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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメインおよび免疫グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン
を含む抗体であって、HC可変ドメインとLC可変ドメインは、活性型立体配座のLFA-1と結
合する抗原結合部位を形成しており、活性型LFA-1と結合するための次の性質の1以上を有
することを特徴とする上記抗体：
(i) 重鎖可変ドメインが、
　(a) RYVMW (配列番号１)からなるアミノ酸配列を含むCDR1；
　(b) YIWPSGGNTYYADSVKG (配列番号２)からなるアミノ酸配列を含むCDR2；および
　(c) SYDFWSNAFDI (配列番号３)からなるアミノ酸配列を含むCDR3
を含み、かつ
　軽鎖可変ドメインが、
　(d) RASQSIGSYLN (配列番号７)からなるアミノ酸配列を含むCDR1；
　(e) AASSLQS (配列番号８)からなるアミノ酸配列を含むCDR2；および
　(f) QQSYSTPS (配列番号９)からなるアミノ酸配列を含むCDR3
を含むものである；あるいは
(ii) 重鎖可変ドメインが配列番号23で示されるアミノ酸配列を含み、かつ
　軽鎖可変ドメインが配列番号22で示されるアミノ酸配列を含むものである；あるいは
(iii) 重鎖可変ドメインが、配列番号42で示される核酸配列によってコードされるアミノ
酸配列を含み、かつ
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　軽鎖可変ドメインが、配列番号39で示される核酸配列によってコードされるアミノ酸配
列を含むものである；あるいは
(iv) 免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン配列が配列番号33で示されるアミノ酸配列(軽鎖)
を含み、かつ免疫グロブリン重鎖可変ドメイン配列が配列番号36で示されるアミノ酸配列
(重鎖)を含むもの、
からなる群より選択される配列を含む抗体であって、活性型立体配座のLFA-1と結合する
該抗体。
【請求項２】
　少なくとも(i)のCDR領域を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　重鎖および軽鎖可変ドメイン配列が、それぞれ、少なくとも配列番号23で示されるアミ
ノ酸配列および配列番号22で示されるアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　少なくとも抗体フレームワーク領域が、配列番号33で示されるアミノ酸配列(軽鎖)にお
ける１～２４位（FR1-L）、３６～５０位（FR2-L）、５８～８９位（FR-3L）および１０
４～１１５位（FR4-L）、ならびに配列番号36で示されるアミノ酸配列(重鎖)における１
～３０位（FR1-H）、３６～４９位（FR2-H）、６７～９８位（FR3-H）、および１１０～
１２０位（FR4-H）における抗体フレームワーク領域と同一である、請求項１記載の抗体
。
【請求項５】
　ヒトにおいて免疫原性ではない、請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
　全長IgG抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項７】
　抗原結合フラグメントであり、かつFcドメインを含まない、請求項１に記載の抗体。
【請求項８】
　請求項１～7のいずれか１項に記載の抗体および製薬上許容される塩を含有する医薬組
成物。
【請求項９】
　軽鎖および重鎖の可変ドメイン配列および定常ドメイン配列が、それぞれ、配列番号60
で示されるアミノ酸配列および配列番号61で示されるアミノ酸配列を含む、請求項１記載
の抗体。
【請求項１０】
　炎症もしくは炎症性疾患を治療または予防する方法であって、請求項１～９のいずれか
１項に記載の抗体を、炎症もしくは炎症性疾患を治療または予防するのに有効な量で被験
者に投与することを含んでなる方法に用いるための医薬の製造における、該抗体の使用。
【請求項１１】
　炎症もしくは炎症性疾患を治療または予防する方法が、前記抗体を1mg/kg/週より少な
い用量で少なくとも2週間投与することを含んでなる、請求項10に記載の使用。
【請求項１２】
　被験者が乾癬に罹患しているか、またはその素因がある、請求項10に記載の使用。
【請求項１３】
　被験者が安定した斑状乾癬を有する、請求項12に記載の使用。
【請求項１４】
　被験者が、少なくとも部分的にはＴ細胞炎症反応が原因となる疾患に罹患しているか、
またはその素因がある、請求項10に記載の使用。
【請求項１５】
　被験者が慢性関節リウマチに罹患しているか、またはその素因がある、請求項10に記載
の使用。
【請求項１６】
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　被験者に請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体を、該被験者の免疫応答を抑制する
のに有効な量で投与することを含んでなる、免疫応答の抑制方法に用いるための医薬の製
造における、該抗体の使用。
【請求項１７】
　被験者が移植を受けているか、または受けようとしている、請求項16に記載の使用。
【請求項１８】
　免疫応答の抑制方法が、Ｔ細胞機能を調節する第2の薬剤を投与することをさらに含む
、請求項17に記載の使用。
【請求項１９】
　Ｔ細胞機能を調節する第2の薬剤がCD154に対する抗体またはCD45RBに対する抗体である
、請求項18に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インテグリン、特にインテグリンの特定の立体配座、と相互作用する結合タ
ンパク質（「インテグリン結合タンパク質」）に関する。代表的なインテグリン結合タン
パク質は抗体である。
【背景技術】
【０００２】
　インテグリンは細胞間の、また細胞と細胞外環境の間の、重要な相互作用を媒介する細
胞表面分子である。インテグリンは細胞表面上で少なくとも２つの異なる立体配座（conf
ormation）をとることができる。すなわち、インテグリンリガンドと結合しない非活性型
立体配座と、インテグリンリガンドと結合できる活性型立体配座である。細胞性シグナル
伝達によって、インテグリンはその立体配座を非活性型から活性型へと変えることが可能
である。活性化されると、インテグリンは他の細胞の表面上の、細胞外マトリックス中の
、または血液凝固もしくは補体カスケードにおいて集合する、そのコグネイトリガンドと
特異的な様式で結合する。
【０００３】
　それぞれのインテグリンにはαサブユニットとβサブユニットが含まれる。20種類を上
回るインテグリンヘテロ二量体が知られている。多くのインテグリンは体内の特定の細胞
上に選択的に発現されており、例えば、あるサブセットのインテグリンが白血球上に選択
的に発現している。
【０００４】
　白血球上のインテグリンは、白血球の遊出において、また炎症や免疫反応において中心
的な重要性を担っている。白血球上にある２つの代表的なインテグリンはLFA-1とMac-1で
ある。LFA-1（αLβ2）は、炎症に関連した細胞表面分子（ICAM）、例えばICAM-1、ICAM-
2、ICAM-3、ICAM-4、およびICAM-5を含めて、いくつかのコグネイトリガンドと結合する
。Mac-1（αMβ2）は、ICAM-1、補体成分iC3b、および血液凝固成分フィブリノーゲンと
結合する。
【発明の開示】
【０００５】
　インテグリン、特にインテグリンの特定の立体配座、と相互作用する結合タンパク質（
「インテグリン結合タンパク質」）を開示する。代表的なインテグリン結合タンパク質は
抗体である。インテグリン結合タンパク質は、例えば非活性型の立体配座（不活性のまた
は休止している立体配座など）と比べて、インテグリンの活性型立体配座と優先的に相互
作用することができる。インテグリン結合タンパク質は、例えば非活性型の立体配座（不
活性のまたは休止している立体配座など）またはその模擬体と比べて、インテグリンの活
性型立体配座の模擬体（例えば、改変型インテグリンであって、その立体配座がコグネイ
トリガンドと結合する能力がある状態で拘束されているもの）と優先的に相互作用するこ
とができる。インテグリン結合タンパク質は、不利な立体配座と比べて、少なくとも1.5
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、2、3、4、5、10、15、20、50、70、80、100、500、1000、または105倍高い親和性でも
って、好適な立体配座と結合することができる。
【０００６】
　一実施形態においては、インテグリン結合タンパク質を用いて、インテグリン活性を調
節する（例えば、活性型インテグリンの活性を中和する）ことができる。例えば、インテ
グリン結合タンパク質を用いて、活性型インテグリンが表面にある細胞と、その活性型イ
ンテグリンのコグネイトリガンドとの、相互作用を阻害することが可能である。
【０００７】
　一実施形態においては、インテグリン結合タンパク質は白血球インテグリン、例えばLF
A-1、例えば活性型LFA-1（「aLFA-1」）、例えばヒトaLFA-1と相互作用する。
【０００８】
　一実施形態においては、インテグリン結合タンパク質が抗体である。抗体は１以上のヒ
ト領域、例えば１以上のヒトCDR、１以上のヒトフレームワーク（例えば、生殖系列もし
くは体細胞変異したヒトFR）、または１以上のヒト定常領域、あるいはそれの有効ヒト領
域を含むことができる。
【０００９】
　一実施形態においては、インテグリン結合タンパク質はaLFA-1活性を阻害する。例えば
、インテグリン結合タンパク質は、aLFA-1が結合パートナー（例えば、LFA-1のコグネイ
トリガンド）と相互作用するのを防止する。特定の場合には、該抗体はaLFA-1がICAM（例
えば、ICAM-1、ICAM-2、ICAM-3、ICAM-4、またはICAM-5）と相互作用するのを防止するこ
とができる。
【００１０】
　インテグリン結合タンパク質は炎症を調節（例えば、軽減）することができ、それゆえ
、インテグリン結合タンパク質を用いて炎症性疾患（例えば、慢性関節リウマチまたは乾
癬）を治療することができる。したがって、インテグリン結合タンパク質は、かかる疾患
を治療または予防するのに有効な量で被験者に投与することが可能である。
【００１１】
　一形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫グ
ロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とする。HC可変ドメイン配
列とLC可変ドメイン配列は、例えばカチオン依存性でもって、LFA-1の活性型立体配座（
「aLFA-1」）と結合する（例えば、10μg/mlのタンパク質濃度で検出可能に結合する）抗
原結合部位を形成する。例えば、最大結合にはカチオンの存在が必要である。このタンパ
ク質はLFA-1との結合のためにマグネシウムまたはマンガンを必要としうる。代表的なカ
チオン濃度は0.01～11mM、例えば0.1～5mM、または0.1～3mMである。一実施形態では、こ
のタンパク質はマグネシウム、EGTAおよびCBRLFA-1/2抗体の存在下でLFA-1と結合するが
、マグネシウム、カルシウムおよびCBRLFA-1/2抗体の存在下では結合しない。
【００１２】
　ある実施形態においては、このタンパク質はMHM24よりも良好な親和性でaLFA-1と結合
する。例えば、該タンパク質はMHM24のKDより低い（例えば、MHM24のKDより少なくとも0.
1、0.5、または1nM低い）KDで結合する。
【００１３】
　ある実施形態においては、このタンパク質はαLのK287C/K294C I-ドメインと結合する
ことができる。例えば、該タンパク質は、αLのL161C/F299C I-ドメインまたは野生型αL
と比べて、優先的にαLのK287C/K294C I-ドメインと結合する。
【００１４】
　ある実施形態においては、このタンパク質はaLFA-1と10-7、10-8、10-9、10-10、10-11

、または10-12Mより低いKDで結合する。いくつかの場合には、該タンパク質はヒトaLFA-1
と10、5、1、0.5、0.2、0.1、または0.05s-1より低いkoffで結合する。一実施形態では、
該タンパク質はLFA-1とLFA-1のコグネイトリガンド（例えば、ICAM-1などのICAM）との相
互作用を低減させることができる。一実施形態では、該タンパク質は白血球とICAM発現細
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胞（例えば、内皮細胞）との相互作用を低減させることができる。
【００１５】
　ある実施形態においては、HC可変ドメイン配列のH1およびH2超可変ループは、本明細書
に記載する抗体と同じカノニカル構造（canonical structure）を有する。例えば、重鎖
可変ドメイン配列は、H1およびH2超可変ループに対して1-3 Chothiaカノニカル構造を有
する可変ドメインを形成する。
【００１６】
　ある実施形態においては、LC可変ドメイン配列のL1およびL2超可変ループは、本明細書
に記載する抗体と同じカノニカル構造を有する。例えば、軽鎖可変ドメイン配列は、L1お
よびL2超可変ループに対して2-1 Chothiaカノニカル構造を有する可変ドメインを形成す
る。
【００１７】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
形成し、その際、重鎖可変ドメイン配列が、(a) RYVMW（配列番号１）由来の（5個のうち
）少なくとも3、4または5個のアミノ酸を含むCDR1、(b) YIWPSGGNTYYADSVKG（配列番号２
）由来の（17個のうち）少なくとも13、14、15、16または17個のアミノ酸を含むCDR2、お
よび/または(c) SYDFWSNAFDI（配列番号３）由来の（11個のうち）少なくとも5、6、7、8
、9、10または11個のアミノ酸を含むCDR3、または本明細書に記載する別のCDR3（例えば
、D2-57の親和性成熟変異体に由来するもの）を含む。このタンパク質は本明細書に記載
するその他の特徴を含んでいてもよい。
【００１８】
　重鎖可変ドメイン配列のCDR3の領域の代表的な配列としては、Xa-S-X2-D-X4-X5-S-X7-A
-X8-X9-X10-X11（配列番号４）が挙げられる。Xは、任意のアミノ酸、好ましくはシステ
イン以外の任意のアミノ酸である。この配列は１つ以上の下記の性質をもつことができる
： 
(i)　　Xaは、親水性、例えばSまたはNなどの非荷電親水性残基である；
(ii)　 X2は、芳香族、例えばYまたはFである；
(iii)　X4は、疎水性、例えばLまたは芳香族（例：YまたはF)である；
(iv)　 X5は、疎水性、例えば大きな疎水性側鎖、例えばWまたはRである；
(v)　　X7は、NまたはY、または側鎖にヒドロキシルを含む別のアミノ酸である；
(vi)　 X9は、芳香族、例えばYまたはFである；
(vii)　X10は、小さい残基、例えばDやEなどの極性残基、またはAである；および
(viii) X11は、任意のアミノ酸、例えばK、I、S、M、N、VまたはLである。
【００１９】
　この配列には以下の配列が含まれる：S-(Y/F)-D-(L/Y/F)-(W/R/K)-S-(N/Q/Y)-A-(Y/F)-
(D/E/A)-(K/I/S/M/N/V/L) (配列番号５)、
S-(Y/F)-D-(L/Y/F)-(W/R)-S-(N/Y)-A-(Y/F)-(D/E/A)-(K/I/S/M/N/V/L) (配列番号６)。さ
らに別の配列として次の配列が含まれる：
Xa-(S/T)-X2-(D/E)-X4-X5-(S/T)-X7-(G/A/S)-X8-X9-X10-X11
【００２０】
　ある実施形態においては、前記タンパク質はD2-57またはDX-2001の特徴、例えばD2-57
抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ドメイン配列が、D2-57また
はDX-2001抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも70、80、85、90、92、93
、94、95、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２１】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
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形成し、その際、軽鎖可変ドメイン配列が、(a) RASQSIGSYLN（配列番号７）由来の（11
個のうち）少なくとも7、8、9、10、または11個のアミノ酸を含むCDR1、(b) AASSLQS（配
列番号８）由来の（7個のうち）少なくとも4、5、6または7個のアミノ酸を含むCDR2、お
よび/または(c) QQSYSTPS（配列番号９）由来の（8個のうち）少なくとも5、6、7、また
は8個のアミノ酸を含むCDR3を含む。このタンパク質は本明細書に記載するその他の特徴
を含んでいてもよい。一実施形態では、このタンパク質はD2-57またはDX-2001の特徴、例
えばD2-57またはDX-2001抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ド
メイン配列が、D2-57またはDX-2001抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも
70、80、85、90、92、93、94、95、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２２】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
形成し、その際、重鎖可変ドメイン配列が、(a) HYGMS（配列番号10）由来の（5個のうち
）少なくとも3、4、または5個のアミノ酸を含むCDR1、(b) VISPSGGRTLYADSVKG（配列番号
11）由来の（17個のうち）少なくとも13、14、15、16または17個のアミノ酸を含むCDR2、
および/または(c) HYSYAMDV（配列番号12）由来の（8個のうち）少なくとも5、6、7、ま
たは8個のアミノ酸を含むCDR3を含む。一実施形態では、このタンパク質はC1-54の特徴、
例えばC1-54抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ドメイン配列が
、C1-54抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも70、80、85、90、92、93、9
4、95、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２３】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
形成し、その際、軽鎖可変ドメイン配列が、(a) TASQSVDSNLA（配列番号13）由来の（11
個のうち）少なくとも7、8、9、10、または11個のアミノ酸を含むCDR1、(b) GASTRAT（配
列番号14）由来の（7個のうち）少なくとも4、5、6または7個のアミノ酸を含むCDR2、お
よび/または(c) QQYNKWPPYS（配列番号15）由来の（10個のうち）少なくとも6、7、8、9
または10個のアミノ酸を含むCDR3を含む。一実施形態では、このタンパク質はC1-54の特
徴、例えばC1-54抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ドメイン配
列が、C1-54抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも70、80、85、90、92、9
3、94、95、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２４】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
形成する。重鎖可変ドメイン配列は、(a) HYSMQ（配列番号16）由来の（5個のうち）少な
くとも3、4または5個のアミノ酸を含むCDR1、(b) YIGSSGGNTYYADSVKG（配列番号17）由来
の（17個のうち）少なくとも13、14、15、16または17個のアミノ酸を含むCDR2、および/
または(c) GTYNTSPFDY（配列番号18）由来の（10個のうち）少なくとも7、8、9または10
個のアミノ酸を含むCDR3を含む。一実施形態では、このタンパク質はP1-G10の特徴、例え
ばP1-G10抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ドメイン配列が、P
1-G10抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも70、80、85、90、92、93、94
、95、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２５】
　別の形態において、本発明は、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫
グロブリン軽鎖（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を特徴とし、ここで、HC可変ド
メイン配列とLC可変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座と結合する抗原結合部位を
形成する。軽鎖可変ドメイン配列は、(a) SGDALGQKYAS（配列番号19）由来の（11個のう
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ち）少なくとも7、8、9、10または11個のアミノ酸を含むCDR1、(b) QDSKRPS（配列番号20
）由来の（7個のうち）少なくとも4、5、6または7個のアミノ酸を含むCDR2、および/また
は(c) QAWDTTAYV（配列番号21）由来の（9個のうち）少なくとも5、6、7、8または9個の
アミノ酸を含むCDR3を含む。一実施形態では、このタンパク質はP1-G10の特徴、例えばP1
-G10抗体のCDR領域を含む。一実施形態では、重鎖および軽鎖可変ドメイン配列が、P1-G1
0抗体の対応する可変ドメイン配列に対して少なくとも70、80、85、90、92、93、94、95
、97、98、99、または100％の同一性を有する。
【００２６】
　本明細書に記載するタンパク質は、そのCDRアミノ酸残基の少なくとも30、50、60、70
、80、90または100％が基準CDR配列中の残基（ヒト生殖系列配列中の対応する位置の残基
と同一）と同一でなくてよい。このタンパク質は、FR領域の少なくとも30、50、60、70、
80、90または100％がヒト生殖系列配列由来のFR配列またはD2-57、DX-2001、C1-54もしく
はP1-G10のFR配列と同一であってよい。代表的なヒト生殖系列配列としては、VKI-O2、VL
2-1、VKIII-L2::JK2、vg3-23、V3-23::JH4、およびV3-23::JK6の配列、ならびに本明細書
で提供する他の配列が含まれる。
【００２７】
　別の形態において、本発明は、不活性型LFA-1と比べて、活性型LFA-1と優先的に結合し
、かつ活性型LFA-1との結合について抗体D2-57、DX-2001、C1-54、またはP1-G10と競合す
る、抗体または非天然タンパク質を特徴とする。
【００２８】
　別の形態において、本発明は、LFA-1（例えば、活性型LFA-1）上の、抗体D2-57、DX-20
01、C1-54、またはP1-G10によって認識されるエピトープと共通する部分があるエピトー
プに結合するか、あるいは抗体D2-57、DX-2001、C1-54、またはP1-G10と同じエピトープ
に結合する、抗体または非天然タンパク質を特徴とする。
【００２９】
　別の形態において、本発明は、本明細書に記載するタンパク質および製薬上許容される
塩を含む医薬組成物を特徴とする。本発明はまた、本明細書に記載するタンパク質および
治療上または診断上の使用説明書を含むキットを提供する。
【００３０】
　別の形態において、本発明は、炎症または炎症性疾患を治療または予防するための方法
を特徴とする。この方法は、本明細書に記載するタンパク質を、炎症または炎症性疾患を
治療または予防する（例えば、炎症または炎症性疾患の少なくとも１つの症状を緩和する
か、あるいはそのような症状の発現を遅らせる）のに有効な量で被験者に投与することを
含んでなる。
【００３１】
　ある実施形態では、タンパク質を1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0
.05、または0.02mg/kgより少ない用量で、例えば少なくとも2、3、5、10または52週間に
わたり投与する。例えば、平均的な患者には、1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0
.2、0.1、0.05、または0.02mg/kgより少ない用量を、例えば少なくとも2、3、5、10また
は52週間、投与することが推奨される。
【００３２】
　ある実施形態では、タンパク質を、検出可能な血清濃度（その平均トラフ濃度が9、8、
7、6、5、4、3、2、1μg/mlより低い）を生じるのに有効な用量で投与する。一実施形態
では、タンパク質を２期に分けて投与する。第１期では第１用量を投与し、第２期では第
１用量と異なる第２用量を投与する。第１用量は第２用量より少なくても多くてもよく、
例えば少なくとも20、30、または40％相違する。
【００３３】
　例えば、第１用量は初期量であって、例えば0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0.0
5、または0.02mg/kgより少なくする。第２用量は1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1
、0.05、または0.02mg/kgより少なくすることができる。
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【００３４】
　ある実施形態において、被験者は乾癬に罹患しているか、または乾癬に罹患する素因が
ある。例えば、被験者は安定した斑状乾癬（plaque psoriasis）を有する。一実施形態で
は、被験者は、その体表面の少なくとも2、5、10、15、20、または25％が乾癬にかかわっ
ている。
【００３５】
　ある実施形態では、該タンパク質は、例えば30、60、90、または180日前に、別の全身
療法または光線療法を施されていない被験者に、投与する。
【００３６】
　前記タンパク質は、白血球数を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45
％増加させるのに有効な用量で投与することができる。また、該タンパク質は、好酸球数
を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45％増加させるのに有効な用量で
投与することができる。
【００３７】
　別の形態において、本発明は、炎症または炎症性疾患を治療または予防するための方法
を特徴とする。この方法は、本明細書に記載するタンパク質を、炎症または炎症性疾患を
軽減するのに有効な量で被験者に投与することを含んでなり、その際、該タンパク質は被
験者の非活性型LFA-1分子とは実質的に相互作用しない。
【００３８】
　ある実施形態では、タンパク質を1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0
.05、または0.02mg/kgより少ない用量で、例えば少なくとも2、3、5、10または52週間に
わたり投与する。例えば、平均的な患者には、1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0
.2、0.1、0.05、または0.02mg/kgより少ない用量を、例えば少なくとも2、3、5、10また
は52週間、投与することが推奨される。
【００３９】
　ある実施形態では、タンパク質を、検出可能な血清濃度（その平均トラフ濃度が9、8、
7、6、5、4、3、2、1μg/mlより低い）を生じるのに有効な用量で投与する。一実施形態
では、タンパク質を２期に分けて投与する。第１期では第１用量を投与し、第２期では第
１用量と異なる第２用量を投与する。第１用量は第２用量より少なくても多くてもよく、
例えば少なくとも20、30、または40％相違する。
【００４０】
　例えば、第１用量は初期量であって、例えば0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0.0
5、または0.02mg/kgより少なくする。第２用量は1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1
、0.05、または0.02mg/kgより少なくすることができる。
【００４１】
　ある実施形態において、被験者は乾癬に罹患しているか、または乾癬に罹患する素因が
ある。例えば、被験者は安定した斑状乾癬を有する。一実施形態では、被験者は、その体
表面の少なくとも2、5、10、15、20、または25％が乾癬にかかわっている。
【００４２】
　ある実施形態では、タンパク質を、例えば30、60、90、または180日前に、別の全身療
法または光線療法を施されていない被験者に、投与する。
【００４３】
　前記タンパク質は、白血球数を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45
％増加させるのに有効な用量で投与することができる。また、該タンパク質は、好酸球数
を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45％増加させるのに有効な用量で
投与することができる。
【００４４】
　別の形態において、本発明は、炎症または炎症性疾患を治療または予防するための方法
を特徴とする。この方法は、本明細書に記載するタンパク質を、活性型LFA-1と優先的に
結合しない抗体（例えば、活性型LFA-1と不活性型LFA-1のいずれにもほぼ同じ親和性で結
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合する抗体、例えばRAPTIVA（登録商標））を用いて炎症または炎症性疾患を治療または
予防するのに必要とされる量より少ない量で、被験者に投与することを含んでなり、その
際、該タンパク質は被験者の白血球上に露出された非活性型LFA-1分子とは実質的に相互
作用しない。
【００４５】
　ある実施形態では、タンパク質を1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0
.05、または0.02mg/kgより少ない用量で、例えば少なくとも2、3、5、10または52週間に
わたり投与する。例えば、平均的な患者には、1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0
.2、0.1、0.05、または0.02mg/kgより少ない用量を、例えば少なくとも2、3、5、10また
は52週間、投与することが推奨される。例えば、タンパク質は、実質的に同じ結果を達成
するために、RAPTIVA（登録商標）より少ない用量で投与される。
【００４６】
　ある実施形態では、タンパク質を、検出可能な血清濃度（その平均トラフ濃度が9、8、
7、6、5、4、3、2、1μg/mlより低い）を生じるのに有効な用量で投与する。一実施形態
では、タンパク質を２期に分けて投与する。第１期では第１用量を投与し、第２期では第
１用量と異なる第２用量を投与する。第１用量は第２用量より少なくても多くてもよく、
例えば少なくとも20、30、または40％相違する。
【００４７】
　例えば、第１用量は初期量であって、例えば0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0.0
5、または0.02mg/kgより少なくする。第２用量は1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1
、0.05、または0.02mg/kgより少なくすることができる。
【００４８】
　ある実施形態において、被験者は乾癬に罹患しているか、または乾癬に罹患する素因が
ある。例えば、被験者は安定した斑状乾癬を有する。一実施形態では、被験者は、その体
表面の少なくとも2、5、10、15、20、または25％が乾癬にかかわっている。
【００４９】
　ある実施形態では、タンパク質を、例えば30、60、90、または180日前に、別の全身療
法または光線療法を施されていない被験者に、投与する。
【００５０】
　前記タンパク質は、白血球数を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45
％増加させるのに有効な用量で投与することができる。また、該タンパク質は、好酸球数
を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45％増加させるのに有効な用量で
投与することができる。
【００５１】
　別の形態において、本発明は、炎症または炎症性疾患を治療または予防するための方法
を特徴とする。この方法は、本明細書に記載するタンパク質を、炎症または炎症性疾患の
少なくとも１つの症状を軽減するかまたはその症状の発現を遅らせるのに有効な量で被験
者に投与することを含んでなり、その際、活性型LFA-1タンパク質を表面に提示しない被
験者の細胞は該タンパク質の標的とならない。
【００５２】
　ある実施形態では、タンパク質を1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0
.05、または0.02mg/kgより少ない用量で、例えば少なくとも2、3、5、10または52週間に
わたり投与する。例えば、平均的な患者には、1週につき1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0
.2、0.1、0.05、または0.02mg/kgより少ない用量を、例えば少なくとも2、3、5、10また
は52週間、投与することが推奨される。
【００５３】
　ある実施形態では、タンパク質を、検出可能な血清濃度（その平均トラフ濃度が9、8、
7、6、5、4、3、2、1μg/mlより低い）を生じるのに有効な用量で投与する。一実施形態
では、タンパク質を２期に分けて投与する。第１期では第１用量を投与し、第２期では第
１用量と異なる第２用量を投与する。第１用量は第２用量より少なくても多くてもよく、
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例えば少なくとも20、30、または40％相違する。
【００５４】
　例えば、第１用量は初期量であって、例えば0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1、0.0
5、または0.02mg/kgより少なくする。第２用量は1、0.7、0.6、0.5、0.4、0.3、0.2、0.1
、0.05、または0.02mg/kgより少なくすることができる。
【００５５】
　ある実施形態において、被験者は乾癬に罹患しているか、または乾癬に罹患する素因が
ある。例えば、被験者は安定した斑状乾癬を有する。一実施形態では、被験者は、その体
表面の少なくとも2、5、10、15、20、または25％が乾癬にかかわっている。
【００５６】
　ある実施形態では、例えば30、60、90、または180日前に、別の全身療法または光線療
法を施されていない被験者に、タンパク質を投与する。
【００５７】
　前記タンパク質は、白血球数を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45
％増加させるのに有効な用量で投与することができる。また、該タンパク質は、好酸球数
を少なくとも5、10、15、20、25、30、35、40、または45％増加させるのに有効な用量で
投与することができる。
【００５８】
　例えば、被験者は、少なくとも部分的にはＴ細胞炎症反応によって引き起こされる疾患
にかかっているか、またはその素因をもっている。好ましい実施形態では、その疾患が慢
性関節リウマチまたは乾癬である。
【００５９】
　例えば、被験者は下記の群から選択される炎症性疾患にかかっているか、またはその素
因をもっている：湿疹や喘息などのアレルギー症状、ライター症候群、HIV、サイトカイ
ン誘発毒性、一過性低ガンマグロブリン血症、悪性疾患（例えば、慢性リンパ球性白血病
やヘアリーセル白血病などのＢ細胞悪性疾患）、白血球漏出を伴う疾患、急性糸球体腎炎
、喘息、免疫不全障害、腫瘍細胞の二次臓器などへの浸潤、インスリン炎、アテローム硬
化症、Ｔ細胞の浸潤および慢性炎症反応を伴う症状、選択的IgA不全、髄膜炎、慢性皮膚
粘膜、急性炎症性成分を伴う皮膚病、サルコイドーシス、皮膚過敏性反応（ウルシ皮膚炎
（poison ivyおよびpoison oak）を含む）、蕁麻疹、ネフローゼ症候群、急性虫垂炎、炎
症性腸疾患（クローン病、潰瘍性大腸炎など）、脳炎、損傷治癒、慢性閉塞性肺疾患、重
症筋無力症、先天性Ｘ連鎖低ガンマグロブリン血症、狼瘡、成人呼吸促進症候群、眼窩炎
症性疾患、炎症性胸疾患、ブドウ膜炎、乾癬、HIVおよびリノウイルス感染、CNS炎症性疾
患、抗原-抗体複合体媒介疾患、壊死性腸炎、アミロイドーシス、熱による損傷、気管支
炎、白血球接着不全II症候群、自己免疫溶血性貧血、腹膜炎、肺線維症、敗血症性ショッ
ク、敗血症または外傷に二次的な多臓器損傷症候群、白血球搬出、悪性貧血、腎炎、慢性
気管支炎、分類不能型免疫不全、強皮症、糸球体腎炎、多発性筋炎、骨盤炎症性疾患、鼻
炎、顆粒球輸血関連症候群、ウイルス感染、血液透析、自己免疫疾患（例えば、肉芽腫症
および脈管炎）、肺炎症、反応性関節炎、皮膚炎、および白血球接着不全。自己免疫疾患
の例としては次のものが含まれる：慢性関節リウマチ、全身性紅斑性狼瘡(SLE)、真性糖
尿病、多発性硬化症、レーノー症候群、自己免疫性甲状腺炎、実験的自己免疫脳脊髄炎、
シェーグレン症候群、若年性糖尿病、ならびに結核、サルコイドーシスおよび多発性筋炎
で一般に見られるサイトカインとＴリンパ球により媒介される遅延型過敏症と関連した免
疫反応。
【００６０】
　ある実施形態においては、タンパク質を、以下のリスクを実質的に高めない用量で投与
する：重大な感染のリスク（例えば、患者の0.4％以下）、血小板減少のリスク（例えば
、患者の0.3％以下）、乾癬悪化のリスク（例えば、患者の0.7％以下）、または頭痛、寒
気、発熱、悪心、筋肉痛、疼痛、関節炎、もしくは関節痛のリスク（例えば、それぞれ患
者の32、13、7、11、8、10、0.4、および0.3％以下）。一実施形態では、タンパク質はRA
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PTIVA（登録商標）と同じかまたはそれより少ない副作用頻度でありうる。
【００６１】
　別の形態において、本発明は、免疫応答を抑制するための方法を特徴とする。この方法
は、本明細書に記載するタンパク質を、被験者の免疫応答を抑制するのに有効な量で被験
者に投与することを含んでなる。一実施形態では、被験者が移植をうけているか、または
移植をうけようとしている。
【００６２】
　別の形態において、本発明は、被験者における疾患を治療または予防するための方法を
特徴とする。この方法は、活性型LFA-1および非活性型LFA-1と実質的に同じ親和性で結合
する抗LFA-1抗体には応答しないかまたは該抗体を許容しない被験者であって、活性型のL
FA-1と優先的に結合する抗LFA-1抗体を必要とする被験者を同定し、活性型のLFA-1と優先
的に結合する抗LFA-1抗体を該被験者に投与することを含んでなる。
【００６３】
　別の形態において、本発明は、aLFA-1活性を調節する方法を特徴とする。この方法は、
請求項１に記載のaLFA-1結合タンパク質を用意し、該タンパク質をaLFA-1に、aLFA-1活性
を調節するのに十分な量で接触させることを含んでなる。例えば、前記接触はin vitroで
もin vivoでもよい。
【００６４】
　ある実施形態では、該タンパク質を腫瘍細胞（例えば、喉頭癌、表皮癌、肺癌、乳癌、
腎癌、尿路上皮癌、大腸癌、前立腺癌、もしくは肝癌、および/または転移癌に見られる
細胞）の近くにあるaLFA-1と接触させる。一実施形態では、該タンパク質を内皮細胞の近
くにあるaLFA-1と接触させる。
【００６５】
　別の形態において、本発明は、サンプル中のaLFA-1タンパク質の存在を、例えばin vit
roで、検出する方法を特徴とする。この方法は、(i)サンプル（および場合により、対照
サンプルのような基準サンプル）を、本明細書に記載するaLFA-1結合タンパク質に、aLFA
-1結合タンパク質とaLFA-1タンパク質との相互作用を起こさせる条件下で接触させ、(ii)
 aLFA-1結合タンパク質と該サンプル（および場合により、対照サンプルのような基準サ
ンプル）との相互作用を検出することを含んでなる。
【００６６】
　aLFA-1結合タンパク質またはaLFA-1の少なくとも一方が固定化される。
【００６７】
　別の形態において、本発明は、aLFA-1（例えば、活性型aLFA-1）の存在を、例えばin v
ivoで、検出する方法を特徴とする。この方法は、(i)被験者（および場合により、対照被
験者）にaLFA-1結合タンパク質を、aLFA-1結合タンパク質とaLFA-1タンパク質との相互作
用を起こさせる条件下で投与し、(ii)被験者におけるaLFA-1結合タンパク質の位置または
被験者におけるaLFA-1結合タンパク質とaLFA-1との複合体の形成を検出することを含んで
なる。例えば、被験者はヒトである。前記検出は被験者をイメージングすることを含みう
る。例えば、aLFA-1結合タンパク質をMRIで検出可能なように標識する。
【００６８】
　本発明はまた、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫グロブリン軽鎖
（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を包含する。HC可変ドメイン配列とLC可変ドメ
イン配列は、活性型立体配座のインテグリンI-ドメインと非活性型立体配座のインテグリ
ンI-ドメインのいずれにも検出可能に結合するが、非活性型立体配座のインテグリンとの
結合に比べて、活性型立体配座のインテグリンと優先的に結合する抗原結合部位を形成す
る。
【００６９】
　例えば、前記タンパク質は、不活性型LFA-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2
、3、4、5、10、15、20、50、70、80、100、500、または1000倍優先的に結合する。
【００７０】
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　前記タンパク質は、不活性型LFA-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2、3、4、
5、または10倍優先的に結合するが、その優先性は15、20、50、70、80、100、500、また
は1000倍以下である。
【００７１】
　本発明はまた、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫グロブリン軽鎖
（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を包含する。HC可変ドメイン配列とLC可変ドメ
イン配列は、開放立体配座のインテグリンI-ドメインと閉鎖立体配座のインテグリンI-ド
メインのいずれにも検出可能に結合するが、閉鎖立体配座のインテグリンI-ドメインに比
べて、開放立体配座のインテグリンI-ドメインと優先的に結合する抗原結合部位を形成す
る。
【００７２】
　例えば、前記タンパク質は、不活性型LFA-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2
、3、4、5、10、15、20、50、70、80、100、500、または1000倍優先的に結合する。
【００７３】
　前記タンパク質は、不活性型LFA-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2、3、4、
5、または10倍優先的に結合するが、その優先性は15、20、50、70、80、100、500、また
は1000倍以下である。一実施形態では、該タンパク質はジスルフィドでロックされたK287
C/K294C I-ドメインと結合することができる。
【００７４】
　本発明はまた、免疫グロブリン重鎖（HC）可変ドメイン配列および免疫グロブリン軽鎖
（LC）可変ドメイン配列を含むタンパク質を包含し、ここで、HC可変ドメイン配列とLC可
変ドメイン配列は、LFA-1の活性型立体配座のインテグリンI-ドメインと非活性型立体配
座のインテグリンI-ドメインのいずれにも検出可能に結合するが、非活性型LFA-1に比べ
て、活性型LFA-1と優先的に結合する抗原結合部位を形成する。例えば、前記タンパク質
は、不活性型LFA-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2、3、4、5、10、15、20、5
0、70、80、100、500、または1000倍優先的に結合する。前記タンパク質は、不活性型LFA
-1に比べて、活性型LFA-1と少なくとも1.5、2、3、4、5、または10倍優先的に結合するが
、その優先性は15、20、50、70、80、100、500、または1000倍以下である。一実施形態で
は、前記開放立体配座のI-ドメインがジスルフィドでロックされたK287C/K294C I-ドメイ
ンである。
【００７５】
　代表的な抗体は以下の配列またはそのセグメントを含むことができる：
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重鎖可変ドメインの変形は、例えばN-末端グルタミン酸を、省くことができる。
【００７６】
　インテグリン結合抗体は一般的に単一特異性の、例えばモノクローナル抗体、またはそ
の抗原結合フラグメントである。aLFA-1結合抗体は全長（例えば、IgG (例：IgG1、IgG2
、IgG3、IgG4)、IgM、IgA (例：IgA1、IgA2)、IgD、およびIgE)であってもよいし、抗原
結合フラグメント（例えば、Fab、F(ab')2 またはscFvフラグメント）のみを含んでいて
もよい。前記抗体またはその抗原結合フラグメントは２本の重鎖免疫グロブリンと２本の
軽鎖免疫グロブリンを含むか、または一本鎖抗体でありうる。抗体は、場合により、κ、
λ、α、γ、δ、ε、またはμ定常領域遺伝子から選択される定常領域を含んでいてもよ
い。aLFA-1結合抗体は実質的にヒト抗体（例えば、ヒトIgG1、IgG2、IgG3、またはIgG4の
定常領域またはその一部）由来の重鎖および軽鎖定常領域を含むことができる。定常領域
はAまたは非Aアロタイプの配列をもつことができる。
【００７７】
　一実施形態において、抗体は組換えまたは改変抗体であり、例えば、キメラ、ヒト化、
脱免疫化、またはin vitro作製抗体である。本明細書中で用いる「組換え」または「改変
」抗体とは、組換え手段により作製、発現、創出または単離されたあらゆる抗体を含める
ものであり、例えば、宿主細胞にトランスフェクトされた組換え発現ベクターを用いて発
現された抗体、組換えコンビナトリアル抗体ライブラリーから単離された抗体、ヒト免疫
グロブリン遺伝子に対してトランスジェニックである動物（例えばマウス）から単離され
た抗体、または他のDNA配列へのヒト免疫グロブリン遺伝子配列のスプライシングを含む
その他のいずれかの手段により作製、発現、創出または単離された抗体が含まれる。その
ような組換え抗体には、ヒト、ヒト化、CDRグラフト化、キメラ、脱免疫化、in vitro作
製抗体が含まれ、場合により、ヒト生殖系列免疫グロブリンをコードする核酸配列に由来
するフレームワークおよび/または定常領域を含んでいてもよい。
【００７８】
　一実施形態において、前記抗体は、LFA-1と結合する公知の抗体が結合するエピトープ
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とは異なったエピトープに結合する。例えば、前記抗体は、下記の抗体が結合するエピト
ープの１つ以上とは異なったエピトープに結合する：MHM23 (Hildrethら, Eur. J. Immun
ol. 13:202-208 (1983)); MHM24; RAPTIVA（登録商標）; M18/2 (IgG.sub.2a ; Sanches-
Madridら, J. Exp. Med. 158:586 (1983)); mAb25 (Dranfieldら, J Cell Biol. 1992 Ja
n; 116(1):219-26.); H52 (American Type Culture Collection (ATCC) 受託番号 HB 101
60); NKI-L16 (Landisら, J Cell Biol. 1993 Mar;120(6):1519-27); MEM-83 (Landisら,
 前掲); 7E3; Mas191cおよびIOT18 (Vermot Desrochesら, Scand. J. Immunol. 33:277-2
86 (1991)); ならびにNA-8 (WO 94/12214)。他の実施形態では、前記抗体は、LFA-1との
結合について、そのような抗体とは競合しない。さらに他の実施形態では、前記抗体は本
明細書に記載する抗体と競合しない。
【００７９】
　ある実施形態において、前記抗体は、本明細書に記載する抗体（例えば、D2-57、DX-20
01、C1-54、またはP1-G10）の一部共通したエピトープと結合するか、または本明細書に
記載する抗体のaLFA-1への結合を競合的に阻害する。一実施形態では、前記抗体は、本明
細書に記載する抗体（例えば、D2-57、DX-2001、C1-54、またはP1-G10）が結合するエピ
トープの少なくとも12、10、8、6、5、または3アミノ酸内にあるアミノ酸を含むエピトー
プと結合する。一実施形態では、前記抗体は、本明細書に記載する抗体（例えば、D2-57
、DX-2001、C1-54、またはP1-G10）の12、10、8、6、または4Å内に位置する１以上の側
鎖を認識する抗原結合部位構造を含む。このエピトープはαおよび/またはβサブユニッ
ト上に１以上のアミノ酸側鎖を含むことができる。一実施形態では、エピトープがαLのI
-ドメイン上に１以上のアミノ酸側鎖を含む。
【００８０】
　さらに、aLFA-1結合抗体の任意の組合せ、例えばaLFA-1の異なる領域に結合する２種以
上の抗体、例えばaLFA-1の細胞外ドメイン上の２つの異なるエピトープに結合する抗体（
例えば、二重特異性抗体）も本発明の範囲内である。
【００８１】
　ある実施形態において、aLFA-1結合抗体は少なくとも１つの軽鎖もしくは重鎖免疫グロ
ブリン（または２つの軽鎖免疫グロブリンと２つの重鎖免疫グロブリン）を含む。好まし
くは、各免疫グロブリンは、本明細書に記載する抗体の軽鎖もしくは重鎖可変領域由来の
相補性決定領域（CDR）と実質的に同一のCDRを少なくとも１つ、２つ、好ましくは３つ有
する軽鎖もしくは重鎖可変領域をそれぞれ含む。
【００８２】
　本明細書に記載するインテグリン結合タンパク質は単独で使用することができ、例えば
、誘導体化またはコンジュゲート化されていない形態で被験者に投与したり、in vitroで
使用したりすることができる。他の実施形態では、インテグリン結合タンパク質を誘導体
化したり、修飾したり、または他の機能性分子、例えば別のポリペプチド、タンパク質、
アイソトープ、細胞、もしくは不溶性支持体に連結することができる。例えば、インテグ
リン結合タンパク質を１以上の他の分子種と（例えば、化学的カップリング、遺伝的融合
、非共有結合などにより）機能的に連結させることができ、かかる分子種としては、例え
ば抗体（例えば、その結合タンパク質が抗体であれば、二重特異性または多重特異性抗体
を作るため）、毒素、標識、血清滞留を長引かせる成分（例えば、PEG）、治療薬（例え
ば、細胞毒性剤、細胞増殖抑制剤）などがある。また、抗体は、それが補体依存性細胞傷
害（CDC）または抗体依存性細胞性細胞傷害（ADCC）を媒介できるように、あるいは、そ
れがCDCまたはADCCを媒介しないように、設計することもできる。例えば、抗体はCDC-も
しくはADCC-応答能のあるFcドメイン、またはCDC-もしくはADCC-応答能のないFcドメイン
をもつことができる。
【００８３】
　別の形態において、本発明は、aLFA-1と結合する免疫グロブリン重鎖可変ドメイン配列
（例えば、本明細書に記載する免疫グロブリン重鎖可変ドメイン）を含むポリペプチドを
コードするコード配列を含んでなる核酸を特徴とする。例えば、免疫グロブリン重鎖可変
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ドメイン配列には、CDRモチーフまたは本明細書に記載のCDRが含まれる。免疫グロブリン
重鎖可変ドメイン配列は本明細書に記載のフレームワーク領域を含みうる。一例として、
重鎖可変ドメインの可変ドメイン配列は、本明細書に記載するアミノ酸配列またはその可
変ドメイン配列に対して少なくとも75、80、85、90、95、96、97、98、または99％同一で
ある。
【００８４】
　別の形態では、本発明は、aLFA-1と結合する免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン配列（例
えば、本明細書に記載する免疫グロブリン軽鎖可変ドメイン）を含むポリペプチドをコー
ドするコード配列を含んでなる核酸を特徴とする。例えば、免疫グロブリン軽鎖可変ドメ
イン配列には、CDRモチーフまたは本明細書に記載のCDRが含まれる。免疫グロブリン軽鎖
可変ドメイン配列は本明細書に記載するフレームワーク領域を含みうる。一例として、軽
鎖可変ドメインの可変ドメイン配列は、本明細書に記載するアミノ酸配列またはその可変
ドメイン配列に対して少なくとも75、80、85、90、95、96、97、98、または99％同一であ
る。
【００８５】
　本明細書に記載する核酸は、コード配列と機能的に連結されたプロモーターをさらに含
むことができる。核酸は第１および第２のコード配列を含んでいてもよく、例えば、第１
のコード配列は免疫グロブリン重鎖可変ドメインを含むポリペプチドをコードし、第２の
コード配列は免疫グロブリン軽鎖可変ドメインを含むポリペプチドをコードする。
【００８６】
　別の形態において、本発明は、重鎖可変領域を含むポリペプチドをコードする第１の核
酸および軽鎖可変領域を含むポリペプチドをコードする第２の核酸を含有する宿主細胞を
特徴とする。重鎖可変領域と軽鎖可変領域は会合してaLFA-1結合タンパク質を形成するこ
とができる。これらの可変領域は本明細書に記載する１以上の性質をもつことができ、例
えば、本明細書に記載する配列（例えば、本明細書に記載する単離抗体由来の可変ドメイ
ンの配列または本明細書に記載するヒト生殖系列の配列）に対して少なくとも75、80、85
、90、95、96、97、98、または99％の同一性を有する。本発明はまた、aLFA-1結合抗体を
提供する方法を包含する。この方法は、本明細書に記載する宿主細胞を用意し、該宿主細
胞において第１および第２の核酸を、軽鎖および重鎖可変領域が集合してaLFA-1と相互作
用する抗原結合タンパク質を形成する条件下で、発現させることを含みうる。
【００８７】
　別の形態において、本発明は、ヒトまたは有効ヒト重鎖免疫グロブリン可変ドメインお
よびヒトまたは有効ヒト軽鎖免疫グロブリン可変ドメインを含む結合タンパク質を特徴と
し、該結合タンパク質はヒトaLFA-1と結合する。前記タンパク質は10-7、10-8、10-9、ま
たは10-10Mより低いKdでaLFA-1と結合することができる。前記タンパク質は本明細書に記
載する１以上のさらなる特徴を含んでいてもよい。
【００８８】
　さらに別の形態では、本発明は、aLFA-1結合抗体またはその抗原結合フラグメントの作
製方法を特徴とする。この方法は、重鎖可変領域（例えば、本明細書に記載する重鎖可変
領域）を含むポリペプチドをコードする第１の核酸配列を含有する宿主細胞を用意し、軽
鎖可変領域（例えば、本明細書に記載する軽鎖可変領域）を含むポリペプチドをコードす
る第２の核酸配列を用意し、該宿主細胞内で第１および第２の核酸配列を、軽鎖および重
鎖可変領域が集合してaLFA-1と相互作用する抗原結合タンパク質を形成する条件下で、発
現させることを含んでなる。第１および第２の核酸配列は連結されても、連結されなくて
もよく、例えば、同一のベクター上でまたはそれぞれ別個のベクター上で発現させること
ができる。第１および第２の核酸配列は、同一分子の成分であってもよいし、異なる分子
（例えば、異なる染色体もしくはプラスミド）上にあってもよい。
【００８９】
　宿主細胞は真核細胞（例えば、哺乳動物細胞、昆虫細胞、酵母細胞）または原核細胞（
例えば、大腸菌）でありうる。例えば、哺乳動物細胞は培養細胞または細胞系であってよ
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い。代表的な哺乳動物細胞としては、リンパ球細胞系（例えば、NSO）、チャイニーズ・
ハムスター卵巣細胞（CHO）、COS細胞、卵母細胞、およびトランスジェニック動物由来の
細胞（例えば、乳房上皮細胞）が挙げられる。本明細書に記載する抗体をコードする核酸
は、例えば、トランスジェニック動物において発現させることができる。一実施形態では
、核酸を組織特異的プロモーター（例えば、乳房特異的プロモーター）の制御下に置き、
抗体をトランスジェニック動物において産生させる。例えば、抗体分子をトランスジェニ
ック動物（例えば、トランスジェニック・ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、またはげっ
歯類）のミルク中に分泌させる。
【００９０】
　別の形態において、本発明は、被験者における炎症性疾患を治療または予防する方法を
特徴とする。この方法は、aLFA-1結合タンパク質（例えば、本明細書に記載するタンパク
質）を用意し、該被験者に、炎症性疾患を調節または予防するのに十分な量の該タンパク
質を接触させることを含んでなる。この方法は、炎症性疾患にかかっているかまたはその
リスクがあるとして被験者を識別することを含みうる。
【００９１】
　被験者は哺乳類、例えば霊長類、好ましくは高等霊長類、例えばヒト（本明細書に記載
する疾患にかかっているか、またはそのリスクがある患者）でありうる。
【００９２】
　aLFA-1結合タンパク質は被験者に全身的に（例えば、経口的、非経口的、皮下、静脈内
、筋肉内、腹腔内、鼻腔内、経皮的、もしくは吸入により）、局所的に、または粘膜（鼻
、喉、気管支など）への適用により投与することができる。
【００９３】
　この方法は、炎症の少なくとも１つの指標をモニターすることをさらに含み、かかる指
標としては、例えば、局部体温、腫脹（例えば、測定されるもの）、発赤、局所もしくは
全身の白血球数、好中球の有無、サイトカインレベル、エラスターゼ活性などが挙げられ
る。被験者は１以上の下記期間中にモニターされる：治療開始前、治療中、または治療の
１以上の要素を施した後。同じaLFA-1結合タンパク質または他の薬剤による更なる治療の
必要性を評価するためにモニターしてもよい。上記のパラメーターの１つ以上が希望通り
に変化したら、それは被験者の状態が改善されたことを示している。モニターについての
情報は、例えば電子またはデジタル方式で、記録することができる。
【００９４】
　別の形態において、本発明は、サンプル（例えば、生物学的サンプルまたは組織生検材
料）中のaLFA-1タンパク質の存在をin vitroで検出する方法を特徴とする。この方法を用
いて、本明細書に記載する疾患を評価（例えば、診断または病期判定）することができる
。この方法は、(i)サンプル（および場合により、基準（例えば、対照）サンプル）に、
本明細書に記載するaLFA-1結合タンパク質を、aLFA-1結合タンパク質とLFA-1タンパク質
との相互作用を起こさせる条件下で接触させ、(ii)サンプル（および場合により、基準（
例えば、対照）サンプル）において、例えば、LFA-1結合タンパク質とLFA-1との複合体の
形成を検出することにより、またはaLFA-1結合タンパク質とLFA-1との相互作用を検出す
ることにより、aLFA-1を検出することを含んでなる。前記複合体の形成はaLFA-1タンパク
質（例えば、活性型aLFA-1タンパク質）の存在を示しており、本明細書に記載する処置の
適合性または必要性を示すものである。例えば、基準サンプル（例えば、対照サンプル）
と比較して、サンプル中の複合体の形成に統計的有意差があれば、該サンプル中に活性型
aLFA-1が存在することとなる。
【００９５】
　さらに別の形態において、本発明は、LFA-1（例えば、活性型aLFA-1）の存在をin vivo
（例えば、被験者におけるin vivoイメージング）で検出する方法を提供する。この方法
を用いて、本明細書に記載する疾患（例えば、炎症、炎症性疾患、過剰のLFA-1活性を特
徴とする疾患、またはLFA-1媒介疾患）を評価（例えば、診断、局在化、または病期判定
）することができる。この方法は、(i)被験者（および場合により、対照の被験者）に、a
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LFA-1結合タンパク質（例えば、抗体またはその抗原結合フラグメント）を、aLFA-1結合
タンパク質とaLFA-1タンパク質との相互作用を起こさせる条件下で投与し、(ii)該結合タ
ンパク質とaLFA-1との複合体の形成を検出することを含んでなり、その際、基準（例えば
、対照の被験者またはそのベースライン）と比較して、被験者における複合体の形成に統
計的有意差があれば、aLFA-1が存在することとなる。被験者の体内の特定の場所に活性型
aLFA-1が存在することは、炎症または炎症性疾患の指標となりうる。
【００９６】
　他の実施形態では、本明細書に記載する疾患（例えば、炎症性疾患、過剰のLFA-1活性
を特徴とする疾患、またはLFA-1媒介疾患）を診断または病期判定する方法が提供される
。この方法は、(i)該疾患にかかっているかまたはそのリスクがある被験者を識別し、(ii
)該疾患により影響される組織または細胞のサンプルを取得し、(iii)該サンプルまたは対
照サンプルにaLFA-1結合タンパク質を、該結合タンパク質とaLFA-1タンパク質との相互作
用を起こさせる条件下で接触させ、(iv)複合体の形成を検出することを含んでなる。基準
サンプル（例えば、対照サンプル）と比較して、サンプルにおける該結合タンパク質とLF
A-1との複合体の形成が統計的に有意に増加していれば、該疾患または該疾患の病期を示
すこととなる。一実施形態では、該サンプルは非外科的手段により、例えば血液、唾液、
または尿サンプルとして得られる。他の実施形態では、外科手術が用いられる。
【００９７】
　好ましくは、in vivoおよびin vitro診断法で用いるaLFA-1結合タンパク質は、結合し
たまたは結合してない該結合タンパク質の検出を容易にするために、検出可能な物質で直
接または間接的に標識する。
【００９８】
　本発明の多くの実施形態は、活性型LFA-1（「aLFA-1」）と優先的に結合する結合タン
パク質に関して記載されているが、別の標的タンパク質（例えば別のインテグリン、例え
ば別の白血球インテグリンサブファミリーのメンバー）の配座異性体（conformer）また
は異なるLFA-1配座異性体と優先的に結合するタンパク質を作製して使用することも可能
である。
【００９９】
定義
　「結合タンパク質」とは、標的分子と相互作用することができるタンパク質をさす。「
インテグリン結合タンパク質」とは、インテグリンと相互作用することができるタンパク
質をさし、特に活性型インテグリン（例えば、aLFA-1）またはその模擬体と優先的に相互
作用するタンパク質を含む。
【０１００】
　本明細書中で用いる「抗体」とは、少なくとも１つの免疫グロブリン可変ドメインまた
は免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むタンパク質を意味する。例えば、抗体は重(H)
鎖可変領域（本明細書ではVHと略す）と軽(L)鎖可変領域（本明細書ではVLと略す）を含
みうる。別の例では、抗体は2つの重(H)鎖可変領域と2つの軽(L)鎖可変領域を含む。「抗
体」なる用語は、完全な抗体だけでなく、抗体の抗原結合フラグメント（例えば、一本鎖
抗体、Fabフラグメント、F(ab')2、Fdフラグメント、Fvフラグメント、およびdAbフラグ
メント）も包含する。
【０１０１】
　VHおよびVL領域は、「フレームワーク領域」（FR）と呼ばれる比較的保存された領域が
間隔をおいて配置された、「相補性決定領域」（「CDR」）と呼ばれる超可変性の領域に
さらに再分割することができる。フレームワーク領域とCDRの程度は正確に定義されてい
る (Kabatら (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 第5版, U.S. 
Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242、およびChot
hia, C.ら (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917を参照のこと)。本明細書ではKabatの定義
を用いる。各VHおよびVLは典型的には3つのCDRと4つのFRからなり、これらはアミノ末端
からカルボキシ末端の方向に次の順序で配置されている：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、C
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DR3、FR4。
【０１０２】
　「免疫グロブリンドメイン」とは、免疫グロブリン分子の可変ドメインまたは定常ドメ
インに由来するドメインをさす。免疫グロブリンドメインは典型的には、約7本のβ鎖か
ら形成された2つのβシートと、保存されたジスルフィド結合とを含む (例えば、A.F. Wi
lliamsおよびA.N. Barclay 1988 Ann. Rev Immunol. 6:381-405を参照のこと)。免疫グロ
ブリン可変ドメインの超可変ループのカノニカル構造は、例えば、Chothiaら (1992) J. 
Mol. Biol. 227:799-817; Tomlinsonら (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; およびToml
insonら (1995) EMBO J. 14(18):4628-38に記載されるように、その配列から推測するこ
とができる。
【０１０３】
　本明細書中で用いる「免疫グロブリン可変ドメイン配列」とは、免疫グロブリン可変ド
メインの構造を形成することができるアミノ酸配列をさす。例えば、この配列は天然の可
変ドメインのアミノ酸配列の全部または一部を含みうる。例えば、この配列は1個、2個ま
たはそれ以上のN-もしくはC-末端アミノ酸、内部アミノ酸を欠失していてもよく、1個以
上の挿入または追加の末端アミノ酸を含んでいてもよく、その他の改変を含んでいてもよ
い。一実施形態では、免疫グロブリン可変ドメイン配列を含むポリペプチドを別の免疫グ
ロブリン可変ドメイン配列と結合させて、標的結合構造（つまり「抗原結合部位」）、例
えば、非活性型構造に対して優先的に活性型インテグリン構造または活性型インテグリン
構造の模擬体と相互作用する構造、を形成させることができる。
【０１０４】
　抗体のVH鎖およびVL鎖は重鎖もしくは軽鎖定常領域の全部または一部をさらに含むこと
ができ、それにより、それぞれ重免疫グロブリン鎖または軽免疫グロブリン鎖が形成され
る。一実施形態では、抗体は2本の重免疫グロブリン鎖と2本の軽免疫グロブリン鎖からな
る四量体であり、その場合に、重免疫グロブリン鎖と軽免疫グロブリン鎖は、例えばジス
ルフィド結合によって、相互に連結される。重鎖定常領域は3つのドメインCH1、CH2およ
びCH3を含む。軽鎖定常領域は1つのCLドメインを含む。重鎖および軽鎖の可変領域は抗原
と相互作用する結合ドメインを含む。抗体の定常領域は一般に、抗体が宿主の組織または
因子（免疫系の各種細胞（例えば、エフェクター細胞）および古典的補体系の第1成分（C
lq）を含む）に結合するのを仲介する。「抗体」なる用語は、IgA、IgG、IgE、IgD、IgM
タイプ（ならびにそのサブタイプ）のインタクトな免疫グロブリンを包含する。免疫グロ
ブリンの軽鎖はκまたはλタイプのものでありうる。一実施形態では、抗体がグリコシル
化されている。抗体は抗体依存性細胞傷害および/または補体媒介細胞傷害に対して機能
的でありうる。
【０１０５】
　抗体の１以上の領域はヒトまたは有効ヒトでありうる。例えば、可変領域の１以上がヒ
トまたは有効ヒトでありうる。例えば、CDR（例えば、HC CDR1、HC CDR2、HC CDR3、LC C
DR1、LC CDR2、およびLC CDR3）の１以上がヒトでありうる。軽鎖CDRのそれぞれがヒトで
ありうる。HC CDR3がヒトでありうる。フレームワーク領域（例えば、HCまたはLCのFR1、
FR2、FR3、およびFR4）の１以上がヒトでありうる。一実施形態では、全てのフレームワ
ーク領域がヒトであり、例えばヒト体細胞（例えば、免疫グロブリンを生産する造血細胞
または非造血細胞）由来である。一実施形態において、ヒト配列は生殖系列配列であり、
例えば生殖系列核酸によりコードされるものである。定常領域の１以上はヒトまたは有効
ヒトでありうる。別の実施形態では、全抗体の少なくとも70、75、80、85、90、92、95、
または98％がヒトまたは有効ヒトでありうる。
【０１０６】
　抗体の全部または一部は免疫グロブリン遺伝子またはそのセグメントによりコードされ
る。代表的なヒト免疫グロブリン遺伝子には、κ、λ、α（IgA1およびIgA2）、γ（IgG1
、IgG2、IgG3、IgG4）、δ、ε、およびμ定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリ
ン可変領域遺伝子が含まれる。全長免疫グロブリン「軽鎖」（約25Kdまたは214アミノ酸
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）は、NH2-末端の可変領域遺伝子（約110アミノ酸）とカルボキシ末端のκまたはλ定常
領域遺伝子によってコードされる。全長免疫グロブリン「重鎖」（約50Kdまたは446アミ
ノ酸）は、同様に、可変領域遺伝子（約116アミノ酸）と他の前記定常領域遺伝子の１つ
、例えばγ（約330アミノ酸をコードする）によってコードされる。
【０１０７】
　全長抗体の「抗原結合フラグメント」（または単純に「抗体部分」もしくは「フラグメ
ント」）とは、本明細書中で用いるとき、対象の標的と特異的に結合する能力を保持する
、全長抗体の１以上のフラグメントをさす。全長抗体の「抗原結合フラグメント」という
用語に包含される結合フラグメントの例としては、(i) Fabフラグメント、VL、VH、CLお
よびCH1ドメインからなる一価フラグメント; (ii) F(ab')2フラグメント、ヒンジ領域で
ジスルフィド結合により連結された2つのFabフラグメントを含む二価フラグメント; (iii
) Fdフラグメント、VHおよびCH1ドメインからなる; (iv) Fvフラグメント、抗体の単一ア
ームのVLおよびVHドメインからなる; (v) dAbフラグメント (Wardら, (1989) Nature 341
:544-546)、VHドメインからなる; および(vi) 官能価を保持する単離された相補性決定領
域(CDR)。さらに、Fvフラグメントの2つのドメインであるVLとVHは別個の遺伝子によって
コードされるが、組換え法を用いて、合成リンカーによってそれらを結合させることがで
きる。かかる合成リンカーは、両ドメインを単一のタンパク質（VLおよびVH領域が対合し
て、一本鎖Fv（scFv）として知られる一価分子を形成する）として作製することを可能に
する。例えば、Birdら (1988) Science 242:423-426; およびHustonら (1988) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 85:5879-5883を参照のこと。
【０１０８】
　抗体フラグメントは当業者に知られた従来の方法を含む適切な方法を使って取得するこ
とができる。「単一特異的抗体」なる用語は、特定の標的（例えば、エピトープ）に対し
て単一の結合特異性および親和性を示す抗体を意味する。この用語は「モノクローナル抗
体」または「モノクローナル抗体組成物」を含み、本明細書中で用いるとき、単一分子組
成の抗体またはそのフラグメントの調製物をさす。本明細書中で用いる「アイソタイプ」
とは、重鎖定常領域遺伝子によりコードされる抗体クラス（例えば、IgMまたはIgGl）を
さす。
【０１０９】
　「有効ヒト」免疫グロブリン可変領域は、その免疫グロブリン可変領域が正常なヒトに
おいて免疫原反応を誘発しないように、十分な数のヒトフレームワークアミノ酸位置を含
む免疫グロブリン可変領域のことである。「有効ヒト」抗体は、その抗体が正常なヒトに
おいて免疫原反応を誘発しないように、十分な数のヒトアミノ酸位置を含む抗体のことで
ある。
【０１１０】
　「ヒト化」免疫グロブリン可変領域は、その免疫グロブリン可変領域が正常なヒトにお
いて免疫原反応を誘発しないように、十分な数のヒトフレームワークアミノ酸位置を含む
よう改変されている免疫グロブリン可変領域のことである。「ヒト化」免疫グロブリンの
記述は、例えば米国特許第6,407,213号および同第5,693,762号に見出せる。
【０１１１】
　本明細書中で用いる「結合親和性」とは、見かけの結合定数つまりKaを意味する。Kaは
解離定数（Kd）の逆数である。結合タンパク質は、例えば、特定の標的分子に対して少な
くとも10-5、10-6、10-7または10-8 Mの結合親和性を有する。第2標的に比して第1標的へ
の結合リガンドのより高い親和性結合は、第2標的に結合するためのKa（または数値Kd）
より、第1標的に結合するためのKaが高い（または数値Kdが小さい）ことにより示される
。そのような場合に、結合タンパク質は第2標的（例えば、第2立体配座のタンパク質また
はその模擬体）よりも第1標的（例えば、第1立体配座の同タンパク質またはその模擬体）
に対して特異性を有する。結合親和性（例えば、特異性または他の匹敵するものに対する
）の差は少なくとも1.5、2、3、4、5、10、15、20、50、70、80、100、500、1000、また
は105倍でありうる。
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【０１１２】
　結合親和性は、平衡透析、平衡結合、ゲル濾過、ELISA、表面プラズモン共鳴、または
分光法（例えば、蛍光検定を使用する）を含めて、様々な方法で測定することができる。
結合親和性を評価するための一般的条件は、pH7.2のPBS（リン酸緩衝食塩水）中30℃であ
る。こうした方法を用いて、結合したおよび遊離の結合タンパク質の濃度を、結合タンパ
ク質（または標的）濃度の関数として測定することができる。結合した結合タンパク質の
濃度（「結合型」）は、以下の式により、遊離の結合タンパク質の濃度（「遊離」）と標
的上の結合タンパク質の結合部位の濃度に関係している（式中、Nは標的分子あたりの結
合部位の数である）：
[結合型] = N ・ [遊離]/((1/Ka) + [遊離])
【０１１３】
　しかし、Kaの正確な測定を行うことがいつも必要とは限らない。なぜなら、往々にして
、それは、親和性の定量的測定（例えば、ELISAまたはFACS分析のような方法を用いて測
定される）を得るのに十分であり、Kaに比例しており、それゆえに、より高い親和性が例
えば2倍高いかどうかを確認するといった比較のために使用して、親和性の定性的測定を
得たり、あるいは、例えば機能アッセイ（例えば、in vitroもしくはin vivoアッセイ）
での活性により、親和性の推測を得たりすることができるからである。
【０１１４】
　「単離された組成物」とは、該組成物を得ることができる天然サンプルの少なくとも１
つの成分の少なくとも90％から分離されている組成物を意味する。人工的または天然に得
られる組成物は、対象の種または種の集団が重量-重量基準で少なくとも5、10、25、50、
75、80、90、92、95、98、または99％純粋であるならば、少なくともある純度の組成物で
ありうる。
【０１１５】
　「エピトープ」とは、結合タンパク質（例えば、Fabもしくは全長抗体などの抗体）が
結合する標的化合物上の部位をさす。標的化合物がタンパク質である場合には、その部位
は完全にアミノ酸成分から構成されるか、完全に該タンパク質のアミノ酸の化学的修飾物
（例えば、グリコシル部分）で構成されるか、またはそれらの組合せにより構成される。
重複するエピトープには少なくとも１個の共通のアミノ酸残基が含まれる。
【０１１６】
　2つの配列間の「相同性」または「配列同一性」（これらの用語は本明細書では相互交
換可能に用いられる）の計算は次のように行われる。最適な比較を目的として配列をアラ
イメントする（例えば、最適な比較のために第1および第2のアミノ酸または核酸配列の一
方または両方にギャップを導入することができ、また、比較のために非相同配列を無視す
ることができる）。GCGソフトウェアパッケージ中のGAPプログラムを用いて、ギャップペ
ナルティー12、ギャップ伸張ペナルティー4、およびフレームシフトギャップペナルティ
ー5を含むBlossum 62スコアリングマトリックスにより最良のスコアとして最適なアライ
メントを決定する。その後、対応するアミノ酸位置のアミノ酸残基または対応するヌクレ
オチド位置のヌクレオチドを比較する。第1配列のある位置に、第2配列の対応する位置と
同じアミノ酸残基またはヌクレオチドが存在する場合には、これらの分子はその位置で同
一となる（本明細書中で用いるアミノ酸または核酸「同一性」は、アミノ酸または核酸「
相同性」に等しい）。2つの配列間の同一性パーセントは、両配列により共有される同一
位置の数の関数である。
【０１１７】
　好ましい実施形態において、比較のためにアライメントされる参照配列の長さは、該参
照配列の長さの少なくとも30％、好ましくは少なくとも40％、より好ましくは少なくとも
50％、より一層好ましくは少なくとも60％、より一層好ましくは少なくとも70％、80％、
90％、92％、95％、97％、98％、または100％である。例えば、参照配列は免疫グロブリ
ン可変ドメイン配列の長さであってよい。
【０１１８】



(22) JP 5054385 B2 2012.10.24

10

20

30

40

50

　本明細書中で用いる「実質的に同一」（または「実質的に相同」）とは、第1のアミノ
酸または核酸配列が第2のアミノ酸または核酸配列と同一のもしくは同等の（例えば類似
の側鎖をもつ、例えば保存されたアミノ酸置換）アミノ酸残基またはヌクレオチドを十分
な数で含み、その結果、第1および第2のアミノ酸または核酸配列が同様の活性、例えば結
合活性、結合優先性、もしくは生物学的活性を示す（または、かかる活性を示すタンパク
質をコードする）ことを意味する。抗体の場合には、第2の抗体が同様の特異性を有しか
つ同一の抗原に対して少なくとも50％の親和性を有する。
【０１１９】
　本明細書に開示する配列に類似のまたは相同の配列（例えば、少なくとも約85％の配列
同一性を有する配列）もまた本出願の一部である。ある実施形態では、配列同一性が約85
％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％またはそれ以上であ
りうる。さらに、実質的な同一性は、例えば、核酸セグメントが該核酸鎖の相補体に選択
的ハイブリダイゼーション条件（例えば、高度にストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件）下でハイブリダイズする場合にも、存在する。核酸は細胞内に、細胞溶解液中
に、または部分的に精製された形態もしくは実質的に純粋な形態で存在しうる。
【０１２０】
　本明細書中で用いる「低度のストリンジェンシー、中度のストリンジェンシー、高度の
ストリンジェンシー、または非常に高度のストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズ
する」という用語は、ハイブリダイゼーションと洗浄の条件を説明している。ハイブリダ
イゼーションを行うためのガイダンスは、Current Protocols in Molecular Biology, Jo
hn Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6に見出すことができ、前記文献を引用によ
り本明細書に組み込むものとする。この文献には水性方法と非水性方法が記載されており
、どちらも使用することができる。本明細書で言うところの具体的なハイブリダイゼーシ
ョン条件は次のとおりである：(1) 低度のストリンジェンシーのハイブリダイゼーション
条件、6X 塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム(SSC)中で約45℃、続いて0.2X SSC、0.1% 
SDS中少なくとも50℃で2回洗浄（低ストリンジェンシー条件の場合は、洗浄温度を55℃に
上げてもよい）; (2) 中度のストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件、6X SSC
中で約45℃、続いて0.2X SSC、0.1% SDS中60℃で1回以上の洗浄; (3) 高度のストリンジ
ェンシーのハイブリダイゼーション条件、6X SSC中で約45℃、続いて0.2X SSC、0.1% SDS
中65℃で1回以上の洗浄; および (4) 非常に高度のストリンジェンシーのハイブリダイゼ
ーション条件、0.5M リン酸ナトリウム、7% SDS中で65℃、続いて0.2X SSC、1% SDS中65
℃で1回以上の洗浄。非常に高度のストリンジェンシー条件(4)が好適な条件であり、ほか
に特定しない限りこれを使用すべきである。本発明は、本明細書に記載する核酸またはそ
の相補体（例えば、本明細書に記載する結合タンパク質をコードする核酸）に低度、中度
、高度または非常に高度のストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする核酸を包含す
る。これらの核酸は同じ長さであっても、基準となる核酸の長さの30、20、または10％以
内であってもよい。その核酸は免疫グロブリン可変ドメイン配列をコードする領域に相当
しうる。
【０１２１】
　インテグリン結合タンパク質は、本明細書に記載する結合タンパク質に対して、該タン
パク質の機能に重大な影響を及ぼさない突然変異（例えば、保存的アミノ酸置換または非
必須アミノ酸置換）を含んでいてもよい。特定の置換が許容されるかどうか、すなわち、
生物学的特性（例えば、結合活性）に有害な作用を与えないかは、例えば、Bowieら (199
0) Science 247:1306-1310に記載の方法を用いて、予測することができる。
【０１２２】
　「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基を、類似の側鎖をもつアミノ酸残基で置換す
ることである。類似の側鎖をもつアミノ酸残基のグループは当技術分野で定義されている
。これらのグループには以下のものが含まれる：塩基性側鎖をもつアミノ酸（例：リシン
、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖をもつアミノ酸（例：アスパラギン酸、グルタミ
ン酸）、非荷電極性側鎖をもつアミノ酸（例：グリシン、アスパラギン、グルタミン、セ
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リン、トレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖をもつアミノ酸（例：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）、β-分枝側鎖をもつアミノ酸（例：トレオニン、バリン、イソロイシン）、
および芳香族側鎖をもつアミノ酸（例：チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、
ヒスチジン）。多くのフレームワークおよびCDRアミノ酸残基には１以上の保存的置換を
含めることが可能である。
【０１２３】
　生体高分子のコンセンサス配列は、各種アミノ酸間で変化させることのできる位置を含
んでいてもよい。例えば、そのような場合に記号「X」は、一般に、任意のアミノ酸（例
えば、20種類の天然アミノ酸のいずれか、またはシステイン以外の19種類のアミノ酸のい
ずれか）を意味する。許容される他のアミノ酸はまた、例えば、丸括弧とスラッシュを使
って、示すこともできる。例えば、「(A/W/F/N/Q)」は、アラニン、トリプトファン、フ
ェニルアラニン、アスパラギン、およびグルタミンがその特定の位置に許容される、こと
を意味する。
【０１２４】
　「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を完全に消失させることなく、より好ましく
は、生物学的活性を実質的に改変させることなく、結合物質（例えば、抗体）の野生型配
列から改変させることのできる残基であり、一方「必須」アミノ酸残基はそのような変化
をもたらすものである。
【０１２５】
　「ポリペプチド」または「ペプチド」（これらは相互交換可能に用いられる）とは、3
個以上のアミノ酸がペプチド結合で連結されて、例えば3～30アミノ酸、12～60アミノ酸
、もしくは30～300アミノ酸、または300アミノ酸を上回る長さの高分子を意味する。ポリ
ペプチドは1個以上の非天然アミノ酸を含んでいてもよい。典型的には、ポリペプチドは
天然アミノ酸のみを含む。「タンパク質」は1本以上のポリペプチド鎖を含みうる。した
がって、「タンパク質」なる用語はポリペプチドを包含する。タンパク質またはポリペプ
チドは1以上の修飾、例えばグリコシル化、アミド化、リン酸化などを含んでいてもよい
。「小ペプチド」という用語は、長さが3～30アミノ酸（例えば、8～24アミノ酸）のポリ
ペプチドを表すために用いられる。
【０１２６】
　「コグネイトリガンド」とは、インテグリンの天然に存在するリガンドをさし、その天
然に存在する変異体（例えば、スプライス変異体、天然の突然変異体、およびイソ型）も
含まれる。
【０１２７】
　「模擬体」とは、インテグリンまたはその一部の立体配座の模擬体の場合に、天然に存
在するインテグリンまたはその一部と比べて、少なくとも１つの特定の立体配座をとる傾
向がある改変型インテグリンをさす。
【０１２８】
　統計的有意差は、当技術分野で公知の方法により求めることができる。代表的な統計学
的検定には、スチューデントのT検定、マン・ホイトニー（Mann Whitney）のUノンパラメ
トリック検定、およびウィルコクスン（Wilcoxon）のノンパラメトリック統計検定が含ま
れる。いくつかの統計的に有意な関係は、0.05または0.02未満のP値を有する。特定の結
合タンパク質は、統計的に有意（例えば、P値＜0.05または0.02）な差（例えば、特異性
または結合の差）を示しうる。「誘発する」、「阻害する」、「増強する」、「高める」
、「増加する」、「低下する」などの用語は、2つの状態間の識別可能な量的または質的
な相違を表し、これら2つの状態間の差（例えば、統計的有意差）をさすことができる。
【０１２９】
　本発明の他の構成および効果は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から明らかに
なるであろう。本発明の実施形態は本明細書に記載する構成の任意の組合せを含んでいる
。いかなる場合も、「実施形態」なる用語は、例えば別の実施形態において、本明細書に
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開示する１以上の他の構成を締め出すものではない。本出願の全体を通して引用された全
ての文献、特許出願（公開および未公開）、ならびに公開された特許の内容は、引用によ
り本明細書に明示的に組み込むものとする。本出願にはまた、2003年米国食品医薬品局（
FAD）により承認された製品ラベルRAPTIVA（登録商標）が引用により組み込まれる。
【０１３０】
詳細な説明
　本発明は、とりわけ、活性型立体配座のインテグリンと結合する、例えばLFA-1の非活
性型立体配座と比べて活性型LFA-1（「aLFA-1」）と結合する、結合タンパク質（例えば
、抗体）を提供する。一実施形態において、前記結合タンパク質はaLFA-1の少なくとも１
つの機能を阻害し、例えば、aLFA-1とaLFA-1のコグネイトリガンド（例えば、ICAMタンパ
ク質）との結合相互作用を阻害する。かかる結合タンパク質を用いて炎症性疾患や本明細
書に記載する他の疾患を治療または予防することができる。
【０１３１】
LFA-1
　リンパ球機能関連抗原-1（LFA-1）は白血球インテグリンサブファミリーのメンバーで
ある。LFA-1はインテグリンαサブユニットαL（CD11a）とβサブユニットβ2（CD18）と
のヘテロ二量体である。
【０１３２】
　白血球インテグリンサブファミリーの他のインテグリンはやはりβ2サブユニット（CD1
8）を含むが、別個のαサブユニットを有する。例えば、MAC-1はβ2とαM（CD11b）との
ヘテロ二量体である。p150.95はβ2とαX（CD11c）とのヘテロ二量体である。Springer, 
T A (1990) Nature 346:425-433; Larson, R SおよびSpringer T A, (1990) Immunol Rev
 114:181-217; Van der Vieren, Mら (1995) Immunity 3:683-690。白血球インテグリン
は、正常な免疫反応および炎症反応にとって不可欠な、広範囲の接着相互作用を仲介して
いる。LFA-1のそのコグネイトリガンドへの結合は、顕著な細胞効果を伴ってLFA-1の立体
配座変化をもたらしうる。クラスター化のみによって媒介されるLFA-1の機能は、リガン
ド結合によって媒介される機能に対して二次的であるようである。例えば、Kimら (2004)
 J. Cell Biol. 167:1241を参照のこと。
【０１３３】
　ヒトLFA-1のαサブユニット（αLまたはCD11a）の代表的なアミノ酸配列は次のとおり
である(gi|4504757|ref|NP_002200.1|)：
MKDSCITVMAMALLSGFFFFAPASSYNLDVRGARSFSPPRAGRHFGYRVLQVGNGVIVGAPGEGNSTGSLYQCQSGTGHC
LPVTLRGSNYTSKYLGMTLATDPTDGSILACDPGLSRTCDQNTYLSGLCYLFRQNLQGPMLQGRPGFQECIKGNVDLVFL
FDGSMSLQPDEFQKILDFMKDVMKKLSNTSYQFAAVQFSTSYKTEFDFSDYVKWKDPDALLKHVKHMLLLTNTFGAINYV
ATEVFREELGARPDATKVLIIITDGEATDSGNIDAAKDIIRYIIGIGKHFQTKESQETLHKFASKPASEFVKILDTFEKL
KDLFTELQKKIYVIEGTSKQDLTSFNMELSSSGISADLSRGHAVVGAVGAKDWAGGFLDLKADLQDDTFIGNEPLTPEVR
AGYLGYTVTWLPSRQKTSLLASGAPRYQHMGRVLLFQEPQGGGHWSQVQTIHGTQIGSYFGGELCGVDVDQDGETELLLI
GAPLFYGEQRGGRVFIYQRRQLGFEEVSELQGDPGYPLGRFGEAITALTDINGDGLVDVAVGAPLEEQGAVYIFNGRHGG
LSPQPSQRIEGTQVLSGIQWFGRSIHGVKDLEGDGLADVAVGAESQMIVLSSRPVVDMVTLMSFSPAEIPVHEVECSYST
SNKMKEGVNITICFQIKSLYPQFQGRLVANLTYTLQLDGHRTRRRGLFPGGRHELRRNIAVTTSMSCTDFSFHFPVCVQD
LISPINVSLNFSLWEEEGTPRDQRAQGKDIPPILRPSLHSETWEIPFEKNCGEDKKCEANLRVSFSPARSRALRLTAFAS
LSVELSLSNLEEDAYWVQLDLHFPPGLSFRKVEMLKPHSQIPVSCEELPEESRLLSRALSCNVSSPIFKAGHSVALQMMF
NTLVNSSWGDSVELHANVTCNNEDSDLLEDNSATTIIPILYPINILIQDQEDSTLYVSFTPKGPKIHQVKHMYQVRIQPS
IHDHNIPTLEAVVGVPQPPSEGPITHQWSVQMEPPVPCHYEDLERLPDAAEPCLPGALFRCPVVFRQEILVQVIGTLELV
GEIEASSMFSLCSSLSISFNSSKHFHLYGSNASLAQVVMKVDVVYEKQMLYLYVLSGIGGLLLLLLIFIVLYKVGFFKRN
LKEKMEAGRGVPNGIPAEDSEQLASGQEAGDPGCLKPLHEKDSESGGGKD　(配列番号30)。
【０１３４】
　ヒトLFA-1のβサブユニット（β2）の代表的なアミノ酸配列は次のとおりである (gi|4
557886|ref|NP_000202.1)：
MLGLRPPLLALVGLLSLGCVLSQECTKFKVSSCRECIESGPGCTWCQKLNFTGPGDPDSIRCDTRPQLLMRGCAADDIMD
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PTSLAETQEDHNGGQKQLSPQKVTLYLRPGQAAAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMLDDLRNVKKLGGDLLRALNEI
TESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPDKLRNPCPNKEKECQPPFAFRHVLKLTNNSNQFQTEVGKQLISGNLDAPEGGLDAM
MQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKRSNEFDYPSVGQLAHKLAENNIQPIF
AVTSRMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSEDSSNVVHLIKNAYNKLSSRVFLDHNALPDTLKVTYDSFCSNGVTHRNQPRGDC
DGVQINVPITFQVKVTATECIQEQSFVIRALGFTDIVTVQVLPQCECRCRDQSRDRSLCHGKGFLECGICRCDTGYIGKN
CECQTQGRSSQELEGSCRKDNNSIICSGLGDCVCGQCLCHTSDVPGKLIYGQYCECDTINCERYNGQVCGGPGRGLCFCG
KCRCHPGFEGSACQCERTTEGCLNPRRVECSGRGRCRCNVCECHSGYQLPLCQECPGCPSPCGKYISCAECLKFEKGPFG
KNCSAACPGLQLSNNPVKGRTCKERDSEGCWVAYTLEQQDGMDRYLIYVDESRECVAGPNIAAIVGGTVAGIVLIGILLL
VIWKALIHLSDLREYRRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES　(配列番号31)。
【０１３５】
　活性型の白血球インテグリンと優先的に結合するタンパク質は、白血球（例えば、活性
化された白血球）により媒介される白血球活性および生理学的活性を調節するために使用
することができる。かかる結合タンパク質を用いて、白血球の移動、白血球の接着、また
は炎症を調節（例えば、抑制）することが可能である。
【０１３６】
　インテグリンは、活性型と非活性型の立体配座を含めて、複数の立体配座をとることが
できる。追加の立体配座中間体も利用可能である。インテグリンの立体配座は、例えばイ
ンテグリンのアミノ酸配列を改変することで、一方に偏らせることができる。立体配座の
偏りは、インテグリンの１つのドメイン（例えば、インテグリンI-ドメイン、βプロペラ
ドメイン）の内部、またはドメイン間、またはサブユニット間に導入しうる。一実施形態
では、分子内または分子間ジスルフィド結合を遺伝子工学的に導入することによりインテ
グリンを改変する。改変インテグリン分子は天然インテグリンの立体配座の模擬体として
使用される。
【０１３７】
　インテグリンαサブユニットのN-末端領域は7つの反復配列（それぞれ約60アミノ酸か
らなる）を含み、7-ブレードのβプロペラドメイン（7-bladedβ-propeller domain）に
折りたたまれていると予想されている (Springer, T A (1997) Proc Natl Acad Sci USA 
94:65-72)。白血球インテグリンαサブユニット（α1、α2、α10、α11、αL、αM、αD
、αX、およびαEサブユニットなど）は、約200アミノ酸の挿入ドメインつまりI-ドメイ
ンを含む (Larson, R Sら (1989) J Cell Biol 108:703-712; Takada, Yら (1989) EMBO 
J 8:1361-1368; Briesewitz, Rら (1993) J Biol Chem 268:2989-2996; Shaw, S Kら (19
94) J Biol Chem 269:6016-6025; Camper, Lら (1998) J Biol Chem 273:20383-20389)。
このI-ドメインは、βプロペラドメインのβシート2および3の間に挿入されていると予測
される。αM、αL、α1およびα2 I-ドメインの三次元構造は解明されており、それが金
属イオン依存性接着部位(MIDAS)と呼ばれるユニークな二価カチオン配位部位を有するジ
ヌクレオチド結合フォールドをとることがわかっている (Lee, J-Oら (1995) Structure 
3:1333-1340; Lee, J-Oら (199S) Cell 80:631-638; Qu, AおよびLeahy, D J (1995) Pro
c Natl Acad Sci USA 92:10277-10281; Qu, AおよびLeahy, D J (1996) Structure 4:931
-942; Emsley, Jら (1997) J Biol Chem 272:28512-28517; Baldwin, E Tら (1998) Stru
cture 6:923-935; Kallen, Jら (1999) J Mol Biol 292:1-9)。αMサブユニットのC-末端
領域はβサンドイッチ構造に折りたたまれると予想されている (Lu, Cら (1998) J Biol 
Chem 273:15138-15147)。
【０１３８】
　US 2002-0123614は、とりわけ、立体配座に偏りのあるインテグリン分子を取得して使
用するための典型的方法を開示している。一実施形態では、インテグリンがジスルフィド
結合を用いて特定の立体配座に固定される。タンパク質の立体配座を設計および/または
改造するためのコンピュータ使用のアルゴリズムが、例えばWO 98/47089に記載されてい
る。SSBONDプログラム (Hazes, BおよびDijkstra, B W (1988) Protein Engineering 2:1
19-125) を用いると、適切な位置の残基対をシステインに変異させることによりジスルフ
ィド結合をタンパク質構造中のどの位置に導入できるかを同定することができる。
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【０１３９】
　ジスルフィド結合の形成は、タンパク質の三次元構造内に適切に位置づけられた2個の
システイン残基間で起こりうる。したがって、ジスルフィド結合が形成されるようにアミ
ノ酸配列中に少なくとも1個のシステイン置換を導入することによって、タンパク質を所
望の立体配座で安定化させることができる。1個のシステイン置換の導入が実施される状
況は、タンパク質の天然のアミノ酸配列の適切な位置に別のシステイン残基が存在してジ
スルフィド結合が形成される場合である。より一般的には、2個のシステイン置換を、ジ
スルフィド結合の形成を可能にする位置でタンパク質のアミノ酸配列に導入し、それによ
り、該タンパク質を所望の立体配座で安定化させる。別の実施形態では、システインで置
換される残基のCβ炭素間の距離が3.00～8.09Åである。さらに別の実施形態では、ジス
ルフィド結合中のCβ炭素間の距離が3.41～7.08Åの範囲である。
【０１４０】
　典型的には、システイン置換は、ジスルフィド結合の形成がタンパク質の１つの立体配
座にのみ有利に働き、その結果該タンパク質がその特定の立体配座で安定化されるように
導入される。システイン置換は、対象のポリペプチド（例えば、インテグリンポリペプチ
ド）をコードするDNAの突然変異誘発により導入することができる。例えば、改変された
インテグリンI-ドメインポリペプチドをコードする単離された核酸分子は、コードされた
タンパク質に１以上のコドン（例えば、システインコドン）が導入されるように、インテ
グリン遺伝子のヌクレオチド配列に１以上のヌクレオチド置換を導入することによって、
作製することができる。突然変異を核酸配列に導入するには、部位特異的突然変異誘発や
PCR媒介突然変異誘発といった標準方法が用いられる。
【０１４１】
　固定（ロック）された立体配座のインテグリンを取得して使用する別の方法は、例えば
、Shimaoka, Mら (2003) Cell 112, 99-l11; Shimaoka, Mら (2002) Annu. Rev. Biophys
. Biomol. Struct. 31, 485-516; およびShimaoka, Mら (2001) Proc Natl Acad Sci U S
 A 98:6009-6014に記載されている。Luoら (2003) Proc Natl Acad Sci U S A. 100(5):2
403-8には、立体配座的に偏りのあるインテグリン（立体配座の優先性を変えるためにグ
リカン成分を用いている）が記載されている。Luoら, J Biol Chem. 2003 Dec 16 (プリ
ント前に電子ジャーナルで公開), PMID: 14681220には、別の立体配座的に偏りのある、
例えばジスルフィドで固定された立体配座が記載されている。
【０１４２】
　例えば、立体配座的に偏りのあるインテグリンは、開放立体配座または閉鎖立体配座の
方に偏りのある（例えば、固定された）改変型インテグリンI-ドメインを含みうる。開放
立体配座はインテグリンのコグネイトリガンドと高親和性でもって結合することができる
。
【０１４３】
　ジスルフィド固定分子は、1個以上（例えば、2個）のシステインコドンを挿入する少な
くとも1つのコドン置換を含む核酸配列から得られる。これらのコドンの位置は、システ
インで置換される残基のCβ炭素間の距離が3.00～8.09Åの範囲となる（例えば、タンパ
ク質モデリングから予測される）ような位置でありうる。さらなる実施形態においては、
ジスルフィド結合におけるCβ炭素間の距離は3.41～7.08Åの範囲とする。
【０１４４】
　特定の立体配座、例えば活性型の「開放」立体配座または非活性型の「閉鎖」立体配座
、の方に立体配座的に偏りのあるインテグリンI-ドメインの例には、次のものが含まれる
。αL K287C/K294C、E284C/E301C、L161C/F299C、K160C/F299C、L161C/T300C、およびL28
9C/K294C突然変異体、ならびにαM Q163C/Q309CおよびD294C/Q311C突然変異体は、コグネ
イトリガンドと高いまたは中間の親和性でもって結合する「開放」立体配座にて安定化さ
れ、一方αL L289C/K294C突然変異体とαM Q163C/R313C突然変異体はコグネイトリガンド
と結合しない非活性型の「閉鎖」立体配座で安定化される。E284C/E301Cのコグネイトリ
ガンドに対する親和性は、K287C/K294Cのそれにほぼ匹敵し、例えば高親和性である。L16
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1C/F299C、K160C/F299C、およびL161C/T300Cのコグネイトリガンドに対する親和性は、野
生型よりも顕著に高いが、高親和性αL I-ドメインであるK287C/K294Cよりも20～30倍低
い。L161C/F299C、K160C/F299C、およびL161C/T300Cについては、本明細書では中間親和
性αL I-ドメインと呼ぶ。
【０１４５】
　αLのI-ドメインは、以下の二次構造情報と共に、次のように記載される：

【０１４６】
　例えば、PDBTM構造を参照されたい：(1) 1MQA 「リガンドまたは金属の不在下での高親
和性α-1Iドメインの結晶構造」 (mmdbId:21776); (2) 1MQ9 「リガンド模倣結晶の接触
を伴う高親和性α-1Iドメインの結晶構造」 (mmdbId:21775); (3) 1MQ8 「Icam-1との複
合体中のα-1Iドメインの結晶構造」 (mmdbId:21774); および(4) 1MJN 「中間親和性Al 
Iドメイン突然変異体の結晶構造」 (mmdbId:21755)。
【０１４７】
　立体配座的に偏りのあるインテグリン分子は、インテグリンαサブユニットからの改変
型インテグリンI-ドメイン、つまり全成熟αサブユニット細胞外ドメイン、または全成熟
αサブユニットだけを含んでいてもよいし、かつ/または、インテグリンβサブユニット
細胞外ドメインおよび/または全サブユニットとさらに会合していてもよい。一実施形態
において、改変型インテグリンI-ドメインポリペプチドは可溶性タンパク質であり、例え
ば、ヘテロ二量体の可溶性タンパク質、または単量体の可溶性タンパク質である。
【０１４８】
　実験データ（Huang, Cら (2000) J Biol Chem 275:21514-24）によって支持されるイン
テグリンβサブユニットのI-様ドメインのモデルも作られている。このデータから、I-ド
メインにおいて劇的な10Åの立体配座移動を受ける、重要なC-末端αヘリックスの位置が
確認できる。I-ドメインとI-様ドメインはこの領域においてよくアライメントする。
【０１４９】
aLFA-1結合タンパク質の同定
　いくつかの方法を用いて、aLFA-1や他の活性インテグリンと結合するタンパク質を同定
することができる。こうした方法の多くは立体配座的に偏りのあるインテグリンタンパク
質を標的として用いる。
【０１５０】
　aLFA-1と結合する抗体を同定するための1つの代表的な方法は、立体配座的に偏りのあ
るLFA-1タンパク質またはその立体配座的に偏りのあるドメインを用いて、ヒト以外の動
物（非ヒト動物）を免疫することを含む。免疫した動物から脾細胞を単離して、これを用
いて標準方法によりハイブリドーマ細胞を作製することができる。一実施形態において、
非ヒト動物は1以上のヒト免疫グロブリン遺伝子を含むものである。
【０１５１】
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　aLFA-1と結合するタンパク質を同定するための別の代表的な方法は、タンパク質のライ
ブラリーを用意し、そのライブラリーから、立体配座的に偏りのある分子（例えば、立体
配座的に偏りのあるインテグリン、例えばaLFA-1）と結合する1以上のタンパク質を選択
することを含む。この選択はいくつかの方法で行うことができる。例えば、ディスプレイ
ライブラリーまたはタンパク質アレイの形のライブラリーを用意する。選択に先だって、
非標的分子（例えば、非活性型立体配座のLFA-1分子）と相互作用するメンバーを除くた
めにライブラリーのプレスクリーニング（例えば、枯渇）を行ってもよい。
【０１５２】
　立体配座的に偏りのある標的分子は、タグを付けて、組換えにより発現させることがで
きる。一実施形態では、立体配座的に偏りのある標的分子を精製して、支持体、例えばア
フィニティービーズ、または常磁性ビーズもしくは他の磁気応答性粒子に結合させる。
【０１５３】
　立体配座的に偏りのある標的分子はまた、細胞の表面に発現させることもできる。その
細胞と特異的に結合するディスプレイライブラリーのメンバーを選択する。また、インテ
グリンの内在性または他の野生型形態を使用することも可能である。例えば、インテグリ
ンが活性化されたときだけ、細胞と特異的に結合するディスプレイライブラリーのメンバ
ーを選択することができる。
【０１５４】
発現ライブラリー
　一実施形態においては、活性型立体配座のインテグリン（例えば、aLFA-1）と結合する
タンパク質を同定するために、ディスプレイライブラリーや他の発現ライブラリーを利用
する。ディスプレイライブラリーは構成要素のコレクションであり、各構成要素はアクセ
ス可能なタンパク質成分（例えば、FabまたはscFv）と、そのタンパク質成分をコードす
るかまたは識別する回収可能な成分（例えば、核酸）を含む。タンパク質成分はどのよう
な長さのものであってもよく、例えば、3アミノ酸から300アミノ酸以上でありうる。選択
に際しては、ライブラリーの各メンバーのタンパク質成分を、立体配座的に偏りのあるイ
ンテグリンタンパク質でプロービングし、タンパク質成分が該タンパク質と結合する場合
には、ディスプレイライブラリーのそのメンバーを、例えば支持体上に保持させて、同定
する。タンパク質成分は1以上の免疫グロブリン可変ドメインまたは別のドメインの変異
体を含みうる。免疫グロブリンドメインのライブラリーを作製する方法は周知である。例
えば、2004年2月19日付けの米国特許出願第60/546,354号、US 2004-0005709、およびUS 2
002-0102613を参照されたい。
【０１５５】
　ディスプレイライブラリーの保持されたメンバーを支持体から回収して分析する。分析
には、増幅と、その後の同様の条件または異なる条件下での選択が含まれる。例えば、正
の選択と負の選択を交互に行うことができる。分析はまた、タンパク質成分のアミノ酸配
列の解析と、詳細な特性決定のための該タンパク質成分の精製を含みうる。
【０１５６】
　ディスプレイライブラリーには様々なフォーマットが利用される。例としては以下のも
のが含まれる。
【０１５７】
　ファージディスプレイ：　1つのフォーマットはウイルス、特にバクテリオファージを
利用する。このフォーマットは「ファージディスプレイ」と呼ばれている。通常、タンパ
ク質成分はバクテリオファージのコートタンパク質に共有結合で連結される。この連結は
、コートタンパク質に融合されたタンパク質成分をコードする核酸の翻訳から生じる。こ
の連結部は柔軟性のペプチドリンカー、プロテアーゼ部位、または終結コドンの抑制の結
果として組み込まれるアミノ酸を含んでいてもよい。ファージディスプレイは、例えば、
以下の文献に記載されている： U.S. 5,223,409; Smith (1985) Science 228:1315-1317;
 WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; W
O 92/09690; WO 90/02809; de Haardら (1999) J. Biol. Chem 274:18218-30; Hoogenboo
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mら (1998) Immunotechnology 4:1-20; およびHoogenboomら (2000) Immunol Today 2:37
1-8。
【０１５８】
　ファージディスプレイ系は糸状ファージ（ファージf1、fd、およびM13）や他のバクテ
リオファージについて開発されている。糸状ファージディスプレイ系は通常、バクテリオ
ファージの表面上にタンパク質成分を提示させるために、マイナーなコートタンパク質（
例えば、遺伝子III）への融合体を利用する。ディスプレイされるタンパク質を、非ペプ
チド結合を介して、コートタンパク質に物理的に会合させることも可能である。
【０１５９】
　タンパク質成分をディスプレイしているバクテリオファージは、増殖させてから、標準
的なファージ調製方法（例えば、増殖培地からのPEG沈降）を用いて回収することができ
る。個々のディスプレイファージの選択後、選択されたタンパク質成分をコードする核酸
を、増幅後に、選択したファージを感染させた細胞から、またはファージそれ自体から単
離することができる。個々のコロニーまたはプラークを拾い上げ、核酸を単離して配列決
定する。
【０１６０】
　他のディスプレイフォーマット：　その他のディスプレイフォーマットには次のものが
含まれる：細胞に基づくディスプレイ（例えば、WO 03/029456参照）、タンパク質-核酸
融合体（例えば、US 6,207,446参照）、およびリボソームディスプレイ（例えば、Matthe
akisら (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9022; Hanesら (2000) Nat Biotechnol.
 18:1287-92; Hanesら (2000) Methods Enzymol. 328:404-30; ならびにSchaffitzelら (
1999) J Immunol Methods. 231(1-2):119-35参照）。
【０１６１】
　エピトープ特異的結合タンパク質：　ディスプレイ技術を使用して、標的とする特定の
エピトープに結合する結合タンパク質（例えば、抗体）を得ることもできる。エピトープ
は「立体配座」エピトープまたは「配列」エピトープとして分類される。立体配座エピト
ープは、たとえアミノ酸同士がその配列中で実質的に離れている（例えば、少なくとも1
、2、4、6、8、または10アミノ酸だけ離れている）としても、適切に折りたたまれた標的
中に一定の相対配向を有するアミノ酸残基類を含む。配列エピトープは、タンパク質の折
りたたみ状態が何であれ（例えば、天然の状態、またはほどけた状態）、抗体と結合する
ポリペプチド鎖の短鎖部分を含む。立体配座エピトープに対する結合タンパク質は、例え
ば、その特定のエピトープを欠くかまたはエピトープ内部で（例えば、アラニンにより）
突然変異を起こしている競合性の非標的分子を使用することによって、同定することがで
きる。そのような非標的分子は、以下に記載する負の選択法において、標的にディスプレ
イライブラリーを結合させるときの競合分子として、あるいは、例えば標的に特異的でな
いディスプレイライブラリーの解離しているメンバーを洗浄溶液中で捕獲するために、予
備溶出剤として、使用することができる。別の実施形態では、エピトープ特異的結合タン
パク質は、ディスプレイライブラリーのメンバーを、標的分子上の対象のエピトープと結
合する競合結合タンパク質と共に溶出することにより同定される。配列エピトープと結合
する結合タンパク質は、例えば標的タンパク質中に存在するアミノ酸配列を有する短いペ
プチドを用いて、選択することができる。往々にして、立体配座エピトープと結合する結
合タンパク質は、その立体配座エピトープに関係するアミノ酸類のいくつかを含むペプチ
ドとも弱く結合する。したがって、非常に低いストリンジェンシーでペプチドとの結合を
選択してから、折りたたまれた標的タンパク質との結合を選択することができる。
【０１６２】
　抗体親和性成熟：　一実施形態においては、標的と結合する結合タンパク質は、修飾さ
れた結合タンパク質のプールを得るために、例えば突然変異誘発により、修飾することが
できる。その後、修飾結合タンパク質を評価して、改変された機能特性（例えば、結合性
の向上、安定性の向上、in vivoでの安定性の長期化）を有する1以上の改変型結合タンパ
ク質を同定する。ある実施形態では、ディスプレイライブラリー技術を使用して、修飾結
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合タンパク質のプールを選択またはスクリーニングする。その後、第2のライブラリーか
ら、例えばより高いストリンジェンシーまたはより競合的な結合・洗浄条件を用いて、よ
り高い親和性の結合タンパク質を同定する。他のスクリーニング法を使用してもよい。
【０１６３】
　いくつかの実施形態では、突然変異誘発が、結合境界面にあると分かっている領域また
は結合境界面にあるらしい領域に向けられる。例えば、同定した結合タンパク質が抗体で
ある場合には、突然変異誘発が本明細書に記載する重鎖もしくは軽鎖のCDR領域に向けら
れる。さらに、突然変異誘発を、CDRに近いまたは隣接したフレームワーク領域（例えば
、特にCDR接合部から10、5、または3アミノ酸内にある、フレームワーク領域）に向ける
こともできる。抗体の場合には、例えば段階的改善を行うために、突然変異誘発を1つま
たは2,3のCDRに限定してもよい。
【０１６４】
　一実施形態では、1以上の生殖系列（germline）配列とより類似している抗体を作るた
めに突然変異誘発が使用される。1つの代表的な生殖系列化（germlining）法は以下のス
テップを含みうる。すなわち、単離した抗体の配列と類似している（例えば、特定のデー
タベースにおいて最も類似している）1以上の生殖系列配列を同定し、次にその単離した
抗体に（アミノ酸レベルで）突然変異を漸増的に、組み合わせで、またはその両方にて起
こさせる。例えば、一部または全部の可能な生殖系列変異をコードする配列を含む核酸ラ
イブラリーを作製する。その後、突然変異させた抗体を評価して、例えば、単離した抗体
と比べて1個以上の追加の生殖系列残基を有し、しかもまだ有用である（例えば、機能活
性をもつ）抗体を同定する。一実施形態では、単離した抗体に可能なかぎり多くの生殖系
列残基を導入する。
【０１６５】
　一実施形態では、突然変異誘発がCDR領域に1個以上の生殖系列残基を挿入または置き換
えて使用するために用いられる。例えば、生殖系列CDR残基は、改変される可変領域と類
似している（例えば、最も類似している）生殖系列配列由来でありうる。変異誘発後、抗
体の活性（例えば、結合活性や他の機能活性）を評価して、その生殖系列残基（類）が許
容されるかを確認することができる。同様の変異誘発をフレームワーク領域で行ってもよ
い。
【０１６６】
　生殖系列配列の選択は様々な方法で行うことができる。例えば、生殖系列配列は、それ
が予め決められた選択性または類似性の基準を満たすならば、選択されうる。その基準は
、例えば、ある特定の同一性パーセント、例えば少なくとも75、80、85、90、91、92、93
、94、95、96、97、98、99、または99.5％の同一性である。選択は少なくとも2、3、5、
または10の生殖系列配列を用いて行う。CDR1とCDR2の場合には、類似の生殖系列配列を同
定することが、1つのそのような配列を選択することを含みうる。CDR3の場合には、類似
の生殖系列配列を同定することが、1つのそのような配列を選択することを含みうるが、
アミノ末端部分とカルボキシ末端部分に別々に寄与する2つの生殖系列配列を使用するこ
とを含んでいてもよい。他の実施形態では、例えばコンセンサス配列を形成するために、
1より多いまたは2つの生殖系列配列を使用する。
【０１６７】
　一実施形態では、特定の参照可変ドメイン配列（例えば、本明細書に記載の配列）に関
して、関連した可変ドメイン配列は、ヒト生殖系列配列（すなわち、ヒト生殖系列核酸に
よりコードされるアミノ酸配列）中の対応する位置の残基と同一の残基である、参照CDR
配列中の残基と同一でないCDRアミノ酸位置を少なくとも30、40、50、60、70、80、90、9
5、または100％有する。
【０１６８】
　一実施形態では、特定の参照可変ドメイン配列（例えば、本明細書に記載の配列）に関
して、関連した可変ドメイン配列は、ヒト生殖系列配列（例えば、参照可変ドメイン配列
に関係した生殖系列配列）由来のFR配列と同一のFR領域を少なくとも30、50、60、70、80



(31) JP 5054385 B2 2012.10.24

10

20

30

40

50

、90、または100％有する。
【０１６９】
　したがって、対象の抗体に類似した活性を有するが、1以上の生殖系列配列（特に、1以
上のヒト生殖系列配列）にさらに類似している抗体を単離することが可能である。例えば
、抗体はCDRの外側にある領域（例えば、フレームワーク領域）の生殖系列配列と少なく
とも90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、99.5％同一でありうる。さらに、抗体は
CDR領域中に少なくとも1、2、3、4、または5個の生殖系列残基を含んでいてもよく、その
生殖系列残基は改変される可変領域に類似している（例えば、最も類似している）生殖系
列配列に由来するものである。主に関心のある生殖系列配列はヒト生殖系列配列である。
抗体の活性（例えば、結合活性）はもとの抗体の100、10、5、2、0.5、0.1、および0.001
倍の範囲内でありうる。代表的な生殖系列配列としては、VKI-O2、VL2-1、VKIII-L2::JK2
、vg3-23、V3-23::JH4、およびV3-23::JK6が挙げられる。
【０１７０】
　いくつかの代表的な突然変異誘発法には次のものが含まれる：エラープローンPCR (Leu
ngら(1989) Technique 1:11-15)、組換え(例えば、USSN 10/279,633参照)、ランダム切断
を用いるDNAシャフリング(Stemmer (1994) Nature 389-391; 「核酸シャフリング」と呼
ばれる)、RACHITTTM (Cocoら(2001) Nature Biotech. 19:354)、部位特異的突然変異誘発
(Zollerら(1987) Nucl Acids Res 10:6487-6504)、カセット突然変異誘発(Reidhaar-Olso
n (1991) Methods Enzymol. 208:564-586)、および縮重オリゴヌクレオチドの組み込み(G
riffithsら(1994) EMBO J 13:3245)。
【０１７１】
　抗体親和性成熟の一例では、本明細書に記載の方法を用いて、初めに、標的に対して少
なくとも最小の結合特異性または最小の活性（例えば、1nM、10nM、または100nM未満の結
合に対する平衡解離定数）でもってaLFA-1と結合する、ディスプレイライブラリーからの
結合タンパク質を同定する。最初に同定した結合タンパク質をコードする核酸配列を変異
導入用の鋳型核酸として用いて、例えば、最初の結合タンパク質と比べて向上した特性（
例えば、結合親和性、反応速度、または安定性）を有する第2の結合タンパク質を同定す
る。あるいはまた、1以上のCDRのアミノ酸配列を核酸ライブラリー設計用のガイドとして
用いることができ、かかる核酸ライブラリーは単離された配列と多くの近隣配列をコード
する核酸を含む。そのような多種多様な核酸を最初の単離物を含むディスプレイベクター
中に導入することができ、そのライブラリーから改善された変異体を選択する。
【０１７２】
　off-rate選択：　遅い解離速度は、特にポリペプチドとその標的との相互作用に関して
、高親和性を予測させるので、本明細書に記載の方法を用いて、標的との結合相互作用に
ついて所望の（すなわち、低下した）解離速度を有する結合タンパク質を単離することが
できる。
【０１７３】
　ディスプレイライブラリーからゆっくり解離する結合タンパク質を選択するために、そ
のライブラリーを固定化した標的と接触させる。次に、固定化標的を、非特異的にまたは
弱く結合した生体分子を除去する第1溶液で洗浄する。その後、固定化標的を、飽和量の
遊離標的（すなわち、粒子に結合されていない標的の複製）を含む第2溶液により溶出す
る。遊離標的が標的から解離した生体分子と結合する。再結合は、かなり低濃度の固定化
標的に対して飽和量の遊離標的によって効果的に防止される。
【０１７４】
　第2溶液は、実質的に生理的なまたはストリンジェントな溶液条件とすることができる
。一般的には、第2溶液の溶液条件は第1溶液の溶液条件と同一である。第2溶液のフラク
ションを回収して、時間的に速いフラクションと遅いフラクションとを区別する。より遅
いフラクションは、速いフラクション中の生体分子よりも遅い速度で標的から解離する生
体分子を含んでいる。
【０１７５】
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　さらに、インキュベーション時間を延長させた後でも標的と結合した状態で残っている
ディスプレイライブラリーのメンバーを回収することも可能である。これらはカオトロピ
ック条件を用いて解離させることができ、また、標的に結合させたままで増幅することも
できる。例えば、標的と結合したファージを細菌細胞に接触させることができる。
【０１７６】
　特異性の選択およびスクリーニング：　ディスプレイライブラリーの状況のもとで、「
選択」とは、ディスプレイライブラリーの多くのメンバーを標的と接触させて、結合する
ものを回収して増やすプロセスをさす。選択は、無数のメンバー（例えば、1010を超える
メンバー）を含むライブラリーから行うことができる。ディスプレイライブラリーの状況
のもとで、「スクリーニング」とは、ライブラリーの単離されたメンバーを標的との結合
について1つずつ試験するプロセスをさす。自動化によって、何千もの候補を多くの並列
プロセスでスクリーニングしうる。本明細書に記載するディスプレイライブラリー選択法
には、非標的分子と結合するディスプレイライブラリーのメンバーを廃棄する選択プロセ
スを含めてもよい。
【０１７７】
　非標的分子（例えば、LFA-1結合抗体に対するもの）の例には、例えば、LFA-1以外のイ
ンテグリンが含まれる。LFA-1結合抗体（例えば、活性型LFA-1と優先的に結合する抗体）
に対する別の例では、非標的分子は活性型以外の立体配座（例えば、非活性型立体配座）
のLFA-1分子でありうる。
【０１７８】
　一実施形態においては、いわゆる「負の選択」ステップを用いて、標的と、関連した非
標的分子と、関連するが明らかに異なる非標的分子とを区別する。ディスプレイライブラ
リーまたはそのプールを非標的分子と接触させる。非標的に結合しないサンプルのメンバ
ーを回収して、標的分子との結合についての後続の選択に用いるか、または後続の負の選
択にさえも使用する。負の選択ステップは、標的分子と結合するライブラリーのメンバー
を選択する前であっても後であってもよい。
【０１７９】
　別の実施形態では、スクリーニングステップを用いる。標的分子との結合についてディ
スプレイライブラリーのメンバーを選択して単離した後、それぞれの単離したライブラリ
ーメンバーを、非標的分子（例えば、先に挙げた非標的）と結合するその能力について試
験する。例えば、このデータを得るには、ハイスループットELISAスクリーニングを利用
しうる。また、このELISAスクリーニングを使用すると、ライブラリーメンバーの標的へ
の結合についての定量的データを得ることもできる。非標的および標的と結合するデータ
を比較して（例えば、コンピュータとソフトウェアを使用）、aLFA-1と特異的に結合する
ライブラリーメンバーを同定する。
【０１８０】
　本明細書に記載するディスプレイライブラリーの選択およびスクリーニング法は、標的
分子上の特定の部位に結合するディスプレイライブラリーのメンバーを選択する選択また
はスクリーニングプロセスを含みうる。例えば、本明細書に記載する抗体を高濃度で用い
る溶出は、そのような抗体によって結合されたエピトープと結合するファージを選択する
。aLFA-1の特定のエピトープと結合するファージは、バッファー中で該エピトープを認識
する競合抗体の存在下および不在下でELISAを行うことによって、スクリーニングするこ
とができる。
【０１８１】
二次スクリーニング法
　ディスプレイライブラリーを用いて、標的と結合する候補ディスプレイライブラリーメ
ンバーを選択することができる。そのような各候補ディスプレイライブラリーメンバーま
たはaLFA-1結合タンパク質を、例えば標的に対するその結合特性についてさらに特徴づけ
るために、さらに分析する。各候補ディスプレイライブラリーメンバーを1回以上の二次
スクリーニングアッセイに供する。そのアッセイは、結合特性、生理学的特性（例えば、
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細胞毒性、腎クリアランス、免疫原性）、構造的特性（例えば、安定性、立体配座、オリ
ゴマー化状態）、または別の機能特性（例えば、白血球などのインテグリン発現細胞の活
動を調節する能力、または炎症もしくは炎症関連反応を調節する能力）のためでありうる
。同じアッセイを、条件を変えて、繰り返し行うことにより、例えばpH、イオンまたは熱
感受性を調べることができる。
【０１８２】
　適宜に、アッセイにおいて、ディスプレイライブラリーメンバーを直接使用したり、デ
ィスプレイされたポリペプチドをコードする核酸から得られた組換えポリペプチド、また
はディスプレイされたポリペプチドの配列に基づいて合成された合成ペプチドを使用する
ことができる。任意の供給源からの候補aLFA-1結合タンパク質の場合には、そのタンパク
質を、例えばそのような供給源から、または組換え生産によって、取得することができる
。結合特性についての代表的アッセイには次のものが含まれる。
【０１８３】
代表的な生物学的アッセイ
　候補aLFA-1結合タンパク質は、その活性についてin vitroで（例えば、無細胞系もしく
は細胞系で）またはin vivoで（例えば、下記のモデル動物で）評価することができる。
例えば、前記タンパク質を、LFA-1発現細胞の活性（例えば、LFA-1発現細胞の結合活性）
を阻害するその能力について評価する。別の例では、前記タンパク質を、活性型LFA-1を
提示する細胞をターゲティングするその能力について評価する。
【０１８４】
　LFA-1発現細胞のコグネイトリガンドへの結合は、例えば細胞アッセイを用いて、評価
することができる。ICAM-1は、例えば白血球、内皮、および皮膚繊維芽細胞上に発現され
 (Dustinら, J. Immunol. 137: 245-254 (1986))、ICAM-2は静止している内皮およびリン
パ球に発現され (de Fougerollesら, J. Exp. Med. 174: 253-267 (1991))、そしてICAM-
3は単球および静止リンパ球に発現される (de Fougerollesら, J. Exp. Med. 179: 619-6
29 (1994))。したがって、LFA-1発現細胞と、他の白血球、内皮細胞、単球、および皮膚
繊維芽細胞との間で細胞接着アッセイ（例えば、蛍光標識した細胞を使用）を行うことが
できる。
【０１８５】
　ICAM結合に関する別の代表的アッセイは次のとおりである。ICAM-1をヒト扁桃腺から精
製し、以前に記載されたように96ウェルプレートにコーティングする (LuおよびSpringer
, (1997) J Immunol 159:268-278)。LFA-1発現細胞は、蛍光色素2',7'-ビス-(カルボキシ
エチル)-5(および-6)-カルボキシフルオレセイン・アセトキシメチルエステル (BCECF-AM
)で標識し、L15/FBS中に約1×106個/mlで再懸濁させる。50μlの細胞懸濁液を、ICAM-1コ
ーティングウェル内で、試験化合物（例えば、候補aLFA-1結合タンパク質）の不在下また
は存在下で等量のL15/FBSと混合する。このアッセイは、活性化するモノクローナル抗体 
(CBRLFA-1/2、10μg/ml) の存在下および不在下で行ってもよい。
【０１８６】
　二価カチオンの影響を調べるため、BCECF-AM標識細胞を、5mM EDTAを含有するTSバッフ
ァー、pH7.5 (20mM Tris, pH 7.5、150mM NaC1) を用いて2回洗浄し、続いてTSバッファ
ー、pH7.5で2回洗浄する。その後、細胞を、1mM MgCl2および他の二価カチオンおよび2mM
 EDTAを添加したTSバッファー、pH7.5中に5×105個/mlで再懸濁させた。100μlの細胞懸
濁液をICAM-1コーティングウェルに添加する。37℃で30分インキュベートした後、未結合
の細胞をMicroplate AUTOWASHERTM(Bio-Tek Instruments, Winooski, Vt.)で洗い流す。
各ウェル中の総投入細胞および結合細胞の蛍光量をFluorescent Concentration Analyzer
 (IDEXX, Westbrook, Me.)で定量する。結合細胞の数は、サンプルウェルあたりの総投入
細胞に対するパーセントとして表すことができる。
【０１８７】
　以下の代表的アッセイは、LFA-1に依存する細胞-細胞相互作用をモジュレートする試験
化合物の能力に及ぼす試験化合物（例えば、aLFA-1結合タンパク質）の効果を評価するも
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のである。このアッセイでは、マウスLFA-1およびICAM-1を両方とも発現し、かつPMAによ
る活性化の際にLFA-1依存的ホモタイプ凝集を示すリンパ腫細胞系EL-4を使用する。細胞
を96ウェルプレートで50ng/ml PMAおよび変化量の試験化合物の存在下にインキュベート
する。37℃、5% CO2で2時間インキュベートした後、凝集の程度を顕微鏡で観察して、次
のようにスコアで評価した：0は、実質的にどの細胞もクラスター化していないことを示
す；1は、10％未満の細胞が凝集していることを示す；2は、50％未満のクラスター化を示
す；3は、最大100％の細胞が小さくゆるく凝集していることを示す；4は、ほぼ100％の細
胞が大きなクラスターとして存在することを示す；5は、ほぼ100％の細胞が非常に大きい
緻密なクラスターとして存在することを示す。
【０１８８】
　さらに別の代表的アッセイは、in vivoでLFA-1機能を阻害する試験化合物の能力を評価
するものである。このアッセイは、生体内顕微鏡検査で末梢リンパ節（LN）の微小循環系
を視覚化することを含む。簡単に述べると、TGFβマウスからのLN細胞懸濁液の小ボーラ
ス（20～50μl）を大腿動脈カテーテルから逆方向に注入し、ビデオトリガーキセノンア
ークストロボスコープからの蛍光エピイルミネーションによって腸骨下部のLNにおいて視
覚化する。試験化合物の不在下での対照TGFβ細胞挙動を記録した後、ＴGFP細胞注入の5
分前に試験化合物（例えば、所望の濃度で）の動脈内注入によってマウスを前処理した。
そのシーンをビデオテープに記録し、オフライン解析を行った。回転フラクションは、細
静脈に入ったTGFβ細胞の総数に対する回転細胞数のパーセントとして計算する。粘着（
強固な接着）フラクションは、細静脈内で回転するＴGFP細胞の数のうち20秒未満の間に
強固に接着性になったＴGFP細胞のパーセントとして求めることができる。結果は次のよ
うに半定量的にスコアで評価される。-: 0％、+-: 0～5％、+: 5～20％、++: 20～40％、
+++: 40～60％、++++: 60～80％、+++++:80～100％。
【０１８９】
　血管内皮は、単球/顆粒球が接着、血管外遊出、および分化の際に相互作用することの
できる基層である。血管壁と単球/顆粒球の相互作用に関するin vitroアッセイは、放射
性標識したまたはフルオレセイン標識した単球/顆粒球調製物を血管内皮培養物に結合さ
せることから成り、Arnaoutら, J. Cell Physiol. 137:305 (1988) に記載されている。M
entzerら, J. Cell Physiol. 125:285 (1986) には、リンパ球接着アッセイが記載されて
いる。顆粒球凝集アッセイは、Arnaoutら, New Engl. J. Med. 306:693 (1982) に記載さ
れるとおりに行うことができる。凝集はザイモサン（zymosan）活性化自己由来血清によ
り、または走化性ペプチド（例えば、FMLP）を用いて誘導することができる。その後、血
小板アグレゴメーター（aggregometer）を使って、光透過の漸増変化として凝集を記録す
る。これらの結果は位相差顕微鏡で確認することができる。走化性は、例えばDanaら, J.
 Immunol. 137:3259 (1986) に記載されるように、評価することができる。
【０１９０】
　タンパク質（例えば、本明細書に記載の抗体）はまた、炎症もしくは炎症性疾患を調節
する能力について培養下で評価することも可能である。例えば、細胞培養を利用して白血
球の接着をモニタリングする。化合物を固相表面に固定させ、接着分子を発現している細
胞の接着を、該表面との相互作用について評価する。このアッセイに適している細胞とし
て、白血球、例えばＴ細胞、Ｂ細胞、単球、好酸球、および塩基球が挙げられる。代表的
な白血球細胞系としては、JurkatおよびU937細胞が含まれる。
【０１９１】
　一実施形態においては、タンパク質（例えば、本明細書に記載の抗体）が、本明細書に
記載するアッセイにおいて統計的に有意な効果を有する。タンパク質についてのアッセイ
は、適宜に、対応する対照アッセイ、例えば1以上の成分（例えば、試験化合物、特定の
細胞、特定の抗体、カチオンなど）を含まないアッセイと比較してもよい。
【０１９２】
モデル動物
　aLFA-1結合タンパク質はモデル動物、例えば炎症性疾患、過剰なLFA-1活性により特徴
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づけられる疾患、またはLFA-1により媒介される疾患のためのモデル動物で評価すること
ができる。
【０１９３】
　乾癬用のモデル動物はいくつか利用可能である。インテグリン結合タンパク質（例えば
、本明細書に記載のaLFA-1結合タンパク質）の有効性は、乾癬のモデル動物、例えばBNX
移植乾癬皮膚モデルで試験することができ、このモデルはWrone-Smithら (1996) J Clin 
Invest. 98(8):1878-87 に記載されている。さらなる例としては、次のものが含まれる。
Schonら (1997) Nat Med. 3:183-8 は、マウス乾癬様疾患をもつマウスを記載している。
このマウスは、ナイーブCD4+ T細胞を用いてscid/scidマウスを再構成することにより作
られた。その他の乾癬用のモデルマウスも免疫不全動物を利用している。Sugaiら (1998)
 J Dermatol Sci 17:85-92 では、ヒト乾癬病巣がscidマウスに移植された。Yamamotoら(
1998) J Dermatol Sci 17:8-14 は、重症複合免疫不全(scid)マウスに移植した全厚乾癬
皮膚の下に、黄色ブドウ球菌毒素Ｂで刺激したリンパ球を皮下に注入することを記載して
いる。Sundbergら(1997) Pathobiology 65(5):271-86 は、乾燥肌（flaky skin: fsn）突
然変異マウスにおける乾癬型皮膚炎および全身障害の発生ならびに進行を記載している。
flaky skin (fsn) 突然変異マウスは、血液の異常を伴う乾癬のモデルマウスとして記載
されている。Hongら(1999) J. Immunol. 162:7480-7491 は、乾癬の別のモデル動物を記
載している。US 6,410,824 は、免疫不全宿主動物に、ナイーブ免疫担当Ｔリンパ球を、
少なくとも1つの前炎症性サイトカインおよびポリクローナル活性化剤と共に導入するこ
とによって、モデル動物を作ることを記載している。移植されたＴ細胞は宿主動物の主要
組織適合抗原に寛容であるが、1以上の副組織適合遺伝子座でミスマッチがある。移植を
受けた動物は、ヒト乾癬に認められる組織学的特徴（例えば、乳頭間隆起、重症の表皮肥
厚、および真皮へのTh1細胞の浸潤）を含む慢性皮膚疾患を発病する。
【０１９４】
　US 6,462,020 は、関節炎の代表的なモデルマウスであるタイプIIコラーゲン誘導関節
炎（CIA）モデルマウスを記載している。このモデルマウスを使用すると、タイプIIコラ
ーゲン誘導関節炎の組織学的、Ｘ線撮影的、臨床的様相に対するaLFA-1結合タンパク質の
効果を評価することができる。マウスCIAに発生する関節炎病変の組織病理学は、ヒト患
者の慢性関節リウマチ（RA）の組織病理学と多くの点で類似している。マウスCIAはRAの
可能性のある治療処置を研究する上で有用なモデルである。
【０１９５】
　以下は代表的なモデルCIAマウスである。材料および方法：この研究には体重25gのDBA/
 1(2) 雌マウス (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Me. またはB&K Universal, Kent 
Wash.) を使用する。この系統のマウスは異種タイプIIコラーゲンの注入によってCIAに罹
りやすい。ウシコラーゲン（BC）、完全フロインドアジュバント（CFA）および不完全フ
ロインドアジュバント（ICFA）はSigma Chemicalから得ることができる。免疫用の抗原は
0.1M 酢酸中で処理し、CFAまたはICFAを用いて製剤化した。
【０１９６】
　関節炎の誘導。免疫感作プロトコル：研究期間中、予め決められた間隔をおいてCFA中
のタイプIIコラーゲン100μgをマウスに注入する。
【０１９７】
　このマウスを、予め決められた間隔で関節炎の発症について検査する。推定される関節
炎の証拠としては、2回の連続した観察により認められる前肢および/または後肢の少なく
とも1つの指関節の腫脹および紅斑がある。
【０１９８】
　関節炎の確認診断。関節の組織学的検査：適当な間隔をおいて犠牲にした動物の足指関
節を取り出し、固定し、脱石灰化し、パラフィンに包埋し、切片とし、染色して、一般的
な細胞と構造の特徴を観察し、適宜に、各関節のパンヌスの軟骨マトリックスを検出する
。組織の顕微鏡写真のデジタル化を利用して、また、上記のような標準エリア・ポイント
カウント法を適用して、細胞充実度および炎症領域を定量化する。
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【０１９９】
　指関節のＸ線像評価は、タイプIIコラーゲンで免疫した後の関節変化の発生を検出する
ために行う。この研究のためにマンモグラフィーイメージング装置を改良した。関節の軟
組織（パンヌス）の平均面積を、コンピュータデジタル化Ｘ線写真の解析により測定し、
同時に、隣接する硬組織の密度変化を、各Ｘ線写真を撮るときに含めた内部標準との比較
により測定する。変化する硬組織密度およびパンヌス面積のためのベースライン対照とし
て、追加のマウスを同一期間にわたって使用し、密度および面積のデータを比較する。対
照マウスと実験マウスの密度および面積の差の有意性は、各時点での両側ｔ検定を用いて
評価する。
【０２００】
　関節炎の評価。関節炎の発症について動物を毎日観察する。各肢の併発の重症度を0か
ら4のスケールで等級づけることにより関節炎指数を出す。スコアは関節周辺の紅斑およ
び浮腫の程度、ならびに関節の変形に基づく。内側から外側のくるぶしまでの足首の太さ
を一定張力のカリパスで測定することにより、後肢の腫脹も定量化する。
【０２０１】
　US 2003-0161810 は、炎症性疾患（慢性関節リウマチを含む）のためのヒト以外のモデ
ル動物を提供する。そこに記載される動物はヒト滑液を含む。US 2003-0176389 は、デキ
ストラン硫酸ナトリウム誘導大腸炎のモデルマウスを記載している。
【０２０２】
　aLFA-1結合タンパク質は、好中球の移動に及ぼす効果についてアッセイすることができ
る。好中球移動のための1つのモデルはマウスチオグリコール酸誘導腹膜炎である。チオ
グリコール酸をマウスの腹腔内に注射し、その直後に試験すべきタンパク質を、例えば腹
腔内または皮下に、投与する。マウスを4時間後に犠牲にし、腹腔を洗浄して、洗浄液中
の好中球の総数を数える。
【０２０３】
　aLFA-1結合タンパク質は、虚血/再灌流障害に及ぼす効果についてアッセイすることが
できる。前記タンパク質を、例えば心臓虚血/再灌流障害のモデル (Abdeslam Oubenaissa
ら, Circulation, 94, Suppl. II, 254-258, 1996) で試験する。 このタンパク質を次の
ように試験することもできる：
　マウスをaLFA-1結合タンパク質または対照で処置する。体重20～25gのマウスをイソフ
ルランで麻酔し、右腎臓の管を微小血管クランプで60分間締め付ける。60分の虚血後、微
小血管クランプを取り除く。左腎臓の管（腎動脈、静脈および尿道）は4-0外科用縫合糸
を使って結紮する。左（非虚血）腎臓を取り出し、腹腔を3-0外科用縫合糸で閉じる。対
照群にも虚血群と同じ手順を施すが、右腎臓の管の締め付けを行わない。
【０２０４】
　再灌流の24時間後、1週間後、および2週間後にCO2吸入により動物を犠牲にする。犠牲
にした直後に、0.04mlの7.5％ K3 EDTA溶液を入れた3.0ml VACUTAINERTMチューブ(Becton
-Dickenson)中に血液サンプルを心臓穿刺により回収する。血漿を分離して、さらなる分
析に供するまで-20℃で保存する。血漿クレアチンと血液尿素窒素（BUN）を分析する。犠
牲後、腎臓を生理食塩水でフラッシュ洗浄し、直ちに液体窒素中で瞬間凍結させ、分析ま
で-70℃で保存する。腎臓のミエロペルオキシダーゼ活性(MPO)は、Bradleyらの方法 (J. 
Invest. Dermatol., 78, 206-209, 1982)に従って測定することができる。
【０２０５】
　aLFA-1結合タンパク質は、血管新生化異所心臓移植に及ぼす効果についてアッセイする
ことができる。受容マウスをaLFA-1結合タンパク質または対照で処置する。マウスドナー
心臓を受容マウスの腹部血管に移植する：11/0 Ethilon (Ethicon, Norderstedt, German
y)連続縫合糸を用いるend-to-side吻合により腕頭動脈を大動脈に、右肺動脈を下大静脈
に吻合連結する。動物を6/0 Vicryl (Ethicon)で2層に閉じ、完全に回復するまで温かく
保持した。全体的な虚血時間は40～50分の範囲であり、そのうち25～35分を4℃とする。
吻合（10～15分）中は移植片を冷やしておく。
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【０２０６】
　移植後、移植片の鼓動を毎日評価（触診）して、移植片の機能をモニタリングする。拒
絶反応は、心臓の鼓動が停止したときに、完全であるとみなす。全ての実験において、移
植片の組織学的検査により拒絶を確認する。
【０２０７】
　イヌの心筋梗塞に伴う再灌流障害についての代表的アッセイは、例えば、Simpsonら, J
. Clin. Invest. 81:624 (1988) に記載されている。Takeshimaら, Stroke, 23(2):247-2
52 (1992) は、ネコの一過性局所脳虚血モデルを記載している。Takeshimaらは、微小血
管クリップを用いてMCAを閉塞し、前もって配置した結紮糸を引き締めることによってCCA
を閉塞した。Lindsbergら J. Neurosurg. 82:269-277 (1995) は、重症の脊髄虚血（腹部
大動脈に導入しておいたカテーテル先端のバルーンをふくらますことによる）のモデルウ
サギを記載している。さらなる追加のモデルとしては、可逆的脊髄モデル（スネア結紮閉
塞器具を必要とする)および不可逆的ミクロスフェアモデルがある。Clarkら, Stroke 22(
7): 877-883 (1991)。
【０２０８】
　Bowesら, Neurology 45:815-819 (1995) では、ウサギ脳塞栓発作モデルにおいて血栓
崩壊の有効性を高める特定の抗体の能力が評価された。このモデルでは、塞栓を形成させ
るために、多数の小さい血塊（組織ホモジナイザーで血餅を破砕することにより作製）を
ウサギの頸動脈循環系に注入する。塞栓形成の18時間後に各動物の神経機能を次の3ポイ
ントスケールで評価することができる：(1)正常な活動、(2)異常な活動、または(3)死亡
。各処置群につき、ウサギの50％に永久的な神経損傷を生じさせるのに必要な血塊の量（
ED50）を求める。このモデルまたは同様のモデルを使って、本明細書に記載する抗体を血
栓崩壊の効力について評価して、発作を防止し、治療し、または他の方法で軽減するする
ことができる。
【０２０９】
　Bednarら, Stroke 23(1):152 (1992) は、動脈閉塞（自己血塊を前脳循環系に送達）が
実験中に除去されない血栓塞栓性発作のモデルウサギを記載している。血栓塞栓現象の30
分後に、ウサギに結合タンパク質（例えば、aLFA-1結合タンパク質）またはビヒクルを投
与した。塞栓形成後、全身低血圧の最初の45分を含めて、合計4時間にわたって動物を評
価する。
【０２１０】
　aLFA-1結合タンパク質は、喘息または気道過反応性障害に対する効果を、例えばUS 5,7
30,983に記載されるモデル動物を用いて、評価することができる。
【０２１１】
　一実施形態では、あるタンパク質（例えば、本明細書に記載の抗体）がモデル動物にお
いて統計的に有意な効果を有する。例えば、そのタンパク質は炎症性疾患、過剰なLFA-1
活性を特徴とする疾患、またはLFA-1により媒介される疾患の症状に対して統計的に有意
な効果を及ぼす。
【０２１２】
さらなるアッセイ
　ELISA：　ディスプレイライブラリーによりコードされるタンパク質は、ELISAアッセイ
を用いて結合特性について評価することもできる。例えば、プレートの底面に標的（例え
ば、限定量の標的）をコーティングしておいたマイクロタイタープレートに接触させる。
そのプレートをバッファーで洗って、非特異的に結合したポリペプチドを除去する。その
後、プレートに結合したタンパク質の量を、該ポリペプチド（例えば、該ポリペプチドの
タグまたは一定の部分）を認識しうる抗体でプレートを探査することにより測定する。抗
体は、アルカリホスファターゼ（適切な基質が与えられると、比色産物を生じる）のよう
な酵素に連結させる。該タンパク質は細胞から精製してもよいし、例えば糸状バクテリオ
ファージコートとの融合体として、ディスプレイライブラリー方式でアッセイしてもよい
。あるいはまた、標的分子（例えば、立体配座的に偏りのあるLFA-1）を発現する細胞（
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例えば、生きているかまたは固定された細胞）をマイクロタイタープレートに配置して、
そのペプチドと抗体（ディスプレイライブラリー中に存在するか、またはディスプレイラ
イブラリーから選択により取得されたもの）との親和性を調べるために使用してもよい。
【０２１３】
　別のタイプのELISAアッセイでは、分岐鎖ライブラリーの各ポリペプチドを用いてマイ
クロタイタープレートの異なるウェルにコーティングする。次いで、一定の標的分子を用
いてELISAを進めて、各ウェルに問い合わせる。
【０２１４】
　均一結合アッセイ：　候補タンパク質と標的との結合相互作用は均一アッセイ（すなわ
ち、アッセイの全成分を添加した後では、それ以上の液体操作が必要でない）を用いて分
析することができる。例えば、均一アッセイとして蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）を用
いることができる（例えば、Lakowiczら, 米国特許第5,631,169号; Stavrianopoulosら, 
米国特許第4,868,103号を参照のこと）。均一アッセイのもう一つの例はAlpha Screen (P
ackard Bioscience, Meriden CT) である。
【０２１５】
　表面プラズモン共鳴（SPR）：　ディスプレイライブラリーから単離した分子と標的と
の結合相互作用は、SPRを用いて解析することができる。SPRまたは生体分子相互作用解析
（Biomolecular Interaction Analysis：BIA）は、相互作用する物質のいずれをも標識す
ることなく、リアルタイムで生体特異的相互作用を検出する。BIAチップの結合表面での
質量の変化（結合現象を示す）が、その表面に近い光の屈折率の変化（表面プラズモン共
鳴（SPR）の光学現象）をもたらす。屈折度の変化は検出可能なシグナルをもたらし、か
かるシグナルを生体分子間のリアルタイム反応の指標として測定する。SPRの使用法は、
例えば、米国特許第5,641,640号; Raether (1988) Surface Plasmons Springer Verlag; 
SjolanderおよびUrbaniczky (1991) Anal. Chem. 63:2338-2345; Szaboら (1995) Curr. 
Opin. Struct. Biol. 5:699-705、ならびにBIAcore International AB (Uppsala, Sweden
) により提供されるオンラインリソースに記載されている。
【０２１６】
　SPRからの情報を用いて、平衡解離定数(Kd)、および生体分子が標的に結合するための
反応速度論的パラメーター（KonおよびKoffを含む）の正確な定量的測定が得られる。こ
うしたデータは様々な生体分子を比較するために用いることができる。例えば、多様な鎖
のライブラリーから選択された核酸によりコードされるタンパク質を比較して、標的に対
して高い親和性を有するか、または遅いKoffを有する個体を同定することができる。この
情報はまた、構造-活性相関関係（SAR）を発展させるためにも使用することができる。例
えば、親タンパク質の成熟体の反応速度論的および平衡結合パラメーターを親タンパク質
の当該パラメーターと比較しうる。特定の結合パラメーター（例えば、高親和性および遅
いKoff）と相関する所与の位置の変異アミノ酸を同定する。この情報を構造モデリング（
例えば、相同性モデリング、エネルギー最小化、または結晶学もしくはNMRによる構造決
定）と組み合わせる。その結果、タンパク質とその標的との物理的相互作用を明確に理解
することができ、これを他のデザインプロセスの指針として用いることができる。
【０２１７】
　タンパク質アレイ：　ディスプレイライブラリーから同定されたポリペプチドを固相支
持体（例えば、ビーズまたはアレイ）上に固定化することができる。タンパク質アレイの
場合は、ポリペプチドのそれぞれを支持体上の唯一のアドレスで固定化する。一般的には
、そのアドレスは二次元アドレスである。タンパク質アレイについては後述する（例えば
、「診断薬」を参照のこと）。
【０２１８】
　細胞アッセイ：　ライブラリー（前もってディスプレイライブラリーから同定されたも
の）を宿主細胞に形質転換することにより候補タンパク質を選択することができる。例え
ば、ライブラリーは、ポリペプチドが細胞内で産生されるか、細胞から分泌されるか、ま
たは細胞表面に結合されるように、該ポリペプチドをコードしかつ発現を指令するセグメ
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ントを含むベクター核酸配列を含みうる。aLFA-1と結合するポリペプチドについて細胞を
スクリーニングまたは選択することができるが、例えば、細胞の表現型の変化または細胞
媒介活性により検出する。例えば、aLFA-1と結合する抗体の場合、その活性は細胞接着、
細胞侵入、またはリンパ球活性についてのin vitroアッセイでありうる。
【０２１９】
タンパク質の生産
　標準的な組換え核酸法を用いてインテグリン結合タンパク質を発現させることができる
。例えば、Sambrook & Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第3版, Col
d Spring Harbor Laboratory, N.Y. (2001) および Ausubelら, Current Protocols in M
olecular Biology (Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (198
9))に記載される技法を参照されたい。一般的には、結合タンパク質をコードする核酸配
列を核酸発現ベクターにクローニングする。タンパク質が複数のポリペプチド鎖を含む場
合には、各鎖を発現ベクターにクローニングすることができるが、その発現ベクターは、
例えば、同じまたは異なる細胞内で発現される同一のまたは異なるベクターでありうる。
【０２２０】
　抗体の生産：　いくつかの抗体（例えば、Fab）は細菌細胞（例えば、大腸菌細胞）内
で産生させることができる。例えば、Fabがディスプレイ構成要素とバクテリオファージ
タンパク質（またはその断片）との間に抑制可能な終結コドンを含むファージディスプレ
イベクター中の配列によってコードされる場合には、そのベクター核酸を、終結コドンを
抑制することができない細菌細胞に導入する。この場合には、Fabが遺伝子IIIタンパク質
に融合されず、周辺細胞質および/または培地に分泌される。
【０２２１】
　抗体は真核細胞においても産生させることができる。一実施形態では、抗体（例えば、
scFv）を酵母細胞、例えばPichia（例えば、Powersら, 2001, J. Immunol. Methods. 251
:123-35を参照)、Hanseula、またはSaccharomyces内で発現させる。
【０２２２】
　好ましい実施形態では、抗体は哺乳動物細胞において産生される。クローン抗体または
その抗原結合フラグメントを発現させるのに好適な哺乳動物宿主細胞としては、以下が挙
げられる：チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO細胞）（Urlaub & Chasin, 1980, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220に記載されるdhfr- CHO細胞を含む；この細胞は、
例えばKaufman & Sharp, 1982, Mol. Biol. 159:601 621に記載されるような、DHFR選択
マーカーと共に使用される）、リンパ球細胞系（例えば、NS0骨髄腫細胞およびSP2細胞）
、COS細胞、ならびにトランスジェニック動物（例えば、トランスジェニック哺乳動物）
由来の細胞。例えば、細胞は乳腺上皮細胞である。
【０２２３】
　多様化された免疫グロブリンドメインをコードする核酸配列のほかに、組換え発現ベク
ターはさらなる配列、例えば宿主細胞内でのベクターの複製を調節する配列（例えば、複
製起点）および選択マーカー遺伝子を含んでいてもよい。選択マーカー遺伝子は、ベクタ
ーが導入されている宿主細胞の選択を促進する（例えば、米国特許第4,399,216号、同第4
,634,665号および同第5,179,017号を参照のこと）。例えば、一般的に、選択マーカー遺
伝子はベクターが導入されている宿主細胞に薬物（例えば、G418、ハイグロマイシン、メ
トトレキセート）に対する耐性を付与する。好ましい選択マーカー遺伝子には、ジヒドロ
葉酸レダクターゼ（DHFR）遺伝子（メトトレキセート選択/増幅を用いてdhfr－宿主細胞
において使用）、およびneo遺伝子（G418選択用）が含まれる。
【０２２４】
　抗体またはその抗原結合部分の代表的な組換え発現系では、抗体重鎖と抗体軽鎖の両方
をコードする組換え発現ベクターを、リン酸カルシウム媒介トランスフェクションにより
dhfr－CHO細胞に導入する。この組換え発現ベクター内では、抗体重鎖および軽鎖遺伝子
がそれぞれ、これらの遺伝子の高レベルの転写を駆動するエンハンサー/プロモーター調
節エレメント（例えば、SV40、CMV、アデノウイルスなどに由来するものであって、例え
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ばCMVエンハンサー/AdMLPプロモーター調節エレメントまたはSV40エンハンサー/AdMLPプ
ロモーター調節エレメント）と機能的に連結されている。組換え発現ベクターはDHFR遺伝
子も担持しており、この遺伝子は、メトトレキセート選択/増幅を用いて、該ベクターで
トランスフェクトされたCHO細胞の選択を可能にする。選択された形質転換宿主細胞を培
養して抗体重鎖および軽鎖を発現させ、培地から完全な抗体を回収する。標準的な分子生
物学的手法が、組換え発現ベクターを作製し、宿主細胞をトランスフェクトし、形質転換
体を選択し、宿主細胞を培養して、培地から抗体を回収するために用いられる。例えば、
プロテインAまたはプロテインG結合マトリックスを用いたアフィニティークロマトグラフ
ィーにより抗体を単離することができる。
【０２２５】
　Fcドメインを含む抗体の場合、抗体産生系はFc領域がグリコシル化されている抗体をも
たらすかもしれない。例えば、IgG分子のFcドメインはCH2ドメイン中のアスパラギン297
でグリコシル化される。このアスパラギンは二分岐型オリゴ糖による修飾の部位である。
このグリコシル化はFc受容体と補体Clqによって媒介されるエフェクター機能にとって必
要であることが実証されている (BurtonおよびWoof, 1992, Adv. Immunol. 51:1-84; Jef
ferisら, 1998, Immunol. Rev. 163:59-76）。一実施形態では、Fcドメインが、アスパラ
ギン297に相当する残基を適切にグリコシル化する哺乳動物発現系で産生される。Fcドメ
インはまた、他の真核生物による翻訳後修飾を含んでいてもよい。
【０２２６】
　抗体をトランスジェニック動物に産生させることもできる。例えば、米国特許第5,849,
992号には、トランスジェニック動物の乳腺において抗体を発現させる方法が記載されて
いる。トランスジーンは、ミルク特異的プロモーター、対象の抗体をコードする核酸、お
よび分泌のためのシグナル配列を含むように構築される。そのようなトランスジェニック
哺乳動物の雌によって産生されたミルクは、そこに分泌された対象の抗体を含んでいる。
抗体はミルクから精製してもよいし、いくつかの用途では直接使用してもよい。
【０２２７】
　トランスジェニックマウスの作製方法は次のとおりである。簡単に述べると、抗体をコ
ードするターゲティング構築物を、受精卵母細胞の雄性前核に顕微注入する。その卵母細
胞を偽妊娠養母の子宮に注入して子マウスに発生させる。一部の子孫がトランスジーンを
組み込んでいる。
【０２２８】
　また、例えば天然のヒト（または部分的にヒト）免疫グロブリン遺伝子座を有する動物
を用いて、免疫することによってaLFA-1と結合する抗体を製造することが可能である。非
ヒト抗体はまた、ヒト免疫グロブリン配列（例えば、共通のヒトアミノ酸残基）を特定の
位置に、例えば下記位置の1つ以上（好ましくは、少なくとも5、10、12、または全部の位
置）に、挿入する置換を含むように改変することができる：（軽鎖の可変ドメインのFRで
は）4L、35L、36L、38L、43L、44L、58L、46L、62L、63L、64L、65L、66L、67L、68L、69
L、70L、71L、73L、85L、87L、98L、および/または（重鎖の可変ドメインのFRでは）2H、
4H、24H、36H、37H、39H、43H、45H、49H、58H、60H、67H、68H、69H、70H、73H、74H、7
5H、78H、91H、92H、93H、および/または103H (Kabatのナンバリングに従う)。米国特許
第6,407,213号を参照されたい。
【０２２９】
　標的タンパク質の製造：　立体配座的に偏りのあるLFA-1タンパク質の製造方法は、例
えば、US 2002-0123614、Shimaoka, Mら (2003) Cell 112, 99-l11; Shimaoka, Mら (200
2) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 31, 485-516; およびShimaoka, Mら (2001) P
roc Natl Acad Sci U S A 98:6009-6014、ならびにLuoら (2003) Proc Natl Acad Sci U 
S A. 100(5):2403-8に記載されている。
【０２３０】
　ビオチン化法：　タンパク質、例えば免疫グロブリンタンパク質または標的タンパク質
をビオチン化するために各種の方法を利用することができる。例えば、タンパク質を5倍
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モル過剰のスルホ-NHS-SS-ビオチンと共に50mM HEPES、pH8.0、100mM NaCl中で一晩4℃に
てインキュベートする。遊離のビオチンは、例えば10kDa分子量カットオフメンブランを
備えたBIOMAXTM装置を用いて、PBS、0.01% Tween 20へのバッファー交換により、または
透析により除去する。タンパク質1モルにつき組み込まれたビオチン分子の数は、HABAア
ッセイを用いてメーカー（Pierce）の記載のとおりに測定することができる。
【０２３１】
医薬組成物
　別の形態において、本発明は、インテグリン結合タンパク質（例えば、抗体もしくは他
のタンパク質）を含む組成物、例えば医薬として許容される組成物を提供する。インテグ
リン結合タンパク質は、例えば、製薬上許容される担体と共に製剤化された、活性型LFA-
1と優先的に結合するタンパク質でありうる。本明細書中で用いる「医薬組成物」とは、
治療用組成物だけでなく、診断用組成物、例えば標識された結合タンパク質（例えば、in
 vivoイメージング用）も包含する。
【０２３２】
　本明細書で用いる「製薬上許容される担体」には、生理的に適合しうる任意のまたは全
ての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗細菌剤および抗真菌剤、等張剤、および吸収遅延
剤が含まれる。担体は静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄、または表皮投与（例えば、
注射もしくは輸液による）に適したものでありうる。投与経路に応じて、結合タンパク質
を不活性化しうる酸や他の自然条件の作用から結合タンパク質を保護する物質で組成物を
コーティングしてもよい。
【０２３３】
　「薬学的に許容される塩」とは、親化合物の所望の生物学的活性を保持しかついかなる
望ましくない毒性作用も与えない塩をさす（例えば、Bergeら (1977) J. Pharm. Sci. 66
:1-19を参照のこと）。そのような塩の例としては、以下のものが挙げられる：酸付加塩
および塩基付加塩が含まれる。酸付加塩には、無毒性の無機酸、例えば塩酸、硝酸、リン
酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸などから誘導されるもの、ならびに無毒
性の有機酸、例えば脂肪族モノおよびジカルボン酸、フェニル置換アルカン酸、ヒドロキ
シアルカン酸、芳香族酸、脂肪族および芳香族スルホン酸などから誘導されるもの。塩基
付加塩としては、次のものが挙げられる：アルカリ土類金属、例えばナトリウム、カリウ
ム、マグネシウム、カルシウムなどから誘導されるもの、ならびに無毒性の有機アミン、
例えばN,N'-ジベンジルエチレンジアミン、N-メチルグルカミン、クロロプロカイン、コ
リン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカインなどから誘導されるもの。
【０２３４】
　組成物は様々な剤形とすることができる。これらには、例えば、液体、半固体、および
固体の剤形、例えば液状溶液剤（例：注射または注入可能な溶液）、分散液剤または懸濁
液剤、錠剤、丸剤、粉剤、リポソーム、および座剤が含まれる。剤形は意図する投与様式
および治療用途により変わりうる。典型的な組成物は注射または注入可能な溶液剤の形で
ある。通常の投与様式は非経口（例えば、静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内）である。例え
ば、インテグリン結合タンパク質は静脈内注入または注射により投与される。別の好まし
い実施形態では、インテグリン結合タンパク質を筋肉内または皮下注射により投与する。
【０２３５】
　本明細書中で用いる「非経口投与」および「非経口的に投与する」とは、経腸および局
所（外用）投与以外の投与様式を意味する。通常、非経口投与は注射により行われる。非
経口投与には、例えば次のものが含まれる：静脈内、筋肉内、動脈内、嚢内、包内、眼窩
内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、クモ膜下、脊髄内
、硬膜外、および胸骨下注射および注入。
【０２３６】
　医薬組成物は、一般的に、製造・貯蔵条件下で無菌であり、安定している。医薬組成物
はまた、それが投与の規制および業界標準を満たすことを保証するために、試験すること
ができる。例えば、製剤中の内毒素レベルは、カブトガニ血球抽出物アッセイ（Limulus 
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amebocyte lysate assay；例えば、Bio Whittaker製のキットを使用、ロット# 7L3790、
感度0.125 EU/mL）を用いてUSP 24/NF 19法に従って検査しうる。医薬組成物の無菌性は
、USP 24/NF 19法に従ってチオグリコレート培地を用いて測定しうる。例えば、チオグリ
コレート培地に製剤を接種して、35℃で14日間以上培養する。培地を定期的に検査して微
生物の増殖を検出する。
【０２３７】
　組成物は、溶液剤、ミクロエマルジョン、分散液剤、リポソーム、または高濃度の結合
タンパク質を送達するのに適した他の秩序構造として製剤化することができる。無菌の注
射液剤は、必要量の結合タンパク質を1種以上の他の成分と共に適切な溶媒中に添加し、
続いて濾過滅菌することにより調製する。一般的に、分散液剤は、基本となる分散媒と任
意の他の成分を含む無菌ビヒクル中に結合タンパク質を添加することにより調製する。無
菌注射液剤を調製するための無菌粉剤は、真空乾燥および凍結乾燥により調製することが
できる。液剤の適切な流動性を維持するには、例えば、レシチンのようなコーティングを
使用するか、分散液の場合には必要な粒子サイズを維持するか、または界面活性剤を使用
する。注射用組成物の持続的吸収は、該組成物に、吸収を遅らせる物質（例えば、モノス
テアレート塩、ゼラチン）を含めることによって得られる。
【０２３８】
　インテグリン結合タンパク質は、適当であればどのような方法でも投与することができ
る。多くの適用例についての投与経路は静脈内注射または注入である。例えば、治療的適
用の場合は、インテグリン結合タンパク質を静脈内注入で投与する。特定の実施形態では
、制御放出製剤（インプラントを含む）およびマイクロカプセル化送達システムのように
、結合タンパク質を急速放出から保護する担体を用いて、結合タンパク質を製剤化しても
よい。生体分解性、生体適合性ポリマーを使用することができ、例えば、エチレンビニル
アセテート、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およ
びポリ乳酸などである。このような製剤を製造するための多くの方法が利用可能である。
例えば、Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson編,
 Marcel Dekker, Inc., New York, 1978を参照されたい。
【０２３９】
　本明細書に記載の化合物を非経口投与以外で投与するためには、該化合物の不活性化を
防止する物質で化合物をコーティングするか、またはかかる物質と化合物とを同時に投与
することが必要となるかもしれない。タンパク質は賦形剤と混合して、摂取可能な錠剤、
バッカル錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁液剤、シロップ剤、ウェフ
ァー剤などの剤形で用いられる。特定の実施形態では、結合タンパク質を、例えば不活性
希釈剤または同化可能な食用担体と共に、経口投与する。タンパク質はまた、硬質もしく
は軟質ゼラチンカプセルに封入したり、錠剤に圧縮したり、被験者の食物もしくは飲物に
直接加えたりしてもよい。
【０２４０】
　医薬組成物は医療器具で投与することができる。例えば、本明細書に記載の医薬組成物
を、無針皮下注射器で投与してもよく、かかる器具は、米国特許第5,399,163号、第5,383
,851号、第5,312,335号、第5,064,413号、第4,941,880号、第4,790,824号、および第4,59
6,556号に開示されている。インプラントおよびモジュールの例としては、次のものが挙
げられる：制御された速度で薬物を分配するための埋め込み用微量注入ポンプを開示する
米国特許第4,487,603号；皮膚から薬剤を投与するための治療用器具を開示する米国特許
第4,486,194号；正確な注入速度で薬物を送達するための薬物注入ポンプを開示する米国
特許第4,447,233号；連続薬物送達用の可変流動埋め込み型注入装置を開示する米国特許
第4,447,224号；マルチチャンバー区画を有する浸透圧薬物送達システムを開示する米国
特許第4,439,196号；浸透圧薬物送達システムを開示する米国特許第4,475,196号。
【０２４１】
　投薬計画は、所望される最適な応答（例えば、治療応答）が得られるように調整する。
例えば、1回のボーラスを投与してもよいし、いくつかに分割した用量を経時的に投与し
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てもよいし、あるいは治療状況の緊急性により示されるように用量を比例して減らしたり
増やしたりしてもよい。投与のしやすさと投与量の均一性のために、非経口組成物を単位
剤形として製剤化することが特に有利である。本明細書で用いる単位剤形とは、治療すべ
き被験者に単位用量として適した、物理的に分離した個別の単位をさす。各単位は、必要
とされる製薬上の担体と共同で所望の治療効果を生み出すように計算された、所定量の結
合タンパク質を含有する。単位剤形の規格は、(a)結合タンパク質の特徴および達成すべ
き特定の治療効果、および(b)特定の個体の感受性、により決定されかつ直接依存する。
【０２４２】
　本明細書に記載する抗体の治療上または予防上有効な量の代表的かつ非限定的範囲は0.
01～20mg/kg、例えば1～10、0.01～10、0.03～5、0.02～2、または0.01～1mg/kgである。
インテグリン結合タンパク質（特にaLFA-1結合抗体）は静脈内注入により投与することが
できる。投与量は改善しようとする症状のタイプと重症度により変化しうることに留意す
べきである。さらに、特定の被験者については、個々の必要性に応じて、また、組成物を
投与するまたは投与を監督する人の専門的判断に従って、具体的な投薬計画を時間経過に
つれて調整すべきであることを理解すべきである。また、本明細書に記載する投与量範囲
は単なる例示であって、本発明の組成物の範囲もしくは実施を制限するものではないこと
を理解すべきである。
【０２４３】
　医薬組成物は「治療に有効な量」または「予防に有効な量」のインテグリン結合タンパ
ク質、例えばaLFA-1結合タンパク質を含有する。「治療に有効な量」とは、所望の治療結
果を達成するのに必要な投与量および時間で、所望の治療結果を達成するのに有効な量を
さす。組成物の治療に有効な量は、疾病状態、年齢、性別、体重、個体において所望の応
答を引き出すタンパク質の能力といった、諸要因により変化しうる。また、治療に有効な
量は、組成物の毒性作用もしくは有害作用を、治療上有益な作用が補って余りあるような
量でもある。「治療に有効な投与量」は、未処置の被験者と比べて、測定可能なパラメー
ター（例えば、炎症のパラメーター）を少なくとも約5、10、20％、より好ましくは少な
くとも約40％、さらにより好ましくは少なくとも60％、さらにより好ましくは少なくとも
80％阻害することが好ましい。測定可能なパラメーター（例えば、炎症のパラメーター）
を阻害する化合物の能力は、炎症のモデル動物系で評価することができる。あるいはまた
、組成物のこの性質は、化合物の阻害能を、当業者に公知のアッセイによりin vitroで試
験することにより評価することもできる。
【０２４４】
　「予防に有効な量」とは、所望の予防結果を達成するのに必要な投与量および時間で、
所望の予防結果を達成するのに有効な量をさす。一般的には、予防量は疾病に先立ってま
たはその初期に用いられるので、予防に有効な量は治療に有効な量よりも少なくなる。
【０２４５】
安定化および保持
　一実施形態においては、インテグリン結合タンパク質（例えば、本明細書に記載のaLFA
-1結合抗体もしくは他のインテグリン結合タンパク質）は、循環系（例えば、血液、血清
、リンパ、または他の組織）中でのその安定化および/または保持を、例えば少なくとも1
.5、2、5、10または50倍、改善する成分と物理的に結合される。例えば、aLFA-1結合リガ
ンドをポリマー、例えば実質的に非抗原性のポリマー（ポリアルキレンオキシド、ポリエ
チレンオキシドなど）と結合させる。適当なポリマーは実質的に分子量により異なる。数
平均分子量が約200～約35,000（または約1,000～約15,000、約2,000～約12,500）のポリ
マーを使用することができる。例えば、aLFA-1結合リガンドを水溶性ポリマー、例えば親
水性ポリビニルポリマー（例：ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン）にコンジ
ュゲートさせる。このようなポリマーの非限定的な例としては、ポリアルキレンオキシド
ホモポリマー、例えばポリエチレングリコール（PEG）もしくはポリプロピレングリコー
ル、ポリオキシエチレン化ポリオール、そのコポリマー、およびそのブロックコポリマー
（ただし、ブロックコポリマーの水溶性を維持する）が挙げられる。さらなる例について
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は、例えば、2004年2月19日出願の米国特許出願第60/546,354号を参照されたい。
【０２４６】
治療または予防処置
　活性型インテグリン（例えば、aLFA-1）と結合するタンパク質は治療上および予防上の
有用性を有する。例えば、これらの結合タンパク質は疾患、特に炎症、炎症性疾患、過剰
なLFA-1活性を特徴とする疾患、もしくはLFA-1媒介疾患の治療または予防のために被験者
に投与される。
【０２４７】
　aLFA-1と優先的に結合する結合タンパク質を用いて、aLFA-1を有する白血球がLFA-1の
コグネイトリガンドと相互作用するのを防止することができる。aLFA-1結合タンパク質は
、他の細胞または細胞外マトリックスと相互作用する白血球の能力を低下させうる。例え
ば、aLFA-1結合タンパク質は内皮細胞と相互作用する白血球の能力を低下させる。
【０２４８】
　前記結合タンパク質はaLFA-1と優先的に結合するので、LFA-1の非活性型立体配座と比
べてaLFA-1に対する優先性を持ち合わせない結合タンパク質を用いて同等の結果を達成す
るのに要する濃度と比較して、より低い濃度の結合タンパク質がそのような相互作用を阻
害するのに有効でありうる。
【０２４９】
　インテグリン結合タンパク質は、炎症の少なくとも1つの症状を改善する（例えば、炎
症パラメーターの統計的に有意な変化を生じさせる）のに有効な量で投与する。代表的な
パラメーターとしては、局部温度、中心温度、腫脹（例えば、測定された腫脹）、発赤、
局所もしくは全身白血球数、好中球の有無、サイトカインレベル、およびエラスターゼ活
性が挙げられる。量的パラメーターに関して、変化の程度は、例えば少なくとも10、20、
30、50、または80％でありうる。
【０２５０】
　インテグリン結合タンパク質は炎症を軽減するのに有効な量で投与する。医療専門家は
、被験者を検査することによって炎症の程度を評価することができる。
【０２５１】
　インテグリン結合タンパク質は白血球の活動を抑えるのに有効な量で投与する。代表的
な白血球の活動には、炎症部位への移動およびホーミング、内皮への付着が含まれる。一
実施形態では、例えば白血球の局部濃度を下げるために、結合タンパク質を局所的に投与
する。
【０２５２】
　インテグリン結合タンパク質は投与計画（例えば、複数のボーラス用量）の一部として
投与することができる。一実施形態では、その用量は該タンパク質の同量（またはその20
％もしくは10％以内）を含みうる。別の実施形態では、初期用量が1回以上の後続の用量
よりも多いかまたは少なく、例えば、少なくとも10、20、50、60、70、または80％多いか
または少ない。
【０２５３】
　用量は、例えばインテグリン結合タンパク質の検出可能な血清濃度（その平均トラフ濃
度が9、7、6、5、4、3、2、1、0.3、0.1、0.03、または0.01μg/mlより低い）を達成する
ように、選択またはタイトレーションされる。
【０２５４】
　本明細書中で用いる「処置する」または「処置」とは、インテグリン結合タンパク質を
被験者に投与することである。このタンパク質は単独でまたは第2の薬剤と組み合わせて
被験者、単離された組織、または細胞に投与しうる。該タンパク質は疾患、疾患の1以上
の症状、または疾患に対する素因を予防または軽減するために投与しうる。細胞の処置に
は、細胞の活性（例えば、機能または生存能）の調節が含まれる。調節しうる白血球の代
表的機能としては、結合、移動、付着、およびＴ細胞機能が挙げられる。調節することに
よって、疾患、例えば炎症、炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、もしくはL
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FA-1媒介疾患を仲介する細胞の能力を低下させることができる。もう一つの例は、炎症ま
たは炎症の指標を直接または間接的に軽減する活性である。例えば、軽減によってリンパ
球の活性を減ずることができる。
【０２５５】
　インテグリン結合タンパク質はまた、疾患、例えば炎症、炎症性疾患、過剰なLFA-1活
性を特徴とする疾患、もしくはLFA-1媒介疾患を防止するためにも使用することができる
。予防的処置は、疾患、例えば炎症、炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、
もしくはLFA-1媒介疾患の発症または再発を防止したり遅らせたりする際に、被験者への1
回または複数回投与で有効でありうる。
【０２５６】
　本明細書中で用いる「被験者」には、ヒトおよびヒト以外の動物（非ヒト動物）が含ま
れる。ヒト被験者としては、疾患、例えば炎症、炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴と
する疾患、もしくはLFA-1媒介疾患に罹患しているかまたはその疑いのあるヒト患者が挙
げられる。
【０２５７】
　「ヒト以外の動物」または「非ヒト動物」には、あらゆる脊椎動物、例えば非哺乳動物
（ニワトリ、両生類、爬虫類など）および哺乳動物（ヒト以外の霊長類、ヒツジ、イヌ、
ウシ、ブタなど）が含まれる。例えば、被験者は、本明細書に記載の抗体が交差反応する
LFA-1またはLFA-1様抗原を発現する細胞を含む非ヒト哺乳動物でありうる。さらに、aLFA
-1結合タンパク質は、獣医学のために、またはヒト疾患のモデル動物として、該結合タン
パク質が相互作用するLFA-1またはLFA-1様抗原を発現する非ヒト哺乳動物（例えば、霊長
類、ブタ、マウス）に投与することができる。後者に関して、そのようなモデル動物は該
結合タンパク質の治療効力を評価する（例えば、投与量および投与の時間経過を試験する
）のに有用でありうる。
【０２５８】
　aLFA-1結合タンパク質は、活性型LFA-1を含む細胞を選択的に阻害するか、不活性化す
るか、または死滅させることによって、例えば、炎症、白血球集団、または白血球の活動
を抑制することができる。例えば、aLFA-1結合タンパク質を薬剤（例えば、毒素、放射性
同位体、短範囲高エネルギーαエミッターなどの細胞傷害性薬剤）にコンジュゲートさせ
てもよい。
【０２５９】
　aLFA-1結合タンパク質は、天然の補体依存性細胞傷害（CDC）または抗体依存性細胞性
細胞傷害（ADCC）を介して活性型LFA-1を提示する細胞を阻害するか、不活性化するか、
または死滅させるために、in vivoで直接使用することができる。一実施形態において、
該タンパク質は補体結合エフェクタードメイン、例えばIgG1、-2、もしくは-3由来のFc部
分（例：機能性部分）または補体と結合するIgMの対応部分を含む。また、予防処置のた
めにaLFA-1結合タンパク質を用いることを含む死滅または除去方法も本発明に包含される
。例えば、これらの物質を用いて、炎症性疾患の発症または進行を防止したり遅らせたり
することができる。
【０２６０】
　aLFA-1結合タンパク質は、本明細書に記載する疾患を処置するための1以上の既存の療
法と併用してもよい。「併用」とは部分的に重なり合う投与を意味する。例えば、被験者
はaLFA-1結合タンパク質と別の治療（例えば、別の治療薬）を受け取っているが、両方の
治療を同時に受けなくてもよい。例えば、被験者にまずaLFA-1結合タンパク質を注射し、
その後別の治療薬を注射する。もう一つの例では、aLFA-1結合タンパク質と別の薬剤を1
回の注射で一緒に投与する。
【０２６１】
　代表的な併用に関して、aLFA-1結合タンパク質は以下の薬剤と併用することができる：
シクロスポリン類、ラパマイシン類、もしくはアスコマイシン類、またはそれらの免疫抑
制類似体、例えば、シクロスポリンA、シクロスポリンG、FK-506、ラパマイシン、40-O-(
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2-ヒドロキシ)エチル-ラパマイシンなど; コルチコステロイド; シクロホスファミド; ア
ザチオプレン; メトトレキセート; ブレキナル; FTY 720; レフルノミド; ムニゾリビン
（mnizoribine）; ミコフェノール酸; ミコフェノール酸モフェチル; 15-デオキシスペル
グアリン; 免疫抑制モノクローナル抗体、例えば白血球受容体（例えば、MHC、CD2、CD3
、CD4、CD7、CD25、CD28、B7、CD45、もしくはCD58）またはそのリガンドに対するモノク
ローナル抗体; あるいは他の免疫調節化合物、例えばCTLA4Ig、または他の接着分子イン
ヒビター、例えばセレクチンアンタゴニストおよびVLA-4アンタゴニストを含むモノクロ
ーナル抗体または低分子量インヒビター。これらの併用療法は、免疫調節レジメンの一部
であってもよいし、または同種もしくは異種移植片の急性または慢性拒絶反応、炎症性疾
患、または自己免疫疾患の治療または予防のためのレジメンの一部であってもよい。
【０２６２】
　一実施形態においては、aLFA-1結合タンパク質は同種もしくは異種移植片に対する許容
性を改善する目的で被験者に投与される。該タンパク質は移植の前、間、および/または
後に投与される。移植には、例えば、皮膚、心臓、肝臓、肺、または腎臓の組織もしくは
臓器が含まれる。例えば、移植には膵細胞も含まれる。aLFA-1結合タンパク質は、他の薬
剤、例えばCD154もしくはCD45RBを標的とする薬剤（例えば、これらのタンパク質を標的
とする抗体または可溶性受容体）、および/またはラパマイシンとの併用で投与すること
ができる。例えば、Rayatら (2005) Diabetes 54:443-451を参照されたい。
【０２６３】
炎症性疾患
　代表的な炎症性疾患には以下が含まれる：急性および慢性の免疫病理または自己免疫病
理（例えば、限定するものではないが、慢性関節リウマチ(RA)、若年性慢性関節炎(JCA)
）、皮膚病（例えば、乾癬および接触皮膚炎）、移植片対宿主病(GVHD)、強皮症、真性糖
尿病、アレルギー; 喘息、同種移植（例えば、限定するものではないが、腎臓移植、心臓
移植、骨髄移植、肝臓移植、膵臓移植、小腸移植、肺移植、および皮膚移植）に関連した
急性または慢性免疫疾患; 慢性炎症性病理（例えば、限定するものではないが、サルコイ
ドーシス、慢性炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、およびクローン病）; 多発性硬化症; 血管
炎症性病理（例えば、限定するものではないが、汎発性血管内凝固症候群、アテローム硬
化症、川崎病、および血管炎症候群、例えば、限定するものではないが、結節性多発性動
脈炎、ヴェーゲナー肉芽腫症、ヘノッホ‐シェーンライン紫斑病、巨細胞性動脈炎、およ
び腎臓の微視的血管炎; 慢性活動性肝炎; シェーグレン症候群; 乾癬性関節炎; 眼の炎症
性疾患; 腸疾患に基づく関節炎; 反応性関節炎および炎症性腸疾患に関連した関節炎; 感
染性疾患（例えば、敗血症性ショック、外傷性ショック）; ならびにブドウ膜炎。
【０２６４】
　aLFA-1結合タンパク質は上記の疾患または障害の治療または予防に使用することができ
る。例えば、該タンパク質はそれぞれの疾患または障害の少なくとも1つの症状を緩和す
るのに有効な量で（局所的にまたは全身的に）投与される。該タンパク質はまた、炎症、
例えば炎症のパラメーター（例えば、局部温度、腫脹（例えば、測定されたもの）、発赤
、局所もしくは全身白血球数、好中球の有無、サイトカインレベル、エラスターゼ活性な
ど）を改善しうる。該タンパク質の投与前、投与時、または投与後に、炎症のパラメータ
ー（例えば、上記パラメーター）の1以上について被験者を評価することが考えられる。
【０２６５】
　IBD：　炎症性腸疾患(IBD)は一般に慢性の再発性の腸炎症を含む。IBDは2つの明確に区
別される疾患であるクローン病と潰瘍性大腸炎(UC)をさす。IBDの臨床徴候としては、間
欠的な直腸の出血、締め付けるような腹痛、体重減少、および下痢が挙げられる。IBDを
モニタリングするために、潰瘍性大腸炎臨床活動度指数のような臨床上の指数を使用する
こともできる。例えば、Walmsleyら Gut. 1998 Jul;43(1):29-32 およびJowettら (2003)
 Scand J Gastroenterol. 38(2):164-71を参照されたい。IBDの少なくとも1つの症状を改
善するために、またはIBDの臨床指数を改善するために、インテグリン結合タンパク質（
例えば、本明細書に記載のaLFA-1結合抗体）を使用することができる。
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【０２６６】
　乾癬：　乾癬は、鱗屑と炎症を特徴とする慢性の皮膚疾患である。乾癬には、米国民の
1.5～2パーセント、つまり500万人ほどが罹患している。乾癬を発症すると、一般的に、
表皮が厚くなり、赤色調を呈し、銀色の鱗屑（斑(plaque)と呼ばれる）で覆われるように
なる。乾癬は肘、膝、頭皮、下部背中、顔、手のひら、足の裏に特に好発する。この病気
はまた指の爪、足の爪、口内や生殖器の軟組織も冒す。乾癬患者の約10％は関節炎の症状
をもたらす関節の炎症を有する。乾癬の慢性皮膚炎症は肥厚性表皮角化細胞および浸潤性
単核細胞（CD4+記憶T細胞、好中球、マクロファージを含む）と関連している。
【０２６７】
　患者は静的な医師包括的評価（static Physician Global Assessment: sPGA）を用いて
評価され、消失から非常に重症までの6カテゴリーからカテゴリースコアを受け取ること
ができる。スコアは斑点、鱗屑、および紅斑に基づく。
【０２６８】
　乾癬の少なくとも1つの症状を改善するために、または乾癬の臨床指数（例えば、sPGA
指数）を改善するために、インテグリン結合タンパク質（例えば、本明細書に記載のaLFA
-1結合抗体）を使用することができる。該タンパク質は局所的または全身的に投与される
。
【０２６９】
　慢性関節リウマチ（RA）：　この疾患は関節の内層および/または他の内部器官の炎症
を特徴とする。これは一般的に慢性であるが、急激に悪化することもある。代表的な症状
としては、関節の炎症、腫脹、動作困難、痛み、食欲低下、発熱、エネルギー低下、貧血
、皮膚（特に、肘の後側などの圧力を受けやすい領域の皮膚）下の結節（リウマチ小結節
）などがある。臨床分野では、慢性関節リウマチ（RA）は重症関節形成異常疾患の最も普
通に見られる形態である。RAは進行性の疾患である。慢性関節リウマチや他の関節形成異
常疾患の少なくとも1つの症状を軽減または予防するために、aLFA-1結合タンパク質を使
用することができる。
【０２７０】
　aLFA-1結合タンパク質は、慢性関節リウマチを治療するための他の薬剤、例えばNSAID
およびアスピリン、鎮痛薬、およびコルチコステロイド（関節の痛み、こわばり、腫脹を
軽減するのに役立つ）と共に投与することができる。代表的な薬剤には、疾患改善抗リウ
マチ薬(DMARD)、例えばメトトレキセート、レフルノミド、D-ペニシラミン、スルファサ
ラジン、金療法、ミノサイクリン、アザチオプリン、ヒドロキシクロロキン（および他の
抗マラリア薬）、シクロスポリン、Prosorba療法、および生物学的薬剤が含まれる。
【０２７１】
喘息
　喘息は疾病の異質ファミリーである。それは刺激に対する気管気管支の過敏反応を特徴
とする (McFadden, E. R.ら, In: Harrison's Principles of Internal Medicine, 第10
版, Petersdorf, R. G.ら編, McGraw-Hill, NY (1983), pp.1512-1519); Kay, A. B., Al
lergy and Inflammation, Academic Press, NY (1987); これらの文献を参照することに
より本明細書に引用する）。臨床的には、喘息は、気管気管支の急激な狭窄、くっついて
離れない濃厚な分泌物、呼吸困難の発作、咳、および喘鳴音によって現れる。こうした症
状のそれぞれの相対的寄与は不明であるが、その結果は、気道抵抗の増加、肺と胸郭の過
膨張、換気およびの肺血流量の異常分布である。この疾患は、無徴候期間中に一時的な急
性徴候として現れる。急性エピソードは低酸素症をもたらし、致命的でありうる。全世界
の人口の約3％がこの病気で苦しんでいる。
【０２７２】
　本明細書中で用いる「喘息」とは、アレルギー性または特異体質性の喘息をさす。アレ
ルギー性喘息は通常、鼻炎、蕁麻疹、湿疹などの遺伝性のアレルギー疾患を伴っている。
この症状は、空気伝染性抗原（例えば、花粉、環境上または職業上の汚染物質など）の皮
内注射に対する陽性の膨疹・潮紅反応、ならびにIgE血清レベルの増加により特徴づけら
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れる。アレルギー性喘息の発症は、多くの患者において、IgE抗体の存在と因果関係があ
るようである。上記の特徴を示さない喘息患者は、特異体質性の喘息をもつと考えられる
。
【０２７３】
　喘息の少なくとも1つの症状を改善するために、または喘息の臨床指数（例えば、気道
応答性）を改善するために、インテグリン結合タンパク質（例えば、本明細書に記載のaL
FA-1結合抗体）を使用することができる。該タンパク質は局所的に（例えば、吸入により
）または全身的に（例えば、注射により）投与される。
【０２７４】
虚血/発作および他の心血管障害
　本明細書に記載の結合タンパク質は、LFA-1が要因となる心血管障害の治療または予防
にも使用することができる。そうした障害には、例えば、虚血/再灌流障害、例えば白血
球媒介再灌流損傷（例えば、後血栓溶解療法）、心筋梗塞、発作、腸虚血、および腎不全
または出血性ショックが含まれる。
【０２７５】
　インテグリン結合タンパク質（例えば、本明細書に記載のaLFA-1結合抗体）は、上記障
害のリスク（例えば、発作のリスク）がある被験者に、あるいは発作や他の心血管機能障
害を有する被験者に投与することができる。例えば、該結合タンパク質を、そのような発
作または他の心血管機能障害の前、最中、直後、またはその後のいずれかの時点（例えば
、2、4、6、12、24、もしくは48時間以内）で投与する。一実施形態では、該結合タンパ
ク質を所望の循環濃度に達するように少なくとも1、2、4、5、7、または10日間投与する
。
【０２７６】
　インテグリン結合タンパク質（例えばaLFA-1結合タンパク質、例えば本明細書に記載の
aLFA-1結合抗体）は、局限性虚血発作、例えば血栓塞栓性発作、または大脳虚血発作を治
療するために使用される。「局限性虚血発作」は、ある領域への血液供給の遮断によって
引き起こされる（一般には、「主要な大脳動脈」（例えば、中大脳動脈、前大脳動脈、後
大脳動脈、内頸動脈、椎骨動脈、または脳底動脈）のいずれか1つ以上の閉塞が原因で起
こる）脳の損傷として定義される。「動脈閉塞」は通常、単一の塞栓または血栓である。
大脳塞栓症発作は、Bowesら, Neurology 45:815-819 (1995)に記載のモデル（複数の凝血
粒子が二次動脈または小動脈を閉塞する）のように、二次動脈または小動脈の閉塞から起
こることがある。
【０２７７】
　aLFA-1結合タンパク質は、発作に苦しんでいる被験者において、大脳血流量を増やしか
つ/または梗塞サイズを縮小させるために投与することができる。投与は、例えば動脈閉
塞の除去前に、行うことができる。例えば、大脳血流量の増加といった治療効果が認めら
れるまで閉塞を取り除かない。この方法は、血栓溶解剤を投与しないで行ってもよい。
【０２７８】
　aLFA-1結合タンパク質は、ひとたび急性虚血発作の症状が診断されたら（例えば、神経
学的検査での局所欠陥により示唆される）、可能なかぎり速やかに患者に投与する。急性
虚血発作の診断には、神経学的検査と、任意に、神経イメージング技術、例えばコンピュ
ータ断層撮影（CT）および磁気共鳴イメージング（MRI）（拡散強調画像法（DWI）および
灌流画像法（PI）を含む）；血管イメージング（例えば、デュープレックス・スキャニン
グ、経頭蓋ドプラー超音波およびレーザードプラー）；血管造影（例えば、コンピュータ
デジタル血管X線撮影法（DSA）およびMR血管造影法）；ならびに他の侵襲的もしくは非侵
襲的技術を使用することができる。
【０２７９】
　aLFA-1結合タンパク質は、発作の開始直後から約24時間までの任意の時点で少なくとも
1回または連続的に投与することができる。特定の実施形態では、aLFA-1結合タンパク質
をまず、発作開始から約15分（または30分または45分）と約5時間（または12時間または2
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4時間）の間に1回投与する。例えば、発作の診断がついたらすぐに、aLFA-1結合タンパク
質をまずボーラス用量で投与し、続いて（例えば、最初のボーラス用量の5～24時間後に
）該アンタゴニストのボーラス用量を投与する。別の例では、該タンパク質を連続的に投
与する。
【０２８０】
癌
　インテグリン結合タンパク質（例えば、本明細書に記載するaLFA-1結合抗体）を用いて
Ｔ細胞の増殖性疾患（例えば、Ｔ細胞白血病またはリンパ腫）を治療することができる。
一実施形態では、該疾患が急性前骨髄球白血病である。治療可能な他の代表的疾患として
は、骨髄性疾患、例えば急性前骨髄性白血病（APML）、急性骨髄性白血病（AML）、およ
び慢性骨髄性白血病（CML）が挙げられる (Vaickus, L. (1991) Crit Rev. in Oncol./He
motol. 11:267-97に概説される)。治療しうるリンパ球性悪性疾患としては、例えば、急
性リンパ芽球性白血病（ALL）（B系列ALLとT系列ALLを含む）、慢性リンパ球性白血病（C
LL）、前リンパ球性白血病（PLL）、有毛細胞白血病（HLL）、およびワルデンシュトレー
ム型マクログロブリン血症（WM）が挙げられる。悪性リンパ腫の別の形態としては、例え
ば、非ホジキンリンパ腫およびその変異型、末梢Ｔ細胞リンパ腫、成人Ｔ細胞白血病/リ
ンパ腫（ATL）、皮膚Ｔ細胞リンパ腫（CTCL）、大顆粒リンパ球性白血病（LGF）、および
ホジキン病が挙げられる。
【０２８１】
診断用途
　活性型インテグリン（例えば、aLFA-1）と結合する結合タンパク質はまた、in vitroお
よびin vivoでの診断に使用することができる。一形態において、本発明は、aLFA-1の存
在をin vitroまたはin vivoで（例えば、被験者のin vivoイメージングで）検出するため
の診断方法を提供する。
【０２８２】
　一実施形態では、インテグリン結合タンパク質を用いてサンプル（例えば、生物学的サ
ンプル）をin vitroで評価する。この方法は、(i) サンプルをaLFA-1結合タンパク質と接
触させ、(ii) aLFA-1結合タンパク質とサンプル間の複合体の形成を検出する、ことを含
んでなる。この方法はまた、参照サンプル（例えば、対照サンプル）を該結合タンパク質
と接触させて、該結合タンパク質とサンプル間の複合体の形成の程度を、参照サンプルの
それと比較して判定する、ことをさらに含みうる。対照サンプルと比較して、サンプルで
の該複合体の形成が統計的に有意に変化していれば、該サンプル中にaLFA-1が存在するこ
とを示す。サンプルは外科的または非外科的方法によって取得することができる。
【０２８３】
　別の方法は、(i) aLFA-1結合タンパク質を被験者に投与し、(ii) aLFA-1結合タンパク
質と被験者間の複合体の形成を検出する、ことを含んでなる。前記検出は、該複合体形成
の位置または時期を調べることを含みうる。一実施形態では、被験者が本明細書に記載す
る疾患、例えば炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、またはLFA-1媒介疾患に
罹患しているか、罹患している疑いがあるか、または罹患するリスクがある。
【０２８４】
　aLFA-1結合タンパク質は、結合または未結合抗体の検出を容易にするために、検出可能
な物質を用いて直接もしくは間接的に標識することができる。適当な検出可能物質として
は、各種酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、および放射性物質が挙げられる。
【０２８５】
　aLFA-1結合タンパク質とaLFA-1との複合体形成は、aLFA-1に結合した該結合タンパク質
または未結合の該結合タンパク質のいずれかを測定または視覚化することによって検出す
ることができる。従来の検出アッセイ、例えば酵素免疫定量法（ELISA）、ラジオイムノ
アッセイ（RIA）、または組織の免疫組織染色が使用可能である。aLFA-1結合タンパク質
を標識することに加えて、サンプル中のaLFA-1の存在は、検出可能な物質で標識した標準
品および未標識のaLFA-1結合タンパク質を利用した競合イムノアッセイによってアッセイ
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することが可能である。このアッセイの一例では、生物学的サンプルと、標識した標準品
と、未標識のaLFA-1結合剤を一緒にして、未標識の結合タンパク質と結合した標識標準品
の量を測定する。サンプル中のaLFA-1の量は、aLFA-1結合剤と結合した標識標準品の量に
反比例する。
【０２８６】
　発蛍光団および発色団で標識された結合タンパク質を調製することができる。ができる
のタンパク質は最大約310nmまでの波長を有する光を吸収するので、蛍光成分は310nm以上
（好ましくは、400nm以上）に実質的な吸収を有するように選択すべきである。種々の蛍
光剤および発色剤がStryer (1968) Science, 162:526 および Brand, L.ら (1972) Annua
l Review of Biochemistry, 41:843-868に記載されている。結合タンパク質は、米国特許
第3,940,475号、第4,289,747号および第4,376,110号に記載されるような慣用方法によっ
て、蛍光発色団で標識することができる。上記のいくつかの望ましい特性を備えた蛍光剤
の一グループはキサンテン系色素であり、これにはフルオレセインやローダミンが含まれ
る。蛍光化合物のもう一つのグループはナフチルアミンである。発蛍光団や発色団で標識
したら、該結合タンパク質を用いて、サンプル中のaLFA-1の存在または局在を、例えば蛍
光顕微鏡検査（共焦点またはデコンボリューション顕微鏡検査など）により、検出するこ
とができる。
【０２８７】
　組織学的解析：　本明細書に記載する結合タンパク質を用いて免疫組織染色を行うこと
ができる。例えば、抗体の場合には、標識（精製タグもしくはエピトープタグなど）を用
いて抗体を合成するか、または、例えば標識や標識結合基をコンジュゲートさせることに
より、抗体を検出可能に標識する。例えば、キレーターを抗体に結合させてもよい。次い
で、抗体を組織標本（例えば、顕微鏡用スライドグラス上の固定組織切片）に接触させる
。結合させるためにインキュベーションした後、標本を洗浄して未結合抗体を除去する。
その後、標本を例えば顕微鏡検査により解析して、抗体が標本に結合したか否かを同定す
る。抗体（または他のポリペプチドもしくはペプチド）は結合時に標識されていなくても
よい。結合および洗浄後に、抗体を標識して検出可能にする。
【０２８８】
　タンパク質アレイ：　aLFA-1結合タンパク質はまた、タンパク質アレイ上に固定させる
ことができる。タンパク質アレイは、例えば医学的サンプル（単離された細胞、血液、血
清、生検材料など）をスクリーニングするための、診断ツールとして使用される。言うま
でもなく、タンパク質アレイは他の結合タンパク質（例えば、aLFA-1と結合するもの、ま
たはヒアルロン酸のような他の標的分子と結合するもの）を含んでいてもよい。
【０２８９】
　タンパク質アレイの作製方法は、例えばDe Wildtら (2000) Nat. Biotechnol. 18:989-
994; Luekingら (1999) Anal. Biochem. 270:103-111; Ge (2000) Nucleic Acids Res. 2
8, e3, I-VII; MacBeath & Schreiber (2000) Science 289:1760-1763; WO 01/40803 お
よび WO 99/51773A1に記載されている。アレイ用のタンパク質は、例えば市販のロボット
装置（例えば、Genetic MicroSystemsまたはBioRoboticsから入手可能）を使って、高速
で点在させることができる。アレイ基体は例えばニトロセルロース、プラスチック、ガラ
ス（例えば、表面改質ガラス）でありうる。アレイは多孔質マトリックス（例えば、アク
リルアミド、アガロース、または他のポリマー）を含んでいてもよい。
【０２９０】
　例えば、アレイは、De Wildt（前掲）に記載されるような、抗体のアレイでありうる。
結合タンパク質を産生する細胞をアレイフォーマットのフィルター上で生育させる。タン
パク質の産生をうながし、発現されたタンパク質を該細胞の位置のフィルターに固定させ
る。
【０２９１】
　タンパク質アレイを標識した標的と接触させることにより、多様性鎖ライブラリーから
の各固定化ポリペプチドへの標的の結合の程度を測定することができる。標的が標識され
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ていない場合は、サンドイッチ法を使用することができ、例えば標識プローブを使用して
、未標識標的の結合を検出しうる。
【０２９２】
　アレイの各アドレスでの結合の程度に関する情報は、例えばコンピュータデータベース
に、プロファイルとして記憶させることができる。タンパク質アレイを二通り作製して、
例えば標的と非標的の、結合プロファイルを比較するのに使用しうる。かくして、タンパ
ク質アレイを用いることにより、1以上の分子に対して所望の結合特性を有する多様性鎖
ライブラリーの個々のメンバーを同定することが可能である。
【０２９３】
　本明細書に記載するaLFA-1結合タンパク質はまた、aLFA-1の不溶性支持体への結合を検
出する際にも使用することができる。例えば、サンプルをアレイ上に固定させ、aLFA-1結
合タンパク質を用いてアレイ上のaLFA-1を検出する。
【０２９４】
　FACS（蛍光活性化セルソーティング）：　aLFA-1結合タンパク質を用いて、細胞（例え
ば、患者サンプルのようなサンプル中の細胞）を標識することができる。例えば、該タン
パク質を使って細胞上の活性型インテグリン（例えば、活性型LFA-1）を検出しうる。結
合タンパク質は一般的には、蛍光化合物と物理的に結合される（または結合可能である）
。その後、蛍光活性化セルソーターを使用して（例えば、Becton Dickinson Immunocytom
etry Systems (San Jose CA)から入手可能なソーターを使用; 米国特許第5,627,037号; 
第5,030,002号; および第5,137,809号も参照)、細胞を選別する。細胞がソーターを通過
するとき、レーザー光線が蛍光化合物を励起させ、同時に検出器が通過する細胞をカウン
トし、蛍光化合物が細胞に結合されているか否かを、蛍光を検出することで判定する。各
細胞に結合された標識の量を定量化して解析し、それによりサンプルを特徴づける。
【０２９５】
　また、ソーターは細胞を偏向させて、結合タンパク質と結合した細胞を、結合タンパク
質と結合していない細胞から分離することができる。分離した細胞は培養および/または
特性決定を行うことができる。
【０２９６】
　in vivoイメージング：　インテグリン結合タンパク質を用いて、活性型インテグリン
を含む細胞（例えば、aLFA-1を提示する細胞）の存在をin vivoで検出することができる
。この方法は、(i) 被験者（例えば、炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、
またはLFA-1媒介疾患を有する患者）に、検出可能なマーカーにコンジュゲートされたaLF
A-1結合抗体を投与し、(ii) 該被験者を検出可能なマーカーの検出手段にさらす、ことを
含んでなる。例えば、NMRまたは他の断層写真撮影手段により、患者を画像化する。
【０２９７】
　診断イメージングに有用な標識の例としては次のものが挙げられる：放射性標識、例え
ば131I、111In、123I、99mTc、32P、125I、3H、14C、および188Rh；蛍光標識、例えばフ
ルオレセインおよびロータミン；核磁気共鳴活性標識；陽電子断層撮影（PET）スキャナ
ーにより検出可能な陽電子放出アイソトープ；化学発光体、例えばルシフェリン；酵素マ
ーカー、例えばペルオキシダーゼおよびホスファターゼ。短距離放射線発光体、例えば短
距離検出器プローブにより検出可能なアイソトープも利用することができる。結合タンパ
ク質をそのような試薬で公知の方法により標識しうる。例えば、抗体の放射性標識づけに
関する技法についてのWensel & Meares (1983) Radioimmunoimaging and Radioimmunothe
rapy, Elsevier, New York、およびD. Colcherら (1986) Meth. Enzymol. 121: 802-816
を参照されたい。
【０２９８】
　放射性標識した結合タンパク質はまた、in vitro診断試験にも使用することができる。
アイソトープで標識した結合タンパク質の特異的活性は、半減期、放射性標識のアイソト
ープ純度、また、標識がどのように抗体に組み込まれているか、に応じて変化する。
【０２９９】
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　ポリペプチドを放射活性アイソトープ（14C、3H、35S、125I、32P、131Iなど）で標識
する方法は概して知られている。例えば、トリチウム（三重水素）標識法は米国特許第4,
302,438号に記載されている。ヨウ素化、トリチウム標識化、および35S標識化の方法（例
えば、マウスモノクローナル抗体に適合させた方法）は、例えば、Goding, J.W. (Monocl
onal antibodies : principles and practice : production and application of monocl
onal antibodies in cell biology, biochemistry, and immunology 第2版 London; Orla
ndo: Academic Press, 1986. pp 124-126) およびそこに引用された参考文献に記載され
ている。抗体などのポリペプチドをヨウ素化するための他の方法は、Hunter & Greenwood
 (1962) Nature 144:945、Davidら (1974) Biochemistry 13:1014-1021、ならびに米国特
許第3,867,517号および第4,376,110号に記載されている。イメージングに有用な代表的ラ
ジオアイソトープには、123I、131I、111In、および99mTcが含まれる。抗体をヨウ素化す
るための方法は、Greenwood, F.ら (1963) Biochem. J. 89:114-123; Marchalonis, J. (
1969) Biochem. J. 113:299-305; およびMorrison, M.ら (1971) Immunochemistry 289-2
97に記載されている。99mTc標識化法は、Rhodes, B.らによる、Burchiel, Sら(編), Tumo
r Imaging: The Radioimmunochemical Detection of Cancer, New York: Masson 111-123
 (1982)およびそこに引用された参考文献に記載されている。抗体を111In標識化するのに
適した方法は、Hnatowich, D.J.ら (1983) J. Immul. Methods, 65:147-157、Hnatowich,
 D.ら(1984) J. Applied Radiation, 35:554-557、およびBuckley, R.G.ら (1984) F.E.B
.S. 166:202-204に記載されている。
【０３００】
　放射性標識した結合タンパク質の場合は、該結合タンパク質を患者に投与し、該結合タ
ンパク質が反応する細胞に局在化させ、放射性核スキャニング（例えば、ガンマカメラま
たは断層撮影法を使用）のような公知の技法を用いてin vivoで検出または「画像化」す
る。例えば、A.R. Bradwellら, “Developments in Antibody Imaging”, Monoclonal An
tibodies for Cancer Detection and Therapy, R.W. Baldwinら, (編), pp 65-85 (Acade
mic Press 1985)を参照されたい。あるいはまた、陽電子放射型横断断層撮影スキャナー
（例えば、Brookhaven National Laboratoryに設置されたPet VIと呼ばれている装置）は
、放射性標識が陽電子（例えば、11C、18F、15O、および13N）を放出する場合に使用する
ことができる。
【０３０１】
　MRIコントラスト剤：　磁気共鳴イメージング（MRI）は、生きている被験者の内部特徴
を視覚化するためにNMRを使用するものであり、予後、診断、治療、手術に有用である。M
RIは放射活性トレーサー化合物を用いないで使用することができ、明らかに有利である。
いくつかのMRI技術がEP-A-0 502 814に要約されている。一般的には、異なる環境での水
プロトンの緩和時間定数T1およびT2に関する差異が、画像を生成させるために使用される
。しかし、これらの差異は、鮮明な高解像度の画像を得るには不十分なことがある。
【０３０２】
　これらの緩和時間定数の差異はコントラスト剤によって増強することができる。そのよ
うなコントラスト剤の例としては、いくつかの磁性物質、常磁性物質（主にT1を変える）
、および強磁性または超常磁性物質（主にT2応答を変える）が含まれる。キレート剤（例
えば、EDTA、DTPA、およびNTAキレート剤）を用いて、いくつかの常磁性物質（例えば、F
e+3、Mn+2、Gd+3）を結合する（また、その毒性を低減させる）ことができる。他の物質
は粒子の形（例えば、直径10μm未満から約10nm）でありうる。粒子は強磁性、抗強磁性
または超常磁性の特性をもち得る。粒子は、例えば磁鉄鉱（Fe3O4）、-Fe2O3、フェライ
ト、および他の遷移元素の磁性無機化合物を含みうる。磁性粒子は非磁性物質を含むまた
は含まない1以上の磁性結晶を含んでいてもよい。非磁性物質には、合成または天然の高
分子物質（セファロース、デキストラン、デキストリン、デンプンなど）が含まれる。
【０３０３】
　aLFA-1結合タンパク質はまた、NMR活性19F原子または複数個の該原子を含む指示基で標
識することができる。それは、(i) 自然界に豊富なフッ素原子の実質的に全てが19Fアイ
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ソトープであり、したがって、実質的に全てのフッ素含有化合物がNMR活性である；(ii) 
多くの化学的に活性なポリフッ素化化合物（例えば、無水トリフルオロ酢酸）が比較的低
コストで市販されている；(iii) 多くのフッ素化化合物は、ヘモグロビン代替品として酸
素を運ぶために利用される過フッ素化ポリエーテルのように、ヒトでの使用が医学的に許
容されることがわかっている、からである。そのようなインキュベーション時間を容認し
た後、Pykett (1982) Scientific American, 246:78-88に記載されるような装置を用いて
全身MRIを実施し、活性型白血球の場所を突き止めて画像化する。
【０３０４】
　aLFA-1結合タンパク質（例えば、本明細書に記載の結合タンパク質）を評価することに
より得られた情報は、マシーン適合性媒体（例えば、コンピュータ読み取り可能またはコ
ンピュータアクセス可能媒体）に記録することができる。この情報はコンピュータリプレ
ゼンテーションとして、例えばデータベース（例えば、結合タンパク質を用いたイメージ
ングの場合は、1個体または複数の個体の画像のデータベース）に記憶させることができ
る。「コンピュータリプレゼンテーション」とは、コンピュータによって操作され得る形
式の情報をさす。コンピュータリプレゼンテーションを記憶させる行為は、その情報をコ
ンピュータ操作に適した形式に設定する行為をさす。
【０３０５】
キット
　本発明の範囲内には、本明細書に記載する組成物（例えば、aLFA-1結合タンパク質を含
む組成物）を含むキットも含まれる。一実施形態において、キットは、(a) aLFA-1結合タ
ンパク質を含む組成物と、任意に、(b) 情報資料と、を含んでなる。情報資料は、本明細
書に記載する方法および/または本明細書に記載する方法のための化合物の使用（例えば
、治療、予防または診断上の使用）に関する説明的な、指令的な、マーケティング上の、
または他の資料でありうる。例えば、情報資料は、疾患、例えば炎症性疾患、過剰なLFA-
1活性を特徴とする疾患、または他のLFA-1媒介疾患を治療するための該組成物の投与方法
について記述する。
【０３０６】
　一実施形態では、情報資料は、化合物を適当な方法で、例えば適当な用量、剤形、また
は投与様式（例えば、本明細書に記載する用量、剤形、または投与様式）で投与するため
の説明書を含むことができる。別の実施形態では、情報資料は、適当な被験者、例えばヒ
ト、例えば炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、またはLFA-1媒介疾患に罹患
しているか、あるいはそのリスクがあるヒト、を同定するための説明書を含むことができ
る。情報資料は、化合物の製造、化合物の分子量、濃度、有効期限日、バッチまたは製造
場所の情報などについての情報を含んでいてもよい。キットの情報資料はその形態におい
て制限されない。化合物に関する情報は、構造上の情報、例えばアミノ酸配列、商標名、
FDAにより承認された名称、抗体のアイソタイプなどの情報を含みうる。多くの場合に、
情報資料、例えば使用説明書は、印刷物として、例えば印刷した文、図面、および/また
は写真として、例えばラベルまたは印刷シートとして、提供される。しかし、情報資料は
他のフォーマットとして提供されてもよく、例えば、コンピュータ読み取り可能媒体、ビ
デオ録画、またはオーディオレコーディングなどがある。別の実施形態では、キットの情
報資料はリンクまたはコンタクト情報であって、例えば物理アドレス、eメールアドレス
、ハイパーリンク、ウェブサイト、または電話番号などを含むことができ、この場合、キ
ットのユーザーは化合物および/または本明細書に記載する方法でのその使用に関する実
質的な情報を得ることができる。情報資料は任意に組み合わせたフォーマットで提供され
てもよい。
【０３０７】
　aLFA-1結合タンパク質を含む組成物に加えて、組成物そのものが他の成分を含むことも
でき、例えば溶媒もしくはバッファー、安定剤もしくは防腐剤、および/または本明細書
に記載する症状または疾患（例えば、炎症性疾患、過剰なLFA-1活性を特徴とする疾患、
もしくはLFA-1媒介疾患）を治療するための第2の薬剤を含みうる。あるいはまた、そのよ
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うな他の成分をキットに含めてもよいが、aLFA-1結合タンパク質を含む組成物とは異なる
組成物または容器内に含めてもよい。そのような実施形態では、キットは、化合物と他の
成分とを混ぜ合わせるための、または化合物を他の成分と一緒に使用するための説明書を
含むことができる。
【０３０８】
　aLFA-1結合タンパク質を含む組成物は任意の形態、例えば液体、乾燥形態、または凍結
乾燥形態で提供することができる。本組成物は実質的に純粋で、かつ/または無菌であり
うる。aLFA-1結合タンパク質を含む組成物が液体の溶液で提供される場合、好ましくは、
その溶液は水溶液であり、無菌の水溶液が好適である。aLFA-1結合タンパク質を含む組成
物が乾燥形態として提供される場合には、一般的に、用時調製を適当な溶媒の添加により
行う。溶媒（例えば、無菌の水またはバッファー）をキットに入れて提供してもよい。
【０３０９】
　キットはaLFA-1結合タンパク質を含む組成物用の容器を1個以上含みうる。いくつかの
実施形態では、キットは組成物用と情報資料用の別個の容器、分割するもの、または区画
を含む。例えば、組成物をビン、バイアルもしくはシリンジに入れ、情報資料をプラスチ
ックスリーブもしくはパケットに入れる。他の実施形態では、キットの別個の要素を分割
されていない単一容器に収める。例えば、組成物をビン、バイアルもしくはシリンジに入
れるが、この容器には情報資料がラベルの形で貼り付けてある。いくつかの実施形態では
、キットは複数（例えば、1包み）の個々の容器を含み、各容器がaLFA-1結合タンパク質
の1個以上の単位剤形（例えば、本明細書に記載の剤形）を含む。例えば、キットは複数
のシリンジ、アンプル、フォイルパケット、またはブリスターパックを含み、各々が1単
位用量の化合物を含む。キットの容器は気密性、耐水性（水分の変化または蒸発に対して
不透過性）、および/または耐光性でありうる。
【０３１０】
　キットは、aLFA-1結合抗体および診断のための説明書を含むことができ、例えば、aLFA
-1結合タンパク質（例えば、抗体もしくはその抗原結合フラグメント、または他のポリペ
プチドもしくはペプチド）を使用して、in vitroで（例えば、本明細書に記載の疾患を有
する患者からの生検材料または細胞といったサンプル中で）またはin vivoで（例えば、
被験者をイメージングすることにより）aLFA-1を検出する。キットはさらに少なくとも1
種の追加の試薬、例えば標識または別の診断薬を含んでいてもよい。in vivo使用のため
に、リガンドを医薬組成物として製剤化することができる。
【０３１１】
　本発明について以下の実施例でさらに詳しく説明するが、これらの実施例は本発明を限
定するものとして解釈されるべきでない。
【実施例】
【０３１２】
　D2-57 Fabを単離するために、Fabファージディスプレイライブラリーを低親和性野生型
精製I-ドメインタンパク質上で枯渇させ、続いて高親和性固定開放型のI-ドメインLFA-1
タンパク質上で正の選択を行った。D2-57 Fabは、マグネシウムの存在下で高親和性の固
定（ロック）開放状態の精製I-ドメインタンパク質と結合するが、マグネシウムの不在下
では結合しない。D2-57 Fabはマグネシウムの有無にかかわらず低親和性の固定（ロック
）閉鎖状態の精製I-ドメインタンパク質と有意には結合しない。
【０３１３】
　マグネシウムの存在下で、D2-57 Fabは全LFA-1（αサブユニットが高親和性の固定開放
状態のI-ドメインを含む）を発現している細胞（「HA細胞」）と結合するが、マグネシウ
ムが存在しない場合には結合しない。D2-57はまた、マグネシウムの存在下で、細胞上に
発現された活性型の野生型LFA-1タンパク質とも結合する。D2-57は、αサブユニットが低
親和性の固定閉鎖状態のI-ドメインを含むときの全LFA-1を発現している細胞（「LA細胞
」）とは結合しない。これに対して、MHM24はHA細胞にもLA細胞にも結合する。
【０３１４】
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　再フォーマット化された全IgG1は、細胞を用いて試験したとき、Fab形態と同じ結合特
異性を示す。
【０３１５】
　P1-G10をFabの形（フォーマット）で提示するファージは、マグネシウムの存在下また
は不在下で、高親和性の固定開放型I-ドメインLFA-1タンパク質と結合するが、低親和性
の固定閉鎖型とは結合しない。
【０３１６】
　C1-54 Fabは、高親和性の固定開放型I-ドメインLFA-1タンパク質と低親和性の固定閉鎖
型I-ドメインLFA-1タンパク質の両方に結合するが、マグネシウムの存在下では開放型と
優先的に結合する。
【０３１７】
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　上述したいくつかの抗体を用いて得られた代表的ELISAデータは次のとおりである：
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【表２】

【０３１９】
　HAはLFA-1の高親和性開放型を示す。LAはLFA-1の低親和性閉鎖型を示す。対照#1は異な
る標的と結合するファージをさす。対照#2は異なる標的と結合する別のタンパク質である
。数字は任意の単位である。
【０３２０】
　D2-57の生殖系列化（germlining）
　D2-57軽鎖をヒト生殖系列配列と比較した。生殖系列配列（例えば、VKI-O2::JK1）に対
する類似性の数を増加する1以上の改変を含むD2-57変異体が使用される。例えば、ある抗
体は、1個以上の次の置換、例えば1、2、3、4、5または6個の次の置換（または挿入）、
例えばG30S、L40P、A46L、L80P、W96ins、およびS97Tを有するD2-57軽鎖を含みうる。多
くの場合、A46はアラニンとして保持することが好ましい。例えば、該抗体はW96をもたら
す挿入を含みうる。
【０３２１】
　C1-54軽鎖をヒト生殖系列配列（例えば、VKIII-L2）と比較した。ある抗体は、1個以上
の次の置換、例えば1～11、2～5、または6～11個の次の置換（または挿入）、例えばD1E
、Q3V、V19A、T24R、D30S、V48I、V58I、A70E、D76S、K93N、およびP95a　を有するC1-54
軽鎖を含みうる。
【０３２２】
　P1-G10軽鎖をヒト生殖系列配列（例えば、VL2-1 aka VL3 11-7）と比較した。ある抗体
は、1個以上の次の置換、例えば1～12、2～5、または6～12個の次の置換（または挿入）
、例えばQ1S、S2Y、V3E、V21I、A28K、Q31aD、S34C、F49Y、V81M、T93S、T94S、およびA9
5a(ins) を有するP1-G10軽鎖を含みうる。
【０３２３】
　vg3-23関連重鎖はJH領域に以下の代表的配列を1つ以上含むことができる：
JH1　---AEYFQHWGQGTLVTVSS　(配列番号45)
JH2　---YWYFDLWGRGTLVTVSS　(配列番号46)
JH3　-----AFDIWGQGTMVTVSS　(配列番号47)
JH4　-----YFDYWGQGTLVTVSS　FDYWGQGTLVTVSS (配列番号48)
JH5　----NWFDPWGQGTLVTVSS　(配列番号49)
JH6　YYYYYGMDVWGQGTTVTVSS　(配列番号50)
【０３２４】
　抗体は、1個以上の次の置換、例えば1～9、2～5、または6～9個の次の置換、例えばR31
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S、V33A、W35S、Y50A、W52S、P52aG、N56S、S94R、A99Y、I102Y、およびM108Lを有するD2
-57重鎖を含みうる。したがって、この重鎖可変ドメインは生殖系列配列V3-23に対して10
、7、6、または5個より少ない相違を含む。
【０３２５】
　抗体は、1個以上の次の置換、例えば1～7、例えば1、2、3、4、5、6、または7個の次の
置換、例えばH31S、G33A、V50A、P52aG、R56S、L58Y、およびK94Rを有するC1-54重鎖を含
みうる。したがって、この重鎖可変ドメインは生殖系列配列V3-23に対して7、6、または5
個より少ない相違を含む。
【０３２６】
　抗体は、1個以上の次の置換、例えば1～7、例えば1、2、3、4、5、6、または7個の次の
置換、例えばH31S、S33A、Q35S、Y50A、G52S、S52aG、およびN56Sを有するP1-G10重鎖を
含みうる。したがって、この重鎖可変ドメインは生殖系列配列V3-23に対して10、7、6、
または5個より少ない相違を含む。
【０３２７】
　D2-57のHC CDR3の親和性成熟
　D2-57の重鎖可変ドメインのCDR3領域に変異を含む変異体を作製した。そのような変異
体から、高親和性（HA）I-ドメインと結合するクローンを、次の条件を用いて選択した：
7.5分の結合時間、20nMのHA I-ドメイン、および1μMのD2-57 IgG1抗体との16時間のイン
キュベーション。活性型立体配座のLFA-1 I-ドメインと結合したいくつかの代表的な変異
体は、重鎖のCDR3領域に、DX-2001配列の残基96から120までの次の配列を有する：
　　　　　　　 <--CDR3--->
　　　　　　　 12345678901
E05　　　96 CASSYDLWSNAFDKWGQGTMVTVSS 120 （配列番号53由来）
A04　　　96 CASSYDLWSYAFEIWGQGTMVTVSS 120 （配列番号55由来）
C09　　　96 CASSYDYWSNAFDSWGQGTMVTVSS 120 （配列番号51由来）
F07　　　96 CASSFDFWSNAFDMWGQGTMVTVSS 120 （配列番号52由来）
B04　　　96 CASSYDFWSNAYANWGQGTMVTVSS 120 （配列番号56由来）
F05　　　96 CANSYDFRSNAFAVWGQGTMVTVSS 120 （配列番号54由来）
C02　　　96 CANSFDFWSNAFELWGQGTMVTVSS 120 （配列番号57由来）
　　　　　**.*:*　* *:　***********
【０３２８】
　これらの重鎖可変ドメインのより完全な配列は次のとおりである：
　C09変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCASSYDYWSNAFDSWGQGTMVTVSS　(配列番号51)。
【０３２９】
　F07変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCASSFDFWSNAFDMWGQGTMVTVSS (配列番号52)。
【０３３０】
　E05変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCASSYDLWSNAFDKWGQGTMVTVSS (配列番号53)。
【０３３１】
　F05変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCANSYDFRSNAFAVWGQGTMVTVSS (配列番号54)。
【０３３２】
　A04変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
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LQMNSLRAEDTAVYYCASSYDLWSYAFEIWGQGTMVTVSS (配列番号55)。
【０３３３】
　B04変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCASSYDFWSNAYANWGQGTMVTVSS (配列番号56)。
【０３３４】
　C02変異体は下記の配列を含む：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCANSFDFWSNAFELWGQGTMVTVSS (配列番号57)。
【０３３５】
　理論に拘束されるものではないが、CDR3の3位のアスパラギン酸は、I-ドメインに結合
したMg2+イオンと相互作用する可能性がある。このアスパラギン酸は、親和性成熟を受け
た80の異なるFabのうち75で保存されていた。
【０３３６】
　D2-57 (DX-1998.2)を有するHA細胞と84の異なるsFab単離物を用いるICAM-1ブロッキン
グアッセイを行った。HAおよびLA細胞を、10% FCS、100U/ml ペニシリン-ストレプトマイ
シン、2mM L-グルタミン、および0.1mM MEM非必須アミノ酸を添加したRPMI培地中で37℃
、5% CO2にて培養した。細胞を回収し、10mM EDTAを含有するHBSで1回洗い、続いてHBSで
2回洗浄した。細胞を、プロトコルに示された活性化バッファー（HBS、10mM MgCl2、2mM 
EGTA）または不活性化バッファー（HBS、2mM MgCl2、2mM CaCl2）中に再懸濁させた。骨
髄腫IgGを添加してFc受容体をブロックした。抗体の添加後、ICAM-1/SV-PE複合体（4:1）
を加えた。30分後、細胞を洗浄して染色溶液中に再懸濁させた。GUAVA EXPRESSTMプロト
コルを用いてFACS解析を実施した。
【０３３７】
　可溶性Fabを用いたアッセイにおいて、親和性成熟を受けた抗体のうち3つの抗体のIC50
が、並行して行った可溶性Fab形態のD2-57についてが11.5±4.8nMであったのに対して、8
.6±3.1nM、7.6±2.8nM、および6.5±2.6nMであった。
【０３３８】
　DX-2001
　以下はDX-2001軽鎖（可変および定常）をコードする代表的な核酸配列である：
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCA
GAGCATTGGCAGCTACTTAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGGCCCTGATCTATGCTGCATCCAGTT
TGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCT
GAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCCTCGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAAG
AACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT 
(配列番号58)。
【０３３９】
　以下はDX-2001重鎖（可変および定常）をコードする代表的な核酸配列である：
GAAGTTCAATTGTTAGAGTCTGGTGGCGGTCTTGTTCAGCCTGGTGGTTCTTTACGTCTTTCTTGCGCTGCTTCCGGATT
CACTTTCTCTCGTTACGTTATGTGGTGGGTTCGCCAAGCTCCTGGTAAAGGTTTGGAGTGGGTTTCTTATATCTGGCCTT
CTGGTGGCAATACTTATTATGCTGACTCCGTTAAAGGTCGCTTCACTATCTCTAGAGACAACTCTAAGAATACTCTCTAC
TTGCAGATGAACAGCTTAAGGGCTGAGGACACTGCAGTCTACTATTGTGCGAGTAGCTACGATTTTTGGAGTAATGCTTT
TGATATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTCAAGCGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCT
GCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTCCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCCGGACTCTACTCCCTCAGCAG
CGTAGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTC
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TTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGG
AGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGA (配列番号59)。
【０３４０】
　以下はDX-2001軽鎖（可変および定常）の代表的なアミノ酸配列である：
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIGSYLNWYQQKPGKAPKALIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSYSTPSFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (配列番号60)。
【０３４１】
　以下はDX-2001重鎖（可変および定常）IgG4の代表的なアミノ酸配列である：
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYVMWWVRQAPGKGLEWVSYIWPSGGNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCASSYDFWSNAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (配列番号61)。
【０３４２】
　軽鎖の変更は、フレームワーク2の40位でのThrからProへの変更および/またはフレーム
ワーク3の80位でのLeuからProへの変更を含む。好ましくは、フレームワーク2の46位は（
生殖系列Leuではなく）Alaである。
【０３４３】
　DX2001（D2-57の生殖系列化変異体、IgG4）は、MgCl2/EGTA条件下にあるPBMC（末梢血
単核細胞）の小割合と結合する。この結合は、PMA（10ng/ml）またはDTT（500μM）で20
分間処理すると、劇的に増加する。PMAまたはDTTによる処理は高親和性状態のLFA-1を誘
導する。ICAM-1はPBMCと同様の結合特性を有する。
【０３４４】
　PKC阻害剤であるGF109203Xおよびスタウロスポリン（staurosporine）は、DX-2001のPB
MCへのPMA誘導結合をブロックした。
【０３４５】
　種特異性
　健康な動物（ラット、ヒツジ、ウサギ、イヌ、アカゲザル、カニクイザル、およびチン
パンジー）からの全血をValley Biomedical Products and Services, Incより入手した。
全血からPBMCを分離し、低接着6ウェルプレートで10% FBS、1X ペニシリン/ストレプトマ
イシンを添加したRPMI 1640中にて一晩培養した。PBMCを回収し、ハンクス平衡塩溶液（H
BSS）1X、10mM EDTAを含有する20mM HEPESバッファーで1回洗浄し、その後HBSで2回洗浄
した。細胞をHBSS中に2×106個/mlで再懸濁させ、96ウェルプレート（Costar丸底）にウ
ェルあたり100μlのアリコートを添加した。スピンダウン後、細胞ペレットを50μlの活
性化バッファー（HBSS、10mM MgCl2、2mM EGTA）または不活性化バッファー（HBSS、2mM 
CaCl2、2mM MgCl2）中に再懸濁させた。いくつかのウェルについては、PMAまたはDTTを添
加して、最終濃度をそれぞれ10ng/mlまたは500μMとした。その後、細胞を37℃で20分間
インキュベートした。細胞をDX-2001（10μg/ml）または陰性対照抗体Fc-A2（抗-CD44-Fc
 IgG4 10μg/ml）と共にインキュベートした。
【０３４６】
　特定の種（ヒト、ヒツジ、イヌ、ラット、ウサギ）由来のCD-11aを認識する抗体を陽性
対照として用いた。ゆっくり振動させながら室温で30分間インキュベートした後、細胞を
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、0.05% NaN3を含有する220μl/ウェルのHBSSで2回洗浄し、HBSSで1:200に希釈した100μ
l/ウェルのPE標識二次抗体（抗ヒトIgG-PE、コード: 709-116-149、Jackson Immunoresea
rch、および抗体マウスIgG-PE、コード: 115-115-164、Jackson Immunoresearch）を用い
て染色した。細胞を4℃で30分間インキュベートしてから、0.05% NaN3を含有する220μl/
ウェルのHBSSで2回洗浄し、200μl/ウェルのHBSS中に再懸濁させて、GUAVA EXPRESSTMプ
ロトコル（Guava Technologies, Inc., Hayward CA）を用いて解析した。
【０３４７】
　DX-2001は、ヒトPBMCと同程度に良好なチンパンジーPBMCとの結合を示した。これらの
種の細胞への結合は、PMA処理後に劇的に増加した。DX-2001は、カニクイザル、ラットお
よびヒツジPBMCとの最小限の結合を示した。活性化条件での結合はPMA処理後にわずかに
増加した。しかしながら、結合レベルはヒトおよびチンパンジーPBMCにおけるよりもはる
かに低かった。DX-2001はアカゲザル、イヌおよびウサギPBMCとの有意な結合を示さない
（表3にまとめてある）。
【表３】

【０３４８】
　PMA処理を行わないhPBMCでのDX-2001の結合強度を「++」と定めた；PMA処理後の該結合
強度を「++++」と定めた；DTT処理後の該結合強度を「++++++」と定めた。「-」：結合な
し。N.D.：測定せず。7種の生物からの全PBMCの結合をhPBMC結合と比較した。
【０３４９】
　HA細胞（すなわち、高親和性形態で固定されたLFA-1を発現している細胞）へのI-CAM結
合を阻害するD2-57 IgGの能力を評価し、並行してMHM24 IgGと比較した。GUAVATM解析を
用いてIC50値を求めた。一実験では、D2-57およびMGM24 IgGのIC50値は、それぞれ0.18±
0.02および0.24±0.04nMであつた。別の実験では、D2-57およびMGM24 IgGのIC50値は、そ
れぞれ0.59±0.1nM（D2-57 IgGの第1ロット）および0.62±0.16nM（D2-57 IgGの第2ロッ
ト）、ならびに1.8±0.8nM（MHM24）であった。さらに別の実験では、D2-57およびMGM24 
IgGのIC50値は、それぞれ0.24±0.02および0.59±0.13nMであった。さらに別の実験では
、D2-57およびMGM24 IgGのIC50値は、それぞれ0.68±0.2および2.4±0.8nMであった。こ
れらの実験から明らかになるパターンは、実験誤差の余地内で、D2-57がこの特定のアッ
セイ設定条件においてMHM24と同程度またはそれより良好なIC50値を有する、ということ
である。
【０３５０】
　ヒトPBMCとのI-CAM結合を阻害するD2-57 IgGの能力も評価した。4つの実験の平均は、D
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した。
【０３５１】
　D2-57はICAM-1結合をブロックしただけでなく、PHA刺激リンパ球増殖をもブロックする
ことができた。PHA刺激リンパ球増殖アッセイの詳細については、例えば、Vermot Desroc
hesら, Scand. J. Immunol. 1991, 33: 277-286を参照されたい。このアッセイは、PHA（
フィトヘマアグルチニン）刺激リンパ球増殖アッセイに対するD2-57 (DX-1999)の効果を
評価するものである。簡単に述べると、PBMCを連続希釈IgGの存在下にて1μg/mlのPHAで
刺激した。3日間の刺激後、BrdU化学発光アッセイで増殖について細胞を分析した。
【０３５２】
　IgG型のD2-57はまた、6.7nMの濃度で使用したとき、ケラチノサイト（角化細胞）へのH
A細胞の結合をブロックした。D2-57による阻害のIC50値は約1nMであった。ケラチノサイ
ト接着アッセイの詳細については、例えば、Werther W. A.ら, J. Immunol. 1996, 157: 
4986-4995を参照されたい。このアッセイは、ケラチノサイトへのHA細胞（HA発現K562細
胞）の接着に抗LFA-1 IgG D2-57が及ぼす効果を評価するものである。簡単に述べると、H
A細胞をカルセイン（calcein）AMで標識し、連続希釈した試験用IgGと共にインキュベー
トして、ケラチノサイト単層に添加した。インキュベーション後、単層を十分に洗い、蛍
光プレートリーダーを用いて蛍光を測定した。
【０３５３】
　さらなる抗体選択を行って、D2-57の親和性成熟変異体を同定した。変異させた抗体を
高親和性立体配座で固定されたI-ドメインと結合させ、その後1μMのD2-57 IgG1抗体を用
いて溶出させた。親和性が改善された3種の抗体は、3つの実験の平均に基づいて、0.83±
0.55、0.74±0.17、および0.54±0.33のIC50値を示した。
【０３５４】
　本発明の他の実施形態も特許請求の範囲に含まれるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０３５５】
【図１】LA細胞（低親和性立体配座で固定されたI-ドメインを有するLFA-1を発現してい
る細胞）と比べて、HA細胞（高親和性立体配座で固定されたI-ドメインを有するLFA-1を
発現している細胞）へのDX-1999（D2-57ともいう）結合を評価する代表的実験からのグラ
フである。
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