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(57)【要約】
天然内因性タンパク質から派生するが、異型において、および／または、それらの正常な
生理学的状況から患者の体内に蔓延している、疾病関連タンパク質のネオエピトープを認
識する、新規の特異的結合分子、特に、ヒト抗体、ならびに、そのフラグメント、誘導体
、および変異体を提供する。加えて、このような結合分子、その抗体および模倣体を含む
医薬組成物、ならびに、アルツハイマー病等の神経疾患の治療における抗体および標的で
ある場合も、またはそうでない場合もある、新規の結合分子に対するスクリーニングの方
法を記載する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
疾患関連タンパク質特異的結合分子を単離する方法であって、
　（ａ）   症状はないが、疾患に罹患する、または疾患を発症する危険性がある患者、
または異常に安定な疾病経過がある患者から得たサンプルを、所定の臨床特性の病理的に
変化した細胞もしくは組織の標本に供するステップと、
　（ｂ）   前記標本に結合するが、健康な対象の対応する細胞または組織に結合しない
結合分子を同定し、任意に単離するステップと、を含む、方法。
 
【請求項２】
前記サンプルは、体液または細胞サンプルを含有する、請求項１に記載の方法。
 
【請求項３】
前記体液は、脳脊髄液、血漿、または尿である、請求項２に記載の方法。
 
【請求項４】
前記結合分子は、抗体である、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
 
【請求項５】
前記サンプルは、Ｂ細胞または記憶Ｂ細胞を含む、またはそれらから派生する、請求項１
～４のいずれか１項に記載の方法。
 
【請求項６】
前記患者および対象は、それぞれ、ヒトである、請求項１～５のいずれか１項に記載の方
法。
 
【請求項７】
前記患者は、代理マーカーの存否により、まだ明確でない疾患に罹患しているかまたは前
記疾患を発症する危険性があると判定されている、請求項１～６のいずれか１項に記載の
方法。
 
【請求項８】
前記代理マーカーは、老齢期、脳アミロイド負荷、アポＥ遺伝子型、ＡＰＰ遺伝子型、Ｐ
Ｓ１遺伝子型、アミロイドβペプチド、イソプラスタン、タウ（Ｔａｕ）、およびホスホ
タウ（ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｔａｕ）の体液におけるレベルからなる群から選択される、請求
項７に記載の方法。
 
【請求項９】
前記疾患は、神経疾患、自己免疫疾患、および腫瘍からなる群から選択される、請求項１
～８のいずれか１項に記載の方法。
 
【請求項１０】
前記疾患は、アルツハイマー病である、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
 
【請求項１１】
前記サンプルは、以下の基準：
　（ｉ）   ６５歳以上であること、
　（ｉｉ） 十分な認知能力および良好な健康状態を有すること、
　（ｉｉｉ）     認知症の臨床的兆候がないこと、または
　（ｉｖ） アルツハイマー病であり得る確立された臨床診断の存在にもかかわらず、疾
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病の進行が異常に遅いこと、を満たす患者から採取される、請求項１０に記載の方法。
 
 
【請求項１２】
（ｉ）  結合分子、例えば、前記標本に結合するが、健康な対象の対応する細胞または組
織に結合しない抗体を含むことが確認されているサンプルからＢ細胞またはＢ記憶細胞を
精製するステップと、
　（ｉｉ） 前記Ｂ細胞またはＢ記憶細胞から前記抗体に対する免疫グロブリン遺伝子レ
パートリーを取得するステップと、
　（ｉｉｉ）      前記レパートリーを使用して、前記抗体を発現するステップと、
をさらに含む、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
 
【請求項１３】
ステップ（ｉｉ）は、
　（ｉｖ） 前記Ｂ細胞または記憶Ｂ細胞からｍＲＮＡを取得するステップと、
　（ｖ）   ステップ（ｉｖ）の前記ｍＲＮＡからｃＤＮＡを取得するステップと、
　（ｖｉ） プライマー伸長反応を使用して、前記ｃＤＮＡから前記抗体の重鎖（ＨＣ）
およびκ軽鎖（ＬＣ）に対応するフラグメントを増幅するステップと、
を含む、請求項１２に記載の方法。
 
【請求項１４】
疾患関連タンパク質ネオエピトープを選択的に認識することが可能である、請求項１～１
３のいずれか１項に記載の方法により取得可能な結合分子。
 
【請求項１５】
前記タンパク質をその非疾患関連型において実質的には認識しない、請求項１４に記載の
結合分子。
 
【請求項１６】
抗体またはその抗原結合フラグメントである、請求項１４または１５に記載の結合分子。
 
【請求項１７】
ヒト抗体である、請求項１６に記載の抗体。
 
【請求項１８】
前記疾患は、神経疾患である、請求項１４～１７のいずれか１項に記載の結合分子。
 
【請求項１９】
前記疾患は、脳の疾患である、請求項１４～１８のいずれか１項に記載の結合分子。
 
【請求項２０】
病理学的事象の部位で血液脳関門を横断することが可能である、請求項１４～１９のいず
れか１項に記載の結合分子。
 
【請求項２１】
ベータアミロイド斑、脳血管アミロイド、拡散性アミロイドβ沈着、神経原線維変化、過
リン酸化タウ、アルファシヌクレイン陽性レヴィー小体またはジストロフィー性軸索に関
連したタンパク質凝集体に結合することが可能である、請求項１４～２０のいずれか１項
に記載の結合分子。
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【請求項２２】
正常な挙動に実質的に修復することができる、請求項１４～２１のいずれか１項に記載の
結合分子。
 
【請求項２３】
一本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラグメ
ント、およびＦ（ａｂ’）２フラグメントからなる群から選択される、請求項１４～２２
のいずれか１項に記載の結合分子。
 
【請求項２４】
表４に示される、少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）をその可変領域に含む、抗
体またはその結合フラグメントである、請求項１４～２３のいずれか１項に記載の結合分
子。
 
【請求項２５】
表２および３に示される、ＶＨおよび／またはＶＬ領域のアミノ酸配列を含む、請求項２
４に記載の抗体または結合フラグメント。
 
【請求項２６】
請求項１４～２５のいずれか１項に記載の結合分子により認識される抗原。
 
【請求項２７】
前述の請求項のいずれか１項に定義される、疾患関連タンパク質の少なくとも一部である
、請求項２６に記載の抗原。
 
【請求項２８】
請求項１４～２５のいずれか１項に記載の結合分子、または請求項２６もしくは２７に記
載の抗原をコードするポリヌクレオチド。
 
【請求項２９】
請求項２４もしくは２５に記載の抗体または結合フラグメントの免疫グロブリン鎖の少な
くとも可変領域をコードする請求項２８に記載のポリヌクレオチド。
 
【請求項３０】
任意に、前記抗体の他の免疫グロブリン鎖の可変領域をコードする請求項２９に記載のポ
リヌクレオチドと組み合わせて、請求項２８に記載のポリヌクレオチドもしくは請求項２
９に記載のポリヌクレオチドを含む、ベクター。
 
【請求項３１】
請求項２８もしくは２９に記載のポリヌクレオチド、または請求項３０に記載のベクター
を含む、宿主細胞。
 
【請求項３２】
疾患関連タンパク質特異的結合分子、抗体、もしくはその結合フラグメント、または免疫
グロブリン鎖を調製する方法であって、前記方法は、
　（ａ）   請求項３１に記載の細胞を培養するステップと、
　（ｂ）   前記培養物から、前記結合分子、その抗体、もしくは結合フラグメント、ま
たは免疫グロブリン鎖を単離するステップと、を含む、方法。
 
【請求項３３】
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請求項２８もしくは２９に記載のポリヌクレオチドによりコードされる、または請求項３
２に記載の方法により取得可能である、結合分子、その抗体、免疫グロブリン鎖、または
結合フラグメント。
 
【請求項３４】
検出可能に標識化される、請求項１４～２５、もしくは３３のいずれか１項に記載の結合
分子、抗体、または結合フラグメント。
 
【請求項３５】
前記検出可能な標識は、酵素、放射性同位体、フルオロフォア、および重金属からなる群
から選択される、請求項３４に記載の結合分子、抗体、または結合フラグメント。
 
【請求項３６】
薬剤に結合される、請求項１４～２５、もしくは３３～３５のいずれか１項に記載の結合
分子、抗体、または結合フラグメント。
 
【請求項３７】
請求項１４～２５、もしくは３３～３６のいずれか１項に記載の結合分子、抗体、もしく
は結合フラグメント、請求項２６もしくは２７に記載の抗原、請求項２８もしくは２９に
記載のポリヌクレオチド、請求項３０に記載のベクター、または請求項３１に記載の細胞
を含む、組成物。
 
【請求項３８】
医薬組成物であり、医薬的に許容可能な担体をさらに含む、請求項３７に記載の組成物。
 
【請求項３９】
アルツハイマー病を治療するために有用な、有機小分子、抗アミロイドβ抗体、およびそ
の組み合わせからなる群から選択される、追加剤をさらに含む、請求項３８に記載の医薬
組成物。
 
【請求項４０】
診断組成物であり、免疫または核酸ベースの診断方法に通常使用される、試薬をさらに含
む、請求項３７に記載の組成物。
 
【請求項４１】
アルツハイマー病を治療する、またはその進行を予防するため、アルツハイマー病に関連
する症状の改善のため、アルツハイマー病の存在について対象を診断またはスクリーニン
グするため、もしくは対象のアルツハイマー病に発症する危険性を決定するための医薬ま
たは診断組成物を調製するための、請求項１４～２５もしくは３３～３６のいずれか１項
に記載の結合分子、抗体、もしくは結合フラグメント、またはそれらのいずれか１項に記
載のものと実質的に同一の結合特異性を有する抗体、請求項２６もしくは２７に記載の抗
原、請求項２８もしくは２９に記載のポリヌクレオチド、請求項３０に記載のベクター、
もしくは請求項３１に記載の細胞の使用。
 
【請求項４２】
前記医薬組成物は、静脈内、筋肉内、皮下、腹腔内、鼻腔内、非経口、またはエアロゾル
として投与される、請求項４１に記載の使用。
 
【請求項４３】
中枢神経系におけるタンパク質の異常蓄積および／または沈着を特徴とする神経疾患を治
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療するための方法であって、それを必要とする対象に、治療上有効な量の、請求項１４～
２５もしくは３３～３６のいずれか１項に記載の結合分子、請求項２６または２７に記載
の抗原、請求項２８もしくは２９に記載のポリヌクレオチド、請求項３０に記載のベクタ
ー、または請求項３１に記載の細胞を投与するステップを含む、方法。
 
【請求項４４】
前記疾患は、アルツハイマー病、ダウン症、軽度認識障害、脳アミロイド血管症、血管性
認知症、多発脳梗塞性認知症、パーキンソン病、ハンチントン病、クロイツフェルト・ヤ
コブ病、嚢胞性線維症、またはゴーシェ病からなる群から選択される、請求項４３に記載
の方法。
 
【請求項４５】
投与は、静脈内、筋肉内、皮下、腹腔内、鼻腔内、非経口、またはエアロゾルとして行わ
れる、請求項４３または４４に記載の方法。
 
【請求項４６】
アルツハイマー病およびアミロイドβ沈着のそれぞれに関連する疾患を診断するおよび／
または治療する方法であって、対象に、請求項２４もしくは２５に記載の抗体もしくは結
合フラグメント、または対応する抗イディオタイプ抗体の少なくとも１つのＣＤＲを含む
、治療上有効な量のリガンドアミロイドβ結合分子を投与するステップを含む、方法。
 
【請求項４７】
請求されるペプチドのいずれか１つに定義される疾患関連タンパク質の存在を伴う疾患の
診断用のキットであって、前記キットは、請求項１４～２５もしくは３３～３６のいずれ
か１項に記載の結合分子、抗体もしくは結合フラグメント、請求項２６もしくは２７に記
載の抗原、請求項２８もしくは２９に記載のポリヌクレオチド、請求項３０に記載のベク
ター、または請求項３１に記載の細胞を、任意に、試薬および／または使用説明書と共に
含む、キット。
 
【請求項４８】
脳内の疾患関連タンパク質の生体内検出、もしくは疾患関連タンパク質への治療薬および
／または診断用薬の標的化、対象における病理学タンパク質凝集体もしくは構造の検出、
それらの形成の抑制、もしくはそれらの低減、または認知の改善、もしくは疾病に関連す
る認識衰退の緩徐化または回復、または病理的化合物または体液からのそれらの前駆物質
の体外への抽出のための、請求項１４～２５もしくは３３～３６のいずれか１項に記載の
、結合分子、その抗体、もしくは結合フラグメントの使用。
 
【請求項４９】
ＮＩ－１０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ－１０１．１３、
ＮＩ－１０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－１０１．１３Ｂからな
る群から選択される参照抗体と同一の、疾患関連タンパク質ネオエピトープに特異的に結
合する、単離された抗体またはその抗原結合フラグメント。
 
【請求項５０】
前記抗体は、ＮＩ－１０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ－１
０１．１３、ＮＩ－１０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－１０１．
１３Ｂからなる群から選択される参照抗体が疾患関連ネオエピトープへ結合するのを競合
的に阻害する、単離された抗体またはその抗原結合フラグメント。
 
【請求項５１】
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前記抗体は、ＮＩ－１０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ－１
０１．１３、ＮＩ－１０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－１０１．
１３Ｂからなる群から選択される抗体の抗原結合ドメインと同一の抗原結合ドメインを含
む、単離された抗体またはその抗原結合フラグメント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明は、天然内因性タンパク質から派生し、異型において、および／または、それらの
正常な生理学的状況から患者の体内に蔓延しているタンパク質ネオエピトープを含む、疾
病関連エピトープを認識する、新規特異結合分子、特に、ヒト抗体、ならびに、そのフラ
グメント、誘導体、および変異体に関する。加えて、本発明は、このような結合分子、そ
の抗体および模倣体を含む医薬組成物、ならびに、様々な疾患、特に、アルツハイマー病
、アミロイド症、およびベータアミロイド病等の神経疾患の治療における、新規の結合分
子（抗体である場合も、またはそうではない場合もある）、標的、および薬物に対するス
クリーニングの方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　モノクローナル抗体を生成において成功するか否かは、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６（１９７５），４９５－４９７で最初に説明されたよ
うに、抗原刺激されたＢ細胞と、マウス骨髄腫細胞とのの十分かつ選択的な融合、及び、
それに続くハイブリッドを産生する安定した抗体の選択にかかっている。しかしながら、
ヒトにおけるマウスベースの抗体の治療的有用性は、非ヒト起源であるということで、ヒ
ト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）反応により妨げられる。ヒトまたはヒト様モノクローナル抗
体を作製するためのアプローチは、遺伝子組み換え技術を通して利用可能になる。しかし
ながら、今までの利用可能な方法は、生理学的ヒト免疫反応の経過において産生されるも
のの特性を有する抗体を産生するには適さないという欠点がある。さらに、このような抗
体は、通常の生理学的機能の文脈において、他のタンパク質、および／または標的タンパ
ク質との交差反応性のため、十分に特異性を有し得ない。アルツハイマー病または、パー
キンソン病の場合において、例えば、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）またはアル
ファシヌクレインの生理学的誘導体を有する高親和性でまた交差反応する抗体は、生理学
的標的構造の通常の機能に関して副作用を示すことが考えられる。この点において、望ま
しくない自己免疫疾患が完全に誘発されるであろうが、それは、変異体型において、同様
に生理学的に生じるタンパク質構造を利用する活性免疫実験の概念設計において、ほとん
ど推定できない危険性である。標的構造に関さない副作用は、例えば、外因性タンパク質
の全身投与の望ましくない、重篤な副作用として予期されるような、アナフィラキシー反
応である。最近の発見によれば、これはまた、いわゆる、ヒト化抗体における場合であり
得、非ヒト有機体、大抵、マウスから、元来起因する。一方、病理学的関連抗原を用いる
能動免疫法は、患者が、このようなタンパク質の生理学的変異体も認識し、結果として、
危険な、制御できない自己免疫反応を引き起こす、抗体およびＴ細胞反応を発現する、相
当な危険性を抱える。
【０００３】
　したがって、疾患に関与する標的に対して特異的で、人体によって耐容される薬剤を提
供する必要がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明の目的は、診断的および治療的に有用な結合分子、特に、内因性タンパク質の病
理学的変異体に対する抗体を同定、検証、および生成する方法である。さらに具体的には
、本発明は、疾病に関連するタンパク質に特異的結合する分子を単離する方法に関し、
　（ａ）   症状がない患者、または臨床的に異常に安定しているが、疾患に罹患してい
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る、もしくは疾患を発症する危険性がある患者から得たサンプルを、所定の病理学的特性
がある病理的に変化した細胞もしくは組織の標本に供するステップと、
　（ｂ）   該標本に結合するが、健康な対象から派生し得るような病理学的特性がない
対応する細胞または組織に結合しない結合分子を同定し、任意に単離するステップと、を
含む。
【０００５】
　自己免疫疾患の場合、抗体は、既知の耐容機構を回避して、自己細胞およびタンパク質
、または、該細胞により発現される糖脂質等の他の化合物に対して向けられるという事実
が知られている。内因性新生物発生の場合、新生細胞への細胞性および体液性免疫が発現
し得、ひいては、新生物組織変性に対して内因性免疫学的防御機構をもたらし得る事実も
知られている。
【０００６】
　本発明は、抗体が、特に、病理学的に変化した転写、翻訳、または転写後もしくは転写
後の修飾、またはタンパク質分解過程、または凝集により、形成される、ネオエピトープ
に対する、内因性タンパク質の病態生理学的に関連のある変異体に対して向けることがで
きるという、驚くべき所見を活用する。このような抗体は、内因性タンパク質に対して向
けられ、それらのタンパク質は、正常な生理学から逸脱する、それらの新しい構造のため
、病理学的効果を発現させることによって、病態生理学的に関連する。しかしながら、自
己免疫疾患の場合とは対照的に、免疫耐性のため、このような病理学的変異体において、
ネオエピトープに応答する免疫反応と関連がある抗体は、生理学的に機能タンパク質に対
していずれの交差反応も通常呈さない。これは、潜在的に交差反応性抗体の形成が、公知
の耐性機構により特異的に抑制されるが、病理学的ネオエピトープへの免疫反応の発現は
、耐性を回避することができるためである。
【０００７】
　故に、本発明は、同定可能な病理学的構造との相互作用により臨床的にあらかじめ選択
されたヒト対象から診断的、治療的、および予防的活性結合分子、特に、抗体および抗体
フラグメントを同定する新規の手法に関する。
【０００８】
　したがって、本発明は、天然内因性タンパク質から派生し、例えば、病理的タンパク質
として、および／または、それらの正常な生理学的状況から外れたような異型において、
患者の体内に蔓延している疾病関連タンパク質のネオエピトープを含むエピトープを認識
することが可能である、抗体もしくは抗原結合フラグメント、および類似の抗原結合分子
を対象にする。さらに、本発明は、該抗体を含む組成物、および該抗体を使用した免疫治
療および免疫診断方法に関する。
【０００９】
　さらに、抗体同定において、本発明に従って方法は、単に病理学的に関連する構造との
その関連によって、その分子標的構造の同一性における以前の仮説を用いずに行うことが
できる。したがって、特異的疾病に対して今まで知られていない分子標的構造を同定する
ための可能性に加え、病理学的構造に対して独占的に向けられる抗体のさらなる利点は、
その抗体が、その濃度およびシンク効果に関して緩和され、ひいては、治療効果のある濃
度の決定を妨害するように、それらの薬力学的な可用性が、非疾病組織に結合することに
より悪影響を受けないという事実に基づく。さらに、本発明の抗体および結合分子は、好
ましくは、生体内の疾病関連タンパク質の変異体型、または細胞もしくは細胞膜と反応す
るという点と、病理学的に特徴付けられた疾病組織の切片において反応するという点とに
よって、それぞれ特徴付けられるが、同種タンパク質の生理学的変異体とは反応しない、
または有意に少ない程度で反応する。例えば、実施例２も参照されたい。
【００１０】
　本発明は、異常細胞および組織における分子標的構造を同定および単離することが可能
であるため、さらなる実施形態は、抗原および病理学的タンパク質、すなわち、疾病関連
タンパク質に関し、それぞれ、本発明のネオエピトープ特異的抗体により結合される。
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【００１１】
　特に好ましい実施形態は、下表２および３に記述される、可変領域ＶＨおよび／または
ＶＬにより特徴付けられる任意の抗体の免疫学的結合特性を示す、ヒト抗体またはその抗
原結合フラグメントである。代替として、抗体は、ヒト化抗体、異種抗体、またはキメラ
ヒトマウス抗体であり、後者は、動物における診断方法および研究に特に有用である。抗
体もしくはその活性フラグメント、またはアゴニストおよび類似分子、または交互に、そ
のアンタゴニストを含む治療組成物、およびこれらの組成物を使用した、疾病の予防、診
断、もしくは治療におけるこのような組成物の使用方法もまた含まれ、有効な量の組成物
が、このような治療を必要とする患者に投与される。
【００１２】
　抗体の抗原結合フラグメントは、一本鎖Ｆｖフラグメント、Ｆ（ａｂ´）フラグメント
、Ｆ（ａｂ）フラグメント、およびＦ（ａｂ´）２フラグメント、またはいずれの他の抗
原結合フラグメントであり得る。以下の特定の実施形態において、抗体またはそのフラグ
メントは、ヒトＩｇＧイソタイプ抗体である。
【００１３】
　当然のことながら、本発明は、以下に定義されるように、異なる、独特の特性を有する
抗体を生成する不死化されたヒトＢ記憶リンパ球およびＢ細胞に、それぞれ、及ぶ。
【００１４】
　本発明はまた、本発明の抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領域をコードするポ
リヌクレオチドに関する。好ましくは、該可変領域は、下表２および３に記述される、可
変領域のＶＨおよび／またはＶＬの少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。
ＣＤＲの対応する群を下表４に掲載する。
【００１５】
　それ故に、本発明はまた、該ポリヌクレオチドおよびそれに変換される宿主細胞を含む
ベクター、ならびに、疾患、特に、アルツハイマー病およびパーキンソン病等の脳疾患に
対して、それを表す、および／または原因となるネオエピトープに特異的である抗体およ
び当量の結合分子の生成のための使用を包含する。
【００１６】
　その抗体、免疫グロブリン鎖、結合フラグメント、および該抗体に結合する抗原を、そ
れぞれ、免疫療法および診断のための医薬および診断組成物に使用することができる。し
かしながら、薬剤の調製における前述の組成物の使用が好ましい。
【００１７】
　故に、それぞれのタンパク質の自然的機能を妨げることなく、中枢神経系におけるタン
パク質の異常蓄積および／または沈着を特徴とする神経疾患を治療または予防するための
方法を提供することが、本発明の特定の目的である。本方法は、本抗体が病理学的型のタ
ンパク質、またはタンパク質の通常の生理型よりも実質的に高い親和性を有するタンパク
質沈着に結合する、対象への有効濃度の抗体または抗体誘導体を投与するステップを含む
。好ましい実施形態において、本発明は、アルツハイマー病、ダウン症、軽度認識障害、
脳アミロイド血管症、血管性認知症、多発梗塞性認知症等の対象における、アミロイドβ
ペプチドの蓄積および沈着と関連する疾病の発病を治療もしくは予防もしくは緩徐化する
ための方法を提供する。本方法は、本抗体が病理学的型のタンパク質、またはタンパク質
の通常の生理型よりも高い親和性を有するタンパク質沈着に結合する、対象への有効濃度
の抗体または抗体誘導体を投与するステップを含む。類似の治療的なアプローチは、パー
キンソン病、ハンチントン病、クロイツフェルト・ヤコブ病、嚢胞性線維症、またはゴー
シェ病等の治療のために想定される。
【００１８】
　本発明のさらなる実施形態は、以下の説明から明らかであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】ベータアミロイドに対する抗体。Ａ：ヒト抗体。Ｂ：ヒトベータアミロイドに対
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する公知の抗体による対照染色。アルツハイマー病に罹患する臨床的に異常に安定した患
者は、ベータアミロイド班への抗体を含む。病理学的に確認されたアルツハイマー病に罹
患する患者から取得した脳切片上で臨床的に異常に安定した患者からの抗体による免疫組
織化学染色は、ヒトベータアミロイドに対する公知の抗体によって確認されたベータアミ
ロイド班に結合する抗体を明らかにする。
【図２】神経原線維変化に対する抗体。Ａ：ヒト抗体。Ｂ：ヒトタウに対する公知の抗体
による対照染色。健康なヒト対象は、神経原線維変化への抗体を有する。病理学的に確認
されたアルツハイマー病に罹患する患者から取得した脳切片上で健康な対象からの抗体に
よる免疫組織化学染色は、ヒトタウに対する公知の抗体によって確認された神経原線維変
化に結合する抗体を明らかにする。
【図３】ジストロフィー性軸索に対する抗体。Ａ：ヒト抗体。Ｂ：ヒトタウに対する公知
の抗体による対照染色。健康なヒト対象は、ジストロフィー性軸索に対する抗体を有する
。病理学的に確認されたアルツハイマー病に罹患する患者から取得した脳切片上で健康な
対象からの抗体による免疫組織化学染色は、ジストロフィー性軸索に結合する抗体を明ら
かにする。
【図４】ベータアミロイドに対する抗体。図は、臨床的に異常に安定したアルツハイマー
病患者から脳ベータアミロイド班に単離された組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体の特
異的結合を示す。神経病理学的に確認されたアルツハイマー病に罹患する患者から取得し
た脳切片は、指示された濃度で、組み換えヒト抗体により染色された。５０ｐＭの濃度で
ベータアミロイド班に結合する抗体は、高親和性結合を示唆する。
【図５】ベータアミロイド班への組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体の結合は、線状合
成Ｎ末端アミロイドβポリペプチドにより競合しない。脳ベータアミロイド（０．５ｎＭ
）に対する組み換え抗体の結合は、最大１μＭまでの濃度で、１位～１６位を示す、Ｎ末
端アミロイドβ派生したポリペプチドにより競合することができない。
【図６】組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、単量体アミロイドβに存在しない立体
構造アミロイドβエピトープを認識する。脳切片上でベータアミロイド班へのＮＩ－１０
１．１１の結合を、線状合成アミロイドβ１－４２モノマーではないアミロイドβ１－４
２線維により競合することができる。
【図７】組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、ウエスタンブロット法での線状単量体
合成アミロイドβに結合しない。単量体アミロイドβの調製物を非変性ＰＡＧＥによって
分離した。ブロットされたタンパク質を、ベータアミロイドに対するヒト組み換え抗体、
およびＮ末端線状アミロイドβ配列（６Ｅ１０）に対する対照抗体で精査した。単量体ア
ミロイドβへのＮＩ－１０１．１１の結合は、検出されなかった。本観察は、抗体が立体
構造アミロイドβエピトープを認識することを示唆する。
【図８】ヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、合成アミロイドβ１－４２ペプチドから調製さ
れた人工アミロイド線維に結合する。等しい被覆密度でＥＬＩＳＡプレートに被覆された
合成アミロイドβ原線維または単量体合成アミロイドβを、指示された濃度で脳ベータア
ミロイドに対する組み換えヒト抗体と共にインキュベートした。人工アミロイド線維（白
抜き四角）への脳ベータアミロイドに対するヒト抗体の結合活性は、単量体アミロイドβ
（塗りつぶし四角）と比較すると、１００倍以上高い。対照抗体２２Ｃ４は、単量体アミ
ロイドβ（塗りつぶし丸）に選択的に結合し、あまり線維（白抜き丸）に選択的に結合し
ない。これは、ＮＩ－１０１．１１が合成アミロイドβペプチドから調製された人工アミ
ロイド線維にも存在する立体構造エピトープを認識することを示唆する。
【図９】細胞全長ＡＰＰへの、または培養細胞に生じるその生理学的誘導体のいずれかを
有する、組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体の交差反応性の非存在。細胞表面ＡＰＰに
結合する対照抗体（６Ｅ１０）と対照的に、細胞表面で存在する全長ＡＰＰへのＮＩ－１
０１．１１の結合はない。これらのデータは、生理学的な細胞全長ＡＰＰへのＮＩ－１０
１．１１の交差反応性の非存在を実証する。
【図１０】サイズ排除クロマトグラフィーを介して単量体アミロイドβへのＮＩ－１０１
．１１の結合の非存在。図１０Ａおよび１０Ｂは、単量体ＦＩＴＣ標識化アミロイドβ１
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－４２へのＮＩ－１０１．１１または非関連対照抗体の結合がないことを示すが、図１０
Ｃは、アミロイドβのＣ末端に存在する線状エピトープを認識する抗体２２Ｃ４の顕著な
結合を示す。
【図１１】アミロイドβのＮ末端で線状エピトープに対して向けられる抗体である抗体６
Ｅ１０の結合は、超過濃度の単量体アミロイドβペプチドとの前インキュベーションにお
いて完全に遮断することができたが、超過濃度のこれらの単量体アミロイドβペプチド調
製物との前インキュベーションは、ＮＩ－１０１．１１結合を除去しなかったことを示す
競合ＥＬＩＳＡ。
【図１２】アルツハイマー病のＴｇ２６７６トランスジェニックマウスモデルから取得し
た脳切片へのＮＩ－１０１．１３ＡおよびＮＩ－１０１．１３Ｂの結合。
【図１３】単量体アミロイドβと比較して、人工アミロイド線維へのＮＩ－１０１．１３
ＡおよびＮＩ－１０１．１３Ｂの優先的な結合を示すＥＬＩＳＡ。
【図１４】図１４Ａは、ＥＬＩＳＡを介して合成アミロイドβ１－４２ペプチドへの組み
換えＮＩ－１０１．１２の結合を示す。図１４Ｂは、ＮＩ－１０１．１２結合が、超過ア
ミロイドβ１－４２ペプチドにより競合されたことを示す。
【図１５】脳ベータアミロイドに対する組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、アルツ
ハイマー病のトランスジェニックマウスモデルにおいて、血液脳関門を横断し、生体内で
脳ベータアミロイド班に結合する。
【図１６】組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、アルツハイマー病のトランスジェニ
ックマウスモデルにおいて、異常な認知挙動を改善する。２４月齢のアークアミロイドβ
マウスを、２ヶ月間、毎週、３ｍｇ／ｋｇの抗体を腹腔内で処置した。自発的交替行動の
測定（Ｙ－ｍａｚｅ　ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ　ｔｅｓｔｉｎｇ）を処理の完了前後に行っ
た。
【図１７】末梢投与されたＮＩ－１０１．１１によるアミロイド班の血液脳関門の浸透お
よび装飾。ＮＩ－１０１．１１は、ＮＩ－１０１．１１処置されたマウス（左パネル）に
おいて、血液脳関門を横断し、ベータアミロイド沈着に結合することができるのに対し、
ヒト対照抗体（右パネル）で処置された動物において、染色が見られない。組み換えヒト
ＮＩ－１０１．１１抗体は、２ヶ月間の全身的治療の後、脳ベータアミロイド班負荷を軽
減する。
【図１８】ＮＩ－１０１．１１を有する受動免疫付与は、アークアミロイドβマウスにお
いて、ベータアミロイド負荷を軽減する。（Ａ、Ｂ）チオフラビンＳおよびコンゴレッド
の班負荷分析は、対照抗体処理された動物と比較して、５０％を超える有意な削減を示す
（マンホイットニーＵ、チオフラビンＳの皮質に対してｐ＝０．０２、海馬に対してｐ＝
０．００９、およびコンゴレッド分析の皮質に対してｐ＝０．００９、および海馬に対し
てｐ＝０．０４）。スケールバー：２００μｍ。（Ｃ～Ｅ）チオフラビンＳ分析は、対照
で処置された動物と比較して、ＮＩ－１０１．１１処置されたアークアミロイドβマウス
におけるベータアミロイド負荷（Ｃ）、ベータアミロイド班数（Ｄ）、および平均班の大
きさ（Ｅ）の有意な削減を示す。マンホイットニーＵ統計：皮質の班エリアに対してｐ＝
０．０２、海馬の班エリアに対してｐ＝０．００９、皮質の班数に対してｐ＝０．０４７
、海馬の班数に対してｐ＝０．０４７、皮質の班の大きさに対してｐ＝０．００９、海馬
の班数に対してｐ＝０．００９。
【図１９】減少したベータアミロイド負荷は、減少した星状細胞増加症および小膠細胞症
と同時に起こる。Ａ）抗ＧＦＡＰ染色の定量化は、対照処置されたトランスジェニックマ
ウスと比較する場合、ＮＩ－１０１．１１処置されたアークアミロイドβマウスの皮質に
おいて、反応性アストロサイトの数の有意な減少を示した。Ｂ）Ｉｂａ－１染色の定量化
は、皮質および海馬において、ＮＩ－１０１．１１処置したマウスにおける、活性化した
小神経膠細胞数の減少への傾向を示した。スケールバー：２００μｍ。
【図２０】組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体で治療してから２ヶ月後、脳微小出血の
増加はない。証明済みの広範なコンゴレッド親和性のアミロイド脈管障害を有する２４月
齢のアークアミロイドβマウスは、２ヶ月間、毎週、３ｍｇ／ｋｇの抗体を腹腔内で処置
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した。Ｐｅｒｌのプルシアンブルー染色により示されたアークアミロイドβマウスにおけ
る脳微小出血の代表的な画像（左）。定量分析は、それらの野生型同腹子と比較してアー
クアミロイドβトランスジェニックマウスにおいて、有意に上昇した微小出血の頻度を示
す。ＮＩ－１０１．１１での慢性治療は、微小出血の増発をもたらさなかった。スケール
バー：２０μｍ。
【図２１】組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体は、体外で合成アミロイドβ原線維の形
成を阻害する。アミロイドβ原線維の形成における組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体
の効果は、蛍光分析により凝集されたアミロイドβに結合するチオフラビンＳを測定する
ことにより分析された。
【図２２】ＢＶ－２小グリア細胞による抗体媒介の用量依存性のファゴサイトーシスＦＩ
ＴＣ－アミロイドβ１－４２線維は、スカベンジャー受容体系で阻害した後、測定された
。ＮＩ－１０１．１１は、アミロイドβ原線維の強力な用量依存性Ｆｃガンマ受容体媒介
ファゴサイトーシスを誘発する。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　Ｉ．      定義
　「１つの（ａまたはａｎ」」の実体という用語は、１つ以上のその実体を指し、例えば
、「１つの抗体」は、１つまたはそれ以上の抗体を示すことを理解されることに留意され
たい。また、「１つの（ａ（またはａｎ））」、「１つ以上の」、および「少なくとも１
つの」という用語は、本明細書で同義的に使用することができる。
【００２１】
　本明細書で使用される「ポリペプチド」という用語は、単数の「ポリペプチド」、なら
びに複数の「ポリペプチド」を包含することを意図し、アミド結合（また、ペプチド結合
としても知られている）によって線形に連結されたモノマー（アミノ酸）からなる分子を
指す。「ポリペプチド」という用語は、２つ以上のアミノ酸の任意の鎖（単数または複数
）を指し、生成物の特定の長さを指さない。したがって、ペプチド、ジペプチド、トリペ
プチド、オリゴペプチド、「タンパク質」、「アミノ酸鎖」、または２つ以上のアミノ酸
の鎖（単数または複数）を指すために使用される任意の他の用語は、「ポリペプチド」の
定義内に含まれ、「ポリペプチド」という用語は、これらの用語のいずれかの代わりに、
またはそれらと同義的に使用され得る。
【００２２】
　「ポリペプチド」という用語はまた、グリコシル化、アセチル化、リン酸化反応、アミ
ド化、公知の保護基／封鎖基による誘導体化、タンパク質分解的切断が挙げられるが、こ
れらに限定されない、ポリペプチドの発現後の修飾、または非天然発生的なアミノ酸の修
飾からなる生成物を指すことを意図する。ポリペプチドは、天然の生物起源から派生する
、または組み換え技術によって生成され得るが、必ずしも指定された核酸配列から翻訳さ
れるものではない。ポリペプチドは、化学合成によるものを含む、任意の方法で生成され
得る。
【００２３】
　本発明のポリペプチドは、約３個以上、５個以上、１０個以上、２０個以上、２５個以
上、５０個以上、７５個以上、１００個以上、２００個以上、５００個以上、１，０００
個以上、または２，０００個以上のアミノ酸の大きさからなり得る。ポリペプチドは、定
義された３次元の構造を有し得るが、必ずしもこのような構造を有するものではない。定
義された３次元の構造を有するポリペプチドは、折り畳まれたと呼ばれ、定義された３次
元の構造を有さず、むしろ、多数の異なる構造を取り入れることができるポリペプチドは
、折り畳まれていないと呼ばれる。本明細書で使用される糖タンパク質という用語は、例
えば、セリン残基またはアスパラギン残基等のアミノ酸残基の酸素含有もしくは窒素含有
の側鎖を介してタンパク質に付加される、少なくとも１つの炭水化物部分と共役するタン
パク質を指す。
【００２４】
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　「単離（された）」ポリペプチドまたはそのフラグメント、変異体、もしくは誘導体に
より、その自然環境にはないポリペプチドを意図する。精製の特定の水準は必要とされな
い。例えば、単離ポリペプチドは、その天然または自然環境から除去することができる。
組み換えによって生成されたポリペプチドおよび宿主細胞の発現したタンパク質は、任意
の適した技法により、分離、断片化、または、部分的に、もしくは実質的には精製されて
いる天然または組み換えポリペプチドである場合、本発明の目的のために単離されている
と考えられる。
【００２５】
　また、本発明のポリペプチドとして、前述のポリペプチドのフラグメント、誘導体、類
似体、または変異体、およびそれらのいずれかの組み合わせをも含む。「フラグメント」
、「変異体」、「誘導体」、および「類似体」という用語は、本発明の抗体または抗体ポ
リペプチドを指す場合、対応する天然結合分子、抗体、またはポリペプチドの抗原結合特
性の少なくとも幾つかを保持する任意のポリペプチドを含む。本発明のポリペプチドのフ
ラグメントは、本明細書の他の部分で論じられる特異抗体フラグメントに加えて、タンパ
ク質分解フラグメント、ならびに欠失フラグメントを含む。本発明の抗体および抗体ポリ
ペプチドの変異体は、上に記載のフラグメント、およびアミノ酸置換、欠失、または挿入
のため、変化したアミノ酸配列を有するポリペプチドも含む。変異体は、自然発生、また
は非自然発生のものであり得る。非自然発生変異体は、当技術分野において既知の突然変
異生成技術を使用して、生成され得る。変異体ポリペプチドは、保存的または非保存的な
アミノ酸置換、欠失、または付加を含み得る。例えば、本発明の抗体および抗体ポリペプ
チド等のネオエピトープ特異的結合分子の誘導体は、天然ポリペプチドに認められない追
加の特性を呈するために変化しているポリペプチドである。例としては、融合タンパク質
が挙げられる。また、変異体ポリペプチドは、本明細書において、「ポリペプチド類似体
」とも称され得る。本明細書で使用される、結合分子もしくはそのフラグメント、または
抗体、または抗体ポリペプチドの「誘導体」は、官能側基の反応により化学的に誘導体化
された１つ以上の残基を有する対象ポリペプチドを指す。また、「誘導体」として、２０
の標準アミノ酸からなる１つ以上の自然発生アミノ酸誘導体を含有する、これらのペプチ
ドを含む。例えば、４－ヒドロキシプロリンは、プロリンと置換され得、５－ヒドロキシ
リジンは、リジンと置換され得、３－メチルヒスチジンは、ヒスチジンと置換され得、ホ
モセリンは、セリンと置換され得、オルニチンは、リジンと置換され得る。
【００２６】
　「ポリヌクレオチド」という用語は、単数の核酸、ならびに複数の核酸を包含すること
を意図し、例えば、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）もしくはプラスミドＤＮＡ（ｐＤ
ＮＡ）等の単離核酸分子もしくは構築物を指す。ポリヌクレオチドは、従来のリン酸ジエ
ステル結合または非従来的結合（ペプチド核酸（ＰＮＡ）に認められるような、例えば、
アミド結合）を含み得る。「核酸」という用語は、ポリヌクレオチドに存在する、例えば
、ＤＮＡまたはＲＮＡフラグメント等のいずれか１つ以上の核酸セグメントを指す。「単
離（された）」核酸またはポリヌクレオチドとは、その天然環境から除去されている、核
酸分子、ＤＮＡ、またはＲＮＡを意図する。例えば、ベクター中に含有される抗体をコー
ドする組み換えポリヌクレオチドは、本発明の目的のためには、単離されることが考えら
れる。単離ポリヌクレオチドのさらなる例としては、異種宿主細胞中に維持される組み換
えポリヌクレオチド、または溶液中で（部分的または実質的に）精製されるポリヌクレオ
チドを含む。単離ＲＮＡ分子は、本発明のポリヌクレオチドの生体内または体外ＲＮＡの
転写を含む。本発明に従って、単離ポリヌクレオチドまたは核酸は、合成的に生成される
当該の分子をさらに含む。加えて、ポリヌクレオチドまたは核酸は、プロモーター、リボ
ソーム結合部位、または転写ターミネータ等の調節要素であり得る、または含み得る。
【００２７】
　本明細書で使用される「コーディング領域」は、アミノ酸に翻訳されるコドンからなる
核酸の一部である。「終止コドン」（ＴＡＧ、ＴＧＡ、またはＴＡＡ）は、アミノ酸に翻
訳されないが、コーディング領域の一部であると考えられ得るが、例えば、プロモーター
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、リボソーム結合部位、転写ターミネータ、イントロン等の任意のフランキング配列は、
コーディング領域の一部ではない。本発明の２つ以上のコーディング領域が、例えば、単
一ベクター上の単一ポリヌクレオチド構築物、または、例えば、別々の（異なる）ベクタ
ー上の別々のポリヌクレオチド構築物に存在することができる。さらに、任意のベクター
は、単一コーディング領域を含み得る、または２つ以上のコーディング領域を含み得、例
えば、単一ベクターは、免疫グロブリン重鎖可変領域および免疫グロブリン軽鎖可変領域
を別々にコードし得る。加えて、本発明のベクター、ポリヌクレオチド、または核酸は、
結合分子、抗体、またはそのフラグメント、変異体、もしくは誘導体をコードする核酸に
融合される、あるいは融合していない、異種コーディング領域をコードし得る。異種コー
ディング領域としては、分泌シグナルペプチドまたは異種官能ドメイン等の特殊化した要
素またはモチーフが挙げられるが、これらに限定されない。
【００２８】
　ある実施形態において、ポリヌクレオチドまたは核酸は、ＤＮＡである。ＤＮＡの場合
は、ポリペプチドをコードする核酸を含むポリヌクレオチドは、通常、プロモーターおよ
び／または１つ以上のコーディング領域と作用可能に連結する他の転写または翻訳調節要
素を含み得る。作用可能な連結とは、例えば、ポリペプチド等の遺伝子生成物に対するコ
ーディング領域が、調節配列の影響または制御下で、遺伝子生成物の発現を生じさせる方
法において、１つ以上の調節配列に連結することである。２つのＤＮＡフラグメント（ポ
リペプチドコーディング領域およびそれに連結するプロモーター等）は、プロモーター機
能の導入によって所望の遺伝子生成物をコードするｍＲＮＡの転写が生じる場合、および
２つのＤＮＡフラグメント間の連鎖の性質が、遺伝子生成物の発現を誘導するための発現
調節配列の能力を妨げない、または転写されるＤＮＡ鋳型の能力を妨げない場合、「作用
可能に連結する」とされる。したがって、プロモーター領域は、プロモーターがその核酸
の転写にもたらすことができる場合、ポリペプチドをコードする核酸と作用可能に連結す
る。プロモーターは、所定の細胞においてのみ、ＤＮＡの実質的な転写を誘導する細胞特
異的なプロモーターであり得る。プロモーターのほかに、例えば、エンハンサー、オペレ
ーター、リプレッサー、および転写終結シグナル等の他の転写調節要素が、細胞特異的な
転写を誘導するために、ポリヌクレオチドと作用可能に連結することができる。適したプ
ロモーターおよび他の転写調節領域を本明細書に開示する。
【００２９】
　様々な転写調節領域が、当業者には公知である。これらは、サイトメガロウイルス（イ
ントロンＡと共に、前初期プロモーター）、サルウイルス４０（初期プロモーター）、お
よびレトロウイルス（ラウス肉腫ウイルス等）からのプロモーターおよびエンハンサーセ
グメント等に限定されない、脊椎動物細胞に作用する、転写調節領域が挙げられるが、こ
れらに限定されない。他の転写調節領域は、アクチン、熱ショックタンパク質、ウシ成長
ホルモン、およびウサギβグロビン等の脊椎動物遺伝子、ならびに、真核生物細胞におい
て遺伝子発現を制御可能な他の配列から派生するものを含む。追加の適した転写調節領域
は、組織特異的プロモーターおよびエンハンサー、ならびにリンホカイン誘発プロモータ
ー（例えば、インターフェロンまたはインターロイキンにより誘導できるプロモーター）
を含む。
【００３０】
　同様に、様々な翻訳調節要素は、当業者には公知である。これらとしては、リボソーム
結合部位、翻訳開始および終止コドン、およびピコナウイルス（特に、内部リボソーム侵
入部位、またはＩＲＥＳ、ＣＩＴＥ配列とも称される）から派生する要素が挙げられるが
、これらに限定されない。
【００３１】
　他の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドは、例えば、メッセンジャーＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）の形である、ＲＮＡである。
【００３２】
　本発明のポリヌクレオチドおよび核酸コーディング領域は、分泌ペプチドまたはシグナ
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ルペプチドをコードする追加のコーディング領域に連結し、本発明のポリヌクレオチドに
よりコードされるポリペプチドの分泌を誘導し得る。シグナル仮説によれば、哺乳類細胞
により分泌されるタンパク質は、粗面小胞体にわたる成長タンパク質鎖の輸出が開始され
ると、成熟タンパク質から開裂されるシグナルペプチドまたは分泌リーダー配列を有する
。当業者は、脊椎動物細胞により分泌されるポリペプチドは、通常、ポリペプチドのＮ末
端に融合されるシグナルペプチドを有し、ポリペプチドの分泌型または「成熟型」を生成
するために、完全または「全長」ポリペプチドから開裂されることを承知している。ある
実施形態において、例えば、免疫グロブリン重鎖または軽鎖シグナルペプチド等の天然シ
グナルペプチド、または、それと作用可能に連結するポリペプチドの分泌を誘導する能力
を保持するその配列の官能誘導体を使用する。代替として、異種哺乳類シグナルペプチド
、またはその官能誘導体が使用され得る。例えば、野生型リーダー配列をヒト組織プラス
ミノゲン活性化因子（ＴＰＡ）またはマウスβグルクロニダーゼのリーダー配列と置換さ
れ得る。
【００３３】
　別途記載されない限り、「疾患（ｄｉｓｏｒｄｅｒ）」および「疾病（ｄｉｓｅａｓｅ
）」という用語は、本明細書で同義的に使用される。本発明の文脈で使用されるように、
「結合分子」は、主として、抗体、およびそのフラグメントに関するが、ホルモン、受容
体、リガンド、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子、熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）
等のシャペロン、ならびにカドヘリン、インテグリン、Ｃ型レクチン、および免疫グロブ
リン（Ｉｇ）スーパーファミリーのメンバー等の細胞間接着分子が挙げられるが、これら
に限定されない、ネオエピトープに結合する他の非抗体分子も指し得る。したがって、以
下の実施形態のほとんどは、明確にする目的のみのためで、本発明の範囲を限定せず、治
療薬および診断用薬の開発のために好ましい結合分子を示す抗体および抗体様分子に関し
て論じられる。
【００３４】
　「抗体」および「免疫グロブリン」という用語は、本明細書で同義的に使用される。抗
体または免疫グロブリンは、少なくとも重鎖の可変ドメインを含み、通常は、少なくとも
重鎖および軽鎖の可変ドメインを含む、抗原結合分子である。脊椎動物系の基本的な免疫
グロブリン構造は、比較的よく理解されている。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ．１９８８）
を参照されたい。
【００３５】
　下記でより詳細に論じるように、「免疫グロブリン」という用語は、生化学的に区別す
ることができる様々な広範なクラスのポリペプチドを含む。当業者ならば、重鎖が、ガン
マ、ミュー、アルファ、デルタ、またはエプシロン（γ、μ、α、θ、δ、ε）として分
類され、それらのクラスの中で、幾つかのサブクラス（例えば、γ１～γ４）に分類され
ることを十分に理解するであろう。本鎖の特質が、抗体の「クラス」を、それぞれ、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＧ、またはＩｇＥとして決定する。例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１等の免疫グロブリンのサブクラス（イソタイプ）は、
よく特徴付けられており、機能的特殊性を与えることが知られている。これらのクラスお
よびイソタイプのそれぞれの修飾された形は、本開示を考慮した当業者にはより容易に認
識することができるので、それらは本発明の範囲内にある。すべての免疫グロブリンクラ
スは、明らかに本発明の範囲内にあるが、以下の議論は、概して、免疫グロブリン分子の
ＩｇＧクラスを対象とする。ＩｇＧに関しては、標準免疫グロブリン分子は、分子量約２
３，０００ダルトンの２本の同一の軽鎖ポリペプチド、および分子量約５３，０００～７
０，０００ダルトンの２本の同一の重鎖ポリペプチドを含む。これらの４つの鎖は、典型
的には、「Ｙ」の立体配置で、ジスルフィド結合により連結され、軽鎖は、「Ｙ」の入口
で開始し、可変領域を通して継続する重鎖をひとまとめにする。
【００３６】
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　軽鎖は、カッパあるいはラムダ（κ、λ）のいずれかとして分類される。各重鎖クラス
は、カッパ軽鎖あるいはラムダ軽鎖のいずれかと結合され得る。一般的に、軽鎖および重
鎖は、互いに共有結合し、２本の重鎖の「末端」部分は、免疫グロブリンがハイブリドー
マ、Ｂ細胞、あるいは、遺伝子組み換え宿主細胞のいずれかにより産生される場合、ジス
ルフィド共有結合または非共有結合により互いに結合する。重鎖では、アミノ酸配列は、
Ｙ立体配置の二股の末端のＮ末端から各鎖の最後のＣ末端まで延びる。
【００３７】
　軽鎖および重鎖は共に、構造的および機能的相同性の領域で分けられる。「定常」およ
び「可変」という用語を、機能的に使用する。これに関し、軽鎖（ＶＬ）および重鎖（Ｖ
Ｈ）部分の両方の可変ドメインが、抗原認識および特異性を決定することは理解されよう
。逆に、軽鎖（ＣＬ）および重鎖（ＣＨ１、ＣＨ２、またはＣＨ３）の定常ドメインは、
分泌、経胎盤移動性、Ｆｃ受容体結合性、補体結合性等の重要な生化学的特性を与える。
慣習的に、定常領域ドメインの番号は、抗原結合部位または抗体のアミノ末端から離れる
ほど大きくなる。Ｎ末端部分は、可変領域であり、Ｃ末端部分は、定常領域であり、ＣＨ
３およびＣＬドメインは、それぞれ、重鎖と軽鎖のカルボキシ末端を実際に含む。
【００３８】
　上で示す通り、可変領域により、抗体は抗原のエピトープを選択的に認識し、それに特
異的に結合することができる。すなわち、抗体のＶＬドメインおよびＶＨドメイン、また
は相補性決定領域（ＣＤＲ）のサブセットは、一体となって可変領域を形成し、これは３
次元の抗原結合部位を特徴付ける。この抗体の４次元構造は、Ｙの各アームの末端に存在
するように抗原結合部位を形成する。さらに具体的には、抗原結合部位は、ＶＨ鎖および
ＶＬ鎖のそれぞれにある３つのＣＤＲによって特徴付けられる。抗原に特異的結合するの
に十分な構造を含む、任意の抗体または免疫グロブリンフラグメントは、本明細書におい
て、「抗原結合性フラグメント」または「免疫特異性フラグメント」として、同義的に示
される。
【００３９】
　自然発生抗体では、各抗原結合ドメインに存在する６つの「相補性決定領域」または「
ＣＤＲ」は、抗体が水性環境中で３次元立体構造を取る際、抗原結合ドメインを形成する
ように特異的に位置するアミノ酸の短い不連続の配列である。「枠組み」領域と称される
、抗原結合ドメイン内のアミノ酸の残りは、分子間変化がより少ない。枠組み領域は、主
としてβシート立体構造を採り、ＣＤＲはβシート構造と接続し、時にはβシート構造の
一部を形成するループを形成する。したがって、枠組み領域は、鎖間の非共有相互作用に
より、ＣＤＲを正しい配向に配置を提供する足場を形成するように作用する。配置された
ＣＤＲにより形成される抗原結合ドメインは、免疫反応性抗原のエピトープと相補的な面
を確定する。この相補的な面は、抗体がその類似したエピトープと非共有結合することを
促進する。ＣＤＲおよび枠組み領域をそれぞれ含むアミノ酸は、正確に定義されているた
め、当業者により、任意の所定の重鎖または軽鎖可変領域に対して、容易に同定すること
ができる（“Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”，Ｋａｂａｔ，Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒ
ｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，（１９８３
）、およびＣｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０
１－９１７（１９８７）を参照されたく、これらは参照することによりその全体を本明細
書に組み込む）。
【００４０】
　当技術分野内で使用される、および／または認められる、２つ以上の用語の定義がある
場合、本明細書で使用される用語の定義は、別様に明記されない限り、かかるすべての意
味を含むことを意図する。具体的な例は、「相補性決定領域」（「ＣＤＲ」）という用語
の使用であり、重鎖および軽鎖ポリペプチドの両方の可変領域内で認められる不連続の抗
原結合部位を説明する。この特定の領域は、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐ
ｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，“Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”
（１９８３）およびＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９
０１－９１７（１９８７）により記述されており、参照することにより本明細書に組み込
まれ、定義には、互いに対して比較される場合、アミノ酸残基の重複またはサブセットが
含まれる。それでもなお、抗体、あるいはその変異体のＣＤＲを指すいずれの定義の適用
も、本明細書で定義され使用される、用語の範囲内であることを意図する。上に記載のそ
れぞれの参考文献により定義される、ＣＤＲを包含する適切なアミノ酸残基は、比較とし
て、表Ｉに示される。特定のＣＤＲを包含する厳密な残基番号は、ＣＤＲの配列および大
きさにより異なるであろう。当業者は、どの残基が抗体の可変領域アミノ酸配列を与えら
れた特定のＣＤＲを含むのかを日常的に決定することができる。
【００４１】
【表１】

１表１中のすべてのＣＤＲ定義の番号付けは、Ｋａｂａｔらにより説明される番号付けの
取り決めに従う（下記参照）。
【００４２】
　Ｋａｂａｔらはまた、任意の抗体に適用できる可変ドメイン配列に対する番号方式も定
義した。当業者は、その配列自体を超えた任意の実験データに依存することなく、この、
任意の可変ドメイン配列への「Ｋａｂａｔ番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）」体系を明確
に割り当てることができる。本明細書で使用される「Ｋａｂａｔ番号付け（ｎｕｍｂｅｒ
ｉｎｇ）」は、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，“Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　
ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”（１９８３）により説明される
番号付け体系を指す。別途指定されない限り、本発明のその抗体または抗原結合フラグメ
ント、変異体、または誘導体の特異的アミノ酸残基配置の番号付けへの言及は、Ｋａｂａ
ｔ番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）体系に従うものである。
【００４３】
　本発明の抗体またはその抗原結合フラグメント、免疫特異性フラグメント、変異体、ま
たは誘導体としては、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、多特異的抗体、ヒト抗
体、ヒト化抗体、霊長類抗体、またはキメラ抗体、一本鎖抗体、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ
´、およびＦ（ａｂ´）２等のエピトープ結合フラグメント、Ｆｄ、Ｆｖｓ、一本鎖Ｆｖ
ｓ（ｓｃＦｖ）、一本鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖｓ（ｓｄＦｖ）、ＶＬあるいはＶＨ
ドメインのいずれかを含むフラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーにより産生されるフラ
グメント、抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体（例えば、本明細書に開示される抗体への抗
Ｉｄ抗体を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。ＳｃＦｖ分子は、当技術分野
において公知であり、例えば、米国特許第５，８９２，０１９号に記載される。本発明の
免疫グロブリンまたは抗体分子は、任意の型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ
、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、免疫グロブリン分子のクラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、およびＩｇＡ２）またはサブクラスからなり得る。
【００４４】
　一実施形態において、本発明の抗体は、ＩｇＭでも、５価構造を有するその誘導体でも
ない。特に、本発明の特定の用途、特に治療上の使用において、ＩｇＭは、それらの５価
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構造によるＩｇＭおよび親和性成熟の欠失が、多くの場合、非特異的交差反応および非常
に遅い親和性を示すため、ＩｇＧ、他の２価抗体、または対応する結合分子よりも有用で
はない。
【００４５】
　一本鎖抗体を含む抗体フラグメントは、単独で、または、ヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２
、およびＣＨ３ドメインの全体または一部と組み合わせて、可変領域を含み得る。また、
本発明において、ヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ３ドメインを有する可変領域
の任意の組み合わせを含む抗原結合フラグメントも含む。本発明の抗体またはその免疫特
異性フラグメントは、鳥類および哺乳類を含む、任意の動物起源からであり得る。好まし
くは、該抗体は、ヒト、マウス、ロバ、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ラマ、ウマ
、またはニワトリ抗体である。別の実施形態において、該可変領域は、軟骨魚綱（例えば
、サメから）由来であり得る。本明細書で使用される「ヒト」抗体は、ヒト免疫グロブリ
ンのアミノ酸配列を有する抗体を含み、ヒト患者、ヒト免疫グロブリンライブラリーから
、または１つ以上のヒト免疫グロブリンに対してトランスジェニックな動物から単離され
た抗体を含み、以下に記載される、例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉらによる米国特許
第５，９３９，５９８号において、内因性免疫グロブリンを発現しない抗体を含む。ヒト
抗体は、例えば、結合特性を改善するために、アミノ酸置換を抗体で行う場合であっても
、それでもなお「ヒト」である。
【００４６】
　本明細書で使用される「重鎖部分」という用語は、免疫グロブリン重鎖から派生するア
ミノ酸配列を含む。重鎖部分を含むポリペプチドは、ＣＨ１ドメイン、ヒンジ（例えば、
上部、中間、および／または下方ヒンジ領域）ドメイン、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメイ
ン、その変異体またはフラグメントのうちの少なくとも１つを含む。例えば、本発明で用
いる結合ポリペプチドは、ＣＨ１ドメインを含むポリペプチド鎖；ＣＨ１ドメイン、ヒン
ジドメインの少なくとも一部、およびＣＨ２ドメインを含むポリペプチド鎖；ＣＨ１ドメ
インおよびＣＨ３ドメインを含むポリペプチド鎖；ＣＨ１ドメイン、ヒンジドメインの少
なくとも一部、およびＣＨ３ドメインを含むポリペプチド鎖；またはＣＨ１ドメイン、ヒ
ンジドメインの少なくとも一部、ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ドメインを含むポリペプ
チド鎖を含み得る。別の実施形態において、本発明のポリペプチドは、ＣＨ３ドメインを
含むポリペプチド鎖を含む。さらに、本発明で用いる結合ポリペプチドは、ＣＨ２ドメイ
ンの少なくとも一部（例えば、ＣＨ２ドメインのすべてまたはその一部）が欠失し得る。
上記で説明される、これらのドメイン（例えば、重鎖部分）は、アミノ酸配列に関して、
自然発生する免疫グロブリン分子と異なるように、修飾され得ることを当業者により理解
されるであろう。
【００４７】
　本明細書に開示される、ある抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしく
は誘導体において、マルチマーの１本のポリペプチド鎖の重鎖部分は、該マルチマーの第
２のポリペプチド鎖上の重鎖部分に同一である。代替として、本発明の重鎖部分含有モノ
マーは、同一ではない。例えば、各モノマーは、例えば、異なる標的結合部位を含み得、
二重特異性抗体を形成する。
【００４８】
　本明細書に開示される、診断および治療方法で用いる結合ポリペプチドの重鎖部分は、
異なる免疫グロブリン分子から派生され得る。例えば、ポリペプチドの重鎖部分は、Ｉｇ
Ｇ１分子から派生するＣＨ１ドメインおよびＩｇＧ３分子から派生するヒンジ領域を含み
得る。別の例においては、重鎖部分は、一部において、ＩｇＧ１分子から派生するヒンジ
領域、および一部において、ＩｇＧ３分子から派生するヒンジ領域を含むことができる。
別の例において、重鎖部分は、一部において、ＩｇＧ１分子から派生するキメラヒンジ領
域、および一部において、ＩｇＧ４分子から派生するキメラヒンジ領域を含むことができ
る。
【００４９】
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　本明細書で使用される「軽鎖部分」という用語は、免疫グロブリン軽鎖から派生するア
ミノ酸配列を含む。好ましくは、該軽鎖部分は、ＶＬまたはＣＬドメインのうちの少なく
とも１つを含む。
【００５０】
　抗体のためのペプチドまたはポリペプチドエピトープの最小の大きさは、約４～５個の
アミノ酸であると考えられる。ペプチドまたはポリペプチドエピトープは、好ましくは、
少なくとも７個、さらに好ましくは、少なくとも９個、最も好ましくは、少なくとも約１
５～約３０個のアミノ酸を含む。ＣＤＲが、その三級形態において、抗原ペプチドまたは
ポリペプチドを認識することができるため、エピトープを含むアミノ酸は、隣接する必要
がなく、場合によっては、同じペプチド鎖上でなくてもよい。本発明において、本発明の
抗体により認識されるペプチドまたはポリペプチドエピトープは、少なくとも４個、少な
くとも５個、少なくとも６個、少なくとも７個、さらに好ましくは少なくとも８個、少な
くとも９個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、少なくとも２０個、少なくとも２５
個、または約１５～３０個のＡβの連続または不連続アミノ酸の配列を含む。
【００５１】
　本発明に従って「ネオエピトープ」という用語は、疾病パターンに対して独特であり、
他の非病理学的タンパク質からの病理学的変異体である、および／または健康な状態の生
理学から逸脱する、疾患関連タンパク質に含まれる、またはそれにより形成される、エピ
トープを意味する。該病態生理学的変異体は、病理学的に変化した転写、病理学的に変化
した翻訳、翻訳後の修飾、病理学的に変化したタンパク質分解過程、変化した共局在化と
いう意味では生理学的もしくは病態生理学的相互作用パートナーもしくは細胞構造を有す
る病理学的に変化した複合体形成、または３次元または４次元構造が生理学的に活性な分
子の構造とは異なる病理学的に変化した構造的立体構造（例えば、凝集、オリゴマー化、
もしくはフィブリル化）によって形成することができる。さらに、病態生理学的変異体は
また、その通常の生理環境または細胞内コンパートメントに位置しないという点において
、特徴付けることができる。一例として、ネオエピトープは、機能的障害を明らかに経験
する、またはすでに経験している、脳組織のエリアにおいて病理学的に顕著な構造に位置
し得る。所与の構造、例えば、細胞もしくは組織、またはタンパク質が、ネオエピトープ
を表示するか否かは、結合分子、例えば、該方法により同定される抗体を使用して、抗体
に結合するためのサンプルをスクリーニングし、それにより、ネオエピトープの存在を決
定するという点において、疾患関連タンパク質に特異的な結合分子を単離し、特徴付ける
ための、下に記載される、方法を逆に行うことにより、検証することができる。
【００５２】
　「疾病関連タンパク質に特異的」および「ネオエピトープに特異的」という語句は、「
特異的に認識するネオエピトープ」という用語を用いて、本明細書で同義的に使用される
。本明細書で使用される「交差反応性の非存在」、「特異的」、「特異的に認識する」、
「特異的に結合する」、「選択的に結合する」等の用語は、結合分子の、疾患関連タンパ
ク質と、その野生型および自然の文脈における天然タンパク質のネオエピトープとを識別
する能力を指す。したがって、本発明の結合分子は、天然タンパク質抗原と比較して、少
なくとも２倍、好ましくは少なくとも５倍、通常、１０倍以上、特に好ましくは、５０倍
、さらになお好ましくは、１００倍を超える、ネオエピトープへの選択的結合親和性を有
する。さらに、結合分子、例えば、特異的な標的エピトープ、例えば、ネオエピトープの
抗体の相対値ＫＤは、好ましくは、他のリガンド、もしくは疾病関連タンパク質の天然対
応物への抗体の結合に対するＫＤの、少なくとも１０分の１、さらに好ましくは少なくと
も１００分の１、もしくは、それ以下である。
【００５３】
　本明細書で同義的に使用される「特異的に結合する」、または「特異的に認識する」に
より、結合分子、例えば、抗体は、その抗原結合ドメインを介してエピトープに結合し、
結合は、抗原結合ドメインとエピトープとの間で幾つかの相補性を引き起こすことを一般
的に意味する。本定義によれば、無作為な非関連エピトープに結合するよりもさらに容易
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に、その抗原結合ドメインを介して、そのエピトープに結合する場合、抗体は、エピトー
プに「特異的に結合する」とされる。「特異性」という用語は、本明細書では、ある抗体
があるエピトープに結合する相対的親和性を示す。例えば、抗体「Ａ」は、抗体「Ｂ」よ
りも所与のエピトープに対して高い特異性を有すると考えられる、または抗体「Ａ」は、
関連したエピトープ「Ｄ」に対して有するものよりも高い特異性があるエピトープ「Ｃ」
に結合すると言われ得る。
【００５４】
　「選択的に結合する」とは、結合分子、例えば、抗体は、関連した、類似の、同種、ま
たは相似エピトープに結合するよりもさらに容易に、一つのエピトープに特異的に結合す
ることを意味する。したがって、所与のエピトープに「選択的に結合する」抗体は、この
ような抗体が関連したエピトープと交差反応し得るとしても、関連したエピトープよりも
そのエピトープに結合する可能性が高い。
【００５５】
　非限定の例のために、結合分子、例えば、抗体は、第１のエピトープに、第２のエピト
ープの抗体のＫＤより少ない解離定数（ＫＤ）で結合する場合、選択的に、該第１のエピ
トープに結合すると考えられ得る。別の非限定の例において、抗体は、第１のエピトープ
に、その抗体の第２のエピトープに対するＫＤより少なくとも１桁分少ないＫＤの親和性
で結合する場合、選択的に、第１の抗原に結合すると考えられ得る。別の非限定の例にお
いて、抗体は、第１のエピトープに、その抗体の第２のエピトープに対するＫＤより少な
くとも２桁分少ないＫＤの親和性で結合する場合、選択的に、第１のエピトープに結合す
ると考えられ得る。
【００５６】
　別の非限定の例において、結合分子、例えば、抗体は、第１のエピトープを第２のエピ
トープの抗体のＫ（オフ）より少ないオフ率（ｋ（オフ））で結合する場合、選択的に、
第１のエピトープに結合すると考えられ得る。別の非限定の例において、抗体は、第１の
エピトープに、その抗体の第２のエピトープに対するＫ（オフ）より少なくとも１桁分少
ないＫ（オフ）の親和性で結合する場合、選択的に、第１のエピトープに結合すると考え
られ得る。別の非限定の例において、抗体は、第１のエピトープに、その抗体の第２のエ
ピトープに対するＫ（オフ）より少なくとも２桁分少ないＫ（オフ）の親和性で結合する
場合、選択的に、第１のエピトープに結合すると考えられ得る。
【００５７】
　結合分子、例えば、本明細書に開示された抗体もしくは抗原結合フラグメント、変異体
、または誘導体は、本明細書に開示される標的ポリペプチドまたはそのフラグメントもし
くは変異体に、５×１０－２秒－１、１０－２秒－１、５×１０－３秒－１、または１０
－３秒－１以下のオフ率（ｋ（オフ））で結合すると言える。さらに好ましくは、本発明
の抗体は、本明細書に開示された標的ポリペプチド、またはそのフラグメントもしくは変
異体は、５×１０－４秒－１、１０－４秒－１、５×１０－５秒－１、もしくは１０－５

秒－１、５×１０－６秒－１、１０－６秒－１、５×１０－７秒－１もしくは１０－７秒
－１以下のオフ率（ｋ（オフ））で結合すると言える。
【００５８】
　結合分子、例えば、本明細書に開示された抗体もしくは抗原結合フラグメント、変異体
、または誘導体は、本明細書に開示された標的ポリペプチドまたはそのフラグメントもし
くは変異体に、１０３Ｍ－１秒－１、５×１０３Ｍ－１秒－１、１０４Ｍ－１秒－１、ま
たは５×１０４Ｍ－１秒－１以上のオン率（ｋ（オン））で結合すると言える。さらに好
ましくは、本発明の抗体は、本明細書に開示された標的ポリペプチド、またはそのフラグ
メントもしくは変異体に、１０５Ｍ－１秒－１、５×１０５Ｍ－１秒－１、１０６Ｍ－１

秒－１、または５×１０６Ｍ－１秒－１もしくは１０７Ｍ－１秒－１以上のオン率（ｋ（
オン））で結合すると言える。
【００５９】
　結合分子、例えば、抗体は、ある程度まで、そのエピトープへの参照抗体の結合を遮断
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するほど、選択的にそのエピトープに結合する場合、参照抗体を所与のエピトープに結合
することを競合的に阻害すると言われる。競合阻害は、当技術分野において任意の方法、
例えば、競合ＥＬＩＳＡアッセイにより判定され得る。抗体は、参照抗体を、少なくとも
９０％、少なくとも８０％、少なくとも７０％、少なくとも６０％、または少なくとも５
０％、所与のエピトープに結合することを競合的に阻害すると言うことができる。
【００６０】
　本明細書で使用される「親和性」という用語は、個々のエピトープを結合分子、例えば
、免疫グロブリン分子のＣＤＲで結合する強度の尺度を指す。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，（Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ
．１９８８）、２７～２８頁を参照されたい。本明細書で使用される「親和力」という用
語は、免疫グロブリンの集団と抗原との間の複合体の総合安定性、つまり、免疫グロブリ
ン混合物と抗原との機能的な混合強度を指す。例えば、Ｈａｒｌｏｗの２９～３４頁を参
照されたい。親和力は、特異的エピトープを有する集団における個々の免疫グロブリン分
子の親和性、また、免疫グロブリンと抗原の結合価の両方に関連する。例えば、ポリマー
等の２価のモノクローナル抗体と、高度に反復しているエピトープ構造を有する抗原との
間の相互作用は、高親和力の１つである。
【００６１】
　本発明の結合分子、例えば、抗体もしくは抗原結合フラグメント、その変異体もしくは
誘導体はまた、それらの交差反応性に関して説明される、または指定され得る。本明細書
で使用される「交差反応性」という用語は、１つの抗原に対して特異的な抗体の、第２の
抗原と反応する能力、すなわち、２つの異なる抗原物質の間での関連性の尺度を指す。し
たがって、抗体は、その形成を誘発するもの以外のエピトープに結合する場合、交差反応
性がある。交差反応性エピトープは、一般に、誘発するエピトープと、多くの同一の相補
的構造上の特色を含み、場合によっては、原型よりもよく実際に適合し得る。
【００６２】
　例えば、ある抗体は、関連するが、同一でないエピトープ、例えば、参照エピトープに
対して、少なくとも９５％、少なくとも９０％、少なくとも８５％、少なくとも８０％、
少なくとも７５％、少なくとも７０％、少なくとも６５％、少なくとも６０％、少なくと
も５５％、および少なくとも５０％の同一性（当技術分野において公知の方法を使用して
算出され、本明細書に記載されるような）を有するエピトープに結合するという点におい
て、ある程度の交差反応性を有する。抗体は、参照エピトープに対して、９５％未満、９
０％未満、８５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６５％未満、６０％未満
、５５％未満、および５０％未満の同一性（当技術分野において公知の方法を使用して算
出され、本明細書に記載されるような）を有するエピトープに結合しない場合、交差反応
性がほとんどない、または交差反応性がないと言われ得る。抗体は、あるエピトープに対
して、そのエピトープのいずれの他の類似体、オーソログ、またはホモログにも結合しな
い場合、「高度に特異的」と判断され得る。
【００６３】
　結合分子、例えば、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしく
は誘導体はまた、本発明のポリペプチドへのそれらの結合親和性において、記載される、
または特定され得る。好ましい結合親和性は、解離定数またはＫｄが５×１０－２Ｍ未満
、１０－２Ｍ、５×１０－３Ｍ、１０－３Ｍ、５×１０－４Ｍ、１０－４Ｍ、５×１０－

５Ｍ、１０－５Ｍ、５×１０－６Ｍ、１０－６Ｍ、５×１０－７Ｍ、１０－７Ｍ、５×１
０－８Ｍ、１０－８Ｍ、５×１０－９Ｍ、１０－９Ｍ、５×１０－１０Ｍ、１０－１０Ｍ
、５×１０－１１Ｍ、１０－１１Ｍ、５×１０－１２Ｍ、１０－１２Ｍ、５×１０－１３

Ｍ、１０－１３Ｍ、５×１０－１４Ｍ、１０－１４Ｍ、５×１０－１５Ｍ、または１０－

１５Ｍを有するものを含む。
【００６４】
　前に表されるように、サブユニット構造および様々な免疫グロブリンのクラスの定常領
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域の３次元構造は、公知である。本明細書で使用される「ＶＨドメイン」という用語は、
免疫グロブリン重鎖のアミノ末端可変ドメインを含み、「ＣＨ１ドメイン」という用語は
、免疫グロブリン重鎖の第１の（ほとんどのアミノ末端）定常領域ドメインを含む。ＣＨ
１ドメインは、ＶＨドメインに隣接し、免疫グロブリン重鎖分子のヒンジ領域へのアミノ
末端である。
【００６５】
　本明細書で使用される「ＣＨ２ドメイン」という用語は、例えば、従来の番号付けスキ
ーム（２４４～３６０の残基、Ｋａｂａｔ番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）体系、および
２３１～３４０の残基、ＥＵ番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）体系）を使用して、抗体の
約２４４～３６０の残基から延在する重鎖分子部分を含む。前掲書中のＫａｂａｔ　ＥＡ
らを参照されたい。ＣＨ２ドメインは、別のドメインと密接して対にならないという点に
おいて、独特である。むしろ、２つのＮ結合型分枝炭水化物鎖を、無傷の天然ＩｇＧ分子
の２つのＣＨ２ドメインの間に置く。また、ＣＨ３ドメインは、ＣＨ２ドメインからＩｇ
Ｇ分子のＣ末端に延在し、約１０８の残基を含むことも文書で十分に立証される。
【００６６】
　本明細書で使用される「ヒンジ領域」という用語は、ＣＨ１ドメインをＣＨ２ドメイン
に連結する重鎖分子の部分を含む。本ヒンジ領域は、約２５個の残基を含み、順応性があ
る故に、２つのＮ末端抗原結合領域を単独で移動させることが可能である。ヒンジ領域は
、３つの異なるドメイン、すなわち上部、中間、および下方ヒンジドメインに再分割する
ことができる（Ｒｏｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６１：４０８３（１９
９８））。
【００６７】
　本明細書で使用される「ジスルフィド結合」という用語は、２つの硫黄原子間で形成さ
れる共有結合を含む。アミノ酸システインは、ジスルフィド結合を形成する、または第２
のチオール基で架橋することができる、チオール基を含む。ほとんどの自然発生するＩｇ
Ｇ分子において、ＣＨ１およびＣＬ領域は、ジスルフィド結合により連結され、２本の重
鎖は、Ｋａｂａｔ番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）体系（２２６位または２２９位、ＥＵ
番号付け（ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ）体系）を使用して、２３９位および２４２位に対応する
、２つのジスルフィド結合により連結される。
【００６８】
　本明細書で使用される「改変抗体」という用語は、重鎖あるいは軽鎖またはその両方の
いずれかにおける可変ドメインが、公知の特異性の抗体からの１つ以上のＣＤＲの少なく
とも部分的な置換、必要ならば、部分的な枠組み領域の置換および配列交換により変えら
れた抗体を指す。ＣＤＲは、同一クラスの抗体、あるいは枠組み領域を派生する抗体と同
一のサブクラスの抗体から派生し得るが、ＣＤＲが、異なるクラスの抗体、好ましくは異
なる種からの抗体から派生することを想定する。公知の特異性の非ヒト抗体からの１つ以
上の「ドナー」ＣＤＲが、ヒト重鎖または軽鎖の枠組み領域にグラフトされる、改変抗体
は、「ヒト化抗体」として本明細書に参照される。１つの可変ドメインから別のドメイン
に抗原結合能力を導入するために、ドナー可変領域から、すべてのＣＤＲを完全なＣＤＲ
と置換することは必要ではない場合がある。むしろ、標的結合部位の活性を維持するため
に必要であるそれらの残基を導入することのみが必要な場合がある。例えば、米国特許第
５，５８５，０８９号、第５，６９３，７６１号、第５，６９３，７６２号、および第６
，１８０，３７０号に説明される、説明を前提とすると、日常的な実験を実行すること、
あるいは、試験およびエラー試験の、いずれかにより、当業者は、機能的な改変またはヒ
ト化抗体を取得するための十分な能力を有する。
【００６９】
　本明細書で使用される「適切に折り畳まれたポリペプチド」という用語は、ポリペプチ
ドを含むすべての機能的ドメインが明らかに活性である、ポリペプチドを含む。本明細書
で使用される「不適切に折り畳まれたポリペプチド」という用語は、ポリペプチドの少な
くとも１つの機能的ドメインが活性でない、ポリペプチドを含む。一実施形態において、
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適切に折り畳まれたポリペプチドは、少なくとも１つのジスルフィド結合により連鎖され
るポリペプチド鎖を含み、反対に、不適切に折り畳まれたポリペプチドは、少なくとも１
つのジスルフィド結合により連鎖されないポリペプチド鎖を含む。
【００７０】
　本明細書で使用される「改変した」という用語は、合成手段（例えば、組み換え技術、
体外ペプチド合成、ペプチドの酵素および化学的結合、またはこれらの技術の幾つかの組
み合わせ）による核酸またはポリペプチド分子の操作を含む。
【００７１】
　本明細書で使用される「連鎖される」、「融合される」、または「融合」は、同義的に
使用される。これらの用語は、化学的結合を含む、いかなる手段または組み換え手段によ
る、２つ以上の要素または成分の結合をも指す。「インフレームの融合」とは、元のＯＲ
Ｆの正確な翻訳リーディングフレームを維持するように、連続したより長いＯＲＦを形成
するための２つ以上のポリヌクレオチドオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）の結合
を指す。したがって、組み換え融合タンパク質は、（セグメントは、本来は、通常、その
ように結合しない）元のＯＲＦによりコードされるポリペプチドに対応する、２つ以上の
セグメントを含む、単一タンパク質である。本リーディングフレームは、このようにして
、融合されたセグメントを通して連続するようにされるが、本セグメントは、例えば、イ
ンフレームのリンカー配列により、物理的に、または空間的に分離され得る。例えば、免
疫グロブリン可変領域のＣＤＲをコードするポリヌクレオチドは、インフレームで融合さ
れ得るが、「融合した」ＣＤＲが、連続ポリペプチドの一部として共翻訳される限り、少
なくとも１つの免疫グロブリン枠組み領域、または追加のＣＤＲ領域をコードするポリヌ
クレオチドにより分離し得る。
【００７２】
　ポリペプチドの文脈において、「線状配列」または「配列」は、配列において、互いに
隣接する残基がポリペプチドの１次構造において連続する、アミノ端末からカルボキシル
末端方向での、ポリペプチド中のアミノ酸の順序である。
【００７３】
　本明細書で使用される「発現」という用語は、遺伝子が、例えば、ＲＮＡまたはポリペ
プチド等の生化学物質を生成する過程を指す。本過程は、遺伝子ノックダウン、ならびに
、一時的発現および安定発現の両方が挙げられるが、これらに限定されない、細胞内での
、遺伝子の機能的存在の任意の発現を含む。それは、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）
、トランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）、低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子
干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、またはいずれの他のＲＮＡ生成物への遺伝子の転写、および
ポリペプチドへのこのようなｍＲＮＡの翻訳を含むが、これらに限定されない。最終の所
望の生成物が生化学物質である場合、発現は、その生化学および任意の前駆体の生成を含
む。遺伝子の発現は、「遺伝子生成物」を生成する。本明細書で使用される遺伝子生成物
は、例えば、遺伝子の転写により生成されるメッセンジャーＲＮＡ等の核酸、あるいは転
写から翻訳されるポリペプチドのいずれかであり得る。本明細書に記載される遺伝子生成
物は、例えば、ポリアデニル化等の転写後修飾した核酸、または、例えば、メチル化、グ
リコシル化、脂質の添加、他のタンパク質のサブユニットとの関連、タンパク質分解的切
断等の転写後修飾したポリペプチドをさらに含む。
【００７４】
　本明細書で使用される「治療（処置）する」または「治療（処置）」という用語は、治
療的処置および予防的もしくは再発防止の両方を指し、その目的は、癌の発生または転移
等の望ましくない生理学的変化または疾患を予防する、または遅延する（軽減する）こと
である。有益な、または所望の臨床結果は、検出可能または検出できないにかかわらず、
症状の緩和、疾病の範囲の縮小、疾病の安定化（すなわち、悪化しない）状態、疾病の進
行の遅延もしくは緩徐化、疾病状態の改善もしくは緩和、および鎮静（部分的または完全
な）が挙げられるが、これらに限定されない。「治療」はまた、治療を受けない場合の予
想される生存と比較して、生存期間の延長を意味することができる。治療を必要とする者
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は、状態もしくは疾患にすでに罹患する者、ならびに、状態もしくは疾患を有する傾向が
ある者、または状態もしくは疾患の発現を予防している者を含む。
【００７５】
　「対象」または「個体」または「動物」または「患者」、または「哺乳類」は、任意の
対象、特に、哺乳類の対象、例えば、診断、予後、予防、または治療が望ましいヒト患者
を意味する。
【００７６】
　ＩＩ．   結合分子を同定する方法
　本発明は、一般に、臨床的にあらかじめ選択されたヒト対象から治療的に効率的な抗体
を発見する手段および方法に関する。実施例において示されるように、ヒト脳疾患におけ
る異常構造に対するヒト抗体を、表現型的には健康な、または臨床的に異常に安定した患
者から単離することができ、対応する組み換え抗体を、実質的な副作用のない脳機能障害
の治療、病状の改善、および予防に有効に使用することができる。疾病の臨床的な安定ま
たは非進行は、例として、臨床状態、例えば、認知状態（例えば、神経心理学試験による
）の経時的測定、全体的な機能水準の評価、日常生活の能力または行動の欠陥の評価、脳
構造の容量分析、脳内の異常タンパク質の病理学的沈着または体液（例えば、タウタンパ
ク質、またはアミロイドβペプチド）における生化学変数の生体内測定（例えば、ＰＥＴ
ベータアミロイド画像）、および疾病の自然経過／経歴との比較により、同定することが
できる。したがって、本発明は、天然内因性タンパク質から派生し、例えば、異常タンパ
ク質として、異型において、および／または、それらの正常な生理学的状況から患者の体
内に蔓延している疾病関連タンパク質のネオエピトープを認識することが可能である、抗
体および結合分子を提供する。特に、実施例に説明される抗体に対して概説されるように
、免疫学的結合特性、および／または生物学的特性を示す、抗体およびその抗原結合フラ
グメントを提供する。存在する場合、すべてのその文法型において、「免疫学的結合特性
」という用語、または抗原を有する抗体の他の結合特性は、抗体の特異性、親和性、交差
反応性、および他の結合特性を指す。必然的に、本発明はまた、細胞株および組み換え細
胞を生成する抗体にまで及ぶ。本発明は、さらに、本発明の結合分子を含む診断アッセイ
およびキット、ならびに治療方法、およびそれに基づいた治療効果評価に関する。
【００７７】
　本発明は、ヒト対象、および特定の臨床基準に従い、あらかじめ選択された患者におい
て、年齢のため、アルツハイマー病等の神経疾患を発症する危険性を抱えており、体液性
の防御に関連して、アミロイドβペプチド凝集、神経原線維変化、ジストロフィー性軸索
、およびさらには細胞構造等の内因性病態生理学的変異体に対する抗体が認められ、それ
らは、疾患に対する神経病理学的特性であるという観察に基づく。これらの構造は、単独
に、または他の病理学的構造と組み合わせて認めることができ、アミロイドβ凝集体およ
び神経原線維変化の前駆体の場合のように、病理学的効果を発現し得る。しかしながら、
該構造を特異的に認識するそれらの抗体は、自己免疫反応の公知の例とは異なり、病理学
的構造の基礎をなすタンパク質の通常の生理学的に機能的な型への交差反応性がない、ま
たは著しく低い交差反応性を示す。
【００７８】
　理論により結合される意図はなく、本発明に従って実行された実験に基づくと、疾患は
、感染の場合のように、特定のＢ細胞またはＢ記憶細胞の生成または活性化等の体液性免
疫系の実験的に測定可能な活性を起こすために、明確である必要はなく、表現型的には感
知できると考えられている。生理学的に処理されなければならない、腫瘍細胞または分化
した細胞の場合、その機構はすでに公知であり、細胞免疫系のＴ４ヘルパー細胞および細
胞傷害性のＴ細胞、およびナチュラルキラー細胞等のパートナーは、アポトーシスの誘導
に関与する。また、健康なヒト、腫瘍細胞、またはその前駆体において、突然変異によっ
て、日々形成されることも仮定しなければならない。しかしながら、これらは、体液性お
よび細胞機構によって、直ちにアポトーシスに向かい、腫瘍を検出することは不可能とな
る。この意味において、「健康な、または臨床的に異常に安定した、患者」とは、疾病事
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象が起こらない個体ではなく、多様な疾病の事象が、表現型的に発現する前に、遮断また
は防御機構によって制御される個体を意味する。
【００７９】
　上述を考慮すると、標的構造エピトープ、例えば、ネオエピトープの分子的性状の事前
の認知なく、臨床的基準に従って、あらかじめ選択された特定の患者集団または健康な対
象からの抗体または抗体生成細胞を同定することが可能であることが、本発明に従って仮
定され、例えば、自己免疫の非存在により証明される、ドナーの有機体にすでに広がる耐
性の場合、抗体は、組み換えによって生成された薬剤の形式で疾病に対してうまく利用さ
れ得る。したがって、このような抗体を同定するステップは、標的構造の分子エピトープ
の事前の認知なしに、むしろ、それぞれの疾病のヒト患者から、または動物モデルから派
生する、臨床病理学的に十分に特徴付けられる組織切片における、病理学的に特徴的な構
造のネオエピトープに結合することのみによって、行うことができる。
【００８０】
　それ故に、第１の態様において、本発明は、疾患関連タンパク質特異的結合分子を単離
する方法に関し、それには、
　（ａ）   症状はない、または臨床的に異常に安定しているが、疾患に罹患する、また
は疾患を発症するもしくは疾患の兆候または発生を効果的に抑制される危険性がある患者
から得たサンプルを、所定の臨床特性の病理的もしくは生理学的に変化した細胞もしくは
組織の標本に供するステップと、
　（ｂ）   該標本に選択的に結合するが、健康な対象から派生し得る、このような病理
学的特性がない対応する細胞または組織に結合しない、または著しく低い親和性を有する
、結合分子を同定し、任意に単離するステップと、を含む。
【００８１】
　本発明の方法は、当業者に公知の手段で実施例の部分において概説されるように、実施
することができる。例えば、患者から得た液体サンプルは、オブジェクトホルダーにしっ
かりと固定される標本標的構造と接触するダクトの第１の開口を通過することができ、そ
れにより、推定的結合分子は、それぞれ、可溶型でサンプルに存在するか、あるいは細胞
表面および膜上に発現するかのうちのいずれかで、該標的構造に結合することを可能にす
る。液体サンプルは、例えば、リンパ球、および／または抗体を含み得るが、標本は、病
理学的標的構造に対して明確に異なる、組織切片、または分子もしくは分子の組み合わせ
で被覆される膜であり得る。
【００８２】
　任意の非結合物質を、第２のダクト開口を介して除去することができる。同時に、オブ
ジェクトホルダーの温度は、例えば、標本に対して特異的な抗原のネオエピトープへの推
定結合分子の自然結合がヒト体内で起こる温度で、オブジェクトホルダーの温度自動調節
器により制御され得る。例えば、結合分子を含む液体サンプルを、好ましくは、体温で、
標的構造にわたって通過させる、流動作用によって、結合相互作用の自然系をシミュレー
トすることができる。しかしながら、撹拌器または回転台等を用いて標本で、サンプルを
インキュベートする他の方法を使用し得る。上述の系の特定の利点は、オブジェクトホル
ダーの温度自動調節器を用いて、オブジェクトホルダーの温度を低下させることにより、
代謝過程の中断がいつでも可能であることである。そうすることにおいて、オブジェクト
ホルダーの温度は、例えば、２～１０℃、特に、４℃まで低下させることができる。本発
明の方法に従って使用することができる、対応する機器は、欧州特許第ＥＰ　１　０６９
　４３１　Ａ２号に説明される。故に、本発明の方法は、結合パートナーの同定および特
性化、ならびに、同時に、分子クラス、分子群、および／または結合過程に必要とされる
分子部分、すなわち、今まで知られていない可能性がある、標本の標的構造を同定し、特
性化することを可能にする。これは、診断の新しい可能性のある方法を開拓するだけでな
く、分子レベルにおける治療的なアプローチのための新しい試験システムも提供するであ
ろう。
【００８３】



(26) JP 2010-514454 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

　しかしながら、特異的な代理マーカーによって、高確率の疾病の状況が予測される場合
、患者は、本発明に従って、健康な志願者のプールに適格であり得るが、驚くことに、恐
らく、特異的内因性免疫反応のためであるが、臨床的に明確とはなっていない。本意義に
おいて、多様な疾病に関連させて、健康な高齢者は、アルツハイマー病またはパーキンソ
ン病等の神経変性の疾病が、まだ臨床的に兆候がないが、病態生理学的タンパク質変異体
、すなわち、疾患関連タンパク質の前臨床発現が、上述の意義において、免疫系の細胞成
分の関与の有無にかかわらず、体液性免疫系の初期介入によって、健康であるが、臨床前
でない患者が試験に参加するまで、疾病の臨床的な兆候が未だに生じていない程度まで制
限または遅延される、個人である。好ましくは、自己免疫学過程を診断されていない、ま
たは副作用として他の可能性のある病理学的状態が副作用を起こしていない、不明確な志
願者は、第１の例において、サンプル用のドナーとして採用される。
【００８４】
　原則として、生理学的タンパク質またはペプチドの変異体を有する能動免疫法を受ける
、患者からのサンプルを使用してもよく、抗体開発は、免疫付与により促進されている。
例えば、抗体を、アミロイドβペプチドの予防注射を受けているアルツハイマー病の患者
から同定および単離することができる。例えば、Ｈｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ
　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　８：１２８０－１２７５（２００２）、Ｈｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎｅｕｒｏｎ　３８：５４７－５５４（２００３）、および国際公開第ＷＯ２００４／０
９５０３１号を参照されたく、それぞれ、参照することによりその全体を本明細書に組み
込む。しかしながら、変異体病理学的タンパク質が関連する、および／または原因となる
、疾患に関してこのような免疫付与、および対応する薬物療法を受けていない、志願者か
らのサンプルを使用することが好ましい場合がある。
【００８５】
　本発明によると、患者、例えば、臨床的にあらかじめ選択されている個体のサンプルは
、例えば、臨床病理学的に特徴付けられるヒト患者もしくは、例えば、トランスジェニッ
クマウス等の動物モデルからの生体外組織、または体外細胞構造、または病理学的に同種
もしくは異種組織における、病理学的に特徴的な構造の標本を特異的に認識する結合分子
の存在に対して分析される。好ましくは、該患者、および／または標本を提供する該対象
は、ヒトであり、最も好ましくは、その両方がヒトである。
【００８６】
　特徴的な病理学的または生理学的に変化したサンプル、細胞、または組織標本は、好ま
しくは、結合分子、例えば、本発明の抗体と反応した後、光学的な検出により表示される
。該標本は、細胞サンプル、組織切片、細胞塗布の試験、ヒト疾患の動物モデルの細胞も
しくは組織サンプル、または体外培養された細胞および組織物質として／から得られ得る
。好ましくは、該標本のうちの少なくとも１つは、スキャンする位置の形式でオブジェク
トホルダーに存在し、それぞれのスキャンする位置は、特定の病理学的構造に対応し、ス
キャンする位置のうちの少なくとも２つは、抗体との反応の検出に付随して曝露される。
例として、アルツハイマー病、パーキンソン病、もしくはベータアミロイド班、レヴィー
小体、神経原線維変化、およびジストロフィー性軸索を含む、タウオパチー等の神経変性
病の神経病理学的特質への抗体は、それぞれの疾病実体の臨床病理学的に確認された診断
を有するヒト検視脳組織から得られた切片上で検出され得る。これは、スライドガラス上
に少量のパラフィン包埋した組織を取り付けることによって行われ、その後、患者または
健康なドナーのサンプルで精査される。抗体との反応の検出は、免疫組織化学および顕微
鏡走査の以下の標準手順で行われる。
【００８７】
　様々なヒト疾患組織を含む多数の組織のマイクロセクションをスライドガラス上に集め
て、多数の組織マイクロアレイを形成することができる。同様に、ヒト疾患の動物モデル
の組織サンプル、細胞塗布もしくは細胞からの追加の標本を、パラフィンに包埋する、お
よび単独で、または上記のヒト検視アルツハイマー病の脳組織もしくは組織アレイと組み
合わせて、スライドガラス上に集めることができる。したがって、スライドガラス上の単
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一試験の位置は、混合したアレイの組織、および病理学的に特徴的な構造を表示する他の
標本を含むことができる。
【００８８】
　アッセイのスループットを増加させるために、１つ以上の試験の位置をスライドガラス
上に取り付ける。好ましくは、８つの試験の位置を、９６ウェルまたはマイクロタイター
形式に適合する２×４の形式においてスライドガラス上に取り付ける。このマイクロタイ
ターに適合する組織マイクロアレイのさらに詳細な説明を、以下の補正方法の項目におい
て、以下に見ることができる。
【００８９】
　前述のように、分析されるサンプルは、体液、細胞サンプル、または細胞サンプルもし
くはその誘導体の浮遊物を含み得る。腰部の脳脊髄液（ＣＳＦ）、血漿、または尿等の体
液は、患者の承諾を得た後、標準臨床手順に従い採取することができる。最も好ましくは
、サンプルは、Ｂ細胞もしくは記憶Ｂ細胞を含む、またはＢ細胞もしくは記憶Ｂ細胞から
派生する、および／または抗体を含む。
【００９０】
　好ましくは、該患者は、まだ明確でない疾患に罹患する、または代理マーカーの存否に
より、または異常に安定した疾病経過により、該疾患を発症する危険性があると判定され
ている。臨床基準は、前臨床状態という意味の本発明に従い、疾病の発生もしくは兆候の
増大する可能性のいずれかを有する代理マーカーに関連して、あるいは反対に、例えば、
疾病を促進する遺伝子の集まりが実在する、または極端な露顕もしくは生活様式が起こり
そうな疾病の表現型発達を表すため、すでに発生しているこのような疾病の起こりそうに
ない可能性を条件として、検討されるべきである。アルツハイマー病の場合は、これは、
本発明によると、このようなヒト志願者を、ベータアミロイド班におけるアミロイドβ凝
集、オリゴマーアミロイドβ種およびベータアミロイド線維のような、神経病理学関連タ
ンパク質複合体に対抗するＢ細胞または記憶Ｂ細胞に対して、神経原線維変化におけるタ
ウ繊維に対して、レヴィー小体におけるアルファシヌクレインに対して、または、年齢に
関して、アルツハイマー病の有病率が特に高い、あるいは、アルツハイマー病に対して高
い危険性を抱えている集団から遺伝的に由来するかのいずれかの個体の群に所属すること
が、これまでに分子的に同定されない成分に対して、探索することを意味する。これらは
、例えば、神経心理学的に測定可能な認識機能障害がない、またはごくわずかしかない、
７５歳を超えた人、または腫瘍の兆候の場合には、高度に表示する腫瘍マーカー、例えば
、遺伝子腫瘍マーカーを有するが、疾病を患っていない人である（Ａｌｌｏｕｌ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ　Ｇｅｒｉａｔｒｉｃｓ　２７（１９９８）
，１８９、Ｄｕｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　２１（２００４）１３７－１４
８）。軽度認識障害の場合には、これらは、さらなる経過において、臨床的に明確かつ進
行する神経変性病を発症することに対して２０％を超える年間統計による危険性にもかか
わらず、数年間、臨床的に、神経心理学的に、または認知的に安定したままである、患者
である。したがって、一実施形態において、該代理マーカーは、年齢期、脳アミロイド負
荷、アポＥ遺伝子型、ＡＰＰ遺伝子型、ＰＳ１遺伝子型、アミロイドβペプチド、イソプ
ロスタン、タウ（Ｔａｕ）、およびホスホタウ（ｐｈｏｓｐｈｏ－Ｔａｕ）の体液におけ
るレベルからなる群から選択される。
【００９１】
　本発明による方法を利用する特定のアプローチは、全く異なるまたは関連した原発性疾
患の病理学的に特徴的な組織の標本のアレイに対して、臨床的にあらかじめ選択された志
願者からのＢ細胞およびＢ記憶細胞のサンプルを試験する。特に、このような病理学的組
織は、神経変性病、タンパク質の折り畳み異常（ｐｒｏｔｅｉｎ－ｍｉｓｆｏｌｄｉｎｇ
　ｄｉｓｅａｓｅｓ）、組織アミロイド症、および病理学的沈着に関連した他の疾病、自
己免疫疾患、炎症性疾患、過剰増殖性および腫瘍性疾患、例えば、腫瘍、蓄積症、および
封入体病を患っているヒト患者、ならびにヒト疾患の動物モデルから、特に、病理的関連
ヒト遺伝子で変化したマウスに由来する。
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【００９２】
　一特定の好ましい実施形態において、本発明は、アルツハイマー病に焦点を当てる。本
実施形態において、サンプルは、対象、好ましくは、以下の基準を満たす対象から得られ
る。
ａ）  ６５歳、好ましくは７０歳、さらに好ましくは７５歳以上であること、
ｂ）  十分な認知能力および良好な健康状態を有すること、
ｃ）  認知症の臨床的兆候がないこと、または
ｄ）  アルツハイマー病であり得る確立された臨床診断の存在にもかかわらず、疾病の進
行が異常に遅いこと、または
ｅ）  軽度認識障害（ＭＣＩ）から末期のアルツハイマー病までの異常に低い変換率を有
すること。
【００９３】
　さらなる実施形態において、本発明の方法は、
 
ａ）  結合分子、例えば、該標本に選択的結合するが、健康な対象の対応する細胞または
組織に結合しない、または著しくより低い親和性を有する、抗体を含むことが同定されて
いるサンプルからＢ細胞またはＢ記憶細胞を精製するステップと、
ｂ）  該Ｂ細胞またはＢ記憶細胞から該抗体をコードする免疫グロブリン遺伝子レパート
リーを取得するステップと、
ｃ）  該レパートリーを使用して、該抗体を発現するステップであって、ステップ（ｂ）
には、
ｄ）  該Ｂ細胞または記憶Ｂ細胞からｍＲＮＡを取得するステップと、
ｅ）  ステップ（ｉｖ）の該ｍＲＮＡからｃＤＮＡを取得するステップと、を任意に含み
、
ｆ）  プライマー伸長反応を使用して、該ｃＤＮＡから該抗体の重鎖（ＨＣ）およびカッ
パ／ラムダ軽鎖（ＬＣ）に対応するフラグメントを増幅するステップと、をさらに含む。
【００９４】
　多クローン性Ｂ細胞活性化因子の存在下で、エプスタイン・バー・ウイルス（ＥＢＶ）
を使用して、ヒトＢ記憶リンパ球を変換するステップを含む、不死化ヒトＢ細胞およびＢ
記憶リンパ球のクローンを産生する方法が、国際公開第ＷＯ２００４／０７６６７７号に
概説される。本国際公開はまた、関心対象となる抗体をコードする核酸配列を取得する方
法も記載し、それには、不死化Ｂ細胞クローンを調製するステップ、ならびに関心対象と
なる抗体をコードするＢ細胞クローンから核酸を取得する／配列するステップ、ならびに
関心対象となる抗体を発現することができる発現宿主を調製するために核酸をさらに挿入
する、もしくは使用するステップ、関心対象となる抗体を発現する条件下で発現宿主を培
養する、もしくは二次培養するステップ、ならびに任意に関心対象となる抗体を精製する
ステップを含む。核酸は、制限酵素認識部位を導入する、コドン使用頻度を変更する、お
よび／または、調節配列の転写および／または翻訳を付加もしくは最適化するために上記
のステップの合間に、操作され得ることは言うまでもない。例えば、核酸配列を、ベクタ
ーＮＴＩソフトウェア等のソフトウェアを使用して、本発明のポリペプチド配列の逆翻訳
により生成し、コドン最適化およびＲＮＡ安定性に対して最適化する核酸配列を生成する
ことができる。すべての本技術は、最先端であり、過度な負担なく、当業者により行うこ
とができる。ヒトＢ細胞を不死化するさらなる方法は、例えば、ヒトハイブリドーマまた
はヒトマウスキメラハイブリドーマの構築等、当技術分野において公知である。
【００９５】
　さらなる態様において、本発明は、疾病関連タンパク質のネオエピトープを含む、疾病
関連タンパク質のエピトープを選択的に認識することが可能な結合分子に関し、好ましく
は、上述に記載され、実施例に説明される、本発明の方法により取得し得る、または検証
され得る。有利には、本発明の結合分子は、その非疾患関連型における、該タンパク質を
実質的に認識しない。上記も参照されたい。
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【００９６】
　結合分子、特に、抗体およびその模倣体の組み換え生成の手段および方法、ならびに、
抗体であり得る、またはそうではない場合がある、競合する結合分子に対してスクリーニ
ングする方法は当技術分野において公知であり、例えば、ベータアミロイドに対する抗体
、およびアルツハイマー病の治療／診断に関して、国際公開第ＷＯ２００６／１０３１１
６号に要約され、その開示内容は、治療または診断的適用のために設計され、投与される
抗体の目的のために、本明細書に参照することにより組み込まれる。
【００９７】
　しかしながら、本明細書に記載される、特に、ヒトにおける治療的適用に関して、本発
明の抗体は、ヒト抗体である。本文脈において、抗体によって認識される変異病理学的タ
ンパク質は、好ましくは、神経疾患、好ましくは脳疾患に関連する。
【００９８】
　さらに、実施例３から５に示されるように、本発明の結合分子、特に、抗体は、幾つか
の有利な生物学的特性を有し、そのうち一つ以上は、初めて、本発明により達成されてい
る。それらの特性は、例えば、
（ｉ）     例えば、病理学的事象の部位で、血液脳関門を横断することが可能である、
（ｉｉ）   ベータアミロイド斑、脳血管アミロイド、拡散性アミロイドβ沈着、神経原
線維変化、過リン酸化タウ、アルファシヌクレイン陽性レヴィー小体またはジストロフィ
ー性軸索に関連する、タンパク質凝集体に結合することが可能である、
（ｉｉｉ） 脳内のベータアミロイド班を除去、および／または脳内のアミロイド班の形
成を予防することができる、
（ｉｖ）   正常な挙動に実質的に修復することが可能である、および／または
（ｖ）     微小出血を引き起こさないことが可能である。
【００９９】
　特に好ましい実施形態において、本発明の抗体または等価結合分子は、以下の特性のう
ちの１つ以上により他の抗体から区別され得、例えば、それらは、
１．  病理学的事象の部位で、少なくとも少量において、血液脳関門を通過することがで
きる、
２．  １つ以上の病理生理学的に関連のある細胞外または細胞構造に結合することができ
る、
３．  体外または生体内で、病理生理学的に関連のある構造の減少をもたらすことができ
る、
４．  病理生理学的に関連のある構造の還元およびそれに関連する毒性の減少をもたらす
ことができる、
５．  疾病過程の遮断または遅延をもたらすことができる、
６．  細胞の再生、ならびに臓器特異および有機体機能、場合により、病理生理学的に関
連のある構造と関連がある毒性の分解後、元の病態生理学の再発の第二次予防をもたらす
ことができる、および／または
７．  増大する微小出血と関連しない。
【０１００】
　さらに、生理学的前駆体または誘導体との交差反応性の非存在は、第一に、健康な組織
構造において、シンク効果が避けられるので、濃度は、予想可能であり、第二に、望まし
くない副作用において、自己免疫反応が実質的に欠失しているという因果関係をもたらす
。加えて、前述の報告は、脳アミロイド血管症（ＣＡＡ）を罹患するトランスジェニック
マウスモデルにおいて、ＣＡＡと障害が起きた血液反応性との関連性を示唆した（Ｍｕｅ
ｇｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　２２（２００２），７２１８－２４
．）。老齢のアークＡβマウスにおいて発生する重度のＣＡＡ（Ｋｎｏｂｌｏｃｈ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．Ａｇｉｎｇ　２８：１２９７－１３０６（２００７）ｅ
ｐｕｂ　Ｊｕｌｙ　３１，２００６）は、したがって、罹患した血管の血管拡張させる柔
軟性を抑制し得る。本発明によると、本発明の抗体での処置は、老齢のＡＰＰトランスジ



(30) JP 2010-514454 A 2010.5.6

10

20

30

ェニックマウスにおいて、血管反応性および脳血流を改善することができることを予期す
ることは賢明なことである。これは、上記のＫｎｏｂｌｏｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００６
）に記載のアークＡβマウスモデルを使用することにより認証され得、２００７年６月１
１日出願の米国特許第６０／９３４，２９１号による、Ｇｒｉｍｍらの“Ｔｒａｎｓｇｅ
ｎｉｃ　ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌ　ｆｏｒ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ
”に開示され、それらの開示内容は、参照することにより本明細書に組み込まれる。
【０１０１】
　ＩＩＩ． 抗体
　本発明は、結合分子、例えば、表２および３に示される、抗体およびその結合フラグメ
ント、変異体、および誘導体等をさらに対象にする。本発明は、抗体もしくはその抗原結
合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をさらに特異的に対象にし、抗体が、ＮＩ－１
０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ－１０１．１３、ＮＩ－１
０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－１０１．１３Ｂからなる群から
選択される参照抗体として、疾患関連タンパク質の同一のネオエピトープに特異的に結合
する。
【０１０２】
　本発明は、抗体もしくはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をさらに
示し、該抗体は、ＮＩ－１０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ
－１０１．１３、ＮＩ－１０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－１０
１．１３Ｂからなる群から選択される参照抗体が、疾患関連タンパク質のネオエピトープ
へ結合するのを競合的に阻害する。
【０１０３】
　本発明はまた、抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体にも
向けられ、本抗体は、ＮＩ－１０１．１０、ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、
ＮＩ－１０１．１３、ＮＩ－１０１．１２Ｆ６Ａ、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－
１０１．１３Ｂからなる群から選択される抗体の抗原結合ドメインと同一の抗原結合ドメ
インを含む。
【０１０４】
　本発明は、例えば、抗体およびその結合フラグメント等の幾つかのこのような結合分子
をさらに例示し、それは、可変領域、例えば、結合ドメインにおいて、表２（ＶＨ）およ
び表３（ＶＬ）に示されるアミノ酸配列のうちのいずれか１つを含む、ＶＨおよび／また
はＶＬ可変領域の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含むことにより特徴付け
られ得る。
【０１０５】
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【表２－１】

【０１０６】
【表２－２】

【０１０７】
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【表３】

　上記の同定された可変領域をコードする対応するヌクレオチド配列を、添付した配列表
に記載する。表２および３に示される、ＶＨおよび／またはＶＬ領域の上記のアミノ酸配
列の例示的な組のＣＤＲを表４に掲載する。しかしながら、以下に論じられるように、当
業者は、加えて、または代替としてＣＤＲを使用し得るという事実を十分承知しており、
それらのアミノ酸配列において、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の場合に、１つ、２つ、３つ、
またはさらにそれ以上のアミノ酸により、表４に記載されるものとは異なる。
【０１０８】
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【表４－１】

【０１０９】
【表４－２】

　一実施形態において、本発明の抗体は、表２および３に示される、ＶＨおよび／または
ＶＬ領域のアミノ酸配列を含む抗体のうちのいずれか１つである。代替として、本発明の
抗体は、抗体またはその抗原結合フラグメントであり、表２および３に示される、ＶＨお
よび／またはＶＬ領域を有する抗体のうちの少なくとも１つとネオエピトープに結合する
ことに関して競合する。それらの抗体は、マウス抗体でもあり得るが、しかしながら、特
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に、治療用途において、ヒト化抗体、異種抗体、またはキメラヒトマウス抗体であること
が好ましい。抗体の抗原結合フラグメントは、例えば、一本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦ
ｖ）、Ｆ（ａｂ´）フラグメント、Ｆ（ａｂ）フラグメント、およびＦ（ａｂ´）２フラ
グメントであり得る。幾つかの用途では、抗体の可変領域のみを必要とし、それはＦａｂ
´、Ｆａｂ、またはＦ（ａｂ´´）２部分を生成するために、適切な試薬で抗体を処置す
ることにより得られる。このようなフラグメントは、例えば、免疫グロブリンの免疫特異
部位を放射性同位体等の検出試薬に結合することに関与する免疫診断の手順に使用するに
は十分である。
【０１１０】
　本発明は、本発明の抗体を構成する単離されたポリペプチドをさらに対象とする。本発
明の抗体は、例えば、免疫グロブリン分子から派生する、特異的抗原結合領域をコードす
るアミノ酸配列等のポリペプチドを含む。指定されたタンパク質「から派生する」ポリペ
プチドまたはアミノ酸配列とは、あるアミノ酸配列を有するポリペプチドの複製起点を指
す。ある場合において、特定の出発ポリペプチドまたはアミノ酸配列から派生する、ポリ
ペプチドまたはアミノ酸配列は、出発配列のアミノ酸配列またはその一部に本質的に同一
のアミノ酸配列を有し、該部分は、少なくとも１０～２０個のアミノ酸、少なくとも２０
～３０個のアミノ酸、少なくとも３０～５０個のアミノ酸からなる、またはそうでなけれ
ば、出発配列の複製起点を有することが、当業者に同定可能であるものである。
【０１１１】
　別の実施形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）を含む、本質
的には免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる、または免疫グロブリン重鎖可変領
域（ＶＨ）からなる単離ポリペプチドを提供し、重鎖可変領域のうちの少なくとも１つの
ＶＨ－ＣＤＲ、または重鎖可変領域のＶＨ－ＣＤＲのうちの少なくとも２つは、本明細書
に開示された抗体からの参照重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、またはＶＨ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％同一である。代替と
して、ＶＨのＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－ＣＤＲ３領域は、本明細書
に開示された抗体からの参照重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％同一である。したが
って、本実施形態によると、本発明の重鎖可変領域は、上表４に示される群に関連するＶ
Ｈ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。表４
は、Ｋａｂａｔシステムにより定義されるＶＨ－ＣＤＲを示す一方、他のＣＤＲ定義、例
えば、Ｃｈｏｔｈｉａシステムにより定義されるＶＨ－ＣＤＲもまた、本発明に含み、表
２および３に提示されるデータを使用して、当業者により容易に同定され得る。
【０１１２】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－Ｃ
ＤＲ３領域は、表４に示される、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－ＣＤＲ
３群に同一である、ポリペプチド配列を有する、免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）を
含む、本質的には免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる、または免疫グロブリン
重鎖可変領域（ＶＨ）からなる単離ポリペプチドを提供する。
【０１１３】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－Ｃ
ＤＲ３領域は、いずれか１つのＶＨ－ＣＤＲにおいて、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、
または６つのアミノ酸置換を除いて、表４に示される、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２
、およびＶＨ－ＣＤＲ３群に同一である、ポリペプチド配列を有する、免疫グロブリン重
鎖可変領域（ＶＨ）を含む、本質的には免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる、
または免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる単離ポリペプチドを提供する。ある
実施形態において、アミノ酸置換は、保存的である。
【０１１４】
　別の実施形態において、本発明は、免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む、本質
的には免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）からなる、または免疫グロブリン軽鎖可変領
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域（ＶＬ）からなる単離ポリペプチドを提供し、軽鎖可変領域のうちの少なくとも１つの
ＶＬ－ＣＤＲ、または軽鎖可変領域のうちの少なくとも２つのＶＬ－ＣＤＲは、本明細書
に開示された抗体からの参照軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、またはＶＬ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％同一である。代替と
して、ＶＬのＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ３領域は、本明細書
に開示された抗体からの参照軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、または９５％同一である。したが
って、本実施形態に従い、本発明の軽鎖可変領域は、上表４に示されるポリペプチドに関
連してＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有す
る。表４は、Ｋａｂａｔシステムにより定義されるＶＬ－ＣＤＲを示す一方、他のＣＤＲ
定義、例えば、Ｃｈｏｔｈｉａシステムにより定義されるＶＬ－ＣＤＲもまた、本発明に
含む。
【０１１５】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－Ｃ
ＤＲ３領域は、表４に示される、ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ
３群に同一である、ポリペプチド配列を有する、免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）を
含む、本質的には免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）からなる、または免疫グロブリン
軽鎖可変領域（ＶＬ）からなる単離ポリペプチドを提供する。
【０１１６】
　別の実施形態において、本発明は、ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－Ｃ
ＤＲ３領域は、いずれか１つのＶＬ－ＣＤＲにおいて、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、
または６つのアミノ酸置換を除いて、表４に示される、ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２
、およびＶＬ－ＣＤＲ３群に同一である、ポリペプチド配列を有する、免疫グロブリン重
鎖可変領域（ＶＬ）を含む、本質的には免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＬ）からなる、
または免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＬ）からなる単離ポリペプチドを提供する。ある
実施形態において、アミノ酸置換は、保存的である。
【０１１７】
　免疫グロブリンまたはそのコードするｃＤＮＡは、さらに修飾され得る。したがって、
さらなる実施形態において、本発明の方法は、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、Ｆ
ａｂ－フラグメント、二重特異的抗体、融合抗体、標識化抗体、またはそれらのうちのい
ずれか１つの類似体を生成するためのステップのうちのいずれか１つを含む。対応する方
法は、当業者には公知であり、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ“Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”，ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，１９８８に記載される。該抗体の誘導体は、ファージ提
示法により得られる場合、ＢＩＡｃｏｒｅシステムに利用される、表面プラズモン共鳴は
、本明細書に記載の抗体のうちのいずれか１つのファージ抗体と同一のエピトープに結合
するファージ抗体の効率を増大させるために使用することができる（Ｓｃｈｉｅｒ，Ｈｕ
ｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　７（１９９６），９７－１０５
、Ｍａｌｍｂｏｒｇ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８３（１９９５），７－
１３）。キメラ抗体の産生は、例えば、国際公開第ＷＯ８９／０９６２２号に記載される
。ヒト化抗体の産生方法は、例えば、欧州特許第ＥＰ－Ａ１　０　２３９　４００号およ
び国際公開第ＷＯ９０／０７８６１号に記載される。本発明に従って、利用される抗体の
さらなる起源は、いわゆる異種抗体である。マウスにおけるヒト抗体等の異種抗体の産生
のための一般的原理は、例えば、国際公開第ＷＯ９１／１０７４１号、第ＷＯ９４／０２
６０２号、第ＷＯ９６／３４０９６号、および第ＷＯ９６／３３７３５号に記載される。
上記に論じられるように、本発明の抗体は、様々な型に存在し、完全抗体のほかに、例え
ば、Ｆｖ、Ｆａｂ、およびＦ（ａｂ）２を含む、ならびに一本鎖を含み得る。例えば、国
際公開第ＷＯ８８／０９３４４号を参照されたい。
【０１１８】
　本発明の抗体またはそれらの対応する免疫グロブリン鎖は、当技術分野において既知の
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従来の技法を使用して、例えば、アミノ酸の欠失、挿入、置換、付加、および／または組
み換え、および／または単独、あるいは組み合わせのいずれかで、当術分野において既知
のいずれの他の修飾を使用することにより、さらに修飾することができる。免疫グロブリ
ン鎖のアミノ酸配列の基礎をなすＤＮＡ配列におけるこのような修飾を導入する方法は、
当業者に公知である。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８９）Ｎ．Ｙ．およびＡｕｓｕｂｅｌ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ
，Ｎ．Ｙ．（１９９４）を参照されたい。本発明の抗体の修飾は、１つ以上の構成アミノ
酸における化学的および／または酵素的誘導体化を含み、例えば、側鎖修飾、骨格修飾、
ならびにＮおよびＣ末端修飾、例えば、アセチル化、水酸化、メチル化、アミド化、およ
び炭水化物または脂質部分、共同因子等の付着を含む。同様に、本発明は、記載の抗体ま
たはカルボキシル末端での免疫刺激リガンド等の異種分子に融合されたアミノ末端での幾
つかのそのフラグメントを含む、キメラタンパク質の産生を包含する。例えば、対応する
技術的詳細に関しては、国際公開第ＷＯ００／３０６８０号を参照されたい。
【０１１９】
　さらに、本発明は、上に記載される、結合分子を含むもの、例えば、重鎖ＣＤＲ３（Ｈ
ＣＤＲ３）は、抗原抗体相互作用において、さらに高い変動率、および優勢な関与を有す
る領域であることが、しばしば、観察されているため、言及された抗体、特に、重鎖のＣ
ＤＲ３のうちのいずれか１つの可変領域のＣＤＲ３領域を含む、小ペプチドを包含する。
このようなペプチドは、本発明に従って、有用な結合剤を生成するための組み換え手段に
より、容易に合成される、または生成され得る。このような方法は、当業者には公知であ
る。ペプチドは、例えば、市販の自動ペプチドシンセサイザーを使用して、合成すること
ができる。ペプチドは、ペプチドを発現するＤＮＡを発現ベクターに組み込み、細胞を発
現ベクターに変えてペプチドを産生することにより、組み換え技術によって、産生するこ
とができる。
【０１２０】
　故に、本発明は、任意の結合分子、例えば、上に記載の手段に従って得られ、言及され
る特性を表示する、すなわち、ネオエピトープを特異的に認識する、抗体または結合フラ
グメントに関する。このような抗体および結合分子は、例えば、以前、本明細書に記載の
ネオエピトープ特異的結合分子を単離する方法を使用することにより、それらの結合特異
性および親和性に対して試験することができる。
【０１２１】
　不死化Ｂ細胞またはＢ記憶細胞の培養から直接免疫グロブリンを得るための代替手段と
して、不死化細胞を、その後の発現および／または遺伝子操作に対して、再配列された重
鎖および軽鎖遺伝子座の起源として使用することができる。再配列された抗体遺伝子を適
切なｍＲＮＡから逆転写し、ｃＤＮＡを産生することができる。必要に応じて、重鎖定常
領域は、異なるイソタイプの重鎖定常領域と交換する、または共に除去することができる
。該可変領域は、一本鎖Ｆｖ領域をコードするために連結することができる。多数のＦｖ
領域を連結し、利用することができる、１つ以上の標的またはキメラ重鎖および軽鎖の組
み合わせに結合能力を与えることができる。遺伝物質が利用可能となると、所望の標的に
結合する能力を共に保有する上に記載の類似体の設計は容易である。抗体可変領域のクロ
ーニング方法、および組み換え抗体の産生方法は、当業者に公知であり、例えば、Ｇｉｌ
ｌｉｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ　４７（１９９６），１
－２０、Ｄｏｅｎｅｃｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌｅｕｋｅｍｉａ　１１（１９９７），１７
８７－１７９２に記載される。
【０１２２】
　一旦、適切な遺伝物質を得、必要に応じて、類似体をコードするために修飾されると、
最小限に、重鎖および軽鎖の可変領域をコードするものを含むコード配列を、標準組み換
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え宿主細胞にトランスフェクトすることができるベクター上に含まれる、発現系に挿入す
ることができる。このような様々な宿主細胞を使用し得るが、効率的過程のためには、哺
乳類細胞が好ましい。本目的のために有用な典型的な哺乳類細胞株としては、ＣＨＯ細胞
、ＨＥＫ２９３細胞、またはＮＳＯ細胞が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２３】
　抗体または類似体の産生は、その後、宿主細胞の成長およびコード配列の発現に適切な
培養状態下で、修飾された組み換え宿主を培養することにより行われる。抗体は、その後
、培養物からそれらを単離することにより回復される。発現系は、得られる抗体を培地中
に分泌されるが、細胞内産生も可能であるように、シグナルペプチドを含むように設計さ
れることが好ましい。
【０１２４】
　標的構造、例えば、疾病関連タンパク質が、その中にサンプルおよびそれぞれの結合分
子によりタグをつけられると、例えば、国際公開第ＷＯ００／１１２０８号に記載される
方法、およびＨｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｍｅｄ　８（２００２），１２７０－１
２７５、Ｈｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｎ　３８（２００３），５４７－５５４に
記載される特定の方法等の質量分光（ＭＳ）法を使用して、当技術分野において公知の手
段および方法により同定され得る。したがって、病理学的構造、例えば、病理学的な脳エ
リア切片中のベータアミロイド班に結合するが、著しく健康な組織ではない、体外で産生
される、本発明に従って同定される抗体の場合、病理学的組織から抗体に、その結合特性
を介して、分子標的構造が実質的に濃縮および精製することができ、その結果、例えば、
ＭＡＬＤＩ／ＴＯＦ（Ｗｉｌｌｉａｍｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．６２（
２０００），４４９－４５３、Ｙａｔｅｓ，Ｊ．Ｍａｓｓ．Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．３３（１
９９８），１－１９）等のタンパク質分析法および質量分光法により同定および特徴付け
ることができる、有望な抗体候補が同定されている。
【０１２５】
　それ故に、別の実施形態において、本発明は、結合分子、特に、上に記載の本発明の抗
体により認識され、好ましくは、疾患関連タンパク質の少なくとも一部である、抗原に関
する。
【０１２６】
　上記に従って、本発明はまた、本発明の抗原または結合分子をコードするポリヌクレオ
チドに関し、該抗体の場合、好ましくは、上に記載の抗体の免疫グロブリン鎖の少なくと
も可変領域である。典型的には、ポリヌクレオチドによりコードされる該可変領域は、該
抗体の可変領域のＶＨおよび／またはＶＬの少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）
を含む。当業者は、抗体のそれぞれの可変ドメイン（重鎖ＶＨおよび軽鎖ＶＬ）は、時々
、４つの比較的に保存された枠組み領域または「ＦＲ」により側面に位置される、相補性
決定領域または「ＣＤＲ」と称される、３つの超可変領域を含み、抗原結合に関与する抗
体のアミノ酸残基を指すことを理解している。抗体のヒトＩｇＧサブタイプの超可変領域
またはＣＤＲは、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅｄ　Ｐｕｂｌ
ｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ
　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ（１９９１）により記載される、軽鎖可変ドメ
インにおける、残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）、および８９～９７（Ｌ３
）からのアミノ酸残基、ならびに重鎖可変ドメインにおける、３１～３５（Ｈ１）、５０
～６５（Ｈ２）、および９５～１０２（Ｈ３）からのアミノ酸残基、および／または、超
可変環状からの残基、例えば、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
１９６（１９８７），９０１－９１７により記載される、軽鎖可変ドメインにおける、残
基２６～３２（Ｌ１）、５０～５２（Ｌ２）、および９１～９６（Ｌ３）、ならびに重鎖
可変ドメインにおける、残基２６～３２（Ｈ１）、５３～５５（Ｈ２）、および９６～１
０１（Ｈ３）からのアミノ酸残基を含む。枠組みまたはＦＲ残基は、超可変領域以外、お
よび超可変領域をひとまとめにする、可変ドメイン残基である。「特異結合」という用語
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は、所定の抗原に結合する抗体を指す。典型的には、抗体は、１０－７Ｍ未満の解離定数
（ＫＤ）で結合し、所定の抗原以外の非特異性抗原（例えば、ＢＳＡ、カゼイン、または
いずれの他の特定ポリペプチド）に結合するために、そのＫＤよりも少なくとも２分の１
少ない、ＫＤを有する所定の抗原に結合する。「抗原を認識する抗体」および「抗原に対
して特異的な抗体」という語句は、本明細書において、「抗原に特異的に結合する抗体」
という用語と、同義的に使用される。本明細書で使用される「高度に特異的」結合は、特
異的な標的エピトープ、例えば、ネオエピトープに対する抗体の相対値ＫＤは、他のリガ
ンド、または疾病関連タンパク質の天然対応物への抗体を結合するためのＫＤの、少なく
とも１０分の１少ないＫＤであることを意味する。
【０１２７】
　抗原に対する抗体の親和性または親和力を、任意な適切な方法を使用して、実験的に決
定することができる。例えば、Ｂｅｒｚｏｆｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，“Ａｎｔｉｂｏｄｙ
－Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ”　Ｉｎ　Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｐａｕｌ，Ｗ．Ｅ．，Ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ，ＮＹ（１９８４），Ｋｕｂｙ，Ｊａｎｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗ．Ｈ．Ｆ
ｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ（１９９２）、ならび
に本明細書に記載の方法も参照されたい。抗原に対する抗体の親和性を測定するための一
般的方法は、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、および表面プラズモン共鳴を含む。特定の抗体抗原の
相互作用の測定された親和性は、例えば、塩濃度、ｐＨ等の異なる条件下で測定される場
合、異なり得る。したがって、親和性、および、例えばＫＤ、ＩＣ５０の他の抗原結合パ
ラメータの測定は、好ましくは、抗体および抗原の標準化された溶液、および標準化され
た緩衝液で作製される。
【０１２８】
　当業者は、上に記載の可変ドメインを有する抗体の可変ドメインを、他のポリペプチド
または所望の特異性および生物学的機能の抗体の構築物のために使用することができるこ
とを容易に理解するであろう。したがって、本発明はまた、上に記載の可変ドメインの少
なくとも１つのＣＤＲを含み、有利に、添付の実施例に記載される、抗体と同一または類
似の結合特性を実質的に有する、ポリペプチドおよび抗体を包含する。当業者は、本明細
書に記載の可変ドメインまたはＣＤＲを使用して、抗体を、当技術分野において既知の方
法、例えば、欧州特許第ＥＰ　０　４５１　２１６　Ａ１号および第ＥＰ　０　５４９　
５８１　Ａ１号に記載される方法に従って構築することができることを容易に理解するで
あろう。さらに、当業者は、結合親和性が、ＣＤＲ内または超可変環状内でアミノ酸置換
を作製することにより増進し得ることを理解しており（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓ
ｋ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６（１９８７），９０１－９１７）、それは、Ｋａｂａ
ｔに定義されるように、ＣＤＲで部分的に重複する。したがって、本発明はまた、抗体に
関し、１つ以上の記述されたＣＤＲは、１つ以上のアミノ酸置換、好ましくは２つ以下の
アミノ酸置換を含む。好ましくは、本発明の抗体は、その免疫グロブリン鎖のうちの１つ
または両方において、表４に記載されるように、可変領域の２つまたはすべて３つのＣＤ
Ｒを含む。
【０１２９】
　結合分子、例えば、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしく
は誘導体は、当業者に公知のように、１つ以上のエフェクター機能を媒介する定常領域を
含むことができる。例えば、相補体のＣ１成分の抗体定常領域への結合は、相補体系を活
性化し得る。相補体の活性化は、細胞の病原体のオプソニン化および溶解において重要で
ある。相補体の活性化はまた、炎症反応を刺激し、自己免疫過敏性にも関与し得る。さら
に、抗体は、細胞上のＦｃ受容体（ＦｃＲ）に結合する抗体Ｆｃ領域上におけるＦｃ受容
体結合部位で、Ｆｃ領域を介して、様々な細胞上の受容体に結合する。ＩｇＧ（ガンマ受
容体）、ＩｇＥ（エプシロン受容体）、ＩｇＡ（アルファ受容体）、およびＩｇＭ（ミュ
ー受容体）を含む、抗体の異なるクラスに対して特異的である、多くのＦｃ受容体が存在
する。細胞表面上で抗体のＦｃ受容体への結合は、多くの重要かつ様々な生物学的反応を
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誘発し、それには、抗体被覆された粒子の巻き込みおよび破壊、免疫複合体のクリアラン
ス、キラー細胞により抗体被覆された標的細胞の溶解（抗体依存性細胞媒介性細胞傷害、
またはＡＤＣＣと称する）、炎症性メディエータの放出、免疫グロブリン産生の胎盤通過
および制御が含まれる。
【０１３０】
　従って、本発明のある実施形態は、抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、
もしくは誘導体を含み、１つ以上の定常領域ドメインのうちの少なくとも一部分は、ほぼ
同一の免疫原性の全不変抗体と比較する場合、低減されたエフェクター機能、非共有結合
的に二量化する能力、腫瘍の部位で特定するための増大する能力、血中半減期の低減、も
しくは増大する血中半減期等の所望の生化学的性質を提供するために、削除される、また
はそれ以外の方法で改変される。例えば、本明細書に記載される、診断および治療方法で
用いる、ある抗体は、免疫グロブリン重鎖に類似するポリペプチド鎖を含むが、１つ以上
の重鎖ドメインの少なくとも一部分を欠失する、ドメイン欠失抗体である。例えば、ある
抗体において、修飾抗体の定常領域の１つの全ドメインを欠失する、例えば、ＣＨ２ドメ
インのすべてまたはその一部を欠失する。他の実施形態において、本明細書に記載される
診断および治療方法で用いる、ある抗体は、定常領域、例えば、ＩｇＧ重鎖定常領域を有
し、グリコシル化を排除するために改変され、本明細書の他の部分にアグリコシル化抗体
または「アグリ」抗体と言われる。このような「アグリ」抗体は、酵素的に、ならびに、
定常領域において、合意のグリコシル化部位を改変することにより調製され得る。理論に
より結合されないが、「アグリ」抗体は、生体内で改善された安全かつ安定性のあるプロ
ファイルを有し得ると考えられている。アグリコシル化抗体を産生し、所望のエフェクタ
ー機能を有する方法は、例えば、国際公開第ＷＯ２００５／０１８５７２号に認められ、
その全体において参照することにより組み込まれる。
【０１３１】
　本明細書に記載される、ある抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしく
は誘導体において、当技術分野において既知の技術を使用して、Ｆｃ部分を変異させ、エ
フェクター機能を削減され得る。例えば、定常領域ドメインの欠失または不活性化（点変
異または他の手段によって）は、循環する修飾抗体の結合するＦｃ受容体を削減し、それ
により、腫瘍局在を増大する。他の場合において、本発明と一致する定常領域修飾は、相
補体結合を緩和し、ひいては、血中半減期および共役された細胞毒素の非特異性の関連性
を削減し得る。定常領域のさらに別の修飾は、増大する抗原特異性または抗体柔軟性のた
め、局在化の強化を可能にするジスルフィド結合またはオリゴ糖部分を修飾するために使
用され得る。得られる生理学的プロファイル、バイオアベイラビリティ、および腫瘍局在
、生体内分布、ならびに血中半減期等の修飾の他の生化学的影響は、過度な実験を行うこ
となく、公知の免疫学的技法を使用して、容易に測定および定量化され得る。
【０１３２】
　本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体の修飾型は
、当技術分野において既知の技法を使用して、全前駆体または親抗体から作製され得る。
例示的な技法は、本明細書でさらに詳細に論じられる。
【０１３３】
　ある実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、も
しくは誘導体の可変および定常領域は共に、完全なヒトである。完全なヒト抗体は、当技
術分野において既知であり、本明細書に記載される技法を使用して、作製され得る。例え
ば、特異的抗原に対して完全なヒト抗体を、抗原投与に応じてこのような抗体を産生する
ように修飾されているが、内因性遺伝子座が無効にされている、トランスジェニック動物
に抗原を投与することにより調製することができる。このような抗体を作製するために使
用することができる例示的な技法を、米国特許第６，１５０，５８４号、第６，４５８，
５９２号、第６，４２０，１４０号に記載する。他の技法は、当技術分野において既知で
ある。同様に、完全なヒト抗体は、本明細書の他の部分でさらに詳細に記載されるように
、様々な表示技法、例えば、ファージ提示、または他のウイルス表示システム等により、
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産生され得る。
【０１３４】
　本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体を、当技術
分野において既知の技法を使用して、作製または製造することができる。ある実施形態に
おいて、抗体分子またはそのフラグメントは、「組み換え技術によって産生された」、す
なわち、組み換えＤＮＡ技術を使用して産生される。抗体分子またはそのフラグメントを
作製する例示的な技法は、本明細書の他の部分でさらに詳細に論じられる。
【０１３５】
　本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体はまた、修
飾される、例えば、共有結合は、抗体がその類似したエピトープに特異的に結合すること
を阻止しないように、抗体への任意の型の分子の共有結合による誘導体も含む。例えば、
限定されないが、抗体誘導体は、例えば、グリコシル化、アセチル化、ペグ化、リン酸化
反応、アミド化、公知の保護／遮断基による誘導体化、タンパク質分解的切断、細胞リガ
ンドまたは他のタンパク質への結合等により修飾される、抗体を含む。任意の多数の化学
修飾を、特異的化学切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシンの代謝合成等が挙げ
られるが、これらに限定されない、公知の技法により実施することができる。さらに、本
誘導体は、１つ以上の非古典的なアミノ酸を含み得る。
【０１３６】
　ある実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、も
しくは誘導体は、処置される動物、例えば、ヒトにおける、有害免疫反応を引き出さない
。ある実施形態において、結合分子、例えば、本発明の抗体もしくはその抗原結合フラグ
メントは、患者、例えば、ヒト患者から派生し、有害免疫反応の発生を緩和する、または
最小化する、例えば、ヒトから派生する同一の種に実質的に使用される。
【０１３７】
　脱免疫化をもまた、抗体の免疫原性を低減するために使用することができる。本明細書
で使用される「脱免疫化」という用語は、Ｔ細胞エピトープを修飾するために、抗体の改
変を含む（例えば、国際公開第ＷＯ９８５２９７６Ａ１号、第ＷＯ００３４３１７Ａ２号
を参照されたい）。例えば、出発抗体からのＶＨおよびＶＬ配列を分析し、それぞれのＶ
領域からのヒトＴ細胞エピトープ「マップ」は、相補性決定領域（ＣＤＲ）および配列内
の他の重要な残基に関してエピトープの配置を示す。Ｔ細胞エピトープマップからの個々
のＴ細胞エピトープは、最終抗体の活性を変化させる危険性が低い、代替的アミノ酸置換
を同定するために、分析される。一連の代替的ＶＨおよびＶＬ配列は、アミノ酸置換の組
み合わせを含み、設計され、これらの配列は、本明細書に開示された診断および治療方法
で用いる、一連の結合ポリペプチド、例えば、ネオエピトープ特異的抗体、またはその免
疫特異性フラグメントに実質的に組み込まれ、それらは、その後、機能に対する試験をす
る。典型的には、１２個から２４個の変異抗体を生成し、試験する。修飾されたＶおよび
ヒトＣ領域を含む、完全な重鎖および軽鎖遺伝子は、その後、発現ベクターにクローンさ
れ、次のプラスミドを全抗体の産生のために細胞株に導入した。該抗体は、その後、適切
な生化学的および生物学的アッセイで比較され、最適変異体を同定する。
【０１３８】
　モノクローナル抗体を当技術分野において既知の広範な技法を使用して調製することが
でき、それらの技法には、ハイブリドーマ、組み換え、ファージ提示法、またはそれらの
組み合わせの使用が含まれる。例えば、モノクローナル抗体は、当技術分野において既知
の、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，２ｎｄ　ｅｄ．（１９８８）、Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，ｉ
ｎ：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉ
ｄｏｍａｓ　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．，５６３－６８１（１９８１）に教示されてい
るものを含む、ハイブリドーマ技法を使用して産生することができる（該参考文献は、そ
の全体において、参照することにより組み込まれる）。本明細書で使用される「モノクロ
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ーナル抗体」という用語は、ハイブリドーマ技術を通して産生される抗体に限定されない
。「モノクローナル抗体」という用語は、それを産生する方法でなく、任意の真核性、原
核生物、またはファージクローンを含む、単一クローンから派生する抗体を指す。したが
って、「モノクローナル抗体」という用語は、ハイブリドーマ技術を通して産生される抗
体に限定されない。モノクローナル抗体を、当技術分野において既知の広範な技法を使用
して、調製することができる。ある実施形態において、本発明の抗体は、本明細書に記載
されるように、エプスタイン・バー・ウイルスでの転換を介して不死化されているヒトＢ
細胞から派生される。
【０１３９】
　公知のハイブリドーマ過程（Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４
９５（１９７５））において、哺乳類からの比較的短命、または致命的なリンパ球、例え
ば、本明細書に記載される、ヒト対象から派生されるＢ細胞が、不死腫瘍細胞株（例えば
、骨髄腫細胞株）で融合され、したがって、ハイブリッド細胞、または「ハイブリドーマ
」を産生し、それらは共に、不死であり、Ｂ細胞の遺伝的にコードされた抗体を産生する
ことができる。得られるハイブリッドを、選択、希釈、および単一抗体の形成のための特
異的遺伝子を含む、それぞれの個々の株で再生により、単一の遺伝子株に分離される。こ
れらは、抗体を産生し、所望の抗原に対して同種であり、その純粋な遺伝起源（ｇｅｎｅ
ｔｉｃ　ｐａｒｅｎｔａｇｅ）に関して「モノクローナル抗体」と呼ばれる。
【０１４０】
　そのようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない、親骨髄腫細胞の成
長または生存を阻害する１つ以上の物質を好ましくは含む、適した培養培地中に播種およ
び培養する。当業者は、ハイブリドーマの形成、選択、および成長のための試薬、細胞株
、および培地が、多くの供給元から市販され、標準化プロトコルが確立されていることを
理解するであろう。一般に、ハイブリドーマ細胞が成長する培養培地は、所望の抗原に対
してモノクローナル抗体の産生のために分析される。ハイブリドーマ細胞により産生され
たモノクローナル抗体の結合特異性は、本明細書に記載される、免疫沈降、ラジオイムノ
アッセイ（ＲＩＡ）、または酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、ネオエピトープ結合法
等の体外検定により決定される。所望の特異性、親和性および／または活性の抗体を産生
するハイブリドーマ細胞を同定した後、クローンは、希釈過程を限定することによりサブ
クローン化し、標準方法により増殖され得る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ｐｐ５９－１０３（１９８６））。サブクローンにより分泌されたモ
ノクローナル抗体は、例えば、タンパク質Ａ、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー
、ゲル電気泳動、透析、もしくは親和性クロマトグラフィー等の従来の精製手順により、
培養培地、腹水、もしくは血清から分離され得ることをさらに理解されよう。
【０１４１】
　特異的エピトープを認識する抗体フラグメントは、公知の技法により生成され得る。例
えば、ＦａｂおよびＦ（ａｂ´）２フラグメントは、（Ｆａｂフラグメントを産生するた
めの）パパインまたは（Ｆ（ａｂ´）２フラグメントを産生するための）ペプシン等の酵
素を使用して、組み換え技術、または免疫グロブリン分子のタンパク質分解的切断により
産生され得る。Ｆ（ａｂ´）２フラグメントは、可変領域、軽鎖定常領域、および重鎖の
ＣＨ１ドメインを含む。
【０１４２】
　本明細書に記載されるような完全ヒト抗体は、ヒト患者の治療的処置に対して特に望ま
しい。ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配列から派生する抗体ライブラリーを使用する、
上に記載のファージ提示法を含む、当技術分野において既知の様々な方法により作製する
ことができる。また、米国特許第４，４４４，８８７号、および第４，７１６，１１１号
、ならびに国際公開第ＷＯ９８／４６６４５号、第ＷＯ９８／５０４３３号、第ＷＯ９８
／２４８９３号、第ＷＯ９８／１６６５４号、第ＷＯ９６／３４０９６号、第ＷＯ９６／
３３７３５号、および第ＷＯ９１／１０７４１号を参照されたい。それらのそれぞれは、
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その全体において参照することにより本明細書に組み込まれる。本発明のヒト抗体は、例
えば、症状はないが、例えば、アルツハイマー病等の疾患を発現する危険性がある患者、
または疾患に罹患するが、異常に安定な疾病経過がある患者から単離される。
【０１４３】
　別の実施形態において、所望のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順
を使用して（例えば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合す
ることが可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用することにより）、容易に単離および
配列され得る。単離およびサブクローン化されたハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮ
Ａの好ましい起源としての役割を果たす。一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクターに
設置され、その後、大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ
）細胞等に限定されない、原核生物もしくは真核生物宿主細胞、またはそうでなければ、
免疫グロブリンを産生しない骨髄腫細胞にトランスフェクトされる。さらに具体的には、
単離ＤＮＡ（本明細書に記載されるように、合成され得る）は、本明細書に参照すること
により組み込まれる、Ｎｅｗｍａｎらの１９９５年１月２５日出願の米国特許第５，６５
８，５７０号に記載されるように、製造抗体に対する定常および可変領域配列をクローン
するために使用され得る。本質的に、これは、Ｉｇ特異的プライマーを使用して、選択さ
れた細胞からのＲＮＡの抽出、ｃＤＮＡへの変換、およびＰＣＲによる増幅を伴なう。本
目的のための適したプライマーはまた、米国特許第５，６５８，５７０号に記載される。
以下にさらに詳細を論じられるように、所望の抗体を発現する形質転換された細胞は、比
較的大量に増殖され、免疫グロブリンの臨床的かつ商業的供給品を提供し得る。
【０１４４】
　一実施形態において、本発明の抗体は、抗体分子の少なくとも１つの重鎖または軽鎖Ｃ
ＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子からの少なく
とも２つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子
からの少なくとも３つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の抗体は、１つ以
上の抗体分子からの少なくとも４つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の抗
体は、１つ以上の抗体分子からの少なくとも５つのＣＤＲを含む。別の実施形態において
、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子からの少なくとも６つのＣＤＲを含む。対象抗体
に含まれ得る少なくとも１つのＣＤＲを含む、例示的な抗体分子が、本明細書に記載され
る。
【０１４５】
　特定の実施形態において、重鎖および／または軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列は、例
えば、他の重鎖および軽鎖可変領域の公知のアミノ酸配列との比較等の当技術分野におい
て公知の方法により、相補性決定領域（ＣＤＲ）の配列を同定するために検査され、配列
超可変性の領域を決定し得る。通常の組み換えＤＮＡ技法を使用して、１つ以上のＣＤＲ
を、例えば、ヒト枠組み領域等の枠組み領域内に挿入し得る。枠組み領域は、自然発生ま
たは合意枠組み領域、好ましくはヒト枠組み領域であり得る（例えば、ヒト枠組み領域の
一覧表のためにＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７８：４５７
－４７９（１９９８）を参照されたい）。ある実施形態において、枠組み領域とＣＤＲと
の組み合わせにより生成されたポリヌクレオチドは、所望のポリペプチドの少なくとも１
つのエピトープに特異的に結合する抗体をコードする。ある実施形態において、１つ以上
のアミノ酸置換は、例えば、その抗原への抗体の結合を改善するために、枠組み領域内で
作製され得る。さらに、このような方法を使用し、１つの鎖内のジスルフィド結合に共有
する１つ以上の可変領域システイン残基のアミノ酸置換または欠失を行い、１つ以上の鎖
内のジスルフィド結合を欠失する抗体分子を生成し得る。ポリヌクレオチドへの他の改変
は、本発明により、および当技術分野の技術内に包含される。
【０１４６】
　代替として、一本鎖抗体（米国特許第４，６９４，７７８号、Ｂｉｒｄ，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２４２：４２３－４４２（１９８８）、Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）、およびＷ
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ａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３４：５４４－５５４（１９８９））の産生の
ために記載の技法を適合し、一本鎖抗体を産生することができる。一本鎖抗体は、アミノ
酸架橋を介してＦｖ領域の重鎖および軽鎖フラグメントを連結することにより形成され、
一本鎖抗体を生じる。大腸菌における機能的なＦｖフラグメントのアセンブリの技法も使
用され得る（Ｓｋｅｒｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：１０３８－１０４
１（１９８８））。
【０１４７】
　別の実施形態において、リンパ球は、マイクロマニピュレーションにより選択すし、可
変遺伝子を単離することができる。例えば、末梢血単核細胞を、免疫がある、または免疫
が生まれつきある、例えば、ヒト等の哺乳類から単離し、約７日間体外で培養することが
できる。培養物は、審査基準に合う特定のＩｇＧに対してスクリーニングされる。陽性ウ
ェルからの細胞を単離することができる。個々のＩｇ産生Ｂ細胞を、ＦＡＣＳにより、ま
たは補体媒介溶血プラークアッセイにおいて、それらを同定することにより、単離するこ
とができる。Ｉｇ産生Ｂ細胞は、１つの管にマイクロマニピュレーションすることができ
、ＶＨおよびＶＬ遺伝子は、例えば、ＲＴ－ＰＣＲを使用して、増幅することができる。
ＶＨおよびＶＬ遺伝子は、抗体発現ベクターにクローン化し、発現のために細胞（例えば
、真核生物または原核生物細胞）にトランスフェクトすることができる。
【０１４８】
　代替として、抗体産生細胞株は、熟練者に公知の技法を使用して、選択および培養され
得る。このような技法は、様々な実験マニュアルおよび主要な刊行物に記載される。この
点において、以下に記載されるように、本発明で用いる適した技法は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅ
ｄｓ．，Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅ
ｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ（１９９１）に記載され、それは、その全体において参照することにより本明細書
に組み込まれ、それには、付録物を含む。
【０１４９】
　本発明の抗体は、抗体の合成のための当技術分野において既知の任意の方法、特に、化
学合成により、または好ましくは、本明細書に記載される、組み換え発現技法により、産
生することができる。
【０１５０】
　一実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もし
くは誘導体は、合成定常領域を含み、１つ以上のドメインは、部分的に、または完全に欠
失される（「ドメイン欠失抗体」）。ある実施形態において、適合する修飾抗体は、ドメ
イン欠失された構築物または変異体を含み、完全ＣＨ２ドメインは除去されている（ΔＣ
Ｈ２構築物）。他の実施形態に関して、短い連結ペプチドは、欠失ドメインと置換され、
可変領域に対して運動の柔軟性および自由度を提供し得る。当業者は、このような構築物
が、抗体の異化作用率におけるＣＨ２ドメインの調節特性の故、特に好ましいことを理解
するであろう。ドメイン欠失構築物は、ＩｇＧ１ヒト定常ドメインをコードするベクター
を使用して、派生することができる（例えば、国際公開第ＷＯ０２／０６０９５５Ａ２号
および第ＷＯ０２／０９６９４８Ａ２号を参照されたい）。本ベクターを改変し、ＣＨ２
ドメインを欠失し、ドメインを欠失したＩｇＧ１定常領域を発現する合成ベクターを提供
する。
【０１５１】
　ある実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、も
しくは誘導体は、ミニ抗体である。ミニ抗体は、当技術分野に記載の方法を使用して生成
することができる（例えば、米国特許第５，８３７，８２１号または国際公開第ＷＯ９４
／０９８１７Ａ１号を参照されたい）。
【０１５２】
　一実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もし
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くは誘導体は、単量体サブユニット間での関連を可能にする限り、数個のアミノ酸または
ただ１個のアミノ酸だけの、欠失または置換を有する免疫グロブリン重鎖を含む。例えば
、ＣＨ２ドメインの選択されたエリアにおける単一アミノ酸の変異が、Ｆｃ結合を実質的
に低減するのに十分であり、それにより、腫瘍局在を増大し得る。同様に、調節されるエ
フェクター機能（例えば、相補体結合）を制御する１つ以上の定常領域ドメインの一部を
単に欠失することが望ましい場合がある。定常領域のこのような部分的欠失は、対象の定
常領域ドメインに関連する他の望ましい機能を無傷のままにする一方、抗体の選択された
特性（血中半減期）を改善し得る。さらに、上記で触れたように、開示された抗体の定常
領域は、得られる構築物のプロファイルを強化する１つ以上のアミノ酸の変異または置換
を通じて合成され得る。この点において、保存結合部位（例えば、Ｆｃ結合）により提供
される活性を阻害し、修飾抗体の立体構造および免疫原性プロファイルを実質的に維持す
ることが可能であり得る。さらに別の実施形態は、エフェクター機能等の望ましい特性を
強化するために、定常領域への１つ以上のアミノ酸の付加を含み、または、さらに細胞毒
素または炭水化物の付着を提供する。このような実施形態において、選択された定常領域
ドメインから派生する特定配列を挿入または複製することが望ましい場合がある。
【０１５３】
　本発明はまた、本明細書に記載の抗体分子（例えば、ＶＨ領域および／またはＶＬ領域
）の変異体（誘導体を含む）を含む、本質的にはそれらからなる、またはそれらからなる
、抗体を提供し、抗体またはそれらのフラグメントは、疾患関連ポリペプチドまたはそれ
らのフラグメントもしくは変異体に免疫特異的に結合する。アミノ酸置換を生じる部位特
異的な突然変異生成およびＰＣＲ媒介突然変異生成が挙げられるが、これらに限定されな
い当業者に既知の標準技法を、抗体をコードするヌクレオチド配列において、変異体を導
入するために使用することができる。好ましくは、変異体（誘導体を含む）は、参照ＶＨ
領域、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、ＶＨ－ＣＤＲ３、ＶＬ領域、ＶＬ－ＣＤＲ１、
ＶＬ－ＣＤＲ２、またはＶＬ－ＣＤＲ３に関して、５０個未満のアミノ酸置換、４０個未
満のアミノ酸置換、３０個未満のアミノ酸置換、２５個未満のアミノ酸置換、２０個未満
のアミノ酸置換、１５個未満のアミノ酸置換、１０個未満のアミノ酸置換、５個未満のア
ミノ酸置換、４個未満のアミノ酸置換、３個未満のアミノ酸置換、または２個未満のアミ
ノ酸置換をコードする。「保存アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の電荷がある側鎖
を有するアミノ酸残基で置換されるものである。類似の電荷がある側鎖を有するアミノ酸
残基のファミリーは、当技術分野において定義されている。これらのファミリーは、塩基
側鎖（例えば、リシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸
、グルタミン酸）、非荷電性側鎖（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリ
ン、トレオニン、チロシン、システイン）、無極性側鎖（例えば、アラニン、バリン、ロ
イシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、
ベータ分枝側鎖（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（例
えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を有するアミノ酸を
含む。代替として、変異体を、例えば、飽和突然変異生成等によって、コード配列のすべ
て、またはその一部に沿って無作為に導入し、結果として得られた変異体は、生物学的活
性に対してスクリーニングされ、活性（例えば、疾患関連ポリペプチドに結合する能力）
を維持する変異体を同定することができる。
【０１５４】
　例えば、抗体分子の枠組み領域においてのみ、またはＣＤＲ領域においてのみ、変異を
導入することは可能である。導入された変異は、例えば、抗原を結合するための抗体の能
力に影響がない、またはほとんどない、サイレントまたは中性ミスセンス変異であり得、
実際には、幾つかのこのような変異は、どんなものであれ、アミノ酸配列を変化しない。
変異のこれらの型は、コドン使用頻度を最適化する、またはハイブリドーマの抗体産生を
改善するために有用であり得る。本発明の抗体をコードするコドン向けに最適化されたコ
ーディング領域は、本明細書の別の場所に開示される。代替として、非中性のミスセンス
変異は、抗原を結合する抗体の能力を変化し得る。ほとんどのサイレントおよび中性ミス
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センス変異体の局在は、枠組み領域内であり得るが、ほとんどの非中性ミスセンス変異の
局在は、絶対条件ではないが、ＣＤＲ内であり得る。当業者は、抗原結合活性において変
化なし、または結合活性において変化あり（例えば、抗原結合活性における改善または抗
体特異性における変更）等の所望の特性を有する、変異分子を設計し、試験することがで
きるであろう。突然変異生成に続き、コードされたタンパク質は、定期的に発現され得、
コードされたタンパク質（例えば、疾患関連ポリペプチドの少なくとも１つのエピトープ
を免疫特異的に結合する能力）の機能的および／または生物学的活性は、本明細書に記載
の技法を使用して、または当技術分野において既知の定期的に修飾する技法により、決定
することができる。
【０１５５】
　ＩＶ．   抗体をコードするポリヌクレオチド
　上記に従って、本発明はまた、例えば、抗体等の本発明の結合分子をコードするポリヌ
クレオチドに関する。抗体の場合には、ポリヌクレオチドは、上に記載の抗体の免疫グロ
ブリン鎖の少なくとも可変領域をコードし得る。上に記載の抗体をコードする本発明のポ
リヌクレオチドは、例えば、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、または合成的に産生されたＤＮ
ＡもしくはＲＮＡ、または単独で、あるいは組み合わせのいずれかで、これらのポリヌク
レオチドのいずれかを含む、組み換え技術によって産生されたキメラ核酸分子であり得る
。好ましくは、該ポリヌクレオチドは、ベクターの一部である。このようなベクターは、
適した宿主細胞における、適した条件下で、該ベクターの選択を可能にするマーカー遺伝
子等の遺伝子をさらに含み得る。好ましくは、本発明のポリヌクレオチドは、原核生物ま
たは真核生物細胞における発現を可能にする、配列を制御する発現に作動可能的に連結さ
れる。該ポリヌクレオチドの発現は、翻訳可能なｍＲＮＡへのポリヌクレオチドの転写を
含む。真核生物細胞、好ましくは哺乳類細胞における、発現を確保する調節要素は、当業
者に公知である。それらは、通常、転写開始を確保する、調節配列、および転写の終結お
よび転写の安定化を確保する、任意にポリＡシグナル含む。追加の調節要素は、転写、な
らびに翻訳エンハンサー、および／または自然に関連した、もしくは異種プロモーター領
域を含み得る。
【０１５６】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をコードするポリヌ
クレオチドは、任意のポリリボヌクレオチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドからな
り得、それらは、非修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡ、または修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡであり
得る。例えば、抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をコー
ドするポリヌクレオチドは、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖と二本鎖領域の混合物で
あるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、および一本鎖と二本鎖領域の混合物であるＲＮ
Ａ、一本鎖、もしくはさらに典型的には、二本鎖もしくは一本鎖と二本鎖領域の混合物で
あり得るＤＮＡおよびＲＮＡを含む、ハイブリッド分子からなり得る。加えて、抗体、ま
たはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をコードするポリヌクレオチド
は、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはＲＮＡおよびＤＮＡの双方を含む、三本鎖領域からな
り得る。抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をコードする
ポリヌクレオチドはまた、安定性もしくは他の理由のために修飾された、１つ以上の修飾
塩基、またはＤＮＡもしくはＲＮＡ骨格を含み得る。「修飾された」塩基は、例えば、ト
リチル化塩基およびイノシン等の異常塩基を含む。様々な修飾を、ＤＮＡおよびＲＮＡに
対して行なうこことができるので、ポリヌクレオチド」は、化学的に、酵素的に、または
代謝的に修飾された型を包含する。
【０１５７】
　免疫グロブリン（例えば、免疫グロブリン重鎖部分または軽鎖部分）から派生するポリ
ペプチドの非自然的変異体をコードする単離ポリヌクレオチドは、１つ以上のアミノ酸置
換、付加、または欠失がコードされたタンパク質に導入されるように、免疫グロブリンの
ヌクレオチド配列に１つ以上のヌクレオチド置換、付加、または欠失を導入することによ
り、生成することができる。変異は、部位特異的な突然変異生成およびＰＣＲ媒介突然変
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異生成等の標準技法により導入され得る。好ましくは、保存アミノ酸置換は、１つ以上の
非必須アミノ酸残基で行われる。
【０１５８】
　公知のとおり、ＲＮＡは、元のハイブリドーマ細胞、あるいは、他の形質転換された細
胞から、グアニジンイソチオシアネート抽出法および遠心分離またはクロマトグラフィー
に続く調製法等の標準技法によって単離され得る。望ましい場合、ｍＲＮＡは、オリゴｄ
Ｔセルロース上におけるクロマトグラフィー等の標準技法により総ＲＮＡから単離され得
る。適した技法は、当技術分野においては熟知されている。
【０１５９】
　一実施形態において、抗体の軽鎖および重鎖をコードするｃＤＮＡは、公知の方法に従
って、逆転写酵素およびＤＮＡポリメラーゼを使用して、同時、あるいは別々のいずれか
で行われ得る。ＰＣＲは、公開された重鎖および軽鎖ＤＮＡ、ならびにアミノ酸配列に基
づいて、合意定常領域プライマーまたはさらに特異的なプライマーにより開始され得る。
上で論じられるように、ＰＣＲも、抗体軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡクローンを単
離するために使用され得る。この場合において、ライブラリーは、合意プライマーまたは
マウス定常領域プローブ等のさらに大きい相同プローブによりスクリーニングされ得る。
【０１６０】
　ＤＮＡ、典型的にはプラスミドＤＮＡは、当技術分野において既知の技法を使用して、
細胞から単離され、例えば、組み換えＤＮＡ法に関する前述の参照において、詳しく記載
される標準の公知の技法に従って、制限地図および配列され得る。当然のことながら、Ｄ
ＮＡは、単離過程またはその後の分析中、任意の点で、本発明に従って合成され得る。
【０１６１】
　一実施形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）をコードする核
酸を含む、本質的には免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）をコードする核酸からなる、
または免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）をコードする核酸からなる単離ポリヌクレオ
チドを提供し、重鎖可変領域のうちの少なくとも１つのＣＤＲ、または重鎖可変領域のう
ちの少なくとも２つのＶＨ－ＣＤＲは、本明細書に開示された抗体からの参照重鎖ＶＨ－
ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、ＶＨ－ＣＤＲ３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、
９０％、または９５％同一である。代替として、ＶＨのＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２
、およびＶＨ－ＣＤＲ３領域は、本明細書に開示された抗体からの参照重鎖ＶＨ－ＣＤＲ
１、ＶＨ－ＣＤＲ２、およびＶＨ－ＣＤＲ３アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、
９０％、または９５％同一である。したがって、本実施形態によると、本発明の重鎖可変
領域は、表４に示されるポリペプチド配列に関してＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２、ま
たはＶＨ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。
【０１６２】
　別の実施形態において、本発明は、免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）をコードする
核酸を含む、本質的には免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）をコードする核酸からなる
、または免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）をコードする核酸からなる単離ポリヌクレ
オチドを提供し、軽鎖可変領域のうちの少なくとも１つのＶＬ－ＣＤＲ、または軽鎖可変
領域のうちの少なくとも２つのＶＬ－ＣＤＲは、本明細書に開示された抗体からの参照軽
鎖ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、ＶＬ－ＣＤＲ３アミノ酸配列に少なくとも８０％、
８５％、９０％、または９５％同一である。代替として、ＶＬのＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－
ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ３領域は、本明細書に開示された抗体からの参照軽鎖ＶＬ
－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２、およびＶＬ－ＣＤＲ３アミノ酸配列に少なくとも８０％、
８５％、９０％、または９５％同一である。したがって、本実施形態に従い、本発明の軽
鎖可変領域は、表４に示されるポリペプチド配列に関してＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ
２、またはＶＬ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。
【０１６３】
　別の実施形態において、本発明は、表４に示される、ＶＨ－ＣＤＲ１、ＶＨ－ＣＤＲ２
、およびＶＨ－ＣＤＲ３群に同一である、ポリペプチド配列を有する、免疫グロブリン重
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からなる単離ポリヌクレオチドを提供する。
【０１６４】
　当技術分野において既知のとおり、２つのポリペプチドもしくは２つのポリヌクレオチ
ドの間の「配列同一性」は、１つのポリペプチドもしくはポリヌクレオチドのアミノ酸も
しくは核酸配列を、第２のポリペプチドもしくポリヌクレオチドの配列と比較することに
より決定される。本明細書で論じられる場合、任意の特定のポリペプチドが、別のポリペ
プチドに少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、または９５％同一であるか否かは、例えば、（それに限定
されないが）ＢＥＳＴＦＩＴプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎ
ａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　８　ｆｏｒ　Ｕｎｉｘ（登録商標），
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　Ｐａｒｋ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ　５３
７１１）等、当技術分野において既知の方法およびコンピュータプログラム／ソフトウェ
アを使用して、決定することができる。ＢＥＳＴＦＩＴは、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔ
ｅｒｍａｎ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２：
４８２－４８９（１９８１）の局在相同アルゴリズムを使用し、２つの配列の間で相同の
最良のセグメントを見つける。特定の配列が、例えば、本発明に従って、参照配列に９５
％同一であるか否かを決定するために、ＢＥＳＴＦＩＴまたは任意の別の配列アラインメ
ントプログラムを使用する場合、当然ながら、同一性のパーセンテージが参照ポリペプチ
ド配列の全長にわたって算出され、参照配列におけるアミノ酸の総数の最大５％の相同性
における格差が許容されるように、パラメータを設定する。
【０１６５】
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【０１６６】
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【０１６７】
【表６－１】

【０１６８】
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【表６－２】

【０１６９】
【表６－３】

　この点において、当業者は、軽鎖および／または重鎖の少なくとも可変ドメインをコー
ドするポリヌクレオチドは、双方の免疫グロブリン鎖または１つのみの可変ドメインをコ
ードし得ることを容易に理解するであろう。同様に、該ポリヌクレオチドは、同一のプロ
モーターの制御下であり得る、または発現のために別々に制御され得る。例えば、大腸菌
におけるＰＬ、ｌａｃ、ｔｒｐ、もしくはｔａｃプロモーター等を含む、原核生物宿主細
胞中で発現可能であると考えられる調節要素、および真核生物宿主細胞中で発現可能な調
節要素の例は、酵母におけるＡＯＸ１もしくはＧＡＬ１プロモーター、またはＣＭＶ－、
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ＳＶ４０－、ＲＳＶ－プロモーター、ＣＭＶ－エンハンサー、ＳＶ４０－エンハンサー、
または哺乳類および他の動物細胞中でグロビンイントロンである。転写の開始に関与する
要素以外に、かかる調節要素は、ＳＶ４０－ポリ－Ａ部位またはｔｋ－ポリ－Ａ部位、ポ
リヌクレオチドの下流等の転写終結シグナルをも含み得る。さらに、使用される発現系に
依存して、細胞内コンパートメントにポリペプチドを誘導する、または培地にポリペプチ
ドを分泌することが可能なリーダー配列を、本発明のポリヌクレオチドのコード配列に加
えることができ、そのような配列は、当技術分野において公知である。リーダー配列は、
翻訳、開始、および終結配列で、適切な段階において構築され、好ましくは、リーダー配
列は細胞膜周辺腔もしくは細胞外培地への翻訳されたタンパク質、もしくはその一部の分
泌を指示することが可能である。任意に、異種配列は、例えば、発現組み換え産物の安定
または簡易化した精製等の所望の特徴を与えるＣもしくはＮ末端の同定ペプチドを含む、
融合タンパク質をコードすることができる。この文脈において、適した発現ベクターは、
Ｏｋａｙａｍａ－Ｂｅｒｇ　ｃＤＮＡ発現ベクターｐｃＤＶ１（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、
ｐＣＤＭ８、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐｃＤＮＡ１、ｐｃＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
またはｐＳＰＯＲＴ１（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）等、当技術分野において既知である。好ま
しくは、発現制御配列は、真核生物宿主細胞を形質転換またはトランスフェクトすること
が可能なベクター中の真核プロモーター系であるが、原核生物宿主の制御配列もまた使用
し得る。本ベクターを適切な宿主に組み込んだ後、宿主を、ヌクレオチド配列の高レベル
発現に適する条件下で維持し、所望であれば、免疫グロブリン軽鎖、重鎖、軽鎖／重鎖二
量体または無傷の抗体、結合フラグメントまたは他の免疫グロブリン型の収集および精製
を行ない得る。Ｂｅｙｃｈｏｋ，Ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，（１９７９）を参照され
たい。
【０１７０】
　本発明はまた、他の部分で記載されるように、本発明のポリヌクレオチドのフラグメン
トも含む。さらに、本明細書に記載されるように、融合ポリヌクレオチド、Ｆａｂフラグ
メント、および他の誘導体をコードするポリヌクレオチドもまた、本発明によ考慮される
。
【０１７１】
　ポリヌクレオチドは、当技術分野において任意の方法により産生または製造され得る。
例えば、抗体のヌクレオチド配列が知られている場合、抗体をコードするポリヌクレオチ
ドは、化学的に合成したオリゴヌクレオチド（例えば、Ｋｕｔｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１７：２４２（１９９４）に記載されるもの）から構成
され得、それらは、簡潔に述べると、抗体をコードする、これらのオリゴヌクレオチドを
アニーリング、およびライゲーションする配列の一部を含む、重複するオリゴヌクレオチ
ドの合成、その後、ＰＣＲによりライゲーションされたオリゴヌクレオチドの増幅に関与
する。
【０１７２】
　代替として、抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体をコー
ドするポリヌクレオチドは、適した源からの核酸から生成され得る。特定の抗体をコード
する核酸を含有するクローンを入手することができないが、抗体分子の配列が分かってい
る場合、抗体をコードする核酸は、３´および５´末端の配列にハイブリダイズ可能な合
成プライマーを使用して、ＰＣＲ増幅により、または、例えば、抗体をコードするｃＤＮ
ＡライブラリーからのｃＤＮＡクローンを同定するために、特定の遺伝子配列に対して特
異的なオリゴヌクレオチドプローブを使用して、クローニングすることにより、適した源
（例えば、抗体を発現するために選択されたハイブリドーマ細胞等の新抗原特異抗体を発
現する任意の組織もしくは細胞から生成された抗体ｃＤＮＡライブラリーまたはｃＤＮＡ
ライブラリー、あるいはそこから単離された核酸、好ましくはポリＡ＋ＲＮＡ）から化学
的に合成される、または得られ得る。ＰＣＲにより生成された増幅核酸は、その後、当技
術分野において公知の任意の方法を使用して、複製可能なクローニングベクターにクロー
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ニングされ得る。
【０１７３】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体のヌクレオチド配列
および対応するアミノ酸配列が決定されると、そのヌクレオチド配列は、ヌクレオチド配
列の操作のために当技術分野において公知の方法、例えば、組み換えＤＮＡ技法、部位特
異的な突然変異生成、ＰＣＲ等（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｄ　Ｅｄ．，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９９０）およびＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ
．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９８）に記載の技法であり、それら
は、それらの全体において、本明細書に参照することにより共に組み込まれる）を使用し
て、操作され得、異なるアミノ酸配列を有する抗体を生成するように、例えば、アミノ酸
置換、欠失、および／または挿入を行う。
【０１７４】
　Ｖ．     抗体ポリペプチドの発現
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを有する遺伝子組み換え細胞
を含む、本発明の抗体を発現することが可能な細胞、またはその対応する免疫グロブリン
鎖を産生する方法にも関与する。本発明の方法により得られる細胞は、例えば、本発明の
抗体とその抗原との相互作用を試験するために、使用することができる。
【０１７５】
　本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体を提供する
ために単離遺伝物質を操作した後、抗体をコードするポリヌクレオチドは、典型的には、
所望の量の抗体を産生するために使用され得る宿主細胞に導入するために発現ベクターに
挿入される。
【０１７６】
　抗体もしくはそのフラグメント、誘導体、または類似体の組み換え発現、例えば、標的
分子に結合する抗体の重鎖または軽鎖を、本明細書に記載した。本発明の抗体分子または
抗体の重鎖もしくは軽鎖をコードするポリヌクレオチド、またはその一部（好ましくは、
重鎖または軽鎖可変ドメインを含有する）が得られた後、抗体分子の産生のためのベクタ
ーは、当技術分野において公知の技法を使用して、組み換えＤＮＡ技術により産生され得
る。したがって、ヌクレオチド配列をコードする抗体を含有するポリヌクレオチドを発現
することによりタンパク質を調製する方法を本明細書に記載する。当業者に公知の方法を
使用して、配列、ならびに適切な転写および翻訳制御シグナルをコードする抗体を含有す
る発現ベクターを構築することができる。これらの方法としては、例えば、体外組み換え
ＤＮＡ技法、合成技法、および生体内遺伝子組み換えが挙げられる。本発明は、したがっ
て、本発明の抗体分子をコードするヌクレオチド配列、またはその重鎖もしくは軽鎖、ま
たはプロモーターに作動可能に連結される、重鎖もしくは軽鎖可変ドメインを含む、複製
可能なベクターを提供する。このようなベクターは、抗体分子の定常領域をコードするヌ
クレオチド配列を含み得（例えば、国際公開第ＷＯ８６／０５８０７号、国際公開第ＷＯ
８９／０１０３６号、および米国特許第５，１２２，４６４号を参照されたい）、抗体の
可変ドメインを、重鎖または軽鎖全ての発現に対するこのようなベクターにクローンし得
る。
【０１７７】
　本発明は、抗原をコードするポリヌクレオチド、または好ましくは、本発明の抗体の免
疫グロブリン鎖の可変ドメインを含む、任意に、本発明の抗体の他の免疫グロブリン鎖の
可変ドメインをコードする本発明のポリヌクレオチドと組み合わせて、遺伝子組み換え技
術に従来使用される、ベクター、特に、プラスミド、コスミド、ウイルス、およびバクテ
リオファージに関する。好ましくは、該ベクターは、発現ベクターおよび／または遺伝子
導入、もしくは標的ベクターである。レトロウイルス、ワクシニアウイルス、アデノ関連
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性ウイルス、ヘルペス性ウイルス、またはウシパピローマウイルス等のウイルスから派生
する発現ベクターを、標的細胞集団への本発明のポリヌクレオチドまたはベクターの送達
のために使用することができる。当業者に公知の方法を使用し、組み換えウイルスベクタ
ーを構築することができる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（１９８９）Ｎ．Ｙ．およびＡｕｓｕｂｅｌ，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅ
ｎｃｅ，Ｎ．Ｙ．（１９９４）に記載の技法を参照されたい。代替として、本発明のポリ
ヌクレオチドおよびベクターを、標的細胞に送達するために、リポソームに再構成するこ
とができる。本発明のポリヌクレオチドを含有するベクター（例えば、配列および発現制
御配列をコードする免疫グロブリン鎖の重鎖および／または軽鎖可変ドメイン）は、公知
の方法により宿主細胞に導入することができ、それは、細胞宿主の型により異なる。例え
ば、塩化カルシウムトランスフェクションは、原核生物細胞に対して一般に利用されるが
、リン酸カルシウム治療またはエレクトロポレーションを他の細胞宿主に使用し得る。上
記のＳａｍｂｒｏｏｋも参照されたい。
【０１７８】
　本明細書に使用される「ベクター」または「発現ベクター」という用語は、本発明に従
って、宿主細胞における所望の遺伝子に導入し、発現する賦形剤として使用されるベクタ
ーを意味する。当業者に既知のとおり、このようなベクターは、プラスミド、ファージ、
ウイルス、およびレトロウイルスからなる群から容易に選択され得る。一般的に、本発明
に適合するベクターは、選択マーカー、適切な制限部位を含み、所望の遺伝子のクローニ
ング、および真核生物または原核生物細胞中に侵入する、および／または複製する能力を
促進する。
【０１７９】
　本発明の目的のために、多数の発現ベクター系を利用し得る。例えば、ベクターの１つ
のクラスは、ウシパピローマウイルス、ポリオーマウイルス、アデノウイルス、ワクシニ
アウイルス、バキュロウイルス、レトロウイルス（ＲＳＶ、ＭＭＴＶもしくはＭＯＭＬＶ
）、またはＳＶ４０ウイルス等の動物ウイルスから派生するＤＮＡ要素を利用する。他の
ベクターは、内部リボソーム結合部位を有するポリシストロニック系の使用を伴う。さら
に、ＤＮＡを染色体に統合する細胞は、導入宿主細胞の選択を可能にする１つ以上のマー
カーを導入することにより選択され得る。マーカーは、栄養要求性宿主への原栄養性、バ
イオサイド耐性（例えば、抗生物質）、または銅等の重金属への耐性を提供し得る。選択
可能なマーカー遺伝子を、発現するようにＤＮＡ配列に直接結合、または同時形質転換に
より同一の細胞への導入かのいずれかを行うことができる。追加の要素もまた、ｍＲＮＡ
の最適合成に必要とされ得る。これらの要素は、シグナル配列、スプライスシグナル、な
らびに、転写プロモーター、エンハンサー、および終結シグナルを含み得る。
【０１８０】
　特に好ましい実施形態において、クローン可変領域遺伝子を、上で論じられるように合
成された重鎖および軽鎖定常領域遺伝子（好ましくは、ヒト）と共に、発現ベクターに挿
入する。一実施形態において、これは、ＮＥＯＳＰＬＡ（米国特許第６，１５９，７３０
号に開示）と称される、Ｂｉｏｇｅｎ　ＩＤＥＣ，Ｉｎｃ．の専用発現ベクターを使用し
て達成される。本ベクターは、サイトメガロウイルスプロモーター／エンハンサー、マウ
スベータグロビン主要プロモーター、ＳＶ４０複製起点、ウシ成長ホルモンポリアデニル
化配列、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼエクソン１およびエクソン２、ジヒドロ
葉酸還元酵素遺伝子、およびリーダー配列を含有する。本ベクターは、可変および定常領
域遺伝子の取り込み、ＣＨＯ細胞におけるトランスフェクション、次いで、培地およびメ
トトレキサート増幅を含有するＧ４１８において選択すると、抗体の非常に高いレベルの
発現を生じることが認められている。当然ながら、真核生物細胞における発現を引き出す
ことが可能な任意の発現ベクターを、本発明において使用し得る。適したベクターの例と
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しては、プラスミドｐｃＤＮＡ３、ｐＨＣＭＶ／Ｚｅｏ、ｐＣＲ３．１、ｐＥＦ１／Ｈｉ
ｓ、ｐＩＮＤ／ＧＳ、ｐＲｃ／ＨＣＭＶ２、ｐＳＶ４０／Ｚｅｏ２、ｐＴＲＡＣＥＲ－Ｈ
ＣＭＶ、ｐＵＢ６／Ｖ５－Ｈｉｓ、ｐＶＡＸ１、およびｐＺｅｏＳＶ２（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎから市販、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）、およびプラスミドｐＣＩ（Ｐｒｏｍｅｇ
ａから市販、Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）が挙げられるが、これらに限定されない。一般的に
、免疫グロブリンが重鎖および軽鎖である場合、適切に高レベルを発現する多数の形質転
換細胞のスクリーニングは、例えば、ロボットシステムにより実行することができる、日
常的な実験である。ベクター系はまた、米国特許第５，７３６，１３７号および第５，６
５８，５７０号に教示されるが、これらのそれぞれは、その全体において、本明細書に参
照することにより組み込まれる。本系は、例えば、＞３０ｐｇ／細胞／日等の、高い発現
レベルを提供する。他の例示的なベクター系は、例えば、米国特許第６，４１３，７７７
号に開示される。
【０１８１】
　他の好ましい実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変
異体、もしくは誘導体は、２００２年１１月１８日出願の米国特許出願公開第２００３－
０１５７６４１　Ａ１号に開示されるもの等のポリシストロニック構築物を使用して、発
現され得、その特許はその全体において、本明細書に組み込まれる。これらの新規の発現
系において、抗体の重鎖および軽鎖等の関心対象となる多数の遺伝子生成物を、単一のポ
リシストロニック構築物から産生し得る。これらの系は、内部リボソーム侵入部位（ＩＲ
ＥＳ）を有利に使用し、抗体の比較的高いレベルを提供する。適合するＩＲＥＳ配列は、
本明細書にも組み込まれる米国特許第６，１９３，９８０号に開示される。当業者は、こ
のような発現系を使用し、本願に開示されるすべての抗体を効果的に産生し得ることを理
解するであろう。
【０１８２】
　さらに一般的には、抗体の単量体サブユニットをコードするベクターまたはＤＮＡ配列
が調製されると、発現ベクターを、適切な宿主細胞に導入することができる。宿主細胞へ
のプラスミドの導入は、当業者に公知の様々な技法により達成することができる。これら
は、トランスフェクション（電気泳動およびエレクトロポレーションを含む）、原形質融
合、リン酸カルシウム沈殿、エンベロープＤＮＡを使った細胞融合、マイクロインジェク
ション、および無傷のウイルスによる感染が挙げられるが、これらに限定されない。Ｒｉ
ｄｇｗａｙ，Ａ．Ａ．Ｇ．“Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅｃｔｏｒ
ｓ”　Ｖｅｃｔｏｒｓ，Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ　ａｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ，Ｅｄｓ．，Ｂ
ｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈｓ，Ｂｏｓｔｏｎ，Ｍａｓｓ．，Ｃｈａｐｔｅｒ２４．２，ｐｐ．
４７０－４７２（１９８８）を参照されたい。典型的には、宿主へのプラスミド導入はエ
レクトロポレーションによってなされる。発現構築物を内部に持つ宿主細胞は、軽鎖およ
び重鎖の産生に適切な条件下で増殖され、重鎖および／または軽鎖タンパク質合成に対し
て分析される。例示的なアッセイ技法は、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイ
ムノアッセイ（ＲＩＡ）、または蛍光活性化細胞選別装置（ＦＡＣＳ）、免疫組織化学等
を含む。
【０１８３】
　発現ベクターは、従来の技法により宿主細胞に導入され、トランスフェクト細胞は、そ
の後、従来の技法により培養され、本明細書に記載の方法で用いるための、抗体を産生す
る。したがって、本発明は、本発明の抗体をコードするポリヌクレオチドを含有する宿主
細胞、または異種プロモーターに作動可能に連結される、その重鎖もしくは軽鎖を含む。
二重鎖抗体の発現のために好ましい実施形態において、重鎖および軽鎖を共にコードする
ベクターは、下記の詳細のように、全免疫グロブリン分子の発現のための宿主細胞におい
て、共発現され得る。
【０１８４】
　本発明は、さらに、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターで形質転換された宿主細
胞に関する。該宿主細胞は、原核生物または真核生物細胞であり得る。宿主細胞中に存在
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する本発明のポリヌクレオチドまたはベクターは、宿主細胞のゲノムに組み込まれるか、
または染色体外に維持することができる。宿主細胞は、細菌性、昆虫、真菌、植物、動物
、もしくはヒト細胞等の任意の原核生物もしくは真核生物細胞であり得る。好ましい真菌
細胞は、例えば、サッカロミセス属、特に、出芽酵母種のものである。「原核生物」とい
う用語は、本発明の抗体の発現、または対応する免疫グロブリン鎖のために、ＤＮＡまた
はＲＮＡ分子で形質転換またはトランスフェクトすることができるすべてのバクテリアを
含むことを意味する。原核生物宿主は、例えば、大腸菌、サルモネラチフィムリウム、セ
ラチア・マルセッセンス、および枯草菌等のグラム陰性、ならびにグラム陽性バクテリア
を含み得る。「真核生物」という用語は、酵母、高等植物、昆虫、および好ましくは、哺
乳類細胞、最も好ましくは、ＨＥＫ２９３、ＮＳＯ、およびＣＨＯ細胞を含むことを意味
する。組み換え産生手順に利用される宿主により異なるが、本発明のポリヌクレオチドに
よりコードされる抗体または免疫グロブリン鎖は、グリコシル化または非グリコシル化さ
れ得る。本発明の抗体または対応する免疫グロブリン鎖はまた、初期メチオニンアミノ酸
残基も含み得る。本発明のポリヌクレオチドは、当業者に一般に既知の任意の技法を使用
して、宿主を形質転換またはトランスフェクトするために使用することができる。さらに
、融合し、作動可能に連結された遺伝子を調製し、例えば、哺乳類細胞およびバクテリア
において、それらを発現するための方法は、当技術分野において公知である（Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９）。本明細書に記載の遺伝子構築物および方法は
、真核生物または原核生物宿主において、本発明の抗体もしくは対応する免疫グロブリン
鎖の発現に利用することができる。一般的に、挿入されたポリヌクレオチドの有効な転写
を促進するプロモーター配列に含有する発現ベクターは、宿主に関連して使用される。発
現ベクターは、典型的には、複製起点、プロモーター、およびターミネータ、ならびに形
質転換細胞の表現型選抜を提供することが可能な特異遺伝子を含む。ＤＮＡ配列のために
適したソース細胞および免疫グロブリン発現および分泌のために宿主細胞は、アメリカ培
養細胞系統保存機関（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉ
ｏｎ）（“Ｃａｔａｌｏｇｕｅ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏ
ｍａｓ”、Ｆｉｆｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ（１９８５）Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａ
ｎｄ，Ｕ．Ｓ．Ａ．であり、参照することにより本明細書に組み込まれる）等の多くのソ
ースから得ることできる。さらに、本発明の細胞を含む、トランスジェニック動物、好ま
しくは、哺乳類を、本発明の抗体の大規模な産生のために使用することができる。
【０１８５】
　したがって、さらに実施形態において、本発明は、疾患関連タンパク質に特異的に結合
する分子、例えば、抗体またはその結合フラグメントまたは免疫グロブリン鎖の生成方法
に関し、該方法は、
（ａ）     上に記載される、細胞を培養するステップと、
（ｂ）     該培養物から、該抗原、その結合分子、抗体、もしくは結合フラグメント、
または免疫グロブリン鎖を単離するステップと、を含む。
【０１８６】
　形質転換宿主は、当技術分野において既知の技法に従って、発酵槽内で増殖し、培養さ
れ、最適細胞成長を達成することができる。発現された後、全抗体、二量体、個々の軽鎖
および重鎖、または本発明の他の免疫グロブリン型は、当技術分野の標準手順に従って精
製することができ、その精製手順には、硫安塩析、親和性カラム、カラムクロマトグラフ
ィー、ゲル電気泳動等が含まれる。Ｓｃｏｐｅｓ，“Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ”，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９８２）を参照されたい。
本発明の抗体またはその対応する免疫グロブリン鎖を、その後、成長培地、細胞溶解物、
または細胞膜画分から単離することができる。例えば、本発明の組み換えによって発現さ
れた抗体または免疫グロブリン鎖の単離および精製は、例えば、本発明の抗体の定常領域
に対して向けられる、モノクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体の使用が関与する
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もの等、例えば、分取クロマトグラフ分離および免疫学的分離等の任意の従来の手段によ
り行われ得る。本発明の抗体が、例えば、薬物標的および撮像応用のために、他の部分に
さらに結合され得ることは、当業者には明らかであろう。このような結合は、付着部位に
抗体または抗原が発現した後、化学的に行われ得、もしくは、結合産物は、ＤＮＡレベル
で本発明の抗体または抗原に改変され得る。ＤＮＡは、その後、適した宿主系において発
現され、発現したタンパク質は、必要であれば、収集および復元される。
【０１８７】
　少なくとも約９０から９５％の均一性の実質的に純粋な免疫グロブリンが好ましく、医
薬的用途には、９８から９９％以上の均一性が最も好ましい。部分的に、または所望の均
一性があるように精製された後、抗体は、その後、治療的に（体外を含む）、またはアッ
セイの手順を発展および実施するために使用され得る。
【０１８８】
　宿主細胞は、本発明の２つの発現ベクターである、ポリペプチドを派生した重鎖をコー
ドする第１のベクター、およびポリペプチドを派生した軽鎖をコードする第２のベクター
を用いて同時形質導入し得る。２つのベクターは、重鎖および軽鎖ポリペプチドの同じ発
現を可能にする、同一選択可能なマーカーを含有し得る。代替として、重鎖および軽鎖ポ
リペプチドの双方をコードし得る単一ベクターを使用することができる。このような状況
において、軽鎖は、過度の毒性のない重鎖を避けるために重鎖の前に有利に置かれる（Ｐ
ｒｏｕｄｆｏｏｔ，Ｎａｔｕｒｅ　３２２：５２（１９８６）、Ｋｏｈｌｅｒ，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：２１９７（１９８０））。重鎖および軽
鎖のためのコード配列は、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡを含み得る。
【０１８９】
　本明細書で使用される「宿主細胞」とは、組み換えＤＮＡ技法を使用し、少なくとも１
つの異種遺伝子をコードし、構築されたベクターを内部に持つ細胞を指す。組み換え宿主
からの抗体の単離のための過程の記述において、「細胞」および「細胞培養」という用語
は、同義的に使用され、別途明らかに特定されない限り、抗体の起源を意味する。言い換
えれば、「細胞」からのポリペプチドの回収とは、沈降された全細胞、または培地および
懸濁した細胞の双方を含有する細胞培養からのいずれかからのものを意味し得る。
【０１９０】
　様々な宿主発現ベクター系を、本明細書に記載の方法で用いる抗体分子を発現するため
に利用することができる。このような宿主発現系は、関心対象となるコード配列が、産生
、次いで、精製され得る媒体を示すが、適切なヌクレオチドコード配列で形質転換または
トランスフェクトされる際、そのままで、本発明の抗体分子を発現し得る細胞も示す。こ
れらは、抗体をコードする配列を含有する、組み換えバクテリオファージＤＮＡ、プラス
ミドＤＮＡ、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換されたバクテリア（例えば、
大腸菌、枯草菌）等の微生物；抗体をコードする配列を含有する、組み換え酵母発現ベク
ターで形質転換された酵母（例えば、サッカロミセス属、ピチア属）、抗体をコードする
配列を含有する、組み換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）に感染し
た昆虫細胞系、組み換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワー・モザイク・ウイ
ルス（ＣａＭＶ）、タバコモザイクウイルス（ＴＭＶ））に感染した、もしくは抗体をコ
ードする配列を含有する組み換えプラスミド発現ベクター（例えば、Ｔｉプラスミド）で
形質転換された植物細胞系、または、哺乳類細胞のゲノム（例えば、メタロチオネインプ
ロモーター）、もしくは哺乳類ウイルス（例えば、アデノウイルス後期プロモーター、ワ
クシニアウイルス７．５Ｋプロモーター）から派生するプロモーターを含有する、組み換
え発現構築物を内部に持つ哺乳類細胞系（例えば、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＢＬＫ、２９３、３
Ｔ３細胞）が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、大腸菌等の細菌性細胞
、さらに好ましくは、特に、全組み換え抗体分子の発現のための真核生物細胞が、組み換
え抗体分子の発現のために使用される。例えば、ヒトサイトメガロウイルスからの主要中
間早期遺伝子プロモーター要素等のベクターと共に、チャイニーズハムスター卵巣細胞（
ＣＨＯ）等の哺乳類細胞は、抗体のために有効な発現系である（Ｆｏｅｃｋｉｎｇ　ｅｔ
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　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　４５：１０１（１９８６）、Ｃｏｃｋｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉ
ｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８：２（１９９０））。
【０１９１】
　タンパク質発現に使用される宿主細胞株は、多くの場合、哺乳類起源からなり、当業者
は、その中で発現する所望の遺伝子生成物に最も適している、特定の宿主細胞株を選択的
に決定する能力があると考えられる。例示的な宿主細胞株は、ＣＨＯ（チャイニーズハム
スター卵巣）、ＤＧ４４、およびＤＵＸＢ１１（チャイニーズハムスター卵巣株、ＤＨＦ
Ｒマイナス）、ＨＥＬＡ（ヒト子宮頸癌）、ＣＶＩ（サル腎臓株）、ＣＯＳ（ＳＶ４０　
Ｔ抗原を有するＣＶＩの誘導体）、ＶＥＲＹ、ＢＨＫ（ベビーハムスター腎臓）、ＭＤＣ
Ｋ、２９３、ＷＩ３８、Ｒ１６１０（チャイニーズハムスター線維芽細胞）、ＢＡＬＢＣ
／３Ｔ３（マウス線維芽細胞）、ＨＡＫ（ハムスター腎臓株）、ＳＰ２／Ｏ（マウス骨髄
腫）、Ｐ３ｘ６３－Ａｇ３．６５３（マウス骨髄腫）、ＢＦＡ－１ｃ１ＢＰＴ（ウシ内皮
細胞）、ＲＡＪＩ（ヒトリンパ球）、および２９３（ヒト腎臓）が挙げられるが、これら
に限定されない。ＣＨＯ細胞が、特に好ましい。宿主細胞株は、典型的には、商業源、ア
メリカ組織培養細胞系統保存機関（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）から、または発表された文献から入手可能である。
【０１９２】
　加えて、挿入配列の発現を調節、または所望の特定の方法において、遺伝子生成物を修
飾および処理する、宿主細胞株を選ぶことができる。このような修飾（例えば、グリコシ
ル化）およびタンパク質生成物の過程（例えば、切断）は、タンパク質の機能にとって重
要であり得る。異なる宿主細胞は、タンパク質および遺伝子生成物の翻訳後の過程および
修飾に対する、特性および特定の機構を有する。適切な細胞株または宿主系を選び、発現
した異種タンパク質の正しい修飾および過程を確保することができる。この最後に、遺伝
子生成物の１次転写、グリコシル化、およびリン酸化反応の適切な過程のための細胞機構
を有する、真核生物宿主細胞を使用し得る。
【０１９３】
　長期間、組み換えタンパク質の高収率生産には、安定発現が好ましい。例えば、抗体分
子を安定的に発現する細胞株を改変して生成得る。複製のウイルス起源を含有する発現ベ
クターを使用するよりむしろ、宿主細胞を、適切な発現制御要素（例えば、プロモーター
、エンハンサー、配列、転写ターミネータ、ポリアデニル化部位等）、および選択可能な
マーカーにより制御されたＤＮＡで形質転換することができる。外来ＤＮＡを導入した後
、改変細胞は、１～２日間、強化培地で増殖させ、その後、選択可能な培地に取り替える
ことができる。組み換えプラスミドにおいて選択可能なマーカーは、選択への耐性を与え
、細胞が染色体へのプラスミドを安定的に取り込み、同様に、細胞株をクローンし、拡大
することができる病巣を形成することを可能にする。本方法は、抗体分子を安定的に発現
する細胞株を改変するのに有利に使用され得る。
【０１９４】
　数多くの選択系を、すなわち、ヘルペスシンプレックスウイルスチミジンキナーゼ（Ｗ
ｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　１１：２２３（１９７７））、ヒポキサンチン・
グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｓｚｙｂａｌｓｋａ　＆　Ｓｚｙｂａｌ
ｓｋｉ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　４８：２０２（１９９２））
、およびアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌ
ｌ　２２：８１７　１９８０）遺伝子を、それぞれ、ｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－、またはａｐ
ｒｔ細胞で利用することができることを含むが、これらに限定されず、使用され得る。ま
た、代謝拮抗物質耐性を、以下の各遺伝子の選択の基礎として使用することができる。メ
トトレキセートに対する耐性を与えるｄｈｆｒ（Ｗｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：３５７（１９８０）、Ｏ’Ｈａｒｅ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７８：１５２７（１９８１））、マ
イコフェノール酸に対する耐性を与えるｇｐｔ（Ｍｕｌｌｉｇａｎ　＆　Ｂｅｒｇ，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７８：２０７２（１９８１））、アミノグ
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リコシドＧ－４１８に耐性を与えるｎｅｏ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　１２
：４８８－５０５、Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ　３：８７－９５（１９
９１）、Ｔｏｌｓｔｏｓｈｅｖ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ
．３２：５７３－５９６（１９９３）、Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０：９
２６－９３２（１９９３）、およびＭｏｒｇａｎ　ａｎｄ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ａｎｎ．
Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６２：１９１－２１７（１９９３）、ＴＩＢ　ＴＥＣＨ　１１
（５）：１５５－２１５（Ｍａｙ，１９９３）、およびハイグロマイシンに耐性を与える
ｈｙｇｒｏ（Ｓａｎｔｅｒｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　３０：１４７（１９８４）。
使用することができる組み換えＤＮＡ技術の当技術分野において一般に既知の方法は、Ａ
ｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ（
１９９３）、Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
Ｙ（１９９０）、およびｉｎ　Ｃｈａｐｔｅｒｓ　１２　ａｎｄ　１３，Ｄｒａｃｏｐｏ
ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｈｕｍａ
ｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９４）、Ｃｏ
ｌｂｅｒｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５０：１（１
９８１）に記載され、それらは、その全体において参照することにより組み込まれる。
【０１９５】
　抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅により増加され得る（閲覧用として、Ｂｅｂｂ
ｉｎｇｔｏｎ　ａｎｄ　Ｈｅｎｔｓｃｈｅｌ，Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｖｅｃｔｏｒｓ　
ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｇｅｎｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌ
ｓ　ｉｎ　ＤＮＡ　ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，Ｖｏｌ．３．（１９８７）を参照されたい）。ベクター系発現抗体におけるマーカーが
増幅可能である場合、宿主細胞の培養に存在する阻害剤のレベルの増加は、マーカー遺伝
子の複写の数を増加させるであろう。増幅領域が抗体遺伝子に関連するため、抗体の産生
はまた、増加するであろう（Ｃｒｏｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ
．３：２５７（１９８３））。
【０１９６】
　体外生成は、大量の所望のポリペプチドを与えるためにスケールアップ（ｓｃａｌｅ－
ｕｐ）を可能にする。組織培養条件下で、哺乳類細胞培養のための技法は、当技術分野に
おいて既知であり、例えば、エアリフト型リアクター、もしくは連続撹拌式リアクター等
における均質懸濁物培養、または、例えば、ホローファイバー内、マイクロカプセル、あ
るいはアガロースマイクロビーズもしくはセラミックカートリッジ状での固定化もしくは
捕捉化細胞培養が挙げられる。必要ならば、および／または所望であるならば、ポリペプ
チドの溶液は、例えば、合成ヒンジ領域ポリペプチドの選択的生合成後、または本明細書
に記載のＨＩＣクロマトグラフィーステップ前もしくは、その後に、例えば、ゲルろ過、
イオン交換クロマトグラフィー、ＤＥＡＥセルロースクロマトグラフィー、または（免疫
）親和性クロマトグラフィー等の通常のクロマトグラフィー法により精製することができ
る。
【０１９７】
　本発明の遺伝子コード抗体、もしくはその抗原結合フラグメント、変異体、または誘導
体はまた、バクテリアまたは昆虫または酵母または植物細胞等の非哺乳類細胞を発現する
ことができる。核酸を容易に受け入れるバクテリアは、大腸菌もしくはサルモネラ属の株
等の腸内細菌科、枯草菌等のバシラス科、肺炎球菌、連鎖球菌、およびインフルエンザ菌
のメンバーを含む。バクテリアにおいて発現する場合、異種ポリペプチドは、典型的には
、封入体の一部になることがさらに理解されるであろう。異種ポリペプチドは、単離、精
製され、その後、機能分子に組織化されなければならない。抗体の四価型が望ましい場合
には、サブユニットは、その後、四価抗体に自己組織化するであろう（国際公開第ＷＯ０
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２／０９６９４８Ａ２号）。
【０１９８】
　バクテリア系において、数多くの発現ベクターが、発現される抗体分子を対象とした使
用により異なるが有利に選択され得る。例えば、抗体分子の医薬組成物の生成のために、
大量のこのようなタンパク質を産生する場合、容易に精製される融合タンパク質生成物の
高レベルの発現を誘導するベクターは、望ましいものであり得る。このようなベクターと
しては、大腸菌発現ベクターｐＵＲ２７８（Ｒｕｔｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯ　Ｊ
．２：１７９１（１９８３））が挙げられるが、これに限定されず、そこでは、抗体をコ
ードする配列は、融合タンパク質を産生するように、ｌａｃＺコーディング領域を有する
フレーム内のベクター、およびｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅ　＆　Ｉｎｏｕｙｅ，Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１３：３１０１－３１０９（１９８５）、Ｖａｎ　Ｈ
ｅｅｋｅ　＆　Ｓｃｈｕｓｔｅｒ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２４：５５０３－５５０９
（１９８９））等に個々にライゲーションされ得る。ｐＧＥＸベクターも、グルタチオン
Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）を有する融合タンパク質として、外来ポリペプチドを
発現するために、使用され得る。一般的に、このような融合タンパク質は可溶性であり、
溶解細胞から、マトリックスグルタチオンアガロースビーズへの吸着および結合、次いで
、遊離グルタチオンの存在下での溶出により容易に精製することができる。このｐＧＥＸ
ベクターは、このクローニングされた標的遺伝子生成物は、ＧＳＴ部分から放出できるよ
うに、トロンビンまたはＸａ因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計される。
【０１９９】
　原核生物に加えて、真核微生物も使用され得る。数多くの他の株、例えば、ピキアパス
トリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）は、一般に入手可能であるが、出芽酵母、ま
たは一般のパン酵母は、真核微生物の中で最も一般に使用される。
【０２００】
　サッカロミセス属の発現のために、例えば、プラスミドＹＲｐ７（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍ
ｂ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２８２：３９（１９７９）、Ｋｉｎｇｓｍａｎ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　７：１４１（１９７９）、Ｔｓｃｈｅｍｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇ
ｅｎｅ　１０：１５７（１９８０））が一般に使用される。このプラスミドは、トリプト
ファン、例えば、ＡＴＣＣ受託番号４４０７６またはＰＥＰ４－１に増殖する能力を欠失
する酵母の変異株のための選択マーカーを提供するＴＲＰ１遺伝子をすでに含有する（Ｊ
ｏｎｅｓ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　８５：１２（１９７７））。酵母宿主細胞ゲノムの特徴と
してのｔｒｐｌ損傷部の存在は、そこで、トリプトファンの非存在下での増殖による形質
転換を検出する有効環境を提供する。
【０２０１】
　昆虫系において、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルス
（ＡｃＮＰＶ）が、外来遺伝子を発現するためのベクターとして、典型的に使用される。
このウイルスは、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞において増殖する。
抗体をコードする配列は、このウイルスの非必須の領域（例えば、ポリヘドリン遺伝子）
に個々にクローニングされ得、ＡｃＮＰＶプロモーター（例えば、ポリヘドリンプロモー
ター）の制御下に置かれ得る。
【０２０２】
　本発明の抗体分子が組み換えによって発現されると、免疫グロブリン分子の精製のため
の当技術分野において既知の任意の方法、例えば、クロマトグラフィー（例えば、イオン
交換、親和性、特に、タンパク質Ａ後の特異抗原のための親和性による、およびサイジン
グカラムクロマトグラフィー）、遠心分離、示差的溶解、またはタンパク質の精製のため
の任意の他の標準技法により、精製され得る。代替として、本発明の抗体の親和性を増大
させるための好ましい方法は、米国特許第２００２　０１２３０５７　Ａ１号に開示され
る。
【０２０３】
　ＶＩ．   融合タンパク質および複合体
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　本発明の抗体は、さらなるドメインを含むことができ、該ドメインは、共有または非共
有結合により連結される。連鎖は、当技術分野において既知の、また、上に記載の方法に
従って、遺伝子融合に基づいて行うことができ、例えば、国際公開第ＷＯ９４／０４６８
６号に記載されるように、例えば、化学的架橋により実施することができる。本発明の抗
体を含む、融合タンパク質に存在する追加のドメインは、好ましくは柔軟性リンカー、有
利には、ポリペプチドリンカーにより連結され、該ポリペプチドリンカーは、該さらなる
ドメインのＣ末端部と、本発明の抗体のＮ末端部の間の距離、または反対の方向に、また
がるのに十分な長さの複数の親水性のペプチド結合アミノ酸を含む。治療的または診断的
な活性薬剤は、様々な方法により、本発明の抗体またはその抗原結合フラグメントに結合
することができる。これは、例えば、治療的または診断的な活性薬剤へのペプチド結合等
の共有結合法により結合される本発明の抗体の可変領域を含む一本鎖融合タンパク質を含
む。さらなる例には、以下の非限定の一覧表のものを含む、共有結合的に、または非共有
結合的に追加の分子に結合される、少なくとも抗原結合フラグメントを含む、分子が挙げ
られる。Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｕｒｐ．ＳｕＤＰ７（１
９９２），５１－５２は、ＣＤ３に向けられるＦｖ領域を、可溶性ＣＤ４、またはＯＶＣ
ＡおよびＩＬ－７等の他のリガンドに結合する、二重特異性試薬ヤヌシン（ｊａｎｕｓｉ
ｎ）を記載する。同様に、本発明の抗体の可変領域は、Ｆｖ分子に構築され、引用された
文献に例示されるもの等の代替リガンドに結合することができる。Ｈｉｇｇｉｎｓ，Ｊ．
Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓｅａｓｅ１６６（１９９２），１９８－２０２は、ＧＰ１２０のＶ
３領域において、特定配列を対象にする抗体に交差結合された、ＯＫＴ３からなるヘテロ
共役抗体を記載した。このようなヘテロ共役抗体はまた、本発明の方法の抗体に含有する
少なくとも該可変領域を使用して、構築することができる。特異抗体の追加の例は、Ｆａ
ｎｇｅｒ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ．Ｒｅｓ．６８（１９９３），１８１－１９４、お
よびＦａｎｇｅｒ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２（１９９２），１０１－１
２４により記載されるものを含む。
【０２０４】
　本発明のさらなる実施形態において、結合分子、抗体、免疫グロブリン鎖、またはその
結合フラグメント、もしくは抗原を検出可能に標識化される。標識薬剤は、本発明の抗体
または抗原に直接、あるいは間接のいずれかで結合することができる。間接結合の一例は
、スペーサー部分の使用によるものである。
【０２０５】
　それ故に、例えば、本明細書に同定される抗体などの、結合分子の生物活性は、それら
が、異常細胞および組織のそれぞれの適切な表面構造を発現する細胞への薬物局在化のた
めの有力候補にするために十分な親和性を有することを示唆する。細胞へのこの標的およ
び結合は、治療的、または診断的な活性薬剤の送達、および遺伝子治療法／遺伝子の送達
に有用であり得る。本発明の抗体を有する分子／粒子は、病理学的タンパク質の変異体型
を発現する細胞／組織に特異的に結合し、ひいては、診断および治療上の使用を有し得る
。したがって、結合分子、例えば、本発明の抗体またはその抗原結合フラグメントを、標
識化（例えば、蛍光、放射能、酵素、核磁気、重金属）、および使用して、生体内もしく
は体外で特異的な標的を検出することができ、それには、「免疫化学」様の体外でのアッ
セイが挙げられる。生体内において、それらを、核医学画像法に類似する方法において使
用し、組織、細胞、またはネオエピトープを発現する他の物質を検出することができ得る
。したがって、さらなる実施形態において、本発明は、脳内の疾患関連タンパク質の生体
内検出、もしくは疾患関連タンパク質への治療薬および／または診断用薬の標的化、対象
における病理学タンパク質凝集体もしくは構造の検出、それらの形成の抑制、もしくはそ
れらの低減のため、または認知の改善、もしくは疾病に関連する認識衰退の緩徐化、また
は回復のため、または病理的化合物または体液からのそれらの前駆物質の体外への抽出の
ための組成物の調製のための、本発明の結合分子もしくは抗体、またはその結合フラグメ
ントの使用に関する。
【０２０６】
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　ある実施形態において、抗体ポリペプチドは、アミノ酸配列、または通常、抗体と関連
しない１つ以上の部分を含む。例示的な修飾物を、さらに詳細を以下に記載する。例えば
、本発明の一本鎖ｆｖ抗体フラグメントは、柔軟性リンカー配列を含む、または修飾し、
機能部分（例えば、ＰＥＧ、薬物、毒素、または標識）を加えることができる。
【０２０７】
　本発明の抗体ポリペプチドは、融合タンパク質を含む、本質的にはそれらからなる、ま
たはそれらからなり得る。融合タンパク質は、例えば、少なくとも１つの標的結合部位、
および少なくとも１つの異種部分、すなわち、本来は自然に連結されない一部を有する、
免疫グロブリン抗原結合ドメインを含む、キメラ分子である。アミノ酸配列は、通常は、
融合ポリペプチドにおいて統合される別々のタンパク質に存在し得る、またはそれらは、
通常は、同一のタンパク質に存在し得るが、融合ポリペプチドにおいて新しい配置に置か
れる。融合タンパク質は、例えば、ポリヌクレオチドを化学合成、または作成し、翻訳す
ることにより、作成され得、ペプチド領域が所望の関係をもってコードされる。
【０２０８】
　ポリヌクレオチドまたはポリペプチドに適用される、「異種」という用語は、ポリヌク
レオチドまたはポリペプチドが、比較される実体の残りのものとは異なる実体から派生す
ることを意味する。例えば、本明細書で使用される、抗体、またはその抗原結合フラグメ
ント、変異体、もしくはその類似体に融合される、「異種ポリペプチド」は、同一の種の
非免疫グロブリンポリペプチド、または異なる種の免疫グロブリンもしくは非免疫グロブ
リンポリペプチドから派生する。
【０２０９】
　本明細書の他の部分でさらに詳細に論じられるように、本発明の抗体、またはその抗原
結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体は、さらに、ＮもしくはＣ末端で異種ポリペ
プチドに組み換えによって融合され得る、またはポリペプチドもしくは他の組成物に化学
的に接合され得る（共有および非共有接合を含む）。例えば、抗体は、検出アッセイにお
ける標識として有用な分子および、異種ポリペプチド、薬物、放射性核種、もしくは毒素
等のエフェクター分子に、組み換えによって融合され得る、または接合され得る。例えば
、国際公開第ＷＯ９２／０８４９５号、第ＷＯ９１／１４４３８号、第ＷＯ８９／１２６
２４号、米国特許第５，３１４，９９５号、および欧州特許第ＥＰ３９６，３８７号を参
照されたい。
【０２１０】
　本発明の抗体、または抗原結合フラグメント、変異体もしくは誘導体は、ペプチド結合
または修飾ペプチド結合、すなわち、ペプチド等配電子体によって互いにつながれたアミ
ノ酸からなり得、２０個の遺伝子をコードするアミノ酸以外のアミノ酸を含有し得る。抗
体は、翻訳後の過程等の自然過程、または当技術分野において公知の化学修飾法により修
飾され得る。このような修飾は、基本の教科書、およびより詳細な論文、ならびに膨大な
研究文献において十分に記載される。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖、およびアミ
ノもしくはカルボキシル末端を含む抗体、または炭水化物等の部分においてなど、どこで
も生じることができる。修飾の同一の型は、所与の抗体における幾つかの部位で、同一、
または異なる程度で存在し得ることを理解されよう。また、所与の抗体は、修飾の多くの
型を含有し得る。抗体は、例えば、ユビキチン化の結果として、分枝され得、それらは、
分枝の有無にかかわらず、環状であり得る。環状、分枝、および分枝環状抗体は、翻訳後
自然過程に由来し得る、または合成方法により作成され得る。修飾は、アセチル化、アシ
ル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレ
オチドもしくはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質もしくは脂質誘導体の共有結合、ホ
スファチジルイノシトールの共有結合、交差結合、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチ
ル反応、共有交差結合の形成、システインの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化
、ガンマカルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、水酸化、ヨウ素化、メチ
ル化、ミリストイル化、酸化、ペグ化、タンパク質分解過程、リン酸化反応、プレニル化
、ラセミ化、セレノイレーション（ｓｅｌｅｎｏｙｌａｔｉｏｎ）、硫酸化、アルギニン
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化等のトランスファーＲＮＡが媒介するアミノ酸のタンパク質への付加、およびユビキチ
ン化を含む。（例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ
　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　２ｎｄ　Ｅｄ．，（１９９３）、Ｐｏｓ
ｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｖａｌｅｎｔ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｇｓ．１－１２（１９８３）、Ｓｅｉｆｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ｅｔｈ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　１８２：６２６－６４６（１９９０）、Ｒａｔｔａｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ａｎｎ　ＮＹ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　６６３：４８－６２（１９９２）を参照され
たい）。
【０２１１】
　本発明はまた、抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体、お
よび異種ポリペプチドを含む、融合タンパク質も提供する。一実施形態において、本発明
の融合タンパク質は、本発明の抗体の任意の１つ以上のＶＨ領域のアミノ酸配列、または
本発明の抗体、またはそのフラグメントもしくは変異体の任意の１つ以上のＶＬ領域のア
ミノ酸配列、および異種ポリペプチド配列を有する、ポリペプチドを含む、本質的にはそ
れらからなる、またはそれらからなる。別の実施形態において、本明細書に開示された診
断および治療方法で用いるための融合タンパク質は、抗体、またはそのフラグメント、変
異体、もしくは誘導体の任意の１つ、２つ、３つのＶＨ－ＣＤＲのアミノ酸配列、または
抗体、またはそのフラグメント、変異体、もしくは誘導体の任意の１つ、２つ、３つのＶ
Ｌ－ＣＤＲのアミノ酸配列、および異種ポリペプチド配列を有する、ポリペプチドを含む
、本質的にはそれらからなる、またはそれらからなる。一実施形態において、融合タンパ
ク質は、本発明の抗体、またはそのフラグメント、誘導体、もしくは変異体のＶＨ－ＣＤ
Ｒ３のアミノ酸配列、および異種ポリペプチド配列を有する、ポリペプチドを含み、融合
タンパク質は、疾患関連タンパク質の少なくとも１つのネオエピトープに特異的に結合す
る。別の実施形態において、融合タンパク質は、本発明の抗体の少なくとも１つのＶＨ領
域のアミノ酸配列、および本発明の抗体、またはそのフラグメント、誘導体、もしくは変
異体の少なくとも１つのＶＬ領域のアミノ酸配列、および異種ポリペプチド配列を有する
、ポリペプチドを含む。好ましくは、融合タンパク質のＶＨおよびＶＬ領域は、疾患関連
タンパク質の少なくとも１つのネオエピトープに特異的に結合する、単一源抗体（または
ｓｃＦｖもしくはＦａｂフラグメント）に対応する。さらに別の実施形態において、本明
細書に開示される診断および治療方法で用いる、融合タンパク質は、抗体の任意の１つ、
２つ、３つ、またはそれ以上ＶＨ　ＣＤＲのアミノ酸配列、抗体、またはそのフラグメン
ト、変異体の任意の１つ、２つ、３つ、またはそれ以上のＶＬ　ＣＤＲのアミノ酸配列、
および異種ポリペプチド配列を有する、ポリペプチドを含む。好ましくは、２つ、３つ、
４つ、５つ、６つ、またはそれ以上のＶＨ－ＣＤＲまたはＶＬ－ＣＤＲは、本発明の単一
源抗体（またはｓｃＦｖもしくはＦａｂフラグメント）に対応する。これらの融合タンパ
ク質をコードする核酸分子はまた、本発明により含有される。
【０２１２】
　文献に報告される例示的な融合タンパク質は、Ｔ細胞受容体（Ｇａｓｃｏｉｇｎｅ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：２９３６－２９４
０（１９８７））、ＣＤ４（Ｃａｐｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３７：５２５
－５３１（１９８９）、Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３９：
６８－７０（１９８９）、Ｚｅｔｔｍｅｉｓｓｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌ．ＵＳＡ　９：３４７－３５３（１９９０）、およびＢｙｒｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ　３４４：６６７－６７０（１９９０））、Ｌ－セレクチン（ホーミング受容
体）（Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１１０：２２２１－２２
２９（１９９０）、およびＷａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４９：１６４
－１６７（１９９１））、ＣＤ４４（Ａｒｕｆｆｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　６１：１
３０３－１３１３（１９９０））、ＣＤ２８およびＢ７（Ｌｉｎｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．
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，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７３：７２１－７３０（１９９１））、ＣＴＬＡ－４（Ｌｉｓ
ｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７４：５６１－５６９（１９９１））、
ＣＤ２２（Ｓｔａｍｅｎｋｏｖｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　６６：１１３３－１１４
４（１９９１））、ＴＮＦ受容体（Ａｓｈｋｅｎａｚｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１０５３５－１０５３９（１９９１）、Ｌｅｓ
ｓｌａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２７：２８８３－２８８６
（１９９１）、およびＰｅｐｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７４：１４
８３－１４８９（１９９１））、ならびにＩｇＥ受容体（Ｒｉｄｇｗａｙ　ａｎｄ　Ｇｏ
ｒｍａｎ，Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．Ｖｏｌ．１１５，Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｎｏ．１４４
８（１９９１））等の融合を含む。
【０２１３】
　本明細書の他の場所に論じられるように、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメ
ント、変異体、もしくは誘導体は、当技術分野において既知の方法を使用して、ポリペプ
チドの生体内の半減期を増大する、またはイムノアッセイで用いるために、異種ポリペプ
チドに融合され得る。例えば、一実施形態において、ＰＥＧは、本発明の抗体に接合され
、生体内の半減期を増大することができる。Ｌｅｏｎｇ，Ｓ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｙ
ｔｏｋｉｎｅ　１６：１０６（２００１）、Ａｄｖ．ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅ
ｖ．５４：５３１（２００２）、またはＷｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　３０：５１２（２００２）を参照。
【０２１４】
　さらに、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体は
、それらの精製または検出を促進するためのペプチド等のマーカー配列に融合することが
できる。好ましい実施形態において、マーカーアミノ酸配列は、特に、ｐＱＥベクター（
ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．，９２５９　Ｅｔｏｎ　Ａｖｅｎｕｅ，Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ，
Ｃａｌｉｆ．，９１３１１）に提供されるタグ等のヘクサヒスチジン（ｈｅｘａ－ｈｉｓ
ｔｉｄｉｎｅ）ペプチドであり、それらの多くは、市販されている。例えば、Ｇｅｎｔｚ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：８２１－８２
４（１９８９）に記載されるように、ヘクサヒスチジン（ｈｅｘａ－ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ
）は、融合タンパク質の簡便な精製を提供する。精製に有用な他のペプチドタグは、イン
フルエンザヘマグルチニンタンパク質から派生するエピトープに対応する、「ＨＡ」タグ
（Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　３７：７６７（１９８４））、および「フラ
ッグ」タグが挙げられるが、これらに限定されない。
【０２１５】
　融合タンパク質は、当技術分野において公知の方法を使用して、調製することができる
（例えば、米国特許第５，１１６，９６４号および第５，２２５，５３８号を参照された
い）。融合が行われる精密な部位を、実験的に選択し、融合タンパク質の分泌または結合
特性を最適化し得る。融合タンパク質をコードするＤＮＡを、その後、発現のための宿主
細胞にトランスフェクトする。
【０２１６】
　本発明の抗体は、非接合型で使用され得る、または、例えば、分子の治療的な特性を改
善するため、標的検出を促進するため、または画像化、もしくは患者の治療のために、様
々な分子のうちの少なくとも１つに接合され得る。本発明の抗体、またはその抗原結合フ
ラグメント、変異体、もしくは誘導体は、精製を実施する場合、精製前または精製後のい
ずれかで、標識化または接合することができる。
【０２１７】
　特に、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体は、
治療薬、プロドラッグ、ペプチド、タンパク質、酵素、ウイルス、脂質、生物学的反応修
飾物質、医薬品、またはＰＥＧに接合され得る。
【０２１８】
　従来の抗体を含む抗毒素である複合体は、当技術分野において広範に説明される。毒素
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は、従来の結合技法により、抗体に結合され得る、またはタンパク質毒素部分を含有する
抗毒素を融合タンパク質として産生することができる。本発明の抗体を、対応する方法で
使用し、このような抗毒素を取得することができる。このような抗毒素の実例は、Ｂｙｅ
ｒｓ，Ｓｅｍｉｎａｒｓ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．２（１９９１），５９－７０およびＦａ
ｎｇｅｒ，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ１２（１９９１），５１－５４により記載される
ものである。
【０２１９】
　上に記載の融合タンパク質は、プロテイナーゼの開裂可能なリンカーまたは切断部位を
さらに含み得る。同様に、これらのスペーサー部分は、不溶性か、可溶性となり得（Ｄｉ
ｅｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ２３１（１９８６），１４８）、標的部位で抗
原から薬物放出を可能にするために選択することができる。免疫療法に対する本発明の抗
体および抗原に結合することができる治療薬の例は、薬物、放射性同位体、レクチン、お
よび毒素である。本発明の抗体および抗原に接合することができる薬物は、マイトマイシ
ンＣ、ダウノルビシン、およびビンブラスチン等の薬物と古典的に称される化合物を含む
。例えば、免疫療法等の本発明の放射性同位体接合された抗体または抗原を使用する際、
ある同位体は、白血球分配、ならびに安定性および発光等の因子に依存して、異なる他の
ものよりもさらに好ましいものであり得る。自己免疫反応により異なるが、幾つかの放射
体は、他のものに好ましいものであり得る。一般的に、αおよびβ粒子を放射する放射性
同位体が、免疫療法において好ましい。２１２Ｂｉ等の短距離、高エネルギー放射物質が
好ましい。治療目的のために、本発明の抗体または抗原に結合することができる、放射性
同位体の例としては、１２５Ｉ、１３１Ｉ、９０Ｙ、６７Ｃｕ、６４Ｃｕ、２１２Ｂｉ、
２１２Ａｔ、２１１Ｐｂ、４７Ｓｃ、１０９Ｐｄ、および１８８Ｒｅが挙げられるが、こ
れらに限定されない。結合分子、例えば、本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメン
ト、ならびに生体外および生体内の治療的プロトコルに結合することができる、他の治療
薬は既知であるか、または当業者により容易に確認することができる。適切であれば、当
業者は、上に記載の抗体、抗原、もしくはタンパク質性物質自体の代わりに対応するベク
ターのうちのいずれか１つをコードする本発明のポリヌクレオチドを使用することができ
る。
【０２２０】
　当業者は、複合体がまた、接合される選択された薬剤により異なる様々な技法を使用し
て、組み立てられ得ることを理解するであろう。例えば、ビオチンを有する複合体は、例
えば、結合ポリペプチドをビオチンＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステル等のビオチン
の活性化エステルと反応させることにより調製される。同様に、蛍光マーカーを有する複
合体は、結合剤、例えば、本明細書に記載されるものの存在下で、またはイソチオシアネ
ート、好ましくは、フルオレセインイソチオシアネートとの反応により、調製され得る。
本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体の複合体は、
類似の方法において調製される。
【０２２１】
　本発明は、診断もしくは治療薬に接合される、本発明の抗体、またはその抗原結合フラ
グメント、変異体、もしくは誘導体をさらに包含する。抗体を、例えば、所与の治療およ
び／または予防レジメンの有効性を決定するための臨床試験の手順の一部として、例えば
、神経系の疾病を発症または進行を観察するために、診断的に使用することができる。検
出は、検出可能な物質に抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導
体を結合することにより促進することができる。検出可能な物質の例としては、様々な酵
素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射性物質、様々な陽電子断層法
を使用して金属を放出する陽電子、および非放射性常磁性金属イオンが挙げられる。例え
ば、本発明に従って、診断用の抗体に接合することができる、金属イオンに関しては、米
国特許第４，７４１，９００号を参照されたい。適した酵素の例としては、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、βガラクトシダーゼ、またはアセチルコリン
エステラーゼが挙げられ、適した補欠分子族複合体の例としては、ストレプトアビジン／
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ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられ、適した蛍光物質の例としては、ウンベリ
フェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロ
トリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダン汁、もしくはフィコエリトリンが挙げられ
、発光物質の一例としては、ルミノールが挙げられ、生物発光物質の例としては、ルシフ
ェラーゼ、ルシフェリン、およびエクオリン（ａｅｑｕｏｒｉｎ）が挙げられ、適した放
射性物質の例としては、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、または９９Ｔｃが挙げられる
。
【０２２２】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体はまた、化学発光化
合物にそれを結合することにより検出可能に標的化することもできる。化学発光タグ抗体
の存在は、その後、化学反応の経過中に起こる発光の存在を検出することにより決定され
る。特に有用な化学発光標識化合物の例は、ルミノール、イソルミノール、セロマティッ
ク（ｔｈｅｒｏｍａｔｉｃ）アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩
、およびシュウ酸エステルである。
【０２２３】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体を検出可能に標的化
することができる方法の１つは、それを酵素に連結することにより、および酵素イムノア
ッセイ（ＥＩＡ）において、連結生成物を使用するものである（Ｖｏｌｌｅｒ，Ａ．，“
Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ（ＥＬ
ＩＳＡ）”Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　Ｑｕａｒｔｅｒｌ
ｙ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，Ｍｄ．，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉ
ｃ　Ｈｏｒｉｚｏｎｓ　２：１－７（１９７８））、Ｖｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｃｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．３１：５０７－５２０（１９７８）、Ｂｕｔｌｅｒ，Ｊ．Ｅ．
，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．７３：４８２－５２３（１９８１）、Ｍａｇｇｉｏ，Ｅ．
（ｅｄ．），Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　
Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．，（１９８０）、Ｉｓｈｉｋａｗａ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄｓ
．），Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，Ｋｇａｋｕ　Ｓｈｏｉｎ，Ｔｏｋｙｏ（
１９８１）。抗体に結合する酵素は、例えば、分光光度法、蛍光分析法、または視覚的方
法により検出することができる、化学部分を産生するための方法において、適切な基質、
好ましくは、発色性基質と反応するであろう。抗体を検出可能に標識化するために使用す
ることができる酵素は、リンゴ酸脱水素酵素、ブドウ球菌のヌクレアーゼ、デルタ－５－
ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコール脱水素酵素、アルファグリセロリン酸塩、デヒ
ドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ
ホスファターゼ、アスパラギナーゼ、ブドウ糖酸化酵素、ベータガラクトシダーゼ、リボ
ヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコーゼ－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、グ
ルコアミラーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼが挙げられるが、これらに限定され
ない。さらに、検出は、酵素に対する発色性基質を利用する比色分析法により達成するこ
とができる。検出はまた、同様に調製された標準と比較すると、基質の酵素反応の範囲の
目視比較により達成され得る。
【０２２４】
　検出はまた、様々な他のイムノアッセイを使用して、達成され得る。例えば、抗体、ま
たはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体を放射活性物質で標識すること
により、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）の使用を通して、抗体を検出することが可能で
ある（例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｂ．，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ，Ｓｅｖｅｎｔｈ　Ｔｒａｉｎｉｎｇ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｏｎ　Ｒ
ａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　Ａｓｓａｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｔｈｅ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎ
ｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，（Ｍａｒｃｈ，１９８６））、それらは本明細書に参照することに
より組み込まれる）。放射性同位体は、ガンマカウンター、シンチレーションカウンター
、またはオートラジオグラフィーが挙げられるが、これらに限定されない、手段により検
出することができる。
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【０２２５】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体はまた、１５２Ｅｕ
、またはランタニド系列の他のもの等の蛍光放出金属を使用して、検出可能に標識するこ
ともできる。これらの金属は、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレン
ジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）等の金属キレート基を使用して、抗体に付着させることがで
きる。
【０２２６】
　抗体、またはその抗原結合フラグメント、変異体、もしくは誘導体に、様々な部分を接
合するための技法は公知であり、例えば、Ａｒｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｎｏｃｌｏ
ｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒ
ｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｒｅｉｓｆｅｌｄ　ｅｔ　ａ
ｌ．（ｅｄｓ．），ｐｐ．２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．（１９８５
）、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ”，ｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ（２ｎ
ｄ　Ｅｄ．），Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋ
ｅｒ，Ｉｎｃ．，ｐｐ．６２３－５３（１９８７）、Ｔｈｏｒｐｅ，“Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ”，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ　‘８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ，Ｐｉｎｃｈｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐｐ．４７５－５０６（１９８
５）、“Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔ
ｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌ
ｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ
　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ　ｐｐ．３０３－１６（１９８５）、およびＴｈｏｒｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｔ
ｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　
Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ”，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅ
ｖ．６２：１１９－５８（１９８２）を参照されたい。
【０２２７】
　ある実施形態において、結合分子、例えば、結合ポリペプチドの安定性または有効性を
強化する一部分、例えば、抗体またはその免疫特異フラグメントを接合することができる
。例えば、一実施形態において、ＰＥＧは、本発明の結合分子に接合され、生体内の半減
期を増大することができる。Ｌｅｏｎｇ，Ｓ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　
１６：１０６（２００１）、Ａｄｖ．ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．５４：５３
１（２００２）、またはＷｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓ
ａｃｔｉｏｎｓ　３０：５１２（２００２）を参照されたい。
【０２２８】
　ＶＩＩ． 組成物および使用方法
　さらに、本発明は、当該の結合分子、例えば、本発明の抗体、またはその抗原結合フラ
グメント、もしくはその化学的誘導体、または本発明のポリヌクレオチド、ベクター、も
しくは細胞を含む、組成物に関する。本発明の組成物は、医薬的に許容できる担体をさら
に含み得る。「化学的誘導体」という用語は、通常は、元の分子の一部ではない、追加の
化学部分を含有する分子を説明する。このような部分は、元の分子の溶解性、半減期、吸
収等を改善し得る。代替として、該部分は、元の分子の望ましくない副作用を緩和、また
は塩基分子の毒性を低減し得る。さらに、本発明の医薬組成物は、医薬組成物の使用目的
により異なるが、インターロイキンまたはインターフェロン等の薬剤をさらに含み得る。
例えば、アルツハイマー病の治療に用いる、追加の薬剤は、有機小分子、抗アミロイドβ
抗体、およびこれらの組み合わせからなる群から選択され得る。このように、特に好まし
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い実施形態において、本発明は、アルツハイマー病の治療する、またはその進行を予防す
るため、アルツハイマー病に関連する症状の改善のため、アルツハイマー病の存在につい
て対象を診断またはスクリーニングするため、もしくは対象のアルツハイマー病を発症す
る危険性を決定するための、医薬または診断組成物を調製するための結合分子、例えば、
本発明の抗体、もしくはその抗原結合フラグメント、またはそれらの任意の１つの同一の
結合特異性を実質的に有する結合分子、本発明のポリヌクレオチド、ベクター、もしくは
細胞の使用に関する。該医薬組成物は、静脈内、筋肉内、皮下、腹腔内、鼻腔内、非経口
、またはエアロゾルとして、投与するように設計することができる。以下も参照されたい
。
【０２２９】
　それ故に、一実施形態において、本発明は、中枢神経系におけるタンパク質の異常蓄積
および／または沈着を特徴とする神経疾患を治療するための方法に関し、方法には、それ
を必要とする患者に、治療上有効な量の前述に記載の結合分子、本発明の抗体、抗原、ポ
リヌクレオチド、ベクターもしくは細胞のいずれか１つを投与するステップを含む。「神
経疾患」という用語は、アルツハイマー病、軽度認識障害、前頭側頭型痴呆、レヴィー小
体病、パーキンソン病、ピック病、ビンスワンガー病、コンゴレッド脳アミロイド血管症
、脳アミロイド血管症、ダウン症、多発脳梗塞性認知症、ハンチントン病、クロイツフェ
ルト・ヤコブ病、エイズによる認知症、うつ病、不安障害、恐怖症、ベル麻痺、てんかん
、脳炎、多発性硬化症；神経筋障害、神経腫瘍疾患、脳腫瘍、脳卒中を含む神経血管疾患
、神経免疫学的疾患、神経麻酔性疾患、脊髄損傷を含む神経外傷、神経因性疼痛を含む疼
痛、小児神経および精神神経疾患、睡眠障害、トゥレット・シンドローム、軽度認識障害
、血管性認知症、多発脳梗塞性認知症、嚢胞性線維症、ゴーシェ病、他の運動性疾患、お
よび一般の中枢神経系（ＣＮＳ）疾患が挙げられるが、これらに限定されない。別途記載
されない限り、神経変性（ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ）、神経（ｎｅｕｒｏｌ
ｏｇｉｃａｌ）、または精神神経（ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃ）という用語は、
本明細書で同義的に使用される。
【０２３０】
　本発明において、免疫系が疾病の病変の発症に対応する免疫反応と反応しなかった患者
に、診断的、治療的、および予防的にそれらを利用するために、多数の疾病に対するヒト
抗体を特徴付け、次いで、また該抗体を産生する方法が開示される。特に、これは、周知
であるように、免疫系の反応性が、年齢が増すにつれ、連続的かつ著しく低減するため、
高齢で生じる疾病において予期されなければならないであろう。これらの場合において、
治療効果のある、または予防効果のある活性抗体は、内因性病態生理学タンパク質変異体
の濃縮を遮断することに関して、免疫系の年齢に関連した制限を補償し、ひいては、高齢
でより良好な健康状態を導き得る。したがって、本発明の医学的用途は、上に記載の患者
群、例えば、６０歳、６５歳、７０歳、７５歳、８０歳、またはそれ以上で特に適用でき
、原理上、任意の種類の脱線形態、例えば、細胞内タンパク質分解、立体構造変化、翻訳
後の修飾の変化、体細胞変異、またはそれらの組み合わせで、内因性タンパク質の病態生
理学変異体を発現することにより、表現型的に、発現するすべての疾病に関連する。本発
明の意味において、病態生理学変異体は、生理学から逸脱する病理学的ネオエピトープを
含有する変異体であることが考えられる。上記を参照されたい。
【０２３１】
　特に、治療的な用途は、腫瘍疾患、炎症性疾患、ならびに、アルツハイマー病、パーキ
ンソン病、ピック病、レヴィー小体認知症等、クロイツフェルト・ヤコブ病を含むプリオ
ン疾患、進行性核上麻痺、多系統萎縮症、大脳皮質基底核変性症、第１７染色体ハンチン
トン病様のパーキンソニズムを伴う前頭側頭型変性症、前頭側頭認知症、脳アミロイド血
管症、軽度認識障害、ダウン症、遺伝性脳アミロイドダッチタイプおよびアイスランドタ
イプ遺伝性脳出血、脊髄小脳失調および筋萎縮性側索硬化症、ならびに緑内障、封入体筋
炎、家族性アミロイド・ポリニューロパシーおよび以下の前駆タンパク質ＳＡＡ（血清ア
ミロイドタンパク質Ａ）、ＡＬ（免疫グロブリンのｋまたはｌ軽鎖）、ＡＨ（ｇ１　Ｉｇ
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重鎖）、ＡＴＴＲ（トランスサイレチン、血清プレアルブミン）、ＡＡｐｏ－Ａ－１（ア
ポリポタンパク質Ａ１）、ＡＡｐｏＡ２（アポリポタンパク質Ａ２）、ＡＧｅｌ（ゲルゾ
リン）、ＡＣｙｓ（シスタチンＣ）、ＡＬｙｓ（リゾチーム）、ＡＦｉｂ（フィブリノゲ
ン）、ベータアミロイド（アミロイド前駆タンパク質）、ベータアミロイド２Ｍ（ベータ
２－ミクログロブリン）、ＡＰｒＰ（プリオンタンパク質）、ＡＣａｌ（プロカルシトニ
ン）、ＡＩＡＰＰ（膵島アミロイドポリペプチド）；ＡＰｒｏ（プロラクチン）、ＡＩｎ
ｓ（インシュリン）；ＡＭｅｄ（ラクタドヘリン）；Ａｋｅｒ（ケラトエプセリン）；Ａ
Ｌａｃ（ラクトフェリン）、Ａｂｒｉ（ＡｂｒｉＰＰ）、ＡＤａｎ（ＡＤａｎＰＰ）；ま
たはＡＡＮＰ（心房性ナトリウム利尿ペプチド）、（Ｓｋｏｖｒｏｎｓｋｙ　ａｔ　ａｌ
．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐａｔｈｏｌ．Ｍｅｃｈ．Ｄｉｓ．２００６；１：１５１－７０
、Ｂｕｘｂａｕｍ，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ２００３；１６：６７－７
５のうちの少なくとも１つから派生する線維性タンパク質を含む、アミロイドーシス、等
の中枢神経系疾患を含む。
【０２３２】
　本発明の治療的アプローチの特定の利点は、健康な前臨床または臨床的に異常に安定し
た有機体からのＢ細胞またはＢ記憶細胞から派生した抗体が、臨床的に明確な疾病を予防
する、または臨床的に明確な疾病の発生の危険を減らす、もしくは臨床的に明確な疾病の
発生の時期を遅延することが可能な可能性があるという事実に根ざしている。典型的には
、このような抗体はまた、体細胞成熟、すなわち、抗体の可変領域の体細胞変異によって
、標的分子に高親和性結合の選択性および有効性に関する最適化もすでに正常に経ている
。
【０２３３】
　例えば、ヒトにおける、このような生体内細胞が、自己免疫学もしくはアレルギー反応
という意味では、関連した、または他の生理学タンパク質、もしくは細胞構造によって、
活性化されていないという知識は、臨床試験段階を通して、正常に存続する機会の大幅な
増大を意味するため、医学的にも非常に重要である。いわば、効率、受容性および耐性が
、少なくとも１つのヒト対象において、予防的または治療的抗体の前臨床発展前に、すで
に実証されている。したがって、本発明に従う手順を用いて、治療薬として抗体の標的構
造特異的な効率および副作用の減少する可能性は共に、成功の臨床的可能性を有意に増大
することが期待され得る。
【０２３４】
　前述から、本発明は、上に記載の抗体のうちの少なくとも１つのＣＤＲを含む、疾病特
異的な結合分子、特に、アルツハイマー病およびアミロイドβ沈着に、それぞれ関連する
疾患の診断および／または治療に対する任意の使用を包含することは明白である。好まし
くは、該結合分子は、本発明の抗体またはその免疫グロブリン鎖である。加えて、本発明
は、上に記載の抗体のうちの任意の１つの抗イディオタイプ抗体に関する。これらは、抗
原結合部位付近の抗体の可変領域にある独特の抗原ペプチド配列に結合する抗体または他
の結合分子である。
【０２３５】
　別の実施形態において、本発明は、上に記載の結合分子、本発明の抗体、抗原結合フラ
グメント、ポリヌクレオチド、ベクター、または細胞のうちの任意の１つを含む、診断組
成物、および免疫または核酸ベースの診断方法に従来使用される試薬等の検出の任意に適
した手段に関する。本発明の抗体は、例えば、液相で利用できる、または固相担体に結合
することができる、イムノアッセイで使用するのに適している。本発明の抗体を利用でき
るイムノアッセイの例は、直接あるいは間接形式のいずれかにおける、競合および非競合
イミノアッセイである。このようなイムノアッセイの例は、ラジオイムノアッセイ（ＲＩ
Ａ）、サンドイッチ（イムノメトリックアッセイ）、フローサイトメトリー、およびウエ
スタンブロットアッセイである。本発明の抗原および抗体は、多くの異なる担体に結合し
、それに特異的に結合する細胞を単離するのに使用することができる。公知の担体の例と
しては、ガラス、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリ
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カーボネート、デキストラン、ナイロン、アミロース、自然および変性セルロース、ポリ
アクリルアミド、アガロース、およびマグネタイトが挙げられる。担体の特性は、本発明
の目的のために、可溶性か不溶性のいずれかであり得る。当業者に既知の多くの異なる標
識および標識方法がある。本発明に使用することができる標識型の例は、酵素、放射性同
位体、コロイド金属、蛍光化合物、化学発光化合物、および生物発光化合物を含む。上に
論じられる実施形態も参照されたい。
【０２３６】
　さらなる実施形態により、結合分子、特に、本発明の抗体はまた、血液サンプル、リン
パサンプル、または任意の他の体液サンプルであり得る試験済みの個体からの体液サンプ
ルを取得する、および抗体抗原複合体の形成を可能にする条件下で、体液サンプルを本発
明の抗体と接触することにより、個体における、疾患の診断方法にも使用され得る。その
後、このような複合体のレベルは、当技術分野において既知の方法により決定され、対照
サンプルに形成されるものより著しく高いレベルは、試験された個体における疾病を示す
。同様に、本発明の抗体により結合される特異的抗原もまた、使用され得る。したがって
、本発明は、結合分子、例えば、本発明の抗体またはその抗原結合フラグメントを含む体
外イムノアッセイに関する。
【０２３７】
　この文脈において、本発明はまた、本目的のために具体的に設計された手段に関する。
例えば、タンパク質または抗体ベースのアレイを使用し得、例えば、神経疾患、特に、ア
ルツハイマー病に罹患する患者に存在し得る自己抗体を検出するために、言及された疾患
関連タンパク質から派生し、ネオエピトープを含有する抗原、あるいは、それらのタンパ
ク質のうちの任意の１つを特異的に認識する、本発明の抗体もしくは等価抗原結合分子の
いずれかで、装填される。例えば、関節リウマチにおける、自己抗体の抗原マイクロアレ
イプロファイリングは、Ｈｕｅｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍ
．５２（２００５），２６４５－２６５５により報告されている。マイクロアレイイムノ
アッセイの設計は、Ｋｕｓｎｅｚｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏ
ｍｉｃｓ５（２００６），１６８１－１６９６に要約される。このように、本発明はまた
、本発明に従って同定された結合分子または抗原を装填したマイクロアレイに関する。
【０２３８】
　本発明はまた、例えば、結合分子、本発明の抗体、またはその結合フラグメント、抗原
、ポリヌクレオチド、ベクター、もしくは細胞等の上に記載の材料のうちの１つ以上で満
たされた１つ以上の容器を含む、それぞれ、医薬および診断用のパックまたはキットも提
供する。医薬または生理学的製剤の製造、使用または販売を規制する行政機関により規定
される型の通知を、このような容器に付随させることができ、その通知は、ヒト投与の製
造、使用または販売機関により認可を反映する。加えて、または代替として、キットは、
適切な診断アッセイで用いる、試薬、および／または使用説明書を含む。組成物、例えば
、本発明のキットは、当然のことながら、上記に定義される、疾患関連タンパク質、特に
、アミロイドーシスの存在を伴う、疾患の診断、予防、および治療に特に適しており、ア
ルツハイマー病（ＡＤ）の治療に特に適用できる。
【０２３９】
　本明細書に使用される、「治療」、「治療する」等の用語は、一般に、所望の薬理学的
および／または生理学的効果を取得する手段を意味する。効果は、疾病もしくはその症状
を完全にもしくは部分的に予防するという意味において、予防的であり得る、および／ま
たは疾病、および／または疾病によって起こる有害影響を部分的もしくは完全に治癒する
という意味において、治療的であり得る。本明細書で使用される「治療」という用語は、
哺乳類、特に、ヒトにおける疾病の任意の治療を対象とし、それには、（ａ）疾病にかか
りやすいが、まだ罹患していると診断されていない対象に疾病が生じるのを防ぐ、（ｂ）
疾病の阻害する、例えば、その発症を妨げる、または（ｃ）疾病を緩和する、例えば、疾
病の軽減をもたらすことを含む。
【０２４０】
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　さらに、「対象」または「患者」という用語は、状態、疾患、もしくは疾病に対する治
療を必要とする哺乳類、好ましくは、ヒトを指す。
【０２４１】
　本発明の医薬組成物は、当技術分野において公知の方法に従って、処方することができ
る。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（２０００）ｂｙ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＩＳＢＮ０－６８３－３０６４７２
を参照されたい。適した医薬担体の例は、当技術分野において公知であり、リン酸緩衝生
理食塩水、水、油／水エマルジョン等のエマルジョン、様々な型の湿潤剤、滅菌溶液等を
含む。このような担体を含む組成物は、公知の従来の方法により処方することができる。
これらの医薬組成物は、適した用量で対象に投与することができる。適した組成物の投与
は、例えば、静脈内、腹腔内、皮下、筋肉内、局所、または皮内投与等の異なる方法によ
り達成され得る。鼻腔用スプレー剤等のエアロゾル剤は、精製された水溶液、または、防
腐剤および等張剤を有する活性薬剤の他の溶液を含む。このような製剤は、好ましくは、
鼻粘膜に適合するｐＨ、および等張状態に調整される。直腸または膣内投与の製剤は、適
する担体を有する座薬として示し得る。
【０２４２】
　さらに、本発明は、本発明の薬物を投与するために、現在標準手順となっている頭蓋骨
に小さな穴を開ける（幸いにも稀であるが）手順を含むが、一方、好ましい態様において
、結合分子、特に、本発明の抗体または抗体ベースの薬物は、血液脳関門を横断すること
ができ、静脈内または経口投与を可能にする。
【０２４３】
　用量レジメンは、主治医および臨床学的因子により決定されるであろう。医学的分野に
おいて公知のとおり、任意の１人の患者に対する用量は、患者の体格、体表面積、年齢、
投与される特定の化合物、性別、投与時間および経路、健康状態全般、および同時に投与
される他の薬物を含む、多くの因子により異なる。典型的な用量は、例えば、０．００１
から１０００μｇ（または本範囲における発現もしくは発現の抑制のための核酸の）範囲
であり得るが、特に、前述の要因を考慮して、本例示的範囲を下回るもしくは上回る用量
も想定される。一般に、用量は、例えば、宿主体重の約０．０００１から１００ｍｇ／ｋ
ｇ、さらに通常は、０．０１から５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．０２ｍｇ／ｋｇ、０．２５
ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、０．７５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇ等）
の範囲であり得る。例えば、用量は、体重あたり１ｍｇ／ｋｇもしくは体重あたり１０ｍ
ｇ／ｋｇ、または１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内、好ましくは、少なくとも１ｍｇ／ｋｇで
あり得る。上記の範囲の用量中間体はまた、本発明の範囲内であることを意図する。対象
は、このような用量を毎日、代替日に、毎週、または実証的分析により決定される任意の
他の計画に従って、投与され得る。例示的な治療は、長期、例えば、少なくとも６ヶ月に
わたって、反復投与における投与を必要とする。追加の例示的な治療レジメンは、２週間
に１回、または１ヶ月に１回、または３～６ヶ月に１回の投与を伴なう。例示的な用量計
画は、連続日において、１～１０ｍｇ／ｋｇもしくは１５ｍｇ／ｋｇ、代替日において、
３０ｍｇ／ｋｇ、または毎週、６０ｍｇ／ｋｇを含む。幾つかの方法において、異なる結
合特異性を有する２つ以上のモノクローナル抗体が同時投与され、そこでは、投与される
それぞれの抗体の用量は指示された範囲内である。経過は、定期評価により監視され得る
。非経口的投与の調製は、滅菌水溶液または非水溶液、懸濁液、およびエマルジョンを含
む。非水溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油等の
植物油、およびオレイン酸エチル等の注射用有機エステルである。水溶性担体は、食塩水
および緩衝培地を含む、水、アルコール性／水性溶液、エマルジョン、または懸濁液を含
む。非経口用賦形剤は、塩化ナトリウム液、リンガーデキストロース、デキストロース、
および塩化ナトリウム、乳酸加リンゲル、または固定油を含む。静脈内賦形剤は、液体お
よび栄養補給液、電解質補給液（リンゲルのデキストロース等に基づく等）等を含む。例
えば、抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤、不活性ガス等の保存剤および他の添加剤も存在し
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得る。さらに、本発明の医薬組成物は、医薬組成物の使用目的により異なるが、ドーパミ
ン等の薬剤または精神薬理薬物をさらに含み得る。さらに、医薬組成物はまた、例えば、
本発明の医薬組成物が、受動免疫付与のための抗Ａβ抗体を含む場合、ワクチンとして処
方され得る。
【０２４４】
　加えて、他の薬剤の同時投与または連続投与は、望ましいものであり得る。治療効果の
ある用量または量は、症状または状態を改善するのに十分な活性成分の量を指す。このよ
うな化合物の治療効果および毒性は、細胞培養または実験動物における、標準医薬手順、
例えば、ＥＤ５０（集団の５０％において、治療効果のある用量）およびＬＤ５０（集団
の５０％において、致死的な用量）により決定することができる。治療効果と毒性効果と
の間の用量比は、治療指数であり、比率、ＬＤ５０／ＥＤ５０として表現され得る。好ま
しくは、組成物における治療薬は、アルツハイマー病の場合、正常な反応および／または
認知特性を修復するのに十分な量で存在する。
【０２４５】
　本発明に従う医薬組成物は、好ましくは、アルツハイマー病、パーキンソン病、ピック
病、レヴィー小体認知症、クロイツフェルト・ヤコブ病を含むプリオン疾患、進行性核上
麻痺、多系統萎縮症、大脳皮質基底核変性症、第１７染色体ハンチントン病様のパーキン
ソニズムを伴う前頭側頭型変性症、前頭側頭認知症、脳アミロイド血管症、軽度認識障害
、ダウン症、遺伝性脳アミロイドダッチタイプおよびアイスランドタイプ遺伝性脳出血、
脊髄小脳失調、筋萎縮性側索硬化症、ベル麻酔、てんかん、脳炎、神経筋障害、緑内障、
封入体筋炎、家族性アミロイド・ポリニューロパシーおよび以下の前駆タンパク質ＳＡＡ
（血清アミロイドタンパク質Ａ）、ＡＬ（免疫グロブリンのｋまたはｌ軽鎖）、ＡＨ（ｇ
１　Ｉｇ重鎖）、ＡＴＴＲ（トランスサイレチン、血清プレアルブミン）、ＡＡｐｏ－Ａ
－１（アポリポタンパク質Ａ１）、ＡＡｐｏＡ２（アポリポタンパク質Ａ２）、ＡＧｅｌ
（ゲルゾリン）、ＡＣｙｓ（シスタチンＣ）、ＡＬｙｓ（リゾチーム）、ＡＦｉｂ（フィ
ブリノゲン）、ベータアミロイド（アミロイド前駆タンパク質）、ベータアミロイド２Ｍ
（ベータ２－ミクログロブリン）、ＡＰｒＰ（プリオンタンパク質）、ＡＣａｌ（プロカ
ルシトニン）、ＡＩＡＰＰ（膵島アミロイドポリペプチド）；ＡＰｒｏ（プロラクチン）
、ＡＩｎｓ（インシュリン）；ＡＭｅｄ（ラクタドヘリン）；Ａｋｅｒ（ケラトエプセリ
ン）；ＡＬａｃ（ラクトフェリン）、Ａｂｒｉ（ＡｂｒｉＰＰ）、ＡＤａｎ（ＡＤａｎＰ
Ｐ）；またはＡＡＮＰ（心房性ナトリウム利尿ペプチド）、（Ｓｋｏｖｒｏｎｓｋｙ　ａ
ｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐａｔｈｏｌ．Ｍｅｃｈ．Ｄｉｓ．２００６；１：１５
１－７０、Ｂｕｘｂａｕｍ，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ　２００３；１６
：６７－７５）、神経腫瘍学、神経免疫学、神経腫瘍学的疼痛、小児神経学、恐怖症、情
動障害、睡眠障害、トゥレット・シンドローム、他の運動障害、一般的な中枢神経系（Ｃ
ＮＳ）疾患のうちの少なくとも１つから派生する線維性タンパク質を含む、アミロイドー
シス等の中枢神経系疾患が挙げられるが、これらに限定されない、神経疾患の治療に使用
することができる。
【０２４６】
　これらおよび他の実施形態は、本発明の詳細および実施例により開示および包含される
。本発明に従って利用される、物質、方法、使用、および化合物のうちの任意の１つに関
してさらなる文献は、例えば、電子デバイスを使用して、公共のライブラリーおよびデー
タベースから検索され得る。例えば、全米バイオテクノロジー情報センター（Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｈｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎ）および／または国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　
Ｈｅａｌｔｈ）の国立医学図書館（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙ　ｏｆ　Ｍｅｄｉ
ｃｉｎｅ）により提供される、公共のデータベース「Ｍｅｄｌｉｎｅ」を利用し得る。ヨ
ーロッパ分子生物学研究所（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ：ＥＭＢＬ）の一部である、欧州バイオインフォマティクス研究所
（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ：ＥＢＩ）の
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もの等のさらなるデータベースおよびウェブアドレスは、当業者に知られており、インタ
ーネット検索エンジンを使用しても取得することができる。バイオテクノロジーにおける
特許情報の概説および遡及検索および現状認識に有用な特許情報の関連源の調査は、Ｂｅ
ｒｋｓ，ＴＩＢＴＥＣＨ１２（１９９４），３５２－３６４において得られる。
【０２４７】
　上記の開示は、一般に、本発明に記載する。別途指定のない限り、本明細書で使用され
る用語には、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　
Ｐｒｅｓｓ，１９９７年、２０００年改訂、および２００３年再印刷、ＩＳＢＮ　０　１
９　８５０６７３　２に定められているような定義が与えられる。本明細書の本文を通し
て幾つかの文書を引用する。全書誌的引用は、請求項に直接先行する本明細書の終わりに
求められ得る。すべての引用文献（本明細書および製造業者の仕様書、取り扱い説明書等
を通して引用されるような、文献参照、交付済み特許、公表された特許出願を含む）の内
容は、参照することによって本明細書に明示的に組み込まれるが、引用された任意の文書
は、本発明に関して実際に先行技術であるという承認はない。
【０２４８】
　さらに完全な理解は、説明のみの目的のために本明細書に提供される以下の特定の実施
例に、参照することにより得られ得るが、本発明の範囲を限定することを意図しない。
【実施例】
【０２４９】
　以下の実施例は、本発明をさらに例示するが、決して、本発明の範囲を限定するものと
して解釈されるべきではない。本明細書に利用される、従来の方法の詳述は、記載の文献
に見ることができる。ＢｅｅｒｓおよびＢｅｒｋｏｗにより編集された“Ｔｈｅ　Ｍｅｒ
ｃｋ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ”Ｓｅｖｅｎ
ｔｅｅｎｔｈ　Ｅｄ．（Ｍｅｒｃｋ　＆　Ｃｏ．，Ｉｎｃ．２００３）も参照されたい。
【０２５０】
　本発明の実行は、別途指示がない限り、細胞生物学、細胞培養、分子生物学、遺伝子組
み換え生物学、微生物学、組み換えＤＮＡ、および免疫学の従来の技術を利用し、それら
は当技術分野の技術内である。本発明の実行に有用な一般技術のさらなる詳細に関しては
、実行者は、細胞生物学および組織培養における標準の教科書および総説を参照すること
ができる。実施例に記載の参照文献も参照されたい。分子および細胞生化学における一般
方法を、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ，３ｒｄ　Ｅｄ．（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１）、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　Ｅｄ．（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９９）、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｖｏｌｕ
ｍｅｓ　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ（Ｇｌｏｖｅｒ　ｅｄ．，１９８５）、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
ｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｇａｉｔ　ｅｄ．，１９８４）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．
１９８４）、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（Ｈａｍｅ
ｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．１９８４）、Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａ
ｌ　Ｃｅｌｌｓ（Ｆｒｅｓｈｎｅｙ　ａｎｄ　Ａｌａｎ，Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８７
）、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅ
ｌｌｓ（Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ａ
ｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．）、およびＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ（Ｗｕ，ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）として、当該の
標準教科書に認められる。Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍａ
ｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｌｏｓ，ｅｄｓ．，１９８７



(73) JP 2010-514454 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．１５４　ａｎｄ　１５５（Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．
，ｅｄｓ．）、Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ（ＩＲＬ
　Ｐｒｅｓｓ，１９８６）、Ｐｅｒｂａｌ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９８４）、ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｉｓｅ，Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，
Ｎ．Ｙ．）、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ａｎｄ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ，ｅｄｓ．
，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，１９８７）、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｏｆ
　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＶ（Ｗｅ
ｉｒ　ａｎｄ　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，１９８６）。Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ（Ｂｏｌｌａｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９６
）、Ｎｏｎ－ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（Ｗａｇ
ｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９９）、Ｖｉｒａ
ｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ（Ｋａｐｌｉｔｔ　＆　Ｌｏｅｗｙ　ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ　１９９５）、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｎｕａｌ（Ｌｅ
ｆｋｏｖｉｔｓ　ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９７）、およびＣｅｌｌ
　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
ｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｄｏｙｌｅ　＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９８）。本開示において参照される遺伝子操作用の
試薬、クローニングベクター、およびキットは、ＢｉｏＲａｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、およびＣｌｏｎＴｅｃｈ等の商業
的業者から入手可能である。細胞培養および媒体回収における一般技術は、Ｌａｒｇｅ　
Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８（１９９７），１４８）、Ｓｅｒｕｍ－ｆ
ｒｅｅ　Ｍｅｄｉａ（Ｋｉｔａｎｏ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７（１９９１），
７３）、Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２（１９９１），３７５）、およびＳｕｓｐ
ｅｎｓｉｏｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｂｉｒｃｈ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．１９（１９９０），２５１）、
Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃＤＮＡ　ａｒｒａｙｓ，
Ｈｅｒｚｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＣＨＡＯＳ　１１（２００１），９８－１０７に概説され
る。
【０２５１】
　以下の実験を例示し、抗体ＮＩ－１０１．１１に関して記載する。しかしながら、ＮＩ
１０１系の他の抗体、特に、ＮＩ１０１．１０は、構造的に類似であり、したがって、同
様の結果を提供することが予想され得る。
【０２５２】
　追加の方法
　記憶Ｂ細胞の表示
　例えば、危険因子の存在下で疾病の臨床的兆候がない異常に陽性の臨床経過、もしくは
、疾病の発現がない中度または前駆兆候の安定した経過により特徴付けられる、臨床的に
厳選されたヒト対象、または長期未発症者を、記憶Ｂ細胞の単離のための出発材料として
、末梢血リンパ球を提供するように採用した。このストラテジーは、対象の記憶Ｂ細胞プ
ールは、抗体特異性、場合により、前述の抗原遭遇中、生成された抗体頻度も保存すると
いう、感染免疫学に構築される概念に基づく（ＭｃＨｅｙｚｅｒ－Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａ
ｎｄ　Ａｈｍｅｄ　Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１（１９９９），１７２－
１７９、Ｂｅｒｎａｓｃｏｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９８（２００２），
２１９９－２０２、Ｔｒａｇｇｉａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１０（２００４
），８７１－８７５）。本概念は、感染性因子に対する適応免疫、ならびに、液性免疫の
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説明、次いで、１次感染症を説明するように発展された。本理論によれば、自然に、ある
いは予防接種後、対象の経歴において抗体反応を誘発していたすべての抗原に対する抗体
の全相補体は、記憶Ｂ細胞プール内で完全に示されるはずである。本発明に従って、本理
論は、通常は生理学的に関連するタンパク質の異常な凝集または配座の結果として生成さ
れる内在性抗原に適用され、したがって、生理学的免疫学耐性に影響されず、したがって
、抗原特性を獲得し、立体構造新エピトープ（ネオエピトープ）に対する免疫反応を誘発
することができる。
【０２５３】
　記憶Ｂ細胞は、パンＢ細胞マーカーＣＤ２２を含む、表面マーカーで単離され、ＩｇＭ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、およびＩｇＡを発現した、陰性選択された抗原未熟Ｂ細胞と組み合わ
される。本技術を用いて、約１０．０００～１５０．０００の記憶Ｂ細胞を３０ｍｌのヒ
ト血液から取得することができる。これらは、例えば、エプスタイン・バー・ウイルスで
不死化され、照射ヒト線維芽細胞支持細胞層上でオリゴクローン性に培養される（Ｚｕｂ
ｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３４（１９８５），３６６２－３６６８
、Ｔｒａｇｇｉａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１０（２００４），８７１－８７
５）。抗体分泌記憶Ｂ細胞の転換および不死化の有効性を改善するために、細菌性非メチ
ル化ＣｐＧ－ジヌクレオチドの活性を模倣するＣｐＧ２００６（Ｈａｒｔｍａｎｎ　ａｎ
ｄ　Ｋｒｉｅｇ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１６４（２）（２０００），９４４－９５３）を
使用することができる。
【０２５４】
　実験プロトコル：
　ＭＡＣＳ技術およびＣＤ２２ミクロビーズを使用して、ＰＢＬのバルクからＢ細胞の選
択を実施した（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ，Ｂｅｒｇｉｓｃｈ　Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）。ＰＢＬを、ＭＡＣＳ抗ヒトＣＤ２２、フィコエリトリン接合抗ヒトＩｇＤ、および
ＡＰＣ接合抗体抗ヒトＩｇＭ、ＩｇＡ、ＣＤ３、ＣＤ８、ＣＤ５６で標識化した（Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）。ＣＤ２２陽性細
胞を、ＬＳカラムおよびＭｉｄｉ　ＭＡＣＳデバイス（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を使用して、
単離し、次いで、ＭｏＦｌｏセルソーターを使用して、フィコエリトリンおよびＡＰＣ陰
性細胞を選択した（Ｄａｋｏ，Ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，ＵＳＡ）。ＣＤ２２陽性、Ｉ
ｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、およびＩｇＥ陰性Ｂ細胞を、その後、Ｂ細胞培地（１０％ウシ胎
仔血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，Ｐｅｒｂｉｏ，Ｌａｕｓａｎｎｅ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）
が補完されるＲＰＭＩ１６４０）中の２．５ｍｇ／ｌの濃度で、Ｂ９５－８細胞およびＣ
ｐＧ２００６（Ｓｉｇｍａ，Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）から得られる浮遊物
を含有するエプスタイン・バー・ウイルスと共にインキュベートした。任意ドナーから調
製された３０．０００個の照射されたヒトＰＢＬ上のＢ細胞培地中のＣｏｓｔａｒ丸底型
９６ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ，Ｖｉｔａｒｉｓ，Ｂａａｒ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａ
ｎｄ）において、ウェルあたり５～５０個の細胞を播種した。記憶Ｂ細胞培養を、加湿し
た細胞培養インキュベーターにおいて、３７℃、５％ＣＯ２で２～４週間維持した後、培
養の馴化培地をＥＬＩＳＡおよび組織アレイにおいて検査した。
【０２５５】
　抗体スクリーニング
　馴化培地における抗体を、アルツハイマー病が挙げられるが、これに限定されない、病
理学的に確認された診断を有するヒト患者から得られた組織切片、またはヒト疾患のトラ
ンスジェニックマウスモデルの組織切片から得られた、または高齢の非ヒト霊長類を含む
ヒト疾患の動物モデルから得られた組織切片から、または凝集合成ペプチド調製のＥＬＩ
ＳＡにより、タンパク質凝集体、および異常かつ病理学的関連構造を含む、病理学的エピ
トープに結合するためにスクリーニングされる。本発明の意味において、異常かつ病理学
的構造としては、βアミロイド班、神経原線維変化、レヴィー小体におけるアルファシヌ
クレイン凝集体、およびジストロフィー性軸索に沈着されるタンパク質凝集体が挙げられ
るが、これらに限定されない。ヒト組織はまた、正常な細胞または超細胞組織構造を有す
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る抗体の交差反応性を除外するためにも使用される。選択された抗体は、クラスおよび軽
鎖サブクラスの決定のためにさらに分析される。記憶Ｂ細胞培養からの選択された病理学
関連抗体メッセージを、ＲＴ－ＰＣＲを使用して、転写し、クローン化し、および組み換
え生成のために発現ベクターに組み合わされる。
【０２５６】
　実験プロトコル：
　マイクロタイターに適合する組織マイクロアレイを使用する、馴化培地のＢ細胞のスク
リーニング
　アレイ生成
　パラフィン包埋したヒト検視アルツハイマー病脳組織を、直径１～２ｍｍ、長さ１０ｍ
ｍのロッドに切断した。４本のロッドをパラフィン内で垂直に埋め込み、９×９ｍｍのマ
イクロタイター型に適合する正方形を形成した。５μｍの組織スライスを、ミクロトーム
を用いて、本アセンブリから切断し、２枚のスライスをスライドガラスに、互いに隣接す
るように取り付け、９６ウェルマイクロタイター型に適合する２×４ロッドのアセンブリ
を得た。代替として、ＡＰＰトランスジェニックマウスからの組織を使用して、組織アレ
イを調製した。
【０２５７】
　Ｂ細胞スクリーニング
　記憶Ｂ細胞培養からの馴化培地を、マルチチャンネルピペットを使用して、組織アレイ
スライドに移し、室温で２時間インキュベートした。洗浄ステップ後、組織切片へのヒト
抗体の結合を、ヒトＩｇＧへのＣｙ３共役した第２抗体を使用して、分析した（Ｊａｃｋ
ｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｕｒｏｐｅ　Ｌｔｄ．，Ｓｕｆｆｏｌｋ，Ｕ
Ｋ）。蛍光分析を逆蛍光顕微鏡で実施した（Ｌｅｉｃａ，Ｈｅｅｒｂｒｕｇｇ，Ｓｗｉｔ
ｚｅｒｌａｎｄ）。
【０２５８】
　ＥＬＩＳＡ
　９６ウェルの半エリアマイクロプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）を、４℃で一晩、コーティ
ング緩衝剤（１５ｍＭ　Ｎａ２ＣＯ３、３５ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、ｐＨ９．４２）中で１
μｇ／ｍｌの標準濃度で、合成アミロイドβ－ペプチドを用いて被覆した。プレートを洗
浄し、非特異結合部位を、室温で１時間、２％ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ，Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉ
ｔｚｅｒｌａｎｄ）を含有する、ＰＢＳで遮断した。Ｂ細胞の馴化培地を、記憶Ｂ細胞培
養プレートからＥＬＩＳＡプレートに移し、室温で２時間インキュベートした。ヒト抗体
の結合を、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）共役ロバ抗ヒトＩｇＧポリクローナル
抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｅｕｒｏｐｅ　Ｌｔｄ．，Ｃａ
ｍｂｒｉｄｇｅｓｈｉｒｅ，ＵＫ）を使用して決定した後、標準比色分析において、ＨＲ
Ｐ活性の測定をした。
【０２５９】
　関心対象となる特異性を表示する抗体の分子クローニング
　選択された記憶Ｂ細胞培養の生体Ｂ細胞を、セルソーターを使用して採取する。ｍＲＮ
Ａを調製し、３´プライマーとしてのすべてのヒトＪ－Ｈセグメントに対して特異的なプ
ライマーと組み合わせて、５´プライマーとしてすべてのヒト可変重鎖および軽鎖枠組み
１（ＦＲ１）ファミリーに対するＩｇ枠組み特異的プライマーを使用して、免疫グロブリ
ン重鎖および軽鎖配列を得る（Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２（
１９９１）．，５８１－５９７）。代替として、記憶Ｂ細胞培養からの単一選別された細
胞の単一細胞ＲＴ－ＰＣＲを、Ｉｇ重鎖および軽鎖配列の起源として使用することができ
る（Ｂａｂｃｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
９３（１９９６），７８４３－７８４８、Ｂｒｅｚｉｎｓｃｈｅｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５（１９９５），１９０－２０２、Ｃｏｒｏｎｅｌｌａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２８（２０００）、Ｏｗｅｎｓ
，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７１（２００３），２７２５－２７３３）。単
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一細胞選別は、Ｂ細胞培養において、最初に産生される抗体クローンの免疫グロブリン重
鎖および軽鎖の正しい対合を保存する。
【０２６０】
　所望の特異性を持つ抗体クローンの同定は、完全抗体の組み換え発現後、マイクロタイ
ター上で適合する組織マイクロアレイおよびＥＬＩＳＡにおける再スクリーニングにより
実施される。完全ＩｇＧ１抗体の組み換え発現は、適切な定常ドメインをコードする配列
を有する、５主要末端および３´末端で、シグナルペプチドをコードする配列を有する、
可変領域配列を相補する発現ベクターに、「正確なリーディングフレーム内」の可変重鎖
および軽鎖配列を挿入した後、達成される。その目的のため、プライマーは、抗体発現ベ
クターへの可変重鎖および軽鎖配列のクローニングを促進するように設計された制限部位
を含有した。重鎖免疫グロブリンは、シグナルペプチドおよびヒト免疫グロブリンの定常
ドメインを持つ重鎖発現ベクターに、フレーム内の免疫グロブリン重鎖ＲＴ－ＰＣＲ生成
物を挿入することにより発現される。カッパ軽鎖免疫グロブリンは、シグナルペプチドお
よびヒトカッパ軽鎖免疫グロブリンの定常ドメイン１を提供する軽鎖発現ベクターに、フ
レーム内のカッパ軽鎖ＲＴ－ＰＣＲ生成物を挿入することにより発現される。代替として
、ラムダ軽鎖免疫グロブリンは、シグナルペプチドおよびヒトラムダ軽鎖免疫グロブリン
の定常ドメイン１を提供するラムダ軽鎖発現ベクターに、フレーム内のラムダ軽鎖ＲＴ－
ＰＣＲ生成物を挿入することにより発現される。
【０２６１】
　Ｉｇ重鎖発現ベクターおよびカッパもしくはラムダＩｇ軽鎖発現ベクターのＨＥＫ２９
３細胞（または任意の他の適切な受容細胞株）への同時トランスフェクション後、機能す
る組み換えモノクローナル抗体を得た。組み換えヒトモノクローナル抗体は、次いで、標
準タンパク質Ａカラム精製を使用して、馴化培地から精製される。組み換えヒトモノクロ
ーナル抗体を、一時的にトランスフェクトした細胞か、安定的にトランスフェクトした細
胞のいずれかを使用して、無制限の量で、産生することができる。組み換えヒトモノクロ
ーナル抗体を産生する細胞株は、Ｉｇ発現ベクターを直接使用するか、または異なる発現
ベクターにＩｇ可変領域の再クローニングをするかのいずれかにより、構築することがで
きる。Ｆ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ）２、およびｓｃＦｖ等の誘導体を、これらのＩｇ可変領域
から生成することもできる。
【０２６２】
　実験プロトコル：
　バルクＢ細胞のＲＴ－ＰＣＲ
　選択された記憶Ｂ細胞培養の前方および横への光散乱特性により同定される、生体細胞
を、ＭｏＦｌｏセルソーターを使用して、２０μｌのＲＮＡｌａｔｅｒ（Ａｍｂｉｏｎ，
Ｈｕｎｔｉｎｇｄｏｎ，ＵＫ）で満たされた０．２ｍｌのＰＣＲ管中に直接、１００～２
０００個の細胞のアリコートに選別した。ｍＲＮＡを、ｍＲＮＡ－Ｄｉｒｅｃｔ　Ｍｉｃ
ｒｏキット（Ｄｙｎａｌ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ
）を使用して、調製した。ｃＤＮＡは、“ＲＴ　ｆｏｒ　ＰＣＲ”キット（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ　ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使用
して、調製され、Ａｄｖａｎｔａｇｅ２　ＰＣＲキット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を使用し、
３´プライマーとしての、ヒトＩｇ重鎖、またはＩｇカッパもしくはＩｇラムダ軽鎖の定
常ドメインに対して特異的なプライマーと組み合わせて、５´プライマーとしてすべての
ヒト可変重鎖および軽鎖フレームワーク１（ＦＲ１）ファミリーに対して特異的なプライ
マーを使用して、免疫グロブリン（Ｉｇ）重鎖および軽鎖可変配列のＰＣＲを実施する。
プライマーは、Ｍｉｃｒｏｓｙｎｔｈ（Ｂａｌｇａｃｈ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）から
購入した。
【０２６３】
　すべての発現ベクターに使用されるシグナルペプチドは、Ｖ－Ｂａｓｅで記載されるよ
うに、ヒト免疫グロブリンカッパ軽鎖ファミリー１　Ｌ５配列（ＭＤＭＲＶＰＡＱＬＬＧ
ＬＬＬＬＷＦＰＧＳＲＣ、配列番号２）から得、ＰＣＲ増幅された可変領域



(77) JP 2010-514454 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

（ＡＴＧＧＡＣＡＴＧＣＧＧＧＴＧＣＣＣＧＣＣＣＡＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＣＴＧＣＴＧ
ＣＴＧＣＴＧＴＧＧＴＴＣＣＣＣＧＧＣＴＣＴＡＧＡＴＧＣ, 配列番号１）
のクローニングを促進するために、制限部位Ｘｂａ１に提供するために設計された。Ｘｂ
ａ１は、サイレント突然変異生成により導入された。可変重鎖領域のクローニングのため
に使用される３´制限部位として、制限部位Ｓａｌ１をベクターにより提供されるＩｇＧ
１のＣ１に導入した。同様に、制限部位ＢｓｉＷ１をカッパ軽鎖のＣ１に導入し、Ｘｈｏ
１をラムダ軽鎖のＣ１に導入した。ＰＣＲ生成物の制限消化およびレシピエントベクター
（ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ　ｖｅｃｔｏｒ）へのライゲーションを、標準手順に従って、実施
した。プラスミドＤＮＡは、標準キット（Ｑｕｉａｇｅｎ，Ｈｏｍｂｒｅｃｈｔｉｋｏｎ
，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使用して、調製された。レシピエントベクターは、哺乳類
細胞において、抗体遺伝子の発現のためのＣＭＶプロモーターを含有した。
【０２６４】
　単一細胞ＲＴ－ＰＣＲ
　培養されたＢ細胞からのＩｇ重鎖および軽鎖可変領域の単一細胞ＲＴ－ＰＣＲのために
、Ｏｗｅｎｓらによって記載される方法の改変形態を使用した（Ｏｗｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ
．，２００３）。単一細胞を、ＭｏＦｌｏセルソーターを使用して、０．２ｍｌのＰＣＲ
管のアレイのそれぞれの管に直接沈着させた。それぞれの管を、スーパースクリプトＩＩ
逆転写酵素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）用の１０μｌのＲＴ緩衝剤を含有するように調製し
た。ＰＣＲ管を、ドライアイス上で衝撃冷却し、ＲＴ－ＰＣＲ前に直ちに凍結した。ｃＤ
ＮＡは、ランダムヘキサマー（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）およびスーパースクリプトＩＩ逆転写
酵素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、調製した。Ｉｇ可変領域ファミリーの間で保
存されるすべてのシグナルペプチドで抗原刺激を受けた１組のプライマーを、５´プライ
マーとして、使用して、免疫グロブリン重鎖および軽鎖可変領域の第１ラウンドＰＣＲを
実施した。３´位では、ＩｇＣ１重鎖またはＩｇカッパもしくはＩｇラムダ軽鎖の定常領
域に対して特異的な単一プライマーを使用した。バルクＢ細胞ＲＴ－ＰＣＲのために記載
される、プライマーを使用して、第２ラウンドのＰＣＲを、第１ラウンドＰＣＲ中に得ら
れたＰＣＲ生成物に対して実施した。このように、レシピエントベクターへのクローニン
グを実施した。
【０２６５】
　代替的細胞クローニング
　クローニングを、標準限定された希釈法を使用して、またはセルソーター（ＭｏＦｌｏ
，Ｄａｋｏ，Ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ，ＵＳＡ）を使用して、９６ウェル培養プレート
に単一細胞を沈着することにより、実施した。限定希釈のために、記憶Ｂ細胞培養の細胞
を採取し、培地中に再懸濁された３０μｍのナイロンメッシュ（Ｆａｌｃｏｎ，Ｂｅｃｔ
ｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を通過させ、ウェル
あたり０．３細胞の濃度で、９６ウェルプレートもしくは３８４ウェルプレートに播種し
た。
【０２６６】
　セルソーターを用いて播種するために、当該機器を、Ｂ細胞培地が補完される９６ウェ
ルプレートに直接、ウェルあたり１つの単一細胞（単一１モード）を沈着させるように設
定された。培養培地は、活性化したＴ細胞により馴化された培地で補完された。代替とし
て、３０．０００照射支持細胞を培地に加えた。
【０２６７】
　免疫グロブリン可変領域配列の配列分析
　クローン免疫グロブリン可変領域配列の配列決定を、発現ベクターにおいて、５´の挿
入Ｉｇ可変領域配列に存在するＣＭＶプロモーターに対して特異的なプライマーを使用し
て、実施した。代替として、Ｉｇ重鎖および軽鎖の定常ドメインで抗原刺激を受けたプラ
イマーを使用した。得られた配列を、ベクターＮＴＩソフトウェア（Ｉｎｆｏｒｍａｘ－
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用して、分析および整列した。リーダーペプチドおよび定常
ドメインを有するフレーム内に完全免疫グロブリン可変領域をコードする配列を含有する
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プラスミドを発現のために使用した。
【０２６８】
　機能する組み換えモノクローナル抗体の発現
　抗体は、当技術分野において既知の技術を使用して、組み換え発現による十分な量で産
生することができる（Ｔｒｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ．６（１９９５），５５３－６０１）。最大１ｍｇまでの組み換えヒトモノクロー
ナル抗体を、２９３ＨＥＫ細胞の過渡的トランスフェクション後、産生した。最大１００
ｍｇまでの組み換えヒトモノクローナル抗体を、組み換えレンチウイルスベクターを使用
して、２９３ＨＥＫ細胞またはマウスＮＳＯ細胞の安定な形質導入後、産生した。
【０２６９】
　過渡的トランスフェクションによるヒト組み換え抗体の小規模産生
　Ｉｇ重鎖ベクターおよびＩｇ軽鎖ベクターを、標準リン酸カルシウム共沈法を使用して
、ＨＥＫ２９３細胞に同時遺伝子導入した。組み換え抗体を、タンパク質Ａカラム精製（
ＧＥ－Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｏｔｅｌｆｉｎｇｅｎ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使用
して、トランスフェクトＨＥＫ２９３細胞により馴化された培地から精製した。
【０２７０】
　安定な形質導入によるヒト組み換え抗体の大規模産生
　ここで、レンチウイルスベースのトランスフェクション系を利用して、ヒト組み換え抗
体を産生する安定に形質導入された細胞株を生成した（Ｚｕｆｆｅｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２（１９９８），９８７３－９８８０）。ＨＥＫ２９３細胞を、組
み換え抗体のＩｇ重鎖の発現カセットを持つものと、もう１つはＩｇ軽鎖のカセットを持
つものとの、２つのはっきり異なるレンチベクターを用いて同時形質導入した。形質導入
のこの方法は、ＣＨＯおよびＮＳＯ細胞等の広範囲の哺乳類細胞株に使用することができ
る。
【０２７１】
　ヒト疾患のトランスジェニックマウスモデルにおける検証
　トランスジェニックマウスを、Ｃ５７Ｂｌ／６およびＤＢＡ２のハイブリッドバックグ
ラウンドにおいて前に記載されるように、生成した（Ｋｎｏｂｌｏｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．Ａｇｉｎｇ　Ｊｕｌｙ　２８（２００６））。試験群を、一度、Ｃ
５７Ｂｌ／６に戻し交配した。マウスは、１２時間：１２時間の明／暗サイクルで反転す
る標準居住条件下で飼育され、餌および水を自由に摂取させた。処置群は、年歳（第１の
試験で２４月齢、第２の試験で２６月齢）および性別に対してバランスを保った。マウス
は、動物あたり８回の注射を行う２ヶ月の期間にわたって週１回の腹腔内注射による抗体
（３ｍｇ／ｋｇ体重）で処置される。
【０２７２】
　Ｙ字型の迷路における行動の測定
　アーム寸法４０×２０×１０ｃｍを有するＹ字型のプラスチック製の迷路を使用して、
交替行動の自然発生率を評価した。５分間のセッション中、一連のアーム侵入を記録し、
交替行動は、重複する三重項セットにおける、３つのアームへの連続侵入として定義され
た。交替行動率は、実際の交替行動数と起こり得る交替行動数との比率により算出した。
抗体処置から２ヶ月後、マウスをＹ字型の迷路で再度試験した。実験者は、常に、全実験
中、処置および遺伝子型の両方に対してブラインド試験で行う。
【０２７３】
　脳における血液脳関門の浸透および異常構造への結合
　選択された抗体またはそのフラグメントが、血液脳関門に浸透し、脳において、それら
の異常に凝集された、または立体構造的に変化したタンパク質標的に結合することができ
るか否かを評価するために、有効量の抗体を、脳において、凝集された、または立体構造
的に変化したタンパク質標的の非生理学的な蓄積により特徴付けられる、トランスジェニ
ック動物に、全身的、腹腔内、静脈内、筋肉内、皮下、または鼻腔内投与する。脳におけ
る病理学的特定構造への抗体の結合は、その後、標識化抗ヒトＩｇ第２の抗体で免疫染色
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した後、標準免疫組織化学的検出により評価される。
【０２７４】
　実験プロトコル：
　アルツハイマー病のＰＳ－１／ＡＰＰｓｗｅトランスジェニックモデルマウスは、１日
目と３日目に、１５０μｇのＮＩ－１０１．１１を２回末梢注射した。マウスを２回目の
注射をしてから２４時間後に殺処分し、ＰＢＳで還流した。脳を冷凍し、組織スライスを
、クライオトームを使用して、冷凍した組織から調製した。クリオスタット切片上のヒト
抗体の存在を、Ｃｙ３標識化抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｅｕｒｏｐｅ，Ｓｕｆｆｏｌｋ，ＵＫ）で染色することにより分析した。アミ
ロイド班の局在を、マウスアミロイドβ－特異対照抗体６Ｅ１０（Ｃｏｖａｎｃｅから市
販、カタログ番号ＳＩＧ－３９３２０）、次いで、ＦＩＴＣ標識化抗マウスＩｇＧ抗体で
クリオスタット切片を同時染色することにより、実施した。代替として、Ｃｙ３標識化抗
ヒトＩｇＧ抗体で染色したものを単独で使用した。蛍光分析を逆蛍光顕微鏡において実施
した（Ｌｅｉｃａ）。
【０２７５】
　脳病理学の低減
　脳において、凝集された、または立体構造的に変化したタンパク質標的のレベルにおけ
る抗体処置の効果を、抗体の全身的治療または標的脳送達（頭蓋内、くも膜下腔内、また
は脳室内）、ならびに脳において、凝集された、または立体構造的に変化したタンパク質
標的の特徴のある非生理学的な蓄積を有するトランスジェニック動物への非関連抗体対照
により評価する。処置効果は、変化した、もしくは凝集されたタンパク質標的の免疫染色
または組織化学的染色、ならびに異なる脳エリアにおける、このような凝集により覆われ
たエリア、凝集の大きさ、凝集数、およびタンパク質標的の濃度の生化学的定量を測定す
ることにより、評価される。
【０２７６】
　抗体処置関連の副作用の非存在
　抗体処置の起こり得る標的関連の有害効果を、抗体の全身的投与または標的脳送達（頭
蓋内、くも膜下腔内、または脳室内）、ならびに脳において、凝集された、または立体構
造的に変化したタンパク質標的の特徴のある非生理学的な蓄積を有するトランスジェニッ
ク動物への非関連抗体対照により評価する。起こり得る副作用は、免疫染色または組織化
学的染色（例えば、微小出血、ヘマトキシリン－エオシン、活性化した白血球に対するプ
ルシアンブルー）および生化学的定量（例えば、ＥＬＩＳＡによるサイトカインレベル）
により評価される。
【０２７７】
　生体細胞の免疫蛍光染色
　ＨＥＫ２９３細胞を、黄色蛍光タンパク質変異体シトリンに、細胞内Ｃ末端で融合され
たヒト野生型ＡＰＰを発現するベクターで、一時的にトランスフェクした。細胞をトラン
スフェクションしてから２４時間後、４℃で３０分間、ヒト組み換え抗体または対照抗体
と共にインキュベートした。洗浄ステップ後、細胞を固定し、表面結合抗体を、ヒトまた
はマウスＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）へのＣｙ－３標識化
２次抗体を使用して、検出した。蛍光分析を共焦点顕微鏡において実施した（Ｌｅｉｃａ
）。
【０２７８】
　アミロイドβ原線維の調製
　アミロイドβペプチドを、Ｂａｃｈｅｍ（Ｂｕｂｅｎｄｏｒｆ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎ
ｄ）から購入した。凍結乾燥ペプチドを、アッセイにおいて、単量体アミロイドβとして
使用する直前に、ＴＦＡ中で再構成し、ＰＢＳ中で再懸濁した。アミロイドβ原線維を、
３７℃で２４時間ＰＢＳ中で、１００μｇ／ｍｌの濃度で、単量体アミロイドβ１－４２
ペプチドをインキュベートすることにより調製した。単量体アミロイドβペプチドおよび
線維調製物はまた、ＥＬＩＳＡプレートを被覆するための基質としても使用された。
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【０２７９】
　ウエスタンブロット法
　単量体アミロイドβペプチドをローディングダイと混合し、熱変性させ、レーンごとに
０．２μｇを装填し、勾配ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分離した。ブロットを、２時間、１次抗
体と共にインキュベートした。１次ヒトモノクローナル抗体またはマウス対照抗体６Ｅ１
０の結合を、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）で共役された２次抗ヒトまたは抗マ
ウス抗体を使用して、示した。ブロットは、ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｆｅｍ
ｔｏ　Ｍａｘｉｍｕｍ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｐｉｅｒｃｅ，
Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗｏｈｌｅｎ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使用
して、発達させた。
【０２８０】
　組織アミロイド班結合の競合
　組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体を、アミロイドβペプチド調製物と共に、２時間
、インキュベートした。抗体／アミロイドβ調製物をその後、神経病理学的に確認された
アルツハイマー病に罹患する患者から取得した脳切片の免疫組織化学染色のために使用し
た。５μｍの低温切開片を調製し、室温で１時間、ＰＢＳ中で４％ＢＳＡ、５％ヤギ血清
、および５％ウマ血清で遮断し、室温で１時間、ＮＩ－１０１．１１／アミロイドβ調製
物で染色した。洗浄ステップ後、組織切片へのヒト抗体の結合を、ヒトＩｇＧへのＣｙ３
共役した第２抗体を使用して、分析した（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃ
ｈ　Ｅｕｒｏｐｅ　Ｌｔｄ）。蛍光分析を逆蛍光顕微鏡において実施した（Ｌｅｉｃａ，
Ｈｅｅｒｂｒｕｇｇ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）。
【０２８１】
　（実施例１）
　ヒト脳疾患に蔓延している異常構造に対するヒト抗体の検出
　表現型上は健康な対象からの抗体、またはアルツハイマー病に罹患する臨床的に異常に
安定した患者を、病理学的に確認されたアルツハイマー病に罹患する患者から取得した脳
切片上で免疫組織化学により試験した。図１Ａは、ヒトベータアミロイドに対して公知の
抗体（抗体４Ｇ８、図１Ｂ）で共染色することにより確認されるように、ベータアミロイ
ド斑に結合する、臨床的に異常に安定した患者における抗体の存在を示す。アルツハイマ
ー病に罹患する患者から得られた組織切片における、健康なヒト対象における神経原線維
変化への抗体の存在を図２Ａに示す。本結果は、ヒトタウ（ＨＴ７）に対する公知の抗体
で共染色することにより確認された。図３Ａは、健康なヒト対象における、アルツハイマ
ー病に罹患する患者から得られた組織切片における、ジストロフィー性軸索に対する抗体
の存在を表す。ヒトタウ（ＨＴ７）に対する公知の抗体を有する対照染色を図３Ｂに示す
。これらの結果は、病理組織学的に確認された診断を有するヒト組織サンプルにおいて、
同定可能な病理学的構造に対する、表現型上では健康な、または臨床的に異常に安定した
患者の抗体における存在を実証する。
【０２８２】
　（実施例２）
　組み換えヒト抗体は、生体内の異常構造への特異性を維持し、生理学的前駆体またはそ
の非病原性誘導体ではなく、脳アミロイド班における疾病関連ベータアミロイドタンパク
質の立体構造エピトープを認識する
　抗体ＮＩ－１０１．１１、ＮＩ－１０１．１２、ＮＩ－１０１．１３Ａ、およびＮＩ－
１０１．１３Ｂを、認識衰退率が著しく低下した、臨床的に異常に安定したアルツハイマ
ー病患者から得た。補正方法に指定されるように、抗体単離および組み換え生成を実施し
た。
【０２８３】
　ＮＩ－１０１．１１
　組み換えＮＩ－１０１．１１を脳ベータアミロイド班への結合について試験した（図４
）。神経病理学的に確認されたアルツハイマー病に罹患する患者から得た脳切片を、指示
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された濃度で染色した。５０ｐＭの濃度でベータアミロイド班に結合する抗体は、高親和
性結合を示唆する。０．５ｎＭの濃度による抗体ＮＩ－１０１．１１のベータアミロイド
班との結合は、最大１μＭまでの濃度で１位～１６位を示す、線状合成Ｎ末端アミロイド
βから派生されたポリペプチドの超過量の追加によって競合することができない（図５）
。さらに、８ｎＭの濃度による脳切片上でのＮＩ－１０１．１１のベータアミロイド班と
の結合は、アミロイドβ１－４２原線維（４μＭ）の超過量により競合し、４μＭの濃度
の線状合成アミロイドβ１－４２モノマーでは競合しなかった。これは、ＮＩ－１０１．
１１が、単量体のアミロイドβには存在しない立体構造エピトープを認識することを示唆
する（図６）。
【０２８４】
 
　ヒト組み換えＮＩ－１０１．１１抗体の線状単量体合成アミロイドβへの結合をさらに
評価するために、単量体アミロイドβの調製物を非変性ＰＡＧＥによって分離した。ブロ
ットされたタンパク質を、Ｎ末端線状アミロイドβ配列（６Ｅ１０）に対して、ヒト組み
換えＮＩ－１０１．１１抗体および対照抗体で精査した。６Ｅ１０は、単量体アミロイド
βペプチドの顕著な染色をもたらしたが、ヒトＮＩ－１０１．１１に対する結合は検出さ
れず、ＮＩ－１０１．１１は、線状単量体アミロイドβペプチドに結合しないが、立体構
造アミロイドβエピトープを認識することを示唆した。（図７）
　組み換えＮＩ－１０１．１１の、合成アミロイドβ１－４２ペプチドおよび単量体アミ
ロイドβから調製された人工アミロイド原線維への結合は、ＥＬＩＳＡによって判定され
た（図８）。等しい被覆密度でＥＬＩＳＡプレートに被覆された合成アミロイドβ原線維
または単量体合成アミロイドβを、指示された濃度でＮＩ－１０１．１１と共にインキュ
ベートした。人工アミロイド線維（白抜き四角）への結合は、単量体アミロイドβ（塗り
つぶし四角）と比較して、１００倍以上高い。アミロイドβのＣ末端に対する対照抗体２
２Ｃ４は、単量体アミロイドβ（塗りつぶし丸）に選択的に結合し、あまり線維（白抜き
丸）に選択的に結合しない。これは、ＮＩ－１０１－１０が合成アミロイドβペプチドか
ら調製された人工アミロイド線維にも存在する立体構造エピトープを認識することを示唆
する。
【０２８５】
　細胞全長ＡＰＰに対する、またはその生理学的誘導体のいずれかとの、組み換えヒトＮ
Ｉ－１０１．１１抗体の交差反応性を細胞結合アッセイにより決定した（図９）。
【０２８６】
　マーカーとしてシトリンに融合されるヒトＡＰＰを安定的に発現する生きているＨＥＫ
２９３細胞を、４℃で３０分間インキュベートし、組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体
またはＮ末端線状アミロイドβ配列に対する対照抗体６Ｅ１０で、内因性を回避する。シ
トリン陽性シグナルは、ＡＰＰ発現細胞を表す。融合構築体を発現するすべての細胞にお
ける細胞表面ＡＰＰに結合する対照抗体（６Ｅ１０）と対照的に、全長ＡＰＰへの組み換
えヒトＮＩ－１０１．１１抗体の結合は検出されない。これらのデータは、生理学的な細
胞ＡＰＰへのＮＩ－１０１．１１の交差反応性の非存在を実証する。
【０２８７】
　単量体アミロイドβへのＮＩ－１０１．１１の結合の欠失は、サイズ排除クロマトグラ
フィーによりさらに実証された。ＮＩ－１０１．１１または非関連対照抗体の結合は、単
量体ＦＩＴＣ標識化アミロイドβ１－４２に対して観察されなかった（図１０Ａ、１０Ｂ
）。対照的に、抗体２２Ｃ４は、ＦＩＴＣ－アミロイドβ１－４２モノマーで共溶出され
るアミロイドβのＣ末端に存在する線状エピトープに対して向けられた（図１０Ｃ）。
【０２８８】
　競合ＥＬＩＳＡにおいて、６Ｅ１０の結合、すなわち、アミロイドβのＮ末端で線状エ
ピトープに対して向けられる抗体は、超過濃度の単量体アミロイドβ１－１６、アミロイ
ドβ１－２８、およびアミロイドβ１－４０ペプチドと共にインキュベートする前に完全
に遮断することができた。対照的に、超過濃度の線状アミロイドβペプチドと共にインキ
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ュベートする前にＮＩ－１０１．１１結合を破壊せず、ＮＩ－１０１．１１が立体構造エ
ピトープを必要とすることを示唆する（図１１）。
【０２８９】
　ＮＩ－１０１．１３Ａおよび１３Ｂ
　組み換えヒト抗体ＮＩ－１０１．１３Ａおよび１３Ｂはを、アルツハイマー病のＡＰＰ
トランスジェニックマウスモデル（Ｔｇ２５７６）から取得した脳切片への結合について
試験した。ＮＩ－１０１．１３ＡおよびＮＩ－１０１．１３Ｂは、１０ｎＭの濃度で、ベ
ータアミロイド班の顕著な染色を生成した（図１２）。合成アミロイドβ１－４２ペプチ
ドおよび単量体アミロイドβから調製された人工アミロイド線維への組み換えＮＩ－１０
１．１３ＡおよびＮＩ－１０１．１３Ｂへの結合は、ＥＬＩＳＡによって判定された。等
しい被覆密度でＥＬＩＳＡプレートに被覆された合成アミロイドβ原線維または単量体合
成アミロイドβを、指示された濃度でＮＩ－１０１．１３ＡおよびＮＩ－１０１．１３Ｂ
と共にインキュベートした。単量体アミロイドβと比較して、人工アミロイド線維への優
先的な結合が試験した両方の抗体に対して観察された。（図１３）
　ＮＩ－１０１．１２
　合成アミロイドβ１－４２ペプチドへの組み換えＮＩ－１０１．１２の結合は、ＥＬＩ
ＳＡにより確認された（図１４Ａ）。１３３ｎＭの濃度で、ＮＩ－１０１．１２結合は超
過のアミロイドβ１－４２ペプチドにより競合された（図１４Ｂ）。
【０２９０】
 
　（実施例３）
　脳ベータアミロイドに対する組み換えヒト抗体は、アルツハイマー病のトランスジェニ
ックマウスモデルにおいて、血液脳関門を横断し、生体内で脳ベータアミロイド班に結合
する
　生体内において組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体が、血液脳関門を横断し、脳ベー
タアミロイド班に結合するか否かを測定するために、トランスジェニックＰＳ－１／ＡＰ
Ｐｓｗｅアルツハイマー病モデルマウスは、１日目と３日目に１５０μｇのＮＩ－１０１
．１１を２回末梢注射で受けた。マウスを２回目の注射をしてから２４時間後に殺処分し
、ＰＢＳで還流した。脳を摘出し、脳切片をヒトＩｇＧに対するＦＩＴＣ標識化抗体また
はマウスモノクローナル抗体アミロイドβ抗体６Ｅ１０、次いで、マウスＩｇＧに対する
ＦＩＴＣ標識化抗体で染色し、脳ベータアミロイド班の存在を確認した。抗ヒトＩｇＧを
有するアミロイド班の強い染色は、組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体がトランスジェ
ニックマウスの血液脳関門を横断し、生きている動物において、脳ベータアミロイド班に
結合することを示した（図１５）。
【０２９１】
　（実施例４）
　ベータアミロイドに対する組み換えヒト抗体は、微小出血の頻度を増加することなく、
アルツハイマー病のトランスジェニックマウスモデルにおいて、異常な認知挙動を改善し
、ベータアミロイド班負荷、星膠症（Ａｓｔｒｏｇｌｉｏｓｉｓ）および小膠細胞症を低
減する。
【０２９２】
　２４月齢のアークアミロイドβマウスおよび年齢を一致させた野生型同腹子を、毎週、
３ｍｇ／ｋｇの組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体、またはイソタイプを一致させたヒ
ト対照抗体を腹腔内で２ヶ月間処置した。トランスジェニックマウスにおいての、異常挙
動における治療効果を評価するために、自発的交替行動の測定（Ｙ－ｍａｚｅ　ｂｅｈａ
ｖｉｏｒａｌ　ｔｅｓｔｉｎｇ）を処理の完了前後に行った。アーム寸法４０×２０×１
０ｃｍを有するＹ字型のプラスチック製の迷路を使用して、交替行動の自然発生率を評価
した。５分間のセッション中、一連のアーム侵入を記録し、交替行動は、重複する三重項
セットにおける、３つのアームへの連続侵入として定義された。交替行動率は、実際の交
替行動数と起こり得る交替行動数との比率（アーム侵入の総数－２と定義）に１００％を
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乗じることにより算出した。未処置のアークアミロイドβマウスおよび野生型同腹子の対
照のＹ字型の行動を不対ｔ－検定を使用して比較した。すべての４群において、処置した
後の改善を比較するために非母数のクラスカルワリス検定を使用した。非母数のマンホイ
ットニーＵ検定を、異なる群のペアワイズ比較のために選んだ。交替行動率０のマウス（
すなわち、置かれたアームを離れなかったマウス）を分析から除外した。
【０２９３】
　前述の試験において観察されたように、未処置の２４月齢アークアミロイドβマウスは
、野生型同腹子と比較した場合、著しく機能が損なわれた（図１６Ａ、処置前、不対ｔ－
検定、ｐ＝０．０００７）。
【０２９４】
　ＮＩ－１０１．１１処置したアークアミロイドβマウスは、処置してから２ヵ月後、Ｎ
Ｉ－１０１．１１処置済みの野生型対照マウスと比較した場合、明らかに強化された交替
行動レベルを示した。改善の分析（すなわち、処置後の性能から処置前の性能を差し引く
）は、４つの群間で有意な差異を示した（図１６Ｂ、クラスカルワリス検定、ｐ＝０．０
３）。すべての群間のペアワイズ事後分析は、ＮＩ－１０１．１１処置したアークアミロ
イドβマウスが、野生型マウスよりも有意に認識能力を改善したことを示した（マンホイ
ットニーＵ、ｐ＝０．０５　ＮＩ－１０１．１１　ｔｇ対ＮＩ－１０１．１１　ｗｔ；ｐ
＝０．００８　ＮＩ－１０１．１１　ｔｇ対対照ｗｔ）。本群のマウスはまた、対照抗体
処置したトランスジェニック同腹子（マンホイットニーＵ、ｐ＝０．０８　ＮＩ－１０１
．１１　ｔｇ対対照ｔｇ）と比較して、性能の改善への強い傾向を示した。すべてのマウ
スは、再検定では、約１０％の行動の改善を示したが、これは、課題環境に慣れたためで
ある可能性が高い。
【０２９５】
　アミロイド負荷、星膠症、および小膠細胞症における、２ヶ月ＮＩ－１０１．１１処置
の慢性効果を定量的組織化学的および免疫組織化学的分析により分析した。その目的のた
め、マウスを、行動の測定の完了後、麻酔し、ＰＢＳで、経心的に還流した。１つの脳半
球を４％のパラホルムアルデヒドで固定し、パラフィンにおいて包埋した。５μｍの矢状
断面をＬｅｉｃａ　ＲＭ２１３５ミクロトームを用いて切断した（Ｂａｎｎｏｃｋｂｕｒ
ｎ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）。皮質および海馬において、ベータアミロイド班負荷を、標準プ
ロトコルに従って、チオフラビンＳおよびコンゴレッドで染色した脳切片上で定量化した
。免疫組織化学のために、スライスを、脱蝋し、室温で１時間、ＰＢＳ中で４％ＢＳＡ、
５％ヤギ血清、および５％ウマ血清で遮断した。抗体を以下の希釈液を使用して、４℃で
一晩インキュベートした。抗ＧＦＡＰ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａ
ｌｓ）１：５００、抗ＩＢＡ１（ＷＡＫＯ）１：５００。第２のフルオロフォア結合抗体
を、室温で２時間、インキュベートした。７５μｍの間隙を介して、マウス脳あたり２～
３の切片をそれぞれの染色に使用した。切片あたり２枚の画像を、皮質分析のために、１
０倍拡大で撮影した（頭頂部および前頭部）。全海馬エリア（ＲＯＩに切り取られた５倍
の）を、海馬分析のために撮影した。自動画像解析を、ソフトウェアＩｍａｇｅＪを用い
て行った。
【０２９６】
　６Ｅ１０および抗ヒトＩｇＧの免疫があるアークアミロイドβマウスからの脳切片の二
重染色は、ＮＩ－１０１．１１のアミロイドβへの沈着結合を示し（図１７、左パネル）
、ＮＩ－１０１．１１が、血液脳関門を交差し、脳ベータアミロイド班に結合することが
できることを示した。アミロイドβ沈着へのヒト抗体のこのような結合は、対照抗体で処
置したアークアミロイドβマウスにおいて見られなかった（図１７右パネル）。
【０２９７】
　３ｍｇ／ｋｇのＮＩ－１０１．１１での慢性処置は、チオフラビンＳおよびコンゴレッ
ド染色により示されるように、アミロイド班負荷の有意な減少をもたらした。この減少は
、対照抗体処置したアークアミロイドβマウスと比較して、皮質および海馬において、５
０％を超えるレベルに達した（図１８Ａ、Ｂ）。班エリア（図１８Ｃ）に加えて、有意な
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減少はまた、班数（図１８Ｄ）および平均班の大きさ（図１８Ｅ）にも観察された。
【０２９８】
　ＮＩ－１０１．１１での慢性処置がアークアミロイドβマウスにおいて神経炎症反応に
影響を及ぼすか否かを試験するために、反応性アストロサイトおよび小神経膠細胞を、免
疫組織学的染色後、定量化した。対照抗体処置した動物と比較して、ＮＩ－１０１．１１
で処置したアークアミロイドβマウスの皮質に、反応性アストロサイト数（抗ＧＦＡＰ染
色）の減少が観察された（図１９Ａ、マンホイットニーＵ；ｐ＝０．０４７）。海馬にお
いて、変化は検出されなかった。小神経膠細胞およびマクロファージのマーカーに対する
抗体（抗Ｉｂａ１）での染色はまた、炎症軽減への統計的傾向を示した（図１９Ｂ、マン
ホイットニーＵ；皮質および海馬の双方に対して、ｐ＝０．０７５）。星状細胞増加症お
よび小膠細胞症の減少は、ＮＩ－１０１．１１処置後に観察された、減少したベータアミ
ロイド負荷に一致する。
【０２９９】
　アミロイドβに対して向けられる、あるモノクローナル抗体を用いる受動免疫療法は、
脳における微小出血の増発と関連があり得る（Ｐｆｅｉｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ２９８（２００２），１３７９、Ｗｉｌｃｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎｅｕｒｏ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ１（２００４），２４）。ＮＩ－１０１．１１を用いた長期治
療法の効果を評価するために、長期ＮＩ－１０１．１１処置後、アークアミロイドβおよ
び野生型マウスからの脳切片上でＰｅｒｌのプルシアンブルー染色を行った。この染色は
、ヘモグロビンの分解産物であり、以前の微小出血示すマーカーである、ヘモジデリンの
存在を示す（図２０）。対照抗体で処置した高齢のアークアミロイドβマウスにおいて、
プルシアンブルー陽性プロファイルの頻度は、野生型同腹子と比較すると、有意に上昇し
た（マンホイットニーＵ、ｐ＝０．００１）。ＮＩ－１０１．１１での処置は、対照抗体
処置したアークアミロイドβマウスと比較すると、微小出血数の増加をもたらさず（マン
ホイットニーＵ、ｐ＝０．３４７）、受動アミロイドβ免疫療法で頻繁に観察される副作
用なしで、ＮＩ－１０１．１１処置の有益な治療効果を示した。
【０３００】
　（実施例５）
　脳ベータアミロイドに対する組み換えヒト抗体は、体外への合成アミロイドβ原線維の
形成を阻害する。
【０３０１】
　アミロイドβ原線維の形成における組み換えヒトＮＩ－１０１．１１抗体の効果を、蛍
光分析により凝集されたアミロイドβに結合するチオフラビンＳを測定することにより分
析した。単量体アミロイドβ溶液を、増加する濃度のＮＩ－１０１．１１の存在または不
在下で、３７℃で２４時間インキュベートした。体外での合成アミロイドβ原線維の形成
は、濃度に依存して、組み換えヒトＮＩ－１０１．１１により阻害された（図２１）。
【０３０２】
　（実施例６）
　ＢＶ－２小グリア派生細胞によるアミロイドβ原線維の生体外でのファゴサイトーシス
におけるＮＩ－１０１．１１の効果
 
　アミロイドβ原線維のＦｃガンマ受容体媒介ファゴサイトーシスにおけるＮＩ－１０１
．１１の効果をＢＶ－２小グリア派生細胞株内で研究した。ＢＶ－２細胞を、５％ＦＢＳ
、Ｐｅｎ／Ｓｔｅｐ、およびグルタミンが補完されるＤＭＥＭに維持した。細胞をトリプ
シン処理し、１２０´０００個のＢＶ－２細胞／ウェルを平底２４ウェルプレートにおい
て、播種した。１２時間後、培地を、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３）、１％ＢＳＡ
、１０μｇ／ｍｌのＰｅｎ／Ｓｔｅｐが補完される４００ｕｌのＤＭＥＭ／Ｆ１２／ウェ
ルで置き換えた。１００μｇ／ｍｌのフコイダン、すなわち、スカベンジャー受容体の阻
害剤を、実験の３０分前に加えた。５０μＭのＦＩＴＣ標識化アミロイドβ原線維を、指
示された濃度の抗体と共に、３７℃で３０分間プリインキュベートし、２回洗浄し、次い
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３０分後、ＢＶ－２細胞をＨＢＳＳで２回洗浄し、非関連の線維状アミロイドβを除去し
た。
【０３０３】
　細胞を２５０μｇ／ｍｌのトリプシン／ＥＤＴＡで、４℃で２０分間処理し、２回洗浄
し、４℃で５分間、５００ｘｇで遠心分離した。細胞をＦＡＣＳ－Ｆｉｘ（ＰＢＳ、２％
ＦＡ、２％のグルコース、５ｍＭのＮａＮ）中で、２０分間固定し、ＦＡＣＳ洗剤（ＰＢ
Ｓ、５μＭのＥＤＴＡ、０．２％のＢＳＡ）で２回洗浄した。１０´０００個の細胞の蛍
光（ＦＬ－１）を、ＦＡＣＳ分析（Ｗｅｂｓｔｅｒ　ＳＤ　ｅｔ　ａｌ，ＪＩ２００１に
基づく）により判定した。
【０３０４】
　ＦＩＴＣ標識化アミロイドβ１－４２線維のＦｃガンマ受容体依存性ファゴサイトーシ
スを、スカベンジャー受容体系で阻害した後、測定した。ヒトＮＩ－１０１．１１とアミ
ロイドβペプチド（６Ｅ１０）のＮ末端における線状エピトープに向けられる市販の抗体
の比較分析は、アミロイドβ原線維のファゴサイトーシスの用量依存性の誘導を実証した
。ＮＩ－１０１．１１により媒介された線維の摂取は、６Ｅ１０抗体に対して観察された
ものよりも最大３倍高い（図２２）。これらのデータは、ＮＩ－１０１．１１が、小グリ
ア細胞によるアミロイドβ原線維の強力な用量依存性のＦｃガンマ受容体媒介ファゴサイ
トーシスを誘発することを表す。
【０３０５】
　結論
　本発明に従って実施された上記の実験において示されるように、表現型の上では健康な
、無症候性ヒト対象、ならびに、認識機能障害もしくはアルツハイマー病の診断にもかか
わらず、異常に安定した臨床的疾病経過を有する患者において、驚くことには、保護およ
び治療効果のある抗体および抗体産生Ｂ細胞を検出することが可能であった。さらに具体
的には、ヒト抗体の新クラスを、検出および単離することができ、抗原から生理学的に機
能的な型を識別し、それによって、免疫療法において問題がある、従来の自己細胞原性の
副作用の危険性を最小化する。したがって、病理生理学的に関連のある構造において、抗
原の変異体を特異的に認識する抗体および等価結合分子が提供される。その構造に、その
抗体は、例えば、ＦｃＲ発現マクロファージもしくは小神経膠細胞のための病原体を可視
化することによって、その毒性を減退、またはその濃度を低減、またはその分解を促進す
る、ひいては、それを無害の状態にするために、結合することが予期される。実施例にお
いてさらに示されるように、このような抗体は、治療効果があり、脳微小出血の頻度を増
加することなく、異常病理学的タンパク質およびその凝集の有害効果の中断ならびに防止
の両方を可能にする。
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摘要(译)

本发明提供了新的特异性结合分子，特别是人抗体及其片段，衍生物和
变体，其识别源自天然内源蛋白但在变体形式和/或在患者体内普遍存在
的疾病相关蛋白质的新表位的正常生理环境。另外，描述了包含这种结
合分子，抗体及其模拟物的药物组合物和筛选新的结合分子的方法，其
可以是或可以不是抗体以及治疗神经病症如阿尔茨海默病的靶标。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/039186163/publication/JP2010514454A?q=JP2010514454A

