、比較的に労力のかかる過程となることがあり、また、通常、二重特異性
抗体の収率および純度は低い。二重特異性抗体は、単一の結合部位を有する断片(例えばF
abおよびFv)の形態では存在しない。
【００６８】
　重鎖可変領域は、V、D、およびJ遺伝子セグメントからなり、それらが再編成されて、
その結果、可変領域の大きい多様性が生じる。哺乳類ゲノムには、V領域、D領域、および
J領域のそれぞれをコードしうる多重遺伝子が存在し、それらのいずれもが、組換え過程
で連結されて成熟した抗体鎖をコードすることができ、それによって、より大きな多様性
が生じる。同様に、軽鎖可変領域は、それぞれ、多数のJκまたはJλ遺伝子のうちのいず
れかを伴った、哺乳類ゲノムに存在する多数のVκおよびVλ遺伝子から選択されたVκ(す
なわちVkもしくはVkappa)遺伝子またはVλ(すなわちVlambda)遺伝子の組合せからなる。
重鎖および軽鎖の可変領域は、N配列の導入など、他の改変も行い、それによって、可変
領域の可変性および特異性をさらに増強する。したがって、VH領域は、いくつかの異なっ
た重鎖V、D、およびJ遺伝子からなるいずれか1つの組合せであり、VL領域は、いくつかの
異なった軽鎖VおよびJ遺伝子からなるいずれか1つの組合せであり、それらは、いくつか
の異なった機構によって生成および改変される。
【００６９】
　「エピトープ」という用語は、免疫グロブリンまたはT細胞受容体への特異的な結合、
または他の様式での分子との相互作用が可能なタンパク質決定部位のいかなるものも含ま
れる。エピトープ決定部位は、通常、アミノ酸、炭化水素、または糖側鎖などの、表面の
化学的に活性な分子群からなり、通常、特定の三次元の構造特性と、特定の荷電特性とを
有する。エピトープは、「線形」または「立体構造依存型」でありうる。線形エピトープ
では、タンパク質および相互作用分子(抗体など)が相互作用する点すべてが、そのタンパ
ク質の一次アミノ酸配列に沿って直線的に現れる。立体構造依存型エピトープでは、相互
作用する点が、相互に分離された、そのタンパク質上のアミノ酸残基全体にわたって現れ
る。解離定数が≦1μM、好ましくは≦100nM、そして最も好ましくは≦10nMのときに、抗
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体は抗原に特異的に結合するとされる。ひとたび抗原上の望ましいエピトープが決定され
たならば、そのエピトープに対する抗体を生成させることが可能である。あるいは、探索
過程中に、抗体の産生および特性分析によって、望ましいエピトープに関する情報が解明
されることがある。この情報から、同一のエピトープに結合するものを得るために抗体を
競合的にスクリーニングすることが可能となる。これを実現するための方法は、相互に競
合的に結合する抗体を見出すための交差競合試験を実施することであり、例えば、これら
の抗体は、抗原への結合に関して競合する。「結合」抗体をそれらの交差競合に基づいて
得るための高スループット法が、国際特許出願第03/48731号に記載されている。当業者な
らば理解するであろうが、抗体が特異的に結合できる事実上すべてのものがエピトープで
ありうるであろう。エピトープは、抗体が結合する残基を含むことができる。当業者なら
ば理解するであろうが、分子の形を形成する残基または側鎖が占有する空間は、何がエピ
トープであるかを判定するための補助となる。同様に、エピトープに関連したいかなる官
能基、ファンデルワールス相互作用、および側鎖の運動性の程度なども、すべてエピトー
プが実際に何であるかを決定することができる。したがって、エピトープには、エネルギ
ーの相互作用も含まれる場合がある。
【００７０】
　「パラトープ」という用語は、エピトープへの結合を決定する結合領域の一般構造を記
載するものとする。この構造は、結合領域がエピトープに結合するか否か、そして、どの
ような様式で結合するかに影響を与える。パラトープは、抗体またはその断片が抗原決定
基に結合する原因となる、抗体の抗原部位を指す場合がある。パラトープは、抗体のイデ
ィオトープ、およびエピトープに結合する相補性決定領域(CDR)も指す。
【００７１】
　「特異的に」または「選択的に（preferentially）」結合するという用語は、または同
様の語句は、その抗体が排他的にそのエピトープに結合することを意味するものではない
。むしろ、それによって意味されることは、エピトープへの抗体またはその変種の結合が
、その抗体が曝露されている他の少なくとも1つの物質への結合よりも高い程度で起こる
ことを意味する。
【００７２】
　「薬剤」という用語は、生体物質から作製された化学化合物、化学化合物の混合物、生
体高分子、または抽出物を指示するものとして本明細書で使用されている。
【００７３】
　本明細書で使用される場合、「哺乳動物」は、哺乳動物とみなされているいかなる動物
も指す。哺乳動物は、ヒトであることが好ましい。
【００７４】
　抗体を酵素パパインで消化すると、「Fab」断片としても知られている2つの同一な抗原
結合性断片と、抗原結合性活性をもたないが、結晶化能を有する「Fc」断片とが生じる。
抗体を酵素ペプシンで消化すると、F(ab')2断片が生じ、F(ab')2断片では、抗体分子の2
本の腕が連結された状態で残り、それらは、2箇所の抗原結合部位を含む。F(ab')2断片は
、抗原を架橋する能力を有する。
【００７５】
　本明細書で使用される場合、「Fv」は、抗原認識部位および抗原結合部位の両方を保持
する、抗体の最小断片を指す。これらの断片は、抗体の変種とみなすこともできる。
【００７６】
　本明細書で使用される場合、「Fab」は、軽鎖の定常ドメインと、重鎖のCH1ドメインと
を含む抗体の断片を指す。
【００７７】
　「mAb」という用語は、モノクローナル抗体を指す。
【００７８】
　本明細書で使用される場合、「標識」または「標識された」は、ポリペプチドへの検出
可能な部分、例えば放射性標識、蛍光標識、酵素標識、化学発光標識、またはビオチン基
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などの付加を指す。放射性同位元素または放射性核には、3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc
、111In、125I、131Iが含まれることがあり、蛍光標識には、ローダミン、ランタニド発
光体、またはFITCが含まれることがあり、そして、酵素標識には、ホースラディッシュペ
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が
含まれることがある。
【００７９】
　本明細書で使用される場合、「医薬品または薬物」という用語は、患者に適切に投与さ
れた際に、望ましい治療効果を誘導できる化学化合物または組成物を指す。本明細書にお
ける他の化学用語は、「The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms」 (Parker, S.
編、McGraw-Hill社、San Francisco (1985))に例示される、当技術分野における慣例的用
法に従って使用されている。
【００８０】
　本明細書で使用される場合、「実質的に純粋である」は、対象の化学種が、存在する中
で支配的な種である(すなわち、モルベースで、それが組成物中のいかなる他の個別の化
学種よりも豊富である)ことを意味し、好ましくは、実質的に精製された画分は、対象の
化学種が、存在するすべての高分子化学種の少なくとも約50パーセント(モルベース)を構
成する組成物である。通常、実質的に純粋な組成物は、組成物中に存在するすべての高分
子種の約80パーセント超、より好ましくは約85%、90%、95%、または99%超を構成する。最
も好ましくは、対象の化学種が、本質的に均質な状態(従来の検出法によって組成物中に
夾雑化学種を検出することができない)にまで精製され、組成物は、本質的に単一の高分
子種からなる。
【００８１】
　「患者」という用語には、ヒト対象、および獣医学対象が含まれる。
【００８２】
　「SLAM（登録商標）技法」という用語は、「選択リンパ球抗体法(Selected Lymphocyte
 Antibody Method)」を指す(Babcookら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、i93、7843～7848
頁(1996)、およびSchrader、米国特許第5627052号)。
【００８３】
　「XENOMAX(商標)」という用語は、XenoMouse(登録商標)マウスを用いたSLAM技法の使用
(以下に記載の通り)を指す。
【００８４】
　(危険性の高い遺伝子を同定する方法)
　患者、集団、または集団内の個体でHAHA応答を誘導する危険性が高い遺伝子またはその
危険性が低い遺伝子の同定は、その遺伝子が患者または集団でどの程度の頻度で出現する
かを決定することによって実現できる。集団および集団内の個体に関しては、集団で比較
的一般的なVH遺伝子が、集団におけるランダムな構成員でHAHA応答を誘導する危険性が低
い。集団で比較的希少な遺伝子は、宿主患者でHAHA応答を誘導する危険性が高い。同様に
、個体に存在するV遺伝子は、その個体にとって危険性の低い遺伝子であり、一方、個体
に存在しないV遺伝子は、その個体にとって危険性の高い遺伝子である。したがって、特
定の遺伝子を発現する抗体がHAHA応答をもたらすことになるか否かの判定は、ある集団に
特定の遺伝子が見出される頻度に関する情報を含有するデータベースによって行うことが
できる。一実施形態では、ある集団に関して、このデータベースは、正規化された宿主V
遺伝子プロフィールである。抗体の遺伝子セットを、この正規化された宿主V遺伝子プロ
フィールと比較することによって、危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝子の存在
を予測することができる。遺伝子構成において、その集団と患者との類似性が高い程、よ
り良い予測となるはずである。
【００８５】
　下記より詳細に論ずるように、危険性の高い遺伝子、危険性の低い遺伝子、およびそれ
らによってコードされた抗体は、実験的にも、例えば、宿主または宿主集団のもの以外に
V遺伝子をもたないXenoMouse(登録商標)マウスに候補抗体を投与することによっても測定
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することができる。XenoMouse(登録商標)マウスがHAHA応答を示すなら、その遺伝子、お
よびその遺伝子によってコードされた抗体は、危険性の高い遺伝子であろう。
【００８６】
　(正規化された宿主V遺伝子プロフィール)
　正規化された宿主V遺伝子プロフィールは、集団における遺伝子の頻度を反映する。こ
の相関を記載することができる代替手段がいくつかある。例えば、図1Aには、5人の異な
ったヒトの様々なV遺伝子の例が示されている。図1Aは、宿主の遺伝子うちの選択された
ものを表し、空間的な順序または他の配置におけるいかなる相関の示唆も意図したもので
はない。図1Bに示す通り、これから、あるいは、これの代わりに、プロフィールを集録す
るのに、タンパク質発現またはmRNAを使用することができる。この例では、遺伝子A、C、
D、およびEのみがmRNAまたはタンパク質として発現されている。図1Aのデータから、出現
頻度を決定することができ、その結果が図1Cに提示されている。別法では、患者における
遺伝子頻度の関数として出現頻度を得ることができ、その場合、遺伝子が0コピー、1コピ
ー、または2コピーで出現しうるという事実が上記の分析にさらに影響を与えるであろう
。
【００８７】
　さらに、遺伝子の頻度だけではなく、実際に発現されるタンパク質の頻度を考慮するこ
とも重要である場合がある。したがって、「正規化された宿主Vタンパク質プロフィール
」または「mRNAプロフィール」も、同様に、比較の適切な手段でありうる。好ましい一実
施形態では、正規化された宿主V mRNAプロフィールが決定されうる。これら最後の2つの
プロフィールは、それらの遺伝子が、一般的ではあるが、単純にタンパク質産物を産生し
ないことに関する危惧をなくすという追加の利益を有する。これは、抗体の改変がなけれ
ば通常は発現されていないかもしれない改変抗体内の遺伝子に特に重要であるかもしれな
い。したがって、抗体が改変されることになっている状況では、機能的に発現されないい
かなる遺伝子も除去することが有利である場合もある。それらの遺伝子の出現頻度は、図
1Dに見ることができる。ここでは、図1Bに示されている通り、A、C、D、およびEのみが転
写または翻訳されている。
【００８８】
　好ましい一実施形態では、実際には、各遺伝子から転写されたmRNAが、プロフィール相
互で検査および比較される単位である。したがって、正規化された宿主V mRNAプロフィー
ル、およびその使用は、企図されている実施形態である。当業者に理解されているように
、mRNAプロフィールは、遺伝子が転写されたかどうかを表すプロフィールが所望のときに
いつでも用いることができ、したがって、DNA配列より有用である場合がある。アミノ酸
配列もこのタイプの情報を提供するであろう。そして、アミノ酸配列は、保存されている
構造的に重要な領域を有する可能性がより大きいであろう。
【００８９】
　抗体タンパク質の頻度は、少なくとも2つのレベルで検査することができる。正規化さ
れたレベルでは、タンパク質の頻度は、特定の遺伝子のタンパク質産物が所与のヒトで産
生されているか否かによって決定される。別のレベルでは、それぞれのヒトの中で、特定
の遺伝子のタンパク質産物の使用頻度を検査する。この状況では、そのヒトの抗体の間で
一般的なタンパク質産物をその遺伝子が生成するなら、その遺伝子は、非常に高い出現頻
度を有し、したがって、危険性の低い遺伝子であろう。
【００９０】
　図1で生成された様々な頻度は、個体または集団における各遺伝子の出現をどのように
数えるかによって、生成される頻度が影響されることがあり、それによって、後の工程で
実施される過程も影響されうることを実証するものである。さらに、図1Cと図1Dとの比較
は、核酸ベースの遺伝子アプローチと、アミノ酸(またはmRNA)プロフィールアプローチと
の間で大きい相違が生じる可能性があることを明らかにする。正規化された宿主V遺伝子
プロフィールを対象とするすべての実施形態は、正規化された宿主Vタンパク質プロフィ
ールとしても作製でき、また、そうであることが好ましい。
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【００９１】
　これら2つのレベルの分析を併せて、正規化された宿主V遺伝子タンパク質プロフィール
を産生することができ、その場合、何が危険性の低い遺伝子または高い遺伝子であるかを
決定する際に、両方の因子が考慮される。この併用アプローチは、そうでなければプロフ
ィール内に少数の試料しかない場合に特に有用となりうる。
【００９２】
　下記に論じる通り、構造的に正規化された宿主V遺伝子プロフィール(または正規化され
た宿主Vタンパク質構造プロフィール)も存在しうる。代替の実施形態には、これらのプロ
フィールのDおよびJバージョンが含まれるであろう。
【００９３】
　(正規化された宿主V遺伝子プロフィールを用いた比較)
　ひとたび宿主V遺伝子プロフィールが得られれば、問題の抗体または作製されるべき未
来の抗体の遺伝子セットに対して情報を比較することができる。配列を比較するのに可能
な方法は多数あるが、本明細書で記述する比較は、好ましい実施形態の多くで、遺伝子ご
との比較を用いた比較を行うものである。但し、より高いレベルでの比較も、すべての実
施形態で企図されている。
【００９４】
　図2は、情報の断片を比較するいくつかの異なった方法を示し、そして、その情報をど
のように分析するかに応じて、その情報がどのように異なったものになりうるかを示す。
図2Aから始めて、A遺伝子を、遺伝子プロフィールにおけるその遺伝子の頻度と比較する
と、遺伝子Aの出現頻度が100%であるので、この遺伝子がこのプロフィールで一般的であ
ることが明らかになる。これは、mRNAレベルの分析である場合もあろう。
【００９５】
　異なったレベルの分析では、図2Bで、遺伝子Aのタンパク質配列をタンパク質またはmRN
Aプロフィールと比較すると、再度、出現頻度が100%であるという結果が得られる(遺伝子
Aは再度、プロフィール中に100%の頻度で出現するので)。
【００９６】
　最後に、別のレベルの分析では、図2Cで、遺伝子Aによってコードされたタンパク質の
構造を構造プロフィールと比較すると、そのタンパク質構造の出現頻度が100%であるので
、再度、このタンパク質構造が非常に一般的であることが明らかになる。
【００９７】
　次の遺伝子である遺伝子Bも、3つの異なった方法を用いて比較する。第1のレベルでの
比較では、図2Aで、プロフィールに見ることができるように、遺伝子Bは、高い出現頻度
、すなわち100%で出現するので、危険性の低い遺伝子として解釈されるであろう。mRNA/
アミノ酸配列レベルでの分析では、図2Bに示されているように、B遺伝子タンパク質産物
は、この集団に存在していない。したがって、B遺伝子を、危険性の高い遺伝子として分
類することができる。最後に、タンパク質構造レベルでは、図2Cで、B遺伝子は、それが
生成されているとしても、構造プロフィールに存在しない構造を提示し、したがって、遺
伝子Bは、危険性の高い遺伝子であるとみなされるであろう。したがって、遺伝子Bは、危
険性の高い遺伝子であるとみなすことができる。
【００９８】
　次の遺伝子である遺伝子Cも、これらの異なった方法を用いて比較する。図2Aでは、遺
伝子Cの出現頻度が遺伝子プロフィールの10%にすぎないので、この遺伝子を潜在的に危険
性の高い遺伝子と解釈することができよう。図2Bでは、遺伝子Cの出現頻度が、依然とし
て、mRNA/タンパク質プロフィールの10%にすぎないので、再度、この遺伝子を潜在的に危
険性の高い遺伝子と解釈することができよう。しかし、図2Cでは、遺伝子Cのタンパク質
産物の構造が、構造プロフィールで非常に一般的な(例えば100%)構造であり、したがって
、遺伝子Cは危険性の低い遺伝子である。
【００９９】
　上述したすべてのプロフィールおよび比較をmRNAを用いて行うこともできる。
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【０１００】
　比較のすべてが、遺伝子ごとの比較である必要はない。例えば、危険遺伝子である特定
の遺伝子が既知である状況では、その特定の遺伝子内で核酸ごとの最適化を試みることに
よって、その抗体の有用性をさらに改良することができる。したがって、VH3遺伝子の示
す、HAHA応答を誘導する危険性がより低くなるように抗体を最適化することに興味がある
場合、特定のVH3遺伝子の配列が別の遺伝子に類似するように改変しようとすることによ
って、最適化を始めることができよう。したがって、遺伝子またはタンパク質セグメント
の全体ではなく、配列が比較されることになっている正規化された宿主V配列プロフィー
ルが企図されている。
【０１０１】
　抗体における、HAHA応答を誘導するかもしれない側面をさらに減少させるために、遺伝
子ごとの比較および最適化に続いて、その点で、遺伝子の特定の配列を比較することがで
きる別のレベルでの最適化を行うのが望ましいことがあるかもしれない。配列の比較は、
遺伝子セット内の各遺伝子、例えば、V遺伝子、VH遺伝子、VH3遺伝子、またはVH3-9の遺
伝子の中で行われることを理解するのが重要である。遺伝子の出現頻度に関連した危険性
は、その遺伝子によってコードされた特定の構造と相関している場合がある。
【０１０２】
　本明細書に記載の通りに使用する場合、遺伝子は、DNA片のコード態様も、非コード態
様も意味することがある。別法では、遺伝子全体を見るのではなく、コード部分のみが潜
在的宿主のV遺伝子バックグランドと比較されることがある。
【０１０３】
　さらに、抗体の構造モチーフまたは構造全体は、タンパク質レベルで比較することがで
きる。これらの遺伝子部分の多くは非常に短いので、これらのアミノ酸配列のモデル化は
、in silicoで簡単かつ正確に行うことができる。
【０１０４】
　構造は、相同性モデリングによって、Accelrys社(San Diego, CA)のInsight IIモデリ
ングパッケージなどの市販パッケージの補助を用いて作成することができる。簡潔には、
検査する抗体の配列を用いて、プロテインデータバンク(Protein Data Bank)などの、既
知構造のタンパク質に関するデータベースに対して検索することができる。既知構造を有
する相同タンパク質を同定した後、これらの相同タンパク質をモデリング用の鋳型として
用いる。潜在的な鋳型それぞれのアラインメントを行うことができ、それによって、それ
ら鋳型の間で構造ベースの配列アラインメントを作成する。その後、未知構造を有する抗
体の配列と、これらの鋳型とのアラインメントを行って、未知構造を有する抗体の分子モ
デルを生成することができる。当業者ならば理解するであろうが、そのような構造をin s
ilicoで作成する多数の別法があり、それらのうちのいずれを用いることもできる。例え
ば、QUANTA (Polygen Corp.社、Waltham, Mass.)およびCHARM (Brooks, B. R.、Bruccole
ri, R. E.、Olafson, B. D.、States, D. J.、Swaminathan, S.、およびKarplus, M.、19
83、J. Comp. Chem.、4、187頁)を利用した、Hardmanら、米国特許第5958708号に記載の
ものと同様の方法を用いることができる。
【０１０５】
　別法では、NMRまたはX線結晶解析などの伝統的な構造検査アプローチを用いることもで
きる。これらのアプローチは、パラトープ単独の構造も、エピトープに結合している間の
構造も検査することができる。別法では、これらのアプローチは、特定のV遺伝子によっ
てそれぞれコードされている個々のタンパク質セグメントを検査するのに用いられること
がある。
【０１０６】
　これらの構造モチーフは、抗体に組み込まれる際に、他のアミノ酸に連結されるであろ
うが、実際の遺伝子によって再度分割または規定される。Abタンパク質断片と、プロフィ
ール内のタンパク質断片との整合に用いる比較はタンパク質構造に関するものであるが、
検査されるタンパク質断片の重要な要素は、遺伝子およびその出現の相対頻度によって決
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定される、その遺伝子に関連した危険性である。比較は、多くの異なったレベルで行うこ
とができる。例えば、比較的単純なレベルでは、比較の主要な因子が、鎖中の各アミノ酸
の側鎖であることがある。すなわち、V遺伝子によってコードされたタンパク質の側鎖の
空間充填モデルを、患者のV遺伝子タイプによってコードされたタンパク質の同様の空間
充填モデルと比較することができる。より複雑な比較は、例えば、その遺伝子によってコ
ードされたタンパク質の中の各アミノ酸の静電的相互作用を使用するものである。別の比
較の方法は、米国特許出願公開第20040005630号(Studnicka、2004年1月8日公開)によって
教示される技法を用いたものである。これは、個々のアミノ酸位置を比較して、溶媒中に
露出した特定の側鎖を改変する方法を記載する。現行の実施形態は、なお、残基ごとアプ
ローチではなく、遺伝子操作を介した抗体最適化を対象とするが、ひとたび危険性の高い
遺伝子が本明細書に記載の方法によって同定されたならば、この方法は、危険性の高い遺
伝子の残基を改変するのに依然として有用である場合がある。比較のためのモデリングの
レベルは、所望されるだけ増大させることができる。例えば、遺伝子によってコードされ
たタンパク質は、潜在的抗体と、遺伝子構成または患者のバックグランドとの間で比較す
るべき部分を同定するために、再度、使用される遺伝子と共に、抗体の三次元タンパク質
構造全体としてモデリングすることができよう。潜在的抗体、または潜在的抗体の遺伝子
を、患者の遺伝子セットと比較および対照させるために、V遺伝子セグメントによってコ
ードされているタンパク質セグメントのそれぞれと、抗体内の他のタンパク質との間の構
造的な相互作用を用いることもできる。この比較を用いることによって、特定の遺伝子構
造がHAHA応答を誘導する危険性を判定するのに、タンパク質構造に関するデータベースを
使用する。
【０１０７】
　別法では、それらの遺伝子自体の類似性を強調したい場合、核酸レベルで比較を行うこ
とができる。
【０１０８】
　一実施形態では、特定の患者における特定の抗体の遺伝子のうち、どの遺伝子が危険性
の高い遺伝子であって、どの遺伝子が危険性の低い遺伝子であるか判定するのに、遺伝子
セット内の特定の遺伝子のクラスターが重要となる。そのような実施形態では、特定のV
遺伝子を、単純な、正規化されたV遺伝子プロフィールと比較した場合に、その遺伝子は
危険性の低い遺伝子でありうるが、特定のV遺伝子を、独立に危険性の低い遺伝子であり
うる別の遺伝子と対にした場合(例えば、DもしくはJ遺伝子、または特定のVH遺伝子の、
特定のVL遺伝子との対合)、それらの組合せの結果、危険性の高い遺伝子クラスターが生
じる。それは、希少な組合せである、2つ以上の一般的な遺伝子の特定の組合せであり、
それゆえに、危険性の高い組合せである。したがって、そのようなクラスターを含有する
抗体は、単純な非クラスターの分析によって、すべての遺伝子が危険性の低い遺伝子であ
ると示唆されるとしても、患者でHAHA応答を誘導する実質的可能性を有するかもしれない
。遺伝子クラスターが、危険性が高いクラスターまたは危険性が低いクラスターであるか
否かの判定は、これらの用語が危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝子に用いられ
るのと同様に規定される。クラスターは、抗体を構成する2つ以上の遺伝子からなること
がある。
【０１０９】
　ある遺伝子の出現頻度をプロフィール内の遺伝子と比較する際に考慮するべき別の一般
的問題は、ある遺伝子の正確な配列を、その遺伝子を描写することのできる唯一の方法と
してみなすか否か、あるいは、1つの遺伝子に複数の配列があるかどうか、すなわち、そ
の遺伝子に変種があるかどうかである。変種を含めることが有利となるときもある。それ
は、それらの変種によって、データの圧縮が可能となるためである。しかし、場合によっ
ては、特に、配列に関しては非常に類似しているが、出現頻度に関してそれらの遺伝子の
間で相違がある場合には、変種の概念を分析に用いることが有害となるであろう。
【０１１０】
　本明細書で使用される場合、「変種」という用語は、記載されたポリペプチドまたはポ
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リヌクレオチドと異なったポリペプチド、ポリヌクレオチド、または分子であるが、指定
されない限り、そのタンパク質の活性が有害に改変されていないものである。抗体の変種
には、タンパク質レベルのものと、核酸レベルのものとの両方が存在しうる。好ましい一
実施形態では、タンパク質変種が機能する能力が、有害に改変されていない。別の実施形
態では、タンパク質変種は、野生型mAbの10～500%以上の能力で機能できる。例えば、タ
ンパク質変種は、野生型mAbの能力の10%、50%、110%、500%、または500%超で機能できる
。一実施形態では、10～500%の間の範囲の機能的な能力が含まれる。一実施形態では、結
合能が機能性であって、それは、限定されるものではないが、エピトープに対する変種の
ka、kd、またはKDを含めた、様々な様式で反映されることがある。一実施形態では、V遺
伝子の変種は、HAHA応答を誘導する、同じ可能性の危険性を有する。そのような変種は、
「危険性が一定の変種」と呼ばれる。別の一実施形態では、V遺伝子の変種は、HAHA応答
を誘導する、異なった可能性を有する。そのような変種は、「機能が一定の変種」または
、より具体的には「危険性が可変的な変種」と分類されることがある。
【０１１１】
　変種抗体は、5アミノ酸以下の置換、欠失、または付加によって野生型の配列と異なっ
たものでありうる。そのような変種は、通常、開示のポリペプチド配列の1つを改変し、
改変されたポリペプチドの結合特性を、例えば本明細書に記載の代表的方法を用いて評価
することによって同定できる。ポリペプチド変種は、同定されたポリペプチドに対して少
なくとも約70%、少なくとも約90%、少なくとも約95%、または99%の同一性示すことが好ま
しい。変種は、保存的置換および/または改変でのみ相違していることが好ましい。変種
タンパク質には、構造が類似しているもの、および他の抗体タンパク質構造に機能的に同
等なものが含まれる。別の実施形態では、変種のパラトープがもう一方の抗体変種のパラ
トープに類似している限り、抗体タンパク質が別の抗体タンパク質に機能的に同等である
なら、その抗体タンパク質は変種である。
【０１１２】
　一実施形態では、抗体は、その核酸配列が、ストリンジェントな条件下で野生型の配列
に選択的にハイブリダイズできる場合に、変種である。適した中程度にストリンジェント
な条件は、5xSSC; 0.5% SDS、1.0mM EDTA (pH8:0)溶液での予洗と、50℃～65℃、5xSSC、
一終夜、または種間相同性の場合には45℃、0.5xSSCでのハイブリダイゼーションと、そ
れに続く、0.1% SDSを含有する2x、0.5x、および0.2xSSCで、それぞれ65℃、20分間、2回
の洗浄とを含む。そのようなハイブリダイズするDNA配列も、ハイブリダイズするDNA配列
によってコードされた抗体ポリペプチドを、コードの縮重によってコードするヌクレオチ
ド配列であるので、本発明の範囲に包含される。本明細書において、「選択的にハイブリ
ダイズする」という用語は、検出可能かつ特異的に結合することを意味する。ポリヌクレ
オチド、オリゴヌクレオチド、およびその断片は、非特異的な核酸へのかなりの量の検出
可能な結合を最小にするハイブリダイゼーションおよび洗浄条件下で核酸鎖に選択的にハ
イブリダイズする。選択的なハイブリダイゼーション条件を実現するには、当技術分野で
知られており、かつ本明細書に論じられた通りの高ストリンジェンシー条件を用いること
ができる。通常、本発明のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、およびそれらの断片
と、対象の核酸配列との間の核酸配列相同性は、少なくとも80%、より典型的には、少な
くとも85～89%、90～94%、95～98%、99%、および100%になるであろう。2つのアミノ酸配
列は、それらの配列の間に部分的または完全な同一性がある場合に相同である。例えば、
85%の相同性は、2つの配列が最大の一致を示すようにアラインメントさせた際に、アミノ
酸の85%が同一であることを意味する。一致を最大にする際のギャップ(マッチングが行わ
れている2つの配列のうちのいずれかにおけるもの)は許容され、ギャップ長5以下のもの
が好ましく、2以下のものがさらに好ましい。別法として、また、好ましくは、2つのタン
パク質配列(または、それらに由来する、長さが少なくとも30アミノ酸のポリペプチド配
列)が相同であるのは、本明細書でこの用語が使用される場合、それらが、変異データマ
トリックスおよび6以上のギャップペナルティを用いたALIGNプログラムを使用して5を超
えるアラインメントスコア(標準偏差単位で)を有するときである。Dayhoff, M.O.、「Atl
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as of Protein Sequence and Structure」、101～110頁(第5巻、National Biomedical Re
search Foundation (1972))、およびこの巻への追補2、1～10頁を参照。より好ましくは
、2つの配列またはその部分は、ALIGNプログラムを用いて最適なアラインメントを行った
際に、それらのアミノ酸が50%以上同一である場合に相同である。本明細書で使用される
場合、「に対応する」という用語は、ポリヌクレオチド配列が参照ポリヌクレオチド配列
のすべてまたは部分に相同であること(すなわち、厳密に進化上の関係があるわけではな
く、同一であること)、または、ポリペプチド配列が参照ポリペプチド配列に同一である
ことを意味する。対照的に、本明細書で使用される場合、「に相補的な」という用語は、
その相補配列が参照ポリヌクレオチド配列のすべてまたは部分に相同であることを意味す
る。例えば、「TATAC」というヌクレオチド配列は、「TATAC」という参照配列に対応して
おり、かつ、「GTATA」という参照配列に相補的である。
【０１１３】
　V遺伝子の多くの間にある高度の類似性のため、複数の特定の遺伝子が実際には異なっ
た遺伝子である場合に、それらの遺伝子が、同じV遺伝子の変種として分類されることが
あるのを、当業者ならば理解するであろう。本明細書の方法および組成物の目的では、た
とえあるV遺伝子が別のV遺伝子の変種であるとみなされていても、特別に指示(「変種遺
伝子」または「変種遺伝子セット」)がない限り、それら2つの遺伝子は、危険度の付加を
伴う同一の遺伝子とはみなされないであろう。
【０１１４】
　変種遺伝子、変種遺伝子セット、および変種宿主V遺伝子プロフィールは、より高いレ
ベルの潜在的分析として、現行の実施形態に企図されている。変種遺伝子、変種遺伝子セ
ット、および変種宿主V遺伝子プロフィールは、開示した実施形態のいずれに用いること
もできる。そのようなより高いレベルの分析の具体的な利点の1つは、複数の特定の遺伝
子をこの様な方法で併用することによって、分析の各レベルに若干の可変性を付加するこ
とが可能となることである。これは、選択される遺伝子が、より大きいグループの人々に
より許容されるものとなるのを可能にする。換言すれば、純粋な遺伝子レベルでの分析を
中断して、変種遺伝子レベルでの分析を用いることによって、選択される遺伝子が、より
大きなグループの人々にとって危険性の低い遺伝子となる可能性が高くなる。
【０１１５】
　一実施形態では、これらの密接に関連した変種遺伝子を同じ遺伝子とみなすことのでき
る場合がある。そのような実施形態では、V遺伝子プロフィールを発展させているならば
、そのような変種遺伝子を、単一タイプのV遺伝子とみなすことができる。そのような状
況では、この結果、各プロフィールに分類される個々の遺伝子の数がより少なくなること
になりうる。しかし、それらの存在している遺伝子は、通常、HAHA応答を誘導する見かけ
の危険性が高いものであろう。各遺伝子に関連した危険性が同程度増大する限りは、これ
は、HAHA応答を誘導する原因となるコアタンパク質構造を真に指示するものではない。し
かし、複数の遺伝子にわたって変種を併用した際に、変種遺伝子の特定の組合せのみで、
それらの遺伝子に関連した危険性が高い場合、これは、HAHA応答の誘導におそらく関連し
たコア構造を示唆するものである。
【０１１６】
　この観点では、遺伝子セットを定義するのに変種を使用することは、プロフィールを発
展させるのに常に有用ではないかもしれないが、特定の遺伝子がHAHA応答を誘導すること
となる危険性を改変するためには、遺伝子における、改変するのに適した関連部分を決定
または推測するのに、変種が有用となる場合がある。一例として、3つの異なった遺伝子
が対象の遺伝子であり、特定の遺伝子プロフィールにおいて、Aは10%の頻度、Bは100%の
頻度、そして、Cは1%の頻度を有し、遺伝子Aの最適化が望まれている。遺伝子BおよびCが
遺伝子Aの構造変異体であり、遺伝子BおよびCは、それらに関連した危険性が、遺伝子Aに
関連している危険性とは異なったレベルのものである場合、3つの構造を比較して、遺伝
子Aのタンパク質構造が、Bに類似し、かつCとは異なるように、遺伝子Aを改変することが
できる(例えば、図6および図7に関する下記の論述を参照)。理想的には、3つのタンパク
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質すべてが同じ機能を有し、CとBとの相違は、抗体の機能性を改変しないものであるべき
であって、その相違は、HAHA応答を誘導する危険性が低下している抗体を与えるものであ
るべきである。
【０１１７】
　以下の用語、すなわち、「参照配列」、「比較ウィンドウ」、「配列同一性」、「配列
同一性のパーセント」、および「実質的な同一性」は、2つ以上のポリヌクレオチドまた
はアミノ酸配列の間の配列相関について記述するのに使用される。「参照配列」は、配列
比較の基礎として使用される特定の配列である。参照配列は、より大きな配列の部分配列
、例えば、配列リストに示されている完全長cDNA配列または遺伝子配列のセグメントであ
る場合も、あるいは、完全なcDNA配列または遺伝子配列を含む場合もある。通常、参照配
列は、長さが少なくとも18ヌクレオチドまたは6アミノ酸であり、しばしば、長さが少な
くとも24ヌクレオチドまたは8アミノ酸であり、多くの場合、長さが少なくとも48ヌクレ
オチドまたは16アミノ酸である。2つのポリヌクレオチド配列またはアミノ酸配列は、そ
れぞれ、(1) 2つの分子間で類似した配列(すなわち、完全なポリヌクレオチド配列または
アミノ酸配列の部分)を含み、かつ、(2) 2つのポリヌクレオチド配列またはアミノ酸配列
の間で異なっている配列をさらに含むことがあるので、2つ(またはそれ以上)の分子間の
配列比較は、局所領域の配列類似性を同定および比較するために、通常、2つの分子の配
列を「比較ウィンドウ」全体にわたって比較することによって行う。本明細書で使用され
る場合、「比較ウィンドウ」は、連続した少なくとも18のヌクレオチド位置、または6ア
ミノ酸からなる概念的セグメントを指し、その際、ポリヌクレオチド配列またはアミノ酸
配列を、連続した少なくとも18ヌクレオチドまたは6アミノ酸配列の参照配列と比較する
ことができ、比較ウィンドウ内のポリヌクレオチド配列の部分は、2つの配列の最適なア
ラインメント得るために、参照配列(付加または欠失を含まないもの)と比較して20パーセ
ント以下の付加、欠失、置換、および同様のもの(例えば、ギャップ)を含むことができる
。比較ウィンドウのアラインメントを行うための最適な配列アラインメントは、Smithお
よびWaterman、Adv. Appl. Math.、2、482頁(1981)の局所的相同性アルゴリズムによって
、NeedlemanおよびWunsch、J. Mol. Biol.、48、443頁(1970)の相同性アラインメントア
ルゴリズムによって、PearsonおよびLipman、Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.)、85、24
44頁(1988)の類似性探索法によって、これらのアルゴリズムのコンピューター化された実
施態様(ウィスコンシン遺伝学ソフトウェアパッケージ［Wisconsin Genetics Software P
ackage］リリース7.0のGAP、BESTFIT、FASTA、およびTFASTA ［Genetics Computer Group
、575 Science Dr., Madison, Wis.］、Geneworks、またはMacVectorソフトウェアパッケ
ージ)によって、あるいは精査によって行うことができ、様々な方法によって作成された
ものの中で最良のアラインメント(すなわち、比較ウィンドウ全体にわたって最も高い相
同性のパーセントを与えたもの)を選択する。
【０１１８】
　「配列同一性」という用語は、比較ウィンドウ全体にわたって、2つのポリヌクレオチ
ド配列またはアミノ酸配列が同一である(すなわち、ヌクレオチド対ヌクレオチド、また
は残基対残基のベースで)ことを意味する。「配列同一性のパーセント」という用語は、
比較ウィンドウ全体にわたって最適にアラインメントされた2つの配列を比較すること、
同一の核酸塩基(例えば、A、T、C、G、U、もしくはI)または残基が両方の配列に出現する
位置の数を決定して、一致している位置の数を導き出すこと、一致している位置の数を、
比較ウィンドウの位置の総数(すなわち、ウィンドウサイズ)で割ること、およびその結果
に100を掛けて配列同一性のパーセントを導き出すことによって計算する。本明細書で使
用される場合、「実質的な同一性」という用語は、ポリヌクレオチド配列またはアミノ酸
配列の特性を指し、その際、このポリヌクレオチドまたはアミノ酸は、少なくとも18ヌク
レオチド(6アミノ酸)位置の比較ウィンドウ全体にわたって、しばしば、少なくとも24～4
8ヌクレオチド(8～16 アミノ酸)位置のウィンドウ全体にわたって参照配列と比較して、
少なくとも85パーセントの配列同一性、好ましくは少なくとも90～95パーセントの配列同
一性、より通常には少なくとも99パーセントの配列同一性を有する配列を含み、その際、
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配列同一性の割合は、比較ウィンドウ全体にわたって、参照配列の合計20パーセント以下
の欠失または付加を含みうる配列と、参照配列とを比較することによって計算する。参照
配列は、より大きな配列の部分配列である場合もある。野生型タンパク質または核酸に対
して実質的な同一性を有するアミノ酸または核酸は、野生型タンパク質または核酸の変種
の例である。
【０１１９】
　ポリペプチドに適用される場合、「実質的な同一性」という用語は、デフォルトギャッ
プウェイトを用いたGAPまたはBESTFITプログラムなどのよって最適にアラインメントさせ
た際に、2つのペプチド配列が、少なくとも80パーセントの配列同一性、好ましくは少な
くとも90パーセントの配列同一性、より好ましくは少なくとも95パーセントの配列同一性
、そして、最も好ましくは少なくとも99パーセントの配列同一性を共有することを意味す
る。同一でない残基位置は、保存性アミノ酸置換によって相違していることが好ましい。
保存性アミノ酸置換は、類似した側鎖を有する残基の互換性を指す。例えば、脂肪族側鎖
を有するアミノ酸のグループは、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロ
イシンであり、脂肪族ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸のグループは、セリンおよびト
レオニンであり、アミドを含有する側鎖を有するアミノ酸のグループは、アスパラギンお
よびグルタミンであり、芳香族側鎖を有するアミノ酸のグループは、フェニルアラニン、
チロシン、およびトリプトファンであり、塩基性の側鎖を有するアミノ酸のグループは、
リシン、アルギニン、およびヒスチジンであり、そして、硫黄を含有する側鎖を有するア
ミノ酸のグループは、システインおよびメチオニンである。好ましい保存性アミノ酸置換
のグループは、バリン-ロイシン-イソロイシン、フェニルアラニン-チロシン、リシン-ア
ルギニン、アラニン-バリン、グルタミン酸-アスパラギン酸、アスパラギン-グルタミン
である。実質的な同一性を有するポリペプチドは、変種であるかもしれない。
【０１２０】
　変種タンパク質には、小さな変異を有するタンパク質も含まれる。本明細書で論じる場
合、抗体または免疫グロブリン分子のアミノ酸配列における小さな変異は、アミノ酸配列
におけるその変異が、少なくとも75%の同一性、すなわち、75～99%の間の同一性、例えば
、80～89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、および99%の同一性を維持
するという条件で、本発明によって包含されるものと企図されている。別の実施形態では
、変種はすべて、特定の染色体アドレスに位置する遺伝子によってコードされている。詳
細には、保存性アミノ酸置換が企図されている。保存性置換は、それらの側鎖が相互に関
連しているアミノ酸のファミリー内部で行われるものである。遺伝学的にコードされてい
るアミノ酸は、通常、以下のファミリーに分割される。すなわち、(1) 酸性=アスパルテ
ート、グルタメート、(2) 塩基性=リシン、アルギニン、ヒスチジン、(3) 非極性=アラニ
ン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリ
プトファン、および、(4) 非荷電極性=グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイ
ン、セリン、トレオニン、チロシンである。より好ましいファミリーは以下の通りである
。すなわち、セリンおよびトレオニンは脂肪族ヒドロキシファミリーであり、アスパラギ
ンおよびグルタミンはアミド含有ファミリーであり、アラニン、バリン、ロイシン、およ
びイソロイシンは脂肪族ファミリーであり、そして、フェニルアラニン、トリプトファン
、およびチロシンは芳香族ファミリーである。例えば、イソロイシンまたはバリンによる
ロイシンの孤立した置換、グルタメートによるアスパルテートの置換、セリンによるトレ
オニンの置換、または、同様の、構造的に関連したアミノ酸によるアミノ酸の置換は、特
にその置換がフレームワーク部位にあるアミノ酸に関与しない場合、その結果得られた分
子の結合または特性に大きな影響を与えないであろうと妥当性をもって予測される。アミ
ノ酸変化の結果、機能的ペプチドが得られるかどうかは、ポリペプチド誘導体の比活性を
アッセイすることによって容易に判定することができる。そのようなアッセイは、本明細
書に詳細に記載されている。当業者ならば、抗体または免疫グロブリン分子の断片または
類似体を容易に調製することができる。断片または類似体の好ましいアミノ末端およびカ
ルボキシ末端は、機能ドメインの境界近傍に出現する。構造ドメインおよび機能ドメイン
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は、ヌクレオチドおよび/またはアミノ酸配列データを、公共または私有の配列データベ
ースと比較することによって同定することができる。構造および/または機能が既知の他
のタンパク質に出現する、配列モチーフまたは予測上のタンパク質立体配座ドメインを同
定するには、コンピューター化された比較手法は用いるのが好ましい。既知の三次元構造
に折りたたまれるタンパク質配列を同定する方法が知られている。Bowieら、Science、25
3、164頁(1991)。したがって、以上の例は、当業者ならば、本明細書に記載の抗体に一致
する構造ドメインおよび機能ドメインを定義するのに使用できる配列モチーフおよび構造
立体配座を認識できることを実証するものである。
【０１２１】
　好ましいアミノ酸置換は、(1) そのタンパク質に対するHAHA応答を誘導する危険性を低
下させるもの、(2) HAHA応答を誘導する危険性がより低いペプチドに対する、HAHA応答を
誘導する危険性のあるペプチドの構造類似性を増大させるもの、(3) タンパク質分解に対
する感受性を低下させるもの、(4) 酸化に対する感受性を低下させるもの、(5) 形成され
るタンパク質複合体への結合親和性を改変するもの、(6) 結合親和性を改変するもの、お
よび、(7) そのような類似体の他の物理化学的または機能的特性を付与または改変するも
のである。類似体または変種には、天然に存在するペプチド配列以外の配列の様々な変異
タンパク質が含まれうる。例えば、単一または多重アミノ酸置換(好ましくは保存性アミ
ノ酸置換)を、天然に存在する配列中に導入することができる(好ましくは、ドメインを形
成する分子間接触部位の外にあるポリペプチド部分におけるもの)。保存性アミノ酸置換
は、実質的に親配列の構造特性を変えないものであるべきである(例えば、置換アミノ酸
は、親配列に出現するヘリックスを壊したり、親配列を特徴付ける他のタイプの2次構造
を破壊したりする傾向のないものであるべきである)。当技術分野で承認されている、ポ
リペプチドの2次構造および3次構造の例は、「Proteins, Structures and Molecular Pri
nciples」 (Creighton、 Ed.、 W. H.、Freeman and Company社、New York (1984)); 「I
ntroduction to Protein Structure」 (C.BrandenおよびJ.Tooze編、Garland Publishing
社、New York, N.Y. (1991)); および、Thorntonら、Nature、354、105頁(1991)に記載さ
れている。
【０１２２】
　本明細書で使用される場合、「ポリペプチド断片」という用語は、アミノ末端および/
またはカルボキシ末端の欠失を有するが、残りのアミノ酸配列は、例えば完全長cDNA配列
から推定されている天然の配列における対応する位置と同一であるポリペプチドを指す。
断片は通常、長さが少なくとも5～70アミノ酸であり、これには、長さが少なくとも5、6
、8または10アミノ酸、好ましくは長さが少なくとも14アミノ酸、より好ましくは長さが
少なくとも20アミノ酸、通常は長さが少なくとも50アミノ酸、そして、より好ましくは長
さが少なくとも70アミノ酸である断片が含まれる。本明細書で使用される場合、「類似体
」という用語は、推定上のアミノ酸配列の一部に対して実質的な同一性を有する、少なく
とも25アミノ酸のセグメントからなるポリペプチドを指す。類似体は通常、長さが少なく
とも20アミノ酸であり、好ましくは長さが少なくとも50アミノ酸またはそれより長く、し
ばしば、完全長の天然ポリペプチドと同じくらい長いこともある。断片および類似体は、
両方とも変種の形態である。
【０１２３】
　ペプチド類似体は、通常、鋳型ペプチドの特性に類似した特性を有する非ペプチド性薬
物として製薬産業で使用される。これらのタイプの非ペプチド性化合物は、「ペプチド模
倣物」または「ペプチドミメティクス」と呼ばれる。Fauchere、J. Adv. Drug Res.、15
、29頁(1986): VeberおよびFreidinger、TINS、392頁(1985); および、Evansら、J. Med.
 Chem.、30、1229頁(1987)。そのような化合物は、しばしば、コンピューター化された分
子モデリングの補助を用いて開発される。治療上有用なペプチドに構造的に類似している
ペプチドミメティクスを用いて、同等の治療効果または予防効果を産生することができる
。通常、ペプチドミメティクスは、パラダイムポリペプチドに構造的に類似したものであ
る。パラダイムポリペプチドは、ヒト抗体など、生化学的性質または薬理活性を有するが
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、任意選択で1つまたは複数のペプチド結合が、当技術分野で周知の方法によって、-CH2N
H-、-CH2S-、-CH2-CH2-、-CH=CH-(シスおよびトランス)、-COCH2-、-CH(OH)CH2-、および
-CH2SO-からなる群から選択された連結で置換されているポリペプチドである。より安定
したペプチドを生成させるのに、同一タイプのD-アミノ酸(例えば、L-リシンの代わりにD
-リシン)でコンセンサス配列の1つまたは複数のアミノ酸を系統的に置換することができ
る。加えて、当技術分野で知られている方法によって、例えば、ペプチドを環状化する分
子内ジスルフィド架橋を形成できる内部システイン残基を付加することによって、コンセ
ンサス配列または実質的に同一なコンセンサス配列変異を含む、拘束ペプチド(constrain
ed peptide)を生成させることができる(RizoおよびGierasch、Ann. Rev. Biochem.、61、
387頁(1992))。ペプチド模倣物およびペプチドミメティクスは、両方とも変種の形態であ
る。
【０１２４】
　当業者ならば理解するであろうが、上記の論述は、V遺伝子と、正規化されたV遺伝子プ
ロフィールとの比較に焦点を合わせたものであるが、これらの技法は、適切な場合には、
候補抗体内のV遺伝子と、個体に存在するV遺伝子とを比較するのにも使用できる。当然な
がら、主要な相違は、この後の状況では、集団内での頻度ではなく、危険性が遺伝子の存
在または不在によって定義されることである。
【０１２５】
　(遺伝子最適化された抗体を産生するために遺伝子を選択する方法)
　一実施形態は、遺伝子最適化された抗体で発現されるべき遺伝子を選択する方法を対象
とする。そのような遺伝子最適化された抗体は、HAHA応答を誘導する可能性が低下してい
る機能的抗体である。遺伝子を改変するために選択するなら、どのようにしてその遺伝子
を選択するのか、そして、それらにどのようなタイプの改変を施すのかが、潜在的な問題
である。これらの問題は、抗体の遺伝子セットと、正規化された宿主V遺伝子プロフィー
ルにおける各遺伝子の出現頻度とを検査することによって、あるいは、その遺伝子が個体
のV遺伝子プロフィールに出現するかどうか検査することによって取り組むことができる
。この情報を用いて、遺伝子最適化された抗体を作製または取得するために、抗体のV遺
伝子(または抗体それ自体)を選択することができる。「抗体遺伝子セット」によって、そ
の抗体の遺伝子構成を意味する。「宿主遺伝子セット」によって、宿主にある一連の関連
遺伝子、この場合はV遺伝子を意味する。一実施形態では、これに、V遺伝子、J遺伝子、
およびD遺伝子が含まれよう。別の実施形態では、これに、VH遺伝子およびVL遺伝子が含
まれる。別の実施形態では、これに、VH遺伝子が含まれる。当然ながら、このセットは、
mRNA、タンパク質配列、またはそれらの遺伝子それぞれの構造的変形形態も指す場合があ
る。加えて、遺伝子セットは、宿主、集団、またはXenoMouse(登録商標)マウスの遺伝子
プロフィールにある遺伝子セットを指す場合もある。例えば、これらを、「抗体V遺伝子
セット」または「宿主V遺伝子セット」と呼ぶことができる。宿主V遺伝子プロフィールが
1人のヒトのものである場合、それは、宿主V遺伝子セットと同じになるであろう。換言す
れば、正規化されたプロフィールは、様々な遺伝子を有する人々の存在について記載する
ことができるが、V遺伝子セットは、単に彼らがどの遺伝子を有するか示すものである。
【０１２６】
　一実施形態では、選抜基準に、危険性の高い遺伝子もしくはその変種の数を最小にする
こと、および/または危険性の低い遺伝子もしくはその変種の数を最大にすることが含ま
れる。別の実施形態では、図3で示す通り、特定の最小出現頻度よりも低い頻度で出現す
る遺伝子を除外する。別法では、存在している、危険性の高いいかなる遺伝子または変種
も、それらが機能的でない限り許容でき、機能的でないとは、それらがタンパク質を産生
しないこと、または、産生されたタンパク質が、通常は危険性の高い遺伝子のタンパク質
の危険性の低い変種であることを意味する。
【０１２７】
　最小の出現頻度は、危険性の高い遺伝子と、危険性の低い遺伝子との間の境界にある出
現頻度であって、抗体の機能性への影響に応じて異なる場合がある。一実施形態では、50
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%超の出現頻度が高頻度とみなされ、一方、50%未満の出現頻度が低頻度とみなされるであ
ろう。別の実施形態では、50～100%の間の出現頻度が高頻度(例えば危険性が低い)とみな
され、一方、50%未満の出現頻度が低頻度とみなされるであろう。別の実施形態では、0～
1、1、2、3、4～15、15～30、30～50、50～70、70～90、または90～99パーセントを含め
た、0～99パーセントの任意の出現頻度が、それぞれ、低い出現頻度であるとみなされる
ことがある。別の実施形態では、100、100～99、98、97、96～85、85～50、50～30、30～
10、または10～最小パーセントを含めた、100パーセント以下の任意の出現頻度が、それ
ぞれ、高い出現頻度であるとみなされることがある。
【０１２８】
　集団における抗体の99パーセントで出現する遺伝子を低頻度とみなすことは直観に反す
るように見えるかもしれないが、これらは相対的な用語であって、これらの用語の範囲は
、検査される集団または部分集団と、意図されている使用とによって異なる。したがって
、非常に小さい集団、または選択されたV遺伝子の数が非常に小さい集団では、抗体を産
生するのに使用される遺伝子の変異が非常に小さく、それら遺伝子のうちのどれの出現頻
度も50%をはるかに超えるということが起こりうる。しかし、これは、そのような遺伝子
を除外することによって、その抗原に対する抗体を産生する生物によって、HAHA応答が誘
導されうる可能性が低下しないであろうということを意味するわけではない。
【０１２９】
　特定の遺伝子を改変するかどうかを決定する際に考慮するべき別の因子は、その遺伝子
がどの程度に希少であるかということである。以下に詳細に記述するように、遺伝子を危
険性の高いものとして特徴付けることのできるいくつかの代替的方法がある。さらに、図
1で実証した通り、データがどのように分析されたかに応じて、正確な出現頻度が異なる
場合がある。例えば、図3に示されているものなど、最小の出現頻度を用いた実施形態で
は、最小の出現頻度より低頻度であるいかなる遺伝子も、危険性の高い遺伝子とみなされ
るであろう。遺伝子の頻度を、その遺伝子に関連した危険性を表す値に相関させることに
よって、より徹底的な分析が提供される。例えば、危険性の高い2つの潜在的遺伝子を仮
定し、その一方は、正規化されたV遺伝子プロフィールに1%の頻度で出現し、もう一方は1
0%の頻度で出現する場合、10%の頻度を有する遺伝子は、その集団内の任意のヒトでHAHA
応答が誘発される可能性が10倍低いことになるかもしれない。当業者に理解されているよ
うに、危険性に関するこの関係は、線形である必要がなく、これには、特定の最小の出現
頻度が含まれることがあり、また、以下に記述する通り、実験的による方法を含めた様々
な方法で、これを決定することができる。パーセントで重み付けされたこの危険度は、HA
HA応答を誘導する危険遺伝子を回避するに必要でありうる変化の程度を予測することも可
能にする。例えば、非常に希少な遺伝子は、ごく若干希少である遺伝子よりも、はるかに
大きな改変を必要とする場合がある。これは、遺伝子改変をどのように行うべきかに関す
る絶対的な指標ではないかもしれないが、危険性の高い遺伝子と危険性の低い遺伝子との
配列比較、ならびに類似配列を有するが、危険性の程度が異なる遺伝子相互の配列比較と
、これを併用した場合には、どの程度大きな改変が妥当であるか、当業者ならば決定でき
るであろう。
【０１３０】
　当業者ならば理解するであろうが、「危険性が高い」か、「危険性が低い」かに関する
、遺伝子の比較的単純な特性分析は、その遺伝子に関連した危険性のより詳細な記述より
も有利でない場合がある。例えば、一部の実施形態では、遺伝子に関連した危険性を、「
中程度の危険性」として特徴付けることができる。
【０１３１】
　別法では、プロフィールにおけるV遺伝子の量によって危険性を記述することもできる
。これは、集団全体にわたって行うことも、個体の範囲内で行うこともできる。例えば、
集団の全体にわたって行う場合、様々な重み付けの方法で危険性を計算することができ、
簡単な方法の1つは、その遺伝子を有する人々のパーセントを介したものであろう。例え
ば、第1のV遺伝子は、集団の90%に存在し、第2のV遺伝子は、99%に存在し、そして、第3
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のものは100%に存在している場合がある。したがって、第1のV遺伝子は10%の危険性を有
し、第2のものは1%の危険性、そして第3のものは危険性がないと記述することができる。
したがって、この危険性は、集団内のランダムなヒトが、その遺伝子をもたず、したがっ
て、その遺伝子を発現する抗体を用いた治療が、有害なものとなる確率を示す。個体の範
囲内では、このパーセントは、対象のV遺伝子のタンパク質産物と、宿主のタンパク質と
の類似性を記述するものでありうる。
【０１３２】
　（遺伝子最適化された抗体を創出する方法）
　当業者ならば理解するであろうが、本明細書に記載される抗体の創出には多くの代替法
があり、限定することなくそのうちのいくつかを図4に記載する。
【０１３３】
　（抗体の改変）
　抗体は、図4Aに記載されるように、本明細書に記載されるようにして、危険性の高い遺
伝子のタンパク質産物を排除するために改変できる。例えば、ある実施形態において、点
突然変異を用いてタンパク質がHAHA応答を誘導する危険性を減少させる。
【０１３４】
　ある実施形態において、危険性の高い遺伝子を、以下に詳述されるようにして、タンパ
ク質構造のようなある重要な観点においてより危険性が低い遺伝子に似るように変える。
タンパク質構造における比較的小さい変化が、HAHA応答が誘導される危険性を容易に大き
く減少させることができるので、このことは有利であり得る。タンパク質構造におけるこ
れらの変化は、危険性の高い遺伝子と危険性の低い遺伝子との比較により達成されかつ導
かれる。危険性の高い遺伝子に類似の最も近縁の危険性の低い遺伝子を見出して、危険性
の高い遺伝子のタンパク質構造が危険性の低い遺伝子のタンパク質構造に似るように該危
険性の高い遺伝子を変えることができる。もちろん、ルーチンの実験および試験を通じて
、このプロセスは、V遺伝子の配列を比較し、抗体中の危険性の高い遺伝子の配列を危険
性の低い遺伝子により近く似るように変え、そして結合および活性の維持またはHAHA応答
を誘導するその危険性あるいはその両方について抗体を試験することの複数回を経て最適
化できる。さらに、危険性の高い遺伝子の複数の遺伝子の比較を用いて、危険性の高い遺
伝子における傾向を決定できる。次いで、これらの傾向を、最適化された抗体を産生する
ための変更の選択的な標的とすることができる。
【０１３５】
　別の実施形態において、危険性の高い遺伝子を危険性の低い遺伝子で置き換えることが
できる。この置換は、危険性の高い遺伝子に類似であり得る(新しい遺伝子が該遺伝子に
関係するより低い危険性を有するべきである事実は別として)。あるいは、置換遺伝子は
、タンパク質レベルで、それが置換する遺伝子と構造的に類似な遺伝子であり得る。CDR3
または体細胞変異のような機能を与える高い可能性を有する遺伝子のある特徴を、結合特
異性および機能的活性を維持するために低い可能性を有する遺伝子のフレームワークに加
工することができる。あるいは、置換遺伝子は、他のV遺伝子を置換する特に良好な能力
を有する遺伝子であり得る。このような遺伝子は、上記の実験プロセスの経過を通して決
定できる。
【０１３６】
　ある実施形態において、遺伝子最適化された抗体は、次いで、まだ所望のように機能す
るかについて試験される。
【０１３７】
　（抗体の選択）
　危険性の低い抗体は、図4Bに示すようにして、抗体がHAHA応答を誘導する危険性がより
低いことに基づいて、抗体の群から選択できる。単純なレベルにおいて、このことは、正
規化された宿主遺伝子プロフィールにおいて危険性の高い遺伝子について最小化された抗
体を選択することにより行われる。このことを行い得る別の例は、より詳細に以下に記載
されるが、患者の民族学的背景を決定し、次いで、患者の特定の民族学的背景に共通する
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遺伝子の出現について最適化された遺伝子セットを含む抗体のプールから抗体を選択する
ことである。好ましい実施形態において、遺伝子セットにおいて調べられる遺伝子はV遺
伝子であり、プロフィールは正規化された宿主V遺伝子、mRNA、アミノ酸、またはタンパ
ク質構造プロフィールである。
【０１３８】
　患者についての抗体を選択するある方法において、抗体中の遺伝子セットを、患者に存
在し得る遺伝子と比較する。遺伝子が類似する場合は、このことは、遺伝子のタイプが患
者においてHAHA応答を引き起こしそうではないことを示す。このことを集団に適用する場
合、重み付けられた危険度は各遺伝子と関連する。つまり、非常に希少な遺伝子の存在(
例えば0.001%)は、希少な遺伝子のみ(例えば0.01%)の存在よりも、より大きい危険度を示
すであろう。さらに、特定の宿主V遺伝子プロフィールと関連するいずれの危険性も考慮
することができる。例えば、ある特定の遺伝子セットを有する抗体は、正規化された宿主
V遺伝子プロフィールに基づいて通常は危険性が低いと考えられるが、正規化された宿主V
遺伝子プロフィールをつくる集団のある特定のサブセットについて遺伝子セットが高い危
険性を有すると、これを集団内の個体に投与するか否かに疑義をさしはさむことができる
。このことは、個体が、正規化された宿主V遺伝子プロフィールの危険性の高いサブセッ
トの部分であるいずれかの指標を示す場合に、特に関連する。
【０１３９】
　当業者は、このタイプの比較が塩基配列の比較による単純なベースではないことを認識
するであろう。むしろ、遺伝子配列、mRNA、タンパク質配列、またはタンパク質構造は、
遺伝子の境界により規定されて比較される。よって、完全配列比較の結果は、遺伝子ごと
の比較の結果とは異なり得る。このことのために、特定の抗体がHAHA応答を誘導するか否
かの決定は、ほとんどの場合に同じである必要はない。このことは、反復遺伝子に基づく
プロフィールに比較して反復配列に基づくプロフィールを作製する場合に特に関係がある
。すべてのV遺伝子に共通な配列は、危険性の高いものであっても、危険性の低い要素と
してプロフィールに現れるであろう。このことは、危険性の高い遺伝子がこれらの共通の
構造を有すると、実際には危険性の高い配列がその危険性評価において間違って低く評価
されることになり得る。これに対して、出現頻度または存在もしくは不在を全体の遺伝子
と関連付けることにより、危険性の高い遺伝子のみが高い危険性に分類され、危険性の低
い遺伝子のみが低い危険性に分類されるであろう。
【０１４０】
　特定の患者について危険性の低い遺伝子である遺伝子を単純に選択し、次いでこれらの
遺伝子を有する抗体を作製できるが、各患者について抗体を創出する能力は望まれないか
または実際的でないであろう。さらに、患者の正確なV遺伝子プロフィールはわからない
か、または新規な抗体を創出する十分な時間がないであろう。よって、これらの場合にお
いては、患者の仮定されるV遺伝子プロフィールに基づいて患者についての抗体を選択す
ることが有用な代替案である。
【０１４１】
　抗体のプールにある遺伝子を仮定される宿主V遺伝子プロフィールと比較することによ
るV遺伝子最適化された抗体の選択において、V遺伝子の種々の組合せを含む抗体のより大
きい選択が、危険遺伝子が最小限になったV遺伝子の特定の組合せをもつ抗体を得るため
に有益であり得る。このような場合において、多数の異なるV遺伝子を有することがV遺伝
子最適化された抗体を得るために必ずしも必要ではないが、抗体のより大きいプールを有
することにより、プール中のある抗体がある患者についてほとんど危険遺伝子を含有しな
いかまたは多くの危険性の低い遺伝子を含有することになり得る。
【０１４２】
　ある実施形態において、患者について抗体を選択する方法は、「プール」中の遺伝子の
種々のタイプを含むすべての入手可能な抗体を集めることを伴う。プールは、非ヒトV遺
伝子またはその他の非ヒト遺伝子を有する抗体を含み得る。例えば、げっ歯類、XenoMous
e(登録商標)マウス、またはブタからのV遺伝子である。ある実施形態において、これらの
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プールは、いずれの特定のV遺伝子がいずれの特定の人、人々の群または集団全体におい
てHAHA応答を誘導する可能性を計算的に比較できる計算的（computational）データベー
スであってよい。この可能性は上記のようにして決定され、ここで、共通して出現するV
遺伝子はHAHA応答を誘導する可能性が低く、希少なV遺伝子はその可能性が高い。あるい
は、プールは、種々の抗体またはその遺伝子の実際のコレクションとして物的に具体化さ
れ得る。ある実施形態において、これらのプールは、DおよびJ遺伝子を、組合せまたは別
々のプールとして含んでよい。
【０１４３】
　あるいは、コストおよび貯蔵空間の要件を低減するために、プールは「普遍的に遺伝子
最適化された抗体(universally gene-optimized antibodies)」からなることができる。
このことは、大きい集団(例えば1000～10,000、10,000～100万、100万～1億、1億～60億)
にわたって投与されたときに抗体がHAHA応答を誘導する危険性を低減するように、抗体が
選択されることを意味する。よって、これらの抗体は各個体に完全に最適化されないであ
ろうが、単一の遺伝子最適化された抗体(または単一のセット)が多くの異なる人々に投与
されて、全体としての集団にわたって利益を有することを可能にする。
【０１４４】
　当業者に理解されるように、特定の人々の群にカスタマイズされたプールを得ることが
可能である。このことは、特定の人々の群が共通のV遺伝子使用を共有する場合に特に有
用である。つまり、集団全体の宿主V遺伝子プロフィールに基づいて潜在的抗体を単純に
選択するよりも、正確な宿主V遺伝子プロフィールを知らずに、危険性に対してプロフィ
ールをよりよく合わせることができる。
【０１４５】
　ある実施形態において、創出されたV遺伝子プロフィール、および患者についての抗体
を創出または選択できる遺伝子のプールは、民族学的背景に基づく。例えば、4つの異な
る民族学的な群、北ヨーロッパ人、南ヨーロッパ/アフリカ人、南アジア人、および北東
アジア人がある。この特定の区分は特に重要である。なぜなら、民族性についてのデータ
は、これらの4つの異なる民族起源を用いるヒトIgG1アロタイプの分離について以前に発
表された研究により保証されているようだからである(例えばPandey, J. P.、Vaccine. 1
9 (6)、613～617頁(2000); Hougsら、Tissue Antigens、61 (3)、231～239頁(2003); Juu
lら、Tissue Antigens、49 (6)、595～604頁(1997); Atkinsonら、Immunogenetics、44 (
2)、115～120頁(1996)を参照されたい)。同様に、2つのヒトIgG2アロタイプのうち、一方
はアフリカ系民族学的背景のヒトにおいて顕著であり、他方は世界の残りの集団において
顕著に用いられている。アロタイプは抗体鎖の定常領域の配列における対立遺伝子変異に
関連するが、V遺伝子使用も民族性により分けることは道理にかなっている。
【０１４６】
　抗体のプールは、いずれのタイプの抗体をも含み得る。ある実施形態において、プール
はヒト抗体を含む。別の実施形態において、プールはいずれのヒトIg-トランスジェニッ
ク動物からの抗体を含む。別の実施形態において、プールはXenoMouse(登録商標)動物か
らの抗体を含む。別の実施形態において、抗体のプールは遺伝子最適化された抗体を含む
。遺伝子最適化された抗体は、本明細書に開示されるいずれの遺伝子最適化された抗体で
もあり得る。別の実施形態において、プールは普遍的に遺伝子最適化された抗体を含む。
別の実施形態において、プールはこれらのすべてのタイプの抗体の混合物を含む。
【０１４７】
　さらに、プール自体は、人々の別の特徴に従って最適化できる。例えば、特定の特徴を
有する患者、例えば家族の病歴、または患者の特定の遺伝子型について最適化されたプー
ルがあり得る。
【０１４８】
　当業者に理解されるように、抗体または遺伝子最適化された抗体を患者に合わせるため
の選択プロセスは、場合によって変化し得る。上記のように、付加的な因子、例えばプー
ルのサイズおよびプールの性質などが関与する。
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【０１４９】
　（遺伝子最適化された抗体を産生する生物）
　危険性の低い遺伝子のみまたはそれを主に有するか、あるいは危険性の高い遺伝子を少
なくとも有さないトランスジェニック動物を、最適化されたタンパク質を産生するために
、図4Cに記載するようにして作製できる。各宿主V遺伝子プロフィールについて異なる動
物を作製できる。よって、このような動物は、特定のファミリーまたは個体においてさえ
、共通のV遺伝子のみを有するであろう。あるいは、動物は、民族学的群において共通のV
遺伝子のみを有するであろう。抗体をそのような生物から直接つくることができ、よって
遺伝子最適化された抗体をつくるときに抗体の機能を失う心配がないことが利点である。
もちろん、遺伝子改変マウス、それらの作製方法、および遺伝子最適化された抗体を創出
する場合におけるそれらの使用は、現在の実施形態としてすべて含まれる。ある実施形態
において、トランスジェニック生物の遺伝子最適化された抗体はVH3-9、VH3-13、VH3-64
遺伝子、またはそれらのある組合せを含まない。ある実施形態において、トランスジェニ
ック生物は集団に存在しない遺伝子は含まない。
【０１５０】
　理論的には、いずれの生物も抗体産生系として用いられ得る。ある実施形態において、
低頻度遺伝子およびその変異形はすべて、前記生物から除かれる。つまり、その生物が免
疫応答を開始して抗体を発生および選択するときに、高頻度遺伝子を有する抗体のみが用
いられる。トランスジェニック生物を用いることができるが、他のアプローチ、例えばア
ンチセンスRNA、siRNA、または低頻度遺伝子のタンパク質部分に指向された抗体も用いる
ことができ、抗体の選択および作製を低頻度遺伝子を含有しない抗体に偏らせることがで
きる。ある実施形態において、すべての低頻度V遺伝子が除かれたウサギが、関心のある
生物である。
【０１５１】
　ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)マウスは、高頻度(低い危険性)遺伝子の
みを有するように遺伝子改変される。つまり、抗原に対する応答においてこのマウスによ
り産生されるいずれの抗体も、高頻度遺伝子のみを含むだろう。あるいは、このマウスは
、低頻度遺伝子のすべてまたはいくらかを除くように改変され得る。つまり、産生される
いずれの抗体も、低頻度遺伝子を有さないかまたはほとんど有さず、従って、患者に投与
されたときにHAHA応答を誘導する危険性が低減されているだろう。
【０１５２】
　当業者ならば理解するであろうが、この特定の配置は、触媒作用的またはアゴニスト的
(活性化)のような、一般的ないずれのタイプの抗体も実際に産生することを可能にし、患
者に投与されたときにHAHA応答を誘導する可能性が低減された抗体を得るという背景にお
いてそうすることを可能にする。つまり、低頻度遺伝子を除去することにより抗体を最適
化しようとするときに、抗体の機能が変化することを心配しなくてもよい。なぜなら、そ
もそも低頻度遺伝子が存在しないであろうからである。
【０１５３】
　ある実施形態において、それぞれ種々の低頻度遺伝子を欠損するかまたは付加的な高頻
度遺伝子を含むか、あるいはその両方の、いくつかの異なるタイプの遺伝子改変生物が創
出される。異なるタイプの遺伝子改変生物のそれぞれは、特定の出現頻度プロフィールを
有するだろう。このことは、集団全体を通じて共通な遺伝子および集団全体を通じて希少
な遺伝子が存在しても、集団全体に比べて、特定の遺伝子が共通でありその他の遺伝子が
希少である集団のサブセットが存在し得るという事実を認識する。つまり、抗体がHAHA応
答を誘導する可能性をさらに低減させるために、これらの亜母集団（subpopulation）の
それぞれについて、それぞれの遺伝子改変生物におけるV遺伝子の選択をカスタマイズす
ることが望ましくなり得る。つまり、ある実施形態において、亜母集団1において共通なV
遺伝子のみを含む遺伝子改変生物が存在できる一方で、亜母集団2において共通なV遺伝子
のみを含む第2の遺伝子改変生物が存在するだろう。その結果、抗体創出に用いられる遺
伝子がさらにカスタマイズ化され、従って、最終抗体がその特定の亜母集団についてHAHA
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応答を産生する危険性がさらに低減するだろう。このカスタマイズ化は、本明細書に記載
する実施形態のいずれの観点についても有用であろう。
【０１５４】
　亜母集団は、後でより詳細に議論する、データベースが組織され得るいずれの様式にお
いても創出されるかまたは区別され得る。簡単に言えば、ある実施形態において、これら
の亜母集団は、種々の民族学的なラインの間で分けられるデータベースに基づいて創出さ
れる。別の実施形態において、集団は、家族の医療情報により分けられる。さらなる実施
形態において、選択された遺伝子は、患者の個別の遺伝子セット、例えば自身のVH遺伝子
セットに基づく。
【０１５５】
　ある実施形態において、データベースから選択される遺伝子は、V遺伝子である。別の
実施形態において、遺伝子はVH遺伝子である。別の実施形態において、遺伝子はVH3遺伝
子である。さらに別の実施形態において、VH3-9遺伝子を、生物が抗体の創出および選択
において用い得る可能性のある遺伝子の選択から除く。このことにより、いずれの抗体も
VH3-9遺伝子を有さない抗体を創出する生物が得られ、よってHAHA応答を誘導する危険性
が低減された抗体を産生できる生物が得られる。別の実施形態において、除かれる遺伝子
はVH3-9、VH3-13、VH3-64、およびこれらのある組合せから選択される。
【０１５６】
　ある実施形態において、生物は、特定の抗体により誘導されているHAHA応答の危険性を
決定するためのキットの一部分である。ある実施形態において、キットは、ヒト抗体を産
生するトランスジェニック動物、例えばXenoMouse(登録商標)マウスを含み、ここで、該
動物は、抗体を受容するヒトまたはヒト集団が欠損するのと同じV遺伝子を欠損する。つ
まり、動物にとってのV遺伝子セットは、集団にとってのV遺伝子セットと同じであるか、
またはほぼ同じである。言い換えると、動物のV遺伝子プロフィールは、集団のV遺伝子プ
ロフィールと同じである。キットは、HAHA応答が得られたかを検出するために、ヒト抗体
に結合するであろう抗体をさらに含み得る。さらに、キットは、試験される抗体と結合す
る抗原物質(例えばTCE)を含み得る。キットは、抗体を動物に投与するためのデバイスを
含み得る。ある実施形態において、トランスジェニック動物は危険性の低い遺伝子のみを
有する。ある実施形態において、トランスジェニック動物は危険性の高い遺伝子のみを有
する。
【０１５７】
　（ヒト抗ヒト抗体(HAHA)応答を誘導する危険性が低減されるように抗体を最適化するた
めにいずれの改変を行うかを決定する方法）
　抗体の遺伝子は、種々の様式により改変され得る。図5は、改変を起こし得る単純ない
くつかの例を示す。この図は、例えば欠失により危険遺伝子を除去することにより、可能
性のある生物の遺伝子をどのようにして改変するかについての指針、および例えば点突然
変異を通してタンパク質レベルでどのようにして変化をつくることができるのかについて
の指針の両方を提供する。ある実施形態において、遺伝子はゲノムから単純に除去され、
該遺伝子を有する抗体が産生されるであろう可能性はない。つまり、遺伝子の欠失により
、所望の効果が達成され得る。あるいは、遺伝物質を除去する必要はなくてよく、むしろ
、遺伝物質の発現を、例えばsiRNAまたはアンチセンスRNAを介して抑制できる。より好ま
しくは、V遺伝子の転写を、遺伝子の非コーディング領域を変えることにより、または特
異的転写ブロッカーを加えることにより抑制できる。あるいは、特定の遺伝子を、より共
通であるか(つまりより低い危険性)またはHAHA応答をもはや誘導しないような配列に変え
ることができる。例えば、遺伝子配列の部位特異的突然変異誘発は、危険性の高い遺伝子
を低い危険性または中程度の危険性の遺伝子に変えるのに十分であり得る。遺伝子を完全
に除去しないことの利点は、このことがより大きなV遺伝子多様性を可能にすることであ
る。
【０１５８】
　当業者ならば理解するであろうが、遺伝子の改変は、抗体の機能に実質的な影響をもた
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らし得る。つまり、上記のような抗体による機能およびHAHA応答誘導の試験は、各改変の
後が望ましい。さらに、これらの試験は、どの改変を行うべきかを選択することを可能に
できる。標準的な抗体結合アッセイは、いずれの改変が抗体の機能に悪影響を及ぼすかを
決定するのに十分であるだろう。これらのアッセイは、表面プラズモン共鳴タイプの試験
、例えばBIAcore親和性測定およびカラム溶出タイプの結合アッセイ、適切な機能アッセ
イ、ならびに当技術において既知の多くのその他の技術を含む。
【０１５９】
　さらに、同様の機能的試験を、抗体のその他の機能、例えば抗原性抗体について行うこ
とができる。このような場合、抗体の改変が抗体の有用性を破壊していないことを決定す
る適切な試験を行って、抗体がまだ有用であることを決定できる。さらに、上記のin sil
ico試験を用いて、抗体のパラトープに対するいずれの遺伝子改変の影響を予測すること
ができる。あるいは、in silico試験を行って、特定の遺伝子の除去が、本明細書および
米国特許出願公開第20040005630号(2004年1月8日公開、Studnicka)にさらに記載されるタ
ンパク質の機能、例えばタンパク質構造モデリングに対して有害な影響を有すると予想さ
れるかを決定することができる。
【０１６０】
　当業者ならば理解するであろうが、これらの機能を、特にパラトープによるエピトープ
結合に関して研究できる種々の方法が存在する。ある方法は、おそらく本明細書に記載さ
れるような、作製した構造モデルを用い、次いで、ドッキングモジュールを有するInsigh
tII (Accelrys, San Diego, CA)のようなプログラムを用いることである。このプログラ
ムは、特に、パラトープとそのエピトープとの間の立体配座的および配向的な空間につい
てのモンテカルロサーチを行うことができる。その結果により、エピトープがパラトープ
とどこでどのようにして相互作用するかを予測することができる。ある実施形態において
、エピトープの断片のみまたはその変異形を用いて、適切な相互作用の決定を助ける。あ
る実施形態において、エピトープ全体を、パラトープとエピトープとの間の相互作用のモ
デリングに用いる。当業者であれば理解するであろうが、これらの2つの異なるアプロー
チは、種々の利点および欠点を有する。例えば、エピトープの断片のみを用いることによ
り、非常に長い時間をかけずに、各側鎖の可能な変動のより詳細な試験が可能になる。一
方、エピトープの断片のみまたは単純にエピトープをタンパク質全体の代わりに用いるこ
とにより、エピトープ断片の特徴がエピトープ全体の特徴と同じではないことがあり得、
計算的モデリングの間にミスリードする危険性が増大する可能性がある。ある実施形態に
おいて、結果を照合するために、限定された範囲で両方のアプローチを用いる。好ましい
実施形態において、エピトープの変異形を用いる場合には、エピトープの変異形がエピト
ープの最も重要な残基を含むようにそれを選択するだろう。最も重要な残基の同定は、い
ずれの多くの方法においても決定できる。
【０１６１】
　これらの作製した構造を用いて、エピトープとパラトープとの間の相互作用においてど
の残基が最も重要であるかを決定することができる。よって、ある実施形態において、抗
体の結合特性を変えることを避けるために、どの残基を変更するかを容易に選択できる。
例えば、パラトープ内のある残基の側鎖がエピトープの結合を立体的に妨害でき、これら
の残基をより小さい側鎖を有する残基に変更することが結合およびHAHA応答の誘導の可能
性をより小さくするために有益であることは、ドッキングモデルから明らかになり得る。
このことは、多くの方法により決定できる。例えば、2つのモデルを単純に見て、官能基
および近接さに基づいて相互作用を予測できる。あるいは、より好ましいエネルギー相互
作用を得るために、上記のように、エピトープとパラトープとの組合せを繰り返すことが
できる。抗体の種々の変異形についてこれらの相互作用を決定し、抗体がエピトープに結
合できる代替の方法を決定することもできる。所望の特定の特徴を有する抗体を得るため
に、種々のモデルを組み合わせて、抗体の構造をどのように変えるべきかを決定すること
もできる。
【０１６２】
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　例えば、V遺伝子のタンパク質産物についてのコンセンサス配列を創出できる。タンパ
ク質に翻訳されたときの構造的類似性の関数として、またはHAHA応答を誘導する、遺伝子
の決定された可能性を通じて、V遺伝子をコンセンサス配列に合わせることができる。後
者のオプションにより、遺伝子からの危険性の低いタンパク質産物および危険性の高いタ
ンパク質産物がどのような外見であるかのモデルを開発することが可能になる。つまり、
HAHA応答の誘導の原因である、V遺伝子により部分的にコードされるタンパク質の構造を
予測することができる。さらに、HAHA応答を発生しないV遺伝子からのタンパク質の構造
も予測できる。例えば、図2Cにおいて、遺伝子Aを有する抗体が100%の頻度で出現し、遺
伝子Bの構造を有する抗体は出現せず、遺伝子Cの構造を有する抗体も100%の出現頻度で出
現するであろうことが、構造から明らかである。さらに、この情報を用いて、図6に示す
ように、抗体を創出するために利用可能な遺伝子を選択的に変更することができる。図6
は、3つの遺伝子、A、BおよびCの出現頻度を示している。遺伝子Cは、遺伝子AまたはBよ
りもHAHAを(集団内で)誘導する危険性がより大きいが、遺伝子Cおよび遺伝子Bにより予測
されるタンパク質構造が似ているので、これらのタンパク質を産生するのに用いる動物か
ら遺伝子Cを単純に除去する代わりに、B遺伝子の第2のコピーまたはB遺伝子に類似の構造
を有する別の遺伝子を、代わりに置換することができる。類似構造によるこの置換は、人
々のある集団で危険性の高いV遺伝子を、構造的には類似するがHAHA誘導には類似しない
遺伝子で置換することにおいても有用であると認められる。
【０１６３】
　構造的情報は、HAHA応答の危険性を低減させるために、変更する特定のアミノ酸を選択
するのに用いることもできる。このことの1つの例を図7に示す。遺伝子からのアミノ酸配
列は、危険性の高いコンセンサス配列および危険性の低いコンセンサス配列をつくるため
に、危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝子から得る。これらの両方のコンセンサ
ス配列と、抗体またはそのV遺伝子の予測される構造とを用いて、変更される必要がある
残基は、危険性の高いコンセンサス配列を個別の予測構造と比較することにより明らかな
はずである。例えば、図7において、V遺伝子のタンパク質配列とタンパク質形態での危険
性の高い遺伝子のコンセンサス配列との比較は、4番目および最後のアミノ酸の両方が改
変のための可能性のある標的であることを示唆する。残基をどのように変更すべきかとい
うことは、個別の配列を危険性の低いコンセンサス配列と比較することから明らかになる
だろう。例えば、図7において、V遺伝子のタンパク質配列と危険性の低いコンセンサス配
列との比較は、4番目の位置を非荷電の側鎖に変更すべきであることを示唆する。さらに
、この第2の比較は、A遺伝子における最後の位置は重要でないことを示唆する。遺伝子A
として規定される部分の外側の単一のアミノ酸は、ここでの分析に関係しないことに注目
することも重要である。単一のコンセンサス配列のみを用いることが可能である。しかし
、このことにより機能の欠損の危険性が増大し得る。種々の遺伝子の可能性のあるアライ
ンメントの一例を図16Aおよび図16Bに、VH遺伝子について示す。
【０１６４】
　これらのコンセンサス配列およびそこからの構造は、本明細書に記載されるいずれの様
式によっても重み付けできる。例えば、ある集団について3つの遺伝子、A 1%(高い危険性
)、B 50%(低い危険性)およびC 100%(低い危険性から危険性なし)が与えられると、Aおよ
びBは比較してコンセンサス配列を得ることができるが、Aは、危険性の高いV遺伝子の代
表であるコンセンサス配列を得ることにおいてより加重を有することができる。
【０１６５】
　上記で決定されたモデルは、種々の技術を通して試験できる。例えば、どの変異形をさ
らに調べるかを決定するために、上記のプログラムを用いて相互作用エネルギーを決定で
きる。さらに、クーロンおよびファンデルワールス相互作用を用いて、エピトープと変異
形のパラトープとの相互作用エネルギーを決定する。また、部位特異的突然変異誘発を用
いて、抗体構造における予測された変更が、結合特性に所望の変更を実際にもたらすのか
を調べることができる。あるいは、エピトープに変更を加えて、モデルが正しいことを証
明するか、またはパラトープとエピトープとの間に生じ得る一般的な結合主題を決定でき
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る。
【０１６６】
　モデル構造の上記の方法は、タンパク質構造のどの変更が抗体の特定の所望される特性
をもたらすかを決定するのに用いることができる。これらの方法は、タンパク質構造のど
の変更が所望の特性をもたらさないかを決定するのに用いることができる。
【０１６７】
　当業者ならば理解するであろうが、これらのモデルは本実施形態の抗体およびその変異
形を作成するのに必要な指針を提供するが、おそらくin vitro研究を介してin silicoモ
デルのルーチンの試験を行う必要があるであろう。さらに、当業者ならば理解するであろ
うが、いずれの改変も、抗体の活性に対して付加的な副次的な影響を及ぼすであろう。例
えば、より大きい結合をもたらすと予測される変更はいずれも、より大きい結合を誘導す
るであろうが、これは、抗体の活性を低減するかまたは変えるであろう他の構造変化をも
もたらすであろう。このようなことが起こるか否かの決定は、当技術においてルーチンで
あり、多くの方法により達成できる。
【０１６８】
　抗体の機能の低減は、本実施例の有用性にとって必ずしも有害でないことを認識するこ
とが重要である。つまり、抗体の機能を99%低減させるが、HAHA応答の開始の可能性を同
程度にまたはそれより多く低減させる改変は、なお有用であり得る。実際に、ある実施形
態において、HAHA応答開始の可能性の低減よりも大きい機能の低減は、十分であるかまた
は望ましくさえあり得る。ある実施形態において、機能における低減は、次のうちの1つ
である: 0%から1%未満、1%～5%の間、5%～30%の間、30%～60%の間、60%～90%の間、90%～
99%の間。あるいは、機能の許容できる減少は、HAHA応答が開始される危険性における効
果的な減少の関数として、人々の集団または特定の個体のいずれかについて決定される。
あるいは、改変は機能の増大をもたらし得る。ある実施形態において、集団内のいずれの
個体に対するHAHA応答の危険性の許容できる減少は、次のうちの1つである: 1%未満、1%
～5%の間、5%～30%の間、30%～60%の間、60%～90%の間、90%～100%の間、および100%。あ
るいは、許容できる減少は、機能における変更の関数として決定でき、ここでHAHA応答の
危険性におけるより小さい減少は、機能における変更がほとんどないかまたは正である場
合に望ましいが、機能におけるより大きい負の変更が発生する場合は、より大きい減少が
望ましい。
【０１６９】
　「機能」により、抗体の有用性を意味する。例えば、抗体は、おそらく検出アッセイに
おいて有用な、密な結合を要求するが必ずしも迅速な結合を要求しない、単に結合性抗体
であってよい。つまり、このような抗体のKDは、有用であるには改変が抗体に過度に悪影
響を及ぼしているかを決定するために検討する因子であるだろう。あるいは、迅速な結合
が望ましい場合、kaは、改変の後に検討する主な機能であろう。あるいは、抗体のある特
定のエピトープに対する特異性(例えば抗体が受容体のブロッカーとして作用することを
可能にする)、またはある標的に対する別の標的に関する特異性(例えば交差反応性の可能
性を低減させるin vivo状況において)。あるいは、抗体はアゴニストタイプの抗体であっ
てよく、活性化受容体のリガンドとして有用であってよい。あるいは、抗体は、酵素的ま
たは触媒的な抗体であり得、2000年3月28日にKoentgenらに対して発行の米国特許第60430
69号、1999年9月7日にLandryに対して発行の米国特許第5683694号、および1993年11月2日
にDavisらに対して発行の米国特許第5258289号のように、特定の化学反応を促進するとい
う意味で機能的であり得る。当業者ならば理解するであろうが、単一の抗体はこれらおよ
びその他の多くの機能のいずれの組合せを有してよい。それぞれの相対的重要性は、状況
に応じて簡単に決定できる。
【０１７０】
　ある実施形態において、比較される遺伝子は、V、D、またはJ遺伝子である。別の実施
形態において、遺伝子はV遺伝子である。別の実施形態において、比較される遺伝子はVH
遺伝子、Vk遺伝子、またはVlambda遺伝子である。別の実施形態において、遺伝子はVH3遺
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伝子である。ある実施形態において、VH3-9、VH3-13およびVH3-64遺伝子またはその変異
形の存在は、特定の抗体がいくつかの集団においてHAHA応答を誘導する危険性が増大する
、高い可能性の指標である。別の実施形態において、遺伝子は、Matsudaら(J. Exp. Med.
 188: 2151～2162頁(1998))に記載されるいずれの遺伝子でもある。ある実施形態におい
て、それは実際には、試験されるタンパク質セグメントである。つまり、機能的にコード
するVH遺伝子のみが適切である。別の実施形態において、それは、分析されるかまたは比
較される遺伝子からのmRNAのみである。別の実施形態において、セグメントは転写される
のみである。別の実施形態において、セグメントはORFのみである。別の実施形態におい
て、セグメントは点突然変異を有する偽遺伝子のみである。別の実施形態において、セグ
メントは短縮（truncation）を有する偽遺伝子のみである。ある実施形態において、VH遺
伝子は次のうちの1つから選択される: 1～2、1～3、1～8、1～18、1～24、1～45、1～46
、1～58、1～69、2～5、2～26、2～70、3～7、3～9、3～11、3～13、3～15、3～20、3～2
1、3～23、3～30、3～33、3～43、3～48、3～49、3～53、3～64、3～66、3～72、3～73、
3～74、4～4、4～31、4～34、4～39、4～59、4～61、5～51、6～1。VHおよびその他の遺
伝子のより完全なリストは、図8および図17A～図22Jで見ることができる。
【０１７１】
　当業者ならば理解するであろうが、危険性の高い遺伝子を最小限にすることにより、HA
HA応答を誘導する可能性が低減された抗体がもたらされるであろう。しかし、危険性の低
い遺伝子の最適化は、HAHA応答を誘導する危険性がより低い抗体という同じ最終目標を達
成する有用な方法でもあり得る。つまり、ある実施形態において、抗体は、危険性の高い
遺伝子を危険性の低い遺伝子で置換することにより最適化できる。ある実施形態において
、このことは、抗体の危険性の高いV遺伝子をV遺伝子の構造的に似た危険性の低い遺伝子
で置換することを示す。
【０１７２】
　（ある抗体について特定の個体に発生するHAHA応答の可能性を決定する方法）
　ある状況において、HAHA応答の危険性は、所望の量まで最小限にできないかもしれない
。しかし、患者の特定の宿主V遺伝子プロフィールについての特定の抗体遺伝子セットと
関係する危険性を知ることにより、特定の抗体を特定の患者に投与する際に伴う危険性の
程度を人々に認識させることができる。この情報を用いて、HAHA応答に対する予防的対策
を行うか、または患者に危険性を十分に気付かせることのいずれかができる。この情報を
有することは、将来起こる可能性のある問題が起こった場合に、診断における助けにもな
り得る。これらの比較およびデータ分析技術は、危険性の高い遺伝子および危険性の低い
遺伝子のいずれの比較についても一般的に有用である。
【０１７３】
　これらの計算は、本明細書に開示されるいずれの遺伝子プロフィールを用いても行うこ
とができる。このことは、どの遺伝子がHAHA応答を誘導する低い危険性および高い危険性
を有するかを決定することにより行うことができる。患者の正確な宿主V遺伝子プロフィ
ールを知ることがある状況において望ましいが、HAHA応答が発生する可能性を、宿主V遺
伝子プロフィールの種々のタイプを用いて、例えば民族学的背景またはより広いプロフィ
ールに基づいて予測することも可能である。当業者は、このようなHAHA応答を予測するこ
れらの比較の能力は、あまりカスタマイズされていないプロフィールを用いた場合に減少
するであろうことを理解するだろう。
【０１７４】
　ある実施形態において、危険性の低い遺伝子である特定の抗体遺伝子セットにおける各
遺伝子は、負の単一のポイント値を与えられ、危険性の高い遺伝子である各遺伝子は、正
の値を与えられる。次いで、各抗体の遺伝子セットにおける遺伝子のそれぞれに対応する
それぞれの値を加えて、HAHA応答出現の危険性を決定できる。数が正であるほど、HAHA応
答が出現する機会が大きくなるであろう。つまり、遺伝子セットがV遺伝子のみを含む場
合、危険性の高いV遺伝子の存在が危険性を表すだろう。この実施形態において、すべて
の危険性の高いV遺伝子は、同じ合計危険値、すなわち1を有するだろう。ある実施形態に
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おいて、危険性の高い遺伝子のみが採点される。つまり、遺伝子は、最小限または予め決
定された出現頻度より小さい頻度で出現する場合にポイント値を与えられ、スコアはHAHA
応答の危険性が存在することを示す。より高いスコアはより大きい危険性を表し得る。
【０１７５】
　集団のプロフィールを含む別の実施形態において、各危険遺伝子に単一のポイント値を
与える代わりに、プロフィール中の遺伝子の頻度に基づいてポイント値を決定する。例え
ば、1%の頻度で出現する遺伝子は、10%の頻度で出現する遺伝子よりもより大きいポイン
ト値を与えられる。同様に、99%の頻度で出現する遺伝子は、100%の頻度で出現する遺伝
子よりもより大きい数を与えられる。もちろん、すべての4つの遺伝子を比較した場合、
ポイント値の相対的加重は1% >10% >99% >100%である。各遺伝子についての各値を加えて
、その数が大きいほど、HAHA応答が発生する危険性がより大きくなる。ある実施形態にお
いて、与えられるポイント値は、プロフィール中でのそれらの出現頻度に直接関係する。
例えば、プロフィール中で10%の出現頻度を有する遺伝子についてのポイント値は、プロ
フィール中に1%で出現する遺伝子のポイント値に比べて約10倍小さいであろう。結局、数
が低いほど、抗体に関連する危険性は低くなる。つまり、遺伝子セットがV遺伝子のみを
予期する実施形態において、抗体についての合計危険性スコアまたは値は、そのV遺伝子
に与えられる危険値であろう。
【０１７６】
　あるいは、抗体が対象に投与されるときにHAHA応答を誘導することにおいて、抗体にお
けるある遺伝子頻度に関係する危険性を調べることができる。つまり、ある実施形態にお
いて、実際の以前の実験データもこれらの計算に含まれる。
【０１７７】
　ある実施形態において、データは、抗体の患者への以前の投与、および抗体の使用から
いずれのHAHA応答が開始されたか否かの調査から得ることができる。このことをどのよう
にして行うことができるかの例を図9に示す。このことは、異なる遺伝的背景、例えば上
記の異なる民族学的背景における危険性を関係付けることを可能にもする。抗体のHAHA応
答への単純な相関関係は、抗体がHAHA応答を誘導する可能性を決定することを可能にする
。ある実施形態において、図9の左側に示すように、HAHA応答を引き起こすことが示され
ている抗体に出現するV遺伝子にポイントを与えることにより、各V遺伝子と関係する危険
性の程度を得ることができる。抗体が投与されHAHA応答を誘導するたびに、抗体の遺伝子
はポイントを与えられるだろう。最も高いポイント値または「合計危険性スコア」を有す
る遺伝子は、危険性の高い遺伝子である可能性が最も高い遺伝子である。試験される遺伝
子のみがV遺伝子である実施形態において、与えられるポイント値は、V遺伝子に関係する
危険性にのみ相関する。
【０１７８】
　あるいは、図9の右側に示すように、分析に減法的プロセスを適用することができる。
つまり、HAHA応答を誘導する抗体に出現する遺伝子にポイント値が与えられるが、同じ遺
伝子が別の抗体に現れて、HAHA応答を誘導しない場合、この遺伝子に与えられたポイント
を減じる。再度、最高の合計危険性スコアを有する遺伝子が、HAHA応答を誘導する最も高
い危険性を有するだろう。このような減法的アプローチにより、多くの可能性のある危険
性の高い遺伝子を除くことができるが、このプロセスにより同定されるこれらの遺伝子は
、危険性の高い遺伝子であろう。あるいは、2つの実施形態を組み合わせてより多くの擬
陽性を取り除き、より多くの擬陰性を保つことができる。患者の可能な遺伝的背景におけ
る差を修正するように、これを行うことができる。
【０１７９】
　別の実施形態において、ヒト化生物を用いて、特定の抗体または遺伝子がHAHA応答を誘
導する高い危険性を有するかを調べることができる。以下でより詳細にこれを論じる。
【０１８０】
　もちろん、複数の試験が、それが危険性の高い抗体であるか否かの確実性を増大させる
だろう。この実施形態について遺伝子が危険性の高い遺伝子であるかを決定できる、少な
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くとも2つの方法がある。第1に、ほとんどまたは好ましくはHAHA応答を誘導しない任意の
抗体である危険性の低い抗体を決定した後に、次いで、抗体の遺伝子セットの組成を変え
、新しいV遺伝子に置換し、改変された抗体を試験する。改変された抗体がHAHA応答を誘
発するならば、導入された遺伝子は危険性の高い遺伝子であり得る。
【０１８１】
　別の実施形態において、ヒトまたはXenoMouse(登録商標)マウスを試験対象として用い
て、V遺伝子または抗体が危険性の高い化合物であるかを決定する。
【０１８２】
　当業者ならば理解するであろうが、これらの実験結果を用いることは、宿主V遺伝子プ
ロフィールが現在の実施形態において演じるであろう役割を排除するかまたは大きく減じ
る。しかし、特定の遺伝子とHAHA応答が誘導される特定の可能性との相関関係は、依然と
して重要である。
【０１８３】
　このような実験データは、危険性の高い遺伝子または危険性の低い遺伝子を定義する上
でも同様に有用であり得る。特定の遺伝子、遺伝子セット、または抗体のために発生する
HAHA応答の危険性を計算するための上記の方法は、個別の遺伝子を伴う別の方法のために
も用いられ得る。つまり、どの遺伝子がどのようにして改変されるべきかを決定すること
は、単一遺伝子の分析を伴うことができるが、上記のような各遺伝子に重みをつける種々
の方法を、それらの分析に組み込むことができる。
【０１８４】
　ある実施形態において、HAHA応答の危険性は、特定の個体について計算される。ある実
施形態において、個体に投与される候補抗体の遺伝子セットは、個体の抗体遺伝子セット
と比較されるだろう。危険性の低い遺伝子は、抗体および個体が有しかつ発現するもので
あり、危険性の高い遺伝子は、抗体が有する(すなわち、抗体のタンパク質構造をコード
する)が個体の遺伝子には存在しないものであるだろう。
【０１８５】
　別の実施形態において、HAHA応答の危険性は、より広いベースで計算される。例えば、
危険性を、種々の正規化された宿主V遺伝子プロフィールから計算できる。つまり、宿主V
遺伝子プロフィールが家族全体のためである場合、比較により作製される危険値は、家族
全体のためであるだろう。同様に、民族的宿主V遺伝子プロフィールを用いる場合、得ら
れる危険値はいずれも民族学的群全体のためであるだろう。宿主V遺伝子プロフィールの
変動が増大すると危険値の正確さが減少する(例えば一卵性双生児のV遺伝子プロフィール
は、民族学的群全体のものよりもずっと正確である)が、抗体に危険性の一般的なレベル
を与えることができることに価値があることを当業者は認識するだろう。
【０１８６】
　抗体の投与の後にHAHA応答を発生する患者の危険性を関係付けるために、本明細書にお
いても議論されるいずれの付加的な方法をも、上記のようにして用いることもできる。さ
らに、投与される抗体が遺伝子最適化された抗体であっても、患者にとってその抗体が関
係する危険性を決定することは依然として有用であろう。
【０１８７】
　（危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝子を決定するためのデータベースおよび
宿主V遺伝子プロフィールデータベースを作成する方法）
　単純なレベルにおいて、宿主V遺伝子プロフィールについての集団を規定すること、次
いでその集団中のV遺伝子を決定することのみが必要である。次いで、これらのV遺伝子が
その集団中に現れる頻度を決定できる。ある実施形態において、mRNAが遺伝子から出現す
る頻度が決定される。あるいは、遺伝子が集団中のタンパク質において実際に用いられる
頻度を決定できる。あるいは、タンパク質の構造または機能のいずれかが実際に決定され
る。つまり、V遺伝子の単なる存在は、V遺伝子が共通の遺伝子として、計数されるプロフ
ィールに加えられたことを自動的に意味するのではなく、その代わりに、プロフィールに
遺伝子が加えられるために、タンパク質産物が集団内で発現されなければならないことを
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意味する。
【０１８８】
　上記で論じたように、これらのプロフィールは、DNAレベル、mRNAレベル、アミノ酸レ
ベル、またはタンパク質構造レベルに指向され得る。プロフィールは、タンパク質構造の
基本的な建築ブロックまたは抗体のより大きな構造に指向され得る。データベースは、特
定のVHおよびVL遺伝子の抗体内での組合せ、または抗体鎖内の特定のVH、DH JH、およびJ

L遺伝子の組合せに関係する危険性(または可能性)の比較を集める観点において因子であ
り得る。ある実施形態において、データベースは、各V遺伝子コーディング領域の規定要
素が、分析が行われる主要なレベルであるかぎりは、遺伝物質を分析するいずれの方法を
も含み得る。
【０１８９】
　プロフィールは、いずれのサイズの集団に指向することもできる。ある実施形態におい
て、プロフィールを、上記のように、民族学的群に分ける。別の実施形態において、プロ
フィールは家族の群に分ける。プロフィールは、普遍的なプロフィールでもあり得る。
【０１９０】
　プロフィールには、実験による発見または試験の結果からのさらなる情報を補うことが
できる。例えば、患者に投与された抗体におけるV遺伝子の頻度の調査およびそのことをH
AHA応答を経験した個体と関係付けることは、非常に希少でプロフィールには含まれない
遺伝子を同定するのに非常に有用であり得る。この例を図9に示す。非常に希少な遺伝子
はHAHA応答を誘導する最大の機会を有するだけでなく、プロフィールの中に存在する機会
も最も少ないので、このことは問題になりうる。幸運なことに、一旦、サイズが十分なプ
ロフィールが開発されると、プロフィールにV遺伝子が単純に存在しないことがその遺伝
子が危険遺伝子であるという指標である。当業者に理解されるように、V遺伝子が危険性
の低い遺伝子であっても、その実際の使用によりHAHA応答が誘導される状況があり得る。
そのような状況において、プロフィールがこの事実を反映し、スコアシステムを調節し、
危険性を予測するか、または遺伝子最適化された抗体を適宜作製するために遺伝子改変を
提案することが可能である。
【０１９１】
　当業者に理解されるように、プロフィールになされる多くの調節を、プロフィールの他
の遺伝子に対する実際の比較に組み込むこともできる。このような分析は、因子が二重の
様式での計算に不注意にも組み込まれない限りは、許容できる。
【０１９２】
　ある実施形態において、危険性の高い遺伝子は、ある特定の集団についてVH3-9、VH3-1
3、およびVH3-64である。当業者ならば理解するであろうが、遺伝子が危険性の高い遺伝
子であるか否かは、遺伝子によりコードされる抗体の宿主となるべき特定の集団または個
体によって決まり得る。つまり、関連する危険性を有する特定の集団に注目することがし
ばしば有益である。当業者ならば理解するであろうが、本発明の開示に従って、種々の遺
伝子を高い、中程度、または低い危険性あるいは危険性パーセンテージに分類することは
、例えば以下の実施例に従って簡単に達成され得る。
【０１９３】
　（遺伝子最適化された抗体タンパク質、核酸、およびそれらの変異形、V遺伝子プロフ
ィール、カスタマイズされたXenoMouse(登録商標)マウス）
　本発明の実施形態には、実際の遺伝子最適化された抗体、遺伝子最適化された抗体をコ
ードする核酸およびそれらの変異形も含まれる。抗体はヒトである必要はないが、ヒトま
たはヒト化抗体のいずれかであることが有利である。
【０１９４】
　ヒト抗体は、マウスもしくはラットの可変および/または定常領域を有する抗体に関連
する問題のいくつかを回避する。このようなマウスまたはラット由来のタンパク質の存在
は、抗体の迅速な撤去を導き得るか、または患者による抗体に対する免疫応答の発生を導
き得る。マウスまたはラット由来の抗体の使用を避けるために、げっ歯類が完全ヒト抗体
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を産生するようにヒト抗体の機能をげっ歯類に導入することにより、完全ヒト抗体を作製
することができる。
【０１９５】
　YAC(酵母人工染色体)にメガベースサイズのヒト遺伝子座をクローニングして再構築し
、それらをマウスの生殖系列に導入する能力は、非常に大きいまたは粗くマッピングされ
た遺伝子座の機能的要素を明らかにすると共に、ヒト疾患の有用なモデルを作製するため
の強力なアプローチを提供する。さらに、マウス遺伝子座をそのヒト等価物で置換するた
めのこのような技術の利用は、発生、他の系とのヒト遺伝子産物の交流、ならびに疾患の
誘導および進行におけるヒト遺伝子産物の関与の間のヒト遺伝子産物の発現および調節に
対する独特の見識を与え得る。つまり、ある実施形態において、本実施形態の組成物をマ
ウス生殖系列に入れる。このことにより、特定の宿主遺伝子プロフィール、V遺伝子プロ
フィール、または正規化されたV遺伝子プロフィールを有する生物を創出することが可能
になり、次いで最適化された抗体またはV遺伝子最適化された抗体を作製するのにこれを
用いることができる。
【０１９６】
　このようなストラテジーの重要な実際の適用は、マウス体液性免疫系の「ヒト化」であ
る。内因性Ig遺伝子が不活性化されたマウスへのヒト免疫グロブリン(Ig)遺伝子座の導入
は、抗体のプログラムされた発現および組み立て、ならびにB細胞発達におけるそれらの
役割の背後にある機構を研究する機会を提供する。さらに、このようなストラテジーは、
ヒト疾患における抗体療法の期待を満足するための重要な段階である完全ヒトモノクロー
ナル抗体(mAb)の産生のための理想的な起源を提供し得る。完全ヒト抗体は、マウスmAbま
たはマウス誘導体化mAbの本来の免疫原性およびアレルギー性応答を最小限にし、従って
、投与された抗体の効力および安全性を増大させることが予期される。完全ヒト抗体を用
いることは、抗体の繰り返し投与を必要とする慢性および再発したヒト疾患、例えば炎症
、自己免疫および癌の治療において実質的な利益を提供すると予期できる。
【０１９７】
　この目標に対するあるアプローチは、マウス抗体産生が欠損したマウス株をヒトIg遺伝
子座の大きい断片で処理することであった。これは、このようなマウスが、マウス抗体な
しでヒト抗体の大きいレパートリーを産生するであろうという予想に基づいていた。大き
いヒトIg断片は、大きい可変遺伝子多様性、ならびに抗体の産生および発現の適切な調節
を保つであろう。抗体の多様化および選択、ならびにヒトタンパク質に対する免疫寛容の
欠失のためにマウス装置を利用することにより、これらのマウス株において再現されたヒ
ト抗体レパートリーは、ヒト抗体を含む、いずれの興味対象の抗原に対しても高い親和性
を有する抗体を産生するはずである。ハイブリドーマ技術を用いることにより、所望の特
異性を有する、抗原特異的ヒトmAbを容易に産生して選択できる。この一般的なストラテ
ジーは、1994年に発表された最初のXenoMouse(登録商標)マウス株の我々による作製に関
連して示された。Greenら、Nature Genetics 7: 13～21頁(1994)を参照されたい。XenoMo
use(登録商標)株は、コアの可変および定常領域配列を含む、ヒト重鎖遺伝子座およびκ
軽鎖遺伝子座のそれぞれ245 kbおよび190 kbのサイズの生殖系列構成断片(germline conf
iguration fragments)を含む酵母人工染色体(YAC)を用いて処理された。同上。YACを含む
ヒトIgは、抗体の再配列および発現の両方についてマウスの系と矛盾しないことが証明さ
れ、不活性化されたマウスIg遺伝子を置換できた。このことは、B細胞発達を誘導し、完
全ヒト抗体の成人様ヒトレパートリーを産生し、かつ抗原特異的ヒトmAbを作製するそれ
らの能力によって証明された。これらの結果は、V遺伝子のより多数、さらなる調節要素
、およびヒトIg定常領域を含むヒトIg遺伝子座のより大きい部分の導入は、感染および免
疫化に対するヒト体液性応答の特徴である実質的に完全なレパートリーを反復（recapitu
late）することを示唆する。Greenらの研究は、それぞれヒト重鎖遺伝子座およびκ軽鎖
遺伝子座のメガベースサイズの生殖系列構成YAC断片の導入により約80%を超えるヒト抗体
レパートリーを導入することに、最近、拡張された。Mendezら、Nature Genetics 15: 14
6～156頁(1997)および1996年12月3日に出願された米国特許出願公開第08/759620号を参照
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されたい。
【０１９８】
　完全ヒト抗体を作製するためのある方法は、ヒト重鎖遺伝子座およびκ軽鎖遺伝子座の
245kbおよび190kbのサイズの生殖系列構成断片を含むように処理されたXENOMOUSE(登録商
標)マウス株を用いることによる。別のXenoMouseマウス株は、ヒト重鎖遺伝子座およびκ
軽鎖遺伝子座の980kbおよび800kbのサイズの生殖系列構成断片を含む。さらに別のXenoMo
useマウス株は、ヒト重鎖遺伝子座およびκ軽鎖遺伝子座の980kbおよび800kbのサイズの
生殖系列構成断片に加えて740kbサイズの生殖系列を構成する完全ヒトλ軽鎖遺伝子座を
含む。Mendezら、Nature Genetics 15: 146～156頁(1997)、ならびにGreenおよびJakobov
its J. Exp. Med. 188: 483～495頁(1998)を参照されたい。XENOMOUSE(登録商標)株は、A
bgenix, Inc. (Fremont, CA)から入手可能である。
【０１９９】
　XenoMouse(登録商標)マウスの作製は、1990年1月12日出願の米国特許出願番号第07/466
008号、1990年11月8日出願の第07/610515号、1992年7月24日出願の07/919297号、1992年7
月30日出願の07/922649号、1993年3月15日出願の第08/031801号、1993年8月27日出願の第
08/112848号、1994年4月28日出願の第08/234145号、1995年1月20日出願の第08/376279号
、1995年4月27日出願の第08/430938号、1995年6月5日出願の第08/464584号、1995年6月5
日出願の第08/464582号、1995年6月5日出願の第08/463191号、1995年6月5日出願の第08/4
62837号、1995年6月5日出願の第08/486853号、1995年6月5日出願の第08/486857号、1995
年6月5日出願の第08/486859号、1995年6月5日出願の第08/462513号、1996年10月2日出願
の第08/724752号、および1996年12月3日出願の第08/759620号、ならびに米国特許第61629
63号、第6150584号、第6114598号、第6075181号および第5939598号、ならびに特許第3068
180号、第3068506号および第3068507号にさらに記載および説明される。また、Mendezら
、Nature Genetics 15: 146～156頁(1997)ならびにGreenおよびJakobovits J. Exp. Med.
 188: 483～495頁(1998)も参照されたい。1996年6月12日発行の欧州特許第0463151号、19
94年2月3日公開の国際特許出願WO 94/02602号、1996年10月31日公開の国際特許出願WO 96
/34096号、1998年6月11日公開のWO 98/24893号、200年12月21日公開のWO 00/76310号、WO
 03/47336号も参照されたい。
【０２００】
　別のアプローチにおいて、GenPharm International, Inc.を含むその他のものは、「ミ
ニ遺伝子座(minilocus)」アプローチを用いている。ミニ遺伝子座アプローチにおいて、
外因性Ig遺伝子座は、Ig遺伝子座からの要素(個別の遺伝子)を含むことにより模倣される
。つまり、1つまたは複数のVH遺伝子、1つまたは複数のDH遺伝子、1つまたは複数のJH遺
伝子、mu定常領域および第2の定常領域(好ましくはγ定常領域)は、動物に挿入するため
の構築物へと形成される。このアプローチは、Suraniらの米国特許第5545807号、および
それぞれLonbergおよびKayの米国特許第5545806号、第5625825号、第5625126号、第56334
25号、第5661016号、第5770429号、第5789650号、第5814318号、第5877397号、第5874299
号および第6255458号、KrimpenfortおよびBerns の米国特許第5591669号および第6023010
号、Bernsらの米国特許第5612205号、第5721367号および第5789215号、ならびにChoiおよ
びDunnの米国特許第5643763号、ならびにGenPharm Internationalの1990年8月29日出願の
米国特許出願第07/574748号、1990年8月31日出願の第07/575962号、1991年12月17日出願
の第07/810279号、1992年3月18日出願の第07/853408号、1992年6月23日出願の第07/90406
8号、1992年12月16日出願の第07/990860号、1993年4月26日出願の第08/053131号、1993年
7月22日出願の第08/096762号、1993年11月18日出願の第08/155301号、1993年12月3日出願
の第08/161739号、1993年12月10日出願の第08/165699号、1994年3月9日出願の第08/20974
1号に記載される。欧州特許第0546073号、国際特許出願WO 92/03918号、WO92/22645号、W
O 92/22647号、WO 92/22670号、WO 93/12227号、WO 94/00569号、WO 94/25585号、WO 96/
14436号、WO 97/13852号およびWO 98/24884号、ならびに米国特許第5981175号も参照され
たい。さらに、Taylorら、1992、Chenら、1993、Tuaillonら、1993、Choiら、1993、Lonb
ergら、(1994)、Taylorら、(1994)およびTuaillonら、(1995)、Fishwildら、(1996)も参



(49) JP 2008-507257 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

照されたい。
【０２０１】
　Kirinは、マイクロセル融合により染色体の大きい要素または染色体全体が導入された
マウスからのヒト抗体の作製を示している。欧州特許出願第773288号および843961号を参
照されたい。
【０２０２】
　Xenerex Biosciencesは、ヒト抗体の作製の可能性のある技術を開発している。この技
術において、SCIDマウスは、ヒトリンパ細胞、例えばBおよび/またはT細胞を用いて再構
成される。次いで、マウスは抗原により免疫され、抗原に対する免疫応答を生じることが
できる。米国特許第5476996号、第5698767号および第5958765号を参照されたい。
【０２０３】
　ヒト抗体は、in vitro法によりもたらすこともできる。適切な例は、限定されないが、
ファージディスプレイ(CAT、Morphosys、Dyax、Biosite/Medarex、Xoma、Symphogen、Ale
xion(以前のProliferon)、Affimed)、リボソームディスプレイ(CAT)、酵母ディスプレイ
などを含む。
【０２０４】
　（抗体）
　上記のように、可能性のあるV遺伝子のサブセットのみ、特にVHまたはVkappaまたはVla
mbda遺伝子のサブセットのみを含有するトランスジェニックをつくる実質的な利点がある
。つまり、ある危険性の高い遺伝子を欠損するトランスジェニックXenoMouse(登録商標)
動物は、抗体を産生するために特に望ましい。しかし、当業者に理解されるように、トラ
ンスジェニックがマウスまたはXenoMouse(登録商標)マウスである必要はない。
【０２０５】
　本明細書に記載されるように、抗体は、以下に記載するXenoMouse(登録商標)技術を用
いることにより作製できる。このようなマウスは、次いで、ヒト免疫グロブリン分子およ
び抗体を産生することができ、マウス免疫グロブリン分子および抗体の産生を欠損する。
このことを達成するために用いられる技術は、本明細書に引用する特許、出願および参考
文献に開示される。しかし、マウスのトランスジェニック作製およびそこからの抗体の好
ましい実施形態は、特に、1996年12月3日出願の米国特許出願第08/759620号、ならびに19
98年6月11日公開の国際特許出願WO 98/24893号、および2000年12月21日公開のWO 00/7631
0号に開示される。また、Mendezら、Nature Genetics 15: 146～156頁(1997)も参照され
たい。
【０２０６】
　このような技術を用いることにより、種々の抗原に対する完全ヒトモノクローナル抗体
を作製できる。本質的には、XenoMouse(登録商標)マウス系統を興味対象の抗原で免疫し
、抗体を発現したマウスからリンパ細胞(例えばB細胞)を回収し、そのような細胞を骨髄
系細胞系統と融合させて不死のハイブリドーマ細胞系統を作製し、このようなハイブリド
ーマ細胞系統をスクリーニングして選択して、興味対象の抗原に特異的な抗体を産生する
ハイブリドーマ細胞系統を同定する。このような細胞系統により産生される抗体は、この
ような抗体の重鎖および軽鎖のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を含めて、さらに特性決
定される。
【０２０７】
　あるいは、ミエローマ細胞に融合させてハイブリドーマを作製する代わりに、回収細胞
（免疫されたXenoMouse(登録商標)マウス系統から単離したもの）により産生された抗体
を、最初の抗原に対する反応性についてさらにスクリーニングする。このようなスクリー
ニングは、抗原を安定に発現する細胞へのin vitro結合であるELISAを含む。抗体は、HAH
A応答を誘導する危険性を有するか決定するためにスクリーニングすることもできる。次
いで、興味対象の抗体を分泌する単独B細胞を、抗原特異的溶血プラークアッセイを用い
て単離する(Babcookら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、i93: 7843～7848頁(1996))。溶解
の標的とする細胞は、好ましくは、抗原で被覆されたヒツジ赤血球(SRBC)である。興味対
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象の免疫グロブリンおよび補体を分泌するB細胞培養の存在下で、プラークの形成は、標
的細胞の特異的抗原が媒介する溶解を示唆する。プラークの中央の単一抗原特異的形質細
胞は単離でき、抗体の特異性をコードする遺伝情報は、単一形質細胞から単離される。逆
転写酵素PCRを用いて、分泌された抗体の可変領域をコードするDNAをクローニングできる
。このようなクローニングされたDNAは、次いで、適切な発現ベクター、好ましくはベク
ターカセット、例えばpcDNA、より好ましくは免疫グロブリン重鎖および軽鎖の定常ドメ
インを含むpcDNAベクターへさらに挿入することができる。作製されたベクターは、次い
で、宿主細胞、好ましくはCHO細胞にトランスフェクションでき、プロモータを誘導し、
形質転換体を選択し、または所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適切に修飾
された一般的な栄養培地で培養できる。
【０２０８】
　XenoMouse(登録商標)マウスからのB細胞は、抗体ディスプレイライブラリーを作製でき
る遺伝物質の起源として用いることもできる。このようなライブラリーは、当該技術にお
いて一般的な技術を用いて、バクテリオファージ、酵母、またはリボソームディスプレイ
を介してin vitroでつくることができる。過免疫されたXenoMouse(登録商標)は、そこか
ら高親和性の抗原反応性抗体が単離できるであろう豊富な起源であり得る。よって、抗原
に対して過免疫されたXenoMouse(登録商標)マウスは、そこから抗原に対する高親和性抗
体を単離できる抗体ディスプレイライブラリーを作製するのに用いることができる。この
ようなライブラリーは、適切な標的、例えばオリゴペプチドまたはタンパク質に対してス
クリーニングでき、それにより得られる抗体を、抗原を発現する細胞に対してスクリーニ
ングして、天然にディスプレイされる抗原についての特異性を確かめる。完全IgG抗体は
、次いで、組換えDNA技術を用いて発現される。例えば、WO 99/53049号を参照されたい。
【０２０９】
　一般に、上記の細胞系統により産生された抗体は、ヒト軽鎖と共に完全ヒトIgG重鎖を
有する。抗体は高い親和性を有し、固相および液相のいずれかにより測定したときに、典
型的に、約10-9～約10-13MのKdを有する。
【０２１０】
　理解されるように、本明細書に記載される抗体は、ハイブリドーマ細胞系統以外の細胞
系統においても発現できる。特定の抗体をコードする配列は、適切な哺乳動物宿主細胞の
形質転換に用いることができる。形質転換は、例えば、ポリヌクレオチドをウイルス内(
またはウイルスベクター内)にパッケージングすること、および宿主細胞をウイルス(また
はベクター)で形質導入することを含む、宿主細胞にポリヌクレオチドを導入する任意の
公知の方法、または当該技術において知られたトランスフェクション方法（米国特許第43
99216号、第4912040号、第4740461号、および第4959455号に例示されている）により行う
ことができる。用いる形質転換方法は、形質転換される宿主によって決まる。哺乳動物細
胞に異種ポリヌクレオチドを導入する方法は、当該技術において公知であり、デキストラ
ン媒介トランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン媒介トランスフェクシ
ョン、プロトプラスト融合、エレクトロポレーション、リポソームへのポリヌクレオチド
の被包、および核へのDNAの直接マイクロインジェクションを含む。
【０２１１】
　発現のための宿主として入手可能な哺乳動物細胞系統は、当該技術において公知であり
、American Type Culture Collection (ATCC)から入手可能な多くの不死化細胞系統を含
み、限定されないが、チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞、HeLa細胞、ベビーハムス
ター腎(BHK)細胞、サル腎細胞(COS)、ヒト肝癌細胞(例えばHep G2)、およびその他の多く
の細胞系統を含む。
【０２１２】
　（HAHA応答誘導の危険性を決定するためのアッセイ系としてのXenoMouse(登録商標)動
物）
　（XenoMouse(登録商標)動物のタイプ）
　ある実施形態において、ヒト化生物を用いて、特定の抗体または抗体の部分をコードす
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る遺伝子がHAHA応答を誘導する危険性を有するかを調べる。ある実施形態において、生物
はXenoMouse(登録商標)動物である。つまり、XenoMouse(登録商標)動物に投与された抗体
が動物においてHAHA応答をもたらす場合、この抗体は、XenoMouse(登録商標)動物の免疫
原性遺伝子セットに類似の免疫原性遺伝子セットを有するいずれの患者にとっても危険性
の高い抗体であるだろう。特に、患者とXenoMouse(登録商標)動物との間で危険性の高い
遺伝子の不在が似ていることにより、XenoMouse(登録商標)動物がその患者にとって適切
なモデルであるかが決定されるだろう。
【０２１３】
　ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、個体または個体の群、例えば上
記のような民族学的な群についてカスタマイズされる。例えば、カスタマイズされたXeno
Mouse(登録商標)動物は、その患者のためにXenoMouse(登録商標)動物がカスタマイズされ
ている場合、患者が欠損するのと同じ危険性の高い遺伝子を欠損するだろう。つまり、特
定の民族学的背景の患者は、試験対象としての患者および民族学的な群が欠損するのと同
じ危険性の高い遺伝子を欠損するカスタマイズされたXenoMouse(登録商標)動物を用いて
、特定の抗体が患者においてHAHA応答をもたらすかを決定できる。つまり、その患者がHA
HA応答を経験する危険性は、より正確に評価される。このことは、また、抗体の患者への
投与をよりカスタマイズすることも可能にする。
【０２１４】
　ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、抗体を受容する患者または集団
が有するのと同じ危険性の低い遺伝子のみを有する。任意の人々の群について、危険性の
高い遺伝子または危険性の低い遺伝子の傾向が一旦同定されると、その他のカスタマイズ
されたXenoMouse(登録商標)動物試験対象を創出することもできる。危険性プロフィール
を、Abが投与された場合にHAHA応答が発生するであろう危険性の指標であるXenoMouse(登
録商標)動物に移すことができる。ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、
それが代表する集団についての危険性の高い遺伝子の少数を有する。別の実施形態におい
て、XenoMouse(登録商標)動物は、治療される集団についての危険性の高い遺伝子の約50%
またはそれ未満、例えば50～20、20～10、10～5、5～1または1～0%を有する。別の実施形
態において、XenoMouse(登録商標)動物は、抗体を用いて治療する集団についての危険性
の高い遺伝子を有さない。別の実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、人々の
集団のコンセンサスからの危険性の低い遺伝子のみを有する。ある実施形態において、コ
ンセンサスは民族学的な群を超える。ある実施形態において、コンセンサスは民族学的な
群の中にある。
【０２１５】
　ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、すべての危険性の高い遺伝子お
よび危険性が中程度の遺伝子を欠損する。ある実施形態において、危険性の高い遺伝子は
、VH3-9、VH3-13およびVH3-64を含む。ある実施形態において、危険性の低い遺伝子は、
危険性の高い遺伝子でないものであろう。ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)
動物は、危険性の低い遺伝子のみを含む。
【０２１６】
　ある実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、Homo sapiensからのすべてのま
たは実質的にすべてのV、D、および/またはJ遺伝子を含む。このようなXenoMouse(登録商
標)動物は、ヒト抗体に対してHAHA応答を示さないはずであり、HAHA応答の不在を証明す
るネガティブコントロールとして有用であり得る。
【０２１７】
　（HAHA応答を誘導する危険性の検出または決定のための、XenoMouse(登録商標)動物の
使用方法）
　ある実施形態において、抗体がヒトにおいてHAHA応答を誘導するかどうかを決定するた
めのXenoMouse(登録商標)動物の使用方法が提供される。該方法は、候補抗体をXenoMouse
(登録商標)動物に投与し、十分な時間を経過させてHAHA応答が発生することを可能にし、
XenoMouse(登録商標)動物からサンプルを回収し、該サンプルを試験抗体に指向された抗
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体の存在について試験し、該サンプルを試験抗体に結合する物質(例えば抗体)の存在また
は不在について調べることを伴う。このような使用の例を、以下の実施例7に示す。
【０２１８】
　ある実施形態において、2つの抗体を2つの類似のXenoMouse(登録商標)動物に与える。1
つの抗体は、そのHAHA誘導性活性が不明である候補抗体であり、もう1つの抗体は、その
誘導されたHAHA応答が試験抗体のHAHA応答に対する参照点として用いられるコントロール
抗体である。HAHA応答を誘導する危険性が既知または予測されるいずれの抗体もコントロ
ールとして用いることができる。
【０２１９】
　例えば、ある可能性のあるコントロール抗体は、ヒトにおいてHAHA応答を誘導すること
が知られているHUMIRA(登録商標)、抗体D2E7である(配列番号1～4、それぞれLCVR、HCVR
、LC CDR3、HC CDR3、図23A)。そのような抗体のXenoMouse(登録商標)動物への投与から
得られるHAHA応答は、図12A～図12Cで見ることができる。D2E7のXenoMouse(登録商標)動
物への投与が、免疫原性の著しい量をもたらしたことは明らかである。一方、候補のヒト
IgG1、κ抗体、Aは著しいHAHA応答を誘導しなかった(図11A～Cを参照)。候補抗体である
抗体Aは、2002年12月2日出願の同時係属の米国特許出願第60/430729号に記載される抗体
であり、該出願の配列番号71～74および本明細書の配列番号5～8(図23A)に同定される配
列を有する。
【０２２０】
　ヒトまたはヒト化抗体を作製する能力を有するいずれのXenoMouse(登録商標)動物ある
いはその他のトランスジェニック生物も用いることができる。ある実施形態において、ヒ
トの危険性の高い遺伝子を有さないXenoMouse(登録商標)動物を用いることができる。こ
のような「普遍的」生物は、HAHA応答を誘導する危険性があるかを検出する最大の能力を
有するので、有用である。このようなXenoMouse(登録商標)動物は、特定の抗体が特定の
患者においてHAHA応答を誘導するかを予測することにおいて、種々の遺伝子セットを有す
る別のXenoMouse(登録商標)動物ほど有用ではないだろう。なぜなら、そのようなXenoMou
se(登録商標)動物は、集団の個別のメンバーに関して多くの擬陽性をもたらし得るからで
ある。しかし、ある実施形態において、普遍的マウスは、人々の集団を越えてHAHA応答を
誘導しない普遍的抗体を同定するのに有用である。例えば、すべての危険性の高い遺伝子
を欠損したトランスジェニック生物は集団内の誰についても危険性の高い遺伝子を有する
任意の抗体に対してHAHA応答を示すが、HAHA応答を誘導しなかった任意の抗体は、集団内
の誰においてもHAHA応答を誘導する可能性が低いだろう。よって、このような生物は、普
遍的HAHA抗体のスクリーニングに有用である。
【０２２１】
　ある実施形態において、患者の遺伝子セットにない危険性の高い遺伝子は、試験抗体が
投与されるであろうカスタマイズされたXenoMouse(登録商標)動物に存在しない。これら
のカスタマイズされたXenoMouse(登録商標)動物を用いることにより、発生し得る擬陽性
の数を減少することができる。ある実施形態において、カスタマイズされたXenoMouse(登
録商標)動物および患者は、同一の危険性の高い遺伝子の全てを欠損する。別の実施形態
において、カスタマイズされたXenoMouse(登録商標)動物および患者または患者が属する
集団は、同一の危険性の高い遺伝子の100%またはそれ未満、例えば同一の危険性の高い遺
伝子の100～99、99～98、98～95、95～90、90～80、80～70、70～50、50～30、30～1、1
～0パーセントを欠損する。別の実施形態において、カスタマイズされたXenoMouse(登録
商標)動物は、患者または患者が属する集団と同じV、D、およびJ遺伝子についての遺伝子
セットを有する。ある実施形態において、カスタマイズされたXenoMouse(登録商標)動物
および患者または集団は、少なくとも1つの遺伝子を共通して有する。例えば、これらは
同じV、D、またはJ遺伝子の100、100～90、90～70、70～50、50～30、30～10、10～1、ま
たは1～0パーセントを、共通して有してよい。
【０２２２】
　別の実施形態において、XenoMouse(登録商標)動物は、抗体を受容することになってい
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る患者に対して厳密にカスタマイズされる必要はない。つまり、XenoMouse(登録商標)動
物は、患者が欠損する危険性の高い遺伝子を有することができ、つまり、抗体をXenoMous
e(登録商標)動物に投与することが擬陰性をもたらす可能性を上昇させる。しかし、抗体
のXenoMouse(登録商標)動物への投与は、これを考慮に入れることができる。その特定の
危険性の高い遺伝子を有する抗体は、XenoMouse(登録商標)動物によりHAHA応答が創出さ
れなくても、患者に対する可能性のある抗体として含まれない。
【０２２３】
　HAHA応答が発生するかまたはモニタリングされることを可能にするいずれの投与方法も
、これらの実施形態の目的に適している。ある実施形態において、試験または候補抗体は
、患者に用いられるのと類似のアプローチを用いてマウスに投与される。別の実施形態に
おいて、HAHA応答を誘導する可能性を最適化する方法が有用であり得る。例えば、図12A
～Cに示すように、静脈内投与は、HAHA応答を誘導できる抗体のマウスにおけるHAHA応答
の検出を導くが、抗体を皮下投与またはアジュバントと共に投与すると、より高い応答が
得られる。ある実施形態において、抗体は、タンパク質または核酸として投与される。
【０２２４】
　さらに、HAHA応答は、抗体の複数回投与の後により発生しやすいので、HAHA応答が誘導
されるかを調べるために、試験抗体をXenoMouse(登録商標)動物に繰り返し投与すること
が有利であり得る。
【０２２５】
　免疫原性応答は、本来の試験抗体に指向された抗体の存在を明らかにするものであれば
、いずれの方法によっても測定できる。例えば、実施例7で論じるように、ブリッジング(
bridging) ELISAアッセイを用いることができる。あるいは、本来の試験抗体は、通常、
わかっているので、BIAcoreアッセイ系のように試験抗体をビーズまたはチップに適用し
て、試験対象の血清サンプル中に候補または試験抗体に結合するタンパク質が存在するか
を検出することは容易である。基質が試験抗体に結合することは、免疫原性応答が存在す
る可能性があることを示唆する。ある実施形態において、調べられる特定の応答は、HAHA
応答である。これは、ヒト抗体またはヒト化抗体をXenoMouse(登録商標)動物に投与する
ことにより行うことができる。
【０２２６】
　一般的に、抗体により発生する免疫原性応答のレベルは、ポジティブまたはネガティブ
コントロール抗体のいずれかと比較できる。ある実施形態において、免疫原性またはHAHA
応答が発生するか否かは、HAHA応答が発生したことを示すネガティブコントロールまたは
基準設定からずれた、バイナリアンサー(binary answer)である。別の実施形態において
、HAHA応答の存在または不在は、投与された抗体の時間または濃度に関係する。応答の存
在または不在は、投与方法を考慮に入れることもできる。ある実施形態において、正のHA
HA応答は、ネガティブコントロールまたは負の応答の基準設定での量よりも大きな量で、
ネガティブコントロールの少なくとも100パーセントを超えて、例えばネガティブコント
ロールの101、101～200、200～300、300～500、500～800、800～1500、1500パーセントま
たはそれより多い量で抗体に結合する物質の量を表す応答である。ある実施形態において
、投与した抗体に結合する物質は、宿主抗体として規定される。つまり、投与された抗体
または試験抗体に結合する宿主抗体における増加のみが、「投与された抗体に結合する物
質」という用語により包含される。別の実施形態において、投与された抗体に結合する物
質における増加は必要でない。例えば、宿主は投与された抗体に対する確立された免疫原
性応答を既に有していてよい。つまり、投与された抗体に結合する実質的な量はいずれも
、投与された抗体に結合する物質の増加を後でもたらさなくても、抗体がHAHA応答を誘導
することを示し得る。データのこのような比較は、予測されるかまたは標準の応答を通し
て、通常行われる。
【０２２７】
　応答の重要性は、多くの因子、例えば応答が発生するのにどれぐらいの長さが必要かに
加えて、HAHA応答が発生する危険性に比した抗体の必要性および利益、ならびに抗体と共
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に投与される可能性のある薬物などの因子によって決まるだろう。
【０２２８】
　HAHA応答が誘導される危険性を知ることの利点は、HAHA応答の発生の危険性を低減する
ために抗体と共に他の剤を加えるべきか否かということである。
【０２２９】
　これらのXenoMouse(登録商標)動物および開示される方法のさらなる使用の1つは、Xeno
Mouse(登録商標)動物およびHAHA誘導性の抗体を組み合わせて、HAHA応答の発生の危険性
を減少させ得る薬物または物質(抗HAHA応答またはHAHA阻害化合物)をスクリーニングでき
ることである。例えば、HAHA応答をXenoMouse(登録商標)動物において誘導する抗体を得
て、抗HAHA応答化合物の候補がHAHA応答の発生の危険性を低減させるのに適切であるかを
決定するために、抗HAHA応答化合物の候補をHAHA誘導性の抗体と共にXenoMouse(登録商標
)動物に加えることができる。同様に、HAHA応答を誘導する抗体と共にXenoMouse(登録商
標)動物を用いて、HAHA応答をブロックする物質(HAHA誘導性の抗体)をスクリーニングで
きる。同様に、マウスおよび抗体を用いて、化合物の有効用量を決定することを助けるこ
とができる。
【０２３０】
　当業者に理解されるように、上記の議論は、XenoMouse(登録商標)動物およびその使用
の方法を、危険性の高いV遺伝子に関して時折詳細にする。しかし、遺伝子はDまたはJ遺
伝子でもあってよい。さらに、軽鎖および重鎖の遺伝子の両方が考えられる。
【０２３１】
　（上記の方法におけるさらなる変動の排除または最小化）
　当業者に理解されるように、HAHA誘導の危険性の検出器としての任意のトランスジェニ
ック生物の適用を複雑にし得る、マウスとヒトとの機構のさらなる違いが存在し得る。以
下で論じるこのような因子の1つは、T細胞エピトープのレパートリーにおける役割および
存在し得る違いである。この因子およびその背後にある理論は、説明のためだけの手段で
あり、本発明を限定する意図はない。
【０２３２】
　タンパク質抗原に対するB細胞媒介抗体応答は、同種の相互作用の形態でのT細胞のヘル
プおよび活性化されたT細胞により放出される可溶性因子に主に依存する。一旦、抗原が
取り込まれ抗原提示細胞(APC)によりタンパク質溶解処理されると、抗原認識によるT-ヘ
ルパー(Th)細胞の活性化により、このヘルプが引き起こされる。このような認識は、Th細
胞上のT細胞受容体(TCR)が、APCの表面上の主要組織適合複合体(MHC)クラスIIヘテロダイ
マー分子の溝に提示された抗原由来ペプチドの組合せに特異的に結合するときに発生する
。Th細胞によるペプチド認識は、クラスIIのMHCがペプチドに結合する能力(これは、クラ
スIIのMHC分子のハプロタイプに依存するので、遺伝的に抑制される)、およびクラスIIの
MHCとの関連で、TCRがペプチド配列を認識する能力(「T細胞エピトープ」またはTCE)の両
方に依存する。
【０２３３】
　タンパク質抗原を用いる免疫化がB細胞応答を誘導できないときは(このようなB細胞に
より産生され、血清中に存在する抗体として観察される)、いくつかの原因が存在し得る
。例えば、このことは、あるレベルでの免疫応答の活性化を不能にすることを導く、生物
において作用する寛容機構、T細胞またはB細胞寛容を反映するだろう。あるいは、タンパ
ク質溶解性の抗原プロセシングおよびクラスIIのMHC提示抑制により、Th細胞に提示され
ている抗原由来ペプチドの限定されたレパートリーがもたらされることが認識される。つ
まり、生物の発現されるハプロタイプのクラスIIのMHC分子により提示されないか、また
はTh細胞上のTCRにより認識され得るT細胞エピトープを示さないかのいずれかであるペプ
チドを、特定の抗原が産生する可能性がある。集合的に、このようなペプチドレパートリ
ーは、Th細胞活性化の誘導に失敗し、結局、B細胞活性化および抗体産生を導く事象は発
生しない。非ヒト生物を用いてヒトにおける免疫原性を予測するときに、このような生物
におけるT細胞エピトープのレパートリーは、それらが提示できるクラスIIのMHCおよびペ
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プチドの違いのために、ヒトにおいて存在するものとは異なるであろうという警告が存在
する。このことは、抗原上のB細胞エピトープの存在(すなわち、B細胞により産生される
抗体により認識されるエピトープ)が正確に報告されない「擬陰性」の結果をもたらし得
る。
【０２３４】
　この可能性に取り組むいくつかの方法がある。1つの方法は、以下の実施例8でさらに論
じる。広く特徴付けると、抗原物質を試験すべき抗体と結合させることができる。この議
論の目的のために、抗原物質は、抗原性応答を誘導できるものである。例えば、これは抗
体の産生を刺激することができる。ある実施形態において、該物質は通常、マウス、ヒト
、または一般的な哺乳動物において抗原性である。別の実施形態において、該物質は、そ
れが投与される生物において抗原性である。
【０２３５】
　例えば、ヒト化IgG1,κを、抗原性タンパク質配列、例えば配列CQYIKANSKFIGITELKK(配
列番号9)を有する合成ペプチド(以下、「T細胞エピトープ」または「TCE」という。この
配列は、普遍的に抗原性であると記載されている［Panina-Bordignon, P.、Tan, A.、Ter
mijtelen, A.、Demotz, S.、Corradin, G. P.およびLanzavecchia, A.、Eur. J. Immunol
. 19、2237～2242頁(1989)］)と結合させることができる。組み合わせた抗体と抗原物質
とを免疫原性応答を誘導する生物に投与する場合、抗原物質がT細胞受容体および/または
主要組織適合複合体の互換性の問題の可能性を回避するので、抗原物質の存在は、上記の
擬陰性の危険性を低減するだろう。内因性T細胞エピトープが存在しなくても、試験抗体
は、内因性B細胞エピトープ(抗体結合部位)を有していれば、抗体応答を誘導する。ある
実施形態において、「TCE」は試験物質と結合する任意の外因性ペプチドである。
【０２３６】
　抗原性セグメントは、抗原性セグメントが適切に機能でき、かつ試験抗体のプロセシン
グおよび認識を過度に妨げない限りは、あらゆる方法により抗体に付着できる。ある実施
形態において、マレイミド化学反応（maleimide chemistry）を用いて、抗原性セグメン
トを試験抗体に連結することができる。例えば、スルホ-SMCCを用いることができる。こ
れは、抗体上のアミンと反応するNHSエステルと、TCEペプチドのN末端システイン上のス
ルフヒドリル基と反応してTCE-装飾抗体(「Ab-TCE」)を作製するマレイミド基とを含有す
る。コントロールとして、さらなる抗体を同様にして処理できるが、TCEをこの反応に加
えない(「Ab-偽」)。次いで、未処理の抗体およびTCE単独と共に、これらを、XenoMouse(
登録商標)動物に投与できる。このような実験の結果を、実施例9に関連して、以下に詳細
に記載する。以下に詳細に説明するように、投与した抗体に対して指向された抗体の著し
い誘導をもたらしたサンプルは、TCEと結合した抗体、およびアジュバントの存在下で尾
の付け根、それに続いて腹腔内で投与した抗体だけであった。つまり、TCEの使用は、抗
体がHAHA応答をXenoMouse(登録商標)動物において誘導できる可能性を効率的に増大でき
るようである。
【０２３７】
　（HAHA応答阻害剤を試験するためのトランスジェニックXenoMouse(登録商標)動物）
　ある実施形態において、抗体に対してHAHA応答を示すXenoMouse(登録商標)動物は、可
能性のある抗HAHA化合物(AHAHA化合物またはHAHA阻害剤化合物)をスクリーニングするた
めに用いられる。例えば、XenoMouse(登録商標)動物がHAHA誘導性の抗体を投与されたと
きにHAHA応答を示すならば、XenoMouse(登録商標)動物に投与され、かつHAHA誘導性の抗
体がXenoMouse(登録商標)動物に投与されたときに、予測されるHAHA応答の誘導を阻害す
る任意の物質が、ヒト系においてもHAHA応答の誘導を妨げるのに有用であるだろう。つま
り、ある実施形態において、特定の抗体に対してHAHA応答を示すXenoMouse(登録商標)動
物が、種々の化合物を、HAHA応答を抑制する化合物の能力について試験するための手段と
して企図される。得られる化合物は、一般的にHAHA応答の誘導を妨げるか、またはHAHA応
答を誘導する原因である特定の抗体についてのHAHA応答の誘導を妨げるために効果的であ
り得る。
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【０２３８】
　別の実施形態において、HAHA応答を抑制するために試験される化合物、候補HAHA阻害剤
は、HAHA誘導性の抗体をXenoMouse(登録商標)動物に投与する前、その最中または後にXen
oMouse(登録商標)動物に投与される。XenoMouse(登録商標)動物は、内部でもHAHA誘導性
の抗体を産生してよい。例えば、XenoMouse(登録商標)動物は、問題のHAHA誘導性の抗体
タンパク質についてのトランスジェニックマウスであってよい。あるいは、XenoMouse(登
録商標)動物は、タンパク質を産生している、限定された数の細胞を有することができる
。あるいは、XenoMouse(登録商標)動物は、XenoMouse(登録商標)動物の細胞に感染するウ
イルスまたはウイルス構築物の使用を通じて抗体を産生することができる。特に必要でな
い限り、HAHA誘導性の抗体を、HAHA応答を可能にする任意の様式で、XenoMouse(登録商標
)動物試験対象に投与できる。
【０２３９】
　ある実施形態において、HAHA阻害剤を試験する方法は、1) 1種または複数種の候補HAHA
阻害剤と、2) HAHA誘導性の抗体との両方をXenoMouse(登録商標)動物に投与することを伴
う。必要であれば、候補HAHA阻害剤およびHAHA誘導性の抗体のいずれかまたは両方の連続
的な供給を、そのHAHA阻害剤がない場合にHAHA応答の発生に必要とされるであろう期間、
XenoMouse(登録商標)動物に投与する。次いで、サンプルをXenoMouse(登録商標)動物から
採取して、HAHA応答が発生したかを決定する。もしなければ、またはHAHA応答の発生が少
ない量であれば、候補HAHA阻害剤はHAHA阻害剤と考えられるだろう。HAHA阻害剤は、HAHA
応答を100%阻害する必要はない。例えば、HAHA阻害剤は、少なくともいくらかのHAHA応答
、例えばHAHA応答の1、2、3～5、5～7、7～10、15～20、20～30、30～50、50～70、70～8
0、90～95、95～97、98、99、または100パーセントを阻害するだろう。この応答は、種々
の方法により、例えばXenoMouse(登録商標)動物の血清においてHAHA誘導性の抗体に結合
する物質を探すことにより測定できる。機能的なHAHA阻害剤は、ある一連の条件下、HAHA
誘導性の抗体に指向された抗体の存在を低減させるかまたは排除するだろう。ある実施形
態において、HAHA阻害剤はHAHA応答の発生を遅延させるだろう。つまり、HAHA応答および
HAHA応答のサイズは依然として発生するが、応答が発生するためにより長くかかるだけで
ある。HAHA阻害剤は、その応答を少なくとも1パーセント、例えば1～5、5～10、10～20、
20～30、30～40、40～50、50～60、60～70、70～80、80～90、90～100、100～150、150～
200、200～300パーセントまたはそれより多く遅延させるだろう。
【０２４０】
　任意に、さらなるスクリーニング工程を行って、HAHA誘導性AbがHAHA阻害剤の存在下で
まだその結合能力に対して機能的であるかを確かめることができる。もちろん、HAHA阻害
剤はXenoMouse(登録商標)動物に投与されてもいるので、阻害剤に対する免疫原性応答も
調べることができる。
【０２４１】
　HAHA誘導性の抗体は、患者に投与されたときにHAHA応答を誘導する抗体である。このこ
とは、図11A～Dおよび12A～Dに示すように、実験的に決定できる。このことは、その遺伝
子頻度、ならびにどの遺伝子が危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝子であるかを
調べることによっても決定できる。低頻度遺伝子を含む抗体は、その遺伝子が低頻度遺伝
子である(例えば個体に存在しない)人々にとって、HAHA誘導性の抗体であるだろう。
【０２４２】
　XenoMouse(登録商標)動物を例として用いているが、類似のヒトベースの免疫系を有す
るその他の生物も、記載された組成物および方法に対して機能するだろう。
【０２４３】
　（治療のための投与および製剤）
　作用の持続時間が延長されることにより、静脈内、皮下または筋肉内注射などの代替非
経口経路による、より頻度が低くかつより簡便な投与計画が可能になるだろう。
【０２４４】
　in vivo投与に用いられる場合、本明細書に記載される抗体製剤は滅菌されるべきであ
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る。このことは、例えば、凍結乾燥および水などを加えて戻す前または後に、滅菌ろ過膜
を通してろ過することにより容易に達成される。通常、抗体は凍結乾燥形態または溶液で
貯蔵されるだろう。治療用抗体組成物は、一般的に、滅菌アクセスポートを有する容器、
例えば静脈注射用の溶液バッグ、または製剤の回収を可能にするアダプタを有するバイア
ル、例えば皮下注射針により刺すことができる栓を有するバイアルなどに入れられる。
【０２４５】
　抗体の投与経路は既知の方法、例えば静脈内、腹腔内、脳内、筋肉内、眼内、動脈内、
くも膜下腔内、吸入もしくは病巣内経路による注射または注入、あるいは以下に記載する
徐放系に従う。抗体は、注入またはボーラス注入により連続的に投与されることが好まし
い。
【０２４６】
　治療に用いられる抗体の有効量は、例えば、治療対象、投与経路、および患者の状態な
どによって決まる。よって、治療専門家が、最適な治療効果を得るために必要とされるよ
うに用量滴定し、投与経路を変更することが好ましい。典型的には、臨床医が所望の効果
を達成する投与量まで抗体を投与するだろう。この治療の経過は、従来のアッセイまたは
本明細書に記載のアッセイにより、容易にモニタリングされる。
【０２４７】
　本明細書に記載の抗体は、薬学的に許容可能なキャリアとの混合物として調製できる。
治療用組成物を、静脈内または鼻もしくは肺を通して、好ましくは液体または粉末エアロ
ゾル(凍結乾燥)として投与することができる。所望により、非経口または皮下でも組成物
を投与できる。全身投与する場合には、治療用組成物は、滅菌かつパイロジェンフリーで
あって、pH、等張性および安定性に当然払うべき注意を払った非経口的に許容される溶液
であるべきである。これらの条件は、当業者に知られている。簡単に述べると、本発明の
化合物の用量製剤（dosage formulation）は、所望の純度を有する化合物と生理的に許容
可能なキャリア、賦形剤、または安定剤とを混合することにより、貯蔵または投与用に調
製される。このような物質は、用いられる投与量および濃度で受容者に非毒性であり、TR
IS HC1、リン酸塩、クエン酸塩、酢酸塩およびその他の有機酸塩などのバッファー;アス
コルビン酸などの抗酸化剤;ポリアルギニンなどの低分子量(約10残基未満)ペプチド、血
清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリンなどのタンパク質;ポリビニルピロリジ
ノンなどの親水性ポリマー;グリシン、グルタミン酸、アスパラギン酸、またはアルギニ
ンなどのアミノ酸;セルロースもしくはその誘導体、グルコース、マンノース、またはデ
キストリンを含む、単糖類、二糖類、およびその他の炭水化物；EDTAなどのキレート化剤
;マンニトールまたはソルビトールなどの糖アルコール;TWEEN、PLURONICS、もしくはポリ
エチレングリコールなどの、ナトリウムおよび/またはノニオン性界面活性剤などの対イ
オンを含む。
【０２４８】
　注射用の滅菌組成物は、Remington's Pharmaceutical Sciences(第18版、Mack Publish
ing Company、Easton、PA、1990)に記載されるような従来の薬学のプラクティスに従って
製剤化され得る。例えば、活性化合物をビヒクル、例えば水またはゴマ油、ピーナッツ油
、もしくは綿実油などの天然植物油、あるいはオレイン酸エチルなどの合成脂肪酸ビヒク
ルに溶解または懸濁することが所望されるだろう。バッファー、保存料、抗酸化剤などを
、許容される薬学プラクティスに従って組み込むことができる。
【０２４９】
　徐放性調製物の適した例には、ポリペプチドを含有する固体疎水性ポリマーの半透性マ
トリックスが含まれ、該マトリックスは成型物、フィルム、またはマイクロカプセルの形
態である。徐放性マトリックスの例には、ポリエステル、ヒドロゲル(例えば、Langerら
、J. Biomed Mater. Res.、(1981) 15: 167～277頁およびLanger、Chem. Tech.(1982) 12
: 98～105頁に記載される、ポリ(2-ヒドロキシエチル-メタクリレート)、またはポリ(ビ
ニルアルコール))、ポリラクチド(米国特許第3773919号、欧州特許第58481号)、L-グルタ
ミン酸とγエチル-L-グルタメートとのコポリマー(Sidmanら、Biopolymers、(1983) 22:5
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47～556頁)、非分解性エチレン－ビニルアセテート(Langerら、上記参照)、分解性乳酸－
グリコール酸コポリマー、例えばLUPRON Depot(商標)(乳酸－グリコール酸コポリマーと
ロイプロリドアセテートとで構成される注射可能なミクロスフェア)、およびポリ-D-(-)-
3-ヒドロキシ酪酸(欧州特許第133988号)が含まれる。
【０２５０】
　エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グリコール酸などのポリマーは100日以上に
わたって分子を放出することができるが、ある種のヒドロゲルはより短い期間でタンパク
質を放出する。被包されたタンパク質が体内で長期間存続する場合、37℃で湿気に曝露さ
れた結果として、それらは変性または凝集することがあり、生物学的活性の損失および免
疫原性の潜在的変化がもたらされ得る。用いる機構に応じてタンパク質安定化を工夫する
ことが合理的なストラテジーであり得る。例えば、凝集機構がジスルフィド交換を介して
の分子間S-S結合形成であると見出された場合、安定化は、スルフヒドリル残基の修飾、
酸性溶液からの凍結乾燥、水分含量の制御、適切な添加物の使用、および特定のポリマー
マトリックス組成物の開発により達成されるだろう。
【０２５１】
　徐放性組成物には、結晶を懸濁物に保持できる適切な製剤に懸濁された、抗体の結晶の
調製物も含まれる。皮下または腹腔内で投与されたときにこれらの調製物は、徐放性効果
を発揮できる。その他の組成物には、リポソームに封入された本発明の抗体も含まれる。
このような抗体を含むリポソームは、それ自体知られた方法により作製される：米国特許
第DE 3218121号;Epsteinら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、(1985) 82:3688～3692頁;Hwa
ngら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA、(1980) 77: 4030～4034頁;欧州特許第52322号;欧州
特許第36676号;欧州特許第88046号;欧州特許第143949号;欧州特許第142641号;日本国特許
出願第83-118008号;米国特許第4485045号および第4544545号;ならびに欧州特許第102324
号。
【０２５２】
　ある患者についての抗体製剤の投与量は、疾患の重篤度およびタイプ、体重、性別、食
餌、投与期間および経路、その他の治療ならびにその他の関連する臨床上の因子を含む、
薬物の作用を変更することが知られる種々の因子を考慮に入れて、主治医により決定され
るだろう。治療上有効な投与量を、in vitroまたはin vivo方法のいずれかにより決定し
てよい。
【０２５３】
　治療に用いられる抗体の有効量は、例えば、治療対象、投与経路、および患者の状態に
よって決まる。よって、治療専門家が、最適な治療効果を得るために必要とされるように
用量滴定し、投与経路を変更することが好ましい。典型的な一日投与量は、上記の因子に
応じて、約0.001 mg/kgから100 mg/kgまで、またはそれより多くであるだろう。典型的に
は、臨床医が所望の効果を達成する投与量まで治療用抗体を投与するだろう。この治療の
経過は、従来のアッセイにより、または本明細書に記載されるとおりに、容易にモニタリ
ングされる。
【０２５４】
　当然のことながら、本明細書に記載の組成物および方法に従う治療用物質の投与は、適
切なキャリア、賦形剤、および製剤に組み込まれて移動、送達、耐性などを改善するその
他の剤と共に投与されるだろう。多くの適切な製剤を、すべての薬剤師に知られた処方書
で見出すことができる: Remington's Pharmaceutical Sciences(第18版、Mack Publishin
g Company, Easton, PA (1990))、特にその中のBlock、Lawrenceによる第87章。これらの
製剤は、例えば、粉末、ペースト、軟膏、ゼリー、ワックス、オイル、脂質、脂質(カチ
オン性またはアニオン性)含有小胞(例えばLipofectin(商標))、DNAコンジュゲート、無水
吸収ペースト、水中油滴型および油中水滴型エマルション、エマルションカーボワックス
(carbowax)(種々の分子量のポリエチレングリコール)、半固体ゲル、ならびにカーボワッ
クス含有半固体混合物を含む。上記のいずれの混合物も、製剤中の活性成分が製剤により
不活性化されず、かつ製剤が投与経路に生理的に適合し耐性であるならば、本発明に従う
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治療および療法に適切であり得る。Baldrick P.、「Pharmaceutical excipient developm
ent: the need for preclinical guidance.」、Regul. Toxicol. Pharmacol. 32 (2): 21
0～8頁(2000)、Wang. W.、「Lyophilization and development of solid protein pharma
ceuticals」、Int. J. Pharm. 203(1-2): 1～60頁(2000)、Charman WN、「Lipids, lipop
hilic drugs, and oral drug delivery-some emerging concepts」、J Pharm Sci. 89(8)
: 967～78頁(2000)、Powellら、「Compendium of excipients for parenteral formulati
ons」、PDA J Pharm Sci Technol. 52:238～311頁(1998)、ならびに薬剤師に公知の製剤
、賦形剤およびキャリアに関するさらなる情報について、その中に引用された文献も参照
されたい。
【０２５５】
　(実施例)
　(実施例1)
　本実施例は、正規化宿主VH遺伝子プロフィールをどのようにして作製できるかを示す。
まず、プロフィールのメンバーのすべてにおいてどのVH遺伝子が存在しているかを決定す
る。すべてのV遺伝子の配列、およびその同定方法が現在ではわかっているので、このこ
とは当業者にとってはルーチンである。次に、各遺伝子についての出現頻度を、遺伝子が
出現する人の数を決定し、その数をプロフィール内の人の数で割ることにより決定する。
図1Aに示すように、5つの宿主の遺伝子を決定し、次いで、図1Cに示すような様々な方法
で正規化する。これを、各遺伝子について繰り返し、ある集団についてのV遺伝子の完全
プロフィールを得る。
【０２５６】
　(実施例2)
　本実施例は、正規化宿主Vタンパク質プロフィールをどのようにして作製できるかを示
す。実施例1の正規化宿主V遺伝子プロフィールを、実際に発現される遺伝子について種々
のアミノ酸配列に変換する。図1AのV遺伝子から発現されるタンパク質の例を図1Bに示し
、得られる頻度を図1Dに示す。
【０２５７】
　図1Cと図1Dとの比較から分かるように、頻度、延いては遺伝子に関係する危険性は、分
析がDNAレベルで行われるかまたはタンパク質レベルで行われるかにより変動し得る。
【０２５８】
　(実施例3)
　本実施例は、遺伝子の選択に関係する危険性を低減させるために行うことができる変更
を示す。図3に示すように、遺伝子の選択において危険性の高い遺伝子が一旦同定される
と、それを最適化できる。HAHA応答を低減させる可能性を増大させ、かつ機能性の損失の
危険性を減少させるために、正規化宿主Vタンパク質プロフィールにおける情報により改
変を支配できる。この例を図6に示す。図6では、最適化される遺伝子は、出現頻度が最も
低い(20%)ので遺伝子Cである。本実施例において、遺伝子Cは除去されるだろう。置換遺
伝子が必要な場合は、遺伝子Cの置換は、類似のタンパク質構造を有する他の遺伝子を決
定するためにプロフィールを調べることにより決定される。つまり、これは遺伝子B、ま
たは遺伝子Cよりも遺伝子Bにより似ている別の遺伝子であり得る。
【０２５９】
　(実施例4)
　本実施例は、V遺伝子を抗体の形で患者に与えたときに、特定のV遺伝子に関係する危険
性をどのようにして決定できるかを示す。まず、正規化宿主V遺伝子プロフィールを、患
者が属する集団について選択する。このことは、患者がどのV遺伝子を有するかまたは有
する可能性があるかを決定することにより行うことができる。次いで、患者に投与される
抗体のV遺伝子を決定する。次いで、抗体のV遺伝子を、プロフィール内のV遺伝子と比較
する。
【０２６０】
　例えば、集団のプロフィール内にA、B、C、D、およびEの5つの遺伝子があり、頻度は遺
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伝子Aが30%、遺伝子Bが2%、遺伝子Cが5%、遺伝子Dが100%、および遺伝子Eが99%であり得
る。抗体の一部分がA遺伝子によりコードされる場合、抗体は70%危険遺伝子であると考え
られる。抗体の一部分がB遺伝子によりコードされる場合、これは98%危険遺伝子であると
考えられる。抗体の一部分がC遺伝子によりコードされる場合、これは95%危険遺伝子であ
ると考えることができる。抗体の一部分がDまたはE遺伝子によりコードされる場合、これ
は0または1%危険遺伝子であると考えることができる。
【０２６１】
　(実施例5)
　本実施例は、VH遺伝子の出現頻度と、遺伝子が患者においてHAHA応答を誘導する危険性
との関係をどのようにして確かめることができるかを記載する。
【０２６２】
　まず、既知の遺伝子セットを有する抗体を患者に投与する。次いで、患者をHAHA応答に
ついて試験する。HAHA応答を誘導する抗体は、それらの遺伝子セットにポイント値を与え
られる。投与された抗体すべての遺伝子すべては、それぞれのポイント値が合計される。
次いで、これらの値を、遺伝子がどのような頻度で出現するか、正規化する。つまり、10
個の抗体に存在するがそのうちの1つのみがHAHA応答の原因である遺伝子は0.1ポイント値
を与えられ、1つの抗体に存在するが、あるプロフィールのすべての個体においてHAHA応
答の原因となる遺伝子は1.0ポイント値を与えられる。最高のポイント値を有する遺伝子
は、HAHA応答の誘導と最大の関係をもつ遺伝子となるだろう。次いで、これらのポイント
値を、正規化宿主V遺伝子プロフィールの遺伝子の出現頻度と比較して、その関係がどれ
ぐらい近いかを決定する。このことは、共通の遺伝子はHAHA応答と関係する頻度がより低
く、集団において希少な遺伝子は、HAHA応答と関係する頻度がより高いことを証明する。
【０２６３】
　(実施例6)
　VH3-9遺伝子の存在を、多くのサンプルにおいて調べた。標準的なPCR-ELISA法を用いて
、ヒトドナーおよび4つのヒト細胞系統、A375、A549、MCF7およびHEK-293細胞のゲノムDN
AにおけるVH3-9の出現を調べた。PCR-ELISAで用いたビオチン標識プローブは、(5'→3')[
BioTEG] CCGGCAAGCTCCAGGGAAGGGC(配列番号14、図23B)の配列を有していた。図10に示す
結果は、VH3-9およびVH3-9の存在における多様性は、このプローブを用いるPCR-ELISAに
より検出できることを証明する。
【０２６４】
　(実施例7)
　本実施例は、XenoMouse(登録商標)動物が、抗体がHAHA応答を誘導するかを決定するの
に有用であることを証明する。完全ヒト抗体を産生できるXenoMouse(登録商標)マウスの
群を、選択された完全ヒト抗体で免疫した。各マウスは、2つの異なる抗体(AまたはB)の1
つを、2週間の間隔で、投与あたり10μgの抗体で3回投与された。さらに、いくつかのマ
ウスには、ポジティブコントロール免疫原としてキーホールリンペットヘモシアニン(KLH
; Pierce、Rockford IL) 10μgを投与し、その他にはネガティブコントロールとしてキャ
リアのみを注射した。抗体Aは、XenoMouse(登録商標)マウスから創出され、TNFαに対し
て指向された抗体であった。抗体Aは、米国特許出願第60/430729号で以前に開示され(配
列番号71～74; 本明細書の配列番号5～8、および配列番号12および13、これらはそれぞれ
軽鎖および重鎖のコンセンサス配列を示す、図23B)、299v2として同定された。抗体Bも、
TNFαに指向された抗体であった。抗体BはHUMIRA (D2E7、アダリムマブ)としても知られ
、この抗体は、2001年7月10にSalfeldらに発行された米国特許第6258562号の主題であっ
た。前記の特許第6258562号では、この抗体を、ヒトTNFαに結合するヒト抗体として特徴
付けている(一般的には前記特許第6258562号を参照されたい)。しかし、以前の研究は、
抗体Bが、ヒトに投与されたときにHAHA応答を誘導できることを証明していた(情報は、FD
Aウェブサイトpdf adalabb123102r1p2.pdfから入手可能である)。
【０２６５】
　抗体、KLH、またはキャリアを、静脈内(「I. V.」)若しくは皮下(「S. C.」)投与する
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か、またはフロイント完全アジュバント(Sigma, St. Louis, MO)で乳化して尾の付け根(
第1投与)に投与し、それに続いてフロイント不完全アジュバント(Sigma)で乳化して腹腔
内(第2および第3投与)(「BIP/ADJ」)に投与した。マウスから後眼窩採血により図11A～C
および図12A～Cに示す時間で血清を得て、次の段落に記載するようにしてすべてのサンプ
ルが試験できるまで-80℃で保存した。
【０２６６】
　ブリッジングELISAを用いて、注射した抗体に反応性のある成分の存在について、血清
サンプルをアッセイした。このELISAアッセイにおいて、Maxisorp 96ウェルプレート(Nun
c, Rochester, NY)を試験抗体またはKLHで適切にコートし、次いで、プレートを洗浄して
、ウシアルブミンでブロッキングした。次いで、XenoMouse(登録商標)動物の血清サンプ
ルを1:10希釈で二重（in duplicate）に加えた。ネガティブおよびポジティブコントロー
ルとして、10%正常マウス血清(Equitech-Bio, Kerrville, TX)、およびそれぞれ10%マウ
ス血清中で希釈したウサギ抗ヒトIgG (Southern Biotechnology, Birmingham, AL)または
XenoMouse(登録商標)動物由来抗KLH (Abgenix)を用いた。インキュベートした後、血清を
洗い流し、ビオチン化形態の試験抗体またはKLH (EZ-Link(商標) Sulfo-NHS-LC-Biotinyl
ationキットおよび付属のプロトコル、Pierceを用いて調製した)をウェルに加え、続いて
さらに洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジンでインキュベートし
た。視覚化はEnhanced K-blue TMB基質(Neogen, Lexington, KY)を用い、2Mの硫酸を用い
て反応を停止させた。プレートを450nmの波長のプレートリーダーで読んだ。データをO.D
.マルチプル（O.D. Multiple）として表し、下記式：
サンプル平均OD(二重のウェル)/ネガティブコントロール平均OD(プレートあたり6～8ウェ
ル)
を用いて算出した。
【０２６７】
　O.D.マルチプル>2は、試験抗体に対する血清抗体について陽性であると考えた。2つの
完全ヒトIgG1試験抗体からのデータを図11A～11Cおよび図12A～12Cに示す。BIP/ADJの結
果を図11Aおよび12Aに示し、S.C.の結果を図11Bおよび12Bに示し、そしてI.V.の結果を図
11Cおよび12Cに示す。
【０２６８】
　図11A～Cのデータから分かるように、抗体Aでは、抗体の投与方法にかかわらず、XenoM
ouse(登録商標)動物での免疫原性が検出されなかった。一方、図12A～Cから分かるように
、抗体Bは、高いレベルの免疫原性を誘導した。10%正常マウス血清からのネガティブコン
トロールの結果およびウサギ抗ヒトIgGからのポジティブコントロールの結果は、次の通
りであった。抗体Aについて、ネガティブコントロールは0.05の平均OD、0.01の標準偏差
および1.00のODマルチプルであり、ポジティブコントロールは0.19の平均OD、0.02の標準
偏差および3.81のODマルチプルであった。抗体Bについて、ネガティブコントロールは0.0
7の平均OD、0.00の標準偏差および1.00のODマルチプルであり、ポジティブコントロール
は0.11の平均OD、0.02の標準偏差および1.55のODマルチプルであった。図12Dは、ポジテ
ィブコントロール免疫原であるKLHの実験の結果を示す。
【０２６９】
　これらから分かるように、抗体BのI.V.投与は、7匹のマウスのうち3匹で免疫原性応答
を誘導し、抗体Bに対して免疫原性を示すマウスの数は、抗体をS.C.投与されたXenoMouse
(登録商標)動物において7匹のうち5匹に増え、最終的には、図12Aに示すように、アジュ
バントと共に投与した抗体について7匹のうち7匹になった。つまり、本実施例は、XenoMo
use(登録商標)動物を用いて、同じタンパク質に指向された2つのヒトまたはヒト化抗体の
免疫原性の程度を区別することができることを証明する。
【０２７０】
　これは、XenoMouse(登録商標)マウスから産生された抗体が、同じ遺伝子プロフィール
を有する宿主においてHAHA応答を誘導しないことも証明する。
【０２７１】
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　当業者に理解されるように、記載した一般的な概念を変更せずに、上記の変数の多くを
調節してよい。例えば、O.D.マルチプル>2は、厳密なカットオフである必要はない。例え
ば、カットオフは3に、標準偏差をバックグランドより高く設定することができ、または
より複雑な統計法を用いることができる。
【０２７２】
　(実施例8)
　本実施例は、本明細書に記載されるXenoMouse(登録商標)マウスの使用における擬陰性
の可能性を避けるための、ある方法を示す。ヒト化IgG1,κ抗体、Xolair (E25、オマリズ
マブ)(重鎖V領域、配列番号10および軽鎖領域、配列番号11)を、配列CQYIKANSKFIGITELKK
(配列番号9)を有する合成ペプチド(以下、「TCE」という)と結合させた。マレイミド化学
反応をスルホ-SMCCを用いて行い、TCE-装飾抗体(「Ab-TCE」)を作製した。さらなる抗体
を同様に処理したが、この反応にTCEは加えなかった(「Ab-偽(sham)」)。
【０２７３】
　完全ヒト抗体を産生可能なXenoMouse(登録商標)マウスの群を、非修飾で未処理の試験
抗体(「Ab」)、Ab-TCE、またはAb-偽のいずれか10μgを用いて免疫した。マウスのさらな
る群は、コントロールとしての10μgのTCEペプチドのみを投与された。各マウスは、静脈
内(「I.V.」)または皮下(「S.C.」)のいずれかで、2週間の間隔で、3回の投与量を投与さ
れた。さらに、非修飾のAbを、フロイント完全アジュバント(Sigma, St. Louis, MO)で乳
化して、マウスの1つの群に尾の付け根(第1投与)に投与し、それに続いてフロイント不完
全アジュバント(Sigma)で乳化したAbを腹腔内(第2および第3投与)(「BIP/ADJ」)に投与し
た。マウスから後眼窩採血により以下の図に示す時間で血清を得て、すべてのサンプルを
試験できるまで-80℃で保存した。
【０２７４】
　ブリッジングELISAを用いて、抗体を含む、注射した抗体に反応性のある成分の存在に
ついて、血清サンプルをアッセイした。このELISAアッセイにおいて、Maxisorp 96ウェル
プレート(Nunc, Rochester, NY)を非修飾の試験抗体でコートし、プレートを洗浄して、
ウシアルブミンでブロッキングした。次いで、XenoMouse(登録商標)動物の血清サンプル
を1:10希釈で二重に加えた。ネガティブおよびポジティブコントロールとして、10%正常
マウス血清(Equitech-Bio, Kerrville, TX)、および10%マウス血清中で希釈したウサギ抗
ヒトIgG (Southern Biotechnology, Birmingham, AL)を用いた。インキュベートした後、
血清を洗い流し、ビオチン化形態の試験抗体(EZ-Link(商標) Sulfo-NHS-LC-Biotinylatio
nキットおよび付属のプロトコル、Pierceを用いて調製した)をウェルに加え、続いてさら
に洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジンでインキュベートした。
視覚化はEnhanced K-blue TMB基質(Neogen, Lexington, KY)を用い、2Mの硫酸を用いて反
応を停止させた。プレートを450nmの波長のプレートリーダーで読んだ。データをO.D.マ
ルチプルとして表し、下記式：
サンプル平均OD(二重のウェル)/ネガティブコントロール平均OD(プレートあたり6～8ウェ
ル)
を用いて算出した。
【０２７５】
　O.D.マルチプル>2は、試験抗体に対する血清抗体について陽性であると考えた。
【０２７６】
　図13A～D、図14A～Dおよび図15は、本実験の結果を示す。結果は、抗体にTCEを加える
ことにより7匹のマウスのうち2匹で免疫原性が得られたが、非修飾および偽-結合抗体は
、試験した14匹のマウスで免疫原性ではなかったことを示す。つまり、タンパク質にTCE
が結合することは、B細胞媒介免疫原性の報告を可能にする。XenoMouse(登録商標)マウス
は、未修飾の抗体に応答して、それがアジュバントと共に投与されると抗体を産生し、こ
のことは、試験抗体が内因性T細胞エピトープを含有することを示唆する。
【０２７７】
　(実施例9)
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　本実施例は、正規化宿主VH遺伝子プロフィール、または遺伝子特異的プローブを用いて
、96人のドナーの末梢血液細胞からのゲノムDNAおよびRNAのレベルの両方についての集団
を超えたVH遺伝子レパートリーの分析を示す。PBMCにおける転写産物およびゲノム配列の
存在は、VH遺伝子セグメントを決定した。
【０２７８】
　VH遺伝子のプローブを設計し、標的遺伝子および関係するファミリーメンバーを発現す
るハイブリドーマからのプラスミドおよび/またはcDNAについて確かめた。
【０２７９】
　［ドナー、PBMC単離および核酸調製］
　末梢血を66人のドナーおよび市販の起源(Bioreclamation, Inc.)を通して32人の個体か
ら得た。すべてのドナーの年齢、性別および民族のデータを集めた。45 mlの血液から、
末梢血単核細胞(PBMC)を単離した。細胞を計数し、ゲノムDNAを5×10e6細胞から、Qiagen
のDNeasy 96 Tissue Kitを用いて、製造業者の使用説明に従って単離した。定量は、Pico
Green (Molecular Probes社)を用いて行い、50ngのgDNAをリアルタイムPCR反応に用いた
。RNAを、RNeasyミニカラムを用いて、製造業者の使用説明に従って単離した。残存DNAを
、Ambion社のTURBO DNA-フリーを用いて除去した。RiboGreen (Molecular Probes)を、RN
Aサンプルの定量に用い、80ngのトータルRNAを用いて、InvitrogenのSuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCRを用いてcDNAを作製した。最終反応混合物の1/12を
用いてリアルタイムPCR分析を行った。
【０２８０】
　［プライマーおよびプローブの設計］
　プライマーおよびプローブは、Vbaseで入手可能な配列情報(および図17A～図22Jに示す
)に基づいて、Primer Expressソフトウェアバージョン2.0 (Applied Biosystems)を用い
て設計した。マイナーグルーブ結合(Minor Groove Binding) (MGB)プローブは、65～67℃
のTmを有していた。可能であれば、プローブをFR1で設計し、そうでなければFR2、FR3、
またはリーダー領域で設計した。CDR領域および報告された多型は避けた。このことは、
種々の方法により、例えば図16Aおよび図16Bに示すような種々のVH遺伝子間の配列比較に
より行うことができる。当業者ならば理解するであろうが、図16Aおよび16Bにおける覆わ
れた部分(wrap around)(例えば遺伝子2-05、2-26、3-43および7.41)はいずれも、空間的
束縛の結果であり、アラインメントの特性を示すものではない。PCR単位複製配列は、で
きる限り短く、200bpを超えないようにした。プローブならびに20塩基上流および下流の
配列は、Altschul、Stephen F.、Thomas L. Madden、Alejandro A.Schaffer、Jinghui Zh
ang、Zheng Zhang、Webb MillerおよびDavid J. Lipman (1997)、「Gapped BLAST and PS
I-BLAST: a new generation of protein database search programs」、Nucleic Acids R
es. 25:3389～3402頁を参照した方法に従ってヒトゲノムデータベースを検索して、偽遺
伝子との交差反応性を最小限にした。
【０２８１】
　［リアルタイムPCR］
　リアルタイムPCRを、ABI Prism 7700アナライザーで行った。各プライマー/プローブ対
についてのアニーリング/伸長温度(60～68℃)を、興味対象の配列および近縁関係のファ
ミリーメンバーの配列を含むプラスミドまたはハイブリドーマcDNAサンプルを用いて最適
化した。cDNAをまず分析し、すべてのドナーがその遺伝子を発現していなければ、gDNAを
分析した。
【０２８２】
　VH3-9、VH3-13およびVH3-64遺伝子の結果を表1にまとめる。危険性の高い遺伝子は、不
在であり対象の亜母集団で発現されていないもの(例えば100%未満)であるか、または検出
可能なレベルよりも低いmRNAのレベルを有するものであった。
【０２８３】
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【表１】

【０２８４】
　このデータに基づいて、この集団について、VH3-9は他の2つの遺伝子に比べて出現する
頻度がより低いことがわかる。さらに、3-13および3-64は、ゲノムレベルでは集団全体に
出現しているのに、mRNAレベルでは集団全体に出現しなかった。
【０２８５】
　開発の早期段階での危険性評価は、可能性のある治療用抗体の評価において有益な手段
であり得る。ここで示した結果は、(前)臨床開発のための主要な候補分子の選択の付加的
基準として用いることができる。
【０２８６】
　もちろん、当業者ならば理解するであろうが、上記で詳細に論じたように、種々のV遺
伝子の分類されるグループ分けは、集団内の危険性の高い遺伝子および危険性の低い遺伝
子についての選択されるカットオフラインに応じて変動できる。例えば、単純な分析を用
いて、V遺伝子が100%未満でgDNAとして存在する場合はいつでも、それは危険性の高い遺
伝子であり得る。より好ましくは、V遺伝子が100%未満でmRNAとして存在する場合はいつ
でも、それは危険性の高い遺伝子であり得る。しかし、例えば、より定量的な分析におい
て、遺伝子がcDNAとして集団の80%未満で存在する場合はいつでも、それは危険性の高い
遺伝子である。あるいは、その頻度に基づいてそれを表すことができる；つまり、高い、
中程度、または低いと表す代わりに、集団の80%で出現する遺伝子は、集団内のある人が
同じ遺伝子を有さない確率が20%であるので、20%危険遺伝子であり得る(または集団内の
いずれの個体においてもHAHA応答を誘導する可能性が20%である)。ある実施形態において
、集団についての高いおよび低い危険性の値は、抗体の特定の使用に基づいて変動し得る
。しかし、当業者は、特定の状況および本明細書の教示に基づいて、その所望の値を容易
に決定できるだろう。
【０２８７】
　(実施例10)
　生殖細胞系列Vk遺伝子座は、132の遺伝子を含み、これらの45がオープンリーディング
フレームを有し、これらの25がXenoMouse(登録商標)動物に存在する。これは同一配列を
有する7の重複遺伝子対を含み、これらは単一遺伝子として扱うことができる。よって、
全体で18の異なる機能的Vk遺伝子配列がXenoMouse(登録商標)動物に存在する。実施例9に
示したのと同じ方法および分析をVkappaまたはVlambda遺伝子に行うことができる。手順
は同じであり、遺伝子およびプライマーなどのみを変更すべきである。試験できる種々の
V遺伝子のいくつかを図8に示し、VlambdaおよびVkappaについての特定のV遺伝子の配列を
図19A～19G、20A～20L、21A～21Fおよび22A～22Jに示す。方法は、上記の実施例10に示し
たものと同じである。結果は、どの遺伝子が集団内または個体で共通であり、どの遺伝子
がそうでないかを明らかにする。
【０２８８】
　上記のデータから分かるように、この特定の集団において危険性の高い遺伝子として記
載できるいくつかの遺伝子がある。このことは、このアプローチが免疫グロブリン遺伝子
の種々のタイプ、例えばVlambda遺伝子、ならびにDおよびJ遺伝子について用いることが
できることを示唆する。
【０２８９】
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　（等価物）
　上記の記載および実施例は、本発明のある好ましい実施形態を詳細に説明し、本発明者
らにより想定される最良の形態を記載する。しかし、当然のことながら、上記の記載がい
かに詳細であっても、本発明は様々な方法で行うことができ、本発明は添付の請求の範囲
およびその等価物によって解釈されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【０２９０】
【図１】図１Ａは、正規化された宿主V遺伝子プロフィールの生データの一例を表す図で
ある。宿主1は、遺伝子a～dのV遺伝子を有する。図１Ｂは、ポリペプチドまたはmRNA発現
フォーマットにおける、正規化された宿主V遺伝子プロフィールの生データの一例を表す
図である。宿主1は、遺伝子A、C、およびDのみを転写または翻訳する。図１Ｃは、遺伝子
の出現頻度の関数として、宿主1～5の集団における、様々な遺伝子の出現頻度を表す表で
ある。図１Ｄは、タンパク質またはmRNAの出現頻度の関数として、宿主1～5の同じ集団に
おける、様々な遺伝子の出現頻度を表す表である。
【図２】図２Ａは、プロフィールと比較された、一連の抗体V遺伝子を表す図である。図
２Ｂは、プロフィールと比較された、一連の抗体Vアミノ酸配列を表す図である。図２Ｃ
は、プロフィールと比較された、抗体V領域ポリペプチド構造を表す図である。
【図３】図３は、ある遺伝子が、HAHA応答を誘導する危険性の高い遺伝子であるかどうか
判定し、その後、遺伝子を改変して危険性を低下させる方法のフローチャートを示す図で
ある。
【図４】図４Ａは、抗体を最適化するある方法のフローチャートを示す図である。図４Ｂ
は、抗体を最適化する別の方法のフローチャートを示す図である。図４Ｃは、抗体を最適
化する別の方法のフローチャートを示す図である。
【図５】図５は、抗体における、HAHA応答を誘導する危険性を低下させるために、遺伝子
を選択および改変する様々な方法のフローチャートを示す図である。これらの方法は、例
えばVH遺伝子またはVL遺伝子を除去することによって、個々の抗体を改変するために、あ
るいは、例えばゲノムから危険性の高い遺伝子を除去することによって、HAHAに合わせて
カスタマイズされたXenoMouse(登録商標)または他のトランスジェニックマウスのゲノム
を改変するために使用できる。同様に、HAHAを誘発する可能性が低いと評価されるV遺伝
子に由来するV領域フレームワークのみを使用するために、一定数のV領域フレームワーク
を用いた抗体ディスプレイライブラリーを予め選択することができる。
【図６】図６は、機能性の減失を回避しながら、HAHA応答の危険性を低下させるために、
どの遺伝子をどのように改変することができるかを決定する方法を表す図である。
【図７】図７は、機能性の減失を回避しながら、HAHA応答の危険性を低下させるために、
どのアミノ酸をどのように改変することができるか決定する方法を表す図である。
【図８Ａ】図８は、本発明の実施形態に関連した遺伝子の一部を列挙した表である。この
表は、比較的希少な遺伝子、または潜在的に危険性の高い遺伝子も特定する。
【図８Ｂ】図８は、本発明の実施形態に関連した遺伝子の一部を列挙した表である。この
表は、比較的希少な遺伝子、または潜在的に危険性の高い遺伝子も特定する。
【図９】図９は、遺伝子の危険性に関する値を決定するのに、それによって実験データを
使用できる、ある方法のフローチャートを示す図である。
【図１０】図１０は、様々な細胞におけるVH3-9の存在を示す棒グラフである。
【図１１】図１１Ａは、アジュバントの存在下、尾の付け根を介してXenoMouse(登録商標
)動物に投与し、それに続いて腹腔内経路によって投与した(「BIP/ADP」)際に、抗体Aに
よって誘導された免疫原性のレベルを示すグラフである。図１１Ｂは、XenoMouse(登録商
標)動物に投与した際に、抗体Aによって誘導された免疫原性のレベルを示すグラフである
。図１１Ｃは、XenoMouse(登録商標)動物に静脈内投与した際に、抗体Aによって誘導され
た免疫原性のレベルを示すグラフである。
【図１２】図１２Ａは、XenoMouse(登録商標)動物にBIP/ADJ経路を介して投与した際に、
抗体Bによって誘導された免疫原性のレベルを示すグラフである。図１２Ｂは、XenoMouse
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(登録商標)動物に皮下投与した際に、抗体Bによって誘導された免疫原性のレベルを示す
グラフである。図１２Ｃは、XenoMouse(登録商標)動物に静脈内投与した際に、抗体Bによ
って誘導された免疫原性のレベルを示すグラフである。図１２Ｄは、BIP経路(左パネル)
または皮下経路(右パネル)を介して、ポジティブコントロールであるKLHによって誘導さ
れた免疫原性のレベル示すグラフである。
【図１３】図１３Ａは、皮下投与された抗体(「Ab」)によって誘導された免疫原性のレベ
ルを示すグラフである。図１３Ｂは、皮下投与された偽(sham)-結合Ab(「Ab-sham」)によ
って誘導された免疫原性のレベル示すグラフである。図１３Ｃは、皮下投与されたTCEペ
プチド結合Ab(「Ab-TCE」)によって誘導された免疫原性のレベル示すグラフである。図１
３Ｄは、皮下投与されたTCEペプチドによって誘導された免疫原性のレベル示すグラフで
ある。
【図１４】図１４Ａは、静脈内投与されたAbによって誘導された免疫原性のレベル示すグ
ラフである。図１４Ｂは、静脈内投与された偽-結合Ab(「Ab-sham」)によって誘導された
免疫原性のレベル示すグラフである。図１４Ｃは、静脈内投与されたTCEペプチド結合Ab(
「Ab-TCE」)によって誘導された免疫原性のレベル示すグラフである。図１４Ｄは、静脈
内投与されたTCEペプチドによって誘導された免疫原性のレベル示すグラフである。
【図１５】図１５は、BIP経路を介して投与されたAbおよびアジュバントによって誘導さ
れた免疫原性のレベルを示すグラフである。
【図１６】図１６は、様々なVH遺伝子のアラインメントを示す図である。
【図１７】図１７は、様々なVH遺伝子のアミノ酸配列のリストである。
【図１８】図１８は、様々なVH遺伝子の核酸配列のリストである。
【図１９】図１９は、様々なVkappa遺伝子のアミノ酸配列のリストである。
【図２０】図２０は、様々なVkappa遺伝子の核酸配列のリストである。
【図２１】図２１は、様々なVlambda遺伝子のアミノ酸配列のリストである。
【図２２】図２２は、様々なVlambda遺伝子の核酸配列のリストである。
【図２３】図２３は、本明細書に使用されたその他の配列のリストである。
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【配列表】
2008507257000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成18年11月29日(2006.11.29)
【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】
宿主用の抗体を選択する方法であって、前記抗体は、前記宿主におけるヒト抗ヒト抗体(H
AHA)応答を誘発する確率が低下しており、以下の工程：
　候補抗体の可変ドメインの一部をコードする候補免疫グロブリン遺伝子の同定物を準備
する工程、
　前記候補抗体を受容することになっている宿主の宿主免疫グロブリン遺伝子の同定物を
準備する工程、
　前記候補免疫グロブリン遺伝子の同定物を前記宿主免疫グロブリン遺伝子の同定物と比
較する工程、および
　前記候補免疫グロブリン遺伝子の同定物が前記宿主免疫グロブリン遺伝子の同定物と同
じ場合に前記候補抗体を選択し、それによってHAHA応答を誘発する確率が低下している、
前記宿主用の抗体を選択する工程、
を含む方法。
【請求項２】
前記候補抗体の1種以上の免疫グロブリン遺伝子を準備、比較、および選択する工程の反
復をさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
前記候補抗体のあらゆる免疫グロブリンV遺伝子を準備、比較、および選択する工程の反
復をさらに含む、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
前記候補免疫グロブリン遺伝子および前記宿主免疫グロブリン遺伝子がV遺伝子である、
請求項1に記載の方法。
【請求項５】
前記V遺伝子がVH(重鎖)遺伝子である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
前記V遺伝子がVL(軽鎖)遺伝子である、請求項4に記載の方法。
【請求項７】
前記候補免疫グロブリン遺伝子および前記宿主免疫グロブリン遺伝子がD遺伝子である、
請求項1に記載の方法。
【請求項８】
前記候補免疫グロブリン遺伝子および前記宿主免疫グロブリン遺伝子がJ遺伝子である、
請求項1に記載の方法。
【請求項９】
前記宿主V遺伝子が、前記宿主で転写される宿主免疫グロブリン遺伝子から選択される、
請求項4に記載の方法。
【請求項１０】
前記宿主V遺伝子が、前記宿主で翻訳される宿主免疫グロブリン遺伝子から選択される、
請求項4に記載の方法。
【請求項１１】
前記V遺伝子がVH遺伝子である、請求項4に記載の方法。
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【請求項１２】
前記V遺伝子がVL遺伝子である、請求項4に記載の方法。
【請求項１３】
前記候補免疫グロブリン遺伝子がすべての宿主免疫グロブリン遺伝子と異なる場合に、前
記候補抗体を、前記宿主においてHAHA応答を誘発する可能性が高いと判定する、請求項1
に記載の方法。
【請求項１４】
前記候補免疫グロブリン遺伝子がVH3－9、VH3－13、またはVH3－64遺伝子である場合に、
前記候補抗体を、前記宿主においてHAHA応答を誘発する可能性が高いと判定する、請求項
13に記載の方法。
【請求項１５】
抗体を選択する方法であって、
　ある抗体の可変ドメインの一部をコードする遺伝子が特定のヒト集団に出現する頻度を
測定する工程、および
　頻度の関数として前記抗体を選択し、それによって前記抗体がヒト宿主内でヒト抗ヒト
抗体応答を誘導する危険性を低下させる工程、
を含む方法。
【請求項１６】
前記頻度が、前記集団の少なくとも80%である、請求項15に記載の方法。
【請求項１７】
前記頻度が、前記集団の少なくとも99%である、請求項15に記載の方法。
【請求項１８】
前記頻度が、前記集団の100%である、請求項15に記載の方法。
【請求項１９】
抗体に対するヒト抗ヒト抗体（HAHA）応答の存在または不在を判定する方法であって、
　抗体を第一のトランスジェニックマウスへ投与する工程（ここで、前記第一のトランス
ジェニックマウスには、前記第一のトランスジェニックマウスが複数のヒト抗体を産生で
きるように、ヒト抗体の可変ドメインの一部をコードするヒト遺伝子が含まれている）、
および
　前記抗体が、前記第一のトランスジェニックマウスにおいてHAHA応答を誘発するかどう
かを観測し、それによってHAHA応答の存在または不在を判定する工程、
を含む方法。
【請求項２０】
前記複数のヒト抗体が、完全ヒト抗体である、請求項19に記載の方法。
【請求項２１】
前記抗体がHAHA応答を誘発するかどうかを観測する工程が、前記第一のトランスジェニッ
クマウスから得た血液試料に、前記投与抗体に結合できる抗体が存在するかどうか試験す
ることを含む、請求項19に記載の方法。
【請求項２２】
前記第一のトランスジェニックマウスが、ヒト抗体の可変ドメインの一部をコードする危
険性の高い遺伝子を本質的に含まない、請求項19に記載の方法。
【請求項２３】
前記第一のトランスジェニックマウスが、本質的に、ヒト抗体の可変ドメインの一部をコ
ードする危険性の低い遺伝子からなる、請求項19に記載の方法。
【請求項２４】
前記第一のトランスジェニックマウスに投与する工程が、第一の投与計画で行われ、かつ
以下の工程：
　第二の投与計画を用いて第二のトランスジェニックマウスに前記投与抗体を投与する工
程（ここで、前記第二のトランスジェニックマウスには、前記第二のトランスジェニック
マウスが複数のヒト抗体を産生するように、ヒト抗体の可変領域の一部をコードするヒト
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遺伝子が含まれている）、および
　前記第二のトランスジェニックマウスにおいてHAHA応答の存在または不在を判定する工
程、
をさらに含む、請求項19に記載の方法。
【請求項２５】
前記第一のトランスジェニックマウスに投与する工程が、アジュバントを用いて行われる
、請求項19に記載の方法。
【請求項２６】
前記第一のトランスジェニックマウスに投与する工程が、静脈内で行われ、かつ以下の工
程：
　第二のトランスジェニックマウスに前記投与抗体を皮下投与する工程（ここで、前記第
二のトランスジェニックマウスには、前記第二のトランスジェニックマウスが複数のヒト
抗体を産生するように、ヒト抗体の可変ドメインの一部をコードするヒト遺伝子が含まれ
ている）、および
　前記第二のトランスジェニックマウスにおいてHAHA応答の存在または不在を判定する工
程、
をさらに含む、請求項19に記載の方法。
【請求項２７】
前記トランスジェニックマウスの体細胞および生殖細胞のすべてに、D遺伝子と、J遺伝子
と、前記ヒト免疫グロブリン重鎖のC－デルタ遺伝子座全体を含む定常領域遺伝子とを通
して続く、最も近位の5つのVH遺伝子に由来する、ヒト第14染色体のDNA断片（ここで、前
記断片は、C－ガンマ遺伝子を含有せず、ヒトC－ガンマ－2領域遺伝子と作用可能に連結
している）が含まれている、請求項19に記載の方法。
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