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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の効果を決定する方法であって、
第二経路溶血アッセイを行うことと、第二経路溶血の阻害を検出することとを含み、
抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の８０ｎＭ未満のＩＣ９０値が、抗Ｄ因子抗体また
はその抗原結合断片が有効であることを示し、
抗体またはその抗原結合断片は、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＮ（配列番号：３０）を含む軽鎖
超可変領域（ＨＶＲ）－１、ＧＧＮＴＬＲＰ（配列番号：３５）を含む軽鎖ＨＶＲ－２、
およびＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列番号：３８）を含む軽鎖ＨＶＲ－３を含む軽鎖可変ドメ
インと、ＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮ（配列番号：３９）を含む重鎖ＨＶＲ－１、ＷＩＮＴＹＴ
ＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号：４０）を含む重鎖ＨＶＲ－２、およびＥＧＧＶＮＮ
（配列番号：４１）を含む重鎖ＨＶＲ－３を含む重鎖可変ドメインとを含み、
　軽鎖可変ドメインは、ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ（配列番号：５１）を含む軽鎖フレームワ
ーク領域（ＦＲ）－４を含み、重鎖可変ドメインは位置１にＥを含む、方法。
【請求項２】
　抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片のＩＣ５０が、３０ｎＭ未満である、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片のＩＣ５０が、１０ｎＭ未満である、請求項１に
記載の方法。



(2) JP 5931008 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

【請求項４】
　Ｄ因子に対する抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の結合親和性を決定することを更
に含み、
抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の２０ｎＭ又はそれより良い親和性値が、抗Ｄ因子
抗体またはその抗原結合断片が有効であることを示す、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　Ｄ因子に対する抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の結合親和性が、１０ｎＭ又はそ
れより良い、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　Ｄ因子に対する抗Ｄ因子抗体またはその抗原結合断片の結合親和性が、１．０ｎＭ又は
それより良い、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　抗体がモノクローナルである請求項１－６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　抗体がヒト化されている請求項１－６の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　抗原結合断片が、Ｆａｂ、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆｖ、ｓｃＦｖ、又は（Ｆａｂ’）２断片
である、請求項１－６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　Ｄ因子が哺乳動物Ｄ因子である、請求項１－６の何れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　Ｄ因子がヒトＤ因子である、請求項１０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願とのクロスリファレンス
　米国特許施行規則第１．５３条第ｂ項に従って出願されたこの非仮出願は、その内容の
全体を出典明示によりここに援用する２００８年４月２８日出願の米国仮出願第６１／０
４８４３１号及び２００８年４月２９日出願の米国仮出願第６１／０４８６８９号に対し
て米国特許法第１１９条第ｅ項に基づく優先権を主張するものである。
【０００２】
背景技術
　補体系は、免疫複合体の排除及び感染病原体、外来性抗原、ウイルス感染細胞及び腫瘍
細胞への免疫応答に中心的な役割を担っている。しかしながら、補体はまた病的炎症及び
自己免疫疾患にも関与しているよって、補体カスケードの過剰な又は制御されない活性化
の阻害は、かかる疾患及び症状の患者に対して臨床的恩恵をもたらしうる。
【０００３】
　補体系は、古典的経路及び第二経路と命名された２つの区別できる活性化経路を含む(V
.M. Holers, In Clinical Immunology: Principles and Practice, R.R. Rich編, Mosby 
Press; 1996, 363-391)。古典的経路は通常は抗原抗体複合体の形成によって活性化され
るカルシウム／マグネシウム依存性カスケードである。第二経路は、ある感受性表面（例
えば酵母及び細菌の細胞壁多糖類、及びある種の生体高分子材料）上へのＣ３の沈着及び
活性化によって活性化されるマグネシウム依存性カスケードである。補体経路の活性化は
、マクロファージ、好中球、血小板、肥満細胞及び内皮細胞の活性化、血管透過性、細胞
溶解、及び組織傷害を含む炎症活性を媒介する、補体タンパク質の生物学的に活性な断片
、例えばＣ３ａ、Ｃ４ａ及びＣ５ａアナフィラトキシン及びＣ５ｂ－９膜侵襲複合体（Ｍ
ＡＣ）を産生する。
【０００４】
　Ｄ因子は第二補体経路の活性化に必須の高度に特異的なセリンプロテアーゼである。そ
れは、Ｃ３ｂに結合したＢ因子を切断し、第二経路Ｃ３／Ｃ５コンバターゼの活性成分で
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あるＣ３ｂ／Ｂｂ酵素を産生する。Ｄ因子は、ヒトにおけるその血漿中濃度が非常に低い
（１．８μｇ／ｍｌ）ので、阻害のために適した標的となり得、第二補体経路の活性化の
制限酵素であることが示されている(P.H. Lesavre及びH.J. Muller-Eberhard. J. Exp. M
ed., 1978; 148: 1498-1510；J.E. Volanakis等, New Eng. J. Med., 1985; 312: 395-40
1)。
【０００５】
　補体活性化のダウンレギュレーションは、動物モデル及びエキソビボ実験において、幾
つかの疾患の徴候、例えば全身性エリテマトーデス及び 糸球体腎炎(Y. Wang等, Proc. N
atl. Acad. Sci.; 1996, 93: 8563-8568)、関節リウマチ(Y. Wang等, Proc. Natl. Acad.
 Sci., 1995; 92: 8955-8959)、心肺バイパス術及び血液透析 (C.S. Rinder, J. Clin. I
nvest., 1995; 96: 1564-1572)、臓器移植における超急性拒絶反応 (T.J. Kroshus等, Tr
ansplantation, 1995; 60: 1194-1202)、心筋梗塞(J. W. Homeister等, J. Immunol., 19
93; 150: 1055-1064; H.F. Weisman等, Science, 1990; 249: 146-151)、再灌流傷害 (E.
A. Amsterdam等, Am. J. Physiol., 1995; 268: H448-H457)、及び成人呼吸促迫症候群 (
R. Rabinovici等, J. Immunol., 1992; 149: 1744-1750)の治療に効果的であることが実
証されている。また、熱傷、重症喘息、アナフィラキシーショック、腸の炎症、蕁麻疹、
血管浮腫、脈管炎、多発性硬化症、重症筋無力症、膜性増殖性糸球体腎炎、及びシェーグ
レン症候群を含む、他の炎症性症状及び自己免疫／免疫複合体疾患もまた補体活性化に密
に関連している(V.M. Holers, 同書, B.P. Morgan. Eur. J. Clin. Invest., 1994: 24: 
219-228)。
【０００６】
　補体媒介疾患の分野において抗体治療薬に対する需要が存在し、本発明のヒト化抗Ｄ因
子抗体、及びその抗体変異体、及びその断片（例えば抗原結合断片）がこの需要を満たす
のに有用な高親和性抗体を提供する。
【発明の概要】
【０００７】
　一態様では、本発明は、一般にＤ因子に関連する生物学的活性を阻害することができる
抗体に関する。
【０００８】
　一態様では、本発明は、様々な治療的の望まれる特性を有するヒト化抗Ｄ因子抗体に関
する。本発明は、これらヒト化抗Ｄ因子抗体のＨＶＲｓのアミノ酸配列と、その対応する
核酸配列を含む。本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体の重鎖及び軽鎖の可変ドメインのアミノ
酸配列と、その対応する核酸配列を含む。本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体の重鎖及び軽鎖
のアミノ酸配列と、その対応する核酸配列を含む。
【０００９】
　一態様では、この発明の範囲の特定の抗体は、限定しないが、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂク
ローン＃２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３
８－６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０又は２３８－１１のＨＶＲ
ｓを含む、ヒト化抗Ｄ因子抗体を含む。一実施態様では、ヒト化抗Ｄ因子抗体は、ヒト化
抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、
２３８－５、２３８－６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０又は２３
８－１１の重鎖及び／又は軽鎖の可変ドメインを含む。一実施態様では、ヒト化抗Ｄ因子
抗体は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３
、２３８－４、２３８－５、２３８－６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８
－１０又は２３８－１１の重鎖及び／又は軽鎖を含む。一実施態様では、本発明は、ヒト
化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４
、２３８－５、２３８－６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０又は２
３８－１１を含む。一実施態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃２３８
、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－６、２３８
－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０又は２３８－１１の完全長抗体の抗体断片
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（例えば抗原結合断片）を含む。一実施態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクロ
ーン＃２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８
－６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０又は２３８－１１の重鎖及び
／又は軽鎖の抗原結合配列を含む完全長抗体又はその抗原結合断片を含む。一実施態様で
は、かかる抗原結合配列は、重鎖の少なくとも一、二、又は三のＨＶＲｓを含む。一実施
態様では、かかる抗原結合配列は軽鎖の少なくとも一、二、又は三のＨＶＲｓを含む。一
実施態様では、かかる抗原結合配列は、重鎖可変ドメインの少なくとも一部又は全てを含
む。一実施態様では、かかる抗原結合配列は、軽鎖可変ドメインの少なくとも一部又は全
てを含む。
【００１０】
　一態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の配列の少なくとも一
の修飾を含むヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の抗体断片（例えば抗原結合断片）
又は完全長抗体を提供し、ここで、かかる完全長抗体又はかかる抗原結合断片はヒト化抗
Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の重鎖及び／又は軽鎖の抗原結合配列を含む。一実施態様
では、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の重鎖及び／又は軽鎖の抗原結合配列を含
む、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の配列の少なくとも一の修飾を含む、ヒト化
抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の抗体断片（例えば抗原結合断片）又は完全長抗体は、
更にヒト化抗体Ｆａｂクローン＃１１１と同じエピトープに本質的に結合する。一実施態
様では、かかる抗原結合配列は、重鎖の少なくとも一、二又は三のＨＶＲｓを含む。一実
施態様では、かかる抗原結合配列は、軽鎖の少なくとも一、二又は三のＨＶＲｓを含む。
一実施態様では、かかる抗原結合配列は、重鎖可変ドメインの少なくとも一部又は全てを
含む。一実施態様では、かかる抗原結合配列は、軽鎖可変ドメインの少なくとも一部又は
全てを含む。一実施態様では、上記抗体断片又は上記完全長抗体中のかかる修飾は重鎖に
存在する。一実施態様では、上記抗体断片又は上記完全長抗体中のかかる修飾は軽鎖に存
在する。一実施態様では、上記抗体断片又は上記完全長抗体中のかかる修飾は、重鎖可変
ドメインに存在する。一実施態様では、上記抗体断片又は上記完全長抗体中のかかる修飾
は、軽鎖可変ドメインに存在する。一実施態様では、上記抗体断片又は上記完全長抗体中
のかかる修飾は、重鎖の少なくとも一、二又は三のＨＶＲｓに存在する。一実施態様では
、上記抗体断片又は上記完全長抗体中のかかる修飾は、軽鎖の少なくとも一、二又は三の
ＨＶＲｓに存在する。
【００１１】
　一態様では、本発明は、少なくとも約１０－９から１０－１２Ｍの結合親和性をもって
Ｄ因子に結合する本発明の抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）に関する。
　一態様では、本発明は、本発明の抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）に関し、
かかる抗体のＦａｂ断片は、約０．０５：１（０．０５）から約１０：１（１０）、又は
約０．０９：１（０．０９）から約８：１（８）、又は約０．１：１（０．１）から約６
：１（６）、又は約０．１５：１（０．１５）から約５：１（５）、又は約０．１９：１
（０．１９）から約４：１（４）、又は約０．２：１（０．２）から約３：１（３）、又
は約０．３：１（０．３）から約２：１（２）、又は約０．４：１（０．４）から約１：
１（１）、又は約０．５：１（０．５）から約１：２（０．５）、又は約０．６：１（０
．６）から約１：３（０．３３）、又は約０．７：１（０．７）から約１：４（０．２５
）、又は約０．８：１（０．８）から約１：５（０．２）又は約０．９：１（０．９）か
ら約１：６（０．１７）のＤ因子に対するＦａｂ断片のモル比でＤ因子の生物学的機能を
阻害する。
【００１２】
　一態様では、本発明の抗体はヒト、ヒト化又はキメラ抗体を含む。
【００１３】
　他の態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体の抗体断片 (例えば抗原結合断片)を含
む。本発明の抗体断片は、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）２、ｓｃＦｖ、（ｓ
ｃＦｖ）２、ｄＡｂ、相補性決定領域（ＣＤＲ）断片、線状抗体、単鎖抗体分子、ミニボ
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ディ(minibodies)、ダイアボディ(diabodies)、又は抗体断片から形成される多重特異性
抗体を含む。
【００１４】
　本発明の他の態様では、本発明は、本発明の抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片
）を含有する組成物を含む。他の実施態様では、本発明は、本発明の抗体、又はその断片
（例えば抗原結合断片）の少なくとも一部をコードする細胞株及びベクターを提供する。
一態様では、本発明は、抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）及び本発明の組成物
を作製する方法、製造する方法、及び使用する方法を含む。一実施態様は、本発明の抗体
、又はその断片（例えば抗原結合断片）を作製する方法であり、該方法は、（ａ）本発明
の抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）をコードするポリヌクレオチドを更に含む
ベクターを含む宿主細胞、例えば真核又はＣＨＯ細胞を、抗体又はその断片（例えば抗原
結合断片）をコードするポリヌクレオチドの発現に適した条件下で培養し、（ｂ）抗体、
又はその断片（例えば抗原結合断片）を単離することを含む。
【００１５】
　また更なる態様では、本発明は、ここに記載された本発明の抗体、又はその断片（例え
ば抗原結合断片）を、担体と組合せて含有する物質の組成物に関する。場合によっては、
担体は薬学的に許容可能な担体である。
【００１６】
　本発明の他の態様は、過剰な又は制御されない補体活性化に関連した疾患の予防及び／
又は治療のための医薬又は組成物の調製のための、これらヒト化抗体又はその抗体断片（
例えば抗原結合断片）の使用である。それらは、心肺バイパス手術中の補体活性化；急性
心筋梗塞、動脈瘤、脳卒中、出血性ショック、圧挫損傷、多臓器障害、循環血液量減少性
ショック、腸虚血又は虚血を生じる他の事象後の虚血再かん流のための補体活性化を含む
。補体活性化はまた炎症性疾患、例えば、重度の熱傷、内毒素血、敗血性ショック、成人
呼吸促迫症候群、血液透析；アナフィラキシーショック、重症喘息、血管浮腫、クローン
病、鎌状赤血球貧血、連鎖球菌感染後糸球体腎炎及び膵炎に伴っていることが示されてい
る。該疾患は薬の副作用、薬物アレルギー、ＩＬ－２誘発血管漏出症候群又はＸ線撮影造
影剤アレルギーの結果でありうる。該疾患は、全身性エリテマトーデス、重症筋無力症、
関節リウマチ、アルツハイマー病及び多発性硬化症のような自己免疫疾患をまた含む。他
の実施態様では、補体活性化はまた移植による拒絶反応に伴う。他の実施態様では、補体
活性化はまた眼疾患（その病態が補体の古典的及び第二経路を含む補体に関与するあらゆ
る眼の症状及び疾病）、例えば限定しないが、黄斑変性疾患、例えば乾燥及び湿潤（滲出
及び非滲出）型を含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）のあらゆる段階、糖尿病性網膜症及び他の
虚血関連網膜症、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、ブドウ膜炎、糖尿病性黄斑浮腫、病的近視
、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中心静脈閉塞症（ＣＲＶ
Ｏ）、角膜血管新生、及び網膜新生血管にも伴う。一例では、補体関連眼疾患は、非滲出
（例えば中期(intermediate)乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（ＧＡ））及び滲出（例えば湿潤
ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、糖尿病性網
膜症（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎を含む。更なる例では、非滲出ＡＭＤは、ハードド
ルーゼン、ソフトドルーゼン、地図状萎縮及び／又は色素凝集(pigment clumping)の存在
を含みうる。他の例では、補体関連眼疾患は、初期ＡＭＤ（例えば複数の小さなものから
一又は複数の非広範性の中程度のサイズのドルーゼン）、中期ＡＭＤ（例えば広範な中程
度のドルーゼンから一又は複数の大きなドルーゼンまでを含む）及び進行ＡＭＤ（例えば
地図状萎縮又は進行湿潤ＡＭＤ（ＣＮＶ）を含む）を含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）を含む
。更なる例では、中期乾燥ＡＭＤは大きな集密的なドルーゼンを含みうる。更なる例では
、地図状萎縮は、視細胞及び／又は網膜色素上皮（ＲＰＥ）喪失を含みうる。更なる例で
は、地図状萎縮の領域は、小さいか又は大きく、及び／又は黄斑領域に又は周辺網膜にあ
りうる。一例では、補体関連眼疾患は中期乾燥ＡＭＤである。一例では、補体関連眼疾患
は地図状萎縮である。一例では、補体関連眼疾患は湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ
））である。
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【００１７】
　他の態様では、本発明は、本発明の抗体、又はその断片(例えば抗原結合断片)を含むキ
ットを提供する。一実施態様では、本発明は、本発明の抗体、又はその断片(例えば抗原
結合断片) と使用のための指示書を含むキットを提供する。一実施態様では、本発明は本
発明の抗体、又はその断片(例えば抗原結合断片)と、補体関連疾患を治療するために上記
抗体を投与するための指示書を含むキットに関する。一実施態様では、本発明は、一又は
複数の本発明の抗体又はその抗体断片(例えば抗原結合断片)の一又は複数を含む組成物を
含む第一容器と、バッファーを含む第二容器を含むキットを提供する。一実施態様では、
バッファーは薬学的に許容可能である。一実施態様では、本発明の抗体、又はその断片(
例えば抗原結合断片)を含む組成物は、ある実施態様では薬学的に許容可能である担体を
更に含む。一実施態様では、キットは、患者に組成物（例えば抗体、又はその抗体断片（
例えば抗原結合断片））を投与するための指示書を更に含む。一実施態様では、キットは
該キットの使用のための指示書を更に含む。
【００１８】
　一態様では、本発明は、補体関連疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な材料を含む
製造品に関する。一実施態様では、本発明は、（ａ）容器；（ｂ）容器上のラベル；及び
（ｃ）該容器に収容される本発明の抗体又はその変異体又はその断片（例えば抗原結合断
片）を含有する物質の組成物を含む製造品に関し、上記容器上のラベルは、組成物を補体
関連疾患の治療、予防及び／又は診断に使用することができることを示している。
【００１９】
　一態様では、本発明は、補体関連眼疾患のような疾患の治療的及び／又は予防的処置の
ための医薬の調製における、本発明の抗Ｄ因子抗体、又は抗体その断片（例えば抗原結合
断片）、本発明の核酸、本発明の発現ベクター又は本発明の宿主細胞の使用を提供する。
一実施態様では、補体関連眼疾患は、非滲出（例えば中期乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（Ｇ
Ａ））及び滲出（例えば湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑
変性（ＡＭＤ）、糖尿病性網膜症（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎から選択される。一例
では、補体関連眼疾患は中期乾燥ＡＭＤである。一例では、補体関連眼疾患は地図状萎縮
である。一例では、補体関連眼疾患は湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））である。
【００２０】
　一態様では、本発明は、補体関連眼疾患のような疾患の治療的及び／又は予防的処置の
ための医薬の調製における本発明の製造品の使用を提供する。一実施態様では、補体関連
眼疾患は、非滲出（例えば中期乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（ＧＡ））及び滲出（例えば湿
潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、糖尿病性
網膜症（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎から選択される。一例では、補体関連眼疾患は中
期乾燥ＡＭＤである。一例では、補体関連眼疾患は地図状萎縮である。一例では、補体関
連眼疾患は湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））である。
【００２１】
　一態様では、本発明は、補体関連眼疾患のような疾患の治療的及び／又は予防的処置の
ための医薬の調製における本発明のキットの使用を提供する。一実施態様では、補体関連
眼疾患は、非滲出（例えば中期乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（ＧＡ））及び滲出（例えば湿
潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、糖尿病性
網膜症（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎から選択される。一例では、補体関連眼疾患は中
期乾燥ＡＭＤである。一例では、補体関連眼疾患は地図状萎縮である。一例では、補体関
連眼疾患は湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））である。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１Ａ】図１Ａ－１Ｃは、次のものに対する可変軽鎖ドメインの配列のアラインメント
を示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号１）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ
ｓ、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－
６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配
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列番号：６－１７）及びＶＬカッパＩコンセンサス配列（配列番号６５）。位置にはＫａ
ｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶＲの定
義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ａ１－Ａ１１（ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭ
Ｎ（配列番号３０）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＬＮ（配列番号３１）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＩ
Ｎ（配列番号３２）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＡ（配列番号３３）又はＩＴＳＴＤＩＤＤＤ
ＭＱ（配列番号３４）として同定されたＨＶＲ－Ｌ１）、（２）Ｂ１－Ｂ７（ＧＧＮＴＬ
ＲＰ（配列番号３５）、ＧＧＳＴＬＲＰ（配列番号３６）又はＧＧＡＴＬＲＰ（配列番号
３７）として同定されたＨＶＲ－Ｌ２）、（３）Ｃ１－Ｃ９（ＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列
番号３８）として同定されたＨＶＲ－Ｌ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸
変化は太字でイタリックとした。
【図１Ｂ】図１Ａ－１Ｃは、次のものに対する可変軽鎖ドメインの配列のアラインメント
を示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号１）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ
ｓ、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－
６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配
列番号：６－１７）及びＶＬカッパＩコンセンサス配列（配列番号６５）。位置にはＫａ
ｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶＲの定
義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ａ１－Ａ１１（ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭ
Ｎ（配列番号３０）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＬＮ（配列番号３１）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＩ
Ｎ（配列番号３２）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＡ（配列番号３３）又はＩＴＳＴＤＩＤＤＤ
ＭＱ（配列番号３４）として同定されたＨＶＲ－Ｌ１）、（２）Ｂ１－Ｂ７（ＧＧＮＴＬ
ＲＰ（配列番号３５）、ＧＧＳＴＬＲＰ（配列番号３６）又はＧＧＡＴＬＲＰ（配列番号
３７）として同定されたＨＶＲ－Ｌ２）、（３）Ｃ１－Ｃ９（ＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列
番号３８）として同定されたＨＶＲ－Ｌ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸
変化は太字でイタリックとした。
【図１Ｃ】図１Ａ－１Ｃは、次のものに対する可変軽鎖ドメインの配列のアラインメント
を示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号１）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ
ｓ、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－
６、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配
列番号：６－１７）及びＶＬカッパＩコンセンサス配列（配列番号６５）。位置にはＫａ
ｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶＲの定
義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ａ１－Ａ１１（ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭ
Ｎ（配列番号３０）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＬＮ（配列番号３１）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＩ
Ｎ（配列番号３２）、ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＡ（配列番号３３）又はＩＴＳＴＤＩＤＤＤ
ＭＱ（配列番号３４）として同定されたＨＶＲ－Ｌ１）、（２）Ｂ１－Ｂ７（ＧＧＮＴＬ
ＲＰ（配列番号３５）、ＧＧＳＴＬＲＰ（配列番号３６）又はＧＧＡＴＬＲＰ（配列番号
３７）として同定されたＨＶＲ－Ｌ２）、（３）Ｃ１－Ｃ９（ＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列
番号３８）として同定されたＨＶＲ－Ｌ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸
変化は太字でイタリックとした。
【図２Ａ】図２Ａ－Ｃは、次のものに対する可変重鎖ドメインの配列のアラインメントを
示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号２）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂｓ
、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－６
、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配列
番号：１８－２９）及びＶＨサブグループ７コンセンサス配列（配列番号６６）。位置に
はＫａｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶ
Ｒの定義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ｄ１－Ｄ１０（ＧＹＴＦＴＮＹ
ＧＭＮ（配列番号３９）として同定されたＨＶＲ－Ｈ１、（２）Ｅ１－Ｅ１９（ＷＩＮＴ
ＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号４０）として同定されたＨＶＲ－Ｈ２、（３）Ｆ
１－Ｆ６（ＥＧＧＶＮＮ（配列番号４１）、ＥＧＧＶＡＮ（配列番号４２）、ＥＧＧＶＱ
Ｎ（配列番号４３）、ＥＧＧＶＮＡ（配列番号４４）又はＥＧＧＶＮＱ（配列番号４５）
として同定されたＨＶＲ－Ｈ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸変化は太字
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でイタリックとした。
【図２Ｂ】図２Ａ－Ｃは、次のものに対する可変重鎖ドメインの配列のアラインメントを
示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号２）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂｓ
、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－６
、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配列
番号：１８－２９）及びＶＨサブグループ７コンセンサス配列（配列番号６６）。位置に
はＫａｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶ
Ｒの定義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ｄ１－Ｄ１０（ＧＹＴＦＴＮＹ
ＧＭＮ（配列番号３９）として同定されたＨＶＲ－Ｈ１、（２）Ｅ１－Ｅ１９（ＷＩＮＴ
ＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号４０）として同定されたＨＶＲ－Ｈ２、（３）Ｆ
１－Ｆ６（ＥＧＧＶＮＮ（配列番号４１）、ＥＧＧＶＡＮ（配列番号４２）、ＥＧＧＶＱ
Ｎ（配列番号４３）、ＥＧＧＶＮＡ（配列番号４４）又はＥＧＧＶＮＱ（配列番号４５）
として同定されたＨＶＲ－Ｈ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸変化は太字
でイタリックとした。
【図２Ｃ】図２Ａ－Ｃは、次のものに対する可変重鎖ドメインの配列のアラインメントを
示す：ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（配列番号２）、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂｓ
、２３８、２３８－１、２３８－２、２３８－３、２３８－４、２３８－５、２３８－６
、２３８－７、２３８－８、２３８－９、２３８－１０及び２３８－１１（それぞれ配列
番号：１８－２９）及びＶＨサブグループ７コンセンサス配列（配列番号６６）。位置に
はＫａｂａｔに従って番号を付し、高頻度可変領域（Ｋａｂａｔ＋Ｃｈｏｔｈｉａ ＨＶ
Ｒの定義に従う）はボックスで囲んだ（ＨＶＲｓ：（１）Ｄ１－Ｄ１０（ＧＹＴＦＴＮＹ
ＧＭＮ（配列番号３９）として同定されたＨＶＲ－Ｈ１、（２）Ｅ１－Ｅ１９（ＷＩＮＴ
ＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号４０）として同定されたＨＶＲ－Ｈ２、（３）Ｆ
１－Ｆ６（ＥＧＧＶＮＮ（配列番号４１）、ＥＧＧＶＡＮ（配列番号４２）、ＥＧＧＶＱ
Ｎ（配列番号４３）、ＥＧＧＶＮＡ（配列番号４４）又はＥＧＧＶＮＱ（配列番号４５）
として同定されたＨＶＲ－Ｈ３）。各ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂにおけるアミノ酸変化は太字
でイタリックとした。
【図３】図３はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の軽鎖のヌクレオチド配列（配列番号４６）
を示す。該ヌクレオチド配列はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の軽鎖をコードし、開始及び
終止コドンは太字でイタリックで示されている。図４（配列番号４７）の最初のアミノ酸
に対応するコドンは太字でイタリックである。
【図４】図４はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の軽鎖のアミノ酸配列（配列番号４７）を示
す。該アミノ酸配列は、図３に示された配列番号４６によってコードされるポリペプチド
のＮ末端シグナル配列を欠く。ＨＶＲ配列は太字でイタリックである。可変領域は下線が
付していない領域であり、第一定常ドメインＣＬ１には下線が付されている。フレームワ
ーク（ＦＲ）領域及びＨＶＲ領域が示されている：ＦＲ１－ＬＣ（配列番号４８）、ＦＲ
２－ＬＣ（配列番号４９）、ＦＲ３－ＬＣ（配列番号５０）、ＦＲ４－ＬＣ（配列番号５
１）、ＨＶＲ１－ＬＣ（配列番号３０（ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＮ））、ＨＶＲ２－ＬＣ（
配列番号３５（ＧＧＮＴＬＲＰ））、ＨＶＲ３－ＬＣ（配列番号３８（ＬＱＳＤＳＬＰＹ
Ｔ））及びＣＬ１（配列番号５２）。
【図５】図５はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の重鎖のヌクレオチド配列（配列番号５３）
を示す。該ヌクレオチド配列はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の重鎖をコードし、開始及び
終止コドンは太字でイタリックで示されている。図６（配列番号５４）の最初のアミノ酸
に対応するコドンは太字でイタリックである。
【図６】図６はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の重鎖のアミノ酸配列（配列番号５４）を示
す。該アミノ酸配列は、図５に示された配列番号５３によってコードされるポリペプチド
のＮ末端シグナル配列を欠く。ＨＶＲ配列は太字でイタリックである。可変領域は下線が
付していない領域であり、第一定常ドメインＣＨ１には下線が付されている。フレームワ
ーク（ＦＲ）領域及びＨＶＲ領域が示されている：ＦＲ１－ＨＣ（配列番号５５）、ＦＲ
２－ＨＣ（配列番号５６）、ＦＲ３－ＨＣ（配列番号５７）、ＦＲ４－ＨＣ（配列番号５
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８）、ＨＶＲ１－ＨＣ（配列番号３９（ＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮ））、ＨＶＲ２－ＨＣ（配
列番号４０（ＷＩＮＴＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ））、ＨＶＲ３－ＨＣ（配列番号４１
（ＥＧＧＶＮＮ））及びＣＨ１（配列番号５９）。
【図７】図７はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の軽鎖のヌクレオチド配列（配列番号６
０）を示す。該ヌクレオチド配列はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の軽鎖をコードし、
開始及び終止コドンは太字でイタリックで示されている。図８（配列番号６１）の最初の
アミノ酸に対応するコドンは太字でイタリックである。
【図８】図８はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の軽鎖のアミノ酸配列（配列番号６１）
を示す。該アミノ酸配列は、図７に示された配列番号６０によってコードされるポリペプ
チドのＮ末端シグナル配列を欠く。ＨＶＲ配列は太字でイタリックである。可変領域は下
線が付していない領域であり、第一定常ドメインＣＬ１には下線が付されている。フレー
ムワーク（ＦＲ）領域及びＨＶＲ領域が示されている：ＦＲ１－ＬＣ（配列番号４８）、
ＦＲ２－ＬＣ（配列番号４９）、ＦＲ３－ＬＣ（配列番号５０）、ＦＲ４－ＬＣ（配列番
号５１）、ＨＶＲ１－ＬＣ（配列番号３０（ＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＮ））、ＨＶＲ２－Ｌ
Ｃ（配列番号３５（ＧＧＮＴＬＲＰ））、ＨＶＲ３－ＬＣ（配列番号３８（ＬＱＳＤＳＬ
ＰＹＴ））及びＣＬ１（配列番号５２）。
【図９】図９はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の重鎖のヌクレオチド配列（配列番号６
２）を示す。該ヌクレオチド配列はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の重鎖をコードし、
開始及び終止コドンは太字でイタリックで示されている。図１０（配列番号６３）の最初
のアミノ酸に対応するコドンは太字でイタリックである。
【図１０】図１０はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１の重鎖のアミノ酸配列（配列番号６
３）を示す。該アミノ酸配列は、図９に示された配列番号６２によってコードされるポリ
ペプチドのＮ末端シグナル配列を欠く。ＨＶＲ配列は太字でイタリックである。可変領域
は下線が付していない領域であり、第一定常ドメインＣＨ１には下線が付されている。フ
レームワーク（ＦＲ）領域及びＨＶＲ領域が示されている：ＦＲ１－ＨＣ（配列番号６４
）、ＦＲ２－ＨＣ（配列番号５６）、ＦＲ３－ＨＣ（配列番号５７）、ＦＲ４－ＨＣ（配
列番号５８）、ＨＶＲ１－ＨＣ（配列番号３９（ＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮ））、ＨＶＲ２－
ＨＣ（配列番号４０（ＷＩＮＴＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ））、ＨＶＲ３－ＨＣ（配列
番号４１（ＥＧＧＶＮＮ））及びＣＨ１（配列番号５９）。
【図１１】図１１はヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１及びヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂｓ
２３８及び２３８－１に対する第二補体活性の阻害を示す溶血アッセイの結果を示す。Ｉ
Ｃ５０値が示される。
【図１２】図１２は、Ｄ因子の３通りの血清中濃度（９．７ｎＭ、１６．２ｎＭ及び２６
．５ｎＭ）でのＤ因子ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８に対する第二経路（ＡＰ）補体活性の
阻害を示す溶血アッセイを示す。表３は、Ｄ因子の３通りの血清中濃度に対応するＩＣ５

０（ｎＭ）及びＩＣ９０（ｎＭ）値（値は３回の繰り返し実験の平均を表す）を示す。標
的Ｄ因子に対する抗体のモル比がまた表３に示される。
【図１３】図１３は、２．５ｍｇ用量の抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の単一の硝子体内（ＩＶＴ
）注射を使用してヒトの眼における第二経路（ＡＰ）補体活性化の阻害のシミュレートさ
れた期間を示す（ウサギからの種間スケーリングに基づき、抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の半減
期（ｔ１／２）＝１１．５日と仮定）。抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の単一のＩＶＴ注射は、網
膜組織において少なくとも約７４日の間、硝子体液において少なくとも約９７日の間、Ａ
Ｐ補体活性化を阻害すると推定された。図１３中、破線は、硝子体内投与後の硝子体液中
のシミュレートされた抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８濃度を示す。図１３中、実線は、硝子体内投
与後の網膜組織中のシミュレートされた抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８濃度を示す。硝子体液及び
網膜組織中の濃度の差は、２０％の網膜組織分配係数の推定値に基づく；換言すれば、硝
子体液に投与された全薬剤の２０％が網膜組織に接近するであろう。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
発明の詳細な記述
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Ｉ．定義
　この出願を通して使用される用語は、当業者にとっての通常の典型的な意味と解釈され
なければならない。しかしながら、次の用語には以下に記載される特定の定義が与えられ
ることを本出願人は望む。
【００２４】
　抗体鎖ポリペプチド配列に関する「実質的に同一」なる語句は、参照ポリペプチド配列
に対して少なくとも７０％、又は８０％、又は９０％又は９５％の配列同一性を示す抗体
鎖と解釈されうる。核酸配列に関する該用語は、参照核酸配列に対して少なくとも約８５
％、又は９０％、又は９５％又は９７％の配列同一性を示すヌクレオチドの鎖と解釈され
うる。
【００２５】
　「同一性」又は「相同性」なる用語は、配列を整列させ、如何なる保存的置換も配列同
一性の一部とはみなさずに、最大パーセント同一性を達成するために必要ならば間隙を導
入した後の、それが比較される対応配列の残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基の
パーセントを意味すると解釈される。Ｎ末端又はＣ末端の伸長も挿入も何れも同一性又は
相同性を低下させるとは解釈されない。アラインメントのための方法とコンピュータープ
ログラムは当該分野でよく知られている。
【００２６】
「抗体」なる用語は最も広義に使用され、特にモノクローナル抗体（完全長モノクローナ
ル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）を包含
する。抗体（Ａｂｓ）及び免疫グロブリン（Ｉｇｓ）は同じ構造的特性を有する糖タンパ
ク質である。抗体は特定の標的に対して結合特異性を示す一方、免疫グロブリンは抗体と
、標的特異性を欠く他の抗体様分子の双方を含む。天然の抗体及び免疫グロブリンは、二
つの同一の軽（Ｌ）鎖と二つの同一の重（Ｈ）鎖からなる約１５００００ダルトンの通常
はヘテロオ四量体糖タンパク質である。各重鎖は一端に可変ドメイン（ＶＨ）を有し、そ
れに多くの定常ドメインが続く。各軽鎖は一端に可変ドメイン（ＶＬ）を、その他端に定
常ドメインを有する。
【００２７】
　「単離された」抗体は、同定されその自然環境の成分から分離され及び／又は回収され
たものである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害す
る物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれ
うる。一例では、抗体は、（１）例えばローリー法で測定した場合９５重量％を越える抗
体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、（２）スピニングカップシークエネーター
を使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るの
に充分なほど、又は（３）クーマシーブルー又は好ましくは銀染色を用いた非還元又は還
元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一性まで、精製される。単離された抗体には、抗
体の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツの抗
体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一つの精製工程によ
り調製される。
【００２８】
　ここで使用される場合、「抗ヒトＤ因子抗体」は、補体活性化を阻害するか又は実質的
に減少させるようにヒトＤ因子に特異的に結合する抗体を意味する。
【００２９】
　「Ｄ因子」なる用語は、ここでは、天然配列及び変異体Ｄ因子ポリペプチドを意味する
ものとして使用される。
【００３０】
　「天然配列」Ｄ因子は、その調製態様にかかわらず、天然由来のＤ因子ポリペプチドと
同じアミノ酸配列を有するポリペプチドである。よって、天然配列Ｄ因子は、自然から単
離することもできるし、あるいは組換え及び／又は合成手段により生産することもできる
。成熟ヒトＤ因子タンパク質（ＮＭ＿００１９２８）のような成熟Ｄ因子タンパク質に加
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えて、「天然配列Ｄ因子」なる用語は、Ｄ因子の天然に生じる前躯体形態（例えば、タン
パク質分解的に切断されて活性型を生じる不活性型プレタンパク質）、天然に生じる変異
体形態（例えば、選択的スプライシング型）及びＤ因子の天然に生じるアレル変異体、並
びに天然由来のＤ因子ポリペプチドと同じアミノ酸配列を有するＤ因子の立体構造変異体
を特に包含する。高等霊長類及び非ヒト哺乳類を含む非ヒト動物のＤ因子ポリペプチドは
この定義に特に含まれる。
【００３１】
　「Ｄ因子変異体」は、例えば天然配列ヒトＤ因子ポリペプチド（ＮＭ＿００１９２８）
のような天然配列Ｄ因子ポリペプチドと少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有す
る以下に定義される活性なＤ因子ポリペプチドを意味する。通常は、Ｄ因子変異体は、成
熟ヒトアミノ酸配列（ＮＭ＿００１９２８）と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９０％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の
アミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有するであろう。
【００３２】
　「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列
同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる同類置換も配列同一性の一部と考
えないとした後の、参照Ｄ因子配列中のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸
残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のた
めのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある様々な方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬ
ＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳＴＡＲ)ソフトウエアのような
公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者
であれば、比較される配列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要
な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定
することができる。ついで、配列同一性はより長い配列に対して計算される。すなわち、
たとえより短い配列がより長い配列の一部と１００％の配列同一性を示すとしても、全体
の配列同一性は１００％未満となろう。
【００３３】
　「パーセント(％)核酸配列同一性」とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一
性を得るために必要ならば間隙を導入した後の、参照Ｄ因子コード配列中のヌクレオチド
と同一である候補配列中のヌクレオチドのパーセントとして定義される。パーセント核酸
配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある様々な
方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ(ＤＮＡＳ
ＴＡＲ)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用すること
により達成可能である。当業者であれば、比較される配列の完全長に対して最大のアライ
ンメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定する
ための適切なパラメータを決定することができる。ついで、配列同一性はより長い配列に
対して計算される。すなわち、たとえより短い配列がより長い配列の一部と１００％の配
列同一性を示すとしても、全体の配列同一性は１００％未満となろう。
【００３４】
　「単離された」核酸分子は、核酸の天然源に通常は伴う少なくとも一種の汚染核酸分子
から同定され分離される核酸分子である。単離された核酸分子は、それが天然に見出され
る形態又は設定以外のものである。従って、単離された核酸分子は、それが天然の細胞中
に存在している核酸分子から区別される。しかしながら、単離された核酸分子は、例えば
、核酸分子が天然細胞の位置とは異なる染色体位置にあるコードされたポリペプチドを通
常は発現する細胞中に含まれる核酸分子を含む。
【００３５】
　「単離された」Ｄ因子ポリペプチドコード核酸分子は、Ｄ因子コード核酸の天然源に通
常は伴う少なくとも一種の汚染核酸分子から同定され分離される核酸分子である。単離さ
れたＤ因子ポリペプチドコード核酸分子は、それが天然に見出される形態又は設定以外の
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ものである。従って、単離されたＤ因子ポリペプチドコード核酸分子は、それらが天然の
細胞中に存在しているコード核酸分子から区別される。しかしながら、単離されたＤ因子
コード核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細胞の位置とは異なる染色体位置にあるＤ因
子を通常は発現する細胞中に含まれるＤ因子コード核酸分子を含む。
【００３６】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で使用され、Ｄ因子の生物学的活性を中和
し、ブロックし、部分的に又は完全に阻害し、無効にし、減少させ又は妨害することがで
きる任意の分子を含む。Ｄ因子アンタゴニストは、限定しないが、Ｄ因子に結合し、例え
ば補体関連眼疾患の病態に関与するＤ因子の能力のようなＤ因子活性を中和し、ブロック
し、部分的に又は完全に阻害し、無効にし、減少させ又は妨害することができる抗Ｄ因子
抗体、及びその抗体変異体、その抗原結合断片、他の結合ポリペプチド、ペプチド、及び
非ペプチド小分子を含む。
【００３７】
　「小分子」は、約６００ダルトン以下、好ましくは約１０００ダルトン以下の分子量を
有するものとここで定義される。
【００３８】
　本発明のＤ因子アンタゴニストの文脈において「活性な」又は「活性」又は「生物学的
活性」はＤ因子の生物学的活性をアンタゴナイズする（部分的に又は完全に阻害する）能
力である。Ｄ因子アンタゴニストの生物学的活性の一例は、例えば補体関連眼疾患のよう
なＤ因子関連疾患又は症状の状態、例えば病態の測定可能な改善を達成する能力である。
該活性は、関連する動物モデル、又はヒト臨床治験を使用して、結合アッセイ第二経路溶
血アッセイ（例えば第二経路補体活性又は活性化の阻害を測定するアッセイ）を含むイン
ビトロ又はインビボ試験において決定することができる。
【００３９】
　「補体関連疾患」なる用語は、最も広い意味で使用され、過剰な又は制御されない補体
活性化に関連する疾患を含む。それらは、心肺バイパス手術中の補体活性化；急性心筋梗
塞、動脈瘤、脳卒中、出血性ショック、圧挫損傷、多臓器障害、循環血液量減少性ショッ
ク、腸虚血又は虚血を生じる他の事象後の虚血再かん流のための補体活性化を含む。補体
活性化はまた炎症性疾患、例えば、重度の熱傷、内毒素血、敗血性ショック、成人呼吸促
迫症候群、血液透析；アナフィラキシーショック、重症喘息、血管浮腫、クローン病、鎌
状赤血球貧血、連鎖球菌感染後糸球体腎炎及び膵炎に伴っていることが示されている。該
疾患は薬の副作用、薬物アレルギー、ＩＬ－２誘発血管漏出症候群又はＸ線撮影造影剤ア
レルギーの結果でありうる。該疾患は、全身性エリテマトーデス、重症筋無力症、関節リ
ウマチ、アルツハイマー病及び多発性硬化症のような自己免疫疾患をまた含む。補体活性
化はまた移植による拒絶反応に伴う。補体活性化はまた眼疾患、例えば黄斑変性疾患、糖
尿病性網膜症及び他の虚血関連網膜症、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、ブドウ膜炎、糖尿病
性黄斑浮腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中
心静脈閉塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血管新生、及び網膜新生血管にも伴う。
【００４０】
　「補体関連眼疾患」なる用語は最も広い意味で使用され、古典的及び第二経路、特に補
体の第二経路を含む病態が補体に関連する全ての眼の症状を含む。補体関連眼疾患には、
限定するものではないが、黄斑変性疾患、例えば乾燥及び湿潤（非滲出性及び滲出性）型
を含む加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）の全ての段階、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、ブドウ膜
炎、糖尿病及び他の虚血関連網膜症、及び他の眼内血管新生疾患、例えば糖尿病性黄斑浮
腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中心静脈閉
塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血管新生、及び網膜血管新生が含まれる。一例では、補体関連眼
疾患は、非滲出（例えば中期乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（ＧＡ））及び滲出（例えば湿潤
ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、糖尿病性網
膜症（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎を含む。更なる例では、非滲出ＡＭＤは、ハードド
ルーゼン、ソフトドルーゼン、地図状萎縮及び／又は色素凝集の存在を含みうる。一例で
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は、補体関連眼疾患は、初期ＡＭＤ（例えば複数の小さなものから一又は複数の非広範性
の中程度のサイズのドルーゼン）、中期ＡＭＤ（例えば広範な中程度のドルーゼンから一
又は複数の大きなドルーゼンまでを含む）及び進行ＡＭＤ（例えば地図状萎縮又は進行湿
潤ＡＭＤ（ＣＮＶ）を含む）を含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）を含む（Ferris等, AREDS Re
port No. 18,；Sallo等, Eye Res., 34(3): 238-40 (2009)；Jager等, New Engl. J. Med
., 359(1): 1735 (2008)）。更なる例では、中期乾燥ＡＭＤは大きな集密的なドルーゼン
を含みうる。更なる例では、地図状萎縮は、視細胞及び／又は網膜色素上皮（ＲＰＥ）喪
失を含みうる。更なる例では、地図状萎縮の領域は、小さいか又は大きく、及び／又は黄
斑領域に又は周辺網膜にありうる。一例では、補体関連眼疾患は中期乾燥ＡＭＤである。
一例では、補体関連眼疾患は地図状萎縮である。一例では、補体関連眼疾患は湿潤ＡＭＤ
（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））である。
【００４１】
　「治療」とは、疾患の病理の進展阻止又は変更を意図して実施される介入である。従っ
て、「治療」は治療的処置及び予防的又は保護的手段の両方を指す。治療が必要な者には
、既に疾患に罹患している者並びに疾患が予防されるべき者を含む。免疫関連疾患の治療
では、治療薬は直接的に免疫反応の成分の反応の大きさを変え、又は他の治療剤、例えば
抗生物質、抗真菌剤、抗炎症剤、化学療法剤等による治療に対する疾患の感受性を高める
ことができる。
【００４２】
　補体関連眼疾患のような疾患の「病理」は、患者の良好な健康を危険にさらす全ての現
象を含む。これには、限定されるものではないが、異常な又は制御不能な細胞増殖（好中
球、好酸球、単球性、リンパ性細胞）、抗体産生、自己抗体産生、補体産生、正常に機能
している隣接細胞の妨害、サイトカイン又は他の分泌産物の異常なレベルでの放出、あら
ゆる炎症性又は免疫性反応の抑制又は悪化、炎症性細胞（好中球、好酸球、単球性、リン
パ性）の細胞空間への浸潤等が含まれる。
【００４３】
　ここで使用される「哺乳動物」なる用語は、限定しないが、ヒト、高等霊長類、家畜用
動物、及び動物園、スポーツ、又はペット動物、例えばウマ、ブタ、ウシ、イヌ、ネコ及
びケナガイタチなどを含む哺乳類に分類される任意の動物を意味する。本発明の一実施態
様では、哺乳動物はヒトである。
【００４４】
　一又は複数の更なる治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順
序での連続した投与を含む。
【００４５】
　「治療的有効量」は、標的の疾患又は症状、例えば補体関連眼疾患の状態、例えば病理
において測定可能な改善を達成するために必要とされる「Ｄ因子アンタゴニスト」の量で
ある。
【００４６】
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
【００４７】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係に配されている場合「作用可能に結合している」
。例えば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプ
レタンパク質として発現されているならば、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合
している；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード
配列に作用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、それが翻訳を容易にするよ
うな位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般に、「作用可能に結合
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している」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接して
いて読み枠にあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要は
ない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が存
在しない場合は、一般的な手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリ
ンカーが使用される。
【００４８】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に
、プローブが長くなると適切なアニーリングに必要な温度が高くなり、プローブが短くな
るとそれに必要な温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般に、相補鎖がその融
点より低い環境に存在する場合に、変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プロー
ブとハイブリダイゼーション配列の間で所望される相同性の程度が高くなればなるほど、
用いることができる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をよ
りストリンジェントにする傾向があり、低い温度はストリンジェントを低下させることに
なる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーの更なる詳細及び説明について
は、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publis
hers, (1995)を参照のこと。
【００４９】
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高度にストリンジェントな条件」
は、（１）例えば５０℃の０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナ
トリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムと、洗浄に低イオン強度及び高温度を用い
る；（２）例えば４２℃の５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドに０．１％ウシ血清アルブミン
／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン
酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭのクエン酸ナトリ
ウムと、ホルムアミド等の変性剤をハイブリダイゼーションに用いる；又は（３）５０％
ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム
）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５
×デンハルト液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び
１０％の硫酸デキストラン溶液を４２℃で用い、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエ
ン酸ナトリウム）での４２℃での洗浄と５０％のホルムアミドでの５５℃での洗浄に、５
５℃でのＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄が続くものに
よって同定されうる。
【００５０】
　「中程度にストリンジェントな条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているようにして同
定され、上述のものより低いストリンジェンシーの洗浄溶液及びハイブリダイゼーション
条件（例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度にストリンジェン
トな条件の例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭの
クエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト液
、１０％硫酸デキストラン、及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中
で３７℃での終夜インキュベーションの後、１×ＳＳＣ中で約３７－５０℃でのフィルタ
ーの洗浄が続くものである。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させるために
必要に応じて、どのようにして温度、イオン強度等を調節するかは分かるであろう。
【００５１】
　抗体の可変ドメインの文脈における「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が
、抗体間で配列が広範囲に異なっており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性
及び特異性に使用されているという事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変
ドメインにわたって一様には分布していない。それは、軽鎖及び重鎖可変ドメインの両方
の高頻度可変領域（ＨＶＲｓ）としても知られている相補性決定領域（ＣＤＲｓ）と呼ば
れる３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分はフレ
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ームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造
を連結し、ある場合にはその一部を形成するループを形成する３つのＣＤＲｓにより連結
されたβシート配置を主に採る４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。各鎖中のＣＤＲｓ
は、ＦＲ領域によって近接して互いに保持され、他の鎖からのＣＤＲｓと共に、抗体の標
的結合部位の形成に寄与している（Kabat等を参照）。ここで使用される場合、免疫グロ
ブリンアミノ酸残基の番号付けは、別の定義がなされない限り、Kabat等,(Sequences of 
Proteins of Immunological Interest, National Institute of Health, Bethesda, Md. 
1987)の免疫グロブリンアミノ酸残基の番号付けシステムに従ってなされる。
【００５２】
　ここで使用される場合、「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配
列において高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ド
メインの領域を意味する。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を含む；ＶＨに３つ(Ｈ
１、Ｈ２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。多数の高頻度可変領域の描写
が使用され、ここに包含される。カバット相補性決定領域(ＣＤＲｓ)は配列多様性に基づ
いており、最も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences of Proteins of Immunolog
ical Interest, 5版 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesd
a, MD. (1991))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言及している(Chothia及びL
esk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。カバットの番号付け法を使用して番号付けさ
れた場合、ＣｈｏｔｈｉａのＣＤＲ－Ｈ１ループの端部はループ長さに応じてＨ３２とＨ
３４の間で変化する（これは、カバット番号付けスキームがＨ３５Ａ及びＨ３５Ｂに挿入
を配するためである；３５Ａも３５Ｂも何れも存在しないならば、ループは３２で終わる
；３５Ａのみが存在するなら、ループは３３で終わる；３５Ａと３５Ｂの双方が存在する
なら、ループは３４で終わる）。ＡｂＭ高頻度可変領域は、カバットＣＤＲとＣｈｏｔｈ
ｉａ構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗体モデリングソフトウ
ェアにより使用されている。「接触」高頻度可変領域は、利用できる複合体結晶構造の分
析に基づく。これら高頻度可変領域のそれぞれからの残基を以下に示す。
ループ　カバット　 ＡｂＭ　　　Chothia　　　 接触
－　　 －－　　　　－－　　　　－－　　　　 －－
L1　　 L24-L34　　 L24-L34　　 L24-L34　　　 L30-L36
L2　　 L50-L56　　 L50-L56　　 L50-L56　　　 L46-L55
L3　　 L89-L97　　 L89-L97　　 L89-L97　　　 L89-L96
H1　　 H31-H35B　 H26-H35B　 H26-H32..34　 H30-H35B
(カバット番号付け)
H1　　 H31-H35　　 H26-H35　　 H26-H32　　　 H30-H35 
(Chothia番号付け)
H2　　 H50-H65　　 H50-H58　　 H52-H56　　　 H47-H58
H3　　 H95-H102　 H95-H102　　H95-H102　　 H93-H101 
【００５３】
　ＨＶＲは次の通り「伸展高頻度可変領域」を含みうる：ＶＬ中の２４－３６又は２４－
３４（Ｌ１）、４６－５６又は５０－５６（Ｌ２）及び８９－９７（Ｌ３）と、ＶＨ中の
２６－３５Ｂ（Ｈ１）、５０－６５、４７－６５又は４９－６５（Ｈ２）及び９３－１０
２、９４－１０２又は９５－１０２（Ｈ３）。これらの定義の各々に対して上掲のカバッ
ト等に従って、可変ドメイン残基を番号付けする。
【００５４】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域又はＣＤＲ残
基以外の可変ドメイン残基である。
【００５５】
　「カバットの可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットのアミノ酸位置番号付け」な
る用語及びその変形語は、Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest
, 5版 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)
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中の抗体の編集の重鎖可変ドメイン又は軽鎖可変ドメインに用いられる番号付けシステム
を指す。この番号付けシステムを用いると、実際の線形アミノ酸配列は、可変ドメインの
ＦＲ又はＣＤＲ内の短縮化又はそれへの挿入に相当するより少ないか又は更なるアミノ酸
を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、Ｈ２の残基５２の後での単一アミノ酸の挿
入(カバットによる残基５２ａ)と、重鎖ＦＲ残基８２の後に挿入された残基(例えばカバ
ットによる残基８２ａ、８２ｂ及び８２ｃなど)を含みうる。残基のカバット番号は、「
標準の」カバット番号付け配列との抗体の配列の相同領域でのアラインメントによって与
えられる抗体について決定されうる。
【００５６】
　可変ドメイン（およそ軽鎖の残基１－１０７及び重鎖の残基１－１１３）中の残基に言
及するとき、カバットの番号付けシステムが一般に使用される（例えば出典明示によって
ここに明示的に援用されるKabat等, Sequences of Immunological Interest. 5版 Public
 Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)）。免疫グロ
ブリン重鎖定常領域中の残基に言及するとき、「ＥＵ番号付けシステム」又は「ＥＵイン
デックス」が一般に使用される（例えば上掲のＫａｂａｔ等に報告されているＥＵインデ
ックス；重鎖の定常ドメイン中のヒンジ領域は重鎖のおよそ残基２１６－２３０（ＥＵ番
号付け）である）。「カバットにおけるＥＵインデックス」はヒトＩｇＧ１ ＥＵ抗体の
残基番号付けを意味する。ここで別の定義を述べない限り、抗体の可変ドメイン内の残基
番号の参照は、カバット番号付けシステムによる残基番号付けを意味する。ここで別の定
義を述べない限り、抗体の定常ドメイン内の残基番号の参照は、ＥＵ番号付けシステムに
よって番号付けした残基を意味する（例えば、米国特許仮出願番号６０／６４０３２３号
、ＥＵ番号付けについての図を参照）。
【００５７】
　ここで用いられる場合、「ポリペプチド」は、一般に約１０を越えるアミノ酸を有する
ペプチド及びタンパク質を指す。一例では、ポリペプチドは、哺乳動物のタンパク質であ
り、その例はＤ因子及びＤ因子の断片及び／又は変異体を含む。他の例では、ポリペプチ
ドは、ヒトＤ因子に結合する、完全長抗体、又は抗体その断片（例えば抗原結合断片）で
あり、その例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボディ、線
状抗体；単鎖抗体分子；及び抗体断片（例えば抗原結合断片）から形成された多重特異性
抗体を含む。
【００５８】
　出発ポリペプチドの「変異体」又は「アミノ酸変異体」は、出発ポリペプチドのアミノ
酸配列と異なるアミノ酸配列を含むポリペプチドである。一般に、変異体は天然ポリペプ
チドと少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも９０％の配列同一性、より
好ましくは少なくとも９５％の配列同一性、最も好ましくは少なくとも９８％の配列同一
性を有する。パーセント配列同一性は、例えば、Fitch等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
80: 1382-1386 (1983)、Needleman等, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970)に記載された
バージョンのアルゴリズムにより、最大の相同性を与えるように配列を整列させた後に決
定される。ポリペプチドのアミノ酸配列変異体は、ポリペプチドをコードするＤＮＡに適
当なヌクレオチド変化を導入することにより、あるいはペプチド合成により調製されうる
。このような変異体は、例えば、対象とするポリペプチドのアミノ酸配列内残基からの欠
失、及び／又はそれへの挿入及び／又はその置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の
組み合わせが、最終コンストラクトが所望の特徴を持つ限り、最終コンストラクトに到達
するためになされる。また、アミノ酸変化は、グリコシル化部位の数又は位置の変更のよ
うなポリペプチドの翻訳後プロセスを改変しうる。ポリペプチドのアミノ酸配列変異体の
産生方法は、例えばここに出典明示により明示的に援用される米国特許第５５３４６１５
号に記載される。
【００５９】
　出発抗体の「抗体変異体」又は「改変抗体」は、出発抗体のアミノ酸残基の一又は複数
が改変されている、出発抗体のものと異なるアミノ酸配列を含む抗体である。一般に、抗
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体変異体は出発抗体と少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも９０％の配
列同一性、より好ましくは少なくとも９５％の配列同一性、最も好ましくは少なくとも９
８％の配列同一性を有する。パーセント配列同一性は、例えば、Fitch等, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 80: 1382-1386 (1983)、Needleman等, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970
)に記載されたバージョンのアルゴリズムにより、最大の相同性を与えるように出発抗体
及び候補抗体変異体の配列を整列させた後に決定される。配列決定された親に対しての同
一性又は類似性は、ここでは、最大のパーセント配列同一性を達成するために配列を整列
させ、必要ならば間隙を導入した後に、親抗体と同一（つまり、同じ残基）又は類似（つ
まり共通の側鎖特性に基づく同じ群からのアミノ酸残基、以下参照）である候補変異体配
列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体
をコードするＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することにより、あるいはペプチド
合成により調製されうる。このような変異体は、例えば、対象とする抗体のアミノ酸配列
内の残基からの欠失、及び／又はそれへの挿入及び／又はその置換を含む。欠失、挿入、
及び置換の任意の組み合わせが、最終コンストラクトが所望の特徴を持つ限り、最終コン
ストラクトに到達するためになされる。また、アミノ酸変化は、グリコシル化部位の数又
は位置の変更のような抗体の翻訳後プロセスを改変しうる。抗体の抗体配列変異体の産生
方法は、例えばここに出典明示により明示的に援用される米国特許第５５３４６１５号に
記載されたポリペプチドのアミノ酸配列変異体を産生するためのものと同様である。
【００６０】
　ポリペプチド分子の「脱アミド化」変異体は、元のポリペプチドの一又は複数のアスパ
ラギン（Ｎ又はＡｓｎ）残基がアスパラギン酸（Ｄ又はＡｓｐ）に変換された、即ち、中
性アミド側鎖が全体として酸性特性を持つ残基に変換されたポリペプチドである。脱アミ
ド化は、アスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）をグルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）又はアラニン（Ａ
又はＡｌａ）又はセリン（Ｓ又はＳｅｒ）へ変換させることにより防止されうる（Amphle
tt, G.等, Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996)）。
【００６１】
　ポリペプチド分子の「酸化」変異体は、元のポリペプチドの一又は複数のメチオニン（
Ｍ又はＭｅｔ）又はトリプトファン（Ｗ又はＴｒｐ）残基がメチオニンの硫黄を介してス
ルホン又はスルホキシドに変換されたポリペプチドである。酸化は、メチオニン（Ｍ又は
Ｍｅｔ）をロイシン（Ｌ又はＬｅｕ）又はイソロイシン（Ｉ又はＩｌｅ）へ変換させるこ
とにより防止されうる（Amphlett, G.等, Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996)）。
【００６２】
　ポリペプチド分子の「ピログルタミン酸」変異体は、元のポリペプチドの一又は複数の
グルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）残基がピログルタミン酸に変換されたポリペプチドであり、
これは、グルタミン残基、例えばＮ末端グルタミン残基が自然に環化してピログルタミン
酸を生じるときに生じる。ピログルタミン酸変換は、グルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）残基を
グルタミン酸（Ｅ又はＧｌｕ）へ変換させることにより防止されうる（Amphlett, G.等, 
Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996)）。
【００６３】
　「抗体断片」という用語は完全長抗体の一部、一般には標的結合又は可変領域を意味す
る。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖ断片を含む。抗体の「
機能的断片又はアナログ」という語句は、完全長抗体と共通する定性的生物学的活性を有
する化合物である。例えば、抗ヒトＤ因子抗体の機能的断片又はアナログは、補体活性化
を防止し又は実質的に低減させるようにＤ因子に結合できるものである。ここで使用され
る場合、抗体に関しての「機能的断片」はＦｖ、Ｆ（ａｂ）及びＦ（ａｂ’）２断片を意
味する。「Ｆｖ」断片は、完全な標的認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。こ
の領域は、堅固な非共有結合の一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二量体からなる
（ＶＨ－ＶＬ二量体）。各可変ドメインの３つのＣＤＲｓが相互作用してＶＨ－ＶＬ二量
体の表面に標的結合部位を形成するのはこの配置においてである。集合的に、６つのＣＤ
Ｒｓが抗体に標的結合特異性を付与する。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は標的
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に対して特異的な３つのＣＤＲｓのみを含むＦｖの半分）でさえ標的を認識しそれに結合
する能力を有している。「単鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は抗体のＶＨ及びＶＬドメ
インを含み、これらドメインは単一のポリペプチド鎖中に存在する。一般に、Ｆｖポリペ
プチドは、ｓＦｖが標的結合のための望ましい構造を形成するようにするポリペプチドリ
ンカーをＶＨ及びＶＬドメイン間に更に含む。
【００６４】
　Ｆａｂ断片は軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常ドメイン（ＣＨ１）を含む。Ｆａｂ
’断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１のカルボキシ
ル末端での数残基の付加により、Ｆａｂ断片とは異なる。Ｆ（ａｂ’）断片は、Ｆ（ａｂ
’）２ペプシン消化産物のヒンジシステインのジスルフィド結合の切断により産生される
。抗体断片（例えば抗原結合断片）の更なる化学カップリングは当業者に知られている。
【００６５】
　ここで用いられる場合、「ライブラリー」は、複数の抗体もしくは抗体断片配列（例え
ば、本発明のポリペプチド）、又はこれらの配列をコードする核酸を意味し、該配列は本
発明の方法によってこれら配列内に導入される変異体アミノ酸の組合せにおいて異なって
いる。
【００６６】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する。すなわち、少量で存在しうる可能な天然に生じる変異を除い
て、集団を構成する個々の抗体が同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的であり
、単一の抗原部位に対するものである。更に、異なる決定基(エピトープ)に対する異なる
抗体を典型的には含む一般的な（ポリクローナル）抗体調製物とは異なり、各モノクロー
ナル抗体は標的上の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクロー
ナル抗体は、それらが他の免疫グロブリンによって汚染されていないハイブリドーマ培養
によって合成されうる点で有利である。「モノクローナル」との修飾語句は、実質的に均
一な抗体の集団から得たものとしての抗体の性質を表すものであり、抗体が何か特定の方
法による生産を必要とするものと解釈されるべきではない。例えば、本発明で使用される
モノクローナル抗体は、よく知られた技術を使用するファージ抗体ライブラリーから単離
することができる。本発明によって使用される親モノクローナル抗体は、最初にKohler及
びMilstein, Nature 256, 495 (1975)よって記載されたハイブリドーマ法によって作るこ
とができ、あるいは組換えＤＮＡ法によって作製されうる。
【００６７】
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配
列を含むキメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片（例えばＦｖ、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２又は抗体の他の標的結合サブ配列）である。一般に、ヒト化抗
体は、ＣＤＲ領域の残基の全て又は実質的に全てが、非ヒト免疫グロブリンのものに対応
し、ＦＲ領域の全て又は実質的に全てがヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものであ
る少なくとも一つ、典型的には二つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。該ヒ
ト化抗体はまた少なくとも免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の一部、典型的には選択され
たヒト免疫グロブリンテンプレートのものを含みうる。
【００６８】
　「細胞」、「細胞株」及び「細胞培養」という用語は子孫を含む。また、全ての子孫が
、意図的な変異あるいは意図しない変異の影響で、ＤＮＡ含量において正確に同一でなく
ともよいことも理解される。元々の形質転換細胞についてスクリーニングされたものと同
じ機能又は生物活性を有する変異体子孫が含まれる。一般に本発明において使用される「
宿主細胞」は原核生物又は真核生物宿主である。
【００６９】
　「ベクター」なる用語は、適切な宿主中でＤＮＡの発現をなすことができる適切なコン
トロール配列に作用可能に連結されたＤＮＡ配列を含むＤＮＡコンストラクトを意味する
。このようなコントロール配列は、転写を行うプロモーター、そのような転写を制御する
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任意のオペレーター配列、適切なｍＲＮＡリボソーム結合部位をコードする配列、及び転
写及び翻訳の終結を制御する配列を含む。ベクターは、プラスミド、ファージ粒子、又は
単に潜在的なゲノムインサートでありうる。ひとたび適切な宿主中に形質転換されると、
ベクターは複製し、宿主ゲノムとは独立して機能し得、又はある場合にはゲノム自体中に
組み込まれうる。本明細書において、「プラスミド」及び「ベクター」は、プラスミドが
ベクターの最も一般的に使用されている形態であるので、しばしば交換可能に使用される
。しかしながら、本発明は、均等な機能をなし、当該分野で知られているか知られるよう
になるベクターの他の形態を含むことを意図している。
【００７０】
　ここで使用される場合、「標識」なる言葉は、分子又はタンパク質、例えば抗体に直接
的に又は間接的にコンジュゲートされうる検出可能な化合物又は組成物を意味する。該標
識はそれ自体検出可能であるか（例えば、放射性同位体標識又は蛍光標識）又は酵素標識
の場合には、検出可能である基質化合物又は組成物の化学的変化を触媒しうる。
【００７１】
　ここで使用される場合、「固相」は、本発明の抗体が接着できる非水性マトリクスを意
味する。ここに包含される固相の例は、部分的又は全体的にガラス（例えば、調整された
孔ガラス）、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビ
ニルアルコール及びシリコーンで形成されたものを含む。ある実施態様では、前後関係に
応じて、固相はアッセイ用プレートのウェルを含み得；その他では精製用カラム（例えば
アフィニティークロマトグラフィーカラム）を含みうる。
【００７２】
　「ファージディスプレイ」は、変異体ポリペプチドをファージ、例えば繊維状ファージ
の粒子の表面でコートタンパク質の少なくとも一部と融合したタンパク質として提示する
手法である。ファージディスプレイの有用性は、ランダム化タンパク質変異体の大きなラ
イブラリーから対象抗原と高親和性で結合する配列を迅速かつ効率的に選別できることに
ある。ファージ上のペプチド及びタンパク質ライブラリーのディスプレイは、何百万もの
ポリペプチドから特異的結合特性を持つものをスクリーニングするために利用されてきた
。多価ファージディスプレイ法は、繊維状ファージの遺伝子ＩＩＩ又は遺伝子ＶＩＩＩと
の融合体を通して小さなランダムペプチド及び小タンパク質を提示するために利用されて
きた。Wells及びLowman (1992) Curr. Opin. Struct. Biol., 3: 355-362とその中の引用
文献。一価のファージディスプレイでは、タンパク質又はペプチドのライブラリーが遺伝
子ＩＩＩ又はその一部に融合され、ファージ粒子が融合タンパク質の一つの又はゼロのコ
ピーをディスプレイするように野生型遺伝子ＩＩＩタンパク質の存在下で低レベルで発現
される。アビディティー効果は多価ファージと比較して低下しているので、選別は内在性
のリガンド親和性に基づいており、ファージミドベクターが使われるが、これがＤＮＡ操
作を単純化する。Lowman及びWells (1991) Methods: A companion to Methods in Enzymo
logy 3:205-0216。
【００７３】
　「ファージミド」は、細菌の複製起点、例えばＣｏ１Ｅ１及びバクテリオファージの遺
伝子間領域のコピーを有するプラスミドベクターである。ファージミドは如何なる既知の
バクテリオファージ、例えば繊維状バクテリオファージ及びラムドイドバクテリオファー
ジでも使用できる。プラスミドは、一般に、抗生物質耐性の選択マーカーもまた含む。こ
れらのベクターにクローニングされたＤＮＡセグメントは、プラスミドとして増殖するこ
とができる。これらのベクターを備える細胞がファージ粒子の生産のために必要な全ての
遺伝子を備えているとき、プラスミドの複製様式はローリングサークル複製に変化し、プ
ラスミドＤＮＡの一つの鎖のコピーとパッケージファージ粒子を生成する。ファージミド
は感染性又は非感染性ファージ粒子を形成しうる。この用語は、異種ポリペプチドがファ
ージ粒子の表面に提示されるように遺伝子融合体として異種ポリペプチド遺伝子と結合し
たファージコートタンパク質遺伝子又はその断片を含むファージミドを含む。
【００７４】
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　「変異体Ｆｃ領域」は、ここで定義されたような少なくとも一つの「アミノ酸修飾」に
よって他のＦｃ領域のアミノ酸配列とは異なるアミノ酸配列を含む。好ましくは、変異体
Ｆｃ領域は、天然配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域と比較し、少なくとも一つ
のアミノ酸置換、例えば、天然配列Ｆｃ領域又は親ポリペプチドのＦｃ領域において、約
１から約１０のアミノ酸置換、及び好ましくは約１から約５アミノ酸置換を有する。ここ
での変異体Ｆｃ領域は、好ましくは天然配列Ｆｃ領域及び／又は親ポリペプチドのＦｃ領
域と少なくとも約８０％の相同性、最も好ましくはそれとの少なくとも約９０％の相同性
、より好ましくはそれとの少なくとも約９０％の相同性を有する。「天然配列ヒトＦｃ領
域」の例は国際公開第００／４２０７２号の図２３に示されており、天然配列ヒトＩｇＧ
１ Ｆｃ領域（非Ａ及びＡアロタイプ）；天然配列ヒトＩｇＧ２ Ｆｃ領域；天然配列ヒト
ＩｇＧ３ Ｆｃ領域；及び天然配列ヒトＩｇＧ４ Ｆｃ領域並びにその天然に生じる変異体
を含む。天然配列マウスＦｃ領域は国際公開第００／４２０７２号の図２２Ａに示される
。
【００７５】
　本発明によれば、「改変された」ＦｃＲｎ結合親和性は、親ポリペプチドもしくは天然
配列Ｆｃ領域を含むポリペプチドと比較して、亢進され又は減弱化されたＦｃＲｎ結合活
性を有するものである。一例では、改変されたＦｃＲｎ結合親和性を有する抗体は、ｐＨ
６．０におけるＦｃＲｎへの増加した結合性及び／又はｐＨ７．０におけるＦｃＲｎへの
減少した結合性を有する。ＦｃＲへの「増加した結合性を示す」変異体は、親ポリペプチ
ドより良好な親和性で少なくとも一つのＦｃＲに結合する。ＦｃＲへの「減少した結合性
を示す」変異体は、親ポリペプチドより悪い親和性で少なくとも一つのＦｃＲに結合する
。親ポリペプチドより「良好な親和性」でＦｃＲに結合する変異体は、結合アッセイにお
けるポリペプチド変異体及び親ポリペプチドの量が本質的に同じである場合、親抗体より
も実質的に良好な結合親和性を持つＦｃＲに結合するものである。例えば、改善されたＦ
ｃＲ結合親和性を有するポリペプチド変異体は、ＦｃＲ結合親和性が決定される親ポリペ
プチドと比較してＦｃＲ結合親和性が約１．１５倍から約１００倍、例えば約１．２倍か
ら約５０倍の改善を示しうる。
【００７６】
　「アミノ酸修飾」とは、予め決定されているアミノ酸配列のアミノ酸配列における変化
のことを指す。例示的な修飾には、アミノ酸の置換、挿入及び/又は欠失が含まれる。こ
こでのアミノ酸修飾の一例は置換である。
【００７７】
　例えばＦｃ領域の特定位置「におけるアミノ酸修飾」とは、特定された残基の置換もし
くは欠失、又は特定された残基に隣接する少なくとも一つのアミノ酸の挿入を意味する。
特定された残基に「隣接する」挿入とは、その一又は二つの残基以内の挿入を意味する。
その挿入は、特定された残基のＮ末端側又はＣ末端でありうる。
【００７８】
　「アミノ酸置換」とは、予め決定されているアミノ酸配列中に存在する少なくとも一つ
のアミノ酸残基を他の異なる「置換」アミノ酸残基で置き換えることを指す。置換残基も
しくは残基群は「天然に生じるアミノ酸残基」（つまり、遺伝コードによってコードされ
るもの）でよく、アラニン（Ａｌａ）；アルギニン（Ａｒｇ）；アスパラギン（Ａｓｎ）
；アスパラギン酸（Ａｓｐ）；システイン（Ｃｙｓ）；グルタミン（Ｇｌｎ）；グルタミ
ン酸（Ｇｌｕ）；グリシン（Ｇｌｙ）；ヒスチジン（Ｈｉｓ）；イソロイシン（Ｉｌｅ）
；ロイシン（Ｌｅｕ）；リジン（Ｌｙｓ）；メチオニン（Ｍｅｔ）；フェニルアラニン（
Ｐｈｅ）；プロリン（Ｐｒｏ）；セリン（Ｓｅｒ）；スレオニン（Ｔｈｒ）；トリプトフ
ァン（Ｔｒｐ）；チロシン（Ｔｙｒ）；及びバリン（Ｖａｌ）からなる群から選択されう
る。一又は複数の非天然発生アミノ酸残基との置換もまたここでのアミノ酸置換の定義に
包含される。「非天然のアミノ酸残基」とは、上に列挙した天然に生じるアミノ酸残基以
外の残基で、ポリペプチド鎖においてアミノ酸残基(群)に隣接して共有結合し得るものを
指す。非天然発生アミノ酸の例には、ノルロイシン、オルニチン、ノルバリン、ホモセリ
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ン、及びEllman 等 Meth, Enzym. 202: 301-336 (1991)に記載されているもののようなア
ミノ酸残基アナログが含まれる。非天然発生アミノ酸残基を産生するためには、Noren等 
Science 244:182 (1989)及び上掲のEllman 等の手順を使用することができる。簡潔に述
べると、これらの手順はインビトロにおけるＲＮＡの転写及び翻訳が続く非天然発生アミ
ノ酸残基にてサプレッサーｔＲＮＡを化学的に活性化することを含む。
【００７９】
　「アミノ酸挿入」とは、予め決定されているアミノ酸配列中への少なくとも一つのアミ
ノ酸の導入を意味する。挿入は通常一又は二のアミノ酸残基の挿入により構成されるが、
本出願においては、より長い「ペプチド挿入」、例えば、約３から約５、又は更には約１
０のアミノ酸残基の挿入を考慮する。挿入された残基(群)は、上述した天然に生じるもし
くは非天然のアミノ酸である。
【００８０】
　「アミノ酸欠失」とは予め決定されているアミノ酸配列から少なくとも一つのアミノ酸
残基を除去することを意味する。
【００８１】
ＩＩ．詳細な説明
　ここでの発明は、例えば、黄斑変性疾患、例えば乾燥及び湿潤（非滲出及び滲出）型を
含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）の全ての段階、脈絡膜血管新生（ＣＮＶ）、ブドウ膜炎、糖
尿病及び他の虚血関連網膜症、眼内炎、及び他の眼内血管新生疾患、例えば糖尿病性黄斑
浮腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプラスマ症、網膜中心静脈
閉塞症（ＣＲＶＯ）、角膜血管新生、及び網膜血管新生のような、眼の疾患（その病理が
古典的及び第二経路、特に補体の第二経路を含む補体を含む全ての眼の症状及び疾患）を
含む補体関連疾患の予防及び治療に有用な抗Ｄ因子抗体を含むＤ因子アンタゴニスト、及
びその変異体、及びその断片（例えば抗原結合断片）を提供する。補体関連眼疾患の一群
は、非滲出（例えば中期乾燥ＡＭＤ又は地図状萎縮（ＧＡ））及び滲出（例えば湿潤ＡＭ
Ｄ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））ＡＭＤを含む加齢黄斑変性（ＡＭＤ）、糖尿病性網膜症
（ＤＲ）、眼内炎及びブドウ膜炎を含む。一例では、補体関連眼疾患は、中期乾燥ＡＭＤ
である。一例では、補体関連眼疾患は湿潤ＡＭＤ（脈絡膜血管新生（ＣＮＶ））である。
【００８２】
　ＡＭＤは、６０歳を越える個人の不可逆的な視力障害の主要な原因である黄斑の加齢性
変性である。ＡＭＤの二つのタイプが存在する。非滲出（乾燥）及び滲出（湿潤）ＡＭＤ
である。乾燥、又は非滲出型は、網膜中心（黄斑）の根本にある網膜色素上皮（ＲＰＥ）
における萎縮性及び肥大型変化並びにＲＰＥへの沈着物（ドルーゼン）を含む。非滲出Ａ
ＭＤの患者は、脈絡膜新生血管膜（ＣＮＶＭｓ）と呼ばれる異常な血管が網膜、漏出液及
び血液下で発生し、最終的には網膜の内部と下部に盲目にする円板状瘢痕を生じる、ＡＭ
Ｄの湿潤又は滲出形態に進行し得る。通常は滲出ＡＭＤの前駆型である非滲出ＡＭＤがよ
り一般的である。非滲出ＡＭＤの症状は変更する：ハードドルーゼン、ソフトドルーゼン
、RPE 地図状萎縮、及び色素凝集が生じうる。補体成分は初期のＡＭＤではＲＰＥ上に沈
着し、ドルーゼンの主要な成分である。
【００８３】
１．ヒト化抗Ｄ因子抗体
　ここでの発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体とその断片の生産と使用を含む。抗体を産生する
ための例示的方法は次のセクションにおいてより詳細に記載する。
【００８４】
　非ヒト抗体をヒト化する方法は当該分野でよく知られている。一般に、ヒト化抗体は、
非ヒトである供給源からそこに導入された一又は複数のアミノ酸残基を有する。これら非
ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」
残基と称される。ヒト化は、ウィンター及び共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525
 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534
-1536 (1988)］の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列
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に置換することにより本質的に実施することができる。従って、このような「ヒト化」抗
体は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配
列で置換されたキメラ抗体（米国特許第４８１６５６７号）である。実際には、ヒト化抗
体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基と場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類
似する部位からの残基によって置換されたヒト抗体である。
【００８５】
　抗体がヒトの治療用途を意図している場合、抗原性及び／又はＨＡＭＡ反応(ヒト抗マ
ウス抗体)を低減するには、ヒト化抗体を作製する際に使用するヒトの軽重両方の可変ド
メインの選択がある場合には重要でありうる。ＨＡＭＡ反応の低減又は除去は一般に適切
な治療剤の臨床的開発の重要な側面である。例えばKhaxzaeli等, J. Natl. Cancer Inst.
 (1988), 80:937；Jaffers等, Transplantation (1986), 41:572；Shawler等, J. Immuno
l. (1985), 135:1530；Sears等, J. Biol. Response Mod. (1984), 3:138；Miller等, Bl
ood (1983), 62:988；Hakimi等, J. Immunol. (1991), 147:1352；Reichmann等, Nature 
(1988), 332:323；Junghans等, Cancer Res. (1990), 50:1495を参照のこと。ここに記載
されているように、本発明はＨＡＭＡ反応が低減され又は除去されるようにヒト化されて
いる抗体を提供する。これらの抗体の変異体は、当該分野で知られている常套的な方法を
使用して更に得ることができ、その幾つかは以下に更に記載する。いわゆる「ベストフィ
ット」法によれば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列の
ライブラリー全体に対してスクリーニングする。齧歯類のものに最も近いヒトＶドメイン
配列を同定し、その中のヒトフレームワーク（ＦＲ）をヒト化抗体のために受け入れる(S
ims等, J. Immunol., 151:2296 (1993)；Chothia等, J. Mol. Biol., 196:901(1987))。
他の方法では、軽又は重鎖の特定のサブグループのヒト抗体全てのコンセンサス配列から
誘導される特定のフレームワーク領域を使用する。同じフレームワークを幾つかの異なる
ヒト化抗体に使用できる(Carter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Pre
sta等, J. Immunol., 151:2623(1993))。
【００８６】
　例えば、ここに記載の抗体由来のアミノ酸配列は、フレームワーク及び／又は高頻度可
変配列（群）の多様化のための出発（親）配列となりうる。出発の高頻度可変配列が結合
する選択されたフレームワーク配列はここではアクセプターヒトフレームワークと称され
る。アクセプターヒトフレームワークがヒト免疫グロブリン（そのＶＬ及び／又はＶＨ領
域）由来か又はそれから誘導されうる一方、アクセプターヒトフレームワークは、かかる
フレームワークがヒト患者において最小の免疫原性を有しているか免疫原性を有していな
いことが証明されているので、ヒトコンセンサスフレームワーク配列由来か又はそれから
誘導されうる。ここでの目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」は、ヒト免疫
グロブリンフレームワーク、又はヒトコンセンサスフレームワークから誘導されたＶＬ又
はＶＨフレームワークのアミノ酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリン
フレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワークから「誘導された」アクセプターヒ
トフレームワークは、その同じアミノ酸配列を含みうるか、又は既存のアミノ酸配列変化
を含みうる。既存のアミノ酸変化が存在する場合、好ましくは５以下、好ましくは４以下
、又は３以下の既存のアミノ酸変化が存在する。一実施態様では、ＶＨアクセプターヒト
フレームワークは、ＶＨヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサスフ
レームワーク配列と配列が同一である。一実施態様では、ＶＬアクセプターヒトフレーム
ワークは、ＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサスフレームワ
ーク配列と配列が同一である。「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブ
リンＶＬ又はＶＨフレームワーク配列の選択において最も頻繁に生じるアミノ酸残基を表
すフレームワークである。一般に、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列の選択は、可変
ドメイン配列のサブグループ由来である。一般に、配列のサブグループはＫａｂａｔ等に
おけるサブグループである。一実施態様では、ＶＬでは、サブグループはＫａｂａｔ等に
おけるサブグループカッパＩである。一実施態様では、ＶＨでは、サブグループはＫａｂ
ａｔ等におけるサブグループＩＩＩである。
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【００８７】
　アクセプターがヒト免疫グロブリンから由来する場合、ヒトフレームワーク配列のコレ
クション中の様々なヒトフレームワーク配列とドナーフレームワーク配列を整列させるこ
とによってドナーフレームワーク配列に対するその相同性に基づいて選択されるヒトフレ
ームワーク配列を場合によっては選択し、最も相同なフレームワーク配列をアクセプター
として選択しうる。アクセプターヒトフレームワークは公的データベースにおいて利用で
きるヒト抗体生殖系列配列由来か又はそれから誘導されうる。
【００８８】
　一実施態様では、ここでのヒトコンセンサスフレームワークは、ＶＨサブグループＶＩ
Ｉ及び／又はＶＬカッパサブグループＩコンセンサスフレームワーク配列由来か又はそれ
から誘導される。
【００８９】
　一実施態様では、抗Ｄ因子抗体の生成に使用されるヒトフレームワークテンプレートは
、ＶＨ鎖に対するＶＩ－４．１ｂ＋（ＶＨ７ファミリー）及びＪＨ４ｄの組合せ及び／又
はＶＬ鎖に対するＤＰＫ４（ＶｋＩファミリー）及びＪＫ２の組合せを含むテンプレート
からのフレームワーク配列を含みうる。
【００９０】
　一実施態様では、ＶＨアクセプターヒトフレームワークは、次のフレームワーク配列の
一、二、三又は全てを含む：
ＱＶＱＬＶＱＳＧＰＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳ（配列番号２のアミノ酸１－２５
）を含むＦＲ１、
ＷＶＲＱＡＰＧＱＧＬＥ（配列番号２のアミノ酸３６－４９）を含むＦＲ２、
ＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＥＲ（配列番号２のア
ミノ酸６７－９８）を含むＦＲ３、
ＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＥ（配列番号２のアミ
ノ酸６７－９７）、
ＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣ（配列番号２のアミノ
酸６７－９６）、
ＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＳ（配列番号３）、又
は
ＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＳＲ（配列番号４）
ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号２のアミノ酸１０５－１１５）を含むＦＲ４。
【００９１】
　一実施態様では、ＶＬアクセプターヒトフレームワークは、次のフレームワーク配列の
一、二、三又は全てを含む：
ＤＩＱＶＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ（配列番号１のアミノ酸１－２３）を
含むＦＲ１、
ＷＹＱＱＫＰＧＫＶＰＫＬＬＩＳ（配列番号１のアミノ酸３５－４９）を含むＦＲ２、
ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＶＡＴＹＹＣ（配列番号１のア
ミノ酸５７－８８）を含むＦＲ４、
ＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１のアミノ酸９８－１０７）を含むＦＲ４、又は
ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ（配列番号５）。
【００９２】
　アクセプターは、それがヒト免疫グロブリン由来か又はヒトコンセンサスフレームワー
ク由来かにかかわらず、選択されたヒトフレームワーク配列と配列が同一でありうるが、
本発明は、アクセプター配列がヒト免疫グロブリン配列又はヒトコンセンサスフレームワ
ーク配列に対して既存のアミノ酸置換を含みうることを考慮する。これらの既存の置換は
好ましくは最小である；通常は、ヒト免疫グロブリン 配列又はコンセンサスフレームワ
ーク配列に対して四、三、二又は一のアミノ酸差異のみ。
【００９３】
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　非ヒト抗体の高頻度可変領域残基が、ＶＬ及び／又はＶＨアクセプターヒトフレームワ
ーク中に導入される。例えば、Ｋａｂａｔ ＣＤＲ残基、Ｃｈｏｔｈｉａ高頻度可変ルー
プ残基、Ａｂｍ残基、及び／又は接触残基に対応する残基を導入しうる。場合によっては
、次のような伸展した高頻度可変領域残基が導入される：２４－３６又は２４－３４（Ｌ
１）、４６－５６又は５０－５６（Ｌ２）及び８９－９７（Ｌ３）、２６－３５Ｂ（Ｈ１
）、５０－６５、４７－６５又は４９－６５（Ｈ２）及び９３－１０２、９４－１０２、
又は９５－１０２（Ｈ３）。
【００９４】
　一態様では、本発明は、配列番号２を含む重鎖可変ドメインを含む抗Ｄ因子抗体を提供
する。一態様では、本発明は、配列番号１を含む軽鎖可変ドメインを含む抗Ｄ因子抗体を
提供する。一態様では、本発明は、配列番号２を含む重鎖可変ドメインと配列番号１を含
む軽鎖可変ドメインを含む抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗
体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【００９５】
　一態様では、本発明は、配列番号２のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１％
、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含む抗Ｄ因子抗体を提供する。ある実施態
様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列は、参照配列に対して置換、挿入
、又は欠失を含むが、そのアミノ酸配列を含む抗体はＤ因子に結合する能力を保持してい
る。ある実施態様では、全体で１から１０のアミノ酸が、配列番号２の配列において置換
され、挿入され、又は欠失されている。ある実施態様では、置換、挿入又は欠失は、ＨＶ
Ｒｓの外側の領域（つまりＦＲｓ内）において生じる。ある実施態様では、抗Ｄ因子抗体
は配列番号２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含む。一例では、本発明は、上記
抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【００９６】
　ある実施態様では、本発明は、配列番号１のアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、
９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同
一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む抗Ｄ因子抗体を提供する。ある
実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列は、参照配列に対して置換
、挿入、又は欠失を含むが、そのアミノ酸配列を含む抗体はＤ因子に結合する能力を保持
している。ある実施態様では、全体で１から１０のアミノ酸が、配列番号１の配列におい
て置換され、挿入され、又は欠失されている。ある実施態様では、置換、挿入又は欠失は
、ＨＶＲｓの外側の領域（つまりＦＲｓ内）において生じる。ある実施態様では、抗Ｄ因
子抗体は配列番号１のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。一例では、本発明は
、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【００９７】
　抗Ｄ因子抗体は任意の適切なフレームワーク可変ドメイン配列を含みうるが、但し該抗
体はＤ因子に結合する能力を保持する。例えば、ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗
体は、ＶＩ．４．１ｂ＋及びＪＨ４ｄの組合せである重鎖可変ドメインフレームワーク配
列を含む（図３を参照）。ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、ヒトサブグルー
プＶＩＩ重鎖フレームワークコンセンサス配列を含む。ある実施態様では、本発明の抗Ｄ
因子抗体は、配列番号２のアミノ酸１－２５を含むＦＲ１、配列番号２のアミノ酸３６－
４９を含むＦＲ２、配列番号２のアミノ酸６７－９８を含むＦＲ３及び配列番号２のアミ
ノ酸１０５－１１５を含むＦＲ４を含む重鎖可変ドメインフレームワーク配列を含む。こ
れらの抗体の一実施態様では、重鎖可変ドメイン配列は４０及び／又は８８位（カバット
番号付け）に置換（群）を含む。これらの抗体の一実施態様では、４０位はシステイン（
Ｃ）又はアラニン（Ａ）であり、及び／又は８８位はシステイン（Ｃ）又はアラニン（Ａ
）である。ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、ＤＰＫ４及びＪＫ２の組合せで
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ある軽鎖可変ドメインフレームワーク配列を含む（図４を参照）。ある実施態様では、本
発明の抗Ｄ因子抗体は、ヒトカッパＩ（ｋＩ）軽鎖フレームワークコンセンサス配列を含
む。ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、配列番号１のアミノ酸１－２３を含む
ＦＲ１、配列番号１のアミノ酸３５－４９を含むＦＲ２、配列番号１のアミノ酸５７－８
８を含むＦＲ３及び配列番号１のアミノ酸９８－１０７を含むＦＲ４を含む軽鎖可変ドメ
インフレームワーク配列を含む。これらの抗体の一実施態様では、軽鎖可変フレームワー
ク配列は、１５、４３及び／又は１０４位（カバットの番号付け）に一又は複数の置換（
群）を含む。これらの抗体の一実施態様では、１５位はシステイン（Ｃ）又はバリン（Ｖ
）であり、４３位はシステイン（Ｃ）又はアラニン（Ａ）であり、１０４位はバリン（Ｖ
）又はロイシン（Ｌ）である。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原
結合断片）を提供する。
【００９８】
　更に、抗Ｄ因子抗体は、抗体がＤ因子に結合する能力を保持している限り、任意の適切
な定常ドメイン配列を含みうる。例えば、ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は重
鎖定常ドメインの少なくとも一部を含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、α
、δ、ε、γ、又はμ重鎖の何れか一つ又は組合せの重鎖定常ドメインを含む。その重鎖
の定常ドメイン(CH)のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンを異なるクラス又はアイソ
タイプに割り当てることができる。免疫グロブリンの５つのクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それぞれα、δ、ε、γ、及びμと命名された重鎖を有
する。γ及びαクラスは、CH配列の相対的にマイナーな差に基づいてサブクラスに更に分
けられ、機能し、例えば、ヒトは次のサブクラスを発現する：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、
エフェクター機能（例えば結合親和性）について所望の効果を生じるアミノ酸位置に置換
を含む重鎖定常ドメインを含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、エフェクタ
ー機能（例えば結合親和性）について効果を生じないアミノ酸位置に置換を含む重鎖定常
ドメインを含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、ＩｇＧ型（例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４）の重鎖定常ドメインを含み、１１４位（カバット番
号付け；ＥＵ番号付けの１１８と等価）、１６８位（カバット番号付け；ＥＵ番号付けの
１７２と等価）、１７２位（カバット番号付け；ＥＵ番号付けの１７６と等価）及び／又
は２２８位（ＥＵ番号付け）に置換を更に含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体
は、ＩｇＧ（例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４）型の重鎖定常ドメイン
を含み、１１４位に置換を更に含み、ここで１１４位はシステイン（Ｃ）又はアラニン（
Ａ）であり、１６８位はシステイン（Ｃ）又はアラニン（Ａ）であり、１７２位はシステ
イン（Ｃ）又はアラニン（Ａ）であり、及び／又は２２８位はプロリン（Ｐ）、アルギニ
ン（Ｒ）又はセリン（Ｓ）である。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば
抗原結合断片）を提供する。
【００９９】
　更に、例えば、ある実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、軽鎖定常ドメインの少な
くとも一部を含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、任意の脊椎動物種由来の
軽鎖は、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つ
の明確に区別されるタイプの一つに割り当てられうるので、カッパ又はラムダ軽鎖の何れ
か一つ又は組合せの軽鎖定常ドメインを含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は
、エフェクター機能（例えば結合親和性）について所望の効果を生じるアミノ酸位置に置
換を含む軽鎖定常ドメインを含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、エフェク
ター機能（例えば、結合親和性）について効果を生じないアミノ酸位置に置換を含む軽鎖
定常ドメインを含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、カッパ型の軽鎖定常ド
メインを含み、１１０、１４４、１４６及び／又は１６８（カバット番号付け）位に置換
を更に含む。一実施態様では、本発明の抗Ｄ因子抗体は、カッパ型の軽鎖定常ドメインを
含み、１１０位（ここで、１１０はシステイン（Ｃ）又はバリン（Ｖ）である）、１４４
位（ここで、１４４はシステイン（Ｃ）又はアラニン（Ａ）である）、１４６位（ここで
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、１４６はイソロイシン（Ｉ）又はバリン（Ｖ）である）、及び／又は１６８位（ここで
、１６８はシステイン（Ｃ）又はセリン（Ｓ）である）に置換を更に含む。一例では、本
発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１００】
２．修飾された抗Ｄ因子抗体
　ここでの発明は、修飾された抗Ｄ因子抗体、例えば修飾されたヒト化抗Ｄ因子抗体、及
びその変異体、及びその断片(例えば抗原結合断片)の生産及び使用を含む。修飾された抗
体を生産するための例示的方法は次のセクションにより詳細に記載される。
【０１０１】
　ヒト化抗Ｄ因子抗体を含む親抗Ｄ因子抗体は、修飾された抗Ｄ因子抗体とその変異体を
生産するために修飾されうる。一実施態様では、修飾された抗Ｄ因子抗体とその変異体は
、親抗体に対して改善された物理的、化学的、生物学的又は均一性特性を有しうる。一例
では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片(例えば抗原結合断片)を提供する。
【０１０２】
　一実施態様では、この発明の抗体は、親抗体の高頻度可変領域の一又は複数への一又は
複数のアミノ酸の改変（例えば置換）を含む。あるいは、又は加えて、フレームワーク領
域残基の一又は複数の改変（例えば置換）が親抗体に導入されうる。改変するフレームワ
ーク領域残基の例は、直接抗原に非共有的に結合し(Amit等, (1986) Science, 233: 747-
753)；ＣＤＲの立体構造と相互作用／作用し(Chothia等 (1987) J. Mol. Biol., 196: 90
1-917)、及び／又はＶＬ－ＶＨ干渉に関与（ＥＰ２３９４００Ｂ１）するものを含む。あ
る実施態様では、そのようなフレームワーク領域残基の一又は複数の修飾は、抗原に対す
る抗体の結合親和性を亢進させる。例えば、約１から約５のフレームワーク残基が発明の
この実施態様で改変されうる。修飾するフレームワーク又はＨＶＲ領域残基の例は、かか
る部位での修飾が脱アミド変異体（例えば、アスパラギン酸（Ｄ又はＡｓｐ）に修飾され
たアスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）残基（群））、酸化変異体（例えば、スルホン又はスル
ホキシドに修飾されたメチオニン（Ｍ又はＭｅｔ）残基（群）及び／又はトリプトファン
（Ｗ又はＴｒｐ）残基（群））又はピログルタミン酸変異体（例えば、ピログルタミン酸
に修飾されたグルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）残基（群））の産生を生じる部位を含む。修飾
するフレームワーク領域残基又はＨＶＲ領域残基の例は、可能な脱アミド部位（つまりア
スパラギン（Ｎ又はＡｓｎ））、酸化部位（つまりメチオニン（Ｍ又はＭｅｔ）又はトリ
プトファン（Ｗ又はＴｒｐ））又はピログルタミン酸転換部位（つまりグルタミン（Ｑ又
はＧｌｎ））を含み、ここで、かかる部位での修飾が脱アミド及び／又は酸化及び／又は
ピログルタミン酸転換をそれぞれ防止する。脱アミド化変異体の生成を防止するためには
、アスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）をアラニン（Ａ又はＡｌａ）、グルタミン（Ｑ又はＧｌ
ｎ）又はセリン（Ｓ又はＳｅｒ）に変異させうる。酸化変異体の生成を防止するためには
、メチオニン（Ｍｅｔ）又はトリプトファン（Ｗ又はＴｒｐ）をロイシン（Ｌ）又はイソ
ロイシン（Ｉ）に変異させうる。ピログルタミン酸変異体の生成を防止するためには、グ
ルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）をグルタミン酸（Ｅ又はＧｌｕ）に変異させうる。(Amphlett,
 G.等, Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996))。あるいは、又は加えて、フレームワーク
領域残基の一又は複数の改変（例えば置換）は親抗体中のＦｃ領域においてでありうる。
一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１０３】
　一実施態様では、この発明の抗体は、インビボでの抗体の半減期が親抗体又は天然配列
Fc領域を含む抗体に対して増加又は減少するように変異体Fc領域を含む。一実施態様では
、抗体は、抗体に対する新生児Fcレセプター(FcRn) 結合親和性を増加又は減少させる変
異体Ｆｃ領域を含む（その全体が出典明示により援用される国際公開第２００００４２０
７２号を参照）。例えば、かかる抗体は、Ｆｃ領域のアミノ酸位置２３８、２５２、２５
３、２５４、２５５、２５６、２６５、２７２、２８６、２８８、３０３、３０５、３０
７、３０９、３１１、３１２、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７
８、３８０、３８２、３８６、３８８、４００、４１３、４１５、４２４、４３３、４３
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４、４３５、４３６、４３９又は４４７の一又は複数の位置にアミノ酸修飾を含み得、こ
こで、Ｆｃ領域中の残基の番号付けはカバットのＥＵ指数のものである。ＦｃＲｎに対す
る結合性が低減したかかるポリペプチド変異体は、Ｆｃ領域のアミノ酸位置２５２、２５
３、２５４、２５５、２８８、３０９、３８６、３８８、４００、４１５、４３３、４３
５、４３６、４３９又は４４７の任意の一又は複数にアミノ酸位置を含み得、ここで、Ｆ
ｃ領域中の残基の番号付けはカバットのＥＵ指数のものである。上述のポリペプチド変異
体は、あるいは、ＦｃＲｎに対して増加した結合性を示し得、Ｆｃ領域のアミノ酸位置２
３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、３１１、３１２、３
１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、３８２、４１３、４
２４又は４３４の任意の一又は複数にアミノ酸修飾を含み、ここで、Ｆｃ領域中の残基の
番号付けはカバットのＥＵ指数のものである。例えば、抗体は、親抗体又は天然配列Ｆｃ
領域を含む抗体に対してインビボで増加した半減期でもって結合する変異体Ｆｃ領域を含
む。例えば、抗体は、親抗体又は天然配列Ｆｃ領域を含む抗体に対して増加したＦｃＲｎ
への親和性でもって結合する変異体Ｆｃ領域を含む。
【０１０４】
ＦｃＲｎ結合親和性は次のようにして測定されうる：
　この発明の抗体のヒトＦｃＲｎに対する結合性は、例えば、ＢｉａＣｏｒｅ３０００機
器を使用する表面プラズモン共鳴法によって研究することができる。ヒトＦｃＲｎはアミ
ンカップリングキットを使用してセンサーチップにカップリングさせられる。例えば、Ｃ
Ｍ５センサーチップは、５ｍｌ／分で７分の間、ＥＤＣ／ＮＨＳで活性化させられうる。
ヒトＦｃＲｎの１００μｇ／ｍｌを、活性化されたチップに対して１０μｌ／分の流量で
３０秒から２分の間、注入することができ、１００から２００の最終結合反応単位（ＲＵ
）が得られる。コンジュゲーション後、ＦｃＲｎカップリングチップは、５μｌ／分で１
Ｍのエタノールアミン塩酸塩を３５μｌ注入することによってブロックされうる。
【０１０５】
　ｐＨ６．０又はｐＨ７．４でのこの発明の抗体のヒトＦｃＲｎへの結合性を決定するこ
とができる。結合実験に対して流通バッファーは、０．０１％のＰ２０と０．０２％のア
ジ化ナトリウムを含むｐＨ６．０又はｐＨ７．４の何れかのＰＢＳである。この発明の抗
体は、ｐＨ６．０又はｐＨ７．４の流通バッファーにバッファー交換されうる。一実施態
様では、実験は２５℃で実施される。ｐＨ６．０での実験では、４μＭから０．７ｎＭの
範囲の濃度の抗体を、３０μｌ／分で４分間、ＦｃＲｎ被覆チップに対して流し、ついで
５分間チップから解離させられる。ｐＨ７．４の実験では、１２μＭから１００ｎＭの範
囲の濃度の抗体を、２０μｌ／分で１．５分間、ＦｃＲｎ被覆チップに対して注入し、つ
いで２分間、遊離させる。抗体をまたセンサーチップ上の未コンジュゲートスポットに対
して流し、結合からＦｃＲｎカップリングチップへのバックグラウンドの非特異的結合の
減算を可能にする。チップは注入の間でｐＨ８．３の０．１ＭのＴＲＩＳの３０秒のパル
スで再生することができる。各注入のための定常状態ＲＵを各注入相の終わりに記録する
ことができ、解離定数（ＫＤ）は、注入濃度に対して定常状態ＲＵをプロットすることに
よって後で計算される。
【０１０６】
　そのような修飾された抗体、及びその断片（例えば抗原結合断片）及びその変異体を産
生するための一つの有用な方法は、「アラニンスキャンニング突然変異誘発法」(Cunning
ham及びWells Science 244:1081-1085 (1989))と呼ばれる。ここで、高頻度可変領域残基
（群）が、抗原とのアミノ酸の相互作用をなすためにアラニン又はポリアラニン残基（群
）によって置換される。ついで置換に対する機能的感受性を示す高頻度可変領域残基（群
）は、置換部位に又はそれに対して更なる又は他の変異を導入することにより洗練される
。従って、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異の種類自体は予め
決める必要はない。このようにして産生されるａｌａ変異体をここに記載したその生物活
性（つまり結合親和性又は溶血アッセイ）についてスクリーニングされる。
【０１０７】
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　通常は、「好ましい置換」の表題で以下に示されているもののような保存的置換で始め
る。そのような置換が生物活性(例えば結合親和性)の変化を生じるならば、次の表におい
て「例示的置換」と命名され、又はアミノ酸クラスを参照して以下に更に記載されるより
実質的な変化が導入され、産物がスクリーニングされる。好ましい置換は以下の表に列挙
される。
【０１０８】

【０１０９】
　抗体又はその断片（例えば抗原結合断片）の生物学的性質の更により実質的な修飾は、
（ａ）置換領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋コンホメーション、（
ｂ）標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩の維持に対するそれらの効果
が有意に異なる置換基を選択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖
特性に基づいてグループ分けされる：
（１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
（２）中性の親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ，ａｓｎ，ｇｌｎ；
（３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
（４）塩基性：ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；及び
（６）芳香族：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０１１０】
　非保存的置換は、これらのクラスの一つのメンバーを他のクラスと交換することを必要
とする。
【０１１１】
　他の実施態様では、修飾のために選択された部位が修飾され、改善された結合親和性を
有する修飾がファージディスプレイによって選択される。
【０１１２】
　アミノ酸配列変異体又は修飾されたアミノ酸配列をコードしている核酸分子は当該分野
で知られている様々な方法により調製される。これらの方法は、限定されるものではない
が、親抗体の先に調製された変異体又は非変異体型のオリゴヌクレオチド媒介（又は部位
特異的）突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発、及びカセット突然変異誘発を含む。突然変
異体又は変異体又は修飾されたアミノ酸配列を作製するための一方法は部位特異的突然変



(29) JP 5931008 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

異誘発(例えばKunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488を参照)である。
【０１１３】
　ある実施態様では、修飾された抗体は単一の高頻度可変領域残基が置換されただけのも
のである。他の実施態様では、親抗体の高頻度可変領域残基の二以上が置換され、例えば
約２から約１０の高頻度可変領域置換である。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の
断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１１４】
　通常、修飾された抗体は、親抗体の重鎖又は軽鎖の何れかの可変ドメインのアミノ酸配
列と少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８
５％、より好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％のアミノ酸配
列同一性又は類似性（定義のセクションで上に定義した）を有するアミノ酸配列を有する
。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１１５】
　修飾された抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の産生後に、親抗体、又はその
断片（例えば抗原結合断片）に対するその分子の生物活性が決定される。上に述べたよう
に、これは抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の結合親和性及び／又は他
の生物活性を決定することを含みうる。本発明の一実施態様では、修飾された抗体、又は
その断片（例えば抗原結合断片）のパネルを調製し、Ｄ因子又はその断片などの抗原に対
する結合親和性についてスクリーニングする。この最初のスクリーニングから選択される
修飾された抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の一又は複数には場合によっては
一又は複数の更なる生物活性アッセイを施して、修飾された抗体、又はその断片（例えば
抗原結合断片）が例えば前臨床研究に確かに有用であることが確認される。
【０１１６】
　ここに記載された修飾された抗Ｄ因子抗体、又はその断片(例えば抗原結合断片)には、
しばしば修飾された抗体、又はその断片(例えば抗原結合断片)の意図された使用に応じて
更なる修飾を施してもよい。そのような修飾は、以下に詳細に記載するもののような、ア
ミノ酸配列の更なる改変、異種ポリペプチドとの融合及び／又は共有結合修飾を含みうる
。アミノ酸配列改変に関しては、例示的な修飾は上に詳細に記した通りである。例えば、
修飾された抗体の適切な立体構造を維持するのに関与していない任意のシステイン残基を
、分子の酸化安定性を改善し、異常な架橋を防止するために、一般にセリンとまた置換す
ることができる。反対に、システイン結合（群）を抗体に加えて（特に抗体がＦｖ断片の
ような抗体断片である場合）その安定性を改善することができる。他のタイプのアミノ酸
変異体は改変されたグリコシル化パターンを有している。これは、抗体中に見出される一
又は複数の糖鎖部分を欠失させ、及び／又は抗体中に存在していない一又は複数のグリコ
シル化部位を付加することによって達成されうる。抗体、又は抗体断片（例えば抗原結合
断片）のグリコシル化は、典型的にはＮ結合又はＯ結合の何れかである。Ｎ結合は、アス
パラギン残基の側鎖への糖鎖部分の結合を意味する。トリペプチド配列アスパラギン－Ｘ
－セリン及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン（ここで、Ｘはプロリンを除く任意のアミノ
酸である）は、アスパラギン側鎖への糖鎖部分の酵素的結合のための認識配列である。よ
って、ポリペプチド中におけるこれらトリペプチド配列の何れかの存在は潜在的なグリコ
シル化部位をつくり出す。Ｏ結合グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的には
セリン又はスレオニンへの糖Ｎ－アセチルガラクトサミン、ガラクトース又はキシロース
の一つの結合を意味するが、５－ヒドロキシプロリン又は５－ヒドロキシリジンをまた使
用することができる。抗体へのグリコシル化部位の付加は、簡便にはアミノ酸配列を、そ
れが一又は複数の上述のトリペプチド配列(Ｎ結合グリコシル化部位の場合）を含むよう
に改変することにより、達成される。 改変は、また（Ｏ結合グリコシル化部位の場合）
、一又は複数のセリン又はスレオニンの、元の抗体の配列への付加、又は置換によってな
すこともできる。
【０１１７】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
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、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも一つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１１８】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体変異体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ
酸配列を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも一つの位置
（カバットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｂ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｃ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１１９】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも一つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである；
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２０】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも二つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである。
【０１２１】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも二つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｂ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｃ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２２】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
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、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも二つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである；
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２３】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも三つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２４】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも三つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｂ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｃ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２５】
　一実施態様では、本発明は、本願の親抗Ｄ因子抗体の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供し
、ここで、修飾された抗Ｄ因子抗体は、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列
を含み、本願のそのような親抗Ｄ因子抗体のアミノ酸配列の少なくとも三つの位置（カバ
ットの番号付けによる）は、次のものの一又は複数で置換される：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである；
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２６】
　一実施態様では、本発明は基準抗体の軽鎖ＨＶＲｓを含む抗Ｄ因子抗体を提供し、ここ
で、上記抗Ｄ因子抗体は上記基準抗体の一又は複数の位置に置換を更に含み、上記基準抗
体はＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＮ（配列番号３０）を含む軽鎖ＨＶＲ－１、ＧＧＮＴＬＲＰ（
配列番号３５）を含む軽鎖ＨＶＲ－２、及びＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列番号３８）を含む
軽鎖ＨＶＲ－３を含み、上記置換は次のものの一又は複数である：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
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（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである；
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２７】
　一実施態様では、本発明は基準抗体の重鎖ＨＶＲｓを含む抗Ｄ因子抗体を提供し、ここ
で、上記抗Ｄ因子抗体は上記基準抗体の一又は複数の位置に置換を更に含み、上記基準抗
体はＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮ（配列番号３９）を含む重鎖ＨＶＲ－１、ＷＩＮＴＹＴＧＥＴ
ＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号４０）を含む重鎖ＨＶＲ－２、及びＥＧＧＶＮＮ（配列番号
４１）を含む重鎖ＨＶＲ－３を含み、上記置換は次のものの一又は複数である：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶ’である
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２８】
　一実施態様では、本発明は基準抗体の軽鎖ＨＶＲｓ及び重鎖ＨＶＲｓを含む抗Ｄ因子抗
体を提供し、ここで、上記抗Ｄ因子抗体は上記基準抗体の一又は複数の位置に置換を更に
含み、上記基準抗体はＩＴＳＴＤＩＤＤＤＭＮ（配列番号３０）を含む軽鎖ＨＶＲ－１、
ＧＧＮＴＬＲＰ（配列番号３５）を含む軽鎖ＨＶＲ－２、及びＬＱＳＤＳＬＰＹＴ（配列
番号３８）を含む軽鎖ＨＶＲ－３、及びＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮ（配列番号３９）を含む重
鎖ＨＶＲ－１、ＷＩＮＴＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧ（配列番号４０）を含む重鎖ＨＶＲ
－２、及びＥＧＧＶＮＮ（配列番号４１）を含む重鎖ＨＶＲ－３を含み、上記置換は次の
ものの一又は複数である：
（ａ）軽鎖の３３位のアミノ酸がＬ又はＩである；
（ｂ）軽鎖の３４位のアミノ酸がＡ又はＱである；
（ｃ）軽鎖の５２位のアミノ酸がＳ又はＡである；
（ｄ）軽鎖の１０４位のアミノ酸がＶである；
（ｅ）重鎖の１位のアミノ酸がＥである；
（ｆ）重鎖の９９位のアミノ酸がＡ又はＱである；又は
（ｇ）重鎖の１００位のアミノ酸がＡ又はＱである。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１２９】
一態様では、本発明は、
（ａ）（ｉ）配列番号３９から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１
％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性
を有するアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｉｉ）配列番号４０から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
（ｉｉｉ）配列番号４１、配列番号４２、配列番号４３、配列番号４４及び配列番号４５
から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４
％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含
むＨＶＲ－Ｈ３；
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（ｉｖ）配列番号３０、配列番号３１、配列番号３２、配列番号３３及び配列番号３４か
ら選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％
、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
ＨＶＲ－Ｌ１；
（ｖ）配列番号３５、配列番号３６及び配列番号３７から選択されるアミノ酸配列に対し
て少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８
％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
（ｖｉ）配列番号３８から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有
するアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
から選択される少なくとも一、二、三、四、五又は六のＨＶＲｓ；又は
（ｂ）変異体ＨＶＲが配列番号３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、３０、３１
、３２、３３、３４、３５、３６、３７又は３８に記載の配列の少なくとも一残基の修飾
を含む少なくとも一の変異体ＨＶＲ
を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１３０】
　ある実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するＨＶＲは、
参照配列に対して、置換、挿入、又は欠失を含むが、そのアミノ酸配列を含む抗体は、Ｄ
因子に結合する能力を保持している。ある実施態様では、配列番号３９、配列番号４０、
配列番号４１、配列番号４２、配列番号４３、配列番号４４、配列番号４５、配列番号３
０、配列番号３１、配列番号３２、配列番号３３、配列番号３４、配列番号３５、配列番
号３６、配列番号３７及び配列番号３８からなる群から選択される参照配列において全体
で１から１０のアミノ酸が置換、挿入、又は欠失されている。
【０１３１】
　一態様では、本発明は、
（ａ）（ｉ）配列番号３９から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｉｉ）配列番号４０から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
（ｉｉｉ）配列番号４１、配列番号４２、配列番号４３、配列番号４４及び配列番号４５
から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
（ｉｖ）配列番号３０、配列番号３１、配列番号３２、配列番号３３及び配列番号３４か
ら選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
（ｖ）配列番号３５、配列番号３６及び配列番号３７から選択されるアミノ酸配列を含む
ＨＶＲ－Ｌ２；及び
（ｖｉ）配列番号３８から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
から選択される少なくとも一、二、三、四、五又は六のＨＶＲｓ；又は
（ｂ）配列番号３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、３０、３１、３２、３３、
３４、３５、３６、３７又は３８に記載の配列の少なくとも一残基の修飾を含む少なくと
も一の変異体ＨＶＲ
を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。
　一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１３２】
　一実施態様では、本発明は、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１を含む修
飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、配列番号４０のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では
、本発明は、配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む修飾された抗Ｄ因子
抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｌ１を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、配列
番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。
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他の実施態様では、本発明は、配列番号３８のアミノ酸配列を含む修飾された抗Ｄ因子抗
体を提供する。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提
供する。
【０１３３】
　他の実施態様では、本発明は、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１、配列
番号４０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２、及び配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｈ３を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子
抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１３４】
　他の実施態様では、本発明は、配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１、配列
番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２、及び配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｌ３を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子
抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１３５】
　他の実施態様では、本発明は、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１、配列
番号４０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２、胃列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ３、配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１、配列番号３５のアミノ酸配列
を含むＨＶＲ－Ｌ２、及び配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む修飾さ
れた抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原
結合断片）を提供する。
【０１３６】
　一態様では、本発明は、配列番号１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、
２６、２７、２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の
配列同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体
を提供する。ある実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列は、参照
配列に対して置換、挿入、又は欠失を含むが、そのアミノ酸配列を含む抗体はＤ因子に結
合する能力を保持している。ある実施態様では、配列番号１８、１９、２０、２１、２２
、２３、２４、２５、２６、２７、２８及び２９からなる群から選択される配列において
全体で１から１０のアミノ酸が置換、挿入、又は欠失されている。ある実施態様では、置
換、挿入又は欠失は、ＨＶＲｓの外側の領域（つまり、ＦＲｓ中）において生じる。ある
実施態様では、修飾された抗Ｄ因子抗体は、配列番号１８、１９、２０、２１、２２、２
３、２４、２５、２６、２７、２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含
む重鎖可変ドメインを含む。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原
結合断片）を提供する。
【０１３７】
　一態様では、本発明は、配列番号６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６及び１７からなる群から選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも９０％、９
１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一
性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供す
る。ある実施態様では、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列は参照配列に対し
て置換、挿入、又は欠失を含むが、そのアミノ酸配列を含む抗体はＤ因子に結合する能力
を保持している。ある実施態様では、配列番号６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６及び１７からなる群から選択される配列において全体で１から１０の
アミノ酸が置換、挿入、又は欠失されている。ある実施態様では、置換、挿入又は欠失は
、ＨＶＲｓの外側の領域（つまり、ＦＲｓ中）において生じる。ある実施態様では、修飾
された抗Ｄ因子抗体は、配列番号６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６及び１７からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
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一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１３８】
　例えば、本発明は、配列番号１８を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗
体を提供する。例えば、本発明は、配列番号６を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された
抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１８を含む重鎖可変ドメインと配
列番号６を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本
発明は、配列番号１９を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する
。例えば、本発明は、配列番号７を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体
を提供する。例えば、本発明は、配列番号１９を含む重鎖可変ドメインと配列番号７を含
む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列
番号２０を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本
発明は、配列番号８を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。
例えば、本発明は、配列番号２０を含む重鎖可変ドメインと、配列番号８を含む軽鎖可変
ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２１を
含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配
列番号９を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本
発明は、配列番号２１を含む重鎖可変ドメインと、配列番号９を含む軽鎖可変ドメインを
含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２２を含む重鎖可
変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１０
の軽鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列
番号２２を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１０を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾
された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２３を含む重鎖可変ドメイ
ンを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１１を含む軽
鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号
２３を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾され
た抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２４を含む重鎖可変ドメインを
含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１２を含む軽鎖可
変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２４
を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１２を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗
Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２５を含む重鎖可変ドメインを含む
修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１３を含む軽鎖可変ド
メインを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２５を含
む重鎖可変ドメインと、配列番号１３を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗Ｄ因
子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２６を含む重鎖可変ドメインを含む修飾
された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１４を含む軽鎖可変ドメイ
ンを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２６を含む重
鎖可変ドメインと、配列番号１４を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗Ｄ因子抗
体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２７を含む重鎖可変ドメインを含む修飾され
た抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１５を含む軽鎖可変ドメインを
含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２７を含む重鎖可
変ドメインと、配列番号１５を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を
提供する。例えば、本発明は、配列番号２８を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗
Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１６を含む軽鎖可変ドメインを含む
修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２８を含む重鎖可変ド
メインと、配列番号１６を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供
する。例えば、本発明は、配列番号２９を含む重鎖可変ドメインを含む修飾された抗Ｄ因
子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号１７を含む軽鎖可変ドメインを含む修飾
された抗Ｄ因子抗体を提供する。例えば、本発明は、配列番号２９を含む重鎖可変ドメイ
ンと、配列番号１７を含む軽鎖可変ドメインとを含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する
。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
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【０１３９】
　一実施態様では、本発明は次のアミノ酸配列を含むポリペプチドを提供する：Ｘ１ＶＱ
ＬＶＱＳＧＰＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＮＹＧＭＮＷＶＲＱＡＰＧＱ
ＧＬＥＷＭＧＷＩＮＴＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧＲＦＶＦＳＬＤＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩ
ＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＥＲＥＧＧＶＸ２Ｘ３ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号７
４）（ここで、Ｘ１はＱ又はＥであり；Ｘ２はＮ、Ａ又はＱであり；Ｘ３はＮ、Ａ又はＱ
である）。一実施態様では、本発明は、次のアミノ酸配列を含む修飾された抗Ｄ因子抗体
を提供する：Ｘ１ＶＱＬＶＱＳＧＰＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＮＹＧ
ＭＮＷＶＲＱＡＰＧＱＧＬＥＷＭＧＷＩＮＴＹＴＧＥＴＴＹＡＤＤＦＫＧＲＦＶＦＳＬＤ
ＴＳＶＳＴＡＹＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＶＹＹＣＥＲＥＧＧＶＸ２Ｘ３ＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＳ（配列番号７４）（ここで、Ｘ１はＱ又はＥであり；Ｘ２はＮ、Ａ又はＱであり
；及びＸ３はＮ、Ａ又はＱである）。一例では、本発明は上記ポリペプチドの断片を提供
する。
【０１４０】
　一実施態様では、本発明は次のアミノ酸配列を含むポリペプチドを提供する：ＤＩＱＶ
ＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＩＴＳＴＤＩＤＤＤＸ４Ｘ５ＷＹＱＱＫＰＧＫ
ＶＰＫＬＬＩＳＧＧＸ６ＴＬＲＰＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥ
ＤＶＡＴＹＹＣＬＱＳＤＳＬＰＹＴＦＧＱＧＴＫＸ７ＥＩＫ（配列番号７３）（ここで、
Ｘ４はＭ、Ｌ又はＩであり；Ｘ５はＮ、Ａ又はＱであり；Ｘ６はＮ、Ｓ又はＡであり；Ｘ

７はＬ又はＶである）。一実施態様では、本発明は次のアミノ酸配列を含むポリペプチド
を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する：ＤＩＱＶＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴ
ＩＴＣＩＴＳＴＤＩＤＤＤＸ４Ｘ５ＷＹＱＱＫＰＧＫＶＰＫＬＬＩＳＧＧＸ６ＴＬＲＰＧ
ＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰＥＤＶＡＴＹＹＣＬＱＳＤＳＬＰＹＴ
ＦＧＱＧＴＫＸ７ＥＩＫ（配列番号７３）（ここで、Ｘ４はＭ、Ｌ又はＩであり；Ｘ５は
Ｎ、Ａ又はＱであり；Ｘ６はＮ、Ｓ又はＡであり；Ｘ７はＬ又はＶである）。一例では、
本発明は上記ポリペプチドの断片を提供する。
【０１４１】
　一実施態様では、本発明は、配列番号１８、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２
１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列番号２６、配列番
号２７、配列番号２８及び配列番号２９を含む群から選択されるアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドを提供する。他の実施態様では、本発明は、配列番号６、配列番号７、配列番号
８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号
１４、配列番号１５、配列番号１６及び配列番号１７を含む群から選択されるアミノ酸配
列を含むポリペプチドを提供する。一例では、本発明は上記ポリペプチドの断片を提供す
る。
【０１４２】
　一態様では、本発明は、軽鎖ドメインが配列番号４７の配列を含む修飾された抗Ｄ因子
抗体を提供する。他の態様では、本発明は、重鎖ドメインが配列番号５４の配列を含む修
飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一態様では、本発明は、軽鎖ドメインが配列番号６１
の配列を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の態様では、本発明は、重鎖ドメイ
ンが配列番号６３の配列を含む修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は
、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１４３】
　一態様では、本発明は配列番号４７の配列を含むポリペプチドを提供する。他の態様で
は、本発明は配列番号５４の配列を含むポリペプチドを提供する。一態様では、本発明は
配列番号６１の配列を含むポリペプチドを提供する。他の態様では、本発明は配列番号６
３の配列を含むポリペプチドを提供する。一例では、本発明は上記ポリペプチドの断片を
提供する。
【０１４４】
　一態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが、配列番号６、配列番号７、配列番号８、
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配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番号１４
、配列番号１５、配列番号１６及び配列番号１７からなる群から選択されるアミノ酸配列
を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明
は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１４５】
　一態様では、本発明は、可変重鎖ドメインが、配列番号１８、配列番号１９、配列番号
２０、配列番号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配列
番号２６、配列番号２７、配列番号２８及び配列番号２９からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では
、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１４６】
　一態様では、本発明は、軽鎖ドメインが配列番号４７の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１
１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の態様では、本発明は、重鎖ドメインが配
列番号５４の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。
一態様では、本発明は、軽鎖ドメインが配列番号６１の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１
１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の態様では、本発明は、重鎖ドメインが配列
番号６３の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一
例では、本発明は上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１４７】
　一態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号６の配列を含み、可変重鎖ドメイ
ンが配列番号１８の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供
する。一実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号７の配列を含み、可変重
鎖ドメインが配列番号１９の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗
体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号８の配列を含
み、可変重鎖ドメインが配列番号２０の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された
抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号９
の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２１の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の
修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが
配列番号１０の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２２の配列を含むヒト化抗Ｄ因
子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽
鎖ドメインが配列番号１１の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２３の配列を含む
ヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発
明は、可変軽鎖ドメインが配列番号１２の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２４
の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態
様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号１３の配列を含み、可変重鎖ドメインが
配列番号２５の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する
。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号１４の配列を含み、可変重
鎖ドメインが配列番号２６の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗
体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号１５の配列を
含み、可変重鎖ドメインが配列番号２７の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾され
た抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号
１６の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２８の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１
１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、可変軽鎖ドメイ
ンが配列番号１７の配列を含み、可変重鎖ドメインが配列番号２９の配列を含むヒト化抗
Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因
子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１４８】
　一態様では、本発明は、可変軽鎖ドメインが配列番号４７の配列を含み、重鎖ドメイン
が配列番号５４の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供す
る。一態様では、本発明は、軽鎖ドメインが配列番号６１の配列を含み、重鎖ドメインが
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配列番号６３の配列を含むヒト化抗Ｄ因子＃１１１の修飾された抗Ｄ因子抗体を提供する
。
【０１４９】
３．抗Ｄ因子抗体の親和性及び生物学的活性
　ここでの発明は、抗Ｄ因子抗体において所望されるとしてここで同定された特性を有す
る抗体、及びその変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）を含む。抗Ｄ因子抗体にお
いて所望されるとしてここで同定された特性を有する抗体、及びその変異体又はその断片
（例えば抗原結合断片）は、例えばインビトロ又はインビボでの阻害生物学的活性につい
て、又は結合親和性を測定することによって、スクリーニングされうる。
【０１５０】
ａ．親和性
　抗Ｄ因子抗体、及びその変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）が対象の抗体(例
えば、Ｄ因子活性をアンタゴナイズする抗体）が結合するヒトＤ因子上の同じエピトープ
に結合するかどうかを決定するために、交差遮断(cross-blocking)アッセイを実施するこ
とができる（Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed H
arlow 及び David Lane (1988)）。別法では、抗Ｄ因子抗体が対象のエピトープに結合す
るかどうかを決定するためにエピトープマッピングを実施することができる（Champe等, 
J. Biol. Chem., 270: 1388-1394 (1995)）。例えばヒトＤ因子に対する抗体親和性は、
実施例３に記載したものを含む標準的な方法を使用して決定することができる。
【０１５１】
　一態様では、本発明は、マウス抗Ｄ因子抗体及び／又はヒト化抗Ｄ因子抗体クローン＃
１１１、及び／又はヒト化抗Ｄ因子抗体クローン＃１１１の可変ドメイン又はＨＶＲ配列
を含む抗体と競合する抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結
合断片）を提供する。マウス抗Ｄ因子抗体及び／又はヒト化抗Ｄ因子抗体クローン＃１１
１、及び／又はヒト化抗Ｄ因子抗体クローン＃１１１の可変ドメイン又はＨＶＲ配列を含
む抗体と同じエピトープに結合する抗Ｄ因子抗体、又はその変異体、又はその断片（例え
ば抗原結合断片)もまた提供される。
【０１５２】
　一実施態様では、本発明は、マウス抗Ｄ因子抗体由来の軽鎖可変ドメインと重鎖可変ド
メインとを含み、これらからなり、又はこれらから本質的になり、Ｄ因子に対する抗体の
一価親和性が（例えば、Ｄ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）がキメラ抗体
（例えば、Ｄ因子に対するＦａｂ断片のようなキメラ抗体の親和性）の一価親和性よりも
１倍又は２倍低い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発明は、
上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５３】
　一実施態様では、本発明は、マウス抗Ｄ因子抗体由来の軽鎖可変ドメインと重鎖可変ド
メインとを含み、これらからなり、又はこれらから本質的になり、Ｄ因子に対する抗体の
二価親和性が（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）がキメラ抗体（例
えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのようなキメラ抗体の親和性）の二価親和性よりも１倍又は
２倍低い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ
因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５４】
　他の実施態様では、本発明は、マウス抗Ｄ因子抗体由来の軽鎖可変ドメインと重鎖可変
ドメインとを含み、これらからなり、又はこれらから本質的になり、Ｄ因子に対する抗体
の一価親和性が（例えば、Ｄ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）がキメラ抗
体（例えば、Ｄ因子に対するＦａｂ断片のようなキメラ抗体の親和性）の一価親和性より
も少なくとも１倍又は２倍大きい抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例で
は、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５５】
　他の実施態様では、本発明は、マウス抗Ｄ因子抗体由来の軽鎖可変ドメインと重鎖可変
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ドメインとを含み、これらからなり、又はこれらから本質的になり、Ｄ因子に対する抗体
の二価親和性が（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）がキメラ抗体（
例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのようなキメラ抗体の親和性）の二価親和性よりも少なく
とも１倍又は２倍大きい抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発
明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５６】
　他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が２０ｎＭ（２０×１０－９Ｍ）又はそ
れより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は
、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のよう
な抗体の親和性）が１０ｎＭ（１０×１０－９Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又は
その抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子
に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が１．０ｎＭ
（１．０×１０－９Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する
。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が０．５ｎＭ（０．５×１０－９Ｍ）又
はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発
明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片の
ような抗体の親和性）が１．０ｐＭ（１．０×１０－１２Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子
抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗
体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が
０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異
体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を
提供する。
【０１５７】
　他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、
Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が１０．０ｎＭ（１０．０×１０－９Ｍ）
又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本
発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧの
ような抗体の親和性）が５．０ｎＭ（５．０×１０－９Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗
体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体
のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が１．
０ｎＭ（１．０×１０－９Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提
供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例
えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が０．５ｎＭ（０．５×１０－９Ｍ
）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、
本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧ
のような抗体の親和性）が５．０ｐＭ（５．０×１０－１２Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因
子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の
抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が
２．０ｐＭ（２．０×１０－１２Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異
体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和
性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が１．０ｐＭ（１．０×１０
－１２Ｍ）又はそれより良い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態
様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対す
るＩｇＧのような抗体の親和性）が０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）又はそれより良
い抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗
体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５８】
　他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
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因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が０．５ｍＭ（０．５×１０－６Ｍ）か
ら０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供
する。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例え
ばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性が１５ｎＭ（１５×１０－９Ｍ）から
０．１ｎＭ（０．１×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する
。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が５．５ｎＭ（５．５×１０－９Ｍ）か
ら１ｎＭ（１×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の
実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に
対するＦａｂ断片のような抗体の親和性が０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）から２ｐ
Ｍ（２×１０－１２Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では
、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１５９】
　他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、
Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が０．５ｍＭ（０．５×１０－６Ｍ）から
０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供す
る。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば
、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が１０ｎＭ（１０×１０－９Ｍ）から０
．０５ｎＭ（０．０５×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供す
る。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば
、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が５．５ｎＭ（５．５×１０－９Ｍ）か
ら１ｎＭ（１×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の
実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子
に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が０．５ｐＭ（０．５×１０－１２Ｍ）から２ｐ
Ｍ（２×１０－１２Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では
、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６０】
　他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が約１．４ｐＭ（１．４×１０－１２Ｍ
）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、
その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗
体の親和性）が約１．１ｐＭ（１．１×１０－１２Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗
体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対す
る親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が約０．１９ｎＭ（
０．１９×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施
態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対
するＩｇＧのような抗体の親和性）が約０．０８ｎＭ（０．０８×１０－９Ｍ）である抗
Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価形
態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和
性）が約１２．３ｎＭ（１２．３×１０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異
体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和
性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が約９．０ｎＭ（９．０×１
０－９Ｍ）である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発明は、
上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６１】
　他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ
因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が約１．４ｐＭ（１．４×１０－１２Ｍ
）＋／－０．５である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では
、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇ
Ｇのような抗体の親和性）が約１．１ｐＭ（１．１×１０－１２Ｍ）＋／－０．６である
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抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価
形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親
和性）が約０．１９ｎＭ（０．１９×１０－９Ｍ）＋／－．０１である抗Ｄ因子抗体、又
はその抗体変異体を提供する。他の実施態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因
子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）が約０．０８
ｎＭ（０．０８×１０－９Ｍ）＋／－０．０１である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体
を提供する。他の実施態様では、本発明は、その一価形態の抗体のＤ因子に対する親和性
（例えばＤ因子に対するＦａｂ断片のような抗体の親和性）が約１２．３ｎＭ（１２．３
×１０－９Ｍ）＋／－２である抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。他の実施
態様では、本発明は、その二価形態の抗体のＤ因子に対する親和性（例えば、Ｄ因子に対
するＩｇＧのような抗体の親和性）が約９．０ｎＭ（９．０×１０－９Ｍ）＋／－１であ
る抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗
体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６２】
　他の実施態様では、抗Ｄ因子抗体、又はその抗体変異体は、約１．４ｐＭ（１．４×１
０－１２Ｍ）＋／－２のＤ因子に対するその一価形態の親和性（例えばＤ因子に対するＦ
ａｂ断片のような抗体の親和性）を有しうる。他の実施態様では、抗Ｄ因子抗体、又はそ
の抗体変異体は、約１．１ｐＭ（１．１×１０－１２Ｍ）＋／－２のＤ因子に対するその
二価形態の親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）を有しうる。
他の実施態様では、抗Ｄ因子抗体，又はその抗体変異体は、約０．１９ｎＭ（０．１９×
１０－９Ｍ）＋／－２のＤ因子に対する一価形態の親和性（例えばＤ因子に対するＦａｂ
断片のような抗体の親和性）を有しうる。他の実施態様では、抗Ｄ因子抗体、又はその抗
体変異体は、約０．０８ｎＭ（０．０８×１０－９Ｍ）＋／－２のＤ因子に対するその二
価形態の親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）を有しうる。他
の実施態様では、抗Ｄ因子抗体，又はその抗体変異体は、約１２．３ｎＭ（１２．３×１
０－９Ｍ）＋／－２のＤ因子に対するその一価形態の親和性（例えばＤ因子に対するＦａ
ｂ断片のような抗体の親和性）を有しうる。他の実施態様では、抗Ｄ因子抗体，又はその
抗体変異体は、約９．０ｎＭ（９．０×１０－９Ｍ）＋／－２のＤ因子に対するその二価
形態の親和性（例えば、Ｄ因子に対するＩｇＧのような抗体の親和性）を有しうる。一例
では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６３】
　当該分野で十分に確立されているように、リガンドのそのレセプターに対する結合親和
性を、様々なアッセイの何れかを使用して決定することができ、様々な定量値によって表
される。従って、一実施態様では、結合親和性はＫＤ値として表され、本来の結合親和性
（例えば、最小化されたアビディティー効果を持つ）を反映する。一般にかつ好ましくは
、結合親和性は、無細胞設定か細胞随伴設定かにかかわらず、インビトロで測定される。
ここにより詳細に記載されているように、結合親和性の倍率変化は、ヒト化抗体（例えば
、Ｆａｂ型）の一価結合親和性値と基準／コンパレーター抗体（例えば、Ｆａｂ型）（例
えば、ドナー高頻度可変領域配列を有するマウス抗体）の一価結合親和性値の比によって
定量化され得、ここで、結合親和性値は同様のアッセイ条件下で決定される。よって、一
実施態様では、結合親和性の倍率変化は、Ｆａｂ型のヒト化抗体と上記基準／コンパレー
ターＦａｂ抗体のＫＤ値の比として決定される。例えば、一実施態様では、本発明の抗体
（Ａ）は、基準抗体（Ｍ）の親和性より「３倍低い」親和性を有する場合、ＡのＫＤ値は
３ｘであるならば、ＭのＫＤ値は１×であり、ＭのＫＤに対するＡのＫＤは３：１であろ
う。逆に、一実施態様では、ｉｆ本発明の抗体（Ｃ）が、基準抗体（Ｒ）の親和性より「
３倍大きい」親和性を有する場合、ＣのＫＤ値が１×ならば、ＲのＫＤ値は３×であり、
ＲのＫＤに対するＣのＫＤは１：３であろう。例えば、Ｂｉａｃｏｒｅ、ラジオイムノア
ッセイ（ＲＩＡ）及びＥＬＩＳＡを含むここに記載のものを含む多くの既知のアッセイの
何れかを用いて、結合親和性測定値を得ることができる。
【０１６４】
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　更に、本発明の抗体のＫＤ値は、使用される特定のアッセイの条件に応じて変動しうる
。例えば、一実施態様では、結合親和性測定値は、Ｆａｂ又は抗体が固定化され、リガン
ド、つまりＤ因子の結合が測定され、又は別法では、Ｆａｂ又は抗体に対するリガンド、
つまりＤ因子が固定化され、Ｆａｂ又は抗体の結合が測定されるアッセイで得られうる。
一実施態様では、結合親和性測定値は、再生条件が（１）１０ｍＭのグリシン又は４Ｍの
ＭｇＣｌ２、ｐＨ１．５、及び（２）１．５のｐＨ、５．０のｐＨ、６．０のｐＨ及び７
．２のｐＨを含む１．０のｐＨから７．５のｐＨのｐＨを含みうる測定されるアッセイで
得られうる。一実施態様では、結合親和性測定値は、結合条件が、（１）ＰＢＳ又はＨＥ
ＰＥＳ－緩衝生理食塩水及び（２）Ｔｗｅｅｎ－２０、つまり０．１％のＴｗｅｅｎ－２
０を含みうるアッセイで得られうる。一実施態様では、結合親和性測定値は、 リガンド
、つまりＤ因子の供給源は市販の供給源からでありうるアッセイで得られうる。一実施態
様では、結合親和性測定値は、（１）Ｆａｂ又は抗体が固定化され、リガンド、つまりＤ
因子の結合が測定され、（２）再生条件がｐＨ７．２の４ＭのＭｇＣｌ２を含み、（３）
結合条件が０．１％のＴｗｅｅｎ－２０を含むｐＨ７．２のＨＥＰＥＳ緩衝生理食塩水を
含むアッセイで得られうる。一実施態様では、結合親和性測定値は、（１）リガンド、つ
まりＤ因子が固定化され、Ｆａｂ又は抗体の結合が測定され、（２）再生条件はｐＨ１．
５の１０ｍＭのグリシンを含み、（３）結合条件がＰＢＳバッファーを含むアッセイで得
られうる。
【０１６５】
ｂ．生物学的活性
　抗Ｄ因子抗体、又は変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）がＤ因子に結合するこ
とができ、生物学的効果、例えば、第二経路溶血の阻害性を奏するかどうかを決定するた
めに、実施例２に記載のものを含むウサギＲＢＣｓを使用する溶血阻害アッセイを使用す
ることができる。このような溶血阻害性は、標準的なアッセイを使用して決定することが
できる（Kostavasili等, J of Immunology, 158(4): 1763-72 (1997); Wiesmann等, Natu
re, 444(7116): 159-60 (2006)）。そのようなアッセイにおける補体の活性化は、血清又
は血漿を用いて開始することができる。血清又は血漿中のＤ因子の適切な濃度（Pascual
等, Kidney International, 34: 529-536 (1998)；Complement Facts Book, Bernard J. 
Morley及びMark J. Walport編, Academic Press (2000)；Barnum等, J. Immunol. Method
s, 67: 303-309 (1984)）は、Pascual等, Kidney International, 34: 529-536 (1998) 
及びBarnum等, J. Immunol. Methods, 67: 303-309 (1984)のような文献及び実施例４に
記載されているものを含む当該分野で知られている方法に従って常套的に決定することが
できる。本発明は、一般に、Ｄ因子に関連する生物学的活性を阻害することができる抗体
に関する。例えば、１８μｇ／ｍｌ（血液中のヒトＤ因子のモル濃度の約１．５倍に等価
；約１．５：１のＤ因子に対する抗Ｄ因子抗体のモル比）の濃度で、抗体による第二補体
活性の有意な阻害を観察することができる（例えば、米国特許第６９５６１０７号を参照
）。
【０１６６】
　一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が３０ｎ
Ｍ未満のＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を含む。一実施態様では、本発明は、
抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が１５ｎＭ未満のＩＣ５０値で第二経路
溶血を阻害する抗体を含む。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる
抗体のＦａｂ断片が１０ｎＭ未満のＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を含む。一
実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が５ｎＭ未満
のＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を含む。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子
抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６７】
　一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が３０ｎ
Ｍから２ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、
本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が２５ｎＭから７ｎＭのＩＣ
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５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子
抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が２０ｎＭから１２ｎＭのＩＣ５０値で第二経路
溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、か
かる抗体のＦａｂ断片が３０ｎＭから１５ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗
体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ
断片が１２ｎＭから８ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実
施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が７ｎＭから２
ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は
、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が６ｎＭから３ｎＭのＩＣ５０値で第
二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であっ
て、かかる抗体のＦａｂ断片が８ｎＭから５ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する
抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａ
ｂ断片が５ｎＭから２ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実
施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が１０ｎＭから
５ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明
は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が８ｎＭから２ｎＭのＩＣ５０値で
第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であ
って、かかる抗体のＦａｂ断片が７ｎＭから３ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害す
る抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦ
ａｂ断片が６ｎＭから４ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他
の実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約４．７
ｎＭ±０．６ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様
では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約６．４ｎＭ±０．
６ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様では、本発
明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約３．５ｎＭ±０．５ｎＭのＩ
Ｃ５０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、抗Ｄ
因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約４．４ｎＭ±１．５ｎＭのＩＣ５０値で
第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体で
あって、かかる抗体のＦａｂ断片が約１０．２ｎＭ±０．８ｎＭのＩＣ５０値で第二経路
溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、
かかる抗体のＦａｂ断片が約２３．９ｎＭ±５．０ｎＭのＩＣ５０値で第二経路溶血を阻
害する抗体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合
断片）を提供する。
【０１６８】
　一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が８０ｎ
Ｍ未満のＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明
は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が５０ｎＭ未満のＩＣ９０値で第二
経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって
、かかる抗体のＦａｂ断片が４０ｎＭ未満のＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を
提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片
が２０ｎＭ未満のＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では
、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が１５ｎＭ未満のＩＣ５０

値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の
断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１６９】
　一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が８０ｎ
Ｍから１０ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では
、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が７５ｎＭから１５ｎＭの
ＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ
因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が７０ｎＭから２０ｎＭのＩＣ９０値で第二
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経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって
、かかる抗体のＦａｂ断片が６５ｎＭから２５ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害す
る抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦ
ａｂ断片が６０ｎＭから３０ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する
。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が５５ｎ
Ｍから３５ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では
、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が５０ｎＭから４０ｎＭの
ＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ
因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が８０ｎＭから７０ｎＭのＩＣ９０値で第二
経路溶血を阻害する抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって
、かかる抗体のＦａｂ断片が５５ｎＭから２５ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害す
る抗体を提供する。一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦ
ａｂ断片が１６ｎＭから１２ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する
。他の実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約１
４．０ｎＭ±１．０ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実
施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約３８．０ｎ
Ｍ±１１．０ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。他の実施態様
では、本発明は、抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が約７２．６ｎＭ±４
．８ｎＭのＩＣ９０値で第二経路溶血を阻害する抗体を提供する。一例では、本発明は、
上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１７０】
　一実施態様では、本発明は、抗Ｄ因子抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）であ
って、かかる抗体のＦａｂ断片が、約０．０５：１（０．０５）から約１０：１（１０）
、又は約０．０９：１（０．０９）から約８：１（８）、又は約０．１：１（０．１）か
ら約６：１（６）、又は約０．１５：１（０．１５）から約５：１（５）、又は約０．１
９：１（０．１９）から約４：１（４）、又は約０．２：１（０．２）から約３：１（３
）、又は約０．３：１（０．３）から約２：１（２）、又は約０．４：１（０．４）から
約１：１（１）、又は約０．５：１（０．５）から約１：２（０．５）、又は約０．６：
１（０．６）から約１：３（０．３３）、又は約０．７：１（０．７）から約１：４（０
．２５）、又は約０．８：１（０．８）から約１：５（０．２）又は約０．９：１（０．
９）から約１：６（０．１７）のＤ因子に対する抗体のモル比で第二経路溶血を阻害する
抗体に関する。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を
提供する。　
【０１７１】
　一実施態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を含む
。本発明の抗体断片は、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）２、ｓｃＦｖ、（ｓｃ
Ｆｖ）２、ｄＡｂ、相補性決定領域（ＣＤＲ）断片、線状抗体、単鎖抗体分子、ミニボデ
ィ、ダイアボディ、又は抗体断片から形成された多重特異性抗体でありうる。更なる実施
態様では、本発明は網膜の実質的に全てを透過できるヒト化抗Ｄ因子抗体断片（例えば抗
原結合断片）を提供する。また更なる実施態様では、本発明は、網膜の全ての厚みを通っ
て透過できるヒト化抗Ｄ因子抗体断片（例えば抗原結合断片）を提供する。一例では、本
発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提供する。
【０１７２】
　一実施態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が
、単一の硝子体内注入を介しての哺乳動物の眼（例えばヒト）中への投与後、少なくとも
３、５、７、１０又は１２日の半減期を有する抗体を含む。他の実施態様では、本発明は
、ヒト化抗Ｄ因子抗体であって、かかる抗体のＦａｂ断片が、単一の硝子体内注入を介し
ての哺乳動物の眼（例えばヒト）中への投与後、少なくとも４０、４５、５０、５５、６
０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０又は１１５日
の間、第二経路（ＡＰ）補体活性化を阻害する抗体を含む。他の実施態様では、本発明は
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、ヒト化抗Ｄ因子抗体であって、第二経路（ＡＰ）補体活性化を阻害するかかる抗体のＦ
ａｂ断片の濃度が、単一の硝子体内注入を介しての哺乳動物の眼（例えばヒト）中への投
与後、網膜組織に少なくとも４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０又
は８５日の間維持される抗体を含む。他の実施態様では、本発明は、ヒト化抗Ｄ因子抗体
であって、第二経路（ＡＰ）補体活性化を阻害するかかる抗体のＦａｂ断片の濃度が、単
一の硝子体内注入を介しての哺乳動物の眼（例えばヒト）中への投与後、硝子体液中に少
なくとも８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０又は１１５日の間維持される
抗体を含む。一例では、本発明は、上記抗Ｄ因子抗体の断片（例えば抗原結合断片）を提
供する。　
【０１７３】
抗体の生産
宿主細胞の選択と形質転換
　宿主細胞を、ここに記載した抗Ｄ因子抗体生産のための発現又はクローニングベクター
で形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配
列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培養する。培
養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶことが
できる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコル、及び実用技術
は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編 (IRL Press, 1
991)及び上掲のSambrook等に見出すことができる。
【０１７４】
　染色体外又は染色体組込み体によってＤＮＡが複製可能であるように宿主細胞中にＤＮ
Ａを導入することを意味する真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例
えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰＯ４、リポソーム媒介、ポリエチレン－グリコール／ＤＭＳＯ
及びエレクトロポレーションは、当業者に知られている。用いられる宿主細胞に応じて、
そのような細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。前掲のSambro
ok等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレーションが
、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファシエンスによ
る感染が、Shaw等, Gene, 23:315 (1983)及び１９８９年６月２９日公開の国際公開第８
９／０５８５９号に記載されているように、ある種の植物細胞の形質転換に用いられる。
このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Virology, 
52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法を用いることができる。哺乳動物細胞の宿
主系形質転換の一般的な態様は米国特許第４３９９２１６号に記載されている。酵母菌中
への形質転換は、典型的には、Van solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしなが
ら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレク
トロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン
等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換
するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【０１７５】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主細
胞は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。この目的のための適切な原核生
物は、グラム陰性及びグラム陽性双方の生物、例えば腸内細菌、例えばエシェリキア属、
例えば、大腸菌、エンテロバクター、エルウィニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella
)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例えばネズミチフス菌(Salmonella Typhimurium
）、セラチア、例えばセラチア・マルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並
びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. subtilis)及びバチルス・リチェニフォルミ
ス(B. licheniformis)（例えば、１９８９年４月１２日発行のＤＤ２６６７１０に記載さ
れたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ）、シュードモナス、例えば緑膿菌、根粒菌、
ビトレオスシラ(Vitreoscilla)、パラコッカス(Paracoccus)及びストレプトマイセスを含
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む。一つの好適な大腸菌クローニング宿主は大腸菌２９４(ＡＴＣＣ３１４４６)であるが
、他の大腸菌Ｂ、大腸菌Ｘ１７７６(ＡＴＣＣ３１５３７)、大腸菌Ｗ３１１０(ＡＴＣＣ
２７３２５)及びＫ％ ７７２（ＡＴＣＣ５３６３５）のような株も好適である。これらの
例は限定するものではなく例示的なものである。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生成物発
酵のための一般的な宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好まし
くは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しうる。例えば、株Ｗ３１１０（Ba
chmann, Cellular and Molecular Biology ２巻（ワシントンＤ．Ｃ．：American Societ
y for Microbiology, 1987), pp.1190-1219；ＡＴＣＣ寄託番号２７３２５）を改変して
、宿主に内在性のタンパク質をコードする遺伝子に遺伝子変異を生じさせることができ、
かかる宿主の例は、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な
遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎ
Ａ ｐｔｒ３を有する；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３ ｐｈｏＡ Ｅ１５（ａｒｇＦ－
ｌａｃ）１６９ｄｅｇＰ ｏｍｐＴ ｋａｎｒを有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴ
ＣＣ５５２４４）；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ ｐｔｒ３ ｐｈｏＡ Ｅ１５（ａｒｇＦ－ｌ
ａｃ）１６９ｄｅｇＰ ｏｍｐＴ ｒｂｓ７ ｉｌｖＧ ｋａｎｒを含む大腸菌Ｗ３１１０株
３７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ株３７Ｄ６である大腸菌Ｗ３１１
０株４０Ｂ４；遺伝子型Ｗ３１１０ΔｆｈｕＡ（ΔｔｏｎＡ）ｐｔｒ３ ｌａｃ Ｉｑ ｌ
ａｃＬ８ΔｏｍｐＴΔ（ｎｍｐｃ－ｆｅｐＥ）ｄｅｇＰ４１ ｋａｎＲを有する大腸菌Ｗ
３１１０株３３Ｄ３（米国特許第５６３９６３５号）及び１９９０年８月７日発行の米国
特許第４９４６７８３号に開示された変異体周辺質プロテアーゼを有する大腸菌を含む。
大腸菌２９４（ＡＴＣＣ３１４４６）、大腸菌Ｂ、大腸菌λ１７７６（ＡＴＣＣ３１５３
７）及び大腸菌ＲＶ３０８（ＡＴＣＣ３１６０８）などの他の株及びその誘導体もまた好
適である。これらの例は例示であって限定されるものではない。定まった遺伝子型を有す
る上述の細菌の何れかの誘導体を構築する方法は当該分野では知られており、例えば、Ba
ss等, Proteins, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般に細菌の細胞におけるレプリ
コンの複製可能性を考慮して適当な細菌を選択する必要がある。例えば、ｐＢＲ３２２、
ｐＢＲ３２５、ｐＡＣＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０などのよく知られたプラスミドをレ
プリコンを供給するために用いる場合には、大腸菌、セラチア、又はサルモネラ種が宿主
として使用するのに好適であり得る。典型的には、宿主細胞は最少量のタンパク質分解酵
素しか分泌すべきでなく、更なるプロテアーゼ阻害剤を細胞培養に導入することが望まし
い場合もある。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリ
メラーゼ反応が適している。
【０１７６】
　完全長抗体、抗体断片（例えば抗原結合断片）及び抗体融合タンパク質は、特にグルコ
シル化及びＦｃエフェクター機能が必要とされない場合、例えば治療用抗体が細胞障害剤
(例えば毒素)に結合し、免疫コンジュゲートがそれ自体で腫瘍細胞破壊において効果を示
す場合に、細菌内で生成させることができる。完全長抗体はより長い循環半減期を有する
。大腸菌における生成は、より早くコスト的にも有効である。細菌中における抗体断片及
びポリペプチドの発現については、例えば翻訳開始領域(ＴＩＲ)、及び発現及び分泌の最
適化のためのシグナル配列について記載した米国特許第５６４８２３７号（Carter等）、
米国特許第５７８９１９９号（Joly等）及び米国特許第５８４０５２３号（Simmons等）
が参照され、これらの特許は出典を明示してここに援用される。発現後、抗体を可溶性画
分中の大腸菌細胞ペレットから単離し、アイソタイプに応じて、例えばプロテインＡ又は
Ｇカラムを通して精製できる。最終精製は、例えばＣＨＯ細胞で発現した抗体の精製法と
同様にして実施することができる。
【０１７７】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物が、抗体をコードするベクタ
ーのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィシエは下
等真核生物宿主微生物のなかで最も一般的に用いられる。しかしながら、多数の他の属、
種及び菌株も、一般的に入手可能でここで使用でき、例えば、シゾサッカロマイセスポン
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ベ；クルイベロマイセス、カンジダ；トリコデルマ；アカパンカビ；及び糸状真菌、例え
ばパンカビ属、アオカビ属、トリポクラジウム、及びコウジカビ属宿主、例えば偽巣性コ
ウジ菌及びクロカビである。メチロトローフ酵母はここでは適しており、限定するもので
はないが、ハンゼヌラ、カンジダ、 クロエケラ、ピキア、サッカロミセス、トルロプシ
ス及び ロドトルラからなる属から選択されるメタノールで増殖可能な酵母が含まれる。
このクラスの酵母の例である特定の種のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Me
thylotrophs, 269 (1982)に見出すことができる。
【０１７８】
　グリコシル化抗体の発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物から誘導される。原理的には
、脊椎動物であろうと無脊椎動物培養であろうと、任意のより高等の真核生物細胞培養が
使用できる。無脊椎動物細胞の例としては植物及び昆虫細胞が含まれる。Luckow等, Bio/
Technology 6, 47-55 (1988)；Miller等, Genetic Engineering, Setlow等編 Vol. 8, pp
. 277-279 (Plenam publishing 1986)；Mseda等, Nature 315, 592-594 (1985)。多数の
バキュロウイルス株及び変異体及び対応する許容可能な昆虫宿主細胞、例えばスポドプテ
ラ・フルギペルダ(毛虫)、アエデス(蚊)、ドゥロソフィラ・メラノガスター(ショウジョ
ウバエ)、及びボンビクス・モリが同定されている。トランスフェクションのための様々
なウイルス株、例えば、オートグラファ・カリフォルニカＮＰＶのＬ-１変異体とボンビ
クス・モリ ＮＰＶのＢｍ-５株が公に利用でき、それらのウイルスは、特にスポドプテラ
・フルギペルダ(Spodoptera fugiperda)細胞の形質移入のために、本発明に係るここでの
ウイルスとして使用できる。更に、綿花、コーン、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマ
ト、及びタバコのような植物細胞培養を宿主として利用することもできる。
【０１７９】
　培養(組織培養)での脊椎動物、及び脊椎動物細胞の増殖は常套手段になっている。Tiss
ue Culture, Academic Press, Kruse及びPatterson編(1973)を参照のこと。有用な哺乳動
物宿主株化細胞の例は、サル腎臓;ヒト胚腎臓株;ハムスター乳児腎細胞；チャイニーズハ
ムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (
1980));マウスのセルトリ細胞;ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ); イヌ腎細胞;ヒト肺細胞；
ヒト肝細胞；マウス乳房腫瘍；及びＮＳ０細胞である。
【０１８０】
　本発明の抗体、又はその抗体断片（例えば抗原結合断片）の組換え生産のために、それ
をコードする核酸（例えばｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ）を単離して、更なるクローニング
(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクターに挿入する。抗体又はその断片(例
えば抗原結合断片) をコードするＤＮＡは従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(
例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴ
ヌクレオチドプローブを用いて)。多くのベクターが利用可能である。用いる宿主細胞に
ある程度依存してベクターを選択する。一般に、好適な宿主細胞は原核生物又は真核生物
(一般的に哺乳動物)由来の細胞である。
【０１８１】
　ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイルス粒子、又はファージの形態とす
ることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によってベクターに挿入される。一般に
、ＤＮＡはこの分野で知られている技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ部位中に
挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが、一又
は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメ
ント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の一又は複数を含む適当な
ベクターの構築には、当業者に知られた標準的なライゲーション技術を用いる。
【０１８２】
　Ｄ因子は直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配列あるいは
成熟タンパク質又はポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドで
ありうる異種性ポリペプチドとの融合ポリペプチドとしても生産されうる。一般に、シグ
ナル配列はベクターの成分であるか、又はベクター中に挿入される抗Ｄ因子抗体コードＤ



(48) JP 5931008 B2 2016.6.8

10

20

30

40

50

ＮＡの一部でありうる。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファターゼ、ペニシリナ
ーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択される原核生
物シグナル配列でありうる。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルター
ゼリーダー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(K
luyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５０１０１８２号に記載されて
いる)、又は酸ホスフォターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.albicans)グルコア
ミラーゼリーダー(１９９０年４月４日公開の欧州特許出願公開第３６２１７９号)、又は
１９９０年１１月１５日公開の国際公開第９０／１３６４６号に記載されているシグナル
であり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同一あるいは関
連種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパ
ク質の直接分泌に使用されうる。
【０１８３】
　宿主細胞は抗体生産のための上述のベクターを用いて形質転換され、プロモーターを誘
導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅させるのに適切に
修飾された一般的な栄養培地で培養される。
【０１８４】
　本発明の抗体、又はその抗体変異体又は断片（例えば抗原結合断片）を製造するために
使用される宿主細胞は、様々な培地で培養されうる。
【０１８５】
ａ．原核生物宿主細胞
　本発明のポリペプチドを生産するために用いられる原核細胞は、当該分野で既知であり
選択した宿主細胞の培養に好適な培地中で増殖させる。好適な培地の例としては必要な栄
養素を添加したルリア・ブロス(ＬＢ)が挙げられる。ある実施態様では、発現ベクターを
含む原核細胞の増殖を選択的に可能にするために、培地はまた発現ベクターの構成を基に
選択した選択剤も含んでもよい。例えば、アンピシリン耐性遺伝子を発現する細胞の増殖
のためには、アンピシリンを培地に加える。
【０１８６】
　炭素、窒素、及び無機リン酸供給源の他に、任意の必要なサプリメントも適当な濃度で
単独で又は他のサプリメントもしくは窒素錯体供給源などの培地との混合物として取り入
れて含めてもよい。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン
、チオグリコレート、ジチオエリスリトール及びジチオスレイトールからなる群から選択
される一又は複数の還元剤を含みうる。
【０１８７】
　原核宿主細胞を好適な温度で培養する。大腸菌増殖には、例えば、好ましい温度は約２
０℃から約３９℃、より好ましくは約２５℃から約３７℃にわたり、更により好ましくは
約３０℃である。培地のｐＨは、主として宿主生物に依存して、約５から約９の範囲の任
意のｐＨでありうる。大腸菌では、ｐＨは好ましくは約６．８から約７．４であり、より
好ましくは約７．０である。
【０１８８】
　本発明の発現ベクターに誘導プロモーターを用いる場合には、タンパク質発現はプロモ
ーターの活性化に好適な条件下で誘導される。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写
の制御にＰｈｏＡプロモーターが用いられる。従って、形質転換された宿主細胞は誘導の
ためにリン酸制限培地中で培養される。好ましくは、リン酸制限培地はC.R.A.P培地(例え
ば、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)である。当該分野で
知られているように、用いられるベクターコンストラクトに応じて、様々な他のインデュ
ーサーを使用することができる。
【０１８９】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般には浸透圧ショック、超音波処理又
は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が破
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壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タン
パク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することがで
きる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を培
養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製の
ために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電気
泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方法
を使用して同定することができる。
【０１９０】
　本発明の一態様では、抗体産生は発酵法によって多量で実施される。組換えタンパク質
の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも１
０００リットルの容量、好ましくは約１０００から１０００００リットルの容量である。
これらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(好ましい炭素／エネルギー源)を分散
させる撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で、約
１リットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
【０１９１】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞がある段階で、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで増殖
したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベクター
コンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導前の
短い時間の間、増殖させうる。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが、更に長
い又は短い誘導時間も使用できる。
【０１９２】
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
【０１９３】
　発現された異種タンパク質（特にタンパク分解を受けやすいもの）のタンパク質分解を
最小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることがで
きる。例えば、宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ、Ｔｓ
ｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及びその組
合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を生じさ
せることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲のJoly
等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第５５０
８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されている。
【０１９４】
　一実施態様では、タンパク分解酵素が欠損し、一又は複数のシャペロンタンパク質を過
剰発現するプラスミドで形質転換された大腸菌株が、本発明の発現系における宿主細胞と
して使用される。
【０１９５】
ｂ．真核生物宿主細胞
　市販培地、例えばハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、最小必須培地((ＭＥＭ),(シグマ)、
ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)、及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ),シグマ)が
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宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes等, Anal
. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７８６６号；同４
５６０６５５号；同５１２２４６９号；同５７１２１６３号；又は同６０４８７２８号に
記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地には何れ
もホルモン及び／又は他の増殖因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、又は表皮
増殖因子)、塩類(例えば、Ｘ-クロライド、ここで、Ｘはナトリウム、カルシウム、マグ
ネシウム；及びリン酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノ
シン及びチミジン)、抗生物質(例えば、ＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮTM薬)、微量元素(最終濃度
がマイクロモル範囲で通常存在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等
価なエネルギー源を必要に応じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もま
た当業者に知られている適当な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等
々は、発現のために選ばれた宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者
には明らかであろう。
【０１９６】
抗体生産
　抗Ｄ因子抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の形態は、培地又は宿主細胞の溶
菌液から回収することができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-
Ｘ１００)を用いて又は酵素的切断により膜から引き離すことができる。抗Ｄ因子抗体の
発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤
などの種々の物理的又は化学的手段によって破壊することができる。
【０１９７】
　抗Ｄ因子抗体は、組換え細胞タンパク質又はポリペプチドから精製することが望ましい
場合がある。次の手順は適切な精製手順の例である：すなわち、イオン交換カラムでの分
画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥによ
るクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム
沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような汚染物を除くプロ
テインＡセファロースカラム；及び抗Ｄ因子抗体のエピトープタグ形態を結合させる金属
キレート化カラムである。タンパク質精製の様々な方法を用いることができ、かかる方法
は当該分野で知られ、例えば、Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990)；Scopes
, Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982
)に記載されている。選ばれる精製工程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産さ
れる特定の抗Ｄ因子抗体の性質に依存する。
【０１９８】
　組換え技術を用いる場合、抗体、又はその抗体変異体又は断片（例えば抗原結合断片）
は細胞内、細胞膜周辺腔に生産され、又は培地内に直接分泌される。抗体、又はその抗体
変異体又は断片（例えば抗原結合断片）が細胞内に生産される場合、第１の工程として、
宿主細胞か溶解された断片の何れにしても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾
過によって除去される。Carter等, Bio/Technology 10: 163-167 (1992)は、大腸菌の細
胞膜周辺腔に分泌された抗体の単離方法を記載している。簡単に述べると、細胞ペースト
を、酢酸ナトリウム(ｐＨ３．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフルオリド
(ＰＭＳＦ)の存在下で約３０分間解凍する。細胞細片は遠心分離で除去できる。抗体、又
はその抗体変異体又は断片（例えば抗原結合断片）が培地に分泌された場合は、そのよう
な発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃縮フィルター、例えばＡｍｉ
ｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮する。ＰＭＳＦなどのプロテア
ーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を阻害してもよく、また抗生物
質を含めて外来性の汚染物の増殖を防止してもよい。
【０１９９】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティクロマトグラフィーが一つの精製技術である。アフィニティーリガンドとしてのプ
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ロテインＡの適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプ
に依存する。プロテインＡは、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２又はＩｇＧ４重鎖に基づく抗体の
精製に用いることができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテ
インＧは、全てのマウスアイソタイプ及びヒトＩｇＧ３に推奨されている(Guss等, EMBO 
J. 5: 16571575 (1986))。アフィニティーリガンドが結合される基質はアガロースである
ことが最も多いが、他の基質も使用可能である。制御された孔ガラス又はポリ(スチレン
ジビニル)ベンゼン等の機械的に安定な基質は、アガロースで達成できるものより早い流
量及び短い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Ｂａｋｅｒｂｏｎ
ｄ ＡＢＸＴＭ樹脂(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カ
ラムでの分画、エタノール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリ
ンでのクロマトグラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴ

Ｍクロマトグラフィー(ポリアスパラギン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿法も、回収される抗体、又はその抗体変異体又は断
片（例えば抗原結合断片）に応じて利用可能である。
【０２００】
　予備的精製工程に続いて、対象の抗体、又はその抗体変異体又は断片（例えば抗原結合
断片）及び混入物を含む混合液に、ｐＨ約２．５－４．５、好ましくは低塩濃度(例とし
て、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用いて低ｐＨ疎水性作用クロマトグラフィーを
施すことができる。
【０２０１】
薬学的製剤
　ポリペプチド又は抗体、又はその抗体断片（例えば抗原結合断片）、又はその抗体変異
体の治療用製剤は、当該分野で典型的に用いられる任意の「製薬上許容可能な」担体、賦
形剤又は安定剤（その全てが「賦形剤」と称される）と、所望の精製度を有するポリペプ
チドを混合することにより、調製され保存される。例えば、バッファー剤、安定剤、保存
料、等張剤。非イオン性界面活性剤、抗酸化剤及び他の種々の添加剤である。（Remingto
n's Pharmaceutical Sciences, 16版, A. Osol編 (1980)を参照）。このような添加剤は
用いられる投薬量及び濃度でレシピエントに非毒性でなければならない。
【０２０２】
　バッファー剤は、生理条件を近似する範囲にｐＨを維持する助けをする。それらは、好
ましくは約２ｍＭから約５０ｍＭの範囲の濃度で存在する。本発明において使用される好
適なバッファー剤には、有機酸と無機酸の両方及びそれらの塩類、例えばクエン酸バッフ
ァー(例えば、クエン酸一ナトリウム-クエン酸二ナトリウムの混合物、クエン酸-クエン
酸三ナトリウムの混合物、クエン酸-クエン酸一ナトリウムの混合物等)、コハク酸バッフ
ァー(例えば、コハク酸-コハク酸一ナトリウムの混合物、コハク酸-水酸化ナトリウムの
混合物、コハク酸-コハク酸二ナトリウムの混合物等)、酒石酸バッファー(例えば、酒石
酸-酒石酸ナトリウムの混合物、酒石酸-酒石酸カリウムの混合物、酒石酸-水酸化ナトリ
ウムの混合物等)、フマル酸バッファー(例えば、フマル酸-フマル酸一ナトリウムの混合
物等)、フマル酸バッファー(例えば、フマル酸-フマル酸一ナトリウムの混合物、フマル
酸-フマル酸二ナトリウムの混合物、フマル酸一ナトリウム-フマル酸二ナトリウムの混合
物等)、グルコン酸バッファー(例えば、グルコン酸-グルコン酸ナトリウムの混合物、グ
ルコン酸-水酸化ナトリウムの混合物、グルコン酸-グルコン酸カリウムの混合物等)、シ
ュウ酸バッファー(シュウ酸-シュウ酸ナトリウムの混合物、シュウ酸-水酸化ナトリウム
の混合物、シュウ酸-シュウ酸カリウムの混合物等)、乳酸バッファー(例えば、乳酸-乳酸
ナトリウムの混合物、乳酸-水酸化ナトリウムの混合物、乳酸-乳酸カリウムの混合物等)
及び酢酸バッファー(例えば、酢酸-酢酸ナトリウムの混合物、酢酸-水酸化ナトリウムの
混合物等)が含まれる。さらに、リン酸バッファー、ヒスチジンバッファー及びトリメチ
ルアミン塩、例えばトリスも挙げられる。
【０２０３】
　保存料は微生物の増殖を遅らせるために添加され得、０．２％-１％(ｗ／ｖ)の範囲の
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量で添加されうる。本発明に使用される好適な保存料には、フェノール、ベンジルアルコ
ール、メタ-クレゾール、メチルパラベン、プロピルパラベン、オクタデシルジメチルベ
ンジルアンモニウムクロリド、ベンザルコニウムハロゲン化物(例えば塩化物、臭化物、
ヨウ化物)、塩化ヘキサメトニウム、アルキルパラベン類、例えばメチル又はプロピルパ
ラベン、カテコール、レゾルシノール、シクロヘキサノール及び３-ペンタノールが含ま
れる。
【０２０４】
　しばしば「安定剤」としても知られる緊張剤は、本発明の液体組成物の緊張性を確保す
るために添加され得、多価糖アルコール類、好ましくは三水素又はより高級の糖アルコー
ル類、例えばグリセリン、エリスリトール、アラビトール、キシリトール、ソルビトール
及びマンニトールが含まれる。
【０２０５】
　安定剤は、増量剤から、治療剤を可溶化させるか又は変性もしくは容器壁への付着防止
を補助する添加剤としてまで機能しうる賦形剤の広い範疇に入るものを意味する。典型的
な安定剤は、多価糖アルコール(上に列挙)；アミノ酸、例えばアルギニン、リジン、グリ
シン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アラニン、オルニチン、Ｌ-ロイシン、
２-フェニルアラニン、グルタミン酸、スレオニン等、有機糖類又は糖アルコール類、例
えばラクトース、トレハロース、スタキオース、マンニトール、ソルビトール、キシリト
ール、リビトール、ミオイニシトール(myoinisitol)、ガラクチトール、グリセロール等
であり、シクリトール、例えばイノシトール；ポリエチレングリコール；アミノ酸ポリマ
ー；硫黄含有還元剤、例えば尿素、グルタチオン、チオクト酸、チオグリコール酸ナトリ
ウム、チオグリセロール、α-モノチオグリセロール及びチオ硫酸ナトリウム；低分子量
のポリペプチド(すなわち＜１０残基)；タンパク質、例えばヒト血清アルブミン、ウシ血
清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリ
ドン単糖類、例えばキシロース、マンノース、フラクトース、グルコース；二糖類、例え
ばラクトース、マルトース、スクロース及び三糖類、例えばラフィノース；多糖類、例え
ばデキストランも含まれる。安定剤は活性タンパク質の１重量部当たり０．１から１００
００重量部の範囲で存在しうる。
【０２０６】
　非イオン性界面活性剤又は洗浄剤（「湿潤剤」としても知られている）は、治療用薬剤
を溶解するのを促進し、また攪拌誘導性凝集から治療用タンパク質を保護するために添加
され得、これはまた製剤をタンパク質変性を生じさせることなくストレスがかかった剪断
表面に暴露せしめることが可能になる。適切な非イオン性界面活性剤はポリソルベート（
２０、８０等）、ポロキサマー（１８４、１８８等）、プルロニックＴＭポリオール、ポ
リエチレンソルビタンモノエーテル（ＴｗｅｅｎＴＭ－２０、ＴｗｅｅｎＴＭ－８０等）
を含む。非イオン性界面活性剤は、約０．０５ｍｇ／ｍｌから約１．０ｍｇ／ｍｌ、好ま
しくは約０．０７ｍｇ／ｍｌから約０．２ｍｇ／ｍｌの範囲で存在しうる。
【０２０７】
　付加的な種々の賦形剤には、増量剤（例えばデンプン）、キレート剤（例えばＥＤＴＡ
）、酸化防止剤（例えばアスコルビン酸、メチオニン、ビタミンＥ）及び共溶媒が含まれ
る。ここに記載の製剤は、治療されている特定の効能に対して一を越える活性化合物、好
ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものを含有し得る。例えば、免疫
抑制剤をさらに提供することが望ましい。このような分子は、好適には、意図した目的に
有効な量で組合されて存在する。また活性成分は、例えばコアセルベーション法又は界面
重合により調製されたマイクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又
はゼラチン－マイクロカプセル及びポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセルに
、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエ
マルション、ナノ粒子及びナノカプセル）又はマクロエマルションに捕捉することができ
る。このような技術はRemington's Pharmaceutical Sciences, 16版, A. Osol編(1980)に
開示されている。
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【０２０８】
　インビボ投与に用いられるべき製剤は滅菌されなければならない。これは、例えば滅菌
濾過膜を介して濾過することによって、容易に達成される。徐放性調製物を調製してもよ
い。徐放性調製物の適切な例には、抗体、又はその抗体変異体又は断片（例えば抗原結合
断片）を含む固体疎水性重合体の半透過性マトリックスが含まれ、このマトリックスはフ
ィルム又はマイクロカプセル等の成形品の形態である。徐放性マトリックスの例には、ポ
リエステル、ヒドロゲル（例えばポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、又は
ポリ（ビニルアルコール）、ポリラクチド（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ－グルタ
ミン酸とエチル－Ｌ－グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン－酢酸ビニル、分解
性乳酸－グリコール酸コポリマー、例えばＬＵＰＲＯＮ ＤＥＰＯＴＴＭ（乳酸－グリコ
ール酸コポリマー及び酢酸ロイプロリドからなる注射可能なミクロスフィア）、及びポリ
－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が含まれる。エチレン－酢酸ビニルや乳酸－グリコー
ル酸等のポリマーは１００日以上分子を放出できるが、特定のヒドロゲルはより短い時間
タンパク質を放出する。カプセル化抗体は、長時間体内に残存すると、３７℃の水分に曝
されることで変性又は凝集し、生物活性の喪失や免疫原生の変化を生じるおそれがある。
関与する機構に応じて安定化のために合理的な方策が案出できる。例えば、凝集機構がチ
オ－ジスルフィド交換による分子間Ｓ－Ｓ結合の形成であることが分かったならば、スル
フヒドリル残基を改変し、酸性溶液から凍結乾燥し、水分量を調整し、適当な添加物を使
用し、特定の重合体マトリックス組成物を開発することで安定化を達成することができる
。
【０２０９】
　眼疾患又は症状の予防又は治療のための本発明の化合物は、典型的には、眼、眼内、及
び／又は硝子体内注射、及び／又は強膜近傍(juxtascleral)注射、及び／又はテノン嚢下
注射、及び／又は上脈絡叢(superchoroidal)注射及び／又は点眼剤及び／又は軟膏の形態
での局所投与によって投与される。本発明のこのような化合物は、様々な方法、例えばIn
traocular Drug Delivery, Jaffe, Jaffe, Ashton、及びPearson編者, Taylor & Francis
 (2006年3月）のような文献に記載されているものを含む、化合物の硝子体中への遅い放
出を可能にするデバイス及び／又はデポーとして硝子体内にデリバーされうる。一例では
、デバイス(device)は、ミニポンプ及び／又はマトリックス及び／又は受動拡散システム
及び／又は長い時間の間、化合物を放出するカプセル化細胞（Intraocular Drug Deliver
y, Jaffe, Jaffe, Ashton、及びPearson編者, Taylor & Francis (2006年3月）の形態で
ありうる。限定しないが、局所、非経口、皮下、腹腔内、肺内、鼻腔内、及び病巣内投与
を含む他の投与方法もまた使用できる。非経口注入は、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内
、又は皮下投与を含む。
【０２１０】
　眼、眼内又は硝子体内投与のための製剤は当該分野で知られている方法によって、知ら
れている成分を使用して調製することができる。効果的な治療のための主たる必要条件は
眼を通る適切な透過である。薬剤が局所的にデリバーされうる眼球の前面の疾患と異なり
、網膜疾患はより部位特異的なアプローチを必要とする。点眼剤及び軟膏は眼底まで浸透
することは滅多になく、血液・眼柵が全身投与された薬剤の眼組織中への浸透を妨害する
。従って、通常、ＡＭＤやＣＮＶのような網膜疾患を治療するための薬剤デリバリーの選
択される方法は、直接の硝子体内注射である。硝子体内注射は、通常、患者の症状、及び
デリバーされる薬剤の性質及び半減期に依存する間隔で繰り返される。眼内（例えば硝子
体内）浸透のためには、通常、より小さいサイズの分子が好ましい。
【０２１１】
　ＡＭＤ又はＣＮＶのような補体関連眼疾患の治療の効果は、眼内疾患を評価するのに一
般的に使用される様々なエンドポイントによって測定することができる。例えば、視力喪
失を評価することができる。視力喪失は、限定しないが、例えば、ベースラインから所望
の時点までの最高矯正視力（ＢＣＶＡ）の平均変化を測定することによって（例えば、Ｂ
ＣＶＡが糖尿病網膜症の早期治療研究（ＥＴＤＲＳ）に基づく場合、視力チャート及び４
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メートルの検査距離での判定）、ベースラインと比較して所望の時点で１５文字より少な
い視力を失う患者の割合を測定することによって、ベースラインと比較して所望の時点で
１５文字以上を獲得する患者の割合を測定することによって、所望の時点で２０／２００
０かそれより悪いスネレン等価視力を持つ患者の割合を測定することによって、ＮＥＩ視
覚機能質問票を測定することによって、所望の時点でのＣＮＶのサイズ及びＣＮＶの漏出
量を、例えば、蛍光眼底観察によって測定する等々によって、評価することができる。例
えば限定しないが、眼の検査、眼内圧測定、視力判定、スリットランプ圧測定、眼内炎症
判定等を含む視覚判定を実施することができる。
【０２１２】
　特定の疾患又は症状の治療に効果的である治療用ポリペプチド、抗体、又はその抗体変
異体、又はその断片（例えば、抗原結合断片）の量は、疾患又は症状の性質に依存し、標
準的な臨床技術によって決定することができる。可能な場合、本発明の薬学的組成物の用
量応答曲線を最初にインビトロで、ついでヒトにおける試験の前に有用な動物モデル系に
おいて決定することが望ましい。
【０２１３】
　一実施態様では、治療用ポリペプチド、抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例
えば抗原結合断片）の水溶液は、皮下注射によって投与される。他の実施態様では、治療
用ポリペプチド、抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の水
溶液は硝子体内注射によって投与される。各用量は、約０．５μｇから約５０μｇ／ｋｇ
体重、又は好ましくは約３μｇから約３０μｇ／ｋｇ体重の範囲でありうる。
【０２１４】
　皮下投与のための投薬スケジュールは、疾患のタイプ、疾患の重篤度、及び治療剤に対
する患者の感受性を含む多くの臨床要因に依存して月一回から毎日まで変わりうる。
【０２１５】
　次の実施例は例示目的だけに提供され、本発明の範囲を限定する意図は決してない。
【０２１６】
　本明細書において引用される全ての特許及び文献はその全体を出典明示によりここに明
示的に援用する。
【０２１７】
製造品及びキット
　本発明の他の実施態様は、本発明の抗体、又はその変異体又はその断片（例えば抗原結
合断片）によって標的とされる症状の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製造
品である。例えば、本発明は補体関連疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含
む製造品に関する。該製造品は容器と該容器上の又は該容器に付随するラベル又はパッケ
ージ挿入物を含む。好適な容器は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々を含む。容器
は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、補体関連疾
患を治療、予防及び／又は診断するのに有効な組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有
しうる（例えば、容器は皮下注射針が貫通可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内
投与溶液バッグでありうる）。組成物中の少なくとも一つの活性剤は本発明の抗Ｄ因子抗
体、又はその断片（例えば抗原結合断片）である。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成
物が特定の症状の治療、予防及び／又は診断に有用であることを示している。
【０２１８】
　パッケージ挿入物は、効能、用途、投薬量、投与、かかる治療製品の使用に関する禁忌
及び／又は警告についての情報を含む治療製品の市販パッケージに常套的に含められる指
示書を意味する。一実施態様では、ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が、例えば加
齢関連黄斑変性症（ＡＭＤ）のような眼の疾患を含む補体関連疾患を治療するために使用
されることを示している。ラベル又はパッケージ挿入物は抗体組成物を患者に投与するた
めの指示書を更に含む。
【０２１９】
　加えて、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射用の静菌水（ＢＷＦＩ
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）、リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第二の容器を更に
具備していてもよい。更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジを含む
、商業上及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでいてもよい。
【０２２０】
　他の実施態様では、例えば、補体関連疾患の治療、予防及び／又は診断のため、補体関
連溶血アッセイのため、細胞からのＤ因子ポリペプチドの精製又は免疫沈降のため等の様
々な目的に有用なキットがまた提供される。Ｄ因子ポリペプチドの単離及び精製に対して
は、キットはビーズ（例えばセファロースビーズ）に結合した抗Ｄ因子抗体を含みうる。
例えばＥＬＩＳＡ又はウェスタンブロットで、Ｄ因子ポリペプチドのインビトロでの検出
及び定量のための抗体を含むキットが提供されうる。製造品と同様に、キットは容器と該
容器上の又は該容器に付随するラベル又はパッケージ挿入物を含む。該容器は、本発明の
少なくとも一の抗因子抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）を含む組成物を収容し
ている。例えば、希釈剤及びバッファー、コントロール抗体を含む更なる容器が含められ
うる。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物の記述並びに意図されたインビトロ又は検
出用途のための指示書を提供しうる。ラベル又はパッケージ挿入物は、患者への（例えば
抗体、又はその抗体断片（例えば抗原結合断片）の）投与のための指示書を提供しうる。
【０２２１】
ヒト化抗体の用途
　本発明のヒト化抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）又はその変異体は、例えば
、特定の細胞、組織、又は血清中における対象の標的の発現を検出するための、診断アッ
セイに有用である。診断用途では、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原
結合断片）が典型的には検出可能な部分で標識される。数多くの標識が利用可能である。
蛍光の変化を定量するための技術は上述した。化学発光基質は化学反応によって電子的に
励起されるようになり、ついで、（例えばケミルミノメーターを使用して）測定すること
ができ、又は蛍光アクセプターにエネルギーを供与する光を発しうる。酵素的標識の例は
、ルシフェラーゼ（例えば、ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第
４７３７４５６号）、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン類、リンゴ酸デ
ヒドロゲナーゼ、ウレアーゼ、ペルオキシダーゼ、例えば西洋わさびペルオキシダーゼ（
ＨＲＰＯ）、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾ
チーム、サッカライドオキシダーゼ（例えば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオ
キシダーゼ、及びグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ）、複素環式オキシダ
ーゼ（例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ）、ラクトペルオキシダーゼ、マイ
クロペルオキシダーゼ等々を含む。抗体に酵素を結合させるための技術は、O'Sullivan等
, Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme Im
munoassay, Methods in Enzym. (J. Langone及びH. Van Vunakis編), Academic press, N
ew York, 73: 147-166 (1981)に記載されている。
【０２２２】
　しばしば、標識は、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）と
間接的に結合させられる。当業者はこれを達成するための様々な技術を認識しているであ
ろう。例えば、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）は、ビオ
チンと結合させることができ、３つの広いカテゴリーの上述の標識の何れかをアビジンと
結合させることができ、又はその逆である。ビオチンはアビジンに選択的に結合し、よっ
て、標識はこの間接的な方法で、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結
合断片）と結合させることができる。あるいは、抗体、又はその抗体変異体又はその断片
（例えば抗原結合断片）との標識の間接的な結合を達成するために、抗体、又はその抗体
変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）を小ハプテン（例えばジグロキシン(digloxi
n)）と結合させ、異なったタイプの上述の標識の一つを抗ハプテン抗体、又はその抗体変
異体（例えば抗ジグロキシン抗体）又はその断片（例えば抗原結合断片）と結合させる。
このようにして、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）との標
識の間接的な結合を達成することができる。 
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【０２２３】
　本発明の他の実施態様では、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合
断片）は、標識される必要はなく、その存在は、抗体、又はその抗体変異体又はその断片
（例えば抗原結合断片）に結合する標識抗体を使用して検出することができる。
【０２２４】
　本発明の抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結合断片）は、任意の
既知のアッセイ方法、例えば競合結合アッセイ、直接的及び間接的サンドイッチアッセイ
、及び免疫沈降アッセイに用いられうる。Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of T
echniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc. 1987)。
【０２２５】
　競合的結合アッセイは、限定量の抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原
結合断片）との結合について試験試料と競合する標識された標準物質の能力に依存する。
試験試料中の標的の量は、抗体に結合する標準物質の量に反比例する。結合する標準物質
の量の決定を容易にするために、抗体を一般に競合の前か後に不溶化する。その結果、標
準物質と抗体に結合する試験試料が、標準物質と結合しないで残っている試験試料から簡
便に分離されうる。
【０２２６】
　サンドイッチアッセイは、検出されるタンパク質の異なる免疫原性部分又はエピトープ
に結合することができる２つの抗体、又はその断片（例えば抗原結合断片）の使用を含む
。サンドイッチアッセイにおいて、分析される試験試料は固体支持体に固定化される第一
の抗体に結合し、その後、第二の抗体が試験試料に結合し、よって不溶性の３部分複合体
を形成する。例えば米国特許第４３７６１１０号を参照。第二の抗体はそれ自体が検出可
能な部分で標識されるか（直接的サンドイッチアッセイ）、検出可能な部分で標識した抗
免疫グロブリン抗体を用いて測定されうる（間接的サンドイッチアッセイ）。例えば、サ
ンドイッチアッセイの一つのタイプはＥＬＩＳＡアッセイであり、その場合、検出可能な
部分は酵素である。
【０２２７】
　免疫組織化学検査では、腫瘍試料は新鮮なものでも、凍結されたものでも、パラフィン
包埋されていても、防腐剤、例えばホルマリンなどで固定されていてもよい。
【０２２８】
　抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結合断片）をインビボ診断アッ
セイに使用することもできる。一般に、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば
抗原結合断片）を、腫瘍がイムノシンチグラフィーを用いて局在化され得るように、放射
性核種（例えば１１１Ｉｎ、９９Ｔｃ、１４Ｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、３２Ｐ又は３５Ｓ）で
標識する。例えば、本発明の高親和性抗ＩｇＥ抗体を使用して、例えば、喘息患者の肺に
存在するＩｇＥの量を検出することができる。
【０２２９】
　本発明の抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例えば抗原結合断片）は、キット
、つまり、診断アッセイを実施するための指示書を含む予め決定された量の試薬のパッケ
ージされた組合せとして提供されうる。抗体、又はその抗体変異体、又はその断片（例え
ば抗原結合断片）が酵素で標識される場合、キットは酵素が必要とする基質及び補因子（
例えば、検出可能な発色団又はフルオロフォアを提供する基質前駆体）を含みうる。また
、安定剤、バッファー（例えばブロックバッファー又は溶解バッファー）等々のような他
の添加剤を含めることができる。様々な試薬の相対量はアッセイの感度を実質的に最適化
する試薬の溶液中の濃度を提供するために広く変化させうる。特に、溶解時に適切な濃度
を有する試薬溶液を提供する賦形剤を含む試薬を、通常は凍結乾燥された、乾燥粉末とし
て提供することができる。
【０２３０】
抗体のインビボ用途
　本発明の抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）は哺乳動物を
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治療するために使用することができると考えられる。一実施態様では、抗体、又はその抗
体は、例えば前臨床データを得る目的で非ヒト哺乳動物に投与される。治療される非ヒト
哺乳動物の例は、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、齧歯類及び前臨床試験が実施される他の哺
乳動物を含む。このような哺乳動物は、抗体、又はその抗体で治療される疾患のための樹
立された動物モデルであり得、又は対象の抗体の毒性を研究するために使用されうる。こ
れらの実施態様の各々では、哺乳動物に対して投与量増加研究を実施することができる。
【０２３１】
　抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）又はポリペプチドは、
非経口、皮下、腹腔内、肺内、及び鼻腔内を含み、局所免疫抑制治療に望ましいならば病
巣内投与を含む任意の適切な手段によって投与される。非経口注入は、筋肉内、静脈内、
動脈内、腹腔内、又は皮下投与を含む。また、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（
例えば抗原結合断片）は、特に抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合
断片）の用量を低下させる、パルス注入によって好適に投与される。好ましくは、投薬は
、投与が短時間か慢性的かどうかに部分的に依存して、注射によって、最も好ましくは静
脈内又は皮下注射によってなされる。
【０２３２】
　疾患の予防又は治療に対して、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結
合断片）、又はポリペプチドの適切な投薬量は、治療される疾患のタイプ、疾患の重篤さ
と経過、抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）が予防目的又は
治療目的で投与されるかどうか、過去の治療法、患者の臨床歴及び抗体、又はその抗体変
異体又はその断片（例えば抗原結合断片）に対する応答性、担当医の裁量に依存する。
【０２３３】
　疾患のタイプび重篤さに応じて、約０．１ｍｇ／ｋｇから１５０ｍｇ／ｋｇ（例えば、
０．１－２０ｍｇ／ｋｇ）の抗体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断
片）が、例えば、一又は複数の別々の投与、あるいは連続注入の何れにしても、患者に投
与するための最初の候補用量である。典型的な毎日の用量は、上述の要因に応じて約１ｍ
ｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上の範囲であるかも知れない。数日又はそれ以
上にわたる繰返し投与の場合、状態に応じて、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療
が持続される。しかしながら、他の用量計画が有用である場合もある。この治療の進行は
、一般的な技術及びアッセイによって容易にモニターされる。例示的な投薬計画は国際公
開第９４／０４１８８号に開示されている。
【０２３４】
　抗体組成物は、良好な医療実務に合致した形で製剤化され、用量決定され、投与される
。この点で考慮される要因には、治療されている特定の疾患、治療されている特定の哺乳
動物、個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与スケジュー
ル、及び医療実務家に既知の他の要因が含まれる。投与される抗体、又はその抗体変異体
又はその断片（例えば抗原結合断片）の「治療的に効果的な量」はこのような考慮によっ
て支配され、疾病又は疾患を予防し、寛解し、又は治療するのに必要な最小量である。抗
体、又はその抗体変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）は、必要ではないが、場合
によっては、問題の疾患を予防又は治療するために現在使用されている一又は複数の薬剤
と共に製剤される。そのような他の薬剤の有効量は製剤中に存在する抗体、又はその抗体
変異体又はその断片（例えば抗原結合断片）の量、疾患又は治療のタイプ、及び上で検討
した他の要因に依存する。これらは一般に又上述のものと同じ用量及び投与経路で、ある
いはこれまで用いられた用量の約１から９９％で使用される。
【０２３５】
　Ｄ因子をその標的として認識する本発明の抗体、又はその抗体変異体、又はその断片(
例えば抗原結合断片) は、補体媒介疾患を治療するために使用することができる。これら
の疾患は、過剰な又は制御されない補体活性化に関連している。それらは、心肺バイパス
手術中の補体活性化；急性心筋梗塞、動脈瘤、脳卒中、出血性ショック、圧挫損傷、多臓
器障害、循環血液量減少性ショック及び腸虚血後の虚血再かん流による補体活性化を含む
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。これらの疾患はまた例えば、重度の熱傷、内毒素血、敗血性ショック、成人呼吸促迫症
候群、血液透析；アナフィラキシーショック、重症喘息、血管浮腫、クローン病、鎌状赤
血球貧血、連鎖球菌感染後糸球体腎炎及び膵炎のような炎症性疾患である疾病又は症状を
含みうる。該疾患は薬の副作用、薬物アレルギー、ＩＬ－２誘発血管漏出症候群又はＸ線
撮影造影剤アレルギーの結果でありうる。該疾患は、また全身性エリテマトーデス、重症
筋無力症、関節リウマチ、アルツハイマー病及び多発性硬化症のような自己免疫疾患をま
た含む。補体活性化はまた移植による拒絶反応に伴う。最近、補体活性化と眼疾患、例え
ば、加齢黄斑変性、糖尿病性網膜症及び他の虚血関連網膜症、脈絡膜血管新生(CNV)、ブ
ドウ膜炎、糖尿病性黄斑浮腫、病的近視、フォン・ヒッペル・リンドウ病、眼のヒストプ
ラスマ症、網膜中心静脈閉塞症(CRVO)、角膜血管新生、及び網膜新生血管の間には強い相
関が見られている。
【実施例】
【０２３６】
　次の実施例は例証のために提供されるものであって、限定のためではない。実施例にお
いて言及されている市販の試薬は、別段の記載がない限り、製造者の指示書に従って使用
した。次の実施例、及び明細書を通して、ＡＴＣＣ受託番号によって特定されている細胞
の供給源は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション, 10801 University Boule
vard, Manassas, VA 20110-2209である。
【０２３７】
実施例１：抗Ｄ因子Ａｂｓの修飾
　分析的特徴付けの目的のために又は製造及び生産中の均一性のような商業的に望ましい
特性を有する修飾された抗Ｄ因子抗体、及びその変異体、及びその断片（例えば抗原結合
断片）を同定するために、部位特異的突然変異誘発アプローチを使用して、修飾されたヒ
ト化抗Ｄ因子抗体、及びその変異体、及びその断片（例えば抗原結合断片）を生産した。
最初に、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１由来の可変重鎖及び軽鎖ドメイン（それ
ぞれ、配列番号２及び配列番号１）を発現プラスミド中にサブクローニングした。第二に
、得られた発現プラスミドに単一変異をコードするオリゴヌクレオチドをアニールして部
位特異的変異を導入した。
【０２３８】
　最初は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の可変重鎖及び軽鎖ドメインを、プラ
スミドｐＡＥＰ１（ｐＡＥＰ１は大腸菌におけるＦａｂ抗体の発現のためのプラスミドで
ある）中にサブクローニングし、サブクローニングが、可変軽鎖ドメインの１０４位（カ
バット番号付けによる、図１０参照）にバリン（Ｖ）を導入した。
【０２３９】
　ｐＡＥＰ１中へのヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１の可変軽鎖ドメインのサブク
ローニングは、２つのＤＮＡ断片のライゲーションを含んでいた。第一の断片は、小さい
ＥｃｏＲＶ／ＫｐｎＩ断片が取り除かれたｐＡＥＰ１ベクターであった。第二の断片は、
次のプライマーを使用して、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１のための軽鎖プラス
ミドから産生されたおよそ３００塩基対のＥｃｏＲＶ－ＫｐｎＩ ＰＣＲ断片であった：
５’－ＴＴＴＣＣＣＴＴＴＧＡＴＡＴＣＣＡＧＧＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＴＣＣＡＴＣＣＴ
－３’（配列番号６７）
５’－ＴＴＴＣＣＣＴＴＴＧＧＴＡＣＣＣＴＧＧＣＣＡＡＡＣＧＴＧＴＡＣＧＧＣＡＡＡ
ＧＡＡＴＣ－３’（配列番号６８）。
【０２４０】
　ｐＡＥＰ１中へのヒト化抗Ｄ因子クローン＃１１１の可変軽鎖ドメインのサブクローニ
ングは、１０４位が、ｐＡＥＰ１プラスミドの骨格中へのヒト化抗Ｄ因子クローン＃１１
１の可変軽鎖ドメインを挿入するために使用された制限エンドヌクレアーゼ部位ＥｃｏＲ
Ｖ及びＫｐｎＩの２アミノ酸下流であるので、１０４位のバリン（Ｖ）を導入した。この
得られた中間プラスミドはここでは「ｐＡＥＰ１－２８３－ＶＬ」と称される。
【０２４１】
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　ｐＡＥＰ１－２３８－ＶＬ中へのヒト化抗Ｄ因子クローン＃１１１の可変重鎖ドメイン
のサブクローニングは、２つのＤＮＡ断片のライゲーションを含んでいた。第一の断片は
、小さいＢｓｉＷＩ／ＰｓｐＯＭＩ断片が取り除かれたｐＡＥＰ１－２３８－ＶＬベクタ
ーであった。第二の断片は、次のプライマーを使用して、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン
＃１１１のための重鎖プラスミドから産生されたおよそ３６４塩基対のＢｓｉＷＩ－Ｐｓ
ｐＯＭＩ ＰＣＲ断片であった：
５’－ＴＴＴＧＧＧＴＴＴＣＧＴＡＣＧＣＴＣＡＧＧＴＣＣＡＧＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＣ
ＴＧＧＧ－３’（配列番号６９）
５’－ＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＣＣＣＴＴＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧ
ＴＧＡＣＣＡＧＧＧＴ－３’（配列番号７０）。
２つのＤＮＡ断片のこのライゲーションは、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８（ま
たここでは「２３８」とも称される；プラスミドはここでは「ｐ２３８」と称される）に
対するプラスミドを生じた。
【０２４２】
　ヒト化抗Ｄ因子＃１１１由来の可変軽鎖及び重鎖ドメインのサブクローニング後に、部
位特異的ＰＣＲ突然変異誘発を使用して、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８の可変
重鎖の１位（カバット番号付けによる、図１を参照）のグルタミン（Ｑ）をグルタミン酸
（Ｅ）に変異させ、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８－１（またここで「２３８－
１」とも称される）を生じる。ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８－１に対するプラ
スミド（プラスミドはここでは「ｐ２３８－１」と称される）の構築は２つのＤＮＡ断片
のライゲーションを含んでいた。第一の断片は、小さいＢｓｉＷＩ／ＰｓｐＯＭＩ断片が
取り除かれたｐ２３８ベクターであった。第二の断片は、次のプライマーを使用して、ｐ
２３８プラスミドから産生されたおよそ３６４塩基対のＢｓｉＷＩ－ＰｓｐＯＭＩ ＰＣ
Ｒ断片であった：
５’－ＴＴＴＧＧＧＴＴＴＣＧＴＡＣＧＣＴＧＡＡＧＴＣＣＡＧＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＣ
ＴＧＧＧ－３’（配列番号７１）
５’－ＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＣＣＣＴＴＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧ
ＴＧＡＣＣＡＧＧＧＴ－３’（配列番号７２）。
２つのＤＮＡ断片のこのライゲーションは、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８－１
（またここでは「２３８－１」とも称される；プラスミドはここでは「ｐ２３８－１」と
称される）に対するプラスミドを生じ、これは、グルタミン酸（Ｅ）への１位の部位特異
的変異を含んでいた。この変異は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８－１中のグル
タミン（Ｑ）のピログルタミン酸への部分的転換を阻害することが見出された（Amphlett
, G.等, Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996)）。
【０２４３】
　更に、部位特異的ＰＣＲ変異誘発を使用して、酸化を防止するためにメチオニン（Ｍ又
はＭｅｔ）又はトリプトファン（Ｗ又はＴｒｐ）残基を変異させ、又は脱アミドを防止す
るためにアスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）残基を変異させることができる。ヒト化抗Ｄ因子
抗体の酸化変異体の形成を防止するために、例えば軽鎖の３３位のメチオニン（Ｍ又はＭ
ｅｔ）を、メチオニンにサイズが最も類似しており、疎水性であるが酸化のための硫黄を
欠くロイシン（Ｌ又はＬｅｕ）に変異させることができ、又は別法ではイソロイシン（Ｉ
又はＩｌｅ）に変異させる（Amphlett, G.等, Pharm. Biotechnol., 9:1-140 (1996)）。
ヒト化抗Ｄ因子抗体の脱アミド化変異体の形成を防止するために、例えば軽鎖の３４及び
５２位又は重鎖の９９又は１００位のアスパラギン（Ｎ又はＡｓｎ）を、アスパラギン（
Ｎ又はＡｓｎ）と化学的に最も類似しているグルタミン（Ｑ又はＧｌｎ）に変異させるこ
とができ、又は他の抗体のその位置の一般的な置換であるアラニン（Ａ又はＡｌａ）又は
セリン（Ｓ又はＳｅｒ）に変異させることができる（Amphlett, G.等, Pharm. Biotechno
l., 9:1-140 (1996)）。
【０２４４】
　図１－２は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８及びヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変
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異体２３８－１に対する可変軽鎖ドメイン配列（それぞれ、配列番号６及び１８）及び可
変重鎖ドメイン配列（それぞれ、配列番号７及び１９）を示す。図４及び図６は、ヒト化
抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８の軽鎖及び重鎖配列（それぞれ、配列番号４７及び５４
）を示す。図８及び図１０は、ヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８－１の軽鎖及び重
鎖配列（それぞれ、配列番号６１及び６３）を示す。
【０２４５】
　ＢｉａＣｏｒｅデータは、ヒトＤ因子に対するヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂ抗体変異体２３８
の親和性並びにクローン＃１１１のヒト化抗Ｄ因子完全長ｍＡｂ型の親和性（ヒト化抗Ｄ
因子完全長ｍＡｂ２３４）（ここでは「２３４」又は「Ｄ因子完全長ｍＡｂ２３４」又は
「ト化抗Ｄ因子完全長ＭＡｂ２３４」と使用される）を示す（表２）。ヒト化抗Ｄ因子Ｆ
ａｂ抗体変異体２３８及び２３８－１をまた溶血阻害アッセイ（図１１）において試験し
、第二経路の阻害を評価した（実施例３を参照）。
【０２４６】
実施例２：ＡＰ溶血アッセイ
　修飾された抗Ｄ因子Absの生物学的機能を、C1q-枯渇ヒト血清及びBiaCore分析を使用す
る溶血阻害アッセイを使用して決定した（以下の実施例３を参照）。溶血アッセイは次の
通りに実施した。
【０２４７】
　第二経路活性を決定するために、ウサギ赤血球（Ｅｒ, Colorado Serum）をＧＶＢで３
×洗浄し、２×１０９／ｍｌになるまで再懸濁させた。阻害剤（５０μｌ）及び２０μｌ
のＥｒ懸濁液をＧＶＢ／０．１ＭのＥＧＴＡ／０．１ＭのＭｇＣｌ２と１：１で混合した
。　補体活性化は、（古典的経路を介した補体活性化を避けるために）Ｃ１ｑ－枯渇ヒト
血清の添加によって開始させた（CompTech；ＧＶＢに１：３希釈した３０μｌ）。室温で
の３０分のインキュベーション後、２００μｌのＧＶＢ／１０ｍＭのＥＤＴＡを添加して
反応を停止させ、試料を５００ｇで５分、遠心分離した。溶血は、４１２ｎｍでの吸光度
を測定することにより、２００μｌの上清中で決定した。データは、阻害剤の不在下で誘
導された溶血の％として表した。
【０２４８】
　図１１は、Ｃ１ｑ－枯渇ヒト血清を補体源として使用するウサギ赤血球溶血アッセイを
使用した、第二経路溶血に対するヒト化抗Ｄ因子Ｆａｂクローン＃１１１（ＩＣ５０＝４
．７±０．６ｎＭ）、修飾された抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８（ＩＣ５０＝６．４±０．６ｎＭ
）及び修飾された抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８－１（ＩＣ５０＝３．５±０．５ｎＭ）の阻害を
示す。コントロールはＨ因子（「ヒトｆＨ」）（CompTech製）及び抗糖タンパク質１２０
（「ｘｇｐ１２０」）抗体であった。
【０２４９】
実施例３：ＢｉａＣｏｒｅによる抗ヒトＤ因子Ｆａｂの動態分析
　固定化された修飾抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８（ここでは「２３８」と称される；実施例１を
参照）に対するヒトＤ因子 (Advanced Research社)の結合の動態及び親和性定数をＢｉａ
Ｃｏｒｅ３０００及びＢｉａＣｏｒｅ Ａ１００機器双方での表面プラズモン共鳴測定に
よって決定した。「ＢｉａＣｏｒｅ３０００／ＢｉａＣｏｒｅ Ａ１００」の結果として
列挙されている表２の値では、別個の実験を各機器で行い、別個の実験からのデータを分
析して、動態定数を得、該動態定数を平均して、表２に示される値を得た。別法として、
ヒトＤ因子の結合の動態及び親和性定数は、ヒトＤ因子を固定し、ｍＡｂ又はＦａｂの結
合を測定することによって測定することができ、異なった再生条件（例えば４ＭのＭｇＣ
ｌ２を含む）を使用して測定することができ、及び／又は異なったバッファー（例えばＰ
ＢＳを含む）を使用して測定することができる。クローン＃１１１のヒト化抗Ｄ因子完全
長ｍＡｂ型（ここでは「２３４」又は「抗Ｄ因子完全長ｍＡｂ２３４」又は「ヒト化抗Ｄ
因子完全長ｍＡｂ２３４」と称される）もまた分析した。
【０２５０】
１．固定化
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　ｍＡｂ又はＦａｂを製造者によって供給された標準的プロトコルを使用してアミンカッ
プリングを介して固定した。カップリングの密度は、ヒトＤ因子の結合を飽和させる全シ
グナルが５０～１５０共鳴単位（ＲＵ）となるように注入ｍＡｂ又はＦａｂ溶液の濃度又
はｐＨを調整することにより、調節した。所望量のｍＡｂ又はＦａｂのカップリング後、
センサーチップ上の未反応の官能基を、エタノールアミンの注入によってブロックした。
【０２５１】
２．動態分析
　５００ｎＭから０．９８ｎＭまで２倍の増分で濃度を変化させた一連のヒトＤ因子溶液
の６０μＬのアリコートを注入することによって、結合実験を行った。全ての試料を、１
５０ｍＭのＮａＣｌ、０．０１％のＴｗｅｅｎ－２０及び次のバッファー成分の一つから
なる流れるバッファーで希釈した：（ａ）ｐＨ７．２（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（４－（２
－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジンエタンスルホン酸）；（ｂ）ｐＨ６．０（１０ｍ
ＭのＭＥＳ（２－［Ｎ－モルホリノ］エタンスルホン酸）；又はｐＨ５．０（１０ｍＭの
酢酸ナトリウム）。流量は３０μＬ／分で、解離を、試験したヒトＤ因子の各濃度に対し
て１０分間モニターした。基準細胞（エタノールアミンブロック）に対する同じ溶液の注
射に対して観察されたシグナル（センサーグラム）をセンサーグラムから減じた。センサ
ーグラム間で、３０μＬの４ＭのＭｇＣｌ２の注入により表面を再生し、固定化抗体に結
合して残るヒトＤ因子の解離を生じさせた。センサーチップ表面上のみへのバッファーの
注入に対して記録されたコントロールセンサーグラムを、ヒトＤ因子センサーグラムから
減じた。これらのデータは、ＢＩＡｅｖａｌｉａｔｉｏｎソフトウェアｖ４．１を使用す
る１：１ラングミュア結合モデルに従って非線形回帰によって分析した。動態及び親和性
定数は以下の表２に提供する。ＢｉａＣｏｒｅ技術は制限があり、速すぎる（つまり約１
０ｐＭより小さいＫＤ値）ｏｎ－ｒａｔｅを精確に測定することができない（Safsten等,
 Anal. Biochem., 353: 181 (2006)）。

【０２５２】
実施例４：Ｄ因子濃度を変動させたＡＰ溶血アッセイ
　抗Ｄ因子Fab 238を含む修飾された抗Ｄ因子Absの生物学的機能は、３種の血清濃度のＤ
因子の存在下で、C1q-枯渇ヒト血清及びＢiaCore分析（上の実施例２を参照）を使用する
溶血阻害アッセイを使用して決定した。
【０２５３】
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　Ｃ１ｑ－枯渇ヒト血清(CompTech) 並びに（Cole Eye Institute, Cleveland, OHの協力
で得た）ＡＭＤ患者の眼からの硝子体液及びブルッフ膜組織を、Ｄ因子の定量ＥＬＩＳＡ
で分析した（以下を参照）。Ｃ１ｑ－枯渇血清中のＤ因子の濃度は９７ｎＭであり、ＡＭ
Ｄ患者からの硝子体液及びブルッフ膜組織中のレベルは１６．２±１０．３ｎＭ（平均±
ＳＤ，ｎ＝１０）であった。
【０２５４】
　定量Ｄ因子ＥＬＩＳＡは、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に１μｇ／ｍＬまで抗ヒ
ト補体Ｄ因子ヤギポリクローナル抗体（R&D Systems, Minneapolis, MN）を希釈し、４℃
での一晩のインキュベーション中に３８４ウェルのＥＬＩＳＡプレート（高結合プレート
；Greiner Bio One through VWR International, Bridgeport, NJ）に抗Ｄ因子ポリクロ
ーナル抗体（R&D Systems, Minneapolis, MN）を被覆することによって実施した。洗浄バ
ッファー（ＰＢＳ／０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０）での３回の洗浄後、プレートをＰＢ
Ｓ／０．５％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）で１－２時間ブロックした。このインキュ
ベーション及び全ての他のインキュベーションはオービタルシェーカーで室温にて実施し
た。Ｄ因子（Complement Technology社, Tyler, Texas）の標準曲線は、１５．６－１０
００ｐｇ／ｍｌの範囲にわたってＰＢＳ／０．５％のＢＳＡ／０．０５％のＴｗｅｅｎ－
２０中で調製した。標準曲線の高、中、及び低領域での定量のために予め希釈した凍結コ
ントロール試料を解凍した。Ｃ１ｑ－枯渇ヒト血清及びヒト硝子体液及びブルッフ膜可溶
化液試料をアッセイ希釈剤（ＰＢＳ／０．５％のＢＳＡ／０．５％のＴｗｅｅｎ－２０）
を使用して希釈した。ブロック工程後、プレートを洗浄し、希釈した試料（血清、硝子体
液、及びブルッフ膜の可溶化液）、標準物質及びコントロールを加え、２時間インキュベ
ートした。２時間のインキュベーション後、プレートを洗浄し、結合したＤ因子を、１か
ら２時間のインキュベーション中にビオチン化抗Ｄ因子モノクローナル抗体（６２．５ｎ
ｇ／ｍｌに希釈したジェネンテックで製造されたクローン９Ｇ７．１．１６）を用いて検
出した後、アッセイ希釈剤に１／１００００で希釈したストレプトアビジン－西洋わさび
ペルオキシダーゼ（ＳＡ－ＨＲＰ）（Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ）と
共に３０分インキュベートした。最終の洗浄工程の後に、テトラメチルベンジジン（Kirk
egaard & Perry Laboratories社, Gaithersburg, MD）を添加し、色を５から７分の間、
発色させた。反応を、１Ｍのリン酸を添加して停止させた。光学密度をマイクロプレート
リーダー（４５０ｎｍ、６５０ｎｍ基準）を使用して読み取り、試料濃度を、標準曲線の
４パラメーター適合から計算した。ヒト硝子体液及びブルッフ膜可溶化液試料中のＤ因子
の最小の定量化可能な濃度は、それぞれ７８０ｐｇ／ｍＬ（１／５０最小希釈）及び１５
６ｐｇ／ｍＬ（１／１０最小希釈）であった。
【０２５５】
　ＡＤＭ患者の眼からの硝子体液及びブルッフ膜組織に観察されたＤ因子の濃度に同様の
Ｄ因子濃度の存在下で修飾された抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８を使用して第二補体経路の阻害に
対するＩＣ５０及びＩＣ９０値を決定するために、溶血アッセイを、ＡＭＤ患者の眼から
の硝子体液及びブルッフ膜組織に観察される平均（１６．２ｎＭ）又は平均±１ＳＤ（２
６．５ｎＭ）濃度を表すＤ因子濃度を達成するために、１０％のＣ１ｑ－枯渇血清（９．
７ｎＭのＤ因子）又は更なるＤ因子を補填した１０％のＣ１ｑ－枯渇血清（ＣｏｍｐＴｅ
ｃｈ）を使用して、実施例２に記載されたようにして実施した。データは、阻害剤の不存
在下で誘導された溶血％として表された（図１２）。溶血反応の５０％及び９０％阻害（
それぞれ、ＩＣ５０及びＩＣ９０値）を生じる抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の濃度を、４パラメ
ーター適合モデル（KaleidaGraph, Synergy Software, Reading, PA）を使用する阻害曲
線の非線形回帰によって３回の繰り返し実験に対して決定した。ＩＣ５０及びＩＣ９０値
のモル比対Ｄ因子の相対濃度をまた計算した。平均ＩＣ５０及びＩＣ９０値とモル比を表
３に示す。
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【０２５６】
実施例５：第二経路補体活性化の阻害期間
　（ウサギからの種間スケーリングに基づき、１１．５日の抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の半減
期（ｔ１／２）を仮定して）２．５ｍｇ用量の抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の単一の硝子体内（
ＩＶＴ）注射を使用するヒトの眼内の第二経路（ＡＰ）補体活性化の阻害のシミュレート
された期間を、測定した（実施例１３）。シミュレートされたデータは、ニュージーラン
ド白ウサギにおけるＦａｂ２３８の単一硝子体内のＰＫ研究からのスケーリングに基づい
ている。
【０２５７】
　ヒトにおける抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の半減期を推定するために、ウサギ中の抗Ｄ因子２
３８の半減期を計算した。１２匹のニュージーランド白ウサギに各眼に１ｍｇのＦａｂ２
３８の単一の硝子体内用量を投与した。硝子体液及び網膜組織試料を次の時点での特定数
の動物の両眼から集めた：４、２４及び９６時間で３匹の動物（これらの各時点でｎ＝６
の試料）及び２１６時間で１匹の動物（この時点でｎ＝２の試料）及び２４０時間で２匹
の動物（この時点でｎ＝４の試料）。眼球マトリックス中のＦａｂ２３８の濃度はＤ因子
結合ＥＬＩＳＡで測定した。
【０２５８】
　全ての動物からの硝子体液濃度－時間データを分析し、IV ボーラス入力モデル(Models
 201, WinNonlin Pro version 5.2.1; Pharsight Corporation, Mountain View, CA)を用
いた未処理のプール化アプローチを使用して薬物動態パラメーター推定値を推定し、3.83
日の終末半減期(T1/2)の一つの推定値を得た。網膜分配係数を、全ての時点において全て
の眼に対して平均した硝子体液に対する網膜組織中の濃度の比として計算したところ、０
．２４に等しかった。硝子体液のためのＰＫパラメーターを、ラニビズマブに対して観察
されたものと同じスケーリング因子を使用してヒトにスケール化させた。ヒトの眼は４ｍ
ＬのＶ１を有しているものと仮定され、ウサギに対するヒトの半減期の比は３であると仮
定され、１１．５日のヒトにおけるｔ１／２の推定値を得た。これは、次のように硝子体
濃度及び網膜組織濃度の推定値を時間の関数として得た：
硝子体濃度＝（用量／Ｖ１）＊ｅｘｐ（［－ｌｎ（２）／ｔ１／２］＊時間）
網膜組織濃度＝（用量／Ｖ１）＊ｅｘｐ（［－ｌｎ（２）／ｔ１／２］＊時間）＊（網膜
分配係数）
【０２５９】
　図１３には、２．５ｍｇ／眼の単一のＩＴＶ用量に対してグラフが作成され、ｔ＝０か
らｔ＝１１２日の時間を表している。ＩＣ９０は、１０％のプール化ヒト血清が１６．２
ｎＭのＤ因子濃度に補填された実施例２及び４に示されるようにして実施された溶血アッ
セイで９０％の阻害効果を生じるＦａｂ２３８の濃度を表す。該アッセイの結果は、ＩＣ

９０＝３８ｎＭのＦａｂ２３８であった。網膜及び硝子体濃度と比較するために、モル対
質量転換を、次の式を使用して行った：
ＩＣ９０＝３８×１０－９モル／Ｌ
Ｆａｂ２３８のＭＷ＝５００００グラム／モル
ＩＣ９０（ｕｇ／ｍＬ）＝（３８×１０－９モル／Ｌ）×（５０×１０３グラム／モル）
＝１．９×１０－９グラム／Ｌ、又は１．９ｕｇ／ｍＬ
【０２６０】
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　図１３に示されるように、「ＩＣ９０を越える日数」は、硝子体又は網膜濃度が２．５
ｍｇ／眼の単一のＩＴＶ用量後に１．９ｕｇ／ｍＬを越えると予想される時間量として推
定し、硝子体又は網膜濃度のグラフが１．９ｕｇ／ｍＬで線を交差する点として観察され
た。抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８の単一ＩＶＴ注射は、網膜組織において少なくとも約７４日、
硝子体液において少なくとも約９７日の間、ＡＰ補体活性化を阻害すると推定された。図
１３中の破線は、硝子体内投与後の硝子体液中のシミュレートされた抗Ｄ因子Ｆａｂ２３
８濃度を示している。図１３中の実線は、硝子体内投与後の網膜組織中のシミュレートさ
れた抗Ｄ因子Ｆａｂ２３８濃度を示している。硝子体液及び網膜組織中の濃度の差は、２
０％の網膜組織分配係数の推定値に基づいている；換言すれば、硝子体液に投与される全
薬剤の２０％が網膜組織に接近可能である。
【０２６１】
　当業者であれば、ここに記載された本発明の特定の実施態様に対する多くの均等物を、
常套的な実験を使用するだけで認識し又は確認することができるであろう。このような均
等物は次の特許請求の範囲によって包含されるものである。
【０２６２】
　上記発明を理解を明確化する目的の例証と例によってある程度詳細に記載したが、明細
書及び実施例は本発明の範囲を制限するものと解釈されてはならない。ここで引用された
全ての特許及び科学文献の開示は出典明示によりその全体が明示的に援用される。
【０２６３】
　上記の文書による明細書は当業者が発明を実施することを可能にするのに十分であると
考えられる。本発明は、寄託された実施態様が本発明のある種の側面の単なる例証として
意図され、機能的に均等であるコンストラクトがこの発明の範囲内であるので、寄託され
たコンストラクトによって範囲が限定されるものではない。実際、ここに示され記載され
たものに加えて、本発明の様々な変形例が上記の明細書から当業者には明らかであり、添
付の特許請求の範囲内に入るものである。
【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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