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(57)【要約】
　本発明は、特に、抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体を含む
二価の二重特異性コンストラクト、並びに治療におけるその使用に関する。本発明はまた
、有用な抗IL-6抗体及び抗IL-23抗体に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体を含む、二価の二重特異
性コンストラクト。
【請求項２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、モノクローナル抗体であるか、若しくはモノクロー
ナル抗体に由来するものであり、かつ/又は前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、モノクロ
ーナル抗体であるか、若しくはモノクローナル抗体に由来するものである、請求項1記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３】
　前記モノクローナル抗体がヒトモノクローナル抗体である、請求項2記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項４】
　前記モノクローナル抗体がキメラ抗体である、請求項2記載の二価の二重特異性コンス
トラクト。
【請求項５】
　前記キメラ抗体がヒト化フレームワーク領域を含む、請求項4記載の二価の二重特異性
コンストラクト。
【請求項６】
　抗IL-6抗体の誘導体及び/又は抗IL-23抗体の誘導体を含み、ここで、該誘導体(複数可)
が、可変領域全体、可変領域の重鎖(VH)、可変領域の軽鎖(VL)、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv
、scFv、dAb、又は相補性決定領域(CDR)を含み得る、請求項1～4のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項７】
　前記誘導体がscFvである、請求項6記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項８】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体、及び/又は前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なく
とも1つの非天然アミノ酸を組み込むように修飾されている、請求項1～8のいずれか一項
記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項９】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG(配列番号335)
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;かつ
　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン又はトレオニンであり、かつX2が、トリプトファン又はチロ
シンである)
を含むCDR2領域を含む、請求項1～8のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラク
ト。
【請求項１０】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列RX1STLX2S(配列番号336)(式中、X1及
びX2は、独立に、アラニン又はトレオニンである)を含むCDR5領域を含む、請求項1～9の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択される、請求項1～10のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項１２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ
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酸配列が、配列番号10～12からなる群から選択される、請求項1～11のいずれか一項記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ
酸配列が、配列番号13～15からなる群から選択される、請求項1～12のいずれか一項記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１４】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号10～15のアミノ酸配列を含む、請求項1～1
3のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１５】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号259を含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１６】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号261を含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１７】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体がscFvである、請求項1～16のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項１８】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号10～12からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む重
鎖;及び
(ii)配列番号13～15からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む軽
鎖
を含むscFvである、請求項1～17のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項１９】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号259のアミノ酸配列を含む重鎖;及び
(ii)配列番号261のアミノ酸配列を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項1～18のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項２０】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90％、少なく
とも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項1～19のいず
れか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸付
加、欠失、又は置換を含む、請求項1～20のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンス
トラクト。
【請求項２２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の保存的アミ
ノ酸置換を含む、請求項21記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号10～15のアミノ酸配列に対応するCDRを有
する抗IL-6抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、請求項1～2
2のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
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【請求項２４】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、13A8、9H4、9C8、8C8、18D4、及び28D2からなる群
から選択されるか、又は該群に由来する、請求項1～23のいずれか一項記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項２５】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YYAX1WAX2G(配列番号337)
(式中
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される)
を含むCDR2領域を含む、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項２６】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列AX1TLX2S(配列番号338)
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)
を含むCDR5領域を含む、請求項1～25のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項２７】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択される、請求項1～26のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２８】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号90～92からなる群から選択される、請求項1～27のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２９】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号93～95からなる群から選択される、請求項1～28のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３０】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号90～95のアミノ酸配列を含む、請求項1～2
9のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３１】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号267を含む、請求項1～30のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３２】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号269を含む、請求項1～31のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３３】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体がscFvである、請求項1～32のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項３４】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号90～92からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む重
鎖;及び
(ii)配列番号93～95からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む軽
鎖
を含むscFvである、請求項1～33のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
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【請求項３５】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号267を含む重鎖;及び
(ii)配列番号269を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項３６】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90％、少な
くとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項1～35のい
ずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３７】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸
付加、欠失、又は置換を含む、請求項1～35のいずれか一項記載の二価の二重特異性コン
ストラクト。
【請求項３８】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の保存的ア
ミノ酸置換を含む、請求項37記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３９】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、配列番号90～95のアミノ酸配列に対応するCDRを有
する抗IL-23抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、請求項1～
38のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４０】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、31A12、34E11、35H4、49B7、及び16C6からなる群
から選択されるか、又は該群に由来する、請求項1～39のいずれか一項記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項４１】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、IL-12を阻害することもできる(すなわち、抗IL-23
/IL-12抗体)、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４２】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列WX1KG(配列番号358)(式中、X1

は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオ
ニン、又はトリプトファンであり、好ましくは、アラニン又はバリンである)を含むCDR2
領域を含む、請求項41記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４３】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(配列番号339)(式
中、X1は、アラニン又はイソロイシンである)を含むCDR3領域を含む、請求項42記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４４】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列SDYFNX1(配列番号340)(式中、
X1は、イソロイシン又はバリンである)を含むCDR3領域を含む、請求項42記載の二価の二
重特異性コンストラクト。
【請求項４５】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列QX1SQX2(配列番号359)
(式中、
　X1は、アラニン又はセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
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　好ましくは、X2は、セリン又はトレオニンである)
を含むCDR4領域を含む、請求項41～44のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項４６】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列ASX1LA(配列番号341)(式中、X
1は、リジン又はトレオニンである)を含むCDR5領域を含む、請求項41～45のいずれか一項
記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４７】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(配列番号342)(
式中、X1は、アラニン又はバリンである)を含むCDR6領域を含む、請求項41～46のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４８】
　前記抗IL-23/IL-12抗体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列が、配
列番号140～145からなる群から選択される、請求項41～47のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクト。
【請求項４９】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そ
のアミノ酸配列が、配列番号140～142からなる群から選択される、請求項41～48のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５０】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そ
のアミノ酸配列が、配列番号143～145からなる群から選択される、請求項41～49のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号140～145のアミノ酸配列を含む、請求項41
～50のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５２】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号271を含む、請求項41～51の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５３】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号273を含む、請求項41～52のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５４】
　前記抗IL-p40抗体又はその誘導体がscFvである、請求項41～53のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５５】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号140～142からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む
重鎖;及び
(ii)配列番号143～145からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む
軽鎖
を含むscFvである、請求項41～54のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項５６】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号271を含む重鎖;及び
(ii)配列番号273を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項41～55のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項５７】
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　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90
％、少なくとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項41
～56のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５８】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の
アミノ酸付加、欠失、又は置換を含む、請求項41～57のいずれか一項記載の二価の二重特
異性コンストラクト。
【請求項５９】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の
保存的アミノ酸置換を含む、請求項58記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６０】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、配列番号140～145のアミノ酸配列に対応す
るCDRを有する抗IL-23/IL-12抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を
含む、請求項41～59のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６１】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、22H8、45G5、14B5、4F3、5C5、及び1H1から
なる群から選択されるか、又は該群に由来する、請求項41～60のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項６２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体と前記抗IL-23抗体又はその誘導体の両方が、1以上の非
天然アミノ酸を組み込んでいる、請求項1～61のいずれか一項記載の二価の二重特異性コ
ンストラクト。
【請求項６３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、各々の抗体又はその誘導体中の非天然アミノ酸間の
リンカーを介して、前記抗IL-23抗体又はその誘導体に結合している、請求項62記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６４】
　リンカーがPEG分子である、請求項63記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６５】
　アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG(配列番号335)
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;かつ
　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン又はトレオニンであり、かつX2が、トリプトファン又はチロ
シンである)
を含むCDR2領域を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項６６】
　アミノ酸配列RX1STLX2S(配列番号336)(式中、X1及びX2は、独立に、アラニン又はトレ
オニンである)を含むCDR5領域を含む、IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項６７】
　配列番号10～15又は20～25又は30～35又は40～45又は50～55又は60～65から選択される
配列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR)を有する、
抗IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項６８】
　13A8、9H4、9C8、8C8、18D4、及び28D2、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択
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される抗IL-6抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピトープに結合
する、抗IL-6抗体若しくはその誘導体。
【請求項６９】
　配列番号259のアミノ酸配列を含む重鎖、及び配列番号261のアミノ酸配列を含む軽鎖を
含む、請求項67記載の抗IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項７０】
　アミノ酸配列YYAX1WAX2G(配列番号337)
(式中、
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される)
を含むCDR2領域を含む、IL-23抗体又はその誘導体。
【請求項７１】
　アミノ酸配列AX1TLX2S(配列番号338)
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)
を含むCDR5領域を含む、IL-23抗体又はその誘導体。
【請求項７２】
　配列番号90～95又は100～105又は110～115又は120～25又は130～135から選択される配
列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR)を有する、抗I
L-23抗体又はその誘導体。
【請求項７３】
　31A12、34E11、35H4、49B7、及び16C6、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択さ
れる抗IL-23抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピトープに結合
する、抗IL-23抗体若しくはその誘導体。
【請求項７４】
　配列番号267記載のアミノ配列を含む重鎖、及び配列番号269記載のアミノ配列を含む軽
鎖を含む、請求項72記載の抗IL-23抗体又は誘導体。
【請求項７５】
　アミノ酸配列WX1KG(配列番号358)(式中、X1は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロ
イシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、又はトリプトファンであり、好まし
くは、アラニン又はバリンである)を含むCDR2領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘
導体。
【請求項７６】
　アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(配列番号339)(式中、X1は、アラニン又はイソロイシンであ
る)を含むCDR3領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７７】
　アミノ酸配列SDYFNX1(配列番号340)(式中、X1は、イソロイシン又はバリンである)を含
むCDR3領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７８】
　アミノ酸配列QX1SQX2(配列番号359)
(式中、
　X1は、アラニン若しくはセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
　好ましくは、X2は、セリン若しくはトレオニンである)
を含むCDR4領域を含み;かつ/又は
　アミノ酸配列ASX1LA(配列番号341)(式中、X1は、リジン若しくはトレオニンである)を
含むCDR5領域を含み;かつ/又は
　アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(配列番号342)(式中、X1は、アラニン若しくはバリンである
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)を含むCDR6領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７９】
　配列番号140～145又は150～155又は160～165又は170～175又は180～185又は190～195か
ら選択される配列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR
)を有する、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項８０】
　22H8、45G5、14B5、4F3、5C5、及び1H1、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択
される、抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピト
ープに結合する、抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体。
【請求項８１】
　配列番号271記載のアミノ配列を含む重鎖、及び配列番号273記載のアミノ配列を含む軽
鎖を含む、請求項79記載の抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項８２】
　PEG化されている、請求項65～81のいずれか一項記載の抗IL-6若しくは抗IL-23(抗IL-23
/IL-12抗体を含む)、又はそれらの誘導体。
【請求項８３】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの一部をコードす
るポリヌクレオチド。
【請求項８４】
　請求項1～81のいずれか一項記載の抗体又はその誘導体をコードするポリヌクレオチド
。
【請求項８５】
　請求項83又は84記載のポリヌクレオチドであって、該ポリヌクレオチドの核酸配列が、
大腸菌(E. coli)での発現に最適化されている、前記ポリヌクレオチド。
【請求項８６】
　請求項83～85のいずれか一項記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項８７】
　請求項86記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項８８】
　栄養要求性である、請求項87記載の宿主細胞。
【請求項８９】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトを産生する方法で
あって:
(i)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-6抗体又はその
誘導体を提供すること;
(ii)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている、抗IL-23抗体又は
その誘導体(抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む)を提供すること;
(iii)これら2つが各部分の非天然アミノ酸間の連結によって結合されるように、該修飾さ
れた抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体を、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾された
その誘導体と反応させること
を含む、前記方法。
【請求項９０】
　前記修飾された抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体と修飾された抗IL-23抗体又は修
飾されたその誘導体の間の連結がリンカー部分を含み、ここで、該リンカー部分の一方の
末端が、該修飾された抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体の非天然アミノ酸に結合され
ており、かつ該リンカー部分のもう一方の末端が、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾さ
れたその誘導体の非天然アミノ酸に結合されている、請求項89記載の方法。
【請求項９１】
　前記リンカー部分が、PEG、水溶性ポリマー、ポリビニルアルコール、多糖、ポリアル
キレンオキシド、ヒドロキシエチルデンプン、又はポリオール、好ましくはPEGを含む、
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請求項90記載の方法。
【請求項９２】
　前記非天然アミノ酸が、連結の前のアジド、アルキン、アルケン、歪んだシクロオクチ
ン、歪んだシクロアルケン、シクロプロペン、ノルボルネン、又はアリール、アルキル、
若しくはビニルハライド、ケトン、アルデヒド、シアノ、ヒドラジン、ケタール、アセタ
ール、ヒドラジド、アルコキシアミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケイ素、β-シリルア
ルケニルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、ニトリル酸化物、ピロン、テト
ラジン、ピリダジン、アリールスルホネート、チオセミカルバジド、セミカルバジド、テ
トラゾール、α-ケト酸基を含む、請求項89～91のいずれか一項記載の方法。
【請求項９３】
　前記非天然アミノ酸が、アジドホモアラニン、ホモプロパルギルグリシン、ホモアリル
グリシン、p-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン、アジドフェニルアラ
ニン、アセチルフェニルアラニン、又はエチニルフェニルアラニン(ethynylephenylalani
ne)、trans-クロチルアルケンなどの内部アルケンを含むアミノ酸、セリンアリルエーテ
ル、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、又はビニルグリシン、ピロリジン、N-σ-o
-アジドベンジルオキシカルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパルギルオキシカルボ
ニル-L-リジン、N-σ-2-アジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-tert-ブチルオキシ
カルボニル-L-リジン(BocLys)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジン(AlocLys)、N-σ
-アセチル-L-リジン(AcLys)、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジン(ZLys)、N-σ-シ
クロペンチルオキシカルボニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-L-リジン、N-σ-ニ
コチノイル-L-リジン(NicLys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジン(NmaLys)、N-σ-
ビオチニル-L-リジン、N-σ-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-メチル
-L-リジン、N-σ-ジメチル-L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-σ-イソプロピル-L
-リジン、N-σ-ダンシル-L-リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リジン、N-σ-p-トル
エンスルホニル-L-リジン、N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-リジン、N-σ-フェ
ニルピルバミド-L-リジン、N-σ-ピルバミド-L-リジンである、請求項89～92のいずれか
一項記載の方法。
【請求項９４】
　第一の部分を第二の部分と結合させる反応が、[3+2]環状付加若しくはアジド-アルキン
環状付加反応、シュタウディンガーライゲーション、ヘック反応、薗頭反応、鈴木反応、
スティルカップリング、檜山/デンマーク反応、オレフィンメタセシス、ディールス-アル
ダー反応、又はヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、若しくはヒドロキシルアミ
ンとのカルボニル縮合である、請求項89～93のいずれか一項記載の方法。
【請求項９５】
　請求項89～94のいずれか一項記載の方法であって:
(i)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-6抗体又はその
誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供すること;
(ii)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-23抗体又はそ
の誘導体(抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む)をコードするポリヌクレオチドを有
するベクターを含む宿主細胞を提供すること;
(iii)該宿主細胞が、修飾された抗IL-6抗体又はその誘導体、及び修飾された抗IL-23抗体
又はその誘導体を発現するような条件下で、該宿主細胞を成長させること、
(iv)該抗IL-6抗体又はその誘導体、及び該抗IL-23抗体又はその誘導体を単離すること;
(v)該抗IL-6抗体又はその誘導体が、各部分の非天然アミノ酸間の連結によって該抗IL-23
抗体又はその誘導体と結合されるように、該抗IL-6抗体又はその誘導体を該抗IL-23抗体
又はその誘導体と反応させること
を含む、前記方法。
【請求項９６】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトに含めるのに好適
な親抗体を選択する方法であって:
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(i)IL-6又はIL-23に特異的なB細胞を選択する工程;
(ii)該B細胞の個別の試料を(例えば、96細胞ウェルプレートのウェルに)分注する工程;
(iii)該B細胞を培養する工程;
(iv)抗体を含む上清を、各々の分注試料から個別に回収する工程;
(v)各々の分注試料由来の上清を(例えば、ELISAを用いて)IL-6又はIL-23結合についてア
ッセイする工程;
(vi)該各々の分注試料由来の上清をIL-6又はIL-23活性の阻害についてアッセイする工程;
(vii)高レベルのIL-6若しくはIL-23活性の阻害及び/又は強いIL-6若しくはIL-23結合を示
したウェルから抗体を選択する工程;並びに
(viii)任意に、IL-23分注試料由来の上清をIL-12活性の阻害についてアッセイする工程;
並びに
(ix)高レベルのIL-12活性及び/又は強いIL-12結合をさらに示すIL-23抗体を親抗体として
選択する工程
を含む、前記方法。
【請求項９７】
　治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンスト
ラクト又は請求項65～82のいずれか一項記載の抗体。
【請求項９８】
　TH17媒介性疾患を治療する方法であって、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する工程を含む、前記方法。
【請求項９９】
　TH17によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１００】
　前記TH17によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項1～64のいず
れか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０１】
　TH22媒介性疾患を治療する方法であって、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する工程を含む、前記方法。
【請求項１０２】
　TH22細胞によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一
項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１０３】
　前記TH22細胞によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項1～64の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０４】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患を治療する方法であって、請求項1～
64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する
ことを含む、前記方法。
【請求項１０５】
　前記TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求
項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１０６】
　前記TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための
、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０７】
　TH17媒介性疾患を治療する方法であって、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの治療
有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１０８】
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　TH17媒介性疾患の治療で使用するための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１０９】
　TH17媒介性疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗
IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ
の使用。
【請求項１１０】
　TH22媒介性疾患を治療する方法であって、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの治療
有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１１１】
　TH22媒介性疾患の治療で使用するための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１１２】
　TH22媒介性疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗
IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ
の使用。
【請求項１１３】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療方法であって、請求項65～69
のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-
23/抗IL-12抗体の組合せの治療有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１１４】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項65
～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は
抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１１５】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請
求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-2
3又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの使用。
【請求項１１６】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項107、110、又は113のいずれか一項記載
の方法。
【請求項１１７】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項108、111、又は114のいずれか一項記載
の組合せ。
【請求項１１８】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項109、112、又は115のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１１９】
　前記TH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、又はTH17及びTH1媒介性疾患が、炎症性疾患及
び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天疱瘡、臓器移植
拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリテマトーデス、
及び糖尿病からなる群から選択される、請求項98、101、104、107、110、113、又は116の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１２０】
　炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天
疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリ
テマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、
又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療で使用するための、請求項99、102、又は105のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
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【請求項１２１】
　炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天
疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリ
テマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、
又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療で使用するための、請求項108、111、114、又は117の
いずれか一項記載の組合せ。
【請求項１２２】
　前記薬剤が、炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節
炎、尋常性天疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候
群(IBS)、エリテマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH2
2媒介性疾患、又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療用のものである、請求項100、103、106
、109、112、115、又は118のいずれか一項記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、新規の抗体誘導体、それを調製する方法、それを含む組成物、及び治療にお
けるその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
(序論)
(二重特異性抗体)
　単一特異性抗体、例えば、天然に存在するIgGは、それらが、2つの同一の重鎖及び2つ
の同一の軽鎖から作られているので、2つの同一の抗原結合パラトープを有する。二重特
異性抗体は、通常異なる抗原又はエピトープに向けられた、2つの異なる結合パラトープ
を有する改変された免疫グロブリン誘導体である。
【０００３】
　組換え二重特異性抗体(「二重特異性体」)は、例を挙げると、癌療法、炎症性疾患、及
び血栓溶解療法における使用の可能性がある種々の異なる用途のために開発されている。
癌療法において、これらの用途には、エフェクター分子(プロドラッグ変換酵素、放射性
同位体、補体成分)、エフェクター細胞(CTL、NK細胞)の再標的化、及びプロドラッグ又は
化学療法剤の送達が含まれる。炎症との関連において、二重特異性体は、2種以上のサイ
トカインを阻害するために開発されている。最近の研究では、細胞内二重特異性抗体(イ
ントラボディ)(Kontermann及びMullerの文献(1999))としてのそれらの使用が検証された
。ある研究では、細胞内で発現されたダイアボディを用いて、2つの細胞表面受容体の機
能的発現を阻害した(Jendreykoらの文献(2003))。
【０００４】
　二重特異性体は、疾患関連抗原に対して強くかつ選択的な結合を有さなければならず、
また、種々の技術、例えば、抗体ヒト化、トランスジェニックヒト化マウスの使用、又は
脱免疫化によって非免疫原性となるように設計される。二重特異性抗体の大規模な開発は
、十分な品質の、かつインビボでの前臨床研究及び臨床研究に十分な量の材料を産生する
ことが難しいために妨げられている。従来、効率的な二重特異性抗体産生は、安定で均一
な二重特異性タンパク質の形成を可能にする新規の構造フォーマットと高レベル産生をも
たらす効率的な発現系の両方を必要としている。原核生物系及び/又は真核生物系で二重
特異性抗体を作製するために、主として、抗原結合ドメインの遺伝子融合を伴う、種々の
手法が使用されている。化学的コンジュゲーションを用いるいくつかの限定的な試みも試
験されている。
【０００５】
　保存条件下での組換え二重特異性抗体の安定性、並びにインビボでのこれらの分子の安
定性及び半減期は、臨床応用に強い影響を有する極めて重要なパラメータである。二重特
異性体は、該分子が分解される前に治療的利益を誘導するのを可能にする程度に十分安定
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でなければならない。いくつかの研究は、タンデムなscFv分子、及びダイアボディが、生
理的条件下で不活化され、試験した抗体コンストラクトによって様々な半減期を有するこ
とを示した。抗体分子の安定性を改善する1つの手法は、VHドメインとVLドメインの解離
を阻害するためにVH-VL境界面の間にシステイン架橋を導入しているジスルフィド安定化
分子の作製である。しかしながら、大腸菌(E-coli)では、これらのジスルフィド安定化二
重特異性ダイアボディについて、生産収率の著しい低下が報告されている。したがって、
治療用途に好適である改善された安定性、半減期、及び収率を有するさらなる二重特異性
コンストラクトに対する必要性がある。
【０００６】
(インターロイキン及びTH媒介性応答におけるその役割)
　CD4+ T-ヘルパー(TH)リンパ球は、適応免疫において不可欠な役割を果たす不均一な細
胞集団を表す。これらの細胞には、病原体からの防御に当たるエフェクター細胞、及び自
己抗原に対するエフェクター応答から保護する調節性T細胞(Treg)が含まれる。THという
用語は、これらの細胞が、B細胞が抗体を産生するのを助けるのに極めて重要であるとい
う観察に由来した。他方、CD4+ T細胞は、CD8+ T細胞が、いわゆる細胞性免疫のキラーエ
フェクター細胞に分化するのを助けるのに関与していることも分かった。CD4+ T細胞は、
それ自体、遅延型過敏症などの免疫反応における免疫エフェクター細胞であることができ
、該免疫反応において、これらの細胞は、マクロファージの活性化を主に特徴とする炎症
反応を誘導する。
【０００７】
　20年前、2つのTヘルパー細胞サブセットが記載された。TH1細胞はIFNγを産生し、その
主な役割は、細胞内微生物からの防御であり、一方、TH2細胞は、IL-4、IL-5、及びIL-13
を産生し、従来、アトピー及び喘息と関連付けられている。TH1細胞及びTH2細胞の発達は
、T細胞で発現されるTボックスを含む特定の転写因子(Tbet)、並びにTH1細胞の場合、転
写のシグナルトランスデューサー及びアクチベーター(STAT)4、並びにTH2細胞の場合、GA
TA結合タンパク質(GATA)-3及びSTAT6の制御下にある。
【０００８】
　TH1分化は、主に、IL-12及びIFNγによって促進されるが、IL-4(IL-12の非存在下)によ
って、TH2分化が促進される。CD4+ T細胞において、IL-12シグナル伝達は、抗原提示とと
もに、細胞分化をTヘルパー(TH)1表現型の方向にシフトさせると考えられており、炎症促
進性サイトカインであるインターフェロンガンマ(IFN-γ)の強い産生と関連している。
【０００９】
　最近記載されたTヘルパー細胞の第三のサブセットであるTH17細胞は、粘膜境界面に大
量に存在し、そこで、該TH17細胞は、病原性の細菌及び真菌による感染を食い止めている
。これらの細胞は、好中球増加、組織の再構築及び修復、並びに抗微生物タンパク質の産
生に関与するサイトカインである、IL-17A(IL-17とも呼ばれる)、IL-17F、及びIL-22を産
生する。TH17の分化については見解が少し分かれており:現在の一致した見解は、IL-1及
びIL-6が、TGF-βとともに、初期のTH17分化を誘導するということである。IL-21が、IL-
2と同様に、TH17の成長因子として働くと報告されている。IL-6とTGF-βの組合せは、TH1
7系譜の分化を決定する際の重要な転写因子であるオーファン核受容体、レチノイド関連
オーファン受容体(ROR)γt及びRORα、並びにIL-23Rを誘導する。STAT3は、RORγt及びRO
RαのIL-6誘導性発現、並びにIL-17産生を調節する。STAT3活性化とは対照的に、STAT1活
性化は、TH17細胞の発達を阻害する。IL-6は、STAT3とSTAT1の両方を活性化するが、STAT
3活性化が維持される一方で、STAT1活性化はTH17細胞で抑制されることが示されている。
IL-23は、ヒトTH17細胞の維持及び活性化に関係があるとされている。
【００１０】
　IL-22は、当初、完全に分化したTH17細胞に特徴的なサイトカインとしてマウス及びヒ
トにおいて記載された。しかしながら、最近、ヒト皮膚ホーミングメモリーT細胞の異な
るサブセットは、IL-22を産生するが、IL-17もIFNγも産生しないことが示された。現在T

H22細胞と命名されているIL-22産生T細胞の分化は、IL-6及びTNFの存在下でのナイーブT
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細胞の刺激によるか、又は形質細胞様樹状細胞の存在によって促進することができ、RORC
とは無関係であるように思われる。ヒトTH22細胞集団は、ケモカイン受容体CCR6と皮膚ホ
ーミング受容体CCR4及びCCR10とを共発現しており、これにより、これらの細胞が皮膚の
恒常性及び病理において重要であり得るという仮説が導かれた。
【００１１】
　TH1細胞が、長い間、多発性自己免疫疾患における主要なエフェクターであると考えら
れていた一方で、TH2細胞は、アトピー及び喘息に関与することが知られている。最近に
なって、TH17細胞は、マウス及びヒトにおける多くの自己免疫及び他の炎症性疾患の原因
であると示唆されている。過去にTH1細胞と関連付けられた疾患状態、例えば、実験的自
己免疫性脳脊髄炎(EAE、多発性硬化症のモデル)、コラーゲン誘導関節炎、及びいくつか
の形態の大腸炎の多くは、IL-23依存的TH17細胞又は他のIL-17産生リンパ球様細胞型によ
って引き起こされることが示された。TH17細胞機能とTreg細胞機能の不均衡は、これらの
疾患のいくつかにおいて中心的なものであり得る。
【００１２】
　多くの研究によって、腸炎症及び自己免疫の動物モデルにおけるTH17細胞の役割が解析
されているが、クローン病の患者におけるTH17細胞の役割を調査している研究はごくわず
かしかない。クローン病患者の固有層でTH17細胞のマスター転写因子であるレチノイド関
連オーファン受容体-ct(RORγt)を発現するT細胞の数の増加が見られる。2つの独立した
研究により、そのTH17細胞は、ヒト末梢血中、並びに健常個体及びクローン病患者由来の
腸内で示された(Acosta-Rodriguezらの文献(2007);Annunziatoらの文献(2007))。これら2
つの研究により、これらの細胞が、RORγt、IL23R、及びCCR6の発現を特徴とする一方で
、該細胞は、TH1細胞に特徴的であるケモカイン受容体のCXCR3を欠くことが示された。
【００１３】
　Annunziatoら(2007)の研究により、IL17AとIFNγの両方も発現するT細胞集団を含む腸
内のIL-17A産生T細胞が示され、該細胞集団を、著者らは「TH17/TH1」細胞と命名した。A
costa-Rodriguezら(2007)は、CCR6+CCR4+発現によって特徴付けることができるTH17細胞
を同定したが、CCR6+CXCR3+発現TH1細胞もまた、IL17AとIFNγの両方を産生するサブセッ
トを含んでいた。さらに、ごく最近の研究結果により、CD161がヒトTH17細胞の新規の表
面マーカーであることが示唆され、これらの細胞のCD161+CD4+ T細胞前駆細胞からの排他
的な起源が示されている。TH1細胞とTH17細胞の相互作用、及びTH17細胞に対するIFNγの
役割は、以前に想定されていたよりも複雑であり、クローン病及び他の自己免疫疾患に対
するこれらの細胞系譜の具体的な寄与を明らかにするためにはさらなる解析を必要とする
可能性がある。
【００１４】
　IL6遺伝子によってコードされるタンパク質であるIL-6は、炎症促進性サイトカインと
抗炎症性サイトカインの両方として作用するインターロイキンである。それは、T細胞及
びマクロファージによって分泌されて、例えば、感染中及び外傷後に、免疫応答を刺激し
、抗炎症性サイトカインとしてのIL-6の役割は、TNF-アルファ及びIL-1に対するその阻害
的効果、並びにIL-1ra及びIL-10の活性化によって媒介される。
【００１５】
　IL-23は、一方が、p40(別のサイトカインIL-12と共有される)と呼ばれ、もう一方が、p
19(IL-23A遺伝子によってコードされるIL-23アルファサブユニット)と呼ばれる、2つのサ
ブユニットからなるヘテロ二量体サイトカインである(図10A参照)。IL-23のこの2つのサ
ブユニットは、ジスルフィド架橋によって連結されている。IL-23は、感染に対する炎症
応答の重要な部分である。それは、マトリックスメタロプロテアーゼMMP9の上方調節を促
進し、血管形成を増大させ、CD8+ T細胞浸潤を低下させる。
【００１６】
　クローン病及び潰瘍性大腸炎は、炎症性腸疾患(IBD)の2つの主要な疾患実体である。ク
ローン病は、米国において100,000人に6.3人の年間平均発生率を有する。その正確な原因
は未だ完全には理解されていないが、その発病は、遺伝的に感受性の強い個体における免
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疫応答の亢進によって特徴付けられると提案されている。長年、クローン病は、主に、TH
1細胞によって媒介され、一方、潰瘍性大腸炎は、TH2様型の炎症であると考えられてきた
。これは、クローン病におけるIFNγ及びインターロイキン12(IL-12)などのTH1サイトカ
インのレベルの増加、並びに潰瘍性大腸炎におけるIL-13などの特定のTH2サイトカインの
発現の増加によって裏付けられている。
【００１７】
　ウステキヌマブ(CNTO 1275; Stelara(商標); Centocor社, Malvern, PA)は、IL-12及び
IL-23の共通のp40サブユニットに特異的に結合し、IL-12及びIL-23と細胞表面IL-12Rβ1
受容体との相互作用を阻害し、それにより、IL-12又はIL-23媒介性シグナル伝達カスケー
ドを妨げるヒト免疫グロブリンG1カッパ(IgG1κ)モノクローナル抗体である。
【００１８】
　トシリズマブ(Actemra)は、IL-6受容体に対するヒト化組換えIgG1kモノクローナル抗体
である。トシリズマブは、関節リウマチの治療用に、2010年1月8日にFDAによって認可さ
れた。
【００１９】
　しかしながら、TH17及びTH22細胞媒介性応答が役割を果たす疾患を治療するさらに効果
的な療法に対する必要性が依然としてある。さらに、これらの疾患に関与する免疫学的応
答の複雑さを考慮すると、複数の経路(例えば、TH17及びTH1)に作用する療法に対する必
要性がある。
【００２０】
　そのような療法を二重特異性コンストラクト(例えば、IL-6及びIL-23に対して(かつ任
意に、IL-12に対しても)特異的であるコンストラクト)の形態で提供することは、重大な
課題である。そのような二価の二重特異性コンストラクトは、特異的抗原結合ドメイン及
び中和ドメインを必要とするだけでなく、安定であり、インビボでの長い平均滞留時間及
び効力を有する必要もある。二重特異性抗体を作出するために多くの努力がなされてきた
が、これまでの努力は全て、長いインビボ滞留時間を有するそのような安定な分子を作出
することができなかった。さらに、遺伝子融合法によって二重特異性体を作出する多くの
努力は、安定でかつ親和性が高い、製造の容易な分子の作出に成功していない。本明細書
に記載の二重特異性コンストラクトは、これらの問題を初めて解決するものである。
【００２１】
　TH17細胞を標的とする二重特異性抗体は、IL23及びIL17Aを標的とすることによって開
発された(Mabry R.らの文献(2009))。
【００２２】
　本発明者らは、有用な二重特異性抗体を提供することを目的としている。
【００２３】
　本発明者らの新規の手法は、原核生物系における非常に効率的なscFvの産生、及び部位
特異的化学的コンジュゲーション法を用いて、大量の二重特異性タンパク質を作製し、代
替的な二重特異性抗体作製法を悩ませている問題の多くを回避している。重要な工程は、
ポリペプチド鎖に化学的に付加される柔軟なリンカーを再フォールディング前に使用する
ことであり、それにより、各々のscFvが、他方とは独立に再フォールディングし、機能的
な二重特異性コンストラクトを生じることが可能になる。
【００２４】
　本発明者らの方法は、PEGなどのリンカーの標的タンパク質への共有結合的かつ部位特
異的な結合のための反応部位として機能する非天然アミノ酸のインビボでの部位特異的組
込みの使用を含む(その内容の全体が引用により本明細書中に組み込まれている、WO 2007
/130453号を参照されたい)。
【００２５】
　本方法の利点は、scFvをリンカーにコンジュゲートさせるために用いられる化学反応が
、20種の天然アミノ酸と直交性であるということである。
【００２６】
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　非天然アミノ酸をポリペプチド中に組み込む別の方法は、US7632024号(Choら)に記載さ
れている。
【００２７】
　本発明によれば、単鎖可変断片(scFv)は、容易に大量に産生され、また、容易に精製す
ることができる。B細胞クローニング、及びウサギ抗原特異的モノクローナル抗体のレス
キュー、その後の機能スクリーニングによって、質の高い抗体の同定が可能になる。その
後、該抗体をヒト化し、scFvに変換する。
【００２８】
　本発明者らは、特異的標的、すなわち、ヒトIL-6、ヒトIL-23、及びヒトIL-12に対する
いくつかのヒト化モノクローナル抗体を同定した。
【００２９】
　さらに、本発明者らは、抗体断片を作製し、炎症性疾患及び自己免疫疾患を含め、TH1
細胞及び/又はTH17細胞の阻害が有益である治療で使用されるべき、IL-6及びIL-23又はIL
-6及びIL12/23を標的とする二重特異性ScFv分子を作製するためにそれらを改変した。
【００３０】
　Aliahmadiらの文献((2009) Eur J Immunol 39, 1221-1230)には、単離されたヒトIL-23
 p19サブユニットに対するヤギポリクローナル血清と抗IL-6モノクローナル抗体の組合せ
を伴う特定の実験が記載されている。
【発明の概要】
【００３１】
(発明の概要)
　本発明は、抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体を含む二価の
二重特異性コンストラクト、そのようなコンストラクトを作製する方法、並びに治療にお
けるそのようなコンストラクトの使用を提供する。
【００３２】
　本発明の二価の二重特異性コンストラクトの抗体は、単離されたモノクローナル抗体で
あってもよく、好ましくは、それらは、単離されたヒトモノクローナル抗体である。
【００３３】
　本発明の二価の二重特異性コンストラクトの抗体は、キメラ抗体であってもよい。好ま
しい実施態様では、本発明の抗体又はその誘導体のフレームワーク領域は、ヒト化されて
いる。
【００３４】
　本発明の抗体誘導体は、可変領域全体、可変領域の重鎖(VH)、可変領域の軽鎖(VL)、Fa
b、Fab'、F(ab')2、Fv、scFv、dAb、又は相補性決定領域(CDR)を含むことができる。本発
明の抗体誘導体は、それらが由来する抗体の抗原結合活性を完全に保持するか、又は実質
的に保持する。好ましい実施態様では、該抗体誘導体はscFvである。
【００３５】
　本発明はさらに、抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体、その
ような抗体又はその誘導体を作製する方法、並びに治療における単独又は組合せでのその
ような抗体又はその誘導体の使用を提供する。
【００３６】
　本発明の抗体及び抗体誘導体(二重特異性コンストラクトを含む)を、1以上の非天然ア
ミノ酸を組み込むように修飾することができる。
【００３７】
　ある実施態様では、該抗IL-6抗体又はその誘導体は、13A8抗体のCDR領域由来の特定の
モチーフを含むことができる。したがって、本発明は:
アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、チロ
シンからなる群から選択され;かつ
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　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン若しくはトレオニンであり、かつX2が、トリプトファン若し
くはチロシンである);(配列番号335)を含むCDR2領域、並びに/又は
アミノ酸配列RX1STLX2S
(式中、
　X1及びX2は、独立に、アラニン若しくはトレオニンである)(配列番号336)を含むCDR5領
域
を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体を提供する。
【００３８】
　ある実施態様では、該抗IL-6抗体又はその誘導体は、そのアミノ酸配列が、配列番号10
～15からなる群から選択される、少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少な
くとも4つ、少なくとも5つ、又は6つのCDR領域を含むことができる。該CDR領域は、可変
領域の重鎖(VH)のCDR(すなわち、配列番号10～12)から、及び/又は可変領域の軽鎖(VL)の
CDR(すなわち、配列番号13～15)から選択することができる。特定の実施態様では、該抗I
L-6抗体又はその誘導体は、配列番号10～15のアミノ酸配列の全てを含むことができる。
【００３９】
　該抗IL-6抗体又はその誘導体は、抗IL-6抗体又はその誘導体のVH及び/又はVL全体を含
むことができる。特定の実施態様では、該抗IL-6抗体又はその誘導体は、抗IL-6抗体のVH
、配列番号259の配列を有するVH、及び/又は抗IL-6抗体のVL、及び配列番号261の配列を
有するVLを含むことができる。
【００４０】
　好ましい実施態様では、該二価の二重特異性コンストラクトは、配列番号10～12のアミ
ノ酸配列の少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域を含む重鎖、及び配列番号
13～15のアミノ酸配列の少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域を含む軽鎖を
含むscFvである抗IL-6抗体又はその誘導体を含む。ある実施態様では、該scFvは、配列番
号259のアミノ酸配列、及び配列番号261のアミノ酸配列を含む軽鎖を含むことができる。
【００４１】
　本発明はまた、抗IL-6抗体若しくはその誘導体、又は配列番号10～15に対する言及が、
それぞれ、配列番号20～25、30～35、40～45、50～55、及び60～65に対する言及に置き換
えられる抗体28D2、18D4、8C8、9H4、及び9C8に基づく上の節による抗IL-6抗体若しくは
その誘導体を含む、二価の二重特異性コンストラクトを提供する。28D2に基づく抗IL-6抗
体及び誘導体の場合、配列番号259及び261に対する言及を、配列番号263及び265に対する
言及に置き換えることができる。
【００４２】
　本発明はまた、そのアミノ酸配列が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ
酸配列との少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同
一性を有する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体を有する二価の
二重特異性コンストラクトを包含する。同様に、本発明はまた、そのアミノ酸配列が、配
列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸付加、欠
失、又は置換を含む少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体を有する
二価の二重特異性コンストラクトを包含する。ある実施態様では、該CDR領域は、配列番
号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する少なくとも1つの保存的アミノ
酸置換を含む。
【００４３】
　本発明はまた、配列番号10～15のアミノ酸配列に対応するCDRを有する抗IL-6抗体と同
じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体を含
む二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【００４４】
　ある実施態様では、該抗IL-6抗体又はその誘導体は、13A8、9H4、9C8、8C8、18D4、及
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び28D2からなる群から選択されるか、又は該群に由来する。
【００４５】
　別の実施態様では、該抗IL-23抗体又はその誘導体は、31A12抗体のCDR領域由来の特定
のモチーフを含むことができる。したがって、本発明は:
アミノ酸配列YYAX1WAX2G
(式中、
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される);(配列番号337)を含むCDR2領
域、並びに/又は
アミノ酸配列AX1TLX2S
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)(配列番号338)を含むCDR5領
域
を含む、抗IL-23抗体又はその誘導体を提供する。
【００４６】
　本明細書で使用されるように、CDR1はVH CDR1を指し、CDR2はVH CDR2を指し、CDR3はVH
 CDR3を指し、CDR4はVL CDR1を指し、CDR5はVL CDR2を指し、CDR6はVL CDR3を指す。
【００４７】
　別の実施態様では、該抗IL-23抗体又はその誘導体は、そのアミノ酸配列が、配列番号9
0～95からなる群から選択される少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なく
とも4つ、少なくとも5つ、又は6つのCDR領域を含むことができる。該CDR領域は、可変領
域の重鎖(VH)のCDR(すなわち、配列番号90～92から、及び/又は可変領域の軽鎖(VL)のCDR
(すなわち、配列番号93～95)から選択することができる。特定の実施態様では、該抗IL-2
3抗体又はその誘導体は、配列番号90～95のアミノ酸配列の全てを含むことができる。
【００４８】
　該抗IL-23抗体又はその誘導体は、抗IL-23抗体又はその誘導体のVH及び/又はVLの全体
を含むことができる。特定の実施態様では、該抗IL-23抗体又はその誘導体は、抗IL-23抗
体のVH、配列番号267の配列を有するVH、及び/又は抗IL-23抗体のVL、配列番号269の配列
を有するVLを含むことができる。
【００４９】
　好ましい実施態様では、該二価の二重特異性コンストラクトは、配列番号90～92のアミ
ノ酸配列を有する少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域を含む重鎖、及び配
列番号93～95のアミノ酸配列を有する少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域
を含む軽鎖を含むscFvである、抗IL-23抗体又はその誘導体を含む。ある実施態様では、
該scFvは、配列番号267のアミノ酸配列、及び配列番号269のアミノ酸配列を含む軽鎖を含
むことができる。
【００５０】
　本発明はまた、抗IL-23抗体若しくはその誘導体、又は配列番号90～95に対する言及が
、それぞれ、配列番号100～105、110～115、120～25、及び130～135に対する言及に置き
換えられる抗体49B7、16C6、34E11、及び35H4に基づく上の節による抗IL-23抗体若しくは
その誘導体を含む二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【００５１】
　本発明はまた、そのアミノ酸配列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ
酸配列との少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同
一性を有する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23抗体又はその誘導体を有する二価
の二重特異性コンストラクトを包含する。同様に、本発明はまた、そのアミノ酸配列が、
配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸付加、
欠失、又は置換を含む少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23抗体又はその誘導体を含
む二価の二重特異性コンストラクトを包含する。ある実施態様では、該CDR領域は、配列
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番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する少なくとも1つの保存的アミ
ノ酸置換を含む。
【００５２】
　本発明はまた、配列番号90～95のアミノ酸配列に対応するCDRを有する抗IL-6抗体と同
じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23抗体又はその誘導体を
含む二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【００５３】
　ある実施態様では、該抗IL-23抗体又はその誘導体は、31A12、34E11、35H4、49B7、及
び16C6からなる群から選択されるか、又は該群に由来する。そのような抗体は、IL-23のp
19サブユニットに結合する可能性が高い。
【００５４】
　別の実施態様では、該抗IL-23抗体又はその誘導体は、IL-12に結合することもできる。
理論に束縛されることを望まないが、そのような抗体は、IL-23とIL-12の両方によって共
有されるp40サブユニットに結合する可能性が高い。そのような抗体は、本明細書におい
て、抗IL-23/IL-12抗体と呼ばれる。
【００５５】
　抗体が、p40に結合し、IL-23を阻害し、さらにIL-12を阻害することも除外されず-その
ような抗体は、「抗IL-23抗体」の範囲内に含まれる。
【００５６】
　ある実施態様では、本発明は、45G5又は22H8抗体のCDR領域由来の特定のモチーフを含
み得る、抗_IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を提供する。したがって、本発明は、IL-12
とIL-23の両方を阻害し、以下のものを含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を提供す
る:
アミノ酸配列の配列WX1KG(式中、X1は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プ
ロリン、フェニルアラニン、メチオニン、若しくはトリプトファンであり、好ましくは、
アラニン若しくはバリンである)(配列番号358)を含むCDR2領域;並びに/又は
アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(式中、X1は、アラニン若しくはイソロイシンである);(配列番
号339)を含むCDR3領域、並びに/又は
アミノ酸配列SDYFNX1(式中、X1は、イソロイシン若しくはバリンである);(配列番号340)
を含むCDR3領域、並びに/又は
アミノ酸配列QX1SQX2(式中、
　X1は、アラニン若しくはセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
　好ましくは、X2は、セリン若しくはトレオニンである)を含むCDR4領域;並びに/又は(配
列番号359)
アミノ酸配列ASX1LA(式中、X1は、リジン若しくはトレオニンである)(配列番号341)を含
むCDR5領域、並びに/又は
アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(式中、X1は、アラニン若しくはバリンである)(配列番号342)
を含むCDR6領域。
【００５７】
　ある実施態様では、該抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体は、そのアミノ酸配列が、配
列番号140～145からなる群から選択される少なくとも1つ、少なくとも2つ、少なくとも3
つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、又は6つのCDR領域を含むことができる。該CDR領域
は、可変領域の重鎖(VH)のCDR(すなわち、配列番号140～142から、及び/又は可変領域の
軽鎖(VL)のCDR(すなわち、配列番号143～145から選択することができる。特定の実施態様
では、該抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体は、配列番号140～145のアミノ酸配列の全て
を含むことができる。
【００５８】
　該抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体は、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体のVH及び/
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又はVL全体を含むことができる。特定の実施態様では、該抗IL-23/IL-12抗体又はその誘
導体は、抗IL-23/IL-12抗体のVH、配列番号271を有するVH、及び/又は抗IL-23/IL-12抗体
のVL、配列番号273を有するVLを含むことができる。
【００５９】
　好ましい実施態様では、該二価の二重特異性コンストラクトは、配列番号140～142のア
ミノ酸配列を有する少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域、及び配列番号14
3～145のアミノ酸配列を有する少なくとも1つ、少なくとも2つ、又は3つのCDR領域を含む
軽鎖を含むscFvである、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む。ある実施態様では、
該scFvは、配列番号271のアミノ酸配列を含む重鎖、及び配列番号273のアミノ酸配列を含
む軽鎖を含むことができる。
【００６０】
　本発明はまた、抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体、又は配列番号140～145に対す
る言及が、それぞれ、配列番号150～155、160～165、170～175、180～185、及び190～195
に対する言及に置き換えられる抗体45G5、1H1、4F3、5C5、及び14B5に基づく上の節によ
る抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体を含む、二価の二重特異性コンストラクトを提
供する。45G5に基づく抗IL-23/IL-12抗体及び誘導体の場合、配列番号271及び273に対す
る言及は、配列番号275及び277に対する言及に置き換えることができる。
【００６１】
　本発明はまた、そのアミノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列との少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の
同一性を有する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含
む二価の二重特異性コンストラクトを包含する。同様に、本発明はまた、そのアミノ酸配
列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ
酸付加、欠失、又は置換を含む少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又は
その誘導体を含む二価の二重特異性コンストラクトを包含する。ある実施態様では、該CD
R領域は、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する少なくとも1
つの保存的アミノ酸置換を含む。
【００６２】
　本発明はまた、配列番号140～145のアミノ酸配列に対応するCDRを有する抗IL-23/IL-12
抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又
はその誘導体を有する二価の二重特異性コンストラクトを提供する。ある実施態様では、
該エピトープは、IL-12とIL-23の両方に共通するp40サブユニット上に存在する。
【００６３】
　ある実施態様では、該抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体は、22H8、45G5、14B5、4F3、
5C5、及び1H1からなる群から選択されるか、又は該群に由来する。
【００６４】
　二価の二重特異性コンストラクトの一部を形成し得る上記の抗IL-6抗体及びその誘導体
は、単一の二価の二重特異性コンストラクト中で、上記の抗IL-23抗体又はその誘導体、(
抗IL-23/IL-12抗体、及びその誘導体を含む)と独立に組み合わせることができることが理
解される。そのようなコンストラクトでは、該抗IL-6抗体又はその誘導体と該抗IL-23抗
体又はその誘導体は両方とも、非天然アミノ酸を組み込むことができ、該非天然アミノ酸
によって、該抗IL-6抗体又はその誘導体は、該抗IL-23抗体又はその誘導体に連結される
。
【００６５】
　本発明の二価の二重特異性コンストラクトはさらに、各々の抗体又はその誘導体中の非
天然アミノ酸の間にリンカーを含むことができる。本発明の二価の二重特異性コンストラ
クトはさらに、ポリエチレングリコール分子(PEG)を含むことができる。PEG分子は、任意
に、抗IL-6抗体又はその誘導体と抗IL-23抗体又はその誘導体、(抗IL-23/IL-12抗体又は
その誘導体を含む)の間のリンカーとしての役割を果たすことができる。好適には、他の
水溶性ポリマー、例えば、ポリビニルアルコール、多糖、ポリアルキレンオキシド、ヒド
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ロキシエチルデンプン、及びポリオールを用いることもできる。
【００６６】
　本明細書に記載の抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体、(抗IL-23/IL-12抗体又
はその誘導体を含む)は、それ自体有用である。本発明の別の態様では、本発明は、本発
明の二価の二重特異性コンストラクトの製造及び/又は併用療法において特別な有用性を
有する、抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体、(抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導
体を含む)を提供する。該抗IL-6及び抗IL-23又はそれらの誘導体、(抗IL-23/IL-12抗体又
はその誘導体を含む)を任意に修飾して、(例えば、PEG化によって)半減期を増大させるこ
とができる。抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体は、PEG基の連
結を容易にするために非天然アミノ酸を組み込むことができる。
【００６７】
　本発明のある態様は、抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体(こ
れは、例えば、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体であってもよい)を含む組合せ(個別投
与、連続投与、又は個別投与用)を提供する。
【００６８】
　本発明はさらに、抗IL-6及び抗IL-23抗体誘導体(抗IL-23/IL-12抗体誘導体を含む)を含
む二価の二重特異性コンストラクトを包含し、ここで、該抗体誘導体は、Fab、Fab'、F(a
b)'、単鎖抗体(scFv)、カッパボディ、ミニボディ、及びヤヌシンから選択される。
【００６９】
　したがって、本発明は、以下の抗体又はその誘導体を提供する:
　請求項259記載のアミノ配列を含む重鎖、及び請求項261記載のアミノ配列を含む軽鎖を
含む、抗IL-6抗体又はその誘導体
　請求項267記載のアミノ配列を含む重鎖、及び配列番号269のアミノ酸配列を含む軽鎖を
含む、抗IL-23抗体又はその誘導体
　請求項271記載のアミノ配列を含む重鎖、及び請求項273記載のアミノ配列を含む軽鎖を
含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【００７０】
　本発明の別の態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクトの一部をコードする
ポリヌクレオチドが提供される。そのようなポリヌクレオチドは、本明細書に開示される
ような、抗体又はその誘導体をコードすることができる。
【００７１】
　本発明はまた、そのようなポリヌクレオチドを含むベクター、そのようなベクターを含
む宿主細胞(任意に、該宿主細胞は栄養要求性である)、本明細書に開示されるような、抗
体又はその誘導体のクローニング及び発現のためのオリゴヌクレオチドプライマーを提供
する。本発明の特定のオリゴヌクレオチドプライマーは、200～258のいずれか1つに示さ
れるヌクレオチド配列のうちの1つを含むオリゴヌクレオチドプライマーを含む。
【００７２】
　本発明の別の態様では、二価の二重特異性コンストラクトを産生する方法が提供される
。該方法は、以下のことを含むことができる:
　(a)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾された抗IL-6抗体又はその誘
導体を提供すること;
　(b)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾された抗IL-23抗体又はその
誘導体を提供すること;
　(c)これら2つが各部分の非天然アミノ酸間の連結によって結合されるように、該修飾さ
れた抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体を、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾された
その誘導体と反応させること。
【００７３】
　該方法は、リンカー部分を含む連結によって、該修飾された抗IL-6抗体又は修飾された
その誘導体を、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾されたその誘導体と結合させることを
含むことができ、ここで、該リンカー部分の一方の末端は、該修飾された抗IL-6抗体又は
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修飾されたその誘導体の非天然アミノ酸に結合され、リンカー部分のもう一方の末端は、
修飾された抗IL-23抗体又は修飾されたその誘導体の非天然アミノ酸に結合される。好適
なリンカーの例は当技術分野で公知であり、短いペプチド配列を含む。本発明はまた、リ
ンカーとしてのPEGの使用を提供する。したがって、ある実施態様では、該リンカー部分
は、PEG分子であることができる。
【００７４】
　該方法は、
他の部分への連結の前のアジド、シアノ、ニトリル酸化物、アルキン、アルケン、歪んだ
シクロオクチン、歪んだシクロアルケン、シクロプロペン、ノルボルネン、又はアリール
、アルキル、若しくはビニルハライド、ケトン、アルデヒド、ケタール、アセタール ヒ
ドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケイ素、β-シリ
ルアルケニルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、ピロン、テトラジン、ピリ
ダジン、アリールスルホネート、チオセミカルバジド、セミカルバジド、テトラゾール、
α-ケト酸基:から選択される群を含む非天然アミノ酸の使用を含むことができる。特に、
該非天然アミノ酸は、アジドホモアラニン、ホモプロパルギルグリシン、ホモアリルグリ
シン、p-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン、アジドフェニルアラニン
、アセチルフェニルアラニン又はエチニルフェニルアラニン(ethynylephenylalanine)、t
rans-クロチルアルケンなどの内部アルケンを含むアミノ酸、セリンアリルエーテル、ア
リルグリシン、プロパルギルグリシン、ビニルグリシン、ピロリジン、N-σ-o-アジドベ
ンジルオキシカルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパルギルオキシカルボニル-L-リ
ジン、N-σ-2-アジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-tert-ブチルオキシカルボニル
-L-リジン(BocLys)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジン(AlocLys)、N-σ-アセチル-
L-リジン(AcLys)、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジン(ZLys)、N-σ-シクロペンチ
ルオキシカルボニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-L-リジン、N-σ-ニコチノイル
-L-リジン(NicLys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジン(NmaLys)、N-σ-ビオチニル-
L-リジン、N-σ-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-メチル-L-リジン、
N-σ-ジメチル-L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-σ-イソプロピル-L-リジン、N-
σ-ダンシル-L-リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リジン、N-σ-p-トルエンスルホ
ニル-L-リジン、N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-リジン、N-σ-フェニルピルバ
ミド-L-リジン、N-σ-ピルバミド-L-リジン;及び特に、他の部分への連結の前のアジド、
アルキン、アルケン、又はアリール、アルキル、若しくはビニルハライド、ケトン、アル
デヒド、ヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケイ素
基:から選択される基であることができる。特に、該非天然アミノ酸は、アジドホモアラ
ニン、ホモプロパルギルグリシン、ホモアリルグリシン、p-ブロモフェニルアラニン、p-
ヨードフェニルアラニン、アジドフェニルアラニン、アセチルフェニルアラニン又はエチ
ニルフェニルアラニン(ethynylephenylalanine)、trans-クロチルアルケンなどの内部ア
ルケンを含むアミノ酸、セリンアリルエーテル、アリルグリシン、プロパルギルグリシン
、ビニルグリシンであることができる。
【００７５】
　該方法は、[3+2]環状付加/[3+2]双極性環状付加、又はクリック反応と一般に呼ばれる
アジド-アルキン環状付加反応(これは、銅(I)、ルテニウム、他の金属によって触媒され
るか、又は歪み及び/若しくは電子吸引基によって促進されることができる)、ヘック反応
、薗頭反応、鈴木反応、スティルカップリング、檜山/デンマーク反応、オレフィンメタ
セシス、ディールス-アルダー反応、ヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、又は
ヒドロキシルアミンとのカルボニル縮合を用いて、該修飾された抗IL-6抗体又は修飾され
たその誘導体と、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾されたその誘導体を結合させること
を含むことができる。シュタウディンガーライゲーションも可能である。
【００７６】
　該方法はまた、以下のことを含む:
　(a)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている、抗IL-6抗体又は
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その誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供するこ
と;
　(b)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている、抗IL-23抗体又
はその誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供する
こと;
　(c)該宿主細胞が、該修飾された抗IL-6抗体若しくはその誘導体、又は該修飾された抗I
L-23抗体若しくはその誘導体を発現するような条件下で、該宿主細胞を成長させること
　(d)該抗IL-6抗体又はその誘導体、及び該抗IL-23抗体又はその誘導体を単離すること;
　(e)該修飾された抗IL-6抗体又はその誘導体が、各々の修飾された抗体又はその誘導体
の非天然アミノ酸間の連結によって、該修飾された抗IL-23抗体又はその誘導体に結合さ
れるように、該修飾された抗IL-6抗体又はその誘導体を、該修飾された抗IL-23抗体又は
その誘導体と反応させること。
【００７７】
　以下でさらに詳細に論じるように、該方法は、非天然アミノ酸(例えば、Aha)を、特定
の選択されたアミノ酸がコードされる位置(通常、メチオニンがコードされる位置)に組み
込むこと、並びに必要ならば、標的タンパク質のポリヌクレオチド配列を突然変異させて
、非天然アミノ酸を組み込むことが望まれない位置のメチオニン(若しくは他の特定の選
択されたアミノ酸)コドンを除去すること、及び/又は必要ならば、標的タンパク質のポリ
ヌクレオチド配列を突然変異させて、非天然アミノ酸を組み込むことが望まれる位置に1
以上の(通常、1つの)新しいメチオニン(若しくは他の特定の選択されたアミノ酸)コドン
を提供することによって、非天然アミノ酸(例えば、Aha)を含むこともできる。
【００７８】
　本発明の別の態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクトに含めるのに好適な
親抗体を選択する方法であって、以下の工程を含む方法:
(i)IL-6又はIL-23に特異的なB細胞を選択する工程;
(ii)該B細胞の個別の試料を(例えば、96細胞ウェルプレートのウェルに)分注する工程;
(iii)該B細胞を培養する工程;
(iv)抗体を含む上清を、各々の分注試料から個別に回収する工程;
(v)各々の分注試料由来の上清を(例えば、ELISAを用いて)IL-6又はIL-23結合についてア
ッセイする工程;
(vi)該各々の分注試料由来の上清をIL-6又はIL-23活性の阻害についてアッセイする工程;
(vii)高レベルのIL-6若しくはIL-23活性の阻害及び/又は強いIL-6若しくはIL-23結合を示
したウェルから抗体を選択する工程;並びに
(viii)任意に、IL-23分注試料由来の上清をIL-12活性の阻害についてアッセイする工程;
並びに
(ix)高レベルのIL-12活性及び/又は強いIL-12結合をさらに示すIL-23抗体を親抗体として
選択する工程。
【００７９】
　本発明の別の態様では、上記のような二価の二重特異性コンストラクトは、治療で使用
するために提供される。通常、TH17細胞の分化に関与する1以上の分子に結合するか、又
は活性化されたTH17細胞によって産生される1以上の分子に結合することによって、TH17
媒介性疾患、TH22媒介性疾患、並びに/又はTH17及びTH1媒介性疾患を治療する際に使用さ
れる上記の二価の二重特異性コンストラクト。特定の実施態様では、そのような疾患には
、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、
炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリテマトーデス、及び糖尿病が含まれる。
【００８０】
　本発明はまた、TH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、並びに/又はTH17及びTH1媒介性疾患
を治療する際に使用するための、抗IL-6抗体及び抗IL-23抗体を含む併用療法を提供する
。特に、そのような併用は、炎症性疾患及び自己免疫疾患の治療で使用するために提供さ
れる。
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【図面の簡単な説明】
【００８１】
(図面の簡単な説明)
【図１】図1は、B細胞選択を示す。1枚のB細胞の96ウェルプレートの各ウェルを、B9細胞
株増殖アッセイによるIL-6中和とELISAによるIL-6結合の両方についてアッセイした。比
較のために、各アッセイの結果を並べている。
【図２】図2は、V領域レスキューからscFv作製までの実験プロセスの概略を示す。
【図３】図3A及びBは、選択された抗IL6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒト及び霊長類IL-6中
和活性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELIS
Aにより定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したような、50pg/mlのヒ
トIL-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中和について試験した。図3C及びDは、選択された抗I
L6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒト及び霊長類IL-6中和活性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを
哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELISAにより定量した。それらを、B9細胞増
殖アッセイを用いて、示したように、50pg/mlのヒトIL-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中
和について試験した。図3Eは、選択された抗IL6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒトIL-6中和活
性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELISAに
より定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したように、50pg/mlのヒトI
L-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中和について試験した。
【図４】図4は、B細胞選択を示す。1枚のB細胞の96ウェルプレートの各ウェルをIL-23中
和及びIL-23結合についてアッセイした。比較のために、各ウェルについての2つのアッセ
イの結果を並べている。
【図５】図5A～5Iは、選択された抗IL-23ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒトIL-23中和活性を
示す。候補mAbを取得し、ヘテロ二量体組換えIL-23(eBio IL23)の中和について試験した
。
【図６】図6A及び6Bは、霊長類及びヒトIL-23の中和活性を示す。いくつかのmAbのトラン
スフェクション上清を、ヘテロ二量体ヒトIL-23(パネルB)又は霊長類IL-23(パネルA)のど
ちらかの中和について、マウス脾細胞アッセイを用いて比較した。比活性の比較を可能に
するために、Igレベルをトランスフェクション上清中で測定した。
【図７】図7Aは、IL-12及びIL-23の構造を示す。図7Bは、IL-12及びIL-23受容体、並びに
それらの会合メカニズムを示す。
【図８】図8Aは、いくつかのmAbのトランスフェクション上清を、ヒトIL-12の中和につい
て、NK92細胞株アッセイを用いて比較したことを示す。図8Bは、選択されたmAbによるヒ
トIL-23の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性
であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクシ
ョンで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBios
ciences)の中和について試験した。図78Cは、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示
す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293
一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算
出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和につ
いて試験した。図8Dは、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示す。B細胞クローン由
来の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェ
クションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG
濃度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和について試験した。図8
Eは、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュー
トランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ
、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該m
Abを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和について試験した。図8F～8Gは、選択された
mAbによるヒトIL-12の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェク
ションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トラ
ンスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1000pg/ml
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のヒトIL-12の中和について試験した。図8H及び8Iは、選択されたmAbによる霊長類IL-23
の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるm
AbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、
EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1000pg/mlの霊長類IL-23の中和に
ついて試験した。
【図９】図9Aは、ウサギscFvを哺乳動物細胞で発現させたことを示す。該scFvを上清中で
SDS PAGEにより定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したような200pg/
mlのヒトIL-6の中和について試験した。図9Bは、9C8ヒト化を示す。高親和性かつ高効力
のキメラmAbである9C8を、VH及びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変
えることによってヒト化し、ウサギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。様
々なヒトフレームワーク配列を9C8のヒト化について比較した。該ヒト化mAbをHEK293細胞
の一過性トランスフェクションによって発現させた。トランスフェクション上清を、50pg
/mlのヒトIL-6を中和する能力について、B9細胞増殖アッセイを用いて試験した。図9Cは
、ヒト化抗IL-6 mAbを示す。高親和性かつ高効力のキメラmAbである9C8及び18D4を、VH及
びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変えることによってヒト化し、ウ
サギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。該ヒト化mAbをHEK293細胞の一過
性トランスフェクションによって発現させた。トランスフェクション上清中のIgGを定量
し、それらを、50pg/mlのヒトIL-6を中和する能力について、B9細胞増殖アッセイを用い
て試験した。図9Dは、ヒト化抗IL-6 mAb及びscFvを示す。高親和性かつ高効力のキメラmA
bである9C8を、VH及びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変えることに
よってヒト化し、ウサギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。2つのヒト化9
C8 scFvをウサギscFvから作製し、2つの異なるVHCDR1配列を比較した。該ウサギscFvをヒ
ト化しないで直接発現させ、該ヒト化mAb、及びscFvをHEK293細胞の一過性トランスフェ
クションによって発現させた。トランスフェクション上清を、50pg/mlのヒトIL-6を中和
する能力について、B9細胞増殖アッセイを用いて試験した。
【図１０】図10は、scFvフォーマットでのヒトV-領域フレームワーク上へのCDR移植のた
めのPCR戦略を示す。VL、軽鎖V-領域;L、リーダー(シグナルペプチド);FR、フレームワー
ク領域;CDR、相補性決定領域;矢印は、個々のプライマー及びPCR増幅におけるその方向性
を示す;CDR特異的プライマーは、鎖及びCDR番号で表されており、HはVHであり、LはVLで
ある;プライマーの方向性は、F(フォワード)及びR(リバース)でも表されている;VL-FR4と
VH-FR1の間の曲線は、scFv構築のために付加される20aa(G4S)4リンカーを表す。
【図１１】図11A及び11Bは、ヒト化scFv 13A8によるIL-6中和を示す。ヒト化13A8抗IL-6 
scFvを哺乳動物細胞で発現させた。該scFvをNi親和性によって上清から精製した。ヒトIL
-6(B)又は霊長類IL-6(A)の中和についての試験を、B9細胞増殖アッセイを用いて実施した
。図11Cは、抗IL-6ヒト化scFvによるIL-6中和を示す:ヒト化9C8 scFv v3-1(多工程法から
得たもの)及び28D2 scFvを哺乳動物細胞で発現させ、Niクロマトグラフィーで精製し、IL
-6誘導性B9細胞増殖の阻害について比較した。
【図１２】図12は、抗IL-23 31A12 scFvがIL-23を中和することを示す。31A12 mAbをヒト
化scFvに変換し、親mAbとともに哺乳動物トランスフェクションで発現させた。両方を、6
00pg/mlのeBiosciences製のヒトIl-23の中和について、IL-17の誘導用のマウス脾細胞ア
ッセイを用いて試験した。
【図１３】図13は、ヒト化抗IL-23 45G5 scFvがヒトIL-23を中和することを示す:ヒト化4
5G5 scFvをキメラmAb 31A12及び22H8と比較した。全てのmAbを哺乳動物細胞で発現させ、
精製し、1.2ng/mlのeBiosciences製のヒトIL-23の阻害について、IL-17誘導用のマウス脾
細胞アッセイを用いて試験した。
【図１４】図14A～14Dは、2つのMet残基を除去するように改変されたヒト化13A8 scFv哺
乳動物発現コンストラクトの試験を示す。様々な二重突然変異体コンストラクト、及び親
scFv(MM)をHEK細胞で発現させ、50pg/mlのヒトIL-6の阻害について、インビトロのB9バイ
オアッセイを用いて試験した。図14Eは、HEK293細胞で一過性に発現された、両方のMetが
置換されているヒト化31A12 scFv(H34Lバージョンのみを示す)、及びMetを含む親scFvの
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試験を示す。上清を、600pg/mlのeBiosciences製のIL-23の生物学的活性の阻害について
、マウス脾細胞アッセイで試験した。図14F及び14Gは、H82 MetがL又はVのどちらかと置
換され、両方ともH34Lと組み合わされ、親45G5キメラmAb及びMetを含まない31A12 scFv(3
1A12-LL)と比較された、ヒト化45G5 scFvの試験を示す。全てをHEK293細胞で一過性に発
現させた。scFv及びmAbを精製し、1200pg/mlのeBiosciences製のIL-23の生物学的活性の
阻害について、マウス脾細胞アッセイで試験した。図14Hは、ヒト化抗IL-23 scFvがヒトI
L-23を中和することを示す。野生型抗IL-23 scFv 22H8及び45G5を、示したような、H34の
MetがV又はLのどちらかと置換された22H8 scFvと比較した。
【図１５】図15は、N又はC末端に、又はGly/Serリンカー中にAhaを有する大腸菌28D2 scF
vによるIL-6の中和を示す:N又はC末端に、又はGly/Serリンカー中に単一のMetコドンを有
する28D2コンストラクトを、大腸菌発酵で発現させ、MetをAhaに置換した。これらの精製
scFvを、50pg/mlのヒトIL-6の中和について試験した。
【図１６】図16Aは、20K線状PEGビスアルキンを用いた13A8cAhaのPEG化を示す。20K PEG
ビスアルキンを用いた13A8cAha PEG化反応のSDS PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)
。レーン1:13A8cAhaのみ;レーン2:(-)対照-銅なし;レーン3:200mLの小規模反応混合物;レ
ーン4:600mLの反応-遠心分離済み-試料上清。走査型レーザーデンシトメトリーは、PEG化
13A8cAHAの70％収率(レーン4)を示した。図16Bは、20K線状PEGビスアルキンを用いた31A1
2cAhaのPEG化を示す。20K PEGビスアルキンを用いた31A12cAha PEG化のSDS PAGE(還元性
、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー;レーン3:(-)対照-銅なし、レーン
4:小規模反応;レーン5:400mLの反応-遠心分離済み-試料上清。走査型レーザーデンシトメ
トリーは、PEG化31A12cAhaの59％収率(レーン5)を示した。図16Cは、40K線状PEGビスアル
キンを用いた13A8cAhaのPEG化を示す。13A8c-40KPEGの調製のSDS-PAGE(還元性、4～20％
トリス-グリシン)。走査型レーザーデンシトメトリーは、51％収率を示した。図16Dは、2
0K線状PEGビス-アルキンを用いた13A8L AhaのPEG化を示す。SDS-PAGE(還元性、4～20％ト
リス-グリシン)。走査型レーザーデンシトメトリーは、60％収率を示した。図16Eは、20K
線状PEGビスアルキンを用いた45G5cAhaのPEG化を示す。SDS PAGE(還元性、4～20％トリス
-グリシン)。レーン1:(-)対照-銅なし;レーン2:小規模反応;レーン3:小規模反応、トリア
ゾール配位子なし;レーン4:160mLの反応-遠心分離済み-試料上清;レーン6:分子量マーカ
ー。走査型レーザーデンシトメトリーは、PEG化45G5cの59％収率を示した。
【図１７】図17Aは、28D2c-PEGを用いたIL-6中和を示す。異なる条件下で再フォールディ
ングさせた2つの28D2c-30KPEGの試料をIL-6中和についてアッセイした。図17B及びCは、P
EG-scFvの安定性を示す:31A12-PEGは、69℃のTmを有する。13A8-PEGは、66℃のTmを有す
る。これは、示したような溶液中でのこれらの分子の安定性に反映される。各々のscFv-P
EGをPBS(又は示されている場合、Tween)中でインキュベートし、親scFv(哺乳動物発現か
ら得たもの)と比べた効力についてアッセイする。13日間又は20日間の保存温度が示され
ている;3XFTは、3サイクルの凍結及び解凍を示す。
【図１８】図18Aは、13A8c-PEG-31A12c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE(還元性、4
～20％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー、レーン2:13A8-PEGのみ、レーン3:(-
)対照-銅なし、レーン4:1000mLの反応。図18Bは、13A8n-PEG-45G5c二重特異性体の調製を
示す:SDS-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:大規模反応1、レーン3:大規
模反応2。図18Cは、13A8c-PEG-22H8c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE還元性、4～20
％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー、レーン2:13A8c-PEGのみ、レーン3:(-)対
照-銅なし、レーン4:1150mLの反応。図18Dは、13A8c-40KPEG-31A12cAHAの調製を示す。SD
S-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:MWマーカー、レーン2:13A8c-40KPEG
、レーン3:反応混合物の直接試料、レーン4:最終処理混合物の試料、6uLの投入量、レー
ン5:最終処理混合物の試料、12uLの投入量。レーン6:銅なしでの反応、レーン87:31A12cA
HAのみ。収率(2つの投入物の平均)＝56％、生成物対一価物の比率は4.5:1。図18Eは、13A
8L-PEG-31A12c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)
。レーン1　二重特異性体を形成させるための31A12-20KPEG＋13A8LAhaの反応。反応収率
は37％であることが分かった。
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【図１９】図19Aは、IL-6及びIL-23の中和に対する31A12c-PEG-13A8cの機能的活性を示す
。scFvのみと比較した二重特異性体対IL 6及びIL23の生体活性。A:二重特異性体の13A8 s
cFv部分の抗IL-6活性。19B:二重特異性体の31A12c scFv部分の抗IL-23活性も測定した。E
C50を力価測定により算出した。
【図２０】図20Aは、皮下投与された28D2c scFvのラットPKを示す。ラットを1mg/kgの抗I
L-6 scFv 28D2cで皮下処置した。示された時間で採血し、ラットの血漿中の28D2の存在を
、抗IL-6中和アッセイを用いて測定した。図20Bは、皮下投与された31A12c-PEG-13A8c二
重特異性体のラットPKを示す:ラットを1mg/kgの31A12c-PEG-13A8c二重特異性体で皮下処
置した。示された時間で採血し、ラットの血漿中の二重特異性体の存在を、抗IL-6中和ア
ッセイを用いて測定した。比較のために、図20Bからの28D2 scFvのPKデータがここに含ま
れている。
【図２１】図21は、13A8n-PEG-31A12c二重特異性体の生体活性を示す。該二重特異性体に
よる50pg/mlのIL-6の中和をB9バイオアッセイで測定した。比較のために、哺乳動物13A8 
scFvタンパク質が含まれている。
【図２２】図22は、IL-6及びIL-23に対する13A8n-PEG-45G5の機能的活性を示す。二重特
異性体対IL 6及びIL23の生体活性が示されている。13A8n-PEG-45G5二重特異性体による50
pg/mlのヒトIL-6(22A)及び1200pg/ml(22B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6
についてはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測
定した。EC50値を曲線から算出した。
【図２３】図23は、IL-6及びIL-23に対する13A8c-PEG-22H8cの活性を示す。IL-6及びIL-2
3に対する13A8c-PEG-22H8cの生体活性が示されている。13A8c-PEG-22H8二重特異性体によ
る50pg/mlのヒトIL-6(A)及び1200pg/ml(B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6
についてはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測
定した。EC50値を曲線から算出した。
【図２４】図24は、IL-6及びIL-23に対する13A8c-40KPEG-31A12cの活性を示す。IL-6及び
IL-23に対する13A8c-40kPEG31A12cの生体活性が示されている。該二重特異性体による50p
g/mlのヒトIL-6(A)及び1200pg/ml(B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6につい
てはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測定した
。EC50値を曲線から算出した。
【図２５】図25Aは、ラットにおける皮下投与後の13A8c-40KPEG-31A12c二重特異性体、13
A8c-20KPEG-31A12c二重特異性体、13A8c-PEG、及び裸のscFv(28D2)の血清レベル(B9アッ
セイで測定した場合)を示す。図25Bは、ラットにおける皮下投与後の13A8c-40KPEG-31A12
c二重特異性体、13A8c-20KPEG-31A12c二重特異性体、13A8c-PEG、及び裸のscFv(28D2)の
血清レベルの薬物動態解析の結果を示す。
【図２６】図26Aは、TH17/22細胞のインビトロ分極を示す。TH17細胞及びTH22細胞を含む
、様々なヒトT細胞サブセットを、インビボ系とインビトロ系の両方で発生させることが
できる。図26Bは、インビトロでのヒトTh17の発達を示す:ヒトPBMCを、示したように、単
独又はLPS及びTGFbの存在下のどちらかで、抗CD3/28で7日間インビトロで刺激した。その
後、それらを、示したように、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17及びRORCについて
染色した。図26Cは、TH17細胞及びTH22細胞を培養PBMCから発生させることができること
を示す。TH17は混合リンパ球反応物中に見られ、一方、TH17及びTH22は、抗CD3で刺激し
たPBMCで見られる。PBMCを抗CD3/28＋IL-1b＋LPS又は同種異系PBMC＋ペプチドグリカンで
5日間刺激し、その後、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、細胞内のIL-17及びIL-22につい
て染色した。
【図２７】図27は、選択されたscFvを用いたインビトロでのTh17及びTh22発生の阻害を示
す。ヒトPBMCを、示されたscFvの存在下、抗CD3＋抗CD28及びLPS＋IL-1＋TGFb中で5日間
培養した。5日後、該細胞をPMA＋イオノマイシンで再刺激し、CD4、IL-17、及びIL-22産
生細胞の％をフローサイトメトリーで決定した。
【図２８】図28は、混合リンパ球反応を示す。単独で使用されたか、又は組み合わせて使
用された抗IL-6 scFv及び抗IL-23 scFvのTH17分化に対する阻害効果が示されている。示
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された抗IL-6 scFv及び抗IL-23 scFvを、同種異系PBMCによる刺激の間、PBMC培養物に添
加した。5日後、該細胞を洗浄し、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17について染色
した。
【図２９】図29は、二重特異性抗IL-6/IL-23抗体のTH17分化に対する有益な阻害効果を示
す。抗IL-6及び抗IL-23 mAb(13A8及び31A12)、並びに31A12c-20KPEG-13A8c二重特異性体
を単独で又は組み合わせて試験した。該mAb又は該二重特異性体を、同種異系PBMCによる
刺激の間、PBMC培養物に添加した。添加された結合ドメインのモル濃度が示されている。
5日後、該細胞を洗浄し、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17について染色した。
【図３０】図30は、TH17/22細胞のインビボ分極を示す。TH17細胞及びTH22細胞を含む、
様々なヒトT細胞サブセットを、インビボ系とインビトロ系の両方で発生させることがで
きる。
【図３１】図31Aは、IL-6に対するアンタゴニストとIL-23に対するアンタゴニストの組合
せによるヒト化scid/huマウスの処置を示す。ヒト免疫細胞を移植するのに成功したNSGマ
ウスに、ヒト同種異系皮膚を移植し、100mgの13A8c-PEG抗IL-6及び31A12c-PEG抗IL-23(sc
Fv-PEG)を2日おきに投与した。皮膚移植の30日後、脾臓を摘出し、単一細胞懸濁液をPMA/
イオノマイシンで刺激し、細胞内サイトカインについてアッセイした。CD3+/CD4+細胞を
、IL-17及びIL-22産生について、フローサイトメトリーで解析した。図31Bは、IL-6に対
するアンタゴニストとIL-23に対するアンタゴニストの組合せで処置したヒト化scid/huマ
ウスの脾臓由来のCD3+/CD4+細胞における細胞内サイトカイン発現を示す。先の図に記載
したように、皮膚同種移植片を有する処置NSGマウス及び未処置NSGマウス由来の脾細胞、
CD3+/CD4+細胞を、細胞内IL-17及びIL-22について、フローサイトメトリーで解析した。
データは、抗IL-6及び抗IL-23で処置した動物におけるIL-17及びIL-22陽性CD4+ T細胞の
全集団の顕著な低下を示している。該データは、TH17細胞又はTH22細胞の示されたサブセ
ットに従って、処置マウス又は未処置マウスの平均及びSEMとしてプロットされている。
【図３２】図32は、Sci/hu同種移植モデルでのTh17及びTh22分化の阻害に対する13A8cPEG
-31A12c二重特異性体の効果を示す:ヒト免疫系が樹立された成獣scidマウスに同種異系ヒ
ト皮膚を移植した。EOD処置の4週間後、示したように、脾細胞をインビトロで活性化し、
サイトカインを、各々のヒトCD4 T細胞において、多重パラメータフローサイトメトリー
により測定した。各々の点は、個々の処置マウス又は対照マウスを示し、各々のマウスは
、(示された各々のサイトカインについて)3回示されている。単一特異的scFv抗IL23は31A
12cPEGであり;二重特異性scFv抗IL6 IL23は13A8c-20KPEG-31A12cである。未処置マウスに
はプラセボを投与した。13A8c-20KPEG-31A12cは、IL-17(図32A、*p＜0.05)及びIL-22(図3
2B、p＜0.05)産生CD4+ヒトT細胞の阻害によって測定したとき、Th17細胞の分化を有意に
低下させた。他の全てのパネルは、一般的な白血球マーカーを測定したものであり、13A8
c-20KPEG-31A12cが、TH17/22細胞以外の白血球に対して一般に免疫抑制性であるわけでは
ないことを示している。
【図３３】図33は、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-23二重特異性体(B)で処置したマウ
スと比べたプラセボ処置マウス(A)の表皮の切片の組織学的解析を示し、この解析におい
て、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-23二重特異性体は、乾癬の組織学的特徴、特に、
表皮厚を有意に低下させる。
【図３４】図34は、scid/hu同種移植モデルを用いた6回の実験が遂行されたことを示し、
処置期間中、内容を知らされなかった(blinded)病理学者によって判定された臨床スコア
が図34Aにまとめられている(臨床スコア)。組織学的切片の解析は、乾癬の最も意味のあ
るマトリクスの非常に定量的な測定を可能にし、特に、客観的尺度である表皮厚が図34B
に示されている(定量的表皮厚)。二重特異性scFvは、乾癬の臨床スコア及び表皮厚の低下
に対する極めて有意かつ強力な効果を有する。
【図３５】図35Aは、耳の過形成マウスモデルの読出しを示す:マウスに、0、1、2、及び3
日目に、20μLの容量の右耳へのrhIL-23の皮内注射(1μg)を投与した。対照として、対側
耳にPBSを注射した。耳の厚さを4日目に測定した。1つ目のパネルは、PBSを注射した耳と
比較したIL-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物についての
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、PBSを注射した耳と比較したIL-23を注射した耳の厚さの増加を示す。図35Bは、マウス
を、-1日目及び2日目に、ビヒクル又は13A8c-20KPEG-31A12c(100ug i.p.)で処置したとき
の耳の過形成モデルの結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物又は13A8c
-20KPEG-31A12cで処置した動物の両方におけるPBSを注射した耳と比較したIL-23を注射し
た耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物について、IL-23を注射した耳をPB
Sを注射した耳と比較したときの耳の厚さの増加を示す。図35Cは、マウスを、-1日目にの
み、ビヒクル又は13A8c-20KPEG-31A12c又は13A8c-40KPEG-31A12c(100ug i.p.)で処置した
ときの耳の過形成モデルの結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物、13A
8c-20KPEG-31A12cで処置した動物、又は13A8c-40KPEG-31A12cで処置した動物の両方にお
けるPBSを注射した耳と比較したIL-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは
、各々の動物について、IL-23を注射した耳をPBSを注射した耳と比較したときの耳の厚さ
の増加を示す。図35Dは、マウスを、-1日目及び2日目に、ビヒクル又は13A8c-40KPEG-31A
12c(100ug i.p.)又はウステキヌマブ(288ug i.p.)で処置したときの耳の過形成モデルの
結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物、13A8c-40KPEG-31A12cで処置し
た動物、又はウステキヌマブで処置した動物の両方におけるPBSを注射した耳と比較したI
L-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物について、IL-23を注
射した耳をPBSを注射した耳と比較したときの耳の厚さの増加を示す。
【図３６】図36Aは、ELISAプレートにコーティングされたIL-12に対する抗IL-23キメラ抗
体の結合を示す。抗IL-6抗体(13A8)は、陰性対照として含まれている。1つ目のパネルで
は、ヒトIL-12が、プレートにコーティングされている。22H8が強い結合を示すのに対し
、31A12及び49B7は、より弱いけれども、依然として陽性の結合を示す。2つ目のパネルで
は、サルIL-12(マカク)が、プレートにコーティングされている。この場合、49B7、31A12
、及び22H8は全て、マカクIL-12に対する強い結合を示す。3つ目のパネルでは、プレート
が、ヒトIL-12 p40サブユニットでコーティングされている。22H8は強い結合を示し、49B
7及び31A12は、p40サブユニットに対するより弱い結合を示す。図36Bは、NK92細胞バイオ
アッセイにおけるマカクIL-12誘導性インターフェロンγ分泌の中和を示す。31A12と22H8
は両方とも、マカクIL-12の強い阻害を示す。図36Cは、NK92細胞バイオアッセイにおける
ヒトIL-12誘導性インターフェロンγ分泌の中和を示す。この場合、マカクIL-12とは対照
的に、ヒトIL-12は、31A12によっても49B7によっても中和されない。22H8は、マカクIL-1
2とヒトIL-12の両方を中和する。
【発明を実施するための形態】
【００８２】
(発明の詳細な説明)
(二重特異性コンストラクト)
　本明細書では、特に、IL-6及びIL-23に結合し、それらの活性を調節する二価の二重特
異性コンストラクトが記載される。IL-6とIL-23は両方とも、TH17細胞の分化及び活性化
において役割を果たすことが知られている。活性化TH17細胞はさらに、種々の下流経路を
通じて免疫応答を媒介することに関与する。これら2つのサイトカインは、TH17分化の異
なる段階で機能しており、IL-6は、TH17経路のT細胞コミットメントのごく初期に作用し
、IL-23は、コミットしたTH17細胞に対して作用する。したがって、本発明は、TH17活性
化経路の2つの異なる点を阻害し、かつ(例えば、線維芽細胞、内皮細胞、上皮細胞、及び
間質細胞における)TH17産物によって媒介される下流の炎症応答の一部に対してさらなる
阻害効果を有する新規の二価の二重特異性コンストラクトを提供する。IL-6とIL-23の両
方を標的とすることによって、該二重特異性分子は、TH17経路内の複数の点でTH17媒介性
応答を阻害することができ、また、対応する単一特異性抗体単独よりも大きい効力で作用
する可能性がある。当業者は、二価の二重特異性抗体の作製に関わる不確実性を考慮して
、その成分抗体の機能的特徴を保持するか、又は改善された機能的特徴を有する安定な二
価の二重特異性コンストラクトの産生の成功が、意外かつ予想外の結果を表すものである
ことを理解するであろう。
【００８３】
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　さらに、本発明の二価の二重特異性コンストラクトは、TH22細胞活性化を調節する(例
えば、阻害する)ことができる。TH22は、最近同定された(Eyerichらの文献(2009))、独特
のTヘルパー細胞サブセットを表し、該細胞サブセットは、炎症過程及び創傷治癒過程に
関与し、特に、皮膚炎症に関係があるとされている(Nogralesらの文献(2009))。その活性
化及びその後の作用のメカニズムは、引き続き調査の対象となっているが、細胞それ自体
は、IL-17でもインターフェロンγでもなく、IL-22及びTNF-αの分泌によって特徴付けら
れる。Th22細胞は、完全には特徴付けられていないが、乾癬患者から単離することができ
、他のT細胞サブセットで見られるものとは異なる遺伝子発現プロファイルを表す。IL-22
発現は、IL-23依存的であると報告されている(Kreymborgらの文献(2007))。ここで実施さ
れた研究は、Th22細胞が、成長刺激をIL-21に依存するTh17細胞とは対照的に、IL-2依存
的であることをさらに示唆している。
【００８４】
　本発明の抗体及び二価の二重特異性コンストラクトは、IL-23、又はIL-23とIL-12の両
方のどちらかに特異的であることができる。したがって、本発明は、IL-23に結合し、IL-
12分子も標的とする抗体及び二価の二重特異性コンストラクトのサブセットを提供する。
理論に束縛されることを望まないが、抗IL-23抗体のこのサブセット(本明細書では、抗IL
-23/IL-12抗体と呼ばれる)は、IL-12とIl-23の両方に共通するp40サブユニットに結合す
ることができると考えられる(例えば、図10参照)。IL-23のp40サブユニットを標的とする
ものは、IL-23に加えて、IL-12を阻害すると考えられる。さらに、p40に対する抗体は、I
L-12活性を阻害することなく、IL-23活性を弱めるエピトープに結合することができる。
対照的に、IL-23のp19サブユニットを標的とする抗体は、IL-12に結合するとは考えられ
ない。IL-12は、TH1媒介性の免疫応答に関与し、したがって、これらの特定の二価の二重
特異性コンストラクトは、TH17細胞媒介性の免疫応答だけでなく、TH1細胞媒介性の応答
を調節する際にも有用であり得る。これは、その病因に対してTH1媒介性の側面とTH17媒
介性の側面の両方を有する状態を治療するのに特に有利であり得る。
【００８５】
　したがって、ある実施態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクトは、抗IL-6
抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体を含む。
【００８６】
　別の実施態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクトは、抗IL-6抗体又はその
誘導体、及び抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む。
【００８７】
　本発明の二価の二重特異性コンストラクト特定の例は、インビトロ法とインビボ法の両
方を用いて、IL-23活性とIL-6活性の両方を調節する際のその有用性についてアッセイす
ることができる。特に、以下で詳述されているアッセイを用いることができる。
【００８８】
　二価の二重特異性コンストラクトの成分、並びにその同定及び製造手段は、以下でさら
に論じられている。
【００８９】
(親抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体の作製)
　本発明の二価の二重特異性コンストラクトにおいて、抗体、及びその誘導体が基にして
いる初期抗体を、標準的な実験技術によって同定することができる。これらの抗体は、本
明細書において、親抗体と呼ばれる。
【００９０】
(親抗体の選択)
　ある実施態様では、親抗体は、IL-6、IL-23、又はIL-12に結合するその能力に基づいて
選択される。親抗体の結合は、そのKd値を決定することによって測定することができる。
別の実施態様では、親抗体は、IL-6、IL-23、又はIL-12の活性を調節するその能力に基づ
いて選択される。好ましい実施態様では、親抗体は、IL-6、IL-23、又はIL-12に結合する
その能力、及びIL-6、IL-23、又はIL-12の活性を調節するその能力に基づいて選択される
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。親抗体は、IL-6、IL-23、若しくはIl-12の生物学的活性を阻害するその能力について選
択され得るか、又はそれらは、IL-6、IL-23、若しくはIL-12の生物学的活性を促進するそ
の能力について選択され得る。好ましくは、親抗体は、IL-6、IL-23、及びIL-12を阻害す
るその能力について選択される。
【００９１】
(親抗体の供給源)
　ある実施態様では、親抗体又はその誘導体は、同一の又は別々の動物種から得ることが
できる。
【００９２】
　親抗体は、例えば、霊長類、齧歯類、ウサギ目、核脚下目、又は軟骨魚類で産生される
抗体から得ることができる。
【００９３】
　親抗体は、トランスジェニック動物から得ることができる。例えば、それらは、ヒト免
疫系を有するように遺伝子改変されているトランスジェニックマウス、例えば、Xenomous
e(登録商標)から得ることができる。そのようなトランスジェニック動物で産生される抗
体は、外因性の免疫系によって産生される抗体の特徴を有することができ、例えば、Xeno
mouse由来の抗体は、ヒト抗体とみなすことができる。
【００９４】
　親抗体の1つ又は複数が齧歯類から得られる場合、齧歯類は、有利には、マウス又はラ
ットである。
【００９５】
　抗体がウサギ目から得られる場合、ウサギ目は、有利には、ウサギである。
【００９６】
　親抗体の1つ又は複数が核脚下目から得られる場合、それらは、ラクダ、ラマ、又はヒ
トコブラクダから得られる。これらの種は、単一の可変ドメインのみの高親和性抗体を産
生することが知られているので、そのような「ラクダ科」抗体のこうした使用は有利であ
り得る。核脚下目抗体が使用される場合、VHHドメイン又はその修飾変異体を使用するこ
とが有利である。
【００９７】
　親抗体の1つ又は複数が軟骨魚類から得られる場合、軟骨魚類は、有利には、サメであ
る。
【００９８】
　親抗体の1つ又は複数が霊長類から得られる場合、霊長類は、有利には、サル又は類人
猿である。
【００９９】
(抗体の不死化)
　親抗体は、標準的な実験技術によって不死化することができる。したがって、本発明は
、本発明による二価の二重特異性コンストラクトへの組込みに好適である親抗体から作製
されるモノクローナル抗体を提供する。
【０１００】
(特定の抗体の組合せ)
　本発明はまた、抗体及び/又はその誘導体の組合せを含む組成物を提供する。該組成物
は、IL-6抗体又はその誘導体、及びIL-23抗体又はその誘導体を含む。IL-23抗体又はその
誘導体は、IL-12にも結合することができる。
【０１０１】
　抗体、及びその誘導体の好ましい組合せは、下で定義されるIL-6抗体のうちのいずれか
1つを、下で定義される抗IL-23又は抗IL-23/IL-12抗体のうちのいずれか1つと組み合わせ
たもの含む。
【０１０２】
　そのような組合せを含む組成物は、単独で投与されたときの個々の抗体よりも大きい活
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性を有すると考えられる。抗体又はその誘導体の特に好ましい組合せは、抗IL-6抗体の13
A8、又は13A8に基づく誘導体、及び抗IL-23抗体の31A12、又は31A12に基づく誘導体であ
る。抗体のこの組合せは、どちらかの抗原のみと比べて、より大きいTH17細胞活性の阻害
を提供する。該組合せは、当技術分野で公知の抗体よりも大きいTH17細胞阻害活性を有す
る。さらに、それは、有利に低い用量でこの阻害活性を示す。
【０１０３】
　抗体又はその誘導体の特に好ましい組合せは、PEG化IL-6抗体又はその誘導体を、PEG化
IL-23抗体又はその誘導体と組み合わせたものを含む。IL-23抗体又はその誘導体は、IL-1
2にも結合する(すなわち、IL-23/IL-12抗体である)ことができる。
【０１０４】
(抗体のヒト化)
　二価の二重特異性コンストラクトの抗体は、ヒトに投与されたとき、それらが免疫原性
の低いものとなるように改変に供することができる。そのような改変は、キメラ化、ヒト
化、CDR-移植、脱免疫化、及び/又は最も近いヒト生殖系列配列に対応するフレームワー
ク領域アミノ酸の突然変異(生殖系列化)として一般に知られている技術のうちの1つ又は
複数を含むことができる。抗体をそのような改変に供することは、もし改変に供さなけれ
ば、宿主免疫応答を誘発することになる抗体を、宿主免疫系にとって、より又は完全に「
見えないもの」にし、結果として、そのような免疫応答が起こらないか、又は低減すると
いう利点を有する。したがって、この実施態様によって記載されているように改変されて
いる抗体は、いかなるそのような改変(複数可)も受けていない対応する抗体よりも長い期
間、免疫応答関連の副作用を低下させて、又は該副作用を全く伴わずに、投与可能であり
続ける。当業者は、抗体が望まない宿主免疫応答を誘発するのを防ぐために、抗体を改変
しなければならないかどうか、又は抗体をどの程度改変しなければならないかを決定する
方法を理解しているであろう。
【０１０５】
　したがって、本発明は、ヒト化抗体、又はキメラ抗体が、1以上の生物体由来のアミノ
酸配列を含むか、又は合成アミノ酸配列を含むように改変されているヒト化抗体、又はキ
メラ抗体を提供する(例えば、本発明によるヒト化抗体又はキメラ抗体は、齧歯類から得
られたCDR領域に接続されたヒトフレームワーク領域を含むことができる)。
【０１０６】
(関心対象の特定の抗体)
　したがって、本発明によれば、特定のヒト化抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体
が提供される。これらの抗体は、両方ともIL-6、IL-23、又はp40に結合し、かつその生物
学的活性を調節する(例えば、阻害する)能力を示した親抗体に基づいている。さらに、本
発明によって提供される特定の抗体は、不死化及びヒト化の後に、これらの能力を保持す
るか、又は実質的に保持する。
【０１０７】
　関心対象の特定のヒト化抗体としては、以下のものが挙げられる:
抗IL-6抗体:
13A8(配列番号259のVH及び配列番号261のVLを含む);
9H4(配列番号46のVH及び配列番号48のVLを含む)
9C8(配列番号56のVH及び配列番号58のVLを含む)
8C8(配列番号36のVH及び配列番号38のVLを含む)
18D4(配列番号26のVH及び配列番号28のVLを含む);並びに
28D2((配列番号16のVH及び配列番号18のVLを含む)。
抗IL-23抗体:
31A12(配列番号267のVH及び配列番号269のVLを含む);
34E11(配列番号116のVH及び配列番号118のVLを含む);
35H4(配列番号126のVH及び配列番号128のVLを含む);
49B7(配列番号96のVH及び配列番号98のVLを含む);並びに
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16C6(配列番号106のVH及び配列番号108のVLを含む)。
抗IL-23/IL-12抗体:
45G5(配列番号275のVH及び配列番号277のVLを含む);
14B5(配列番号186のVH及び配列番号188のVLを含む)
4F3(配列番号166のVH及び配列番号168のVLを含む)
5C5(配列番号176のVH及び配列番号178のVLを含む)
22H8(配列番号271のVH及び配列番号273のVLを含む);並びに
1H1(配列番号156のVH及び配列番号158のVLを含む)
【０１０８】
　特定の好ましいヒト化抗体は、ヒト化形態の13A8、31A12、及び22H8である。
【０１０９】
(抗体変異体)
　本発明はまた、例えば、二価の二重特異性コンストラクトの成分として、抗体変異体を
提供する。該抗体は、結合親和性、及びIL-6、IL-23、又はIL-12の生物学的活性を調節す
る能力を保持するか、又は実質的に保持する(例えば、変異体抗体のKd値は、その親抗体
と比べて少なくとも80％であり、生物学的活性を調節するその能力は、本明細書に開示さ
れるアッセイによって決定したとき、その親抗体の能力の少なくとも80％である)。
【０１１０】
　変異体抗体又はその誘導体は、重鎖及び/又は軽鎖の可変ドメインを突然変異させて、
抗体の結合特性を改変することによって得ることができる。例えば、突然変異を、CDR領
域の1つ又は複数をコードする核酸分子中で生成させ、IL-6若しくはIL-23に対する抗体の
Kdを増減させるか、IL-6、IL-23、若しくはIL-12の生物学的活性を調節する抗体の能力を
増減させるか、又は抗体の結合特異性を改変することができる。部位特異的突然変異誘発
を用いてそのような突然変異を導入する技術は、当技術分野で周知である。
【０１１１】
　さらなる変異体抗体又はその誘導体は、重鎖及び/又は軽鎖の可変ドメインを突然変異
させて、等電点(pI)を改変し、最終製剤のpH3～7,5の範囲でのタンパク質安定性を高めて
、ジスルフィド結合シャッフリングを回避することによって得ることができる。例えば、
配列番号332、31A12のpI最適化(この場合、以下のアミノ酸:Q26R、L56R、K109-G110insR
、及びQ142Kが改変された);配列番号334、13A18のpI最適化(この場合、以下のアミノ酸:Q
26R、L56R、K112-G113insR、及びQ145Kが改変された)を参照されたい。さらに、安定性は
、重鎖及び/又は軽鎖の可変ドメインを突然変異させて、溶液中での生成物の凝集を低下
させることによって高めることができ、例えば、溶解性を高め、生成物の凝集を低下させ
ると予想される、配列番号331、31A12のF12S突然変異、及びpI最適化とF12S突然変異が組
み合わされた、配列番号333、31A12を参照されたい。
【０１１２】
　別の実施態様では、核酸分子を、フレームワーク領域のうちの1つ又は複数において突
然変異させることができる。突然変異をフレームワーク領域又は定常ドメイン中で生成さ
せ、抗IL-6又は抗IL-23抗体の半減期を増大させることができる。フレームワーク領域又
は定常ドメイン中の突然変異を生成させて、別の分子への共有結合若しくは非共有結合の
ための部位を提供するように抗体の免疫原性を改変するか、又は補体結合のような特性を
改変することもできる。
【０１１３】
　したがって、本発明によれば、突然変異を、単一の突然変異抗体中のフレームワーク領
域、定常ドメイン、及び可変領域の各々において生成させることができる。或いは、突然
変異を、単一の突然変異抗体中のフレームワーク領域、可変領域、又は定常ドメインのう
ちの1つでのみ生成させることができる。
【０１１４】
(配列バリエーション)
　ある実施態様では、本発明は、突然変異前の抗IL-6抗体との少なくとも90％の配列同一
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性を有する変異体抗IL-6抗体を提供する。好ましくは、変異体抗IL-6抗体は、突然変異前
の抗IL-6抗体との少なくとも95％、96％、97％、98％、又は99％の配列同一性を有する。
【０１１５】
　ある実施態様では、本発明は、突然変異前の抗IL-23抗体との少なくとも90％の配列同
一性を有する変異体抗IL23抗体を提供する。好ましくは、変異体抗IL-23抗体は、突然変
異前の抗IL23抗体との少なくとも95％、96％、97％、98％、又は99％の配列同一性を有す
る。
【０１１６】
　ある実施態様では、本発明は、突然変異前の抗IL-23/IL-12抗体との少なくとも90％の
配列同一性を有する変異体抗IL-23/IL-12抗体を提供する。好ましくは、変異体抗IL-23/I
L-12抗体は、突然変異前の抗IL-23/IL-12抗体との少なくとも95％、96％、97％、98％、
又は99％の配列同一性を有する。
【０１１７】
(付加、欠失、置換)
　一実施態様では、突然変異前の抗IL-6抗体と比べた変異体抗IL-6抗体のVH領域又はVL領
域のどちらかにおいて10個以下のアミノ酸変化がある。
　別の実施態様では、突然変異前の抗IL-23抗体と比べた変異体抗IL-23抗体のVH領域又は
VL領域のどちらかにおいて10個以下のアミノ酸変化がある。
　別の実施態様では、突然変異前の抗IL-23/IL-12抗体と比べた変異体抗IL-23/IL-12抗体
のVH領域又はVL領域のどちらかにおいて10個以下のアミノ酸変化がある。
【０１１８】
　より好ましい実施態様では、変異体抗IL-6抗体、変異体抗IL-23抗体、又は変異体抗IL-
23/IL-12抗体のVH領域又はVL領域のどちらかにおいて、5個以下のアミノ酸変化、より好
ましくは、3個以下のアミノ酸変化がある。別の実施態様では、突然変異前の抗IL-6抗体
と比べた変異体抗IL-6抗体、突然変異前の抗IL-23抗体と比べた変異体抗IL-23抗体、又は
突然変異前の抗IL-23/IL-12抗体と比べた変異体抗IL-23/IL-12抗体のいずれかの定常ドメ
インにおいて、15個以下のアミノ酸変化があり、より好ましくは、10個以下のアミノ酸変
化、さらにより好ましくは、5個以下のアミノ酸変化がある。
【０１１９】
(抗体誘導体)
　抗体誘導体は、当業者に公知の技術及び方法を用いて作製することができる。本発明に
よる抗体誘導体は、それらが由来している抗体の結合親和性、及び該抗体のIL-6、IL-23
、又はp40の生物学的活性を調節する能力を保持するか、又は実質的に保持する。抗体誘
導体の例としては、本明細書に開示される抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体に由
来するFab、Fab'、F(ab)'、及びscFvコンストラクト、カッパボディ、ミニボディ、並び
にヤヌシンが挙げられる。
【０１２０】
(Fab、Fab'、F(ab)')
　本発明のある実施態様では、抗IL-6抗体又は変異体抗IL-6抗体のFab、Fab'、F(ab)'断
片が提供される。
　本発明のある実施態様では、抗IL-23抗体又は変異体抗IL-23抗体のFab、Fab'、F(ab)'
断片が提供される。
　本発明のある実施態様では、抗IL-23/IL-12-23/IL-126抗体又は変異体抗IL-23/IL-12抗
体のFab、Fab'、F(ab)'断片が提供される。
【０１２１】
(単鎖抗体(scFv))
　本発明のある実施態様では、抗IL-6抗体又は変異体抗IL-6抗体のscFv誘導体が提供され
る。
　本発明のある実施態様では、抗IL-23抗体又は変異体抗IL-23抗体のscFv誘導体が提供さ
れる。
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　本発明のある実施態様では、抗IL-23/IL-12抗体又は変異体抗IL-23/IL-12抗体のscFv誘
導体が提供される。
【０１２２】
　単鎖抗体(scFv)を作出するために、VH配列及びVL配列を、VL領域及びVH領域が柔軟なリ
ンカーで接続された、連続的な単鎖タンパク質として発現することができるように、VH及
びVLをコードするDNA断片を、柔軟なリンカーをコードする別の断片に機能的に連結させ
る(例えば、Birdらの文献((1988) Science 242: 423-426);Hustonらの文献((1988) Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883);McCaffertyらの文献(Nature(1990) 348: 552-55
4)を参照されたい)。単鎖抗体は、単一のVH及びVLのみが使用される場合、一価となり得
るし、2つのVH及びVLが使用される場合、二価となり得るし、又は3以上のVH及びVLが使用
される場合、多価となり得る。
【０１２３】
　ある実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-6抗体由来の可変領域の1つ又は複数を用いて調
製される。別の実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-6抗体由来の1以上のCDR領域を用いて調
製される。
【０１２４】
　一実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-23抗体由来の可変領域の1つ又は複数を用いて調製
される。別の実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-23抗体由来の1以上のCDR領域を用いて調
製される。
【０１２５】
　一実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-23/IL-12抗体由来の可変領域の1つ又は複数を用い
て調製される。別の実施態様では、単鎖抗体は、抗IL-23/IL-12抗体由来の1以上のCDR領
域を用いて調製される。
【０１２６】
　好ましい実施態様では、抗IL-6単鎖抗体は、上記のヒト化抗IL-6抗体に由来する。
　好ましい実施態様では、抗IL-23単鎖抗体は、上記のヒト化抗IL-23抗体に由来する。
　好ましい実施態様では、抗IL-23/IL-12単鎖抗体は、上記のヒト化抗IL-23/IL-12抗体に
由来する。
【０１２７】
　ある実施態様では、単鎖抗体の軽鎖及び重鎖は、以下のアミノ酸配列を有するリンカー
部分によって接続されている
【化１】

。
【０１２８】
　本発明のリンカー部分は、3～5回反復される配列GGGGS、又は非整数反復のGGGGS配列で
あることができ、例えば、配列番号330を参照されたい。
【０１２９】
　ある実施態様では、本発明の単鎖抗体は、PEGに共有結合されている。
【０１３０】
(カッパボディ、ミニボディ、及びヤヌシン(Janusin))
　別の実施態様では、他の修飾抗体は、抗IL-6抗体、抗IL-23抗体、又は抗IL-23/IL-12抗
体をコードする核酸分子を用いて調製することができる。例えば、「カッパボディ」(ILl
らの文献(Protein Eng 10: 949-57(1997)))、「ミニボディ」(Martinらの文献(EMBO J 13
: 5303-9(1994)))、又は「ヤヌシン」(Trauneckerらの文献(EMBO J 10: 3655-3659(1991)
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)及びTrauneckerらの文献(「ヤヌシン:二重特異性試薬のための新しい分子設計(Janusin 
: new molecular design for bispecidfic reagents)」Int J Cancer Suppl 7: 51-52(19
92)))は、標準的な分子生物学的技術を用いて調製することができる。
【０１３１】
(相補性決定領域(CDR))
　相補性決定領域(CDR)は、抗原受容体(例えば、免疫グロブリン及びT細胞受容体)の可変
(V)ドメインに見られる、柔軟なループの形状の比較的短いアミノ酸配列である。免疫グ
ロブリンとT細胞受容体の両方のCDRは、それらの特異性を決定し、特異的リガンドと接触
するこれらの分子の部分である。CDRは、該分子の最も変化しやすい部分であり、これら
の分子の多様性の一因となり、免疫グロブリン及びT細胞受容体が、巨大な抗原レパート
リーを認識するのを可能にする。したがって、本発明の二価の二重特異性コンストラクト
を構成する抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体中のこれらの領域は、抗体の特異性
を決定する上で重要な役割を果たしており、特定の共通したCDR領域を有する抗体は、同
一又は同様の抗原特異性を有すると考えられる。したがって、本発明の一態様では、抗IL
-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体、又はそれらの誘導体は、それらが基にしている抗
体のCDR領域を含む。
【０１３２】
　CDR領域の中には、抗体特異性に関して他よりも重要な役割を果たすと考えられるもの
があることにも留意するべきである。特に、VHドメインの少なくとも3番目の相補性決定
領域(CDR)は、CDR領域全ての結合の特異性及び親和性において主要な役割を果たすことが
知られているので、二価の二重特異性コンストラクトに含める抗体又はその誘導体を設計
する際に、これらを用いることが有利であることが多い。したがって、本発明は、親抗体
のCDR1、CDR2、CDR3、CDR4、CDR5、及びCDR6のうちの少なくとも1つを含むように本発明
の二価の二重特異性コンストラクトを構成する抗体及び抗体誘導体を提供する。好ましく
は、該二価の二重特異性コンストラクトを構成する抗体及び抗体誘導体は、少なくともCD
R3を含む。
【０１３３】
　ある実施態様では、突然変異した抗IL-6抗体は、突然変異前の抗IL-6抗体と比べて変化
していない少なくとも1つの相補性決定領域(CDR)を有する。変化していないCDRは、CDR1
、CDR2、CDR3、CDR4、CDR5、又はCDR6であることができる。
【０１３４】
　別の実施態様では、突然変異した抗IL-23抗体は、突然変異前の抗IL-23抗体と比べて変
化していない少なくとも1つの相補性決定領域(CDR)を有する。変化していないCDRは、CDR
1、CDR2、CDR3、CDR4、CDR5、又はCDR6であることができる。
【０１３５】
　ある実施態様では、突然変異した抗IL-23/IL-12抗体は、突然変異前の抗IL-6抗体と比
べて変化していない少なくとも1つの相補性決定領域(CDR)を有する。変化していないCDR
は、CDR1、CDR2、CDR3、CDR4、CDR5、又はCDR6であることができる。
【０１３６】
(CDRのアミノ酸配列内のモチーフ)
　個々のCDRの場合にも、特定の抗体又はその誘導体の特異性を決定する際に特に重要で
ある特定の領域(本明細書ではモチーフと呼ばれる)があることが当業者によって理解され
るであろう。これらの領域の特異性は、いくつかの因子、例えば、その立体構造及び該領
域内での荷電アミノ酸残基の場所によって決定され得る。当業者は、エピトープマッピン
グ、及び同じ標的に結合することが知られている抗体の配列を比較することを含む、当技
術分野で公知の技術によって、これらのモチーフを同定することができる。したがって、
本発明は、特定のモチーフを有するCDRを含む抗体又はその誘導体を提供する。
【０１３７】
　ある実施態様では、該CDRは、以下の抗体のCDR領域から取られた少なくとも3つ、少な
くとも4つ、少なくとも5つ、又は少なくとも6つの連続するアミノ酸を含む:
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【化２】

。
【０１３８】
　別の実施態様では、該CDRは、上述のCDRから取られた置換された連続するアミノ酸配列
を含む。特に、該モチーフは、アミノ酸の内容及び位置が、配列中の他のアミノ酸と比べ
て固定されており、かつ1つ又は2つのアミノ酸が、置換前のCDRの対応するアミノ酸と比
べて置換され得る、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5、又は少なくとも6つの
残基を含むことができる。好ましくは、該置換は、保存的な置換である。そのようなモチ
ーフの例は、22H8抗IL-23/IL-12抗体のCDR2領域内に見出すことができる。該モチーフは
、以下の式によって記載することができる:
アミノ酸配列の配列WX1KG(式中、X1は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プ
ロリン、フェニルアラニン、メチオニン、又はトリプトファンであり、好ましくは、アラ
ニン又はバリンである);
【０１３９】
　本発明の抗IL-23/IL-12抗体のCDRに見られる共通モチーフの他の例としては、以下のも



(39) JP 2013-545438 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

のが挙げられる:
アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(式中、X1は、アラニン若しくはイソロイシンである);(配列番
号339)を含むCDR3領域中のモチーフ
並びに/又は
アミノ酸配列SDYFNX1(式中、X1は、イソロイシン若しくはバリンである);(配列番号340)
を含むCDR3領域中のモチーフ、並びに/又は
アミノ酸配列QX1SQX2

(式中、
　X1は、アラニン若しくはセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
　好ましくは、X2は、セリン若しくはトレオニンである)を含むCDR4領域中のモチーフ;並
びに/又は
アミノ酸配列ASX1LA(式中、X1は、リジン若しくはトレオニンである);(配列番号341)を含
むCDR5領域中のモチーフ、並びに/又は
アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(式中、X1は、アラニン若しくはバリンである)(配列番号342)
を含むCDR6領域中のモチーフ。
【０１４０】
　本発明のIL-23抗体のCDRに見られる共通モチーフの例としては、以下のものが挙げられ
る:
アミノ酸配列YYAX1WAX2G
(式中、
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される);(配列番号337)を含むCDR2領
域中のモチーフ、並びに/又は
アミノ酸配列AX1TLX2S
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)(配列番号338)を含むCDR5領
域中のモチーフ。
【０１４１】
　本発明のIL-6抗体のCDRに見られる共通モチーフの例としては、以下のものが挙げられ
る:
アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、チロ
シンからなる群から選択され;かつ
　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン若しくはトレオニンであり、かつX2は、トリプトファン若し
くはチロシンである);(配列番号335)を含むCDR2領域中のモチーフ、並びに/又は
アミノ酸配列RX1STLX2S(式中、X1及びX2は、独立に、アラニン若しくはトレオニンである
)(配列番号336)を含むCDR5領域中のモチーフ。
【０１４２】
(非天然アミノ酸を組み込むための修飾)
　本発明は、抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体、又はそれらの誘導体への非天然
アミノ酸残基の組込みを提供して、抗IL-6抗体又はその誘導体の、抗IL-23又は抗IL-23/I
L-12抗体、又はそれらの誘導体への付着点を提供する。当業者は、例えば、アジドホモア
ラニン(Aha)を含む、いくつかの潜在的に好適な非天然アミノ酸を認識している。さらな
る非天然アミノ酸としては、アジドノルロイシン、3-(1-ナフチル)アラニン、3-(2-ナフ
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チル)アラニン、p-エチニル-フェニルアラニン、p-プロパルギル-オキシ-フェニルアラニ
ン、m-エチニル-フェニルアラニン、6-エチニル-トリプトファン、5-エチニル-トリプト
ファン、(R)-2-アミノ-3-(4-エチニル-1H-ピロル-3-イル)プロパン酸(propanic acid)、p
-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン(idiophenylalanine)、p-アジドフ
ェニルアラニン、3-(6-クロロインドリル)アラニン、3-(6-ブロモインドイル(bromoindoy
l))アラニン、3-(5-ブロモインドリル)アラニン、ホモアリルグリシン、ホモプロパルギ
ルグリシン、及びp-クロロフェニルアラニンが挙げられる。好ましい実施態様では、非天
然アミノ酸はAhaである。
【０１４３】
　当業者はまた、付着部位を制御するために、これらの非天然アミノ酸が、付着が起こる
べき位置にしか配置されないように、抗体又はその誘導体のアミノ酸配列を改変する必要
があることを理解するであろう。ある実施態様では、非天然アミノ酸は、本明細書に開示
されるような抗体又はその誘導体のN-末端に配置することができる。ある実施態様では、
非天然アミノ酸は、本明細書に開示されるような抗体又はその誘導体のC-末端に配置する
ことができる。ある実施態様では、非天然アミノ酸は、本明細書に開示されるようなscFv
のVH部分とVL部分の間のリンカー領域中に(例えば、配列番号327内に)配置することがで
きる。ある実施態様では、二価の二重特異性コンストラクトに組み込まれるべき単一の付
着点が各々の抗体中にある。抗体若しくはその誘導体、scFv、及び/又は本発明の二価の
二重特異性コンストラクトの部分の例としては、配列番号287～312が挙げられる。
【０１４４】
　ある実施態様では、非天然アミノ酸の組込みは、メチオニン(Met)の代わりに非天然ア
ミノ酸(例えば、Aha)を組み込んでいる栄養要求性宿主細胞内で抗体を発現させることに
よって達成される。そこを単一の付着部位とするために、抗体ヌクレオチド配列を改変し
て、所望の付着部位に配置されない任意の天然に存在するメチオニンのコドンを除去しな
ければならない。これは、それらを他のアミノ酸(通常、天然アミノ酸)のコドンと置換す
ることによって達成することができる。1～2個のメチオニン残基が、免疫グロブリンVH領
域のフレームワーク領域及びCDR内にはよく見られ、VL領域内にはあまり見られないので
、これらの残基の好適な置換を見出す必要があり、該残基内では、該好適な置換は、所望
のタンパク質の発現、安定性、又は機能(例えば、結合若しくは標的中和活性)に影響を及
ぼすことなく生じる。その後、このメチオニン不含scFvを、メチオニン要求性細菌株での
発現用に最適化し、精製し、再フォールディングさせ、生物学的活性について試験するこ
とができる。任意に、2以上の非天然アミノ酸(例えば、Aha)の組込みを可能にするために
、2以上のメチオニンコドンを配列中に残すことができる。
【０１４５】
　メチオニンが所望の付着部位に元々存在しない場合、化学反応性のある付着部位を有す
る非天然アミノ酸の挿入部位として働く単一の(又は任意に2以上の)メチオニンコドンを
導入することができる。
【０１４６】
　非天然アミノ酸を含むように修飾された抗体を、1以上の別々の実体に付着させること
ができる。これらの実体には、リンカー基及び/又は他の同様に修飾された抗体が含まれ
る。好適なリンカーの例は、当技術分野で公知であり、短いペプチド配列を含む。本発明
はまた、リンカーとしてのPEGの使用を提供する。したがって、ある実施態様では、非天
然アミノ酸を組み込んでいる抗IL-6抗体又はその誘導体を、PEGリンカー基に共有結合さ
せることができ、このPEGリンカー基をさらに、非天然アミノ酸を組み込んでいる抗IL-23
若しくは抗IL-23/IL-12抗体、又はそれらの誘導体に付着させる。その後、そのような二
重特異性、PEG化コンストラクトを精製し、再フォールディングさせて、安定で、生物学
的活性のある治療タンパク質を得ることができる。
【０１４７】
　好適には、非天然アミノ酸を含むように修飾された本発明における抗体又はその誘導体
を、直接(例えば、リンカー基を使用することなく)、他の抗体若しくはその誘導体、色素
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、薬物、又は毒素を含むが、これらに限定されない、他の同様に修飾された分子に結合さ
せることができる。
【０１４８】
(標識及び誘導体化)
　本発明の二価の二重特異性コンストラクト又は抗体を誘導体化するか、又は別の分子に
結合させることができる。一般に、二価の二重特異性コンストラクトは、成分抗体又はそ
の誘導体の結合及び生物学的活性が誘導体化又は標識によって悪影響を受けないように、
誘導体化される。
【０１４９】
　例えば、本発明の二価の二重特異性コンストラクトを、(化学的カップリング、遺伝子
融合、非共有結合的会合、又は他の方法によって)1以上の他の分子実体、例えば、検出剤
、細胞傷害剤、医薬品、及び/又は抗体若しくは抗体部分と別の分子との会合を媒介する
ことができるタンパク質若しくはペプチド(例えば、ストレプトアビジンコア領域若しく
はポリヒスチジンタグ)に機能的に結合させることができる。
【０１５０】
　1つのタイプの誘導体化された二価の二重特異性コンストラクトは、標識された二価の
二重特異性コンストラクトである。本発明の二価の二重特異性コンストラクトを誘導体化
し得る有用な検出剤としては、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロ
ーダミン、5-ジメチルアミン-1-ナフタレンスルホニル(napthalenesulfonyl)クロライド
、フィコエリスリン、ランタニド燐光体などを含む、蛍光化合物が挙げられる。二価の二
重特異性コンストラクトは、検出に有用である酵素、例えば、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ、-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキシ
ダーゼなどで標識することもできる。二価の二重特異性コンストラクトが検出可能な酵素
で標識されている場合、それは、該酵素が用いるさらなる試薬を添加して、識別され得る
反応生成物を産生することによって検出される。
【０１５１】
　例えば、作用剤の西洋ワサビペルオキシダーゼが存在する場合、過酸化水素及びジアミ
ノベンジジンの添加は、検出可能である、着色された反応生成物を生じさせる。二価の二
重特異性コンストラクトを、ビオチンで標識し、アビジン又はストレプトアビジン結合の
間接的な測定によって検出することもできる。二価の二重特異性コンストラクトを、二次
レポーターによって認識される所定のポリペプチドエピトープ(例えば、ロイシンジッパ
ー対の配列、二次抗体の結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ)で標識すること
もできる。いくつかの実施態様では、標識を様々な長さのスペーサーアームによって付着
させて、潜在的な立体障害を低下させる。
【０１５２】
　二価の二重特異性コンストラクトは、放射性標識アミノ酸で標識することもできる。放
射性標識は、診断目的と治療目的の両方のために用いることができる。放射性標識二価の
二重特異性コンストラクトは、診断的に、例えば、対象におけるIL-6及び/又はIL-23レベ
ルを決定するために用いることができる。さらに、放射性標識二価の二重特異性コンスト
ラクトは、TH17経路によって媒介される疾患を治療するために治療的に用いることができ
る。放射性標識の例としては、以下の放射性同位体又は放射性核種が挙げられるが、これ
らに限定されない-3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc、111In、125I、131I。放射性同位体は
、キレート化部分、例えば、DOTAによる誘導体化によって、抗体又は二重特異性体に結合
させることもできる。有用なイメージング用及び治療用放射性同位体のいくつかは、これ
らのキレート剤に強く結合する。
【０１５３】
　二価の二重特異性コンストラクトは、化学基、例えば、ポリエチレングリコール(PEG)
、メチル若しくはエチル基、又は炭水化物基で誘導体化することもできる。これらの基は
、抗体の生物学的特徴を改善するために、例えば、血清半減期を増大させるために、又は
組織結合を増大させるために有用であり得る。
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【０１５４】
(抗体/誘導体の発現)
　本発明の二価の二重特異性コンストラクト、並びに該二価の二重特異性コンストラクト
を構成する抗体、及びその誘導体を、従来の組換え技術を用いて発現させることができる
。さらに、該コンストラクト、並びに/又は抗体、及びその誘導体が非天然アミノ酸を含
む場合、WO 2007/130453号に記載されているような組換え法を用いることができる。該二
価の二重特異性コンストラクト、並びに該抗体、及びその誘導体を発現させるために用い
られるヌクレオチド配列、ベクター、宿主細胞などは、本発明の目的である。
【０１５５】
(ポリヌクレオチド)
　ある実施態様では、本発明は、二価の二重特異性コンストラクト、並びに上で定義した
ような二価の二重特異性コンストラクトを構成する抗体、及びその誘導体をコードするヌ
クレオチド配列を提供する。
【０１５６】
　したがって、本発明は、(1)本発明によるモノクローナル抗体、(2)本発明によるヒト化
抗体、(3)本発明による(1)及び(2)に基づく変異体抗体、(4)本発明による(1)～(3)の抗体
の誘導体、並びに(5)本発明による二価の二重特異性コンストラクトをコードするヌクレ
オチド配列を包含する。
【０１５７】
　ある実施態様では、ヌクレオチド配列は、抗IL-6抗体の部分をコードする。そのような
配列の例は、13A8と表されたIL-6抗体のVH及びVL領域のヌクレオチド配列である、配列番
号7及び9に与えられている。
【０１５８】
　ある実施態様では、ヌクレオチド配列は、抗IL-23抗体の部分をコードする。そのよう
な配列の例は、31A12と表された抗IL-23抗体のVH及びVL領域のヌクレオチド配列である、
配列番号87及び89に与えられている。
【０１５９】
　ある実施態様では、ヌクレオチド配列は、抗IL-23/IL-12抗体の部分をコードする。そ
のような配列の例は、22H8と表された抗IL-23/IL-12抗体のVH及びVL領域のヌクレオチド
配列である、配列番号137及び139に与えられている。
【０１６０】
　ある実施態様では、該二価の二重特異性コンストラクトは、単一の産物として発現させ
ることができる。
【０１６１】
(プロモーター)
　ある実施態様では、本発明のヌクレオチド配列は、プロモーター配列に機能的に連結さ
れている。好適なプロモーターの例としては、T5/Lacプロモーター、:T7/Lac又は修飾さ
れたT7/lacプロモーター、Trc又はtacプロモーター、ファージpL又はpR温度誘導性プロモ
ーター、tetAプロモーター/オペレーター、araBAD(pBAD)プロモーター、rhaPBADプロモー
ター、及びlac UV5プロモーターが挙げられるが、これらに限定されない。他の好適なプ
ロモーターは、Terpe, K.の文献(2006)(Appl Microbiol Biotechnol 72:211222)から特定
することができる。好ましい実施態様では、プロモーターは、T5/Lacプロモーターである
。
【０１６２】
(ベクター)
　ある実施態様では、本発明は、任意に、プロモーター配列に機能的に連結された本発明
のヌクレオチド配列を含むベクターを提供する。
【０１６３】
(宿主細胞)
　ある実施態様では、本発明は、本発明のベクターでトランスフェクトされ、該ベクター
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内に含まれるヌクレオチド配列を発現することができる宿主細胞を提供する。任意に、該
宿主細胞は、特定の天然アミノ酸の代わりに非天然アミノ酸(例えば、Metの代わりにAHA)
を組み込むことができる栄養要求性細胞である。該宿主細胞は、原核生物細胞又は真核生
物細胞であることができる。好適な真核生物細胞としては、酵母細胞、哺乳動物細胞、及
び昆虫細胞が挙げられる。好ましくは、該宿主細胞は、原核生物、特に、大腸菌B384であ
り、これはメチオニン要求性細胞である。或いは、該細胞は哺乳動物細胞であり、より好
ましくは、それらはヒト細胞であり、さらにより好ましくは、それらは、ヒト胚性腎細胞
(例えば、HEK293若しくはHEK 293c18細胞)又はCHO細胞である。
【０１６４】
(プライマー)
　本発明のある実施態様では、抗IL-6、抗IL-23抗体、及び抗IL-23/IL-12抗体、並びにそ
れらの誘導体のクローニング及び発現のためのプライマーが提供される。これらのプライ
マーは、10～40ヌクレオチドで長さが様々であり、好ましくは、それらは、長さが15～30
ヌクレオチドである。当業者は、本明細書に開示される抗体、及びその誘導体の核酸配列
の開示を考慮して、好適なプライマー配列を決定することができるであろう。関心対象の
特定のプライマー配列は、配列番号200～258に与えられており、これらは、本明細書に開
示される抗体及びscFvのクローニング及び発現に有用である。
【０１６５】
(非天然アミノ酸の組込み)
　部分をペプチドにコンジュゲートさせることを可能にする非天然アミノ酸の使用は、WO
 2007/130453号に開示されている。そのようなタンパク質工学も以下で論じられる。
【０１６６】
　タンパク質工学プロセスの第一の工程は、通常、所望の化学的特性を有する1組の非天
然アミノ酸を選択することである。非天然アミノ酸の選択は、所定の化学的特性、及び標
的分子又は標的タンパク質中で行なわれることが意図される修飾によって決まる。非天然
アミノ酸は、選択されれば、販売元から購入するか、又は化学合成することができる。任
意の数の非天然アミノ酸を標的分子内に組み込むことができ、その数は付着させるべき所
望の化学的部分の数に応じて様々であり得る。化学的部分は、非天然アミノ酸の全て又は
ごく一部に付着させることができる。さらに、所望の結果に応じて、同じ又は異なる非天
然アミノ酸を分子内に組み込むことができる。ある実施態様では、少なくとも2つの異な
る非天然アミノ酸を分子内に組込み、1つの化学的部分、例えば、PEGを一方の非天然アミ
ノ酸残基に付着させ、一方、別の化学的部分、例えば、細胞傷害剤を他方の非天然アミノ
酸に付着させる。
【０１６７】
　多種多様な非天然アミノ酸を本発明の方法で用いることができる。通常、本発明で有用
な非天然アミノ酸は、20種の天然アミノ酸では得ることができない追加の特徴を提供する
ように選択又は設計される。例えば、非天然アミノ酸は、例えば、それらが組み込まれる
、タンパク質を含む、分子の生物学的特性を修飾するように任意に設計又は選択される。
例えば、以下の特性が、分子、例えば、タンパク質に非天然アミノ酸を含めることによっ
て任意に修飾される:毒性、生体分布、溶解性、安定性、例えば、熱、加水分解、酸化に
対する安定性、酵素分解に対する抵抗性など、精製及び処理の容易さ、構造的特性、分光
学的特性、化学的及び/又は光化学的特性、触媒活性、ワクチンとして機能する能力、酸
化還元電位、半減期、他の分子と、例えば、共有結合的又は非共有結合的に反応する能力
など。
【０１６８】
　本明細書で使用されるように、「非天然アミノ酸」は、セレノシステイン、及び遺伝子
にコードされた以下の20種のα-アミノ酸:アラニン、アルギニン、アスパラギン、アスパ
ラギン酸、システイン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシ
ン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン
、トリプトファン、チロシン、バリン以外の任意のアミノ酸、修飾アミノ酸、又はアミノ
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酸類似体を指す。α-アミノ酸の一般構造は、式Iによって示される:
【化３】

。
【０１６９】
　非天然アミノ酸は、通常、式I(式中、R基は、20種の天然アミノ酸で使用されているも
の以外の任意の置換基である)を有する任意の構造である。20種の天然アミノ酸の構造に
ついては、例えば、L. Stryer著, 生化学(Biochemistry), 第3版 1988, Freeman and Com
pany, New Yorkなどの、任意の生化学の教科書を参照されたい。本明細書に開示される非
天然アミノ酸は、上記の20種のα-アミノ酸以外の天然に存在する化合物であってもよい
ことに留意されたい。本明細書に開示される非天然アミノ酸は、通常、側鎖のみが天然ア
ミノ酸と異なるので、該非天然アミノ酸は、それらが天然に存在するタンパク質で形成さ
れるのと同じ様式で、例えば、天然又は非天然の、他のアミノ酸とアミド結合を形成する
。しかしながら、非天然アミノ酸は、それらを天然アミノ酸と区別する側鎖基を有する。
例えば、式IのRは、任意に、アルキル-、アリール-、アリールハライド、ビニルハライド
、β-シリルアルケニルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、アルキルハライド
、アセチル、ケトン、アジリジン、ニトリル、ニトロ、ニトリルオキシド、ハライド、ア
シル-、ケト-、アジド-、ケタール、アセタール、ヒドロキシル-、ヒドラジン、シアノ-
、ハロ-、ヒドラジド、アルケニル、アルキニル、エーテル、チオエーテル、エポキシド
、スルホン、ボロン酸、ボロン酸エステル、ボラン、フェニルボロン酸、チオール、セレ
ノ-、スルホニル-、ボレート、ボロネート、ホスホ、ホスホノ、ホスフィン、複素環式-
、ピリジル、ナフチル、ベンゾフェノン、拘束された環、例えば、シクロオクチン、シク
ロプロペン、ノルボルネンチオエステル、エノン、イミン、アルデヒド、エステル、チオ
酸、ヒドロキシルアミン、アミノ、カルボン酸、α-ケトカルボン酸、α若しくはβ不飽
和酸及びアミド、グリオキシルアミド、若しくはオルガノシラン、ピロン、テトラジン、
ピリダジン、ヒドラジド(hydrzaide)、ヒドラジン、アルコキシアミン、アリールスルホ
ネート、アリールハライド、チオセミカルバジド、セミカルバジド、テトラゾール基など
、又はそれらの任意の組合せを含む。
【０１７０】
　非天然アミノ酸の具体例は、限定されないが、p-アセチル-L-フェニルアラニン、O-メ
チル-L-チロシン、L-3-(2-ナフチル)アラニン、3-メチル-フェニルアラニン、O-4-アリル
-L-チロシン、4-プロピル-L-チロシン、トリ-O-アセチル-GlcNAcβ-セリン、β-O-GlcNAc
-L-セリン、トリ-O-アセチル-GalNAc-α-トレオニン、α-GalNAc-L-トレオニン、L-ドー
パ、フッ素化フェニルアラニン、イソプロピル-L-フェニルアラニン、p-アジド-L-フェニ
ルアラニン、p-アシル-L-フェニルアラニン、p-ベンゾイル-L-フェニルアラニン、L-ホス
ホセリン、ホスホノセリン、ホスホノチロシン、p-ヨード-フェニルアラニン、p-ブロモ
フェニルアラニン、p-アミノ-L-フェニルアラニン、イソプロピル-L-フェニルアラニン、
ピロリジン、N-σ-o-アジドベンジルオキシカルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパ
ルギルオキシカルボニル-L-リジン、N-σ-2-アジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-
tert-ブチルオキシカルボニル-L-リジン(BocLys)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジ
ン(AlocLys)、N-σ-アセチル-L-リジン(AcLys)、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジ
ン(ZLys)、N-σ-シクロペンチルオキシカルボニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-
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L-リジン、N-σ-ニコチノイル-L-リジン(NicLys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジ
ン(NmaLys)、N-σ-ビオチニル-L-リジン、N-σ-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リ
ジン、N-σ-メチル-L-リジン、N-σ-ジメチル-L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-
σ-イソプロピル-L-リジン、N-σ-ダンシル-L-リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リ
ジン、N-σ-p-トルエンスルホニル-L-リジン、N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-
リジン、N-σ-フェニルピルバミド-L-リジン、N-σ-ピルバミド-L-リジン、以下に、又は
本明細書の別所に記載されているものなどを含み;かつ例えば、p-アセチル-L-フェニルア
ラニン、O-メチル-L-チロシン、L-3-(2-ナフチル)アラニン、3-メチル-フェニルアラニン
、O-4-アリル-L-チロシン、4-プロピル-L-チロシン、トリ-O-アセチル-GlcNAcβ-セリン
、β-O-GlcNAc-L-セリン、トリ-O-アセチル-GalNAc-α-トレオニン、α-GalNAc-L-トレオ
ニン、L-ドーパ、フッ素化フェニルアラニン、イソプロピル-L-フェニルアラニン、p-ア
ジド-L-フェニルアラニン、p-アシル-L-フェニルアラニン、p-ベンゾイル-L-フェニルア
ラニン、L-ホスホセリン、ホスホノセリン、ホスホノチロシン、p-ヨード-フェニルアラ
ニン、p-ブロモフェニルアラニン、p-アミノ-L-フェニルアラニン、及びイソプロピル-L-
フェニルアラニンから選択される。
【０１７１】
　アリール置換は、様々な位置、例えば、オルト、メタ、パラで、1以上の官能基をアリ
ール環上に配置させて生じることができる。関心対象の他の非天然アミノ酸としては、光
活性化可能なクロスリンカーを含むアミノ酸、スピン標識アミノ酸、色素標識アミノ酸、
蛍光アミノ酸、金属結合アミノ酸、金属含有アミノ酸、放射性アミノ酸、新規の官能基を
有するアミノ酸、親水性、疎水性、極性、又は水素結合する能力が改変されたアミノ酸、
共有結合的又は非共有結合的に他の分子と相互作用するアミノ酸、フォトケージ化された
及び/又は光異性化可能なアミノ酸、ビオチン又はビオチン類似体を含むアミノ酸、グリ
コシル化アミノ酸、例えば、糖置換セリン、他の炭水化物修飾アミノ酸、ケト含有アミノ
酸、ポリエチレングリコール若しくはポリエーテル、多価アルコール、又は多糖を含むア
ミノ酸、メタセシスを受けることができるアミノ酸、環状付加を受けることができるアミ
ノ酸、重原子置換アミノ酸、化学切断可能及び/又は光切断可能なアミノ酸、天然アミノ
酸と比べて伸張した側鎖、例えば、炭素が約5個よりも多いか又は約10個よりも多い、例
えば、ポリエーテル又は長鎖炭化水素を有するアミノ酸、炭素結合糖含有アミノ酸、酸化
還元活性アミノ酸、アミノチオ酸含有アミノ酸、薬物部分を含むアミノ酸、並びに1以上
の毒性部分を含むアミノ酸が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７２】
　新規の側鎖を含む非天然アミノ酸に加えて、非天然アミノ酸は、任意に、例えば、式II
及びIII;
【化４】

(式中、Zは、通常、OH、NH2、SH、NH2O--、NH--R'、R'NH--、R'S--、又はS--R'--を含み;
X及びYは、同じもの又は異なるものであることができ、通常、S、N、又はOを含み、R及び
R'は、任意に同じもの又は異なるものであり、通常、式Iを有する非天然アミノ酸につい
て上で記載されたR基の構成成分の同じリスト、並びに水素又は(CH2)x又は天然アミノ酸
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側鎖から選択される)の構造によって示されるような、修飾された骨格構造も含む。例え
ば、本明細書に開示される非天然アミノ酸は、任意に、式II及びIIIによって示されるよ
うなアミノ又はカルボキシル基に置換を含む。このタイプの非天然アミノ酸としては、α
-ヒドロキシ酸、α-チオ酸、α-アミノチオカルボキシレート、又は例えば、20種の天然
アミノ酸若しくは非天然の側鎖に対応する側鎖を有する、α-α-ジ置換アミノ酸が挙げら
れるが、これらに限定されない。それらには、β-アミノ酸又はγ-アミノ酸、例えば、置
換されたβ-アラニン及びγ-アミノ酪酸も含まれるが、これらに限定されない。さらに、
α-炭素における置換又は修飾には、任意に、L又はD異性体、例えば、D-グルタメート、D
-アラニン、D-メチル-O-チロシン、アミノ酪酸などが含まれる。他の構造的代替物として
は、環状アミノ酸、例えば、プロリン類似体、並びに3-、4-、6-、7-、8-、及び9-員環プ
ロリン類似体が挙げられる。いくつかの非天然アミノ酸、例えば、アリールハライド(p-
ブロモ-フェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニンは、エチンとの多目的なパラジウ
ム触媒型クロスカップリング反応、又はアリールハライドと多種多様なカップリングパー
トナーとの間の炭素-炭素、炭素-窒素、及び炭素-酸素結合の形成を可能にするアセチレ
ン反応を提供する。
【０１７３】
　例えば、多くの非天然アミノ酸は、天然アミノ酸、例えば、チロシン、グルタミン、フ
ェニルアラニンなどに基づくものである。チロシン類似体としては、パラ置換チロシン、
オルト置換チロシン、及びメタ置換チロシンが挙げられ、ここで、該置換チロシンは、ア
セチル基、ベンゾイル基、アミノ基、ヒドラジン、ヒドロキシアミン、チオール基、カル
ボキシ基、イソプロピル基、メチル基、C6-C20直鎖又は分岐状炭化水素、飽和又は不飽和
炭化水素、O-メチル基、ポリエーテル基、ニトロ基などを含む。さらに、多重置換アリー
ル環も企図される。グルタミン類似体としては、α-ヒドロキシ誘導体、β-置換誘導体、
環状誘導体、及びアミド置換グルタミン誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。
例示的なフェニルアラニン類似体としては、メタ置換フェニルアラニンが挙げられるが、
これに限定されず、ここで、その置換基は、ヒドロキシ基、メトキシ基、メチル基、アリ
ル基、アセチル基などを含む。
【０１７４】
　非天然アミノ酸の具体例としては、o、m、及び/又はp型のアミノ酸又はアミノ酸類似体
(非天然アミノ酸)が挙げられるが、これらに限定されず、これには、ホモアリルグリシン
、シス-又はトランス-クロチルグリシン、6,6,6-トリフルオロ-2-アミノヘキサン酸、2-
アミノヘプタン酸(2-aminopheptanoic acid)、ノルバリン、ノルロイシン、O-メチル-L-
チロシン、o-、m-、又はp-メチル-フェニルアラニン、O-4-アリル-L-チロシン、4-プロピ
ル-L-チロシン、トリ-O-アセチル-GlcNAcβ-セリン、L-ドーパ、フッ素化フェニルアラニ
ン、イソプロピル-L-フェニルアラニン、p-アジドフェニルアラニン、p-アシル-L-フェニ
ルアラニン、p-ベンゾイル-L-フェニルアラニン、L-ホスホセリン、ホスホノセリン、ホ
スホノチロシン、p-ヨードフェニルアラニン、o-、m-、又はp-ブロモフェニルアラニン、
2-、3-、又は4-ピリジルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン(idiophenylalanine)、ジ
アミノ酪酸、アミノ酪酸、ベンゾフラニルアラニン、3-ブロモ-チロシン、3-(6-クロロイ
ンドリル)アラニン、3-(6-ブロモインドリル)アラニン、3-(5-ブロモインドリル)アラニ
ン、p-クロロフェニルアラニン、p-エチニル-フェニルアラニン、p-プロパルギル-オキシ
-フェニルアラニン、m-エチニル-フェニルアラニン、6-エチニル-トリプトファン、5-エ
チニル-トリプトファン、(R)-2-アミノ-3-(4-エチニル-1H-ピロル-3-イル)プロパン酸、
アジドノルロイシン、アジドホモアラニン、p-アセチルフェニルアラニン、p-アミノ-L-
フェニルアラニン、ホモプロパルギルグリシン、p-エチル-フェニルアラニン、p-エチニ
ル-フェニルアラニン、p-プロパルギル-オキシ-フェニルアラニン、イソプロピル-L-フェ
ニルアラニン、3-(2-ナフチル)アラニン、3-(1-ナフチル)アラニン、3-ヨード(idio)-チ
ロシン、O-プロパルギル-チロシン、ホモグルタミン、O-4-アリル-L-チロシン、4-プロピ
ル-L-チロシン、3-ニトロ-L-チロシン、トリ-O-アセチル-GlcNAcβ-セリン、L-ドーパ、
フッ素化フェニルアラニン、イソプロピル-L-フェニルアラニン、p-アジド-L-フェニルア
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ラニン、p-アシル-L-フェニルアラニン、p-アセチル-L-フェニルアラニン、m-アセチル-L
-フェニルアラニン、セレノメチオニン、テルロメチオニン、セレノシステイン、アルキ
ンフェニルアラニン、O-アリル-L-チロシン、O-(2-プロピニル)-L-チロシン、p-エチルチ
オカルボニル-L-フェニルアラニン、p-(3-オキソブタノイル)-L-フェニルアラニン、p-ベ
ンゾイル-L-フェニルアラニン、L-ホスホセリン、ホスホノセリン、ホスホノチロシン、
ホモプロパルギルグリシン、アジドホモアラニン、p-ヨード-フェニルアラニン、p-ブロ
モ-L-フェニルアラニン、ジヒドロキシ-フェニルアラニン、ジヒドロキシル-L-フェニル
アラニン、p-ニトロ-L-フェニルアラニン、m-メトキシ-L-フェニルアラニン、p-ヨード-
フェニルアラニン、p-ブロモフェニルアラニン、p-アミノ-L-フェニルアラニン、及びイ
ソプロピル-L-フェニルアラニン、トリフルオロロイシン、ノルロイシン、4-、5-、又は6
-フルオロ-トリプトファン、4-アミノトリプトファン、5-ヒドロキシトリプトファン、ビ
オシチン、アミノオキシ酢酸、m-ヒドロキシフェニルアラニン、m-アリルフェニルアラニ
ン、m-メトキシフェニルアラニン基、β-GlcNAc-セリン、α-GalNAc-トレオニン、p-アセ
トアセチルフェニルアラニン、パラ-ハロ-フェニルアラニン、セレノ-メチオニン、エチ
オニン、S-ニトロソ-ホモシステイン、チア-プロリン、3-チエニル-アラニン、ホモ-アリ
ル-グリシン、トリフルオロイソロイシン、トランス及びシス-2-アミノ-4-ヘキセン酸、2
-ブチニル-グリシン、アリル-グリシン、パラ-アジド-フェニルアラニン、パラ-シアノ-
フェニルアラニン、パラ-エチニル-フェニルアラニン、ヘキサフルオロロイシン、1,2,4-
トリアゾール-3-アラニン、2-フルオロ-ヒスチジン、L-メチルヒスチジン、3-メチル-L-
ヒスチジン、β-2-チエニル-L-アラニン、β-(2-チアゾリル)-DL-アラニン、ホモプロパ
ルギルグリシン(HPG)、並びにアジドホモアラニン(AHA)などが含まれる。種々の非限定的
な非天然アミノ酸の構造は、例えば、その内容全体が引用により本明細書中に組み込まれ
ている、US 2003/0108885 A1号の図29、30、及び31に提供されている。
【０１７５】
　チロシン類似体としては、パラ置換チロシン、オルト置換チロシン、及びメタ置換チロ
シンが挙げられ、ここで、該置換チロシンは、アセチル基、ベンゾイル基、アミノ基、ヒ
ドラジン、ヒドロキシアミン、チオール基、カルボキシ基、イソプロピル基、メチル基、
C6-C20直鎖又は分岐状炭化水素、飽和又は不飽和炭化水素、O-メチル基、ポリエーテル基
、ニトロ基などを含む。さらに、多重置換アリール環も企図される。本発明のグルタミン
類似体としては、α-ヒドロキシ誘導体、β-置換誘導体、環状誘導体、及びアミド置換グ
ルタミン誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。フェニルアラニン類似体の例と
しては、メタ-置換フェニルアラニンが挙げられるが、これに限定されず、ここで、その
置換基は、ヒドロキシ基、メトキシ基、メチル基、アリル基、アセチル基などを含む。リ
ジン類似体としては、N-σ置換されたもの、例えば、ピロリジン、N-σ-o-アジドベンジ
ルオキシカルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパルギルオキシカルボニル-L-リジン
、N-σ-2-アジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-tert-ブチルオキシカルボニル-L-
リジン(BocLys)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジン(AlocLys)、N-σ-アセチル-L-
リジン(AcLys)、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジン(ZLys)、N-σ-シクロペンチル
オキシカルボニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-L-リジン、N-σ-ニコチノイル-L
-リジン(NicLys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジン(NmaLys)、N-σ-ビオチニル-L-
リジン、N-σ-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-メチル-L-リジン、N-
σ-ジメチル-L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-σ-イソプロピル-L-リジン、N-σ
-ダンシル-L-リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リジン、N-σ-p-トルエンスルホニ
ル-L-リジン、N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-リジン、N-σ-フェニルピルバミ
ド-L-リジン、N-σ-ピルバミド-L-リジンが挙げられる。
【０１７６】
　さらに、他の例としては、任意に(限定されないが)、チロシンアミノ酸の非天然類似体
;グルタミンアミノ酸の非天然類似体;フェニルアラニンアミノ酸の非天然類似体;セリン
アミノ酸の非天然類似体;トレオニンアミノ酸の非天然類似体;アルキル、アリール、アシ
ル、アジド、シアノ、ハロ、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシル、アルケニル、アル



(48) JP 2013-545438 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

キニル(alkynl)、エーテル、チオール、スルホニル、セレノ、エステル、チオ酸、ボレー
ト、ボロネート、ホスホ、ホスホノ、ホスフィン、複素環式、エノン、イミン、アルデヒ
ド、ヒドロキシルアミン、ケト、ケタール、アセタール、歪んだシクロオクチン、歪んだ
シクロアルケン、シクロプロペン、ノルボルネン、ニトリル酸化物、β-シリルアルケニ
ルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、ピロン、テトラジン、ピリダジン、ア
ルコキシアミン、アリールスルホネート、アリールハライド、チオセミカルバジド、セミ
カルバジド、テトラゾール、α-ケト酸、若しくはアミノ置換アミノ酸、又はそれらの任
意の組合せ;光活性化可能なクロスリンカーを有するアミノ酸;スピン標識アミノ酸;蛍光
アミノ酸;新規の官能基を有するアミノ酸;共有結合的又は非共有結合的に別の分子と相互
作用するアミノ酸;金属結合アミノ酸;金属含有アミノ酸;放射性アミノ酸;フォトケージ化
アミノ酸;光異性化可能なアミノ酸;ビオチン又はビオチン類似体含有アミノ酸;グリコシ
ル化又は炭水化物修飾されたアミノ酸;ケト含有アミノ酸;ポリエチレングリコールを含む
アミノ酸;ポリエーテルを含むアミノ酸;重原子置換アミノ酸;化学切断可能又は光切断可
能なアミノ酸;伸張した側鎖を有するアミノ酸;毒性基を含むアミノ酸;糖置換アミノ酸、
例えば、糖置換セリンなど;炭素結合糖含有アミノ酸;酸化還元活性アミノ酸;α-ヒドロキ
シ含有酸;アミノチオ酸含有アミノ酸;α,αジ置換アミノ酸;β-アミノ酸;並びに環状アミ
ノ酸が挙げられる。
【０１７７】
　通常、ある実施態様のために本明細書で利用される非天然アミノ酸は、20種の天然アミ
ノ酸では得ることができない追加の特徴を提供するように選択又は設計することができる
。例えば、非天然アミノ酸は、例えば、それらが組み込まれるタンパク質の生物学的特性
を修飾するように任意に設計又は選択される。例えば、以下の特性が、タンパク質に非天
然アミノ酸を含めることによって任意に修飾される:毒性、生体分布、溶解性、安定性、
例えば、熱、加水分解、酸化に対する安定性、酵素分解に対する抵抗性など、精製及び処
理の容易さ、構造的特性、分光学的特性、化学的及び/又は光化学的特性、触媒活性、酸
化還元電位、半減期、他の分子と、例えば、共有結合的又は非共有結合的に反応する能力
など
【０１７８】
　アミノ酸類似体の他の例としては、任意に(限定されないが)、チロシンアミノ酸の非天
然類似体;グルタミンアミノ酸の非天然類似体;フェニルアラニンアミノ酸の非天然類似体
;セリンアミノ酸の非天然類似体;トレオニンアミノ酸の非天然類似体;アルキル、アリー
ル、アシル、アジド、シアノ、ハロ、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシル、アルケニ
ル、アルキニル(alkynl)、エーテル、チオール、スルホニル、セレノ、エステル、チオ酸
、ボレート、ボロネート、ホスホ、ホスホノ、ホスフィン、複素環式、エノン、イミン、
アルデヒド、ヒドロキシルアミン、ケト、ケタール、アセタール、歪んだシクロオクチン
、歪んだシクロアルケン、シクロプロペン、ノルボルネン、ニトリル酸化物、β-シリル
アルケニルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、ピロン、テトラジン、ピリダ
ジン、アルコキシアミン、アリールスルホネート、アリールハライド、チオセミカルバジ
ド、セミカルバジド、テトラゾール、α-ケト酸、若しくはアミノ置換アミノ酸、又はこ
れらの任意の組合せ;光活性化可能なクロスリンカーを有するアミノ酸;スピン標識アミノ
酸;蛍光アミノ酸;新規の官能基を有するアミノ酸;共有結合的又は非共有結合的に別の分
子と相互作用するアミノ酸;金属結合アミノ酸;金属含有アミノ酸;放射性アミノ酸;フォト
ケージ化アミノ酸;光異性化可能なアミノ酸;ビオチン又はビオチン類似体含有アミノ酸;
グリコシル化又は炭水化物修飾されたアミノ酸;ケト含有アミノ酸;ポリエチレングリコー
ルを含むアミノ酸;ポリエーテルを含むアミノ酸;重原子置換アミノ酸;化学切断可能又は
光切断可能なアミノ酸;伸張した側鎖を有するアミノ酸;毒性基を含むアミノ酸;糖置換ア
ミノ酸、例えば、糖置換セリンなど;炭素結合糖含有アミノ酸;酸化還元活性アミノ酸;α-
ヒドロキシ含有酸;アミノチオ酸含有アミノ酸;α,αジ置換アミノ酸;β-アミノ酸;並びに
プロリン以外の環状アミノ酸が挙げられる。
【０１７９】
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　本発明の方法で使用するのに好適な非天然アミノ酸としては、アミノ酸側鎖に付着した
サッカリド部分を有するものも挙げられる。一実施態様では、サッカリド部分を有する非
天然アミノ酸としては、Man、GalNAc、Glc、Fuc、又はGal部分を有するセリン又はトレオ
ニンアミノ酸が挙げられる。サッカリド部分を含む非天然アミノ酸の例としては、例えば
、トリ-O-アセチル-GlcNAcβ-セリン、β-O-GlcNAc-L-セリン、トリ-O-アセチル-GalNAc-
α-トレオニン、α-GalNAc-L-トレオニン、O-Man-L-セリン、テトラ-アセチル-O-Man-L-
セリン、O-GalNAc-L-セリン、トリ-アセチル-O-GalNAc-L-セリン、Glc-L-セリン、テトラ
アセチル-Glc-L-セリン、fuc-L-セリン、トリ-アセチル-fuc-L-セリン、O-Gal-L-セリン
、テトラ-アセチル-O-Gal-L-セリン、β-O-GlcNAc-L-トレオニン、トリ-アセチル-β-Glc
NAc-L-トレオニン、O-Man-L-トレオニン、テトラ-アセチル-O-Man-L-トレオニン、O-GalN
Ac-L-トレオニン、トリ-アセチル-O-GalNAc-L-トレオニン、Glc-L-トレオニン、テトラア
セチル-Glc-L-トレオニン、fuc-L-トレオニン、トリ-アセチル-fuc-L-トレオニン、O-Gal
-L-トレオニン、テトラ-アセチル-O-Gal-L-セリン、β-N-アセチルグルコサミン-O-セリ
ン、α-N-アセチルガラクトサミン-O-トレオニン、蛍光アミノ酸、例えば、ナフチル又は
ダンシル又は7-アミノクマリン又は7-ヒドロキシクマリン側鎖を含むもの、光切断可能又
は光異性化可能なアミノ酸、例えば、アゾベンゼン又はニトロベンジルCys、Ser、又はTy
r側鎖を含むもの、p-カルボキシ-メチル-L-フェニルアラニン、ホモグルタミン、2-アミ
ノオクタン酸、p-アジドフェニルアラニン、p-ベンゾイルフェニルアラニン、p-アセチル
フェニルアラニン、m-アセチルフェニルアラニン、2,4-ジアミノ酪酸(DAB)などが挙げら
れるが、これらに限定されない。本発明には、上記のものの非保護形態及びアセチル化形
態が含まれる。(例えば、「ペプチドのリモデリング及び糖コンジュゲーション(Remodeli
ng and Glycoconjugation of Peptides)」というタイトルのWO 03/031464 A2号;及び「サ
ッカリド組成物、その合成のための方法及び装置(Saccharide Composition, Methods and
 Apparatus for their synthesis)」というタイトルの米国特許第6,331,418号;Tang及びT
irrellの文献(J. Am. Chem. Soc.(2001)123: 11089-11090);並びにTangらの文献(Angew. 
Chem. Int. 編,(2001)40:8も参照されたく、これらは全て、引用によりその全体が本明細
書中に組み込まれる)。
【０１８０】
　上に提供された非天然アミノ酸の多くは、例えば、Sigma Aldrich(USA)から市販されて
いる。市販されていないものは、任意に、US 2004/138106 A1号(引用により本明細書中に
組み込まれる)の実施例に提供されているように、又は当業者に公知の標準的な方法を用
いて合成される。有機合成技術については、例えば、Fessendon及びFessendon著、有機化
学(Organic Chemistry)(1982, 第2版, Willard Grant Press, Boston Mass.);March著、
最先端有機化学(Advanced Organic Chemistry)(第3版, 1985, Wiley and Sons, New York
);及びCarey及びSundberg著、最先端有機化学(Advanced Organic Chemistry)(第3版, パ
ートA及びB, 1990, Plenum Press, New York)、並びにWO 02/085923号を参照されたく、
これらは全て、引用により本明細書に組み込まれる。
【０１８１】
　例えば、メタ-置換フェニルアラニンは、WO 02/085923号(例えば、この刊行物の図14参
照)に概略が示されているような手順で合成される。通常、NBS(N-ブロモスクシンイミド)
をメタ-置換メチルベンゼン化合物に添加すると、メタ-置換臭化ベンジルが得られ、次に
、これをマロネート化合物と反応させると、メタ置換フェニルアラニンが得られる。メタ
位に使用される典型的な置換基としては、ケトン、メトキシ基、アルキル、アセチルなど
が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、3-アセチル-フェニルアラニンは、NBS
を3-メチルアセトフェノンの溶液と反応させることによって作製される。さらなる詳細に
ついては、下記の実施例を参照されたい。同様の合成を用いて、3-メトキシフェニルアラ
ニンを生成させる。その場合の臭化ベンジルのメタ位のR基は--OCH3である(例えば、引用
によりその全体が本明細書中に組み込まれる、Matsoukasらの文献(J. Med. Chem., 1995,
 38, 4660-4669)を参照されたい)。
【０１８２】
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　場合によっては、非天然アミノ酸の設計は、シンセターゼ、例えば、末端枝突然変異体
(external mutant)tRNAをアミノアシル化するために使用される末端枝突然変異体tRNAシ
ンセターゼの活性部位に関する既知情報によってバイアスがかけられる。例えば、アミド
の窒素で置換された誘導体(1)、γ位のメチル基(2)、及びN-Cy-環状誘導体(3)を含む、3
つのクラスのグルタミン類似体が提供される。重要な結合部位残基が酵母GlnRSと相同で
ある大腸菌GlnRSのx線結晶構造に基づいて、類似体を、グルタミンの側鎖の10シェル以内
の残基の側鎖突然変異の配列を補完するように設計し、例えば、活性部位Phe233の小さい
疎水性アミノ酸への突然変異を、GlnのCy位での立体的嵩高さの増加によって補完するこ
とができる。
【０１８３】
　例えば、N-フタロイル-L-グルタミン酸1,5-無水物(WO 02/085923号の図23の化合物番号
4)を任意に用いて、アミドの窒素に置換基を有するグルタミン類似体を合成する。(例え
ば、King及びKiddの文献(J. Chem. Soc., 3315-3319, 1949);Friedman及びChatterrjiの
文献(J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-3752, 1959);Craigらの文献(J. Org. Chem. 53, 1167
-1170, 1988);並びにAzoulayらの文献(Eur. J. Med. Chem. 26, 201-5, 1991)を参照され
たく、これらは全て、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる)。該無水物は、通
常、アミンをフタルイミドとしてまず保護した後、酢酸中で還流することによって、グル
タミン酸から調製される。次に、該無水物をいくつかのアミンで開裂させると、該アミド
で様々な置換基が得られる。ヒドラジンによるフタロイル基の脱保護により、WO 2002/08
5923号の図23に示されるような遊離アミノ酸が得られる。
【０１８４】
　γ-位における置換は、通常、グルタミン酸のアルキル化によって達成される。(例えば
、引用により本明細書に組み込まれる、Koskinen及びRapoportらの文献(J. Org. Chem. 5
4, 1859-1866, 1989)を参照されたい)。例えば、WO 02/085923号の図24の化合物番号5に
よって示されているような保護アミノ酸を、任意に、アミノ部分を9-ブロモ-9-フェニル
フルオレン(PhflBr)でまずアルキル化し(例えば、引用により本明細書に組み込まれる、C
hristie及びRapoportらの文献(J. Org. Chem. 1989, 1859-1866, 1985)を参照されたい)
、その後、酸部分を、O-tert-ブチル-N,N'-ジイソプロピルイソウレアを用いてエステル
化することによって調製する。KN(Si(CH3)3)2を添加すると、メチルエステルのα-位で位
置選択的に脱プロトン化されて、エノラートが形成され、次に、これを、任意に様々なア
ルキルヨウ化物でアルキル化する。t-ブチルエステル及びPhfl基を加水分解すると、所望
のγ-メチルグルタミン類似体(引用により本明細書に組み込まれるWO 02/085923号の図24
の化合物番号2)が得られた。
【０１８５】
　WO 02/085923号の図25の化合物番号3によって示されているようなN-Cy環状類似体を、
任意に、以前に記載されているように、Boc-Asp-Ot-Buから4工程で調製する。(例えば、
各々、引用により本明細書に組み込まれる、Bartonらの文献(Tetrahedron Lett. 43, 429
7-4308, 1987)、及びSubasingheらの文献(J. Med. Chem. 35 4602-7, 1992)を参照された
い)。N-t-Boc-ピロリジノン、ピロリジノン、又はオキサゾリドンのアニオンを生成させ
た後、図25に示されているような化合物7を添加すると、マイケル付加生成物が得られる
。その後、TFAで脱保護すると、遊離アミノ酸が得られる。
【０１８６】
　トリフルオロロイシン(Tfl)及びヘキサフルオロロイシン(Hfl)は、当技術分野で公知の
様々な方法によって合成することができる。例えば、5',5',5'-トリフルオロ-DL-ロイシ
ンは、まず、市販のトリフルオロメチルクロトン酸をエタノールで希釈し、それを触媒の
存在下で水素化することによって段階的に合成することができる。次に、混合物を還流し
、エステルを蒸留することができる。次に、α-オキシイミノ-5',5',5'-トリフルオロイ
ソカプロン酸を、還流及び蒸留によって誘導し、その後、5',5',5'-トリフルオロ-DL-ロ
イシンを再結晶化させることができる。同様に、(S)-5,5,5,5',5',5'-ヘキサフルオロロ
イシンは、ヘキサフルオロアセトン及びブロモピルビン酸エチルから多工程で調製するこ
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とができ、該多工程には、パン酵母によるか、又はオキサザボロリジン触媒を用いるカテ
コールボランによる、α-ケトエステルのカルボニル基の高度にエナンチオ選択性な還元
が含まれる。(さらなる詳細については、例えば、Rennert, Ankerの文献(Biochem. 1963,
 2, 471);Zhangらの文献(Helv. Chim. Acta 1998, 81, 174-181)、Rの文献(Prot Sci. 7:
 419-426(1998)); Hendricksonらの文献(Annual Rev. Biochem. 73: 147-176(2004));米
国特許出願第20030108885号及び第20030082575号、並びに同時係属の米国仮出願第60/571
,810号を参照されたく、これらは全て、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる)
。本開示の新規な点の1つは、フッ素化非天然アミノ酸(複数可)が組み込まれた、ロイシ
ン-ジッパードメインを多く含む分子の熱安定性及び化学的安定性の増大に関する。
【０１８７】
　同様に、ホモプロパルギルグリシン(HPG)及びアジドホモアラニン(AHA)を、公表されて
いる方法によって合成することができる。例えば、引用によりその全体が本明細書に組み
込まれる、Mangoldらの文献(Mutat. Res., 1989, 216, 27)による。
【０１８８】
(二重特異性コンストラクトの合成)
(二重特異性体を形成させる一般的方法)
　ある実施態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクトは、下記のことを含む、
以下の方法よって作製することができる:
(i)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-6抗体又はその
誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供すること;
(ii)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-23抗体又はそ
の誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供すること
;
(iii)該宿主細胞が、該修飾された抗IL-6抗体又はその誘導体、及び該修飾された抗IL-23
抗体又はその誘導体を発現するような条件下で、該宿主細胞を成長させること、
(iv)該抗IL-6抗体又はその誘導体、及び該抗IL-23抗体又はその誘導体を単離すること;
(v)該抗IL-6抗体又はその誘導体が、各部分の非天然アミノ酸間の連結によって該抗IL-23
抗体又はその誘導体と結合されるように、該抗IL-6抗体又はその誘導体を該抗IL-23抗体
又はその誘導体と反応させること。
【０１８９】
　本発明の二重特異性コンストラクトは、当技術分野で公知の方法によって作製すること
もできる。これらには、体細胞ハイブリダイゼーション、化学的カップリング、及び組換
え技術が含まれる。
【０１９０】
　体細胞ハイブリダイゼーションは、2つのハイブリドーマの融合、及び得られるクアド
ローマによって分泌される二重特異性体の精製を含む。2つの異なる方法が記載されてい
る:(1)2つの樹立されたハイブリドーマの融合によって、クアドローマが作製される(Mils
tein及びCuelloの文献(1983);Sureshらの文献(1986))、並びに(2)1つの樹立されたハイブ
リドーマと、第二の抗原で免疫化されたマウスに由来するリンパ球との融合によって、ト
リオーマが作製される(Nolan及びKennedyの文献(1990))。bsMAbの開発のための体細胞ハ
イブリダイゼーションは、ハイブリドーマを調製する方法と類似した方法を含む。しかし
ながら、1つの細胞内での2つの異なる重鎖及び2つの異なる軽鎖の産生及びランダムな会
合は、かなり大きな割合の非機能的分子のアセンブリを生じさせる。必要とされる特異性
を有する二重特異性体を精製するために、複雑な精製技術が開発される必要があり、この
ため、臨床使用のための大規模製造がほとんど不可能になる。それでもなお、本発明は、
体細胞ハイブリダイゼーションを用いて製造される上に開示されたような二価の二重特異
性コンストラクトを提供する。
【０１９１】
　当技術分野で知られているような抗体の化学的カップリングは、約40年前に初めて実施
された。第一の二重特異性ポリクローナル抗体は、2つの異なるポリクローナル抗体を化
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学的にカップリングすることによって産生された(Nisonoff及びRiversの文献(1961))。こ
の化学的操作は、その内部重鎖ジスルフィド結合での2つの異なる抗体の解離、及び化学
的コンジュゲーションによる2つの半分の分子の架橋を含んでいた。bsMAbを調製するため
に、ε-アミノ基又はヒンジ領域チオール基との反応性がある多数の二官能性試薬が用い
られている。これらのクロスリンカーは、ホモ二官能性試薬又はヘテロ二官能性試薬とい
う2つのカテゴリーに分類することができる。ホモ二官能性試薬は、内部重鎖ジスルフィ
ド結合の還元によって生成される遊離チオールと反応する。5,5-ジチオビス(2-ニトロ安
息香酸)(DTNB)又はo-フェニレンジマレイミド(O-PDM)は、MAbのFab'断片上のチオール基
を活性化することができる。DTNBが、2つのFab間のジスルフィド結合を再生するように作
用するのに対し、O-PDMは、2つのFab'間のチオエーテル結合を形成するように作用する。
通常、O-PDMのチオエーテル結合は、DTNBによって再生されるジスルフィド結合よりも安
定であることができる。ヘテロ二官能性試薬は、タンパク質上に、それが第二のタンパク
質と反応することを可能にする反応基を導入することができる。N-スクシニミジル-3-(2-
ピリジルジチオ)プロピオネート(SPDP)は、第一級アミノ基と反応させて、遊離チオール
基を導入するために用いられている。SPDPは、クラス又はアイソタイプを問わず、抗体及
びFab'断片を含む、露出したアミノ基を有する任意の2つのタンパク質を組み合わせるこ
とができる。しかしながら、この手法は、分子のランダムな架橋を引き起こし、そのため
、バッチ間のばらつき、並びに望ましくない効果、例えば、タンパク質変性、及び/又は
抗体活性の喪失を示す。それでもなお、本発明は、化学的カップリングを用いて製造され
る上に開示されたような二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【０１９２】
　組換え技術を用いて、二重特異性抗体を作製することもできる。遺伝子改変によって得
られるそのような二重特異性抗体は、化学的架橋又は2つのハイブリドーマクローンの融
合によって作製される従来の二重特異性抗体に優るいくつかの利点を示し、これには、二
重特異性体の大きさ及び親和性に対するより大きな制御が含まれる。可変ドメインのみを
構成単位として用いることによって、組換え抗体は、抗体のFc領域を欠如し、そのため、
Fc媒介性の免疫エフェクター機能を誘導しない。多種多様な異なる組換え二重特異性抗体
フォーマットが過去何年にもわたって開発されている。それらのうち、タンデム単鎖Fv分
子及びダイアボディ並びにそれらの様々な誘導体は、組換え二重特異性抗体の構築のため
の最も広く用いられているフォーマットである。1つの共通のテーマとして、これらの分
子の構築は、異なる抗原を認識する2つの単鎖Fv(scFv)断片(ペプチドリンカーを介して連
結された免疫グロブリン重鎖及び軽鎖の可変領域)から始まる。タンデムscFv分子(taFv)
は、2つのscFv分子を追加のペプチドリンカーと単に接続しただけの単純なフォーマット
を表す。これらのタンデムscFv分子中に存在する2つのscFv断片は、別々のフォールディ
ング実体を形成する。したがって、様々なリンカーを用いて、2つのscFv断片を接続する
ことができ、最大63残基の長さを有するリンカーが報告されている。親scFv断片は、通常
、細菌内で可溶性形態で発現させることができるが、タンデムscFv分子は細菌内で不溶性
の凝集体を形成することがよく観察される。したがって、可溶性のタンデムscFv分子を産
生するために、再フォールディングプロトコル又は哺乳動物発現系の使用がルーチンに適
用される。このようにして、本発明は、上で詳述したような組換え技術を用いて製造され
る上に開示されたような二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【０１９３】
　上に示したような好ましい製造方法では、非天然アミノ酸は、連結の前のアジド、シア
ノ、ニトリル酸化物、アルキン、アルケン、歪んだシクロオクチン、歪んだシクロアルケ
ン、シクロプロペン、ノルボルネン、又はアリール、アルキル、若しくはビニルハライド
、ケトン、アルデヒド、ケタール、アセタール、ヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシア
ミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケイ素、β-シリルアルケニルハライド、β-シリルアル
ケニルスルホネート、ピロン、テトラジン、ピリダジン、アリールスルホネート、チオセ
ミカルバジド、セミカルバジド、テトラゾール、α-ケト酸基を含む。非天然アミノ酸は
、アジドホモアラニン、ホモプロパルギルグリシン、ホモアリルグリシン、p-ブロモフェ



(53) JP 2013-545438 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

ニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン、アジドフェニルアラニン、アセチルフェニル
アラニン又はエチニルフェニルアラニン(ethynylephenylalanine)、trans-クロチルアル
ケンなどの内部アルケンを含むアミノ酸、セリンアリルエーテル、アリルグリシン、プロ
パルギルグリシン、又はビニルグリシン、ピロリジン、N-σ-o-アジドベンジルオキシカ
ルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパルギルオキシカルボニル-L-リジン、N-σ-2-ア
ジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-tert-ブチルオキシカルボニル-L-リジン(BocLy
s)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジン(AlocLys)、N-σ-アセチル-L-リジン(AcLys)
、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジン(ZLys)、N-σ-シクロペンチルオキシカルボ
ニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-L-リジン、N-σ-ニコチノイル-L-リジン(NicL
ys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジン(NmaLys)、N-σ-ビオチニル-L-リジン、N-σ
-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-メチル-L-リジン、N-σ-ジメチル-
L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-σ-イソプロピル-L-リジン、N-σ-ダンシル-L-
リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リジン、N-σ-p-トルエンスルホニル-L-リジン、
N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-リジン、N-σ-フェニルピルバミド-L-リジン、N
-σ-ピルバミド-L-リジンであってもよい。
【０１９４】
　例えば、上で示したような好ましい製造方法において、非天然アミノ酸は、連結の前の
アジド、アルキン、アルケン、又はアリール、アルキル、又はビニルハライド、ケトン、
アルデヒド、ヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケ
イ素基を含む。非天然アミノ酸は、アジドホモアラニン、ホモプロパルギルグリシン、ホ
モアリルグリシン、p-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン、アジドフェ
ニルアラニン、アセチルフェニルアラニン、又はエチニルフェニルアラニン(ethynylephe
nylalanine)、trans-クロチルアルケンなどの内部アルケンを含むアミノ酸、セリンアリ
ルエーテル、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、又はビニルグリシンであってもよ
い。
【０１９５】
　上に示したような好ましい製造方法では、第一の部分を第二の部分にカップリングさせ
るための反応は、[3+2]双極性環状付加若しくはクリック反応、ヘック反応、薗頭反応、
鈴木反応、スティルカップリング、檜山/デンマーク反応、オレフィンメタセシス、ディ
ールス-アルダー反応、又はヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、若しくはヒド
ロキシルアミンとのカルボニル縮合である。
【０１９６】
(二価の二重特異性コンストラクト及び抗体のPEG化)
　当技術分野で公知の組換え二重特異性抗体の短所の1つは、体内でのその短い循環時間
である。ダイアボディ、単鎖ダイアボディ、及びタンデムscFv分子は、50～60kDaの分子
量を有しており、このため、溢出、タンパク質分解、及び腎排出によるこれらの実体の循
環からの迅速なクリアランスが生じることがある。これらの実体の例示的な初期半減期(t
1/2α)は30分未満である。組換え抗体の薬物動態を改善するために、いくつかの手法が取
られている。1つの手法は、これらの分子のサイズを増大させることである。100～115kDa
の分子量を有する二量体単鎖ダイアボディ分子は、可変ドメインを接続するリンカーの長
さを変えることによって作製することもできる。他の手法は、二重特異性体と、長い半減
期を有する血清タンパク質との会合に依存している。これらには、二重特異性抗体と、ヒ
ト血清アルブミン(HSA)、HSA結合ペプチド、又は本来長い半減期を有するホルモンに由来
するペプチドとの融合が含まれる。そのような方法を、本発明の二価の二重特異性コンス
トラクトに適用することができる。しかしながら、本発明は、ポリエチレングリコールポ
リマー(PEG)の使用を提供するものでもあり、該使用は、本発明の二価の二重特異性コン
ストラクトの半減期を延長する上で特に有利であることが本明細書で初めて示されている
。
【０１９７】
　PEGは、最終的な二重特異性生成物において望ましく、かつscFvに固有の問題を解決す
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るいくつかの化学的特性を有する。PEG化は、タンパク質溶解性を改善し、scFv安定性を
増大させ、それにより、scFvの凝集及び沈殿を低下させるはずである。さらに、PEGなど
の、長くて柔軟なリンカーは、2つの抗体断片の物理的隔離を増大させ、それらが互いに
独立に再フォールディングするのを可能にする。これは、遺伝子融合によって連結された
二重特異性抗原結合ドメインの再フォールディングでよく起こる問題の1つ、(すなわち、
2つの成分抗体間の無制御でかつ望ましくない架橋)を解決する。
【０１９８】
　PEGポリマーは、従来、リジン、システイン、及びヒスチジン残基などの反応性部位を
介して生体分子に共有結合される。しかしながら、最適な安定性を達成するために、標的
分子に付着させるポリマーの量は、厳しく制御される必要がある。PEGポリマーとタンパ
ク質中の反応性部位とのコンジュゲーションは、PEG修飾タンパク質の不均一な混合物を
生じさせることが多く、これにより、最適でない安定化及び半減期増大、並びにPEG反応
性部位がタンパク質活性にとって重要である(例えば、それらが、受容体結合部位又はそ
の近くに位置する)場合、ポリマー修飾タンパク質の生体活性の潜在的な損失がもたらさ
れることがある。本発明は、特定の場所に非天然アミノ酸を含むように二価の二重特異性
コンストラクトの成分抗体を改変し、PEGをこれらの非天然アミノ酸と反応させることに
よって、この問題に対する解決を提供する。
【０１９９】
　PEGリンカーの使用は、使用し得る化学合成の多用途性のために、上で詳述されたもの
に対してさらにより多くの利点を提供する。PEGは、scFvタンパク質に組み込まれる任意
の非天然アミノ酸との相補的反応パートナーとなるように容易に官能化することができる
。PEGは、多価タンパク質ハイブリッドの構築を可能にする複数のコンジュゲーション部
位を有するように官能化することもできる。PEG官能化は、所望のコンジュゲーション化
学反応に応じてホモ二官能性又はヘテロ二官能性PEGを用いて行なうことができる。さら
に、PEGの構造は、薬物動態及び生体活性に影響を及ぼし得る線状又は分岐状のバリエー
ションに合わせることができる。
【０２００】
　これらのPEG化二価の二重特異性コンストラクトの調製を以下でさらに論じる。
【０２０１】
　二重特異性scFvは、2つの異なるscFv抗原結合ドメインをリンカーによって互いにコン
ジュゲートさせることによって構築することができる。この戦略は、各scFvが二官能性リ
ンカーにコンジュゲートされる2工程プロセスで実現される。二重特異性コンジュゲート
を含む2つのscFvは、各々、特異的なコンジュゲーション部位の役割を果たす位置で少な
くとも1つの非天然アミノ酸(例えば、Aha)を含む。リンカーは、ホモ二官能性又はヘテロ
二官能性であることができ、かつscFvに含まれる非天然アミノ酸(Aha)と反応性がある相
補的官能基(例えば、アルキン)を含むことができる。その後、以下の反応スキームを適用
して、二重特異性scFvを作製することができる(下のスキーム1)。
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【化５】

【０２０２】
　scFvをリンカーにコンジュゲートさせるために用いられる化学反応は、20種の天然アミ
ノ酸に対して直交性である。scFv-PEGコンジュゲート及び二重特異性体の調製において、
ここでは、アジド-アルキン銅媒介性の環状付加を用いる。典型的なシークエンスにおい
て、アジドホモアラニン(Aha)を含むscFvを、アルキンで官能化された過剰量のホモ二官
能性PEGリンカーと反応させる。限界過剰のPEGでの主要生成物は一価のPEG化scFvであり
、その後、これを精製する。PEGリンカーの遊離のペンダントアルキンは、Ahaを含む第二
のscFとの第二の銅媒介性アジド-アルキン環状付加を経て、二重特異性体を生じさせる。
【０２０３】
　アジド-アルキン銅媒介性の環状付加(Meldal及びTorneの文献(2008)、Kolbらの文献(20
01))、並びにアルケン-アリールハライドパラジウム媒介性のヘック反応は、標的タンパ
ク質へのポリマー、毒素、又はペプチドの部位特異的コンジュゲーションに広く適用され
ている。銅媒介性の環状付加反応は、全ての天然アミノ酸と完全に直交性であり、そのた
め、非天然アジド又はアルキン含有部分を導入することができない限り、この化学反応を
用いて、生物学的分子を修飾することができない。これが行なわれるとき、該化学反応は
、そのアジド又はアルキンの位置でしか起こらない。アジド及びアルキンは、天然アミノ
酸の類似体としてタンパク質中に導入され、バイオコンジュゲーションのための特異的な
位置を提供することができる。
【０２０４】
　別所に注記したように、抗IL-6及び抗IL-23又はそれらの誘導体(抗IL-23/IL-12抗体又
はその誘導体を含む)をPEG化を介して任意に修飾し、半減期を増大させることができる。
抗IL-6及び抗IL-23又はそれらの誘導体のPEG化は、同様の方法によって達成することがで
きる。
【０２０５】
　好適には、本発明の二重特異性コンストラクト及び抗体において有用なPEG基及びPEG 
リンカーは、2～100kDa、例えば、5～60kDa、例えば、10～40kDa、例えば、約20kDa又は
約40kDaの重量を有する。PEG基及びリンカーは、直鎖であっても分岐状であってもよい。
【０２０６】
(医薬組成物)
　別の態様に従って、本発明は、本発明の二価の二重特異性コンストラクト及び医薬とし
て許容し得る担体を含む医薬組成物及びキットを提供する。いくつかの実施態様では、該
医薬組成物又はキットはさらに、別の成分、例えば、イメージング試薬又は治療剤を含む
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。好ましい実施態様では、該医薬組成物又はキットは、診断法又は治療法で用いられる。
【０２０７】
　医薬組成物は、例えば、水性製剤、例えば、従来の賦形剤、例えば、塩化ナトリウム、
糖、アミノ酸、界面活性剤などを含む水溶液であってもよい。
【０２０８】
　医薬組成物はまた、水又は食塩水の添加による再構成に好適な凍結乾燥製品であっても
よい。
【０２０９】
(治療方法)
　別の態様に従って、本発明は、治療における本発明の二価の二重特異性コンストラクト
の使用を提供する。特に、本発明は、TH17、TH22、及びTH1媒介性疾患、並びにこれらのT

H細胞の組合せによって媒介される疾患の治療を提供する。
【０２１０】
　本発明の二価の二重特異性コンストラクトを用いて治療し得るそのような疾患の例とし
ては、炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常
性天疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、
エリテマトーデス、及び糖尿病が挙げられる。
【０２１１】
　TH17媒介性疾患のさらなる例としては、筋萎縮性側索硬化症又はALS(ルーゲーリック病
)、強直性脊椎炎、アスペルガー障害、背部痛、バレット食道、双極性障害、心不整脈、
セリアック病、慢性疲労症候群(CFS/CFIDS/,E)、慢性ライム病(ボレリア症)、クローン病
、尿崩症、I型糖尿病、II型糖尿病、認知症、鬱病、てんかん、線維筋痛(FM)、胃食道逆
流性疾患(GERD)、橋本甲状腺炎、過敏性腸症候群(IBS)、間質性膀胱炎(IC)、炎症性腸疾
患、過敏性腸症候群、腎臓結石、レフグレン症候群、エリテマトーデス、躁病、多種化学
物質過敏症(MCS)、片頭痛、モルジェロンズ病、多発性硬化症、重症筋無力症、ニューロ
パシー、強迫神経症(OCD)、変形性関節炎、パニック発作、パーキンソン病、リウマチ性
多発筋痛、体位性起立性頻脈症候群(Postural orthostatic , achycardia syndrome)(POT
S)、前立腺炎、乾癬、乾癬性関節炎、レイノー症候群/レイノー現象、反応性関節炎(ライ
ター症候群)、レストレスレッグ症候群、反射性交感神経性ジストロフィー(RSD)、関節リ
ウマチ、サルコイドーシス、強皮症、副鼻腔炎(inusitis)、季節性情動障害(SAD)、シェ
ーグレン症候群、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、及びめまいが挙げられる。さらなる疾患と
しては、敗血症又は出血熱によるサイトカインストーム、胆汁性肝硬変、スティル病、CO
PD、グレーブス眼症、腹膜炎(perionditis)、ベーチェット病、喘息、アトピー性皮膚炎
、汗腺膿瘍、巨細胞性動脈炎、及び心臓線維症が挙げられる。
【０２１２】
　TH22媒介性疾患のさらなる例としては、慢性炎症性疾患、例えば、湿疹、強皮症、喘息
、及びCOPDが挙げられる。
【０２１３】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、本発明の二価の二重特異性コンストラクト
の治療有効量を患者に投与することを含む、TH17媒介性疾患の治療方法を提供する。
【０２１４】
　別の実施態様では、本発明は、TH17によって媒介される疾患の治療用の本発明の二価の
二重特異性コンストラクトを提供する。
【０２１５】
　別の実施態様では、本発明は、TH17によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のた
めの本発明の二価の二重特異性コンストラクトの使用を提供する。
【０２１６】
　別の実施態様では、本発明は、本発明の二価の二重特異性コンストラクトの治療有効量
を患者に投与することを含む、TH22細胞によって媒介される疾患の治療方法を提供する。
【０２１７】
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　別の実施態様では、本発明は、TH22細胞によって媒介される疾患の治療用の本発明の二
価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【０２１８】
　別の実施態様では、本発明は、両方のTH22細胞によって媒介される疾患の治療用の薬剤
の製造のための本発明の二価の二重特異性コンストラクトの使用を提供する。
【０２１９】
　別の実施態様では、本発明は、本発明の二価の二重特異性コンストラクトの治療有効量
を患者に投与することを含む、TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療
方法を提供する。
【０２２０】
　別の実施態様では、本発明は、TH17とTH1の両方によって媒介される疾患の治療用の本
発明の二価の二重特異性コンストラクトを提供する。
【０２２１】
　別の実施態様では、本発明は、TH17とTH1の両方によって媒介される疾患の治療用の薬
剤の製造のための本発明の二価の二重特異性コンストラクトの使用を提供する。
【０２２２】
　別の実施態様では、本発明は、本発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導
体の組合せの治療有効量を患者に投与することを含む、TH17媒介性疾患の治療方法を提供
する。
【０２２３】
　別の実施態様では、本発明は、TH17媒介性疾患の治療用の本発明による抗IL-6及び抗IL
-23抗体又はそれらの誘導体の組合せを提供する。
【０２２４】
　別の実施態様では、本発明は、TH17媒介性疾患の治療用の薬剤の製造のための本発明に
よる抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体の組合せの使用を提供する。
【０２２５】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、本発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又は
それらの誘導体の組合せの治療有効量を患者に投与することを含む、TH22細胞によって媒
介される疾患の治療方法を提供する。
【０２２６】
　別の実施態様では、本発明は、TH22細胞によって媒介される疾患の治療用の本発明によ
る抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体の組合せを提供する。
【０２２７】
　別の実施態様では、本発明は、TH22細胞によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造
のための本発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体の組合せの使用を提供
する。
【０２２８】
　したがって、ある実施態様では、本発明は、本発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又は
それらの誘導体の組合せの治療有効量を患者に投与することを含む、TH17とTH1の両方に
よって媒介される疾患の治療方法を提供する。
【０２２９】
　別の実施態様では、本発明は、TH17とTH1の両方によって媒介される疾患の治療用の本
発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体の組合せを提供する。
【０２３０】
　別の実施態様では、本発明は、TH17とTH1の両方によって媒介される疾患の治療用の薬
剤の製造のための本発明による抗IL-6及び抗IL-23抗体又はそれらの誘導体の組合せの使
用を提供する。
【０２３１】
　本発明はまた、その原因に対してTH17成分とTH22成分の両方を有する疾患の治療方法を
提供する。さらに、本発明によって治療されるべき疾患の原因は、TH17細胞、TH22細胞、
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及びTH1細胞の3つ全てが関係し得る。
【０２３２】
　上記の実施態様の各々において、抗IL-23抗体又はその誘導体は、抗Il-23/IL-12抗体で
あってもよい。
【０２３３】
(投薬計画)
　本発明の別の態様では、本発明(the present ionvention)による治療で使用するための
二価の二重特異性コンストラクト、抗体、及び抗体組合せは、当技術分野で現在利用可能
な治療と比べて同じ治療効果を達成しながらも、有利に低い用量で患者に投与することが
できる。この低用量は、本明細書に開示される抗体のより高い活性によって促進されるこ
とができ、かつ副作用の発生を低下させる可能性がある。
【０２３４】
　或いは、より大きい活性が望ましい場合、本発明による治療で使用するための二価の二
重特異性コンストラクト、抗体、及び抗体組合せは、当技術分野で現在利用可能な治療と
比べて等しいか又はそれより高い用量で患者に投与することができる。そのようなより高
い投薬量は、患者への二価の二重特異性コンストラクト、抗体、及び抗体組合せの投与の
頻度の低下を促進することができる。
【０２３５】
　ある実施態様では、本発明の二価の二重特異性コンストラクト、抗体、及び抗体組合せ
は、月1回、月2回、週1回、週2回、1日1回、1日2回投与することができる。
【０２３６】
(IL-6、IL-23、及びIL-23/IL-12抗体の親和性及び生物学的活性を決定するためのアッセ
イ)
(抗体親和性の決定)
　抗体親和性は、当業者に周知の方法を用いて決定することができる。抗体が、それらを
、本発明の二価の二重特異性抗体に含めるのに潜在的に適したものにする所望の親和性を
有するかどうかを決定する目的のために、以下の詳細なアッセイ手順を提供するが、(例
えば、異なるが、類似する装置、又は異なるブランドの一般試薬の使用において)方法論
を少し変更しても、同じ決定がなされることが可能になることが理解されるであろう。
【０２３７】
　平衡解離定数は、SensiQ Pioneer(ICx Nomadics, Stillwater, OK)、及びアミンカップ
リングに適したカルボキシル化COOH1センサー(同上)を用いて、表面プラズモン共鳴によ
って決定することができる。
【０２３８】
　プロテインG(6510-10, Biovision, Mountain View, CA)は、アミンカップリング試薬(S
igma Aldrich(N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS, 56480)、N-(3-ジメチルアミノプロピル
)-B'-エチルカルボジイミド塩酸塩(EDC, E7750)、エタノールアミン(398136), St. Louis
, MO)を用いるか、又はBiacoreアミンカップリングキット(BR-1000-50, GE Healthcare, 
Waukesha, WI)を用いて、COOH1センサーにカップリングされる。
【０２３９】
　簡潔に述べると、カルボキシル化された表面を、2～10分の範囲の接触時間の間、2mM E
DC及び.5mM NHSで活性化する。20～400ug/mLの範囲の可変濃度のプロテインGを、10mM酢
酸バッファー、pH4.3(酢酸ナトリウム、BP334-1;氷酢酸、A490-212;Thermo Fisher Scien
tific, Waltham, MA)中に希釈し、5～10分の範囲の可変接触時間の間、5～10μL/分の範
囲の速度で、活性化されたセンサーの上に注入する。COOH1センサーチップに固定化され
るプロテインGの量は、400～2000応答単位(RU)の範囲である。残りの活性化された部位は
、25μL/分の流速で100μLのエタノールアミンでキャッピングするべきである。
【０２４０】
　ウサギヒトキメラmAbの平衡定数は、タンパク質GがコーティングされたチップへのmAb
の結合と、その後の各分析物(IL-6又はIL-23)のそのそれぞれのmAbへの結合によって決定
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することができる。物質移動効果を最小限に抑えるために、分析物の結合が飽和に達した
ときに、その対応するRUが200～300低下するように、各分析物に対するmAbの表面密度を
調整するべきである。1～100nMの範囲の3x-FLAG-IL-6(実施例1参照)、IL-6(CYT-213, Pro
spec-Tany Technogene, Rehovot, Israel)、又はヒト二量体IL-23(34-8239, eBioscience
s, San Diego, CA)の希釈物をチップ表面の上に注入し、会合速度定数(Ka)及び解離速度
定数(Kd)を測定する。各々の結合及び解離サイクルのために、チップ表面を15uLの20mM N
aOH(5671-02, Mallinckrodt  Baker, Philliphsburg, NJ)で再生するべきである。アッセ
イ温度を25℃で維持し、分析物の流速を50μL/分とし、2分の会合段階及び10～30分の解
離段階を含めるべきである。結合/解離(on/off)速度(ka/kd)及び解離定数(KD)は、上記の
フォーマットを擬一次1:1相互作用モデルソフトウェア(Qdat, ICx Nomadics, Stillwater
, OK)とともに用いて決定することができる。
【０２４１】
　scFvの平衡定数は先に記載した通りに決定することができる;但し、エピトープタグ化I
L-6がチップ表面に捕捉され、IL-6からの抗IL-6 scFvの解離がモニタリングされるように
、プロトコルを修正するべきである。簡潔に述べると、抗FLAG(登録商標)M2抗体(200472,
 Agilent Technologies, Santa Clara, CA)をプロテインGに結合させ、その後、3xFLAG-I
L-6を抗FLAG抗体によって捕捉する。抗IL-6 scFvは、1～100nMの濃度範囲にわたってアッ
セイするべきである。
【０２４２】
(二重特異性scFvのSPR)
　二重特異性scFvのSPRを、抗IL-6部分の測定について先に記載した通りに実施する;但し
、二重特異性体の他方の末端での、付着した抗IL-23 scFv、31A12の結合反応速度も決定
するために、プロトコルを修正する。簡潔に述べると、二重特異性体によるIL-23結合を
、記載したようなIL-6を用いて、該二重特異性体を一定密度(～240RU)で固定化すること
によって実施した。組換えヒト二量体IL-23(34-8239, eBiosciences, San Diego, CA)の
結合及び解離は、上で詳述したのと同じパラメータを用いて、3～25nMの範囲の濃度でア
ッセイすることができる。
【０２４３】
(IL-6活性の決定)
　IL-6活性を調節する抗体及びその誘導体の能力は、当業者に周知の方法を用いてアッセ
イすることができる。抗体が、それらを、本発明の二価の二重特異性抗体に含めるのに潜
在的に適したものにする所望のIL-6活性調節能力を有するかどうかを決定する目的のため
に、以下の詳細なアッセイ手順を提供するが、(例えば、異なるが、類似する装置、又は
異なるブランドの一般試薬の使用において)方法論を少し変更しても、同じ決定がなされ
ることが可能になることが理解されるであろう。
【０２４４】
　ELISAを用いて、IL-6結合を評価することができる。組換えIL-6(実施例1参照)を、100
μlのPBS中、0.25μg/mlでELISAプレートに添加する。プレートは、37℃で1時間、又は4
℃で一晩インキュベートするべきである。ブロッキングするために、10％ヤギ血清(カタ
ログ#16210-072, Invitrogen, USA)を含む100μl/ウェルのPBSを各ウェルに添加するべき
である。その後、プレートを室温で1時間インキュベートするべきである。その後、プレ
ートを脱イオン水で5回すすぐべきである。各ウェルに、50μlのPBS/10％ヤギ血清を添加
する。その後、試験試料を50μl/ウェルで添加する。その後、プレートを室温で1時間イ
ンキュベートするべきである。その後、プレートを脱イオン水で5回すすぐべきである。
各ウェルに、PBS/10％ヤギ血清中で1:5000希釈した100μlのペルオキシダーゼコンジュゲ
ートヤギ抗ウサギIgG(カタログ#111-035-008, Jackson Immuno Research)を添加する。そ
の後、プレートを室温で1時間インキュベートし、その後、プレートを脱イオン水で5回洗
浄するべきである。TMB基質(Thermo  Scientific, Rockford, IL., USA)を100μl/ウェル
で添加する。その後、反応を100μlの1N H2SO4(JT Baker, Phillipsburg, NJ, USA)で停
止させるべきである。その後、Molecular Devices製のM2プレートリーダーを用いて、吸
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光度を450nmで測定することができる。
【０２４５】
　IL-6依存的マウスB細胞ハイブリドーマ細胞株(B9細胞株;Aardenらの文献(1987))を用い
るバイオアッセイを用いて、IL-6阻害を評価することができる(図3)。中和活性について
試験するべき試料を、96ウェル組織培養プレート中で、100μlのアッセイ培地(L-グルタ
ミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM 2-メルカプトエタノー
ルを含むRPMI 1640)に希釈するべきである。これに続いて、50μlのIL-6(カタログ# CYT-
274 Prospec-Tany Technogene)含有アッセイ培地を添加し、室温で30分間インキュベート
する。その後、B9細胞をフラスコから回収し、180×gで7分間遠心分離し、ペレットをIL-
6不含培養培地(L-グルタミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM
 2-メルカプトエタノールを含むRPMI 1640)に再懸濁する。細胞を3回遠心分離及び再懸濁
して、IL-6を除去するべきである。トリパンブルー排除によって生存率を決定した後、細
胞を1×105細胞/mlに調整するべきである。5×103細胞に相当する、50μlの容量のB9細胞
を、IL-6不含培地を含む適切な対照ウェルとともに、各ウェルに添加するべきである。
【０２４６】
　その後、プレートを、37℃、5％CO2で、48時間インキュベートするべきである。その後
、20μlのAlamar Blue(カタログ# DAL1100, Invitrogen, USA)を各ウェルに添加し、プレ
ートをさらに18時間インキュベートするべきである。その後、プレートを、570nm及び600
nmで、Molecular Devices(Sunnyvale, CA, USA)製のM2プレートリーダー上で読み取るこ
とができる。
【０２４７】
(IL-23活性の決定)
　ELISAアッセイを用いて、IL-23結合を評価することができる(Aggarwalらの文献(2003))
。ELISAプレートは、IL-23直接結合法又はIL-23間接結合法のどちらかを用いて、コーテ
ィングすることができる。
【０２４８】
　間接結合法のために、抗His抗体(カタログ# A00613, GenScript社, New Jersey, USA)
を、100ml/ウェルのPBS中、0.01～0.02ug/mlでプレートに添加するべきである。その後、
プレートを37℃で1時間又は4℃で一晩インキュベートするべきである。非特異的結合をブ
ロッキングするために、10％ヤギ血清(カタログ#16210-072, Invitrogen, USA)を含む100
ml/ウェルのPBSを各ウェルに添加するべきであり、その後、プレートを脱イオン水で5回
すすぐべきである。100ml/ウェルのPBS/10％ヤギ血清中の0.5mg/mlのIL-23 p40-p19-His(
配列番号4)を添加し、プレートを室温で1時間インキュベートするべきである。
【０２４９】
　直接結合法のために、IL-23 p40-p19-His(配列番号4)を、100mlのPBS中、0.5mg/mlでEL
ISAプレートに添加するべきである。その後、プレートを37℃で1時間又は4℃で一晩イン
キュベートするべきである。非特異的結合をブロッキングするために、10％ヤギ血清(カ
タログ#16210-072, Invitrogen, USA)を含む100ml/ウェルのPBSを各ウェルに添加するべ
きである。その後、プレートを室温で1時間インキュベートするべきである。
【０２５０】
　IL-23結合後、プレートを脱イオン水で5回すすぐべきである。各ウェルに、50mlのPBS/
10％ヤギ血清を添加するべきである。その後、試験試料を50ml/ウェルで添加するべきで
ある。その後、プレートを室温で1時間インキュベートし、脱イオン水で5回すすぐべきで
ある。その後、各ウェルに、PBS/10％ヤギ血清中で1:5000に希釈した100mlのペルオキシ
ダーゼコンジュゲートヤギ抗ウサギIgG(カタログ#111-035-008, Jackson Immuno Researc
h)を添加するべきである。その後、プレートを室温で1時間インキュベートし、その後、
プレートを脱イオン水で5回洗浄するべきである。TMB基質(Thermo  Scientific, Rockfor
d, IL., USA)を100ml/ウェルで添加するべきである。その後、反応を100mlの1N H2SO4(JT
 Baker, Phillipsburg, NJ, USA)で停止させるべきである。その後、Molecular Devices
製のM2プレートリーダーを用いて、吸光度を450nmで測定することができる。
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【０２５１】
　マウス脾臓細胞によるIL-23誘導性IL-17発現の検出に基づくバイオアッセイを用いて、
IL-23受容体に対するIL-23結合の抗体媒介性阻害、及び結果として生じる生体活性を検出
することができる。
【０２５２】
　5×105個のC57Bl/6脾臓細胞を、ヘテロ二量体IL-23(eBioscience カタログ#14-8239又
はHumanzyme, Chicago, USA カタログ#HZ-1049)の希釈物を含む200ml中で、96ウェルプレ
ートのウェル中で培養し、プレートを37℃で2～3日間インキュベートするべきである。使
用される培養培地は、RPMI 1640、10％FBS、50uM 2-メルカプトエタノール、非必須アミ
ノ酸、ピルピン酸塩、ゲンタマイシン、及び10ng/mlヒトIL-2(カタログ# CYT-209, Prosp
ec-Tany Technogene)であるべきである。3日後、培養上清を、下記のように、IL-17Aにつ
いてELISAでアッセイするべきである。
【０２５３】
　ELISAアッセイを用いて、マウスIL-17を検出することができる。プレートを、100mlのP
BS中1mg/mlの抗mIL-17A(eBioscience #14-7178)でコーティングし、4℃で一晩又は37℃で
1時間インキュベートする。プレートを脱イオン水中で洗浄し、100mlのPBS、10％ヤギ血
清で1時間ブロッキングするべきである。プレートを洗浄した後、50mlのPBS/10％ヤギ血
清及び50mlの培養上清をプレートに添加し、1時間インキュベートするべきである。その
後、プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中0.5mg/mlで100ml/ウェルの抗mIL-17A-ビオチ
ン(eBioscience #13-7179)を添加し、プレートを室温で1時間インキュベートするべきで
ある。その後、プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中1:1000で100ml/ウェルのストレプ
トアビジン-HRP(Jackson Labs)と反応させるべきである。プレートを再洗浄し、100ml/ウ
ェルのTMB基質(Thermo Scientific, IL, USA)を添加することによって、シグナルを検出
するべきである。100ml/ウェルの1N H2SO4で反応を停止させた後、光学密度を450nMで読
み取ることができる。
【０２５４】
(IL-12(p40)活性の決定)
　さらに、IL-23のp40サブユニットも、TH1シグナル伝達経路に関与するIL-12の一部を形
成することを考慮して、IL-12に対するその中和能力を測定するアッセイが、IFN-γ(TH1
細胞活性の生成物)のレベルを調節するその能力を利用することが本明細書に開示されて
いる。当業者であれば、抗体の中和効果、及びIFN-γ産生に対するその効果を決定するた
めの好適なアッセイ法を認識しているであろうが、以下のアッセイを好適なアッセイの一
例として提供する。
【０２５５】
　抗体は、IL-12応答性細胞株NK-92(CRL-2407, ATCC, Manassas, Virginia, USA)を用い
て、p40中和能力についてアッセイすることができる。B細胞クローニングプレートからの
50mlの培養上清、又は抗体トランスフェクションからの50mlの上清を96ウェル組織培養プ
レートに移すべきである。50mlのヒトIL-12(カタログ# Cyt-362, Prospec-Tany Technoge
ne, Rehovot, Israel)を各ウェルに4ng/mlで添加するべきである。その後、プレートを室
温で30～60分間インキュベートするべきであり、その後、5×104個のNK-92細胞を100ml中
で各ウェルに添加するべきである。その後、培養物を37℃で3日間インキュベートし、そ
の上清をヒトインターフェロン-γ産生についてアッセイするべきである。アッセイ培地
は、RPMI 1640、10％FBS、NEAA、ピルピン酸塩、50mM 2-メルカプトエタノール、ゲンタ
マイシン、及び10ng/mlヒトIL-2(カタログ# Z00368, GeneScript社, Piscataway, NJ, US
A)であるべきである。
【０２５６】
　ELISAアッセイを用いて、ヒトインターフェロン-γを検出することができる。プレート
を、100mlのPBS中1mg/mlの抗ヒトインターフェロン-g(カタログ# Mab 1-D1K, Mabtech, C
incinnati, OH, USA)で、4℃で一晩又は37℃で1時間コーティングする。その後、プレー
トを脱イオン水中で洗浄し、100μlのPBS、10％ヤギ血清で1時間ブロッキングするべきで
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ある。プレートを洗浄した後、50mlのPBS/10％ヤギ血清及び50mlの培養上清をプレートに
添加し、1時間インキュベートした。その後、プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中0.5
mg/mlで100ml/ウェルの抗ヒトインターフェロン-γ-ビオチン(カタログ# Mab 7b6-1-ビオ
チン, Mabtech)を添加し、その後、プレートを室温で1時間インキュベートした。その後
、プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中1:1000で100ml/ウェルのストレプトアビジン-H
RP(Jackson Labs)と反応させるべきである。その後、プレートを再洗浄し、100ml/ウェル
のTMB基質(Thermo Scientific, IL, USA)を添加することによって、シグナルを検出する
べきである。100ml/ウェルの1N H2SO4で反応を停止させた後、光学密度を450nMで読み取
ることができる。
【０２５７】
(霊長類インターロイキン(IL-6、IL-23、及びIL-12)に対する反応性)
　霊長類インターロイキンに対するアッセイは、霊長類バージョンのサイトカインの使用
がアッセイされることを除いて、ヒトアッセイに対する活性の測定用のものと同一である
。
【０２５８】
　ヒト治療用の任意のサイトカインアンタゴニストの開発の成功は、初期の毒性試験を必
要とする。毒性は、非ヒト種において最も効率的に証明される。初期の毒性研究を容易に
するために、本発明の抗体を、研究が検討されている種に由来するIL-6を中和するその能
力についてスクリーニングすることができる。
【０２５９】
(定義)
　以下の用語は、特に示さない限り、以下の意味を有することが理解されるものとする:
【０２６０】
　「免疫グロブリン」は四量体分子である。天然に存在する免疫グロブリンにおいて、各
四量体は、2つの同一のポリペプチド鎖対から構成されており、各々の対は、1つの「軽」
鎖(約25kDa)及び1つの「重」鎖(約50～70kDa)を有する。各鎖のアミノ末端部分は、主に
抗原認識に関与する約100～110個又はそれより多くのアミノ酸の可変領域を含む。各鎖の
カルボキシ末端部分は、主にエフェクター機能に関与する定常領域を規定する。ヒト軽鎖
は、K軽鎖及びX軽鎖と分類される。重鎖は、又はEと分類され、抗体のアイソタイプを、
それぞれ、IgM、IgD、IgG、IgA、及びIgEと規定する。軽鎖及び重鎖内で、可変領域及び
定常領域は、約12個又はそれより多くのアミノ酸の「J」領域によって接続され、重鎖は
、約10個又はそれより多くのアミノ酸の「D」領域も含む。一般には、基礎免疫学(Fundam
ental Immunology)第7章(Paul, W.編, 第2版 Raven Press, N. Y.(1989))(全ての目的の
ためにその全体が引用により組み込まれる)を参照されたい。各軽鎖/重鎖対の可変領域は
、無傷の免疫グロブリンが2つの結合部位を有するように抗体結合部位を形成する。
【０２６１】
　免疫グロブリン鎖は、比較的保存されたフレームワーク領域(FR)が、相補性決定領域又
はCDRとも呼ばれる3つの超可変領域によって接続されているという同じ一般構造を示す。
各々の対の2つの鎖に由来するCDRは、フレームワーク領域に並置されており、特異的エピ
トープへの結合を可能にしている。N-末端からC-末端に向かって、軽鎖と重鎖は両方とも
、ドメインFR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、及びFR4を含む。各ドメインに対するアミ
ノ酸の割当ては、Kabatの文献(免疫学的関心のあるタンパク質の配列(Sequences of Prot
eins of Immunological Interest))(National Institutes of Health, Bethesda, Md.(19
87及び1991))、又はChothia及びLeskの文献(J. Mol. Biol. 196: 901-917(1987)); Choth
iaらの文献(Nature 342: 878-883(1989))の定義に従う。
【０２６２】
　「抗体」は、無傷の免疫グロブリン、又は特異的結合を無傷の抗体と競合するその抗原
結合部分を指す。抗原結合部分は、組換えDNA技術によるか、又は無傷の抗体の酵素的若
しくは化学的切断によって生成させることができる。抗原結合部分としては、特に、Fab
、Fab'、F(ab')2、Fv、dAb、及び相補性決定領域(CDR)断片、単鎖抗体(scFv)、キメラ抗
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体、ダイアボディ、並びにポリペプチドに特異的抗原結合を付与するのに十分である免疫
グロブリンの少なくとも一部を含むポリペプチドが挙げられる。Fab断片は、VL、VH、CL
、及びCH Iドメインからなる一価断片であり;F(ab')2断片は、ヒンジ領域でジスルフィド
架橋により連結された2つのFab断片を含む二価断片であり;Fd断片は、VHドメイン及びCH 
1ドメインからなり;Fv断片は、抗体の単一のアームのVLドメイン及びVHドメインからなり
;かつdAb断片(Wardらの文献(Nature 341: 544-546,1989))は、VHドメインからなる。単鎖
抗体(scFv)は、VL領域及びVH領域が対合し、それらを単一のタンパク質鎖として生成させ
ることを可能にする合成リンカーを介して一価分子を形成する抗体である(Birdらの文献(
Science 242: 423-426,1988)、及びHustonらの文献(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 58
79-5883,1988))。
【０２６３】
　抗体は、1以上の結合部位を有することができる。2以上の結合部位がある場合、結合部
位は、互いに同一であってもよいし、異なっていてもよい。例えば、天然に存在する免疫
グロブリンは、2つの同一の結合部位を有し、単鎖抗体又はFab断片は、1つの結合部位を
有し、一方、「二重特異性」抗体は、2つの異なる結合部位を有する。二重特異性抗体は
、ハイブリドーマの融合又はFab'断片の連結を含む、種々の方法によって産生することが
できる。例えば、Songsivilai及びLachmannの文献(Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321(19
90))、Kostelnyらの文献(J. Immunol. 148: 1547-1553(1992))を参照されたい。
【０２６４】
　「単離された抗体」は、(1)その天然状態でそれに付随する、他の天然に関連する抗体
を含む、天然に関連する成分と関連していないか、(2)同じ種由来の他のタンパク質を含
まないか、(3)異なる種由来の細胞によって発現されるか、又は(4)天然では生じない、抗
体である。単離された抗体の例としては、IL-6を用いて親和性精製された抗IL-6抗体、ハ
イブリドーマ又は他の細胞株によってインビトロで合成された抗IL-6抗体、及びトランス
ジェニックマウスに由来するヒト抗IL-6抗体が挙げられる。
【０２６５】
　「ヒト抗体」という用語は、ヒト免疫グロブリン配列に由来する1以上の可変領域及び/
又は定常領域を有する全ての抗体を含む。これらの抗体は、種々の方法で調製することが
でき、一例として、2つが以下に記載されている。
【０２６６】
　ヒト化抗体は、非ヒト種に由来する抗体であり、該抗体では、重鎖及び軽鎖のフレーム
ワーク及び定常ドメイン中の特定のアミノ酸は、ヒトでの免疫応答を回避又は無効にする
ように突然変異させられている。
【０２６７】
　或いは、ヒト化抗体は、ヒト抗体由来の定常ドメインを非ヒト種の可変ドメインと融合
することによって産生することができる。ヒト化抗体の作製方法の例は、米国特許第6,05
4,297号、第5,886,152号、及び第5,877,293号に見出すことができる。
【０２６８】
　「キメラ抗体」という用語は、1つの抗体由来の1以上の領域、及び1以上の他の抗体由
来の1以上の領域を含む抗体を指す。
【０２６９】
　「Koff」という用語は、抗体/抗原複合体からの抗体の解離についての解離速度(off ra
te)定数を指す。
【０２７０】
　「Kd」という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の解離定数を指す。
【０２７１】
　「エピトープ」という用語は、免疫グロブリン又はT細胞受容体に特異的に結合するこ
とができる任意のタンパク質決定基を含む。エピトープ決定基は、通常、アミノ酸又は糖
側鎖などの化学的に活性のある表面分子集団からなり、通常、特定の3次元構造特性、及
び特定の電荷特性を有する。解離定数が、好ましくは10nM未満、最も好ましくは0nMであ
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るとき、抗体は、抗原に特異的に結合すると言われる。
【０２７２】
　抗体又は免疫グロブリン分子の断片又は類似体は、本明細書の教示に従って、当業者に
よって容易に調製され得る。
【０２７３】
　断片又は類似体の好ましいアミノ末端及びカルボキシ末端は、機能ドメインの境界付近
で生じる。構造ドメイン及び機能ドメインは、ヌクレオチド及び/又はアミノ酸配列デー
タと公的な又は専用の配列データベースとの比較によって同定することができる。
【０２７４】
　「IL-12」は、ジスルフィド結合で連結された、2つのサブユニットp35及びp40からなる
ヘテロ二量体である。主にミエロイド系統の抗原提示細胞はIL-12を発現し、IL-12は、T
細胞又はナチュラルキラー細胞の表面に発現される受容体複合体との結合によって細胞性
免疫に関与する。IL-12のp40サブユニットがIL-12受容体ベータ1(IL-12Rβ1)受容体に結
合し、p35サブユニットが第二の受容体鎖(IL-12Rβ2)に結合して、細胞内シグナル伝達を
生じさせると考えられている。
【０２７５】
　「IL-23」は、p19タンパク質と共有結合した、IL-12の同じp40タンパク質サブユニット
からなるヘテロ二量体である。IL-23は、IL-12Rと関連する受容体に結合し、IL-12Rは、I
L-12Rβ1鎖を共有し、かつ固有のIL-23R鎖も有する。
【０２７６】
　「IL-6」は、造血、炎症、及び腫瘍形成を含む、免疫調節における様々な生物学的活性
を有する多面的サイトカインである。IL-6は、IL-6受容体(IL-6R)及びシグナル伝達受容
体サブユニットgp130からなる受容体複合体を活性化する。IL-6Rは、膜貫通形態と可溶性
形態の両方で存在する。IL-6は、これらの形態の両方に結合し、これはその後、gp130と
相互作用して、下流のシグナル伝達及び遺伝子発現を誘発することができる。
【０２７７】
　「TH1細胞」は、哺乳動物免疫応答に関与するT調節性細胞(Tヘルパー細胞としても知ら
れる)である。それらは、IFN-γの産生を特徴とする。
【０２７８】
　「TH17細胞」は、哺乳動物免疫応答に関与するT調節性細胞(Tヘルパー細胞としても知
られる)である。それらは、IL-17の産生を特徴とする。
【０２７９】
　「TH17媒介性疾患」は、TH17細胞が、該疾患の病因において役割を果たす疾患である。
【０２８０】
　「TH22細胞」は、哺乳動物免疫応答に関与するT調節性細胞(Tヘルパー細胞としても知
られる)である。それらは、IL-22の産生を特徴とする。
【０２８１】
　「TH22媒介性疾患」は、TH22細胞が、該疾患の病因において役割を果たす疾患である。
【０２８２】
　好ましくは、コンピュータによる比較方法を用いて、既知の構造及び/又は機能の他の
タンパク質に生じる配列モチーフ又は予測されるタンパク質立体構造ドメインを同定する
。既知の3次元構造にフォールディングされるタンパク質配列を同定するための方法が公
知である。Bowieらの文献(Science 253: 164(1991))を参照されたい。
【０２８３】
　好ましいアミノ酸置換は:(1)タンパク質分解に対する感受性を低下させ、(2)酸化に対
する感受性を低下させ、(3)タンパク質複合体を形成する結合親和性を変化させ、(4)結合
親和性を変化させ、かつ(4)そのような類似体の他の物理化学的又は機能的特性を付与又
は修飾する置換である。類似体は、天然に存在するペプチド配列以外の配列の様々なムテ
インを含むことができる。例えば、単一又は多重アミノ酸置換(好ましくは、保存的アミ
ノ酸置換)は、天然に存在する配列中(好ましくは、分子間接触を形成するドメイン(複数
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可)の外側のポリペプチドの部分で行なうことができる。保存的アミノ酸置換は、親配列
の構造特性を実質的に変化させるべきではない(例えば、置換アミノ酸は、親配列中に生
じるヘリックスを破壊するか、又は親配列を特徴付ける他のタイプの二次構造を破壊する
傾向を有するべきではない)。当技術分野で認識されているポリペプチド二次構造及び三
次構造の例は、タンパク質、構造、及び分子原理(Proteins, Structures and Molecular 
Principles)(Creighton編, W. H. Freeman and Company, New York(1984));タンパク質構
造入門(Introduction to Protein Structure)(C. Branden及びJ. Tooze編, Garland Publ
ishing, New York, N. Y.(1991));並びにThorntonらの文献(Nature 354: 105(1991))に記
載されており、これらの文献は各々、引用により本明細書中に組み込まれる。
【０２８４】
　本明細書で使用されるように、20種の従来のアミノ酸及びそれらの略語は、従来の用法
に従う。引用により本明細書中に組み込まれる、免疫学-合成(Immunology-A Synthesis)(
第2版, E. S. Golub及びD. R. Gren編, Sinauer Associates, Sunderland, Mass.(1991))
を参照されたい。20種の従来のアミノ酸の位置異性体(例えば、D-アミノ酸)、非天然アミ
ノ酸、例えば、a-,a-ジ置換アミノ酸、N-アルキルアミノ酸、乳酸、及び他の非従来的な
アミノ酸も、本発明のポリペプチドの好適な構成要素であることができる。非従来的なア
ミノ酸の例としては:4-ヒドロキシプロリン、-カルボキシグルタメート、s-N、N、N-トリ
メチルリジン、s-N-アセチルリジン、O-ホスホセリン、N-アセチルセリン、N-ホルミルメ
チオニン、3-メチルヒスチジン、5-ヒドロキシリジン、s-N-メチルアルギニン、及び他の
同様のアミノ酸及びイミノ酸(例えば、4-ヒドロキシプロリン)が挙げられる。本明細書で
使用されるポリペプチド表記法では、標準的な用法及び慣習に従って、左手方向がアミノ
末端方向であり、右手方向がカルボキシ末端方向である。
【０２８５】
　本明細書で言及される「ポリヌクレオチド」という用語は、リボヌクレオチド若しくは
デオキシヌクレオチドのどちらかの、長さが少なくとも10塩基のヌクレオチドのポリマー
形態、又はどちらかのタイプのヌクレオチドの修飾形態を意味する。本用語は、DNAの一
本鎖形態及び二本鎖形態を含む。
【０２８６】
　本明細書で使用される「単離されたポリヌクレオチド」という用語は、ゲノム起源、cD
NA起源、若しくは合成起源、又はそれらのいくつかの組合せのポリヌクレオチドを意味す
るものとし、その起源によって、「単離されたポリヌクレオチド」は、(1)「単離された
ポリヌクレオチド」が天然において見出されるポリヌクレオチドの全て若しくは一部と関
連していないか、(2)天然において連結されていないポリヌクレオチドと機能的に連結さ
れているか、又は(3)より大きな配列の一部として天然に存在していない。
【０２８７】
　本明細書で言及される「オリゴヌクレオチド」という用語は、天然に存在するオリゴヌ
クレオチド連結、及び天然に存在しないオリゴヌクレオチド連結によって一緒に連結され
た、天然に存在するヌクレオチド、及び修飾ヌクレオチドを含む。オリゴヌクレオチドは
、通常、200塩基以下の長さを含むポリヌクレオチドサブセットである。好ましくは、オ
リゴヌクレオチドは、長さが10～60塩基であり、最も好ましくは、長さが12、13、14、15
、16、17、18、19、又は20～40塩基である。オリゴヌクレオチドは、通常、例えば、プロ
ーブの場合、一本鎖であるが;オリゴヌクレオチドは、例えば、遺伝子突然変異体の構築
に使用する場合、二本鎖であり得る。本発明のオリゴヌクレオチドは、センスオリゴヌク
レオチド又はアンチセンスオリゴヌクレオチドのどちらかであることができる。
【０２８８】
　本明細書で言及される「天然に存在するヌクレオチド」という用語は、デオキシリボヌ
クレオチド及びリボヌクレオチドを含む。本明細書で言及される「修飾ヌクレオチド」と
いう用語は、修飾又は置換された糖基などを有するヌクレオチドを含む。本明細書で言及
される「オリゴヌクレオチド連結」という用語は、ホスホロチオエート、ホスホロジチオ
エート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、
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ホスホルアニラデート、ホスホロアミデートなどのオリゴヌクレオチド連結を含む。例え
ば、LaPlancheらの文献(Nucl. Acids Res. 14: 9081(1986));Stecらの文献(J. Am. Chem.
 Soc. 106: 6077(1984));Steinらの文献(Nucl. Acids Res. 16: 3209(1988)); Zonらの文
献(Anti-Cancer Drug Design 6: 539(1991));Zonらの文献(オリゴヌクレオチド及び類似
体:実践的手法(Oligonucleotides and Analogues : A Practical Approach), pp. 87-108
(F. Eckstein編, Oxford University Press, Oxford England(1991));Stecらの文献(米国
特許第5,151,510号);Uhlmann及びPeymanの文献(Chemical Reviews 90: 543(1990))を参照
されたく、これらの開示は、引用により本明細書に組み込まれる。オリゴヌクレオチドは
、所望の場合には、検出用の標識を含むことができる。
【０２８９】
　特に明示しない限り、一本鎖ポリヌクレオチド配列の左手末端は5'末端であり;二本鎖
ポリヌクレオチド配列の左手方向は5'方向と呼ばれる。新生RNA転写物の5'から3'への付
加の方向は転写方向と呼ばれ;RNAと同じ配列を有し、かつRNA転写物の5'末端に対して5'
側であるDNA鎖上の配列領域は、「上流配列」と呼ばれ;RNAと同じ配列を有し、かつRNA転
写物の3'末端に対して3'側であるDNA鎖上の配列領域は、「下流配列」と呼ばれる。
【０２９０】
　「機能的に連結された」配列には、関心対象の遺伝子に隣接している発現制御配列と、
トランス位置又は少し離れたところで作用して関心対象の遺伝子を制御する発現制御配列
の両方が含まれる。本明細書で使用される「発現制御配列」という用語は、それらが連結
されているコード配列の発現及びプロセッシングをもたらすのに必要であるポリヌクレオ
チド配列を指す。発現制御配列としては、適切な転写開始配列、終結配列、プロモーター
配列、及びエンハンサー配列;効率的なRNAプロセッシングシグナル、例えば、スプライシ
ングシグナル及びポリアデニル化シグナル;細胞質内mRNAを安定化する配列;翻訳効率を高
める配列(すなわち、コザックコンセンサス配列);タンパク質の安定性を高める配列;並び
に所望の場合には、タンパク質分泌を増強する配列が挙げられる。そのような制御配列の
性質は、宿主生物によって異なり;原核生物では、そのような制御配列は、通常、プロモ
ーター、リボソーム結合部位、及び転写終結配列を含み;真核生物では、通常、そのよう
な制御配列は、プロモーター及び転写終結配列を含む。「制御配列」という用語は、最低
でも、その存在が発現及びプロセッシングに不可欠である全ての構成要素を含むことが意
図され、かつその存在が有利である追加の構成要素、例えば、リーダー配列及び融合パー
トナー配列を含むこともできる。
【０２９１】
　本明細書で使用される「ベクター」という用語は、それが連結されている別の核酸を輸
送することができる核酸分子を指す。1つのタイプのベクターは、「プラスミド」であり
、これは、その中に追加のDNAセグメントを連結することができる、環状二本鎖DNAループ
を指す。別のタイプのベクターは、追加のDNAセグメントをウイルスゲノム中に連結する
ことができるウイルスベクターである。ある種のベクターは、それらが導入される宿主細
胞内で自律複製することができる(例えば、細菌の複製起点を有する細菌ベクター及びエ
ピソーム性哺乳動物ベクター)。他のベクター(例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター
)は、宿主細胞中に導入されたときに宿主細胞のゲノム中に組み込まれることができ、そ
れにより、宿主ゲノムと一緒に複製される。
【０２９２】
　さらに、ある種のベクターは、それらが機能的に連結されている遺伝子の発現を指示す
ることができる。そのようなベクターは、本明細書において、「組換え発現ベクター」(
又は単に「発現ベクター」)と呼ばれる。一般に、組換えDNA技術において有用な発現ベク
ターは、多くの場合、プラスミドの形態である。プラスミドは、ベクターの形態で最もよ
く使用されるので、本明細書において、「プラスミド」及び「ベクター」は、互換的に使
用されることができる。しかしながら、本発明は、同等の機能を果たすような他の形態の
発現ベクター、例えば、ウイルスベクター(例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウ
イルス、及びアデノ随伴ウイルス)を含むことが意図される。
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【０２９３】
　本明細書で使用される「組換え宿主細胞」(又は単に「宿主細胞」)という用語は、組換
え発現ベクターが導入されている細胞を指すことが意図される。そのような用語は、特定
の対象細胞だけではなく、そのような細胞の子孫も指すことが意図されることを理解する
べきである。突然変異又は環境の影響のどちらかが原因で、後続の世代においてある種の
修飾が生じる場合があるので、そのような子孫は、実際は、親細胞と同一でない場合があ
るが、それでもなお、本明細書で使用される「宿主細胞」という用語の範囲内に含まれる
。
【０２９４】
　本明細書で言及される「選択的にハイブリダイズする」という用語は、検出可能にかつ
特異的に結合することを意味する。本発明によるポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド
、及びそれらの断片は、非特異的な核酸への検出可能な結合の感知可能な量を最小化する
ハイブリダイゼーション及び洗浄条件下で、核酸鎖に選択的にハイブリダイズする。「高
ストリンジェンシー」又は「高度にストリンジェントな」条件を用いて、当技術分野で公
知であり、かつ本明細書で考察されている、選択的ハイブリダイゼーション条件を達成す
ることができる。「高ストリンジェンシー」又は「高度にストリンジェントな」条件の一
例は、あるポリヌクレオチドを別のポリヌクレオチドとともに(この場合、一方のポリヌ
クレオチドをメンブレンなどの固体表面に貼り付けてもよい)、6×SSPE又はSSC、50％ホ
ルムアミド、5×デンハルト試薬、0.5％SDS、100p,g/mlの変性させ、断片化したサケ精子
DNAのハイブリダイゼーションバッファー中、42℃のハイブリダイゼーション温度で12～1
6時間、インキュベートし、次いで、1×SSC、0.5％SDSの洗浄バッファーを用いて、55℃
で2回洗浄する方法である。Sambrookらの文献(上記、pp. 9.50-9.55)も参照されたい。
【０２９５】
　2つのアミノ酸配列は、それらの配列間に部分的な又は完全な同一性がある場合、相同
である。例えば、85％相同性は、2つの配列を最大限一致するように整列させたときに、
アミノ酸の85％が同一であることを意味する。(一致させている2つの配列のうちのどちら
かにおける)ギャップは、一致を最大化する際に容認され;5以下のギャップ長が好ましく
、2以下がより好ましい。或いは、及び好ましくは、2つのタンパク質配列(又はそれらに
由来する長さが少なくとも30アミノ酸のポリペプチド配列)は、それらが、突然変異デー
タマトリクス及び6以上のギャップペナルティを用いるプログラムALIGNを用いて、5(標準
偏差単位)を上回るアラインメントスコアを有する場合、この用語が本明細書で使用され
るように、相同である。Dayhoff, M. O.の文献、タンパク質配列及び構造のアトラス(Atl
as of Protein Sequence and Structure), pp. 101-110(第5巻, National Biomedical Re
search Foundation(1972))、及びこの巻の補遺2, pp. 1-10を参照されたい。2つの配列又
はそれらの部分は、より好ましくは、それらのアミノ酸が、ALIGNプログラムを用いて最
適に整列されたときに、50％以上同一である場合、相同である。
【０２９６】
　「に対応する」という用語は、ポリヌクレオチド配列が、参照ポリヌクレオチド配列の
全て若しくは一部と同一であること、又はポリペプチド配列が参照ポリペプチド配列と同
一であることを意味するために本明細書で使用される。対照的に、「に相補的な」という
用語は、相補的配列が、参照ポリヌクレオチド配列の全て又は一部と同一であることを意
味するために本明細書で使用される。説明のために、ヌクレオチド配列「TATAC」は、参
照配列「TATAC」に対応するものであり、かつ参照配列「GTATA」に相補的なものである。
【０２９７】
　以下の用語は、2以上のポリヌクレオチド又はアミノ酸配列間の配列関係性を説明する
ために使用される:「参照配列」、「比較ウィンドウ」、「配列同一性」、「配列同一性
のパーセンテージ」、及び「実質的な同一性」。「参照配列」は、配列比較のための基準
として用いられる規定の配列であり;参照配列は、例えば、配列表に示された全長cDNA若
しくは遺伝子配列のセグメントとしての、より大きい配列のサブセットであってもよく、
又は完全なcDNA若しくは遺伝子配列を含んでいてもよい。通常、参照配列は、長さが少な
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くとも18ヌクレオチド又は6アミノ酸であり、長さが少なくとも24ヌクレオチド又は8アミ
ノ酸であることが多く、また、長さが少なくとも48ヌクレオチド又は16アミノ酸であるこ
とが多い。2つのポリヌクレオチド又はアミノ酸配列は、各々、(1)2つの分子間で類似し
ている配列(すなわち、完全なポリヌクレオチド又はアミノ酸配列の一部)を含むことがで
き、かつ(2)2つのポリヌクレオチド又はアミノ酸配列間で相違する配列をさらに含むこと
ができるので、2つ(又はそれより多く)の分子間の配列比較は、通常、2つの分子の配列を
「比較ウィンドウ」上で比較し、配列が類似する局所領域を同定し、かつそれらを比較す
ることによって行なわれる。本明細書で使用される「比較ウィンドウ」は、少なくとも18
個の連続するヌクレオチドの位置又は6アミノ酸の概念的セグメントを指し、ここで、ポ
リヌクレオチド配列又はアミノ酸配列は、少なくとも18個の連続するヌクレオチド又は6
アミノ酸配列の参照配列と比較することができ、また、比較ウィンドウ内のポリヌクレオ
チド配列の部分は、2つの配列の最適なアラインメントのために、(付加も欠失も含まない
)参照配列と比較して20％以下の付加、欠失、置換、及び同様のもの(すなわち、ギャップ
)を含むことができる。比較ウィンドウを整列させるための最適な配列アラインメントは
、Smith及びWatermanの文献(Adv. Appl. Math. 2: 482(1981))の局所相同性アルゴリズム
によるか、Needleman及びWunschの文献(J. Mol. Biol. 48: 443(1970))の相同性アライン
メントアルゴリズムによるか、Pearson及びLipmanの文献(Proc. Natl. Acad. Sci.(U. S.
 A.)85: 2444(1988))の類似性検索方法によるか、これらのアルゴリズムのコンピュータ
による実行(Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0のGAP、BESTFIT、FASTA
、及びTFASTA(Genetics Computer Group, 575 Science Dr. , Madison, Wis.)、Genework
s、若しくはMacVectorソフトウェアパッケージ)によるか、又は検査によって行なうこと
ができ、様々な方法によって生成される最良のアラインメント(すなわち、比較ウィンド
ウ上で最も高いパーセンテージの相同性を生じさせるもの)が選択される。
【０２９８】
　「配列同一性」という用語は、比較ウィンドウ上で2つのポリヌクレオチド又はアミノ
酸の配列が同一であること(すなわち、ヌクレオチドベース又は残基ベースで)を意味する
。「配列同一性のパーセンテージ」という用語は、比較ウィンドウ上で2つの最適に整列
された配列を比較し、同一の核酸塩基(例えば、A、T、C、G、U、若しくはI)又は残基が両
方の配列中で生じる位置の数を決定して、一致した位置の数を得、この一致した位置の数
を比較ウィンドウ内の位置の総数(すなわち、ウィンドウサイズ)で除し、その結果に100
を乗じることによって、配列同一性のパーセンテージを得ることにより算出される。本明
細書で使用される「実質的な同一性」という用語は、ポリヌクレオチド又はアミノ酸配列
の特徴を示し、ここで、該ポリヌクレオチド又はアミノ酸は、少なくとも18ヌクレオチド
(6アミノ酸)の位置の比較ウィンドウ上で、多くの場合、少なくとも24～48ヌクレオチド(
8～16アミノ酸)の位置の比較ウィンドウ上で参照配列と比較したときに、少なくとも90～
95％の配列同一性、より好ましくな少なくとも98％の配列同一性、より一般的には少なく
とも99％の配列同一性を有する配列を含み、ここで、この配列同一性のパーセンテージは
、参照配列と、比較ウィンドウ上で参照配列の合計20％以下である欠失又は付加を含み得
る配列とを比較することによって算出される。参照配列は、より大きい配列のサブセット
であってもよい。
【０２９９】
　ポリペプチドに対して適用される場合、「実質的な同一性」という用語は、2つのペプ
チド配列が、デフォルトのギャップウェイトを用いるGAPプログラム又はBESTFITプログラ
ムなどによって最適に整列されたときに、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、さらにより好ま
しくは少なくとも98％の配列同一性、最も好ましくは99％の配列同一性を共有することを
意味する。
【０３００】
　好ましくは、同一ではない残基の位置は、保存的アミノ酸置換によって異なる。「保存
的アミノ酸置換」は、類似の側鎖を有する残基の互換性を指す。例えば、脂肪族側鎖を有
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するアミノ酸のグループは、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、及びイソロイシン
であり;脂肪族-ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸のグループは、セリン及びトレオニン
であり;アミド含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、アスパラギン及びグルタミンで
あり;芳香族側鎖を有するアミノ酸のグループは、フェニルアラニン、チロシン、及びト
リプトファンであり;塩基性側鎖を有するアミノ酸のグループは、リジン、アルギニン、
及びヒスチジンであり;かつ硫黄含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、システイン及
びメチオニンである。好ましい保存的アミノ酸置換のグループは:バリン-ロイシン-イソ
ロイシン、フェニルアラニン-チロシン、リジン-アルギニン、アラニン-バリン、グルタ
メート-アスパルテート、及びアスパラギン-グルタミンである。
【０３０１】
　本明細書で論じられているように、抗体又は免疫グロブリン分子のアミノ酸配列のわず
かな変動は、該アミノ酸配列の変動が、少なくとも90％、より好ましくは95％、最も好ま
しくは99％の配列同一性を維持する場合、本発明によって包含されることが企図される。
特に、保存的なアミノ酸置換が企図される。保存的置換は、その側鎖が関連しているアミ
ノ酸のファミリー内で生じるものである。遺伝子にコードされるアミノ酸は、通常、以下
のファミリーに分類される:(1)酸性＝アスパルテート、グルタメート;(2)塩基性＝リジン
、アルギニン、ヒスチジン;(3)非極性＝アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プ
ロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン;及び(4)非荷電極性＝グリシン
、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、チロシン。より好まし
いファミリーは、以下のものである:セリン及びトレオニンは、脂肪族ヒドロキシファミ
リーであり;アスパラギン及びグルタミンは、アミド含有ファミリーであり;アラニン、バ
リン、ロイシン、及びイソロイシンは、脂肪族ファミリーであり;かつフェニルアラニン
、トリプトファン、及びチロシンは、芳香族ファミリーである。例えば、ロイシンとイソ
ロイシン又はバリンとの単独の置換、アスパルテートとグルタメートとの単独の置換、ト
レオニンとセリンとの単独の置換、又はあるアミノ酸と構造的に関連するアミノ酸との同
様の置換が、特に、該置換がフレームワーク部位内のアミノ酸を含まない場合、得られる
分子の結合又は特性に対してそれほど大きな影響を及ぼさないと考えるのは妥当である。
アミノ酸変化が機能的ペプチドを生じさせるかどうかは、ポリペプチド誘導体の比活性を
アッセイすることによって容易に決定することができる。アッセイは、本明細書で詳細に
記載されている。
【０３０２】
　本明細書で使用されるように、「標識」又は「標識された」という用語は、抗体中への
別の分子の組込みを意味する。一実施態様では、標識は、検出可能なマーカー、例えば、
放射性標識アミノ酸の組込み、又はマークを付けたアビジン(例えば、光学的方法若しく
は比色法によって検出することができる蛍光マーカー若しくは酵素活性を含むストレプト
アビジン)によって検出することができるビオチニル部分のポリペプチドへの付着である
。別の実施態様では、標識又はマーカーは、治療薬、例えば、薬物コンジュゲート又は毒
素であることができる。ポリペプチド及び糖タンパク質を標識する様々な方法が当技術分
野で公知であり、かつ使用可能である。
【０３０３】
　標識の例としては、以下のものが挙げられるが、これらに限定されない:放射性同位体
又は放射性核種(例えば、3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc、111In、125I、131I)、蛍光標
識(例えば、FITC、ローダミン、ランタニド燐光体)、酵素標識(例えば、西洋ワサビペル
オキシダーゼ、-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ)、化学発
光マーカー、ビオチニル基、二次レポーターによって認識される所定のポリペプチドエピ
トープ(例えば、ロイシンジッパー対の配列、二次抗体の結合部位、金属結合ドメイン、
エピトープタグ)、磁性物質、例えば、ガドリニウムキレート、毒素、例えば、百日咳毒
素、タキソール、サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイト
マイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ド
キソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、
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ミトラマイシン、アクチノマイシンD、1-デヒドロテストステロン、グルココルチコイド
、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、及びピューロマイシン、
及びそれらの類似体又は相同体。いくつかの実施態様では、標識を様々な長さのスペーサ
ーアームによって付着させ、潜在的な立体障害を低下させる。
【０３０４】
　「患者」という用語は、ヒト及び獣医学的対象を含む。
【０３０５】
　本明細書及び特許請求の範囲の全体を通して、「含む(comprise)」という単語、又は「
含む(comprises)」若しくは「含む(comprising)」などの変化形は、記載された整数又は
整数の群の包含を意味するが、任意の他の整数又は整数の群の除外を意味しないことが理
解されるであろう。
【実施例】
【０３０６】
(本発明の実施例)
　抗原結合ドメインは、過免疫化ウサギから、クローニングされた抗原特異的B細胞から
作製される。抗原特異的B細胞は、抗原パニングによってウサギ血液から選択され、活性
化B細胞の拡大に有利に働く培養条件下でクローニングされる。
【０３０７】
(実施例1:IL6及びIL23発現クローンの構築、並びに融合タンパク質の精製:)
　ヒトIL-6(DQ891463;ABM82389.1、配列番号343及び344)を3xFLAG-IL6-Avi融合体として
発現させた。発現コンストラクトを、2工程のポリメラーゼ連鎖反応(PCR)増幅によって作
製した。生成物を、CMVプロモーターの下流で、プレ-プロ-トリプシンリーダー配列及び
三連FLAGタグとインフレームにして、プラスミドp3xFLAG-CMV-23(Sigma)に挿入した。発
現されたIL-6(配列番号1)は、アミノ末端三連FLAGタグ(アミノ酸配列dhdgdykdhdidykdddd
;配列番号345)及びカルボキシル末端Aviタグ(glndifeaqkiewhe;配列番号346)(ALLO66-MM4
-80)を含んでいた。IL6コード領域をPCRで増幅し、p3xFLAG-CMV-23に挿入して、3xFLAG-I
L6及び3xFLAG-IL6-myc融合体(配列番号2)を発現させた。
【０３０８】
　アカゲザルIL-6(mmIL-6;NM_001042733.1;NP_001036198;配列番号346及び配列番号347)
のコード領域を、オリゴマーの重複及びPCR(DNA2.0)によって作製した。合成された配列
は、アミノ末端シグナル配列(mnsfstsafgpvafslglllvlpaafpap;配列番号349)及びカルボ
キシル末端FLAGタグを含むmmIL-6をコードする。このコンストラクトを、CMVプロモータ
ー(ALLO66-MM4-143)の下流で、哺乳動物発現ベクターpCEP4(Invitrogen)に挿入した(配列
番号3)。
【０３０９】
　ヒトIL-23サイトカインは、p19タンパク質(IL23A;アクセッション番号NT_029419)及びp
40タンパク質(IL12B;NT 023133)の機能的ヘテロ二量体である。該IL-23二量体を、個々の
タンパク質がエラスチンリンカー(アクセッション番号NM_001081755;配列番号351) アミ
ノ酸配列VPGVGVPGVG 配列番号352をコードする、gttcctggagtaggggtacctggggtgggc)で隔
てられたp40:p19融合体として発現させた。2工程のPCR増幅戦略を用いて、p40:p19遺伝子
融合体を作製し、該ドメインの各々に6xHISタグも導入した。p40:p19-6xHIS(配列番号4)
及びp40-6xHIS:p19をコードする得られたコンストラクトを哺乳動物発現プラスミドpCEP4
(Invitrogen)に導入した。
【０３１０】
　霊長類IL23ヘテロ二量体を、2つのタンパク質の間にエラスチンリンカーを有し、3' 6x
HISタグを含むp40(NP_001038190;NM_001044725):p19(BV209310)融合体として発現させた
。該コンストラクトをオリゴマーの重複及びPCRによって合成し、CMVプロモーターの下流
で、プレ-プロ-トリプシンシグナル配列(ALLO87-MM-5-74)(配列番号5)とインフレームに
して、p3xFLAG-CMV-13プラスミドにクローニングした。
【０３１１】
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(哺乳動物発現及び標的タンパク質の精製:)
　哺乳動物サイトカインの発現をHEK293又はHEK293c18細胞で実施した。トランスフェク
ションを、およそ200,000細胞/cm2の密度でプレーティングされた細胞に対して3μl/μg 
DNAのlipofectamine 2000、又は293fectin(Invitrogen)を用いて、100万個の細胞当たり2
～2.5μgのDNAを用いて実施した。細胞を、10％胎仔ウシ血清を含むDMEM中で、37℃で3～
4日間インキュベートし、成長培地を標的タンパク質の精製のために回収した。精製のた
めに、6xHISタグ化タンパク質、1/10量の10×結合バッファー(500mMリン酸バッファー pH
7.5、3M NaCl、200mMイミダゾール、1％Tween-20)を培養培地に添加し、PBSに対して4℃
で一晩透析した。Ni-NTAビーズを抽出物に4℃で2～3時間添加し、回転混合した。ビーズ
を遠心分離によって回収し、Ni-NTA洗浄バッファー(50mMリン酸塩、300mM NaCl、20mMイ
ミダゾール、0.1％Tween)中で洗浄した。Ni-NTAビーズに結合したタンパク質を溶出バッ
ファー(50mMリン酸バッファー pH7.5、300mM NaCl、500mMイミダゾール)によって溶出さ
せた。標的タンパク質を含む画分をSDS-PAGE及びクマシーブルー染色によって同定し、デ
ンシトメトリーによって定量した。ピーク画分を合わせ、PBSに対して透析し、インビト
ロアッセイ又はSPR解析で直接用いた。
【０３１２】
　FLAGタグ化タンパク質を、M2コンジュゲートビーズ(Invitrogen)を用いて、発現培地か
ら精製した。手短に言えば、M2ビーズを発現培地に直接添加し、4℃で4～16時間インキュ
ベートした。該ビーズをFLAG洗浄バッファー(20mMトリス、pH7.4、150mM NaCl、0.1％Twe
en-20、1mMエチレンジアミン四酢酸)中で洗浄し、結合タンパク質を、0.1Mグリシン(pH2.
5)で洗浄するか、又は3x FLAGペプチドを用いて回収した。酸溶出物を、1/20量の1Mトリ
ス塩基を用いて、すぐに中和した。ピーク画分をSDS-PAGE及びクマシーブルー染色によっ
て同定し、プールした。これらをPBSに対して透析し、インビトロアッセイ又はSPR解析に
直接用いた。
【０３１３】
(実施例2　抗体親和性の決定)
　平衡解離定数は、SensiQ Pioneer(ICx Nomadics, Stillwater, OK)、及びアミンカップ
リングに適したカルボキシル化COOH1センサー(同上)を用いて、表面プラズモン共鳴によ
って決定した。プロテインG(6510-10, Biovision, Mountain View, CA)を、アミンカップ
リング試薬(Sigma Aldrich(N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS, 56480)、N-(3-ジメチルア
ミノプロピル)-B'-エチルカルボジイミド塩酸塩(EDC, E7750)、エタノールアミン(398136
), St. Louis, MO)を用いるか、又はBiacoreアミンカップリングキット(BR-1000-50, GE 
Healthcare, Waukesha, WI)を用いて、COOH1センサーにカップリングさせた。
【０３１４】
　簡潔に述べると、カルボキシル化された表面を、2～10分の範囲の接触時間の間、2mM E
DC及び.5mM NHSで活性化する。20～400ug/mLの範囲の可変濃度のプロテインGを、10mM酢
酸バッファー、pH4.3(酢酸ナトリウム、BP334-1;氷酢酸、A490-212; Thermo Fisher Scie
ntific, Waltham, MA)中に希釈し、5～10分の範囲の可変接触時間の間、5～10μL/分の範
囲の速度で、活性化されたセンサーの上に注入した。COOH1センサーチップに固定化され
るプロテインGの量は、400～2000応答単位(RU)の範囲である。残りの活性化された部位を
、25μL/分の流速で100μLのエタノールアミンでキャッピングした。
【０３１５】
　ウサギヒトキメラmAbの平衡定数を、タンパク質GがコーティングされたチップへのmAb
の結合と、その後の各分析物(IL-6又はIL-23)のそのそれぞれのmAbへの結合によって決定
した。物質移動効果を最小限に抑えるために、分析物の結合が飽和に達したときに、その
対応するRUが200～300低下するように、各分析物に対するmAbの表面密度を調整した。1～
100nMの範囲の3x-FLAG-IL-6(実施例1参照)、IL-6(CYT-213, Prospec-Tany Technogene, R
ehovot, Israel)、又はヒト二量体IL-23(34-8239, eBiosciences, San Diego, CA)の希釈
物をチップ表面の上に注入し、会合速度定数(Ka)及び解離速度定数(Kd)を測定した。各々
の結合及び解離サイクルのために、チップ表面を15uLの20mM NaOH(5671-02, Mallinckrod
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t  Baker, Philliphsburg, NJ)で再生した。アッセイ温度を25℃で維持し、分析物の流速
を50μL/分とし、2分の会合段階及び10～30分の解離段階を含めた。結合/解離(on/off)速
度(ka/kd)及び解離定数(KD)を、上記のフォーマットを擬一次1:1相互作用モデルソフトウ
ェア(Qdat, ICx Nomadics, Stillwater, OK)とともに用いて決定した。
【０３１６】
　scFvの平衡定数を先に記載した通りに決定した;しかしながら、エピトープタグ化IL-6
がチップ表面に捕捉され、IL-6からの抗IL-6 scFvの解離がモニタリングされるように、
プロトコルを修正した。簡潔に述べると、抗FLAG(登録商標)M2抗体(200472, Agilent Tec
hnologies, Santa Clara, CA)をプロテインGに結合させ、その後、3xFLAG-IL-6を抗FLAG
抗体によって捕捉した。抗IL-6 scFvを、1～100nMの濃度範囲にわたってアッセイした。
【０３１７】
　二重特異性scFvのSPRを、抗IL-6部分の測定について先に記載した通りに実施した;しか
しながら、抗IL-23 scFv、31A12の結合反応速度を決定するために、プロトコルの修正が
必要であった。簡潔に述べると、二重特異性体によるIL-23結合を、記載したようなIL-6
を用いて、該二重特異性体を一定密度(～240RU)で固定化することによって実施した。組
換えヒト二量体IL-23(34-8239, eBiosciences, San Diego, CA)の結合及び解離を、上で
詳述したのと同じパラメータを用いて、3～25nMの範囲の濃度でアッセイした。
【０３１８】
(実施例3:ウサギ抗ヒトIL-6モノクローナル抗体の作製)
(3.1　ウサギ免疫化:)
　1匹のニュージーランドホワイトウサギを、Sigma Adjuvant System(Sigma S6322)中で
、0、21、及び42日目に、100μgのIL-6タンパク質(組換え大腸菌由来ヒトIL-6、参照配列
アクセッションNP000591.1、ProSpec-Tany TechnoGene社, Rehovot, Israel(カタログ# C
YT-213i)から入手した)で免疫化した。採血の10日以上前に、ウサギに追加免疫した。ウ
サギを、NIH、USDA、及びIACUCガイドラインに従って、R & R Research Laboratories(St
anwood, WA, USA)で維持した。
【０３１９】
(3.2　B細胞クローニング:)
　30mlの血液を静脈穿刺により各ウサギから回収した。末梢血単核細胞(PBMC)を密度遠心
分離(Lympholyte-rabbit, カタログ# CL5050, Cedarlane Laboratories社, Ontario, Can
ada)により調製した。
【０３２０】
　ヒトIL-6に対する免疫ウサギ血清の中和活性を3回の免疫化の後にアッセイした。
【０３２１】
　ヒトIL-6を、免疫ウサギ血清の1:3200希釈物を用いて又はそれを用いないで、1ng/mlか
ら力価測定する。IL-6に特異的なB細胞を選択するために、6cmの組織培養ペトリ皿を以下
のように、IL-6でコーティングした:Hisタグ化ヒトIL-6(カタログ# CYT-484, Prospec-Ta
ny Technogene, Rehovot, Israel)を、抗His抗体がコーティングされたプレート上で捕捉
した。PBS中2μg/mlの抗His抗体(カタログ# A00613, GeneScript社, New Jersey, USA)を
、4℃で一晩、又は37℃で1時間、6cmのプラスチックペトリ皿中でインキュベートした。
その後、抗体溶液を除去し、4mlのPBS＋5％BSAを1時間添加した。PBS中2μg/mlの3mlのHi
s-IL-6を1時間インキュベートすることによって、IL-6を捕捉し、その後、PBSで4回洗浄
した。PBMCを、5％BSAを含む2mlのPBSに懸濁し、抗原がコーティングされた皿に、4℃で4
0分間プレーティングした。その後、プレートをPBSで4～8回洗浄し、軽く擦ることによっ
て、接着細胞を除去した。これらの細胞を、完全培地(RPMI 1640、10％FBS、非必須アミ
ノ酸、ピルビン酸塩、50uM β-メルカプトエタノール)に、100～500×103細胞/mlで再懸
濁した。100μlの細胞懸濁液を、5×105細胞/ウェルのマイトマイシン-c処理したEL4-B5
細胞(Zublerらの文献(1985))、20ng/mlの組換えヒトIL-2(GenScript社, Piscataway, NJ,
 USA)、及びウサギ脾臓細胞からの5％馴化培地を含む100μlの完全培地に加えて、96ウェ
ルプレートの各ウェルに添加した。
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【０３２２】
　簡潔に述べると、EL4-B5細胞を、1×107細胞/mlの密度で、50μg/mlマイトマイシン-c(
カタログ# M0503, Sigma-Aldrich)を含むRPMIに40分間懸濁し、完全培地中で6回洗浄した
。
【０３２３】
　ウサギ馴化培地を以下のように調製した:ウサギ脾臓細胞を機械的に解離させ、70μmメ
ッシュに通して濾過し、1×106細胞/mlで、完全培地(RPMI 1640、10％FBS、非必須アミノ
酸、ピルビン酸塩、50uMβ-メルカプトエタノール)に再懸濁した。細胞を、500ng/mlのイ
オノマイシンと、5μg/mlのコンカナバリンA(カタログ# C 5275, Sigma-Aldrich)又は40n
g/mlのPMAのどちらかとで、CO2(5％)インキュベーター中、37℃で48時間刺激した。馴化
培地を滅菌濾過し、後の実験のために-20℃で保存した。いくつかの実験については、マ
イトマイシン-c処理した(EL4-B5のように)正常ウサギ脾臓細胞を、クローニングプレート
に1～2×105細胞/ウェルで添加した。
【０３２４】
　抗原選択された細胞を含むプレートを、37℃、5％CO2で7～10日間インキュベートした
。その後、培養上清を回収し、IL-6結合(ELISA)及びIL-6活性の阻害についてアッセイし
た。
【０３２５】
　ELISAを用いて、IL-6結合を評価した。組換えIL-6(実施例1参照)を、100μlのPBS中、0
.25μg/mlでELISAプレートに添加した。プレートを、37℃で1時間、又は4℃で一晩インキ
ュベートした。ブロッキングするために、10％ヤギ血清(カタログ#16210-072, Invitroge
n, USA)を含む100μl/ウェルのPBSを各ウェルに添加した。プレートを室温で1時間インキ
ュベートした。プレートを脱イオン水で5回すすいだ。各ウェルに、50μlのPBS/10％ヤギ
血清を添加した。その後、試験試料を50μl/ウェルで添加した。プレートを室温で1時間
インキュベートした。プレートを脱イオン水で5回すすいだ。各ウェルに、PBS/10％ヤギ
血清中で1:5000希釈した100μlのペルオキシダーゼコンジュゲートヤギ抗ウサギIgG(カタ
ログ#111-035-008, Jackson Immuno Research)を添加した。プレートを室温で1時間イン
キュベートし、その後、プレートを脱イオン水で5回洗浄した。TMB基質(Thermo  Scienti
fic, Rockford, IL., USA)を100μl/ウェルで添加した。反応を100μlの1N H2SO4(JT Bak
er, Phillipsburg, NJ, USA)で停止させた。Molecular Devices製のM2プレートリーダー
を用いて、吸光度を450nmで測定した。
【０３２６】
　IL-6依存的マウスB細胞ハイブリドーマ細胞株(B9細胞株;Aardenらの文献(1987))を用い
るバイオアッセイを用いて、大腸菌又はCHO細胞由来ヒトIL-6(Prospec-Tany Technogene,
 Rehovot, Israel)に応答するB9細胞増殖を測定することによって、IL-6阻害を評価した
。中和活性について試験するべき試料を、96ウェル組織培養プレート中で、100μlのアッ
セイ培地(L-グルタミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM 2-メ
ルカプトエタノールを含むRPMI 1640)に希釈した。これに続いて、50μlのIL-6(カタログ
# CYT-274 Prospec-Tany Technogene)含有アッセイ培地を添加し、室温で30分間インキュ
ベートした。B9細胞をフラスコから回収し、180×gで7分間遠心分離し、ペレットをIL-6
不含培養培地(L-グルタミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM 
2-メルカプトエタノールを含むRPMI 1640)に再懸濁した。細胞を3回遠心分離及び再懸濁
して、IL-6を除去した。トリパンブルー排除によって生存率を決定した後、細胞を1×105

細胞/mlに調整した。5×103細胞に相当する、50μlの容量のB9細胞を、IL-6不含培地を含
む適切な対照ウェルとともに、各ウェルに添加した。
【０３２７】
　プレートを、37℃、5％CO2で、48時間インキュベートした。その後、20μlのAlamar Bl
ue(カタログ# DAL1100, Invitrogen, USA)を各ウェルに添加し、プレートをさらに18時間
インキュベートした。プレートを、570nm及び600nmで、Molecular Devices(Sunnyvale, C
A, USA)製のM2プレートリーダー上で読み取った。
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【０３２８】
　図1は、さらなる特徴付けに好適な抗体を産生する細胞を選択するために実施された例
示的実験を示しており:各々の上清は、IL-6結合(下のパネル)とIL-6中和(上のパネル)の
両方について試験された。さらなる特徴付けに好適な上清は、両方のアッセイで陽性であ
った(矢印及び星印)。
【０３２９】
(3.3　ウサギB細胞からのV-領域レスキュー)
　V-領域レスキューのプロセスを図2にまとめる。
【０３３０】
　簡潔に述べると、IL-6中和試験とIL-6結合試験の両方について陽性の上清由来のIgG可
変重鎖及び軽鎖を、逆転写酵素連動型ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)を用いる増幅によっ
て取得した。このようにして得られたVH及びVL cDNAをクローニングし、最終的なcDNAコ
ンストラクトが、図3に示すようなキメラウサギヒトIgGをコードするように、ヒト定常領
域コンストラクトに連結した。
【０３３１】
　活性化されたウサギB細胞から免疫グロブリンV-領域をレスキューするためのプライマ
ーを、細胞溶解後に取得されたmRNAからのcDNA合成及びその後のPCR増幅工程の両方のた
めに設計した。該PCR増幅工程では、最後のPCRによって、発現ベクターにクローニングす
るための制限酵素部位が付加される。1匹のウサギはb9アロタイプバックグラウンドを有
するので(Raderらの文献(2000))、J-カッパ領域及びC-カッパ領域の利用がウサギアロタ
イプ間で異なる場合、様々なcDNAプライマー及び入れ子型J-領域プライマーを設計する必
要があった(Sehgalらの文献(1990))。RT工程とPCR工程の両方で使用される選択されたDNA
オリゴヌクレオチドプライマーのリストを表1に示し、その重鎖/軽鎖特異性を右側の欄に
示す。
【０３３２】
　選択された陽性のB細胞を溶解させ、Dynabeads製のmRNA DIRECT Micro Kit(カタログ# 
610.21)を製造者の指示に従って用いて、mRNAを調製した。v-領域を回収するために、単
一の抗原陽性ウェルから生成されたmRNAを、重鎖と軽鎖の両方について、1工程RT/PCR(Qi
agen One Step RT-PCRキット, カタログN. 210212)反応で用いる。該反応のために、ウサ
ギIgG分子の重鎖及び軽鎖の定常領域に位置する遺伝子特異的プライマーを用いて、一本
鎖cDNAを生成させ、その後、ウサギ可変領域の第一ラウンドのPCR生成のために、入れ子
型J-領域プライマーをリーダーペプチド特異的プライマーとともに用いる。
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【表１】

【０３３３】
　ヒトIgG1の重鎖又は軽鎖のどちらかの定常領域を含むベクターにサブクローニングする
ために、第二ラウンドのPCRを実施して、レスキューされたV-領域に制限部位を付加する
。重鎖及び軽鎖について、別々のPCRを実施する。該V-領域に付加される制限部位は、重
鎖及び軽鎖について、それぞれ、HindIII/XhoI及びNcoI/BsiW1である。定常領域を含むベ
クターは、InvivoGen(pFUSE-CHIg-hG1 #08E07-SV及びpFUSE2-CLIg-hk #08F19-SV)から入
手した。両方のベクターをサブクローニング戦略用に自前で修飾した。制限部位を付加し
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た後、PCR生成物を適切な制限酵素消化に供し、ゲル精製し、適切なベクターに連結した
。
【０３３４】
　サブクローニング後、連結されたDNAをDH5α大腸菌(Invitrogen)に形質転換した。形質
転換混合物全体を、適切な抗生物質耐性を含む培地中で一晩培養した。培養された細菌を
回収し、キメラ抗体の一過性HEK293発現で使用するために、プラスミドDNAを単離し、精
製した(Qiagenキット)。選択されたウェルは、1以上の異なるB細胞クローンを含み得るの
で、この時、単離されたDNAは、1つの特定のV-領域について均一であっても均一でなくて
もよい。キメラ抗体を作製するために、HEK293細胞に、選択されたウェルからの重鎖と軽
鎖の両方のDNAをコトランスフェクトした。上清を細胞培養の3～5日後に回収し、ELISAに
よるIgGと抗原の結合、及びIL-6中和についてアッセイした(方法については、上記を参照
)。トランスフェクション上清中のIgGの存在を検出するために、ELISAプレートにコーテ
ィングされた抗ヒトIgG Fc捕捉抗体、次いで、上清及びヒトIgG標準を用いるELISA免疫ア
ッセイを行なう。Fcによって捕捉された抗体の検出は、抗ヒトIgG(H&L)-HRP試薬及びTMB
基質を用いて得られる。
【０３３５】
　1ウェル当たり2種以上の固有のクローンがおそらく存在するであろうという前提の下、
どれだけ多くの固有の重鎖と軽鎖の組合せがレスキューされるかを決定するために、DNA
シークエンシングを用いて、各ELISA陽性ウェルをスクリーニングした。DNAシークエンシ
ングのために、先にトランスフェクション用に単離されたDNAをDH5α大腸菌に再び形質転
換し、適切な抗生物質を含む寒天プレート上にプレーティングする。各形質転換からの複
数のコロニーを採取し、製造者の指示に従ってローリングサイクルDNA増幅キット(Templi
phy, GE Healthcare)を用いて、DNA生成用に処理する。Templiphy反応から生成されたDNA
をシークエンシングし、その後、解析して、各ウェルについて、V-領域の複雑さを決定す
る。この時、各DNAは固有のクローンを表すので、DNAの作製に加えて、Templiphy反応に
用いた細菌を、その後のDNA単離のために取っておく。
【０３３６】
　配列解析後、Templiphy反応から取っておいた細菌を用いて、重鎖と軽鎖の両方につい
て、レスキューされた各ウェルから、各々の固有のV-領域のDNAを得た。重鎖及び軽鎖を
一致させ、HEK293に一過性にトランスフェクトした。2以上の考えられる重鎖と軽鎖の組
合せが存在する(ウェルがクローン性でない)とき、固有の重鎖と軽鎖の対のあらゆる考え
られる組合せをトランスフェクトした。3～5日後、上清を回収し、ELISAによるIgGと抗原
の結合、及びIL-6中和についてアッセイした(方法については、上記参照)。この解析工程
の後、所望の活性を保持する重鎖と軽鎖の組合せをヒト化用に選択した。
【０３３７】
　以下の抗体クローンは、抗原結合及び抗原中和についての基準を満たし、さらなる開発
のために選択された:
【０３３８】
(13A8:)
配列番号6のアミノ酸配列;配列番号7のヌクレオチド配列として同定された可変領域重鎖(
Vh);
配列番号8のアミノ酸配列;配列番号9のヌクレオチド配列として同定された可変領域軽鎖(
Vl)。
【０３３９】
　13A8クローンは、34pg/ml(図3A及びB)のEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに
必要な濃度として算出された)を有する高い効力、並びにSPR解析で決定される高親和性抗
原結合特性:Kd 1.38×10-4(s-1);Ka 6.33×105(M-1s-1)、及びKD 218pMを示した。
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【表２】

【０３４０】
(28D2)
配列番号16のアミノ酸配列及び配列番号17のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号18のアミノ酸配列及び配列番号19のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３４１】
　28D2クローンは、65pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度
として算出された)を有する高い効力を示した(図3A及びB)。

【表３】

【０３４２】
(18D4)
配列番号26のアミノ酸配列及び配列番号27のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号28のアミノ酸配列及び配列番号29のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【０３４３】
　18D4クローンは、54pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度
として算出された)を有する高い効力、並びにSPR解析で決定される高親和性抗原結合特性
:Kd 8.49×10-5(s-1);Ka 6.66×105(M-1s-1)、及びKD 128pMを示した。
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【表４】

【０３４４】
(8C8)
配列番号36のアミノ酸配列及び配列番号37のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号38のアミノ酸配列及び配列番号39のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【０３４５】
　8C8クローンの最初のトランスフェクション上清は、生体活性の阻害についての高い効
力を示した。その後、scFvをウサギIgGから直接誘導体化し、これらは、510pg/mlのEC50(
200pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度として算出された)を有する高い効
力を示した(図12A)。

【表５】

【０３４６】
(9H4)
配列番号46のアミノ酸配列及び配列番号47のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号48のアミノ酸配列及び配列番号49のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【０３４７】
　9H4クローンは、109pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度
として算出された)を有する高い効力(図3C、D、E)、並びにSPR解析で決定される高親和性
抗原結合特性:Kd 4.75×10-5(s-1);Ka 8.16×105(M-1s-1)、及びKD 58pMを示した。
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【表６】

【０３４８】
(9C8)
配列番号56のアミノ酸配列及び配列番号57のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号58のアミノ酸配列及び配列番号59のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【０３４９】
　9C8クローンは、400pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度
として算出された)(図3E)、及びKd 3.17×10-5(s-1);Ka 7.65×105(M-1s-1)、及びKD 42 
pMを有する、高い活性及び抗原結合特性を示した。

【表７】

【０３５０】
(3.4　霊長類IL-6に対する反応性)
　ヒト治療用の任意のサイトカインアンタゴニストの開発の成功は、初期の毒性試験を必
要とする。毒性は、非ヒト種において最も効率的に証明される。毒性研究を実施するため
に、研究が検討されている種に由来するIL-6を中和する抗体の能力を示すことがまず必要
である。
【０３５１】
　非ヒト霊長類IL-6活性の中和について試験された抗IL6キメラ抗体のいくつかを図3に示
す。
【０３５２】
(実施例4:ウサギ抗ヒトIL-23モノクローナル抗体の作製)
(4.1　ウサギ免疫化)
　1匹のニュージーランドホワイトウサギ(NZW)及び1匹のB9ウサギを、0、21、及び42日目
に、Sigma Adjuvant System(Sigma S6322)中で、100μgのIL-23タンパク質(p40鎖、アク
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セッションNM_002187及びp19鎖、アクセッションNM_016584から構成されるバキュロウイ
ルス由来組換えヒトIL-23、eBiosciences, San Diego CA, USA製(カタログ#34-8239))で
免疫化した。免疫化の少なくとも10日後に、該動物から採血した。ウサギを、NIH、USDA
、及びIACUCガイドラインに従って、R & R Research Laboratories(Stanwood, WA, USA)
及びSpring Valley Laboratories(Woodbine, MD, USA)で維持した。
【０３５３】
　NZWウサギ及びB9ウサギは、異なる免疫グロブリン遺伝子アロタイプを発現しており、
該アロタイプは、フレームワーク領域及びCDR領域の違いに対応し、また、単離されるmAb
の構造の違いに対応している。b9アロタイプウサギは、V領域中にCys残基が存在しないた
めに、mAbのファージディスプレイクローニングでの使用により優れていることが報告さ
れている。抗IL-6 mAbは全てNZWウサギからクローニングされ、V領域中にCys残基を示す
ものはなかった。
【０３５４】
　ヒトIL-23で免疫化されたB9ウサギ及びNZWウサギ由来の高力価血清のIL-23中和活性を
測定した。免疫ウサギ由来の血清は、マウス脾細胞から600pg/mlのヒトIL-23によって誘
導されるIL-17A分泌を、ほぼ1:10,000に等しい希釈で完全に中和することができる。
【０３５５】
(4.2　B細胞クローニング)
　IL-23に特異的なB細胞を実施例3と同様に選択した。
【０３５６】
　末梢血単核細胞(PBMC)を、各ウサギから密度遠心分離(Lympholyte-rabbit, カタログ# 
CL5050, Cedarlane Laboratories社, Ontario, Canada)により調製した。IL-23がコーテ
ィングされたプレートを、PBS中2μg/mlのIL23(eBioscience)を4℃で一晩、又は37℃で1
時間インキュベートすることにより作製し、PBSで4回洗浄し、B細胞を捕捉するのに用い
た。PBMCを、5％BSAを含む2mlのPBSに懸濁し、抗原がコーティングされた皿に、4℃で40
分間プレーティングした。その後、プレートをPBSで4～8回洗浄し、軽く擦ることによっ
て、接着細胞を除去した。細胞をウサギ脾臓細胞馴化培地及びEL4-B5細胞(実施例1参照)
中にプレーティングし、37℃、5％CO2で、7～10日間インキュベートした。その後、培養
上清を回収し、IL-23結合(ELISA)、及びIL-23活性の阻害について試験した。
【０３５７】
　ELISAアッセイを用いて、IL-23結合を評価した(Aggarwalらの文献(2003))。ELISAプレ
ートを、IL-23直接結合法又はIL-23間接結合法のどちらかを用いて、コーティングした。
【０３５８】
　間接結合法のために、抗His抗体(カタログ# A00613, GenScript社, New Jersey, USA)
を、100μl/ウェルのPBS中、0.01～0.02ug/mlでプレートに添加した。プレートを37℃で1
時間、又は4℃で一晩インキュベートした。非特異的結合をブロッキングするために、10
％ヤギ血清(カタログ#16210-072, Invitrogen, USA)を含む100μl/ウェルのPBSを各ウェ
ルに添加し、その後、プレートを脱イオン水で5回すすいだ。100μl/ウェルのPBS/10％ヤ
ギ血清中の0.5μg/mlのIL-23 p40-p19-His(配列番号4)を添加し、室温で1時間インキュベ
ートした。
【０３５９】
　直接結合法のために、IL-23 p40-p19-His(配列番号4)を、100μlのPBS中、0.5μg/mlで
ELISAプレートに添加した。プレートを37℃で1時間、又は4℃で一晩インキュベートした
。非特異的結合をブロッキングするために、10％ヤギ血清(カタログ#16210-072, Invitro
gen, USA)を含む100μl/ウェルのPBSを各ウェルに添加した。プレートを室温で1時間イン
キュベートした。
【０３６０】
　IL-23結合後、プレートを脱イオン水で5回すすいだ。各ウェルに、50μlのPBS/10％ヤ
ギ血清を添加した。その後、試験試料を50μl/ウェルで添加した。プレートを室温で1時
間インキュベートし、脱イオン水で5回すすいだ。各ウェルに、PBS/10％ヤギ血清中で1:5
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000に希釈した100μlのペルオキシダーゼコンジュゲートヤギ抗ウサギIgG(カタログ#111-
035-008, Jackson Immuno Research)を添加した。プレートを室温で1時間インキュベート
し、その後、脱イオン水で5回洗浄した。TMB基質(Thermo  Scientific, Rockford, IL., 
USA)を100μl/ウェルで添加した。反応を100μlの1N H2SO4(JT Baker, Phillipsburg, NJ
, USA)で停止させた。Molecular Devices製のM2プレートリーダーを用いて、吸光度を450
nmで測定した。
【０３６１】
　マウス脾臓細胞によるIL-23誘導性IL-17発現の検出に基づくバイオアッセイを用いて、
IL-23受容体に対するIL-23結合の抗体媒介性阻害、及び結果として生じる生体活性を検出
した。
【０３６２】
　5×105個のC57Bl/6脾臓細胞を、ヘテロ二量体IL-23(eBioscience カタログ#14-8239又
はHumanzyme, Chicago, USA カタログ#HZ-1049)の希釈物を含む200μl中で、96ウェルプ
レートのウェル中で培養し、プレートを37℃で2～3日間インキュベートした。培養培地は
、RPMI 1640、10％FBS、50uM 2-メルカプトエタノール、非必須アミノ酸、ピルピン酸塩
、ゲンタマイシン、及び10ng/mlヒトIL-2(カタログ# CYT-209, Prospec-Tany Technogene
)である。3日後、培養上清を、下記のように、IL-17AについてELISAでアッセイした。
【０３６３】
　IL-23阻害についてアッセイするために、試験mAb試料を、150～1200pg/mlのIL-23を含
むマウス脾臓細胞の培養物に様々な希釈で添加し、IL-17Aの分泌を、mAbで処理していな
い培養物と比較した。
【０３６４】
　ELISAアッセイを用いて、マウスIL-17を検出した。プレートを、100μlのPBS中1μg/ml
の抗mIL-17A(eBioscience #14-7178)で、4℃で一晩又は37℃で1時間コーティングした。
プレートを脱イオン水中で洗浄し、100μlのPBS、10％ヤギ血清で1時間ブロッキングした
。プレートを洗浄した後、50μlのPBS/10％ヤギ血清及び50mlの培養上清をプレートに添
加し、1時間インキュベートした。プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中0.5μg/mlで10
0μl/ウェルの抗mIL-17A-ビオチン(eBioscience #13-7179)を添加し、プレートをRTで1時
間インキュベートし、洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中1:1000で100μl/ウェルのストレプト
アビジン-HRP(Jackson Labs)と反応させた。プレートを再洗浄し、100μl/ウェルのTMB基
質(Thermo Scientific, IL, USA)を添加することによって、シグナルを検出した。100μl
/ウェルの1N H2SO4で反応を停止させた後、光学密度を450nMで読み取った。データをプロ
ットし、Graphpad(Prism, Mountainview, CA)ソフトウェアで解析した。
【０３６５】
　B細胞をIL-23免疫化ウサギからクローニングし、B細胞クローン上清をIL-23中和及びIL
-23結合について試験した。
【０３６６】
　図7は、各上清をIL-23結合(下のパネル)とIL-23中和(上のパネル)の両方について試験
した実験からの例となる96ウェルプレートを示す。さらなる特徴付けに好適な上清は、両
方の試験で陽性であった。
【０３６７】
(4.3　活性化B細胞からのV-領域レスキュー:)
　IL-23中和アッセイとIL-23結合アッセイの両方について陽性のB細胞由来のIgG可変重鎖
及び軽鎖を、本質的に実施例3と同様のRT-PCRで取得した。
【０３６８】
　図5A～Iは、得られたいくつかの抗IL-23中和mAbによるヒトIL-23中和活性の例を示す。
【０３６９】
　いくつかの抗体を、図6に示すように、霊長類IL-23に対するその結合に関してさらに特
徴付けた。IL-23を中和するモノクローナル抗体を、図8Aに示すように、ヒトIL-12の中和
についてさらに試験した。mAb 31A12は、IL-23を特異的に中和し、一方、45G5及び22H8は
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【０３７０】
　本発明の抗体によって認識されるエピトープのマッピングは、交差競合結合アッセイ、
又は線状ペプチドに対する結合などの、いくつかの実験方法によって達成することができ
る。
【０３７１】
　詳細なエピトープマッピングは、モノクローナル抗体又はその抗体断片と抗原の複合体
の共結晶化によって得ることができる。代替法は、mAbの存在下で、重水素で標識した後
、抗原ペプチドの液体クロマトグラフィーマススペクトロスコピー(LCMS)解析を用いる。
重水素化されていない残基は、mAbによって保護された残基を表す。
【０３７２】
　抗原結合、抗原中和、及びIL-23の選択的結合についての基準を満たした以下のモノク
ローナル抗体を、さらなる開発のために選択した:
【０３７３】
(31A12:)
配列番号86のアミノ酸配列;配列番号87のヌクレオチド配列として同定された可変領域重
鎖(Vh);
配列番号88のアミノ酸配列;配列番号89のヌクレオチド配列として同定された可変領域軽
鎖(Vl)。
【０３７４】
　31A12 mAbは、3286pg/mlのEC50(600pg/mlのIL-23の生体活性を阻害するのに必要な濃度
として算出された)、並びにSPR解析で決定される高親和性抗原結合特性:Kd 2.02×10-4(s
-1);Ka 4.79×105(M-1s-1)、及びKD 422pMを有する、高い効力及び抗原結合特性を示した
。
【表８】

【０３７５】
(49B7)
配列番号96のアミノ酸配列及び配列番号97のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vh)。
配列番号98のアミノ酸配列及び配列番号99のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３７６】
　49B7 mAbは、988pg/mlのEC50(600pg/mlのIL-23の生体活性を阻害するのに必要な濃度と
して算出された)を有する高い効力を示した。
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【表９】

【０３７７】
(16C6)
配列番号106のアミノ酸配列及び配列番号107のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vh)。
配列番号108のアミノ酸配列及び配列番号109のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)
【０３７８】
　16C6 mAbは、219pg/mlのEC50(150pg/mlのIL-23の生体活性を阻害するのに必要な濃度と
して算出された)を有する高い効力を示した。

【表１０】

【０３７９】
(34E11)
配列番号116のアミノ酸配列及び配列番号117のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vh)。
配列番号118のアミノ酸配列及び配列番号119のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)
【０３８０】
　34E11クローンは、50pg/mlのEC50(150pg/mlのIL-23の生体活性を阻害するのに必要な濃
度として算出された)を有する高い効力を示した。
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【表１１】

【０３８１】
(35H4)
配列番号126のアミノ酸配列及び配列番号127のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vh)。
配列番号128のアミノ酸配列及び配列番号129のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)。
【０３８２】
　35H4クローンは、同じB細胞クローニング実験で単離された他のmAbと比べて、クローニ
ングされたmAbのトランスフェクション上清中で高い効力を示した(図5I)。

【表１２】

【０３８３】
(実施例5:ウサギ抗ヒトIL-23/IL-12モノクローナル抗体の作製)
　図8Aに示すように、IL-23を中和する抗体を、IL-23に特異的であるものと、IL-23とIL-
12の両方を中和するものとに細かく分けることができる。IL-12及びIL-23は、共通のp40
ポリペプチドを共有しており、p40に共有結合する第二の鎖が異なる(図7A)。IL-23のp19
鎖及びIL-12のp35鎖は両方とも、4ヘリックスバンドル型のサイトカイン様ポリペプチド
である。p19サブユニット及びp40サブユニットは、ジスルフィド結合によって共通のp40
サブユニットに連結される。IL-12とIL-23の両方を中和する抗体は、この2つの分子間で
のp40鎖の共有のために生じる。
【０３８４】
　IL-12受容体及びIL-23受容体は、共通の鎖(IL-12Rβ1)を共有し、さらに各々、固有の
受容体成分(IL-23R及びIL-12Rβ2)を有する(図7B)。これらの違いは、標的細胞、並びにI
L-12及びIL-23によって用いられるシグナル伝達経路の顕著な差をもたらす。これらの受
容体は、STAT活性化のためにJAK2又はTYK2チロシンキナーゼと対をなす膜貫通シグナル伝
達ドメインを有する。
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【０３８５】
　IL-23とIL-12の両方に結合する抗体を、組換えIL-23で免疫化したウサギから単離した(
実施例4参照)。IL-23とIL-12の両方に対する結合活性及び機能的活性を示すB細胞クロー
ンをさらなる特徴付けのために選択した。
【０３８６】
　B細胞由来のキメラIgGの一次レスキュートランスフェクションをIL-23の中和について
試験した。IL-23の中和に成功したものをシークエンシングし、サブクローニングし、再
びトランスフェクトし、mAbをトランスフェクション上清中で定量した。これらのmAbを抗
IL-23活性について確認し(図8B～E)、その後、IL-12(図8F～G)及び霊長類IL-23(図8H、I)
の中和について試験した。
【０３８７】
　抗原結合、抗原中和、並びにIL-12及びIL-23の選択的結合についての基準を満たした以
下のモノクローナル抗体を、さらなる開発のために選択した:
【０３８８】
(22H8:)
配列番号136のアミノ酸配列;配列番号137のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh);
配列番号138のアミノ酸配列;配列番号139のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３８９】
　mAb 22H8は、603pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)、並びにSPR解析で決定される高親和性抗原結合特性:Kd 8.94×10-5(s-1);
Ka 4.03×105(M-1s-1)、及びKD 221pMを有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。
【表１３】

【０３９０】
(45G5:)
配列番号146のアミノ酸配列;配列番号147のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh);
配列番号148のアミノ酸配列;配列番号149のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３９１】
　mAb 45G5は、385pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)を有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。
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【表１４】

【０３９２】
(1H1:)
配列番号156のアミノ酸配列;配列番号157のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh);
配列番号158のアミノ酸配列;配列番号159のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３９３】
　mAb 1H1は、603pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)を有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。

【表１５】

【０３９４】
(4F3:)
配列番号166のアミノ酸配列;配列番号167のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh);
配列番号168のアミノ酸配列;配列番号169のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３９５】
　mAb 4F3は、2339pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)を有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。
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【表１６】

【０３９６】
(5C5:)
配列番号176のアミノ酸配列;配列番号177のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh);
配列番号178のアミノ酸配列;配列番号179のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【０３９７】
　mAb 5C5は、1907pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)を有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。

【表１７】

【０３９８】
(14B5:)
配列番号186のアミノ酸配列;配列番号187のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(VH);
配列番号188のアミノ酸配列;配列番号189のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(VL)。
【０３９９】
　mAb 14B5は、767pg/mlのEC50(50pg/mlのIL-6の生体活性を阻害するのに必要な濃度とし
て算出された)を有する、高い効力及び抗原結合特性を示した。
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【表１８】

【０４００】
(5.1　IL-12バイオアッセイ)
　抗体を、IL-12応答性細胞株NK-92(CRL-2407, ATCC, Manassas, Virginia, USA)を用い
て、IL-12中和能力についてアッセイした。B細胞クローニングプレートからの50μlの培
養上清、又は抗体トランスフェクションからの50μlの上清を96ウェル組織培養プレート
に移した。50μlのヒトIL-12(カタログ# Cyt-362, Prospec-Tany Technogene, Rehovot, 
Israel)を各ウェルに4ng/mlで添加した。プレートを室温で30～60分間インキュベートし
、その後、5×104個のNK-92細胞を100μl中で各ウェルに添加した。培養物を37℃で3日間
インキュベートし、上清をヒトインターフェロン-　　　産生についてアッセイした。ア
ッセイ培地は、RPMI 1640、10％FBS、NEAA、ピルピン酸塩、50μM 2-メルカプトエタノー
ル、ゲンタマイシン、及び10ng/mlヒトIL-2(カタログ# Z00368, GeneScript社, Piscataw
ay, NJ, USA)である。
【０４０１】
(インターフェロン-γELISA)
　ELISAアッセイを用いて、ヒトインターフェロン-γを検出した。プレートを、100μのP
BS中1μg/mlの抗ヒトインターフェロン-γ(カタログ# Mab 1-D1K, Mabtech, Cincinnati,
 OH, USA)で、4℃で一晩又は37℃で1時間コーティングした。プレートを脱イオン水中で
洗浄し、100μlのPBS、10％ヤギ血清で1時間ブロッキングした。プレートを洗浄した後、
50μlのPBS/10％ヤギ血清及び50μlの培養上清をプレートに添加し、1時間インキュベー
トした。プレートを洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中0.5μg/mlで100μl/ウェルの抗ヒトイン
ターフェロン-γ--ビオチン(カタログ# Mab 7b6-1-ビオチン, Mabtech)を添加し、プレー
トをRTで1時間インキュベートし、洗浄し、PBS/10％ヤギ血清中1:1000で100μl/ウェルの
ストレプトアビジン-HRP(Jackson Labs)と反応させた。プレートを再洗浄し、00μl/ウェ
ルのTMB基質(Thermo Scientific, IL, USA)を添加することによって、シグナルを検出し
た。100μl/ウェルの1N H2SO4で反応を停止させた後、光学密度を450nMで読み取った。
【０４０２】
(実施例6:ヒト化scFvの人為作製)
(ヒト化の概要)
　ウサギ免疫グロブリン可変領域(V-領域)を免疫化ウサギ由来の末梢血B細胞から単離さ
れたmRNAから取得する。これらのウサギB細胞を低密度で96ウェルプレートにプレーティ
ングし、先に記載したように活性化した。定常領域由来の遺伝子特異的プライマーを第一
鎖合成用に、及びその3'末端の入れ子型J-領域特異的プライマーを5'リーダープライマー
とともにPCR工程用に用いる、逆転写酵素-PCR(RT-PCR)を用いて、V-領域cDNAを各ウェル
のmRNAから増幅する。その後、V-領域を、ヒトIgG重鎖ベクターカセット、カッパ軽鎖ベ
クターカセット、又はラムダ軽鎖ベクターカセットのいずれかにクローニングし、HEK 29
3細胞で一過性に発現させ、72時間後のトランスフェクション上清を、全体のIgG発現とそ
れぞれの標的の中和の両方について試験する。その後、強力な中和作用物質(neutralizer
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)をシークエンシングし、それらがサブクローニングされたウェル中に存在する複雑さの
レベルを決定した。固有の軽鎖及び重鎖の数を決定した後、存在する全ての考えられる組
合せをHEK 293に再び一過性に発現させ、中和及びIgG含量についてアッセイした。その後
、強力な中和作用物質を、他の望ましい活性についてさらにアッセイした。抗ヒトIL-6抗
体を非ヒト霊長類由来のIL-6の中和について試験した。IL-12二量体とIL-23二量体は両方
とも同じp19鎖を共有するので、抗ヒトIL-23抗体を、非ヒト霊長類IL-23の中和だけでな
く、ヒトIL-12の中和についてもアッセイする。
【０４０３】
　本発明者らは2つの戦略に従った:本発明者らは、配列gly-gly-gly-gly-ser(G4S)の4つ
のタンデム反復から構成される20アミノ酸のリンカーを2つのドメインの間に導入するこ
とによって、重鎖V-領域と軽鎖V-領域をVLVH方向又はVHVL方向のどちらかで遺伝子融合す
るPCRにより、選択された重鎖(VH)及び軽鎖(VK又はVL)から直接ウサギscFvを構築した。
ウサギscFvは、キメラ抗体からscFvフォーマットへの変換がV-領域対の機能的又は生物物
理的特性に悪影響を及ぼしたかどうかを評価するのに役立つ。その後、scFvをHEK 293で
一過性に発現させ、図12Aに示すような機能についてアッセイした。強力な中和作用物質
をヒト化用に選択した(第6.1節参照)。
【０４０４】
　或いは、ウサギV-領域をscFvフォーマットで直接ヒト化した(下記の6.2参照)。
【０４０５】
　免疫グロブリンV-領域は、全長抗体と単鎖Fv(scFv)の両方を含む、多くの異なるフォー
マットでヒト化することができる。記載した発明は、原核生物組換えタンパク質発現に依
存しているので、全長抗体構造は望ましくない。しかしながら、本発明は、抗体フォーマ
ットでのウサギV-領域の良好なヒト化を実際に記載する。フォーマットを問わず、本発明
は、任意の天然に存在するメチオニン残基の除去を含み、それにより、それらを他のアミ
ノ酸と置換する。メチオニン残基は、免疫グロブリンV-領域のフレームワーク領域及びCD
R内に見出されることが多いので、これらの残基の好適な置換を見出す必要があり、その
場合は、該置換が、所望のタンパク質の発現、安定性、又は機能に影響を及ぼすことなく
生じる。その後、このメチオニン不含scFvを、メチオニン要求性細菌株での発現用に最適
化し、精製し、再フォールディングさせ、生物学的活性について試験することができる。
【０４０６】
　良好なヒト化及びその後のメチオニン置換は、活性化PEG部分などの他の相補的分子と
共有結合させるための化学反応性の高い部位を有する非天然アミノ酸の挿入部位として役
立つ単一のメチオニンコドンの挿入によって化学的に修飾することができる治療的ビヒク
ルの一部を提供する。その後、このPEG化scFvを、PEGポリマーの残りの末端での同様に反
応性の高い基を介した別のそのようなscFvへの共有結合によってさらに修飾することがで
きる。その後、この二重特異性、PEG化生成物を精製し、再フォールディングさせて、安
定で、生物学的に活性のある治療タンパク質を生じさせることができる。
【０４０７】
(6.1　全長抗体ヒト化プロセス)
　ウサギ-ヒトキメラモノクローナル抗体を全長抗体としてヒト化することができる。こ
れは、ヒトのVHフレームワーク領域及びVLフレームワーク領域を、ウサギCDRを保持した
ままウサギフレームワークと交換することを必要とし、多くの場合、特定のウサギフレー
ムワーク残基を保持することを含む。齧歯類V-領域をヒト化する戦略も多数あるし、ウサ
ギ-ヒトキメラ抗体を部分的に又は完全にヒト化し得る他の方法も考えられる。ここでは
、本発明者らは、抗ヒトIL-6クローン9C8を抗体フォーマットでヒト化するために用いら
れる方法を記載する。高親和性かつ高効力のキメラmAbである9C8を、VH及びVLのフレーム
ワーク領域をヒトフレームワーク配列に変化させることによってヒト化し、ウサギフレー
ムワーク配列への復帰突然変異を制限した。
【０４０８】
　NZWウサギV-領域のヒト化は、まず、その一次アミノ酸配列をヒトV-領域中に見られる
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るヒトV-領域フレームワークを、フレームワーク領域(FR1、FR2、FR3、及びFR4)内の配列
類似性、相補性決定領域(CDR1、CDR2、及びCDR3)内の配列の長さ及び内容、並びにIgVの
カノニカルループ構造を支持するのに極めて重要であることが知られている重要なFR残基
に基づいて作製した。これらのデータを用いて、ヒトフレームワークを、軽鎖V-領域と重
鎖V-領域の両方について選択し、ウサギCDRを、図15に示すように、重複するオリゴヌク
レオチドプライマーを用いるPCRによって、これらのフレームワーク上に移植した(表19)
。
【０４０９】
　9C8のヒト化のために、ウサギのVカッパフレームワークをヒトフレームワークDPK8 VK1
に変化させ、一方、ウサギのVHフレームワークをヒトのDP42 VH3-53フレームワークに変
化させた。CDRは全てウサギのものである。重鎖の2つのバージョン(v1及びv2)を作製した
(下記参照)。これら2つのバージョンは、CDR1 VH(残基H23-30)近くのフレームワーク領域
が異なる。ここで、内在性9C8ウサギフレームワーク領域は、アミノ酸配列TVSGIDLSであ
り、これをv2に用いた。v1については、この配列の最初の2つのフレームワーク残基(ウサ
ギにおけるTV)を、相同なヒトVH3フレームワーク位置で高度に保存されているAAに変化さ
せた。親キメラ9C8 mAbを、ヒト化バージョンの9C8 mAbv1及びmAbv2と並べて比較した(図
9B)。両バージョンとも完全な活性を保持していた。
【０４１０】
　9C8 v1及びv2におけるフレームワーク及びCDR1 VHバリエーション:
9C8 v1
FW VH復帰突然変異(H23-30):AASGIDLS(配列番号355)
CDR1 VH(H31-35):SYDMS

9C8 v2
FW-VH復帰突然変異(H23-30):TVSGIDLS(配列番号356)
CDR1 VH:(H31-35)SYDMS
【０４１１】
　図9Bは、親キメラ9C8 mAbと、VH領域(位置H23-H30)のCDR1の近くに2つの異なるウサギ
復帰突然変異を含むヒト化9C8 mAb(9C8 mAbv1及び9C8 mAbv2)との並列比較を示す。ヒト
化モノクローナル抗体9C8 mAbv1(VH残基23-24でTVを含む)及び9C8 mAbv2(23-24でAA)を、
先に記載したように、重鎖DNAと軽鎖DNAの両方のHEK293細胞への一過性コトランスフェク
ションにより発現させた。ヒト化モノクローナル抗体を、示したように、50pg/ml IL-6の
中和について試験した。これらの変化、TVSGIDLS(mAbv2)又はAASGIDLS(mAbv1)は、機能的
活性に影響を及ぼさない(図9B)。9C8 mAbv1を、図9Cのヒト化mAb 18D4とさらに比較した
。
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【０４１２】
　ヒト化V-領域を増幅するために用いられるプライマーは、先の実施例でウサギV-領域を
取得するために用いられ、図10に示されているものと同一の制限酵素部位をコードする。
この方法で、ヒト化軽鎖を、Cカッパを含む発現ベクターに連結し、ヒト化重鎖V-領域を
、Cガンマ1を含む発現ベクターに連結し、先に記載したように、大腸菌に形質転換した。
その後、単離されたコロニーをスクリーニングし、シークエンシングした。

【表２０】
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　ヒト化9C8 scFvをヒト化mAbv1(TV)及びmAbv2(AA)から得た。得られたscFvは、VH1CDR1
近くにウサギフレームワーク1残基(23-30)を保持していた。これらのscFvは、H34及びH82
に内在性メチオニン残基も保持していた。その後、9C8のヒト化scFvの最終バージョンを
これらのscFvから作製したが、新しいフレームワークDPK5,6/DP47に置換した。これらの
新しいヒト化scFv、9C8 Hum scFv v3-1及び9C8 Hum scFv v3-2は、強力な抗IL-6中和活性
を示した(図9D)。
【０４１４】
(6.2　V-領域の1工程ヒト化及びウサギ-ヒトキメラmAbからのscFvの作製)
　ウサギV-領域は、scFvフォーマットで直接ヒト化することもできる。用いられるヒト化
方法は、一般に、モノクローナル抗体をヒト化するのに用いられるものと同じであり得る
が、全てのヒト化抗体が容易にscFvに変換されるわけではない。さらに、抗体のヒト化は
、移植されたCDRとの定常領域相互作用を説明する必要条件を備えている。重鎖V-領域と
軽鎖V-領域の両方の配列をヒト生殖系列比較し、実施例6.1に記載されているようなV-ベ
ース(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/)及びIgBLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)の
両方を用いて、配列を発現させた。
【０４１５】
　クローニングされたウサギVH領域及びVL領域の大部分は、それぞれ、ヒトIGVH3(IGHV3-
66、IGHV3-49)ファミリー及びIGVK1(DPK-9)ファミリーのメンバーと厳密に一致したが、
位置L4のメチオニンが存在しないために、DPK-8(VK1遺伝子座L8、V-BASEデータベース)を
軽鎖フレームワークとして用いた(第6.1節参照)。
【０４１６】
　5'のNot I制限酵素部位に続いて、コザックボックス(Kozakの文献(1987))、IgVK3リー
ダー(L2)、ヒトVK1-JK4フレームワーク、20アミノ酸の柔軟な(gly4ser)4リンカー、ヒトV
H3-JH4フレームワーク、及びVH3-FR4のC-末端の最後の2つのセリン残基内で入れ子になっ
ている3'のXho I制限部位をコードするように、ヒト化scFvを設計した(図15)。scFv DNA
は全て、重複するDNAオリゴヌクレオチド伸張(Dillon及びRosenの文献(1990))を用いるデ
ノボのDNA合成によって構築し、Not I及びXho I(NEB, Ipswich,MA)で消化し、1％アガロ
ース-TAEゲルで単離し、ゲルから切り出し、製造者の指示を用いて、MinElute Gel Extra
ctionキット(Qiagen, wherever, CA)を用いて精製した。このDNAを、T4 DNAリガーゼ(NEB
, Ipswich, MA)を用いて、Not I-Xho I消化されたpcDNA 3.1(-)(Invitrogen, Carlsbad, 
CA)に連結した。pcDNA3.1(-)ベクターカセットは、プロリンに富む短いリンカーに続いて
、6XHisタグ(gly-pro-pro-pro-pro-his-his-his-his-his-his)をscFvのC-末端とインフレ
ームでコードするように修飾されたものであった。連結されたpcDNA3.1-6_13A8をコンピ
テント大腸菌TOP 10(Invitrogen, Carlsbad, CA)に形質転換し、LB寒天＋100μg/mlカル
ベニシリンプレート(Teknova, Hollister, CA)上で37℃で一晩選択した。これらのプレー
トから、単離されたコロニーを採取し、2mlのYTブロス＋100μg/mlカルベニシリン(Tekno
va)に播種し、振盪インキュベーター内で、37℃で一晩成長させた。PureLink Quick Plas
mid Miniprepカラム(Invitrogen)を用いて、いくつかのクローンからDNAを単離し、その
後、制限消化により、0.8KbpのscFv断片の存在についてスクリーニングした。その後、正
確な制限パターンを与えるクローンを、製造者の指示に従ってBig Dye Terminator v3.1
キット(ABI)を用いるPCRサイクルシークエンシングの後に、Applied Biosystems 3130 Ge
netic Analyzer(Applied Biosystems, Foster City, CA)でシークエンシングした。得ら
れたDNA配列を解析し、VNTI v 10(Invitrogen)を用いて、その参照ヌクレオチド配列及び
参照アミノ酸配列と比較した。
【０４１７】
　配列を確認した後、各scFvを、製造者のプロトコルを用いてLipofectamine 2000(Invit
rogen)を用いて、HEK293細胞にトランスフェクトした。簡潔に述べると、トランスフェク
ションの前日に、対数期のHEK293細胞を、完全培地(DMEM＋Glutamax＋非必須アミノ酸＋P
en-Strep＋10％FBSLife Sciences)中、1ウェル当たり500,000細胞の密度で、12ウェル培
養プレート(Corning, Lowell, MA)にプレーティングし、37℃のCO2インキュベーター内で
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一晩インキュベートした。細胞が約80％コンフルエントになったとき、4μgのscFv DNAを
100μLのOpti-MEMに希釈し、4μLのLipofectamine 2000を100μLのOpti-MEMに希釈し、そ
の後、これら2つの希釈物を合わせて、トランスフェクションミックスとし、室温で20分
間インキュベートした。その後、12ウェルプレートから培地を除去し、1ml/ウェルのSFM4
 -Transfectx - 293無血清培地(Hyclone, Logan, UT)と交換し、トランスフェクションミ
ックスを各ウェルに滴加した。トランスフェクションプレートを37℃のCO2インキュベー
ターに戻して、3日間成長させ、先の実施例で記載したような機能的活性について試験し
た。
【０４１８】
　1工程法を用いてヒト化された抗IL-6 scFvは、13A8(図11A～B)、28D2、及び9C8 v3-1(
図11C)について示したように、哺乳動物細胞で発現させたとき、IL-6中和活性を保持して
いた。表面プラズモン共鳴(SPR)による結合親和性の測定もまたは、13A8及び9C8抗IL-6 s
cFvの良好なヒト化を示した(表21)。親和性試験に用いられたヒト化13A8及び9C8 scFvは
、6x-ヒスチジンタグを含んでおり、トランスフェクトされたHEK上清から(先の実施例に
記載の方法を用いて)精製され、本質的に実施例2に記載したように実施されたSPRによっ
て試験された。
【表２１】

【０４１９】
　哺乳動物細胞で発現された抗IL-23 31A12ヒト化scFvは、ヒトIL-23と霊長類IL-23の両
方に対して親mAbと同程度のIL-23中和活性を保持していた(図12)。さらに、31A12 scFvは
、親キメラmAbと少なくとも同じくらい良好なピコモル濃度の親和性を保持している(表22
)。

【表２２】

【０４２０】
　45G5ヒト化scFvは、図13に記載したようなIL-23に対する強力な生物学的活性を保持し
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ていた。
【表２３】

【０４２１】
(6.3　ヒト化scFvにおけるメチオニン置換)
　ヒト免疫グロブリン(Ig)V領域は、VH-FR3の比較的保存された残基(ヒトVH3ファミリー
、アミノ酸H82)、及びカッパ軽鎖の位置L4で、軽鎖と重鎖の両方のCDR1にメチオニン残基
を含むことが多い。これらのヒト化scFvは、メチオニン類似体を用いて最終的に共有結合
されるので、成熟scFv内の全てのメチオニン残基は、別の天然に存在するアミノ酸に置換
されなければならない。このアミノ酸置換は、得られるscFvの機能又は安定性に対して、
最小限の影響しか及ぼさないもの、又は全く影響を及ぼさないものでなければならない。
【０４２２】
　軽鎖アミノ酸の位置L4でのメチオニン残基を回避するために、CDRを、その位置にロイ
シン残基を有するヒト生殖系列フレームワークDPK8(GenBank X93626)に移植した。位置H8
2の重鎖のメチオニン残基を置換するために、メチオニンをイソロイシン(ile)、ロイシン
(leu)、バリン(val)、又はフェニルアラニン(phe)のいずれかに変化させるような、縮重
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オリゴヌクレオチドプライマーを設計した。これら4つのアミノ酸は、他の種由来のIgVH
領域内の位置H82で、及びいくつかの発現されたヒト抗体において見出すことができる。
これらの新しいメチオニン不含scFvをHEK 293細胞で一過性に発現させ、その後、中和活
性をその親scFvのものと比較した。
【０４２３】
　効力及び発現に基づいて、メチオニンを含まないDNA配列を、翻訳効率に干渉し得るコ
ドン使用及び潜在的二次構造を変化させることによって、大腸菌内での発現用に最適化し
た。
【０４２４】
　VHの位置H82Mで代わりのアミノ酸に置換するために、フランキングプライマー(上記の
プライマー1、2　それぞれ、配列番号200及び201)を伴うPCRによって、ロイシン、バリン
、イソロイシン、又はフェニルアラニンを位置H82に導入するように、重複する縮重プラ
イマー(上記のプライマー54、55)を設計した。PCR生成物を上記のようにクローニングし
、DNAをシークエンシングして、各々の選択されたクローンによってどのアミノ酸がコー
ドされているかを決定した。
【０４２５】
　ヒト化抗IL-6 scFv 13A8(いくつかの他のscFvとして)は、VHの位置H34及びH82に2つの
メチオニン残基を有している。これらの残基を、縮重オリゴヌクレオチドプライマーを用
いるPCRにより置換し、メチオニンと上記のようなロイシン、イソロイシン、バリン、又
はフェニルアラニンのいずれかとの置換を生じさせた。その後、これらのメチオニン不含
scFv(下記の表24)を、製造者のプロトコルを用いて、HEK 293細胞にトランスフェクトし(
Lipofectamine 2000, Invitrogen,Carlsbad,CA)、得られた72時間の上清を、野生型親scF
v対照上清と比べたIL-6中和についてアッセイした。ほとんど全ての置換によって、活性
の完全な保持が得られた(図14A～D)。
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【表２４】

【０４２６】
　H34Lは、一般に、十分に許容される置換であった。抗IL-23ヒト化scFvの31A12において
、H34Lと組み合わせて、H82を異なるアミノ酸と置換することによって、Metを含む親scFv
と比べて、活性の完全な保持が得られた(図14E)。同様のやり方で、H34Lと組み合わせて
、45G5 H82をL又はVと置換することによって、もとのキメラmAbと比べて、活性の完全な
保持が得られた(図14F)。H82L及びH34Lを有するように9C8ヒト化scFv中のMetを置換する
ことによっても、強力な活性が保持された(図14G)。22H8 scFvは、本来、位置H82にMet残
基を持たない。H34のMetをL又はVのどちらかと置換することによって、強力なIL-23中和
活性の完全な保持が得られた(図14H)。各々のリード候補VH領域の特異的なVH突然変異が
表25Xに示されており、これは、H23～30、及びH49でのウサギ復帰突然変異、並びにH34及
びH82メチオニン置換を示している。
【０４２７】
　最終的なリードscFv候補の各々について、位置H82と位置H34の両方で置換されるアミノ
酸としてロイシンを選んだ。リード候補scFv DNA配列を、大腸菌が好むものに従ってコド
ン使用を修飾することにより、大腸菌内での発現用に最適化した。この時点で、Ahaなど
のメチオニン類似体によるインビボでの置換を表す単一のMet残基の配置を調べた。DNAを
(上記のような)PCRによって合成し、pQEベクターなどの適切な発現ベクターにクローニン
グした。発現ベクター中の合成DNA遺伝子配列をDNA配列により確認した。最後に、発現ベ
クター内の合成遺伝子を、組換えタンパク質産生のために、B834などのメチオニン(Methi
onione)要求性大腸菌宿主に形質転換した。
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【０４２８】
　scFvは、非天然アミノ酸(NNAA)が大腸菌内でのタンパク質産生時に組み込まれ得る位置
に導入される単一のMet残基を有さなければならない。このNNAAは、特異的なバイオコン
ジュゲーション部位になる。これらの生成物に好まれるNNAAはアジドホモアラニン(Aha)
であり、これは、銅によって触媒される環状付加バイオコンジュゲーションの使用を可能
にする。1つのAha残基を含むscFvを産生するために、単一のメチオニンコドンを含むscFv
 DNAを、大腸菌発現用にコドン最適化し、合成し、B384などのメチオニン要求性大腸菌株
中にクローニングした。細胞を対数期まで成長させ、Ahaを含むメチオニン不含培地に移
し、1mMのIPTGを添加してscFv発現を誘導した。その後、所望の場所に機能的Aha基を有す
る所望のscFvを含む封入体(IB)を単離した。
【０４２９】
　単一のメチオニン残基を、限定されないが、N末端及びC末端、又はVLドメインとVHドメ
インを接続するリンカー中を含む、多くの可能な位置で、scFvに導入し得ることが明らか
にされた。3つの単一のMet形態は全て、ヒト化28D2から構築されており、これを、Aha NN
AAがメチオニン残基の代わりに導入されている大腸菌で発現させ、機能的活性について試
験した。3つの形態全てが、完全な生物学的活性を保持していた(図15)。さらに、それら
は全て、高い親和性を保持していた。
【表２６】

【０４３０】
(実施例7:ヒト化scFvのPEG化及び再フォールディング)
(二重特異性体調製の一般的概観)
　二重特異性scFvは、2つの異なるscFv抗原結合ドメインをリンカーによって互いにコン
ジュゲートさせることにより構築される。この戦略は、各scFvが二官能性リンカーにコン
ジュゲートされる2工程プロセスで実現される。二重特異性コンジュゲートを含む2つのsc
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Fvは、各々、特異的なコンジュゲーション部位の役割を果たす位置で単一の非天然アミノ
酸(Aha又はその他)を含む。リンカーは、ホモ二官能性又はヘテロ二官能性であることが
でき、scFvに含まれる非天然アミノ酸(Aha)と反応性がある相補的官能基(アルキン)を含
む。反応スキームは、以下の実施例で詳述されているように、本発明者らによって、いく
つかの二重特異性scFvの良好な作製にうまく適用されている(下記スキーム1)。
【０４３１】
　これらの実施例で利用されるリンカーは、PEG(ポリエチレングリコール)である。PEGは
、最終的な二重特異性生成物で望ましく、かつscFvに特有の問題を解決するいくつかの化
学的特性を有する。PEG化は、タンパク質溶解性を向上させ、scFv安定性を増大させ、scF
vの凝集及び沈殿を低下させる。さらに、PEG化は、scFv二重特異性生成物の血清半減期を
増大させることが示されている。PEGなどの長くて柔軟なリンカーは、2つの抗体断片の物
理的隔離を増大させ、それらが互いに独立に再フォールディングするのを可能にする。こ
れは、遺伝子融合によって連結された二重特異性抗原結合ドメインの再フォールディング
で起こり、そのために、2つのドメインの無制御でかつ望ましくない架橋が生じる傾向が
よくある、極めて重大な問題の1つを解決する。
【０４３２】
　PEGリンカーの使用は、化学合成の柔軟性のために、さらなる利点を有する。PEGは、sc
Fvタンパク質に組み込まれる任意の非天然アミノ酸との相補的反応パートナーとなるよう
に容易に官能化することができる。PEGは、多価タンパク質ハイブリッドの構築を可能に
する複数のコンジュゲーション部位を有するように官能化することもできる。PEG官能化
は、所望のコンジュゲーション化学反応に応じてホモ二官能性又はヘテロ二官能性PEGを
用いて行なうことができる。PEGの構造は、薬物動態及び生体活性に影響を及ぼし得る線
状又は分岐状のバリエーションに合わせることができる。
【０４３３】
　scFvをリンカーにコンジュゲートさせるために用いられる化学反応は、20種の天然アミ
ノ酸に対して直交性である。scFv-PEGコンジュゲート及び二重特異性体の調製において、
ここでは、アジド-アルキン銅媒介性の環状付加を用いる。典型的なシークエンスにおい
て、アジドホモアラニン(Aha)を含むscFvを、アルキンで官能化された過剰量のホモ二官
能性PEGリンカーと反応させる。一価のPEG化材料を精製し、その後、PEGリンカーの遊離
のペンダントアルキンは、Ahaを含む第二のscFとの第二の銅媒介性アジド-アルキン環状
付加を経て、二重特異性体を生じさせる。
【化６】

【０４３４】
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(工程1の概観)
　二重特異性体の調製の第一工程は、アジドホモアラニン(Aha)などの非天然アミノ酸を
含むscFvのPEGによる部位特異的PEG化であり、該PEGは、ホモ二官能性(例えば、ビス-ア
ルキン)又はヘテロ二官能性(例えば、少なくともモノ-アルキン)のどちらかである。一価
のPEG化scFvを、このプロセスの第二工程の前に、一連のCHTクロマトグラフィー及びSEC
クロマトグラフィーによって精製する。また、一価材料を、再フォールディングされるそ
の能力について評価する。最後に、再フォールディングされた材料を活性についてバイオ
アッセイにより評価する。
【０４３５】
　非天然アミノ酸のアジドホモアラニン(Aha)を含むscFvのPEG化は、過剰のPEGビス-アル
キン(2～100当量)で進める。種々のPEG分子量が使用されている。コンジュゲーションに
使用されるアジド-アルキン環状付加は、CuIなどの銅(I)供給源に由来するか、又は銅(II
)供給源(CuSO4)を、DTT、システイン、β-メルカプトエタノール、グルタチオン、シスタ
ミン、トリス-カルボキシエチルホスフィンなどの還元剤で還元することによって得られ
る銅(I)によって媒介される。トリス[(1-ベンジル-1H-1,2,3-トリアゾル-4-イル)メチル]
アミン、TBTAなどの配位子も反応混合物に含まれる。TBTAなどの配位子は、反応性の銅種
を安定化し、反応収率を改善することが示されている。反応pHは、リン酸ナトリウムバッ
ファー、トリス、又はHEPESなどの緩衝化試薬の添加によって、3～10、又は場合により、
6～9に保持される。SDSなどのさらなる添加剤を用いて、反応条件及びタンパク質動力学
を向上させることができる。Ahaなどの非天然アミノ酸をscFv配列の骨格のどこかに組み
込む能力は、後に、PEG化がこの所定の場所で起こることを可能にする。これらの実施例
では、PEG化は、scFvのC末端、及びN末端で示されているが、さらなるプログラムされた
場所でも同様に起こり得る。この一般化された手順は、いくつかの抗IL-6 scFv及び抗IL-
23 scFvをPEG化するのにうまく利用されている。(スキーム2)。
【化７】

【０４３６】
　反応後、一価のPEG化scFvを未反応のscFv及びPEGから分離することができる。これは、
後の二重特異性体調製工程における副生成物の形成を防ぐ。その目的のために、通常、混
合物を遠心分離又は濾過して、固体微粒子を除去し、溶液を過剰の還元剤、例えば、DTT
で処理する。その後、該溶液は、一連のクロマトグラフィー工程を経る。一価scFv-PEGの
精製の第一工程は、還元された反応混合物をCHTカラムに充填することであり、このカラ
ムは、反応中のscFv及びscFv-PEG生成物を捕捉するが、未反応PEGには全く結合しない。
反応中のscFv及び生成物scFv-PEGは、CHTカラムからのリン酸塩溶出によって部分的に又
は完全に分割することができる。所望の画分をプールし、その後、残りの未反応のscFvを
分離することができるサイズ排除カラム(SEC)に充填する。SECの後、材料は、次の工程で
使用されるか、又は再フォールディング実験を経るのに十分に純粋である。
【０４３７】
(7.1　抗IL-6 scFvのコンジュゲーション)
(7.1.1　30kDa PEGへの28D2c Ahaのコンジュゲーション)
　磁気撹拌棒を備えた250mLのガラスビーカーに、リン酸ナトリウムバッファー(250mM、p
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H7.4、7.1mL)及びSDSの溶液(10％wt/vol、3.3mL)を入れた。28D2c Ahaの溶液(2.81mg/mL
、1当量、53mL)及び30K PEGアルキンの溶液(NOF、2mM、60mg/mL、8.7当量、22mL)を添加
した。TBTAトリアゾール配位子及びヨウ化銅のDMSO溶液(両成分とも80mM、2.8mL)を速や
かに添加すると、沈殿が生じた。混合物を5分間静置させておき、その後、撹拌を開始し
た。該混合物を一晩(18h)撹拌し、その後、SDS-PAGE(還元型)及びレーザーデンシトメト
リーでアッセイすると、56％の収率が示された。
【０４３８】
　該反応混合物を50mLの遠心分離チューブに注ぎ入れ、遠心分離した(12,000g、10分)。
上清をDTT(1.5g)に注ぎ入れ、窒素下で1時間撹拌した。CHTクロマトグラフィー及びSECク
ロマトグラフィーの組合せによって、精製を達成した。
【０４３９】
(7.1.2　PEGビス-アルキンによる28D2c AhaのPEG化)
　磁気撹拌子を備えた50mLの丸底フラスコに、水(9.7mL)、及び28D2c Ahaの溶液(2.58mg/
mL、1当量、8.7mL)を添加した。この溶液に、20K PEGビス-アルキンの溶液(3mM、60mg/mL
、4当量、1mL)を添加した。TBTAトリアゾール配位子(48mg)を添加し、溶液を数分間静置
させておいた。ヨウ化銅のDMSO溶液(40mM、DMSO溶液、1.1mL)を添加し、丸底フラスコに
蓋をして、混合物を一晩(16h)撹拌した。反応混合物をSDS-PAGE(還元型)及びデンシトメ
トリーで解析すると、42％の収率が示された。
【０４４０】
　該反応混合物を50mLの遠心分離チューブに注ぎ入れ、遠心分離した(12,000g、10分)。
上清をDTT(462mg)に添加し、窒素下で1時間撹拌した後、-20℃で保存した。
【０４４１】
(7.1.3　20K PEGビス-アルキンによる13A8n AhaのPEG化)
　磁気撹拌棒を備えた400mLのガラスビーカー中に、リン酸ナトリウムバッファー(50mM、
pH7.4、14mL)、ドデシル硫酸ナトリウムの溶液(10％wt/vol、42mL)、及びジチオスレイト
ールの溶液(250mM、2.7mL)を入れた。13A8n Ahaの溶液(3mg/mL、1当量、86mL)及び20K PE
Gビス-アルキンの溶液(3mM、60mg/mL、26当量、75mL)を添加した。TBTAトリアゾール配位
子(537mg)を添加し、混合物を撹拌しないで静置させておいた。硫酸銅溶液(80mM、6.4mL)
を添加し、ビーカーをアルミ箔で覆った。混合物を室温で一晩(16時間)撹拌した。該混合
物を、レーザーデンシトメトリーによるゲル解析を伴うSDS-PAGE(還元型)で評価すると、
69％の収率が示された。図16A。
【０４４２】
　該反応混合物を遠心分離ボトルに注ぎ入れ、遠心分離した(10000g、15分)。上清を250m
Lのボトルに注ぎ入れ、DTT(3.4g)を添加し、窒素下で1時間撹拌した。セラミックハイド
ロキシアパタイト(CHT-I、Bio-Rad)クロマトグラフィーと、それに続くサイズ排除クロマ
トグラフィー(SEC)(Superdex 200)によって、さらなる精製を達成した。
【０４４３】
(7.1.4　20K PEGビス-アルキンによる13A8c AhaのPEG化)
　スクリューキャップ及び磁気撹拌子を備えた1000mLのガラスボトル中に、リン酸ナトリ
ウムバッファー(50mM、pH＝7.4、58mL)、SDSの溶液(10％wt/vol、112mL)、及びジチオス
レイトールの溶液(250mM、7.2mL)を入れた。scFv 13A8c Ahaの溶液(3.5mg/mL、1当量、20
6mL)及び20K PEGビス-アルキンの溶液(3mM、60mg/mL、25当量、200mL)を該ボトルに添加
した。TBTAトリアゾール配位子(1.4g)を添加し、混合物を撹拌しないで静置させておいた
。5分後、硫酸銅の溶液(80mM、17mL)を添加し、該ボトルに蓋をして、混合物を適度な速
度で一晩撹拌した。青灰色の溶液をSDS-PAGE(還元型)及びレーザーデンシトメトリー解析
で評価し、反応物が70％の収率を有することを明らかにした(図16B)。
【０４４４】
　該反応混合物を1対の遠心分離ボトルに注ぎ入れ、遠心分離した(10000g、15分)。上清
をスクリューキャップ付きの2Lのガラスボトルに注ぎ入れた。DTTを添加し(9g)、容器に
窒素を行き渡らせ、1時間撹拌した。反応混合物の精製を、実施例7.1.3と同様に、CHTク
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ロマトグラフィー及びSECクロマトグラフィーの組合せにより達成した。
【０４４５】
(7.1.5　40K PEGビス-アルキンによる13A8c AhaのPEG化)
　スクリューキャップ及び磁気撹拌棒を備えた500mLのポリカーボネート遠心分離ボトル
の中に、scFv 13A8cAHAの溶液(8.8mg/mL、1当量、142mL)、リン酸ナトリウムバッファー
の溶液(500mMストック溶液、pH＝7.4、23mL)、及びSDSの溶液(20％wt/volストック溶液、
8.8mL)を入れた。40K PEGビス-アルキン(9.35g)を該撹拌溶液に固体として添加した。混
合物を全てのPEGが溶解するまで撹拌し、TBTAトリアゾール配位子(446mg)を添加し、該混
合物を撹拌しないで5分間静置させておいた。撹拌を再開し、新鮮なシステインの溶液(25
0mMストック、534uL)を添加した。硫酸銅の溶液(160mMストック溶液、2.6mL)を添加し、
混合物に窒素を行き渡らせ、適度な撹拌で4時間撹拌した。該反応混合物をレーザーデン
シトメトリーによるゲル解析を伴うSDS-PAGE(還元型)用にサンプリングして、反応収率(5
1％)を決定した(図16C)。
【０４４６】
　撹拌棒を反応容器から取り出し、混合物を高速で遠心分離した(10000g、15分)。上清を
500mLのポリカーボネートボトルに注ぎ入れた。DTTを添加し(3g)、容器に窒素を行き渡ら
せ、1時間撹拌した。反応混合物の精製を、先の実施例と同様に、CHTクロマトグラフィー
及びSECクロマトグラフィーの組合せによって達成した。
【０４４７】
(7.1.6　20K PEGビス-アルキンによる13A8L AhaのPEG化)
　磁気撹拌子を備えた250mLの丸底フラスコ中に、極めて純粋な水(12.5mL)、SDSの溶液(1
0％wt/volストック、17.3mL)、及びscFv 13A8L AHAの溶液(4.11mg/mLストック、26.3mL)
を入れた。20K PEGビス-アルキンの溶液(3mM、60mg/mLストック、30mL)を該反応混合物に
添加した。TBTAトリアゾール配位子(214mg)を添加し、混合物を撹拌しないで静置させて
おいた。撹拌を再開し、ジチオスレイトールの溶液(250mMストック、1.08mL)、次いで、
硫酸銅の溶液(80mMストック、2.53mL)を添加した。丸底をセプタムで閉じ、一晩撹拌した
。翌日、反応混合物をSDS-PAGE(還元型)で評価した。得られたゲルをレーザーデンシトメ
トリー解析で解析すると、60％の反応収率が示された(図16D)。
【０４４８】
　該反応混合物を遠心分離ボトル(250mL)に移し、遠心分離した(12000g、15分)。上清を2
50mLのボトルに注ぎ入れ、DTTを添加した(1.5g)。容器に窒素を行き渡らせ、固体が溶解
するまで撹拌した。反応混合物の精製を、先の調製と同様に、CHTクロマトグラフィー及
びSECクロマトグラフィーの組合せによって達成した。
【０４４９】
(7.2　抗IL-23 scFv Ahaとの反応)
(7.2.1　20kDa PEG-ビスアルキンへのIL-23 31A12c Aha scFvのコンジュゲーション)
　スクリューキャップ及び磁気撹拌子を備えた1000mLのガラスボトルに、リン酸ナトリウ
ムバッファーの溶液(50mM、pH＝7.4、65mL)、SDSの溶液(10％溶液、80mL)、及びジチオス
レイトールの溶液(250mM、5.1mL)を入れた。該溶液を穏やかに撹拌し、IL-23-31A12c Aha
の溶液(pH＝7.4、4mg/mL、1当量、121mL)及び20K PEGビス-アルキンの溶液(60mg/mL、26
当量、142mL)を添加した。撹拌を中断し、TBTA(1.1g)を添加した。該材料を沈殿させてお
き(～5分)、硫酸銅の溶液(80mM、12mL)を添加し、撹拌を再開した。ボトルに蓋をし、混
合物を室温で16時間撹拌した。該反応混合物をSDS-PAGE(還元型)で解析し、得られたゲル
をデンシトメトリーで解析すると、出発材料の所望のPEG化生成物への59％変換が示され
た(図16B)。
【０４５０】
　該反応混合物を遠心分離ボトル(500mL)に移し、遠心分離した(10,000g、15分)。得られ
た上清を滅菌ポリカーボネートボトルに移し、ジチオスレイトールを添加し(6.3g)、該溶
液を窒素下で1時間撹拌した。さらなる精製を、実施例7.1.3で実施されたようなCHTクロ
マトグラフィー及びSECクロマトグラフィーによって達成した。
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【０４５１】
(7.2.2　20K PEGビス-アルキンによる45G5c AhaのPEG化)
　磁気撹拌子を備えた250mLの丸底フラスコ中に、リン酸ナトリウムバッファー(50mM、pH
7.4、74mL)を入れ、撹拌を開始し、ジチオスレイトールの溶液(250mM、1.9mL)を添加した
。scFv 45G5c Ahaの溶液(1.8mg/mL、1当量、53mL)及び20K PEGビスアルキンの溶液(3mM、
60mg/mL、25当量、27mL)を該撹拌溶液に添加した。撹拌を中断し、TBTAトリアゾール配位
子(382mg)を添加し、混合物を5分間静置させておいた。硫酸銅溶液(80mM、4.5mL)を添加
し、フラスコにゴム製のセプタムで蓋をした。混合物を設定を最低にして一晩(16時間)撹
拌した。反応をSDS-PAGE(還元ゲル)でアッセイし、ゲルをデンシトメトリーで解析すると
、40％の収率が示された(図16E)。
【０４５２】
　該反応混合物を遠心分離ボトルに移し、ティルトローターで遠心分離した(10,000g、15
分)。上清を新しいポリカーボネートボトルに注ぎ入れ、撹拌棒及びDTT(2.4g)を添加し、
窒素下で1時間撹拌した。精製を、実施例7.1.3で実施されたようなCHTクロマトグラフィ
ーと、それに続くサイズ排除クロマトグラフィーによって達成した。
【０４５３】
(7.4　フォールディング:)
　フォールディングは、変性したscFv-PEG(例えば、8M尿素中)を取り、それを(例えば、
透析又は接線流濾過によって)酸化還元系(例えば、システイン/シスチン)を含む部分変性
バッファー(例えば、3M尿素)中に交換し、その後、それを非変性バッファー(例えば、リ
ン酸緩衝化食塩水)中に交換することによって生じることができる。
【０４５４】
(7.4.1　28D2c-PEGのフォールディング)
　30kDaの線状PEGビスアルキンがC末端にコンジュゲートされたscFv 28D2をフォールディ
ングさせた。28D2c-PEGをまず精製し、バッファーを9M尿素及びジチオスレイトール(DTT)
を含むバッファー、pH7.2に交換した。その後、28D2c-PEGを0.05～1mg/mLタンパク質の出
発濃度にまで希釈した。その後、出発材料を、室温で一晩、3M尿素、30mMトリス pH8.5、
2～6mMシステイン、及び1～3mMシスチンからなる第一のフォールディングバッファー中に
透析した。その後、該材料を、室温で一晩、20mMリン酸ナトリウム及び150mM NaCl、pH7.
4からなる最終的なバッファー中に透析した。
【０４５５】
　再フォールディングした材料は、非還元SDS-PAGEとSECの両方により、単量体と見られ
る。単量体28D2c-PEGの回収は、0.05～0.25mg/mLタンパク質のタンパク質フォールディン
グ濃度で最も良好であった。同様の結果は、6:1～2:3mMの範囲のシステイン:シスチン濃
度で達成された。具体的な例として、材料を0.1mg/mLタンパク質、3mMシスチン、及び2mM
システインでフォールディングさせたとき、SECによる単量体回収は37％であり、生成物
のEC50は116pg/mLであり(図17A)、SPR(本質的に実施例1.4と同様に実施された)で測定さ
れた結合親和性を表27に示す。
【表２７】

【０４５６】
　フォールディングは、変性したscFv-PEGを取り、それを部分変性バッファー中に速やか
に希釈し、その後、それを非変性バッファー中に交換することによって生じることもでき
る。この方法のための出発材料は、尿素若しくはグアニジン中で変性させたか、又はSDS
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中で変性させたscFV-PEGを含むことができる。
【０４５７】
　9M尿素及びDTTを含むバッファー、pH7.2中の28D2c-PEG、1mg/mLを、3M尿素、30mMトリ
ス pH8.5、2～6mMシステイン、及び1～3mMシスチンからなる第一のフォールディングバッ
ファー中に0.05～0.1mg/mLになるまで速やかに希釈し、その後、同じバッファー中で、室
温で一晩透析した。その後、該材料を、20mMリン酸ナトリウム及び150mM NaClからなる最
終的なバッファー、pH7.4中に、室温で一晩透析した。具体的な例として、材料を、2mMシ
ステイン及び2mMシスチンを用いて、0.1mg/mLでフォールディングさせたとき、SECによる
単量体回収は38％であり、生成物のEC50は138pg/mLであった。
【０４５８】
　0.1％SDS及びDTTを含むバッファー、pH7.25中、0.52mg/mLタンパク質の28D2c-PEGを、3
M尿素、30mMトリス pH8.5、2～6mMシステイン、及び1～3mMシスチンからなる第一のフォ
ールディングバッファー中に速やかに希釈し、その後、同じバッファー中で一晩透析した
。200倍希釈を用いて、最終SDS濃度を0.0005％にまで低下させた。任意に、該フォールデ
ィングバッファーは、400mMアルギニン及び/又は150mM NaClも含んでいた。或いは、該フ
ォールディングバッファーは、システイン/シスチンの代わりに、2mMグルタチオン及び2m
M酸化グルタチオンを含んでいた。その後、該材料を、5℃で3日間、20mMリン酸ナトリウ
ム及び150mM NaClからなる最終的なバッファー、pH7.4中に透析した。その後、該材料を
、Millipore Centriprep濃縮装置(10,000 MWCO)を用いて20倍濃縮した。
【０４５９】
　具体的な例として、材料を3mMシスチン及び2mMシステインでフォールディングさせたと
き、SECによる単量体回収は20％であり、生成物のEC50は256pg/mLであった。これらの試
料によるIL-6結合反応速度をSPRで決定した。これを表28に示す。(SPRは、本質的に実施
例1.4と同様に実施された)
【表２８】

【０４６０】
　フォールディングは、グアニジン中で変性させた出発材料からの交換及び/又は希釈に
よって生じることもできる。6M塩酸グアニジン及びDTTを含むバッファー、pH8.0中で28D2
c-PEGを調製した。その後、該材料を、フォールディングバッファー中に透析するか、又
は速やかに希釈した後、該バッファー中に透析し、その後、PBS中に透析した。フォール
ド中のタンパク質濃度は0.05～0.25mg/mLであり、フォールドバッファーは、3M尿素、30m
Mトリス pH8.5、2mMシステイン、及び2mMシスチンからなっていた。任意に、フォールド
バッファーは、400mMアルギニンも含み、任意に、150mM NaClも含んでいた。具体的な例
としては、タンパク質濃度が0.25mg/mLであるとき、SECによる単量体回収は22％であり、
生成物のEC50は150pg/mLであった。
【０４６１】
(7.4.2　他のPEG化scFvのフォールディング)
　線状PEG 20kDaがN末端又はC末端にコンジュゲートされたscFvの13A8n、13A8c、13A8L、
及び31A12cも同様の方法でフォールディングさせた。これらのscFv-PEGを8M尿素及びDTT
を含むバッファー中で調製し、0.05～0.5mg/mLの総タンパク質になるまで希釈した。その
後、それらを、室温で、3M尿素、30mMトリス pH8.5、2～6mMシステイン、及び1～3mMシス
チンを含むフォールドバッファー中に透析した。交互に、pH8若しくは9、4M若しくは2M尿
素、1％ポリソルベート80、及び/又は4℃での透析も用いた。タンパク質は、ポリソルベ
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ート80を添加した、又はポリソルベート80を添加していない、尿素を含まないフォールド
バッファー中への透析によってフォールディングさせることもできた。フォールディング
を、PBS、又は酸化還元系(2～6mMシステイン及び1～3mMシスチン)を含むPBS中への透析に
よって完了させた。具体的な例を表29に示す。
【表２９】

【０４６２】
　回収は、0.05～0.1mg/mLでのタンパク質フォールディングの場合に最も良好であった。
フォールドバッファー中での尿素の非存在下での31A12c-PEGのフォールディングによって
、生成物中のジスルフィド結合がより多い高分子量種が得られた。PEG化scFvを、異なる
温度での安定性について評価し、哺乳動物で発現させた非PEG化scFvと比較した。2つのPE
G化種、13A8c-PEG及び31A12c-PEGは、13～20日間の期間にわたって、その全ての活性を保
持していた(図17B及び17C)。
【０４６３】
　PEG化scFvのTm測定によって、これらの分子の安定性がさらに確認された。31A12-PEGは
、69.9℃のTmを有することが分かった。13A8-PEGは、66.1℃のTmを有することが分かった
。
【０４６４】
(7.4.3　非PEG化scFvのフォールディング)
　同様のフォールディング方法を、非PEG化scFv[例えば、13A8c及び22H8c]をフォールデ
ィングさせるために用いることができた。これらの方法は、望ましい場合、コンジュゲー
ションの前にタンパク質をフォールディングさせるのに有用であり得た。具体的な例とし
て、3つのバッチの13A8cを、3M尿素、4mMシステイン、2mMシスチン、30mMトリスを含むバ
ッファー、pH8.5中、0.1mg/mLの総タンパク質でフォールディングさせ、その後、PBS中に
透析した。この再フォールディングプロトコルは再現性があり、SDS-PAGEによる3つのバ
ッチからの単量体13A8c回収収率は、それぞれ、37％、35％、及び44％であった。再フォ
ールディングされた非PEG化22H8c scFvは、親mAbと比べて高い効力を保持していた。
【０４６５】
(実施例8:scFv-PEG-scFv二重特異性抗IL-6/IL23コンジュゲートの作製)
　抗IL-6/抗IL-23 scFv PEGコンジュゲートの作製の次の工程は、Ahaなどの非天然アミノ
酸を含むscFvの、実施例7で調製されたscFv-PEGアルキンコンジュゲートへのコンジュゲ
ーションである。コンジュゲーション反応後、混合物をクロマトグラフィーの組合せによ
って精製し、その後、再フォールディングプロセスを経ると、所望のscFv-PEG-scFv二重
特異性体が得られる。最終的な材料を、生体活性及び薬物動態特性、並びに疾患モデルに
おける効力について評価する。
【０４６６】
　二重特異性体調製における第二の化学工程は、精製された一価体(scFv-PEG)の第二のsc
Fvへのコンジュゲーションである。カップリングは、銅媒介性のヒュスゲン環状付加を介
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した第二のscFvのAhaに対する一価scFv-PEGの遊離のペンダントアルキンの反応によって
達成される。いくつかの一価scFv-PEGコンジュゲートが良好に作製されており、抗IL-6-s
cFv-PEG又は抗IL-23 scFv-PEGのどちらかを用いることができる。同様に、Aha含有タンパ
ク質は、抗IL-6 scFv又は抗IL-23 scFvのどちらかであることができる。
【０４６７】
　第二の反応については、反応条件が、第一の工程の銅媒介性の環状付加とは異なる。工
程1では、反応条件は、反応を助けるために、過剰のPEG-ビスアルキン及びSDSなどの添加
物を用いた。しかしながら、過剰のアルキンの使用は、経済的に実現可能でもないし、精
製の観点から望ましくもない。それゆえ、第二の工程は、はるかに厳しい比率のアルキン
対アジド(1:1～1:3のアルキン:アジド)反応成分を用いる。さらに、第二の工程のコンジ
ュゲーションは、より大きい希釈で最もうまく行くことが分かった。さらに、このプロセ
スの第一の工程で利用されるTBTAトリアゾール配位子を最終的に省いた。
【０４６８】
　反応混合物の精製は、実施例7で用いたものと同様の、クロマトグラフィーの混合によ
って進める。反応混合物をまずCHTカラムに充填し、リン酸塩勾配を用いて溶出させる。
所望の画分をプールし、その後、SECカラムに充填する。その後、この材料を、再フォー
ルディング条件用に、さらに処理することができる。
【０４６９】
　上記のプロセスにおいて、コンジュゲーションは、フォールディングに先行する。PEG
リンカーの存在は、その後の再フォールディング工程を容易にし、scFvは、最小限の鎖間
架橋で独立に再フォールディングする。鎖間架橋は、遺伝子融合によって連結され、かつ
PEGリンカーを持たない二重特異性コンストラクトでよく生じる重大な障害であり、抗原
結合ドメインの相互作用を妨げる。
【０４７０】
(8.1　抗IL-23、抗IL-6二重特異性31A12c-PEG-28D2cの調製)
　磁気撹拌棒を備えた1Lのガラスビーカー中に、リン酸ナトリウムバッファー(125mM、pH
7.4、486mL)を入れた。28D2c Ahaの溶液(4.2mg/mL、5.1mL)及び31A12c-PEGの溶液(0.49mg
/mL、44mL)を添加した。TBTAトリアゾール配位子及びヨウ化銅の溶液(両成分とも80mM、1
6mL)を添加すると、沈殿が形成した。混合物を一晩(16時間)撹拌した。反応混合物をSDS-
PAGE(還元型)及びデンシトメトリーで解析した(収率＝29％)。
【０４７１】
　該反応混合物を2つの遠心分離ボトル(500mL)に分けて、遠心分離し(10000g、30分)、上
清を捨てた。1つのボトルに、SDSの溶液(8％wt/vol)及びTPPTSの溶液(1M HEPES、pH7.4、
25mL中、500mM TPPTS)及びリン酸ナトリウムバッファー(10mM、25mL)を添加した。材料が
溶解するか又は完全に懸濁されるまで、該ボトルを転頭運動及び旋回させた。中身を第二
の遠心分離ボトル/ペレットに移し、第一の遠心分離ボトルから2部のリン酸ナトリウムバ
ッファー(10mM、12.5mL)ですすぎ落とした。第二の遠心分離ボトルを、ペレットが溶解す
るまで、旋回させた。該材料を遠心分離した(10,000g、5分)。上清をさらなる精製のため
に保持した。
【０４７２】
(8.2　抗IL-23、抗IL-6二重特異性31A12c-PEG-13A8cの調製)
　スクリューキャップ及び小型撹拌棒を備えた2000mLのガラスボトルに、水(814mL)、及
びジチオスレイトールの溶液(250mM、12mL)を添加し、穏やかに撹拌した。scFv 13A8c Ah
aの溶液(0.85mg/mL、35mL)、次いで、31A12c-PEGコンジュゲートの溶液(0.55mg/mL、55mL
)を添加した。MESバッファーの溶液(80mM、pH7.5、56mL)及び硫酸銅(80mM、28mL)を添加
した。該ボトルに蓋をし、混合物を最低撹拌速度で一晩(16時間)撹拌した。反応をSDS PA
GE(還元型)及びデンシトメトリーで解析すると、51％の収率が示された。2つのさらなる1
000mL反応を同時に実施すると、同様の収率であった。
【０４７３】
　プール反応混合物(3000mL)の一部を遠心分離ボトル(250mLボトル当たり～200mL)に注ぎ
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入れ、スピニングバケット遠心分離器中で遠心分離した(Sorvall RC-3BP、5000g、15分)
。上清を捨てた。さらなるプール反応混合物をペレットに添加し、再び遠心分離した。該
反応混合物が全て処理されてしまうまで、このシークエンスを繰り返した。ペレットに、
600mLの以下のバッファー、10mMリン酸塩pH＝7.4、2％SDS、及び250mM DTTを添加した。
撹拌棒を加え、混合物を30分間撹拌し、次いで50℃まで5分間温め、その後、室温でさら
に撹拌した。固体をガラス棒で破壊した。TPPTS(Strem、350mM、pH7.6、25mL)を添加し、
混合物を1時間撹拌し、その時点で、固体は全て溶解した。該材料をさらなる精製に回し
た。セラミックハイドロキシアパタイト(CHT-I、BioRad)クロマトグラフィーとサイズ排
除(Superdex 6プレップ)クロマトグラフィーの組合せを用いて、二重特異性生成物を精製
した。
【０４７４】
(8.3　抗IL-23、抗IL-6二重特異性13A8c-PEG-31A12cの調製)
　磁気撹拌子を備えたスクリューキャップ付きの2000mLのガラスボトル中に、水(830mL)
を入れ、ジチオスレイトールの溶液(250mM、12mL)を添加しながら、この溶液を穏やかに
撹拌した。scFv 31A12cAhaの溶液(0.88mg/mL、45mL)及びコンジュゲート13A8c-PEGの溶液
(0.7mg/mL、30mL)を添加した。MESバッファー(80mM、56mL)及び硫酸銅の溶液(80mM、28.1
mL)を添加し、ボトルに蓋をした。一晩穏やかに撹拌し続ける。反応混合物のSDS PAGE解
析及びデンシトメトリーにより、48％の収率が示された。反応を、2つのさらなる1L反応
及び7つのさらなる500mL反応を用いて同時に実施すると、49％の平均収率であった(図18A
)。
【０４７５】
　プールした6500mLの反応容量を以下のように処理した。2つの遠心分離ボトル(500mL)中
に、各ボトルに、およそ450mLの反応混合物を入れた。スイングバケット遠心分離器(5000
g、15分)中で遠心分離した。上清を捨て、さらなる反応混合物を各回収遠心分離ボトルに
添加し、材料を再び遠心分離した。プールした反応容量が全て遠心分離されてしまうまで
シークエンスを繰り返し、ペレット(×2)を保持した。各ボトルに、撹拌棒、及び以下の
バッファー(700ml):250mM DTT、2％SDS、10mMリン酸ナトリウムバッファーを添加した。
室温で30分間撹拌した。水浴(40℃)中に入れ、10分間撹拌した。さらに30分間撹拌し、そ
の時点で、固体は残っていなかった。2つの溶液をプールした後、CHTカラムに充填した。
リン酸塩勾配による溶出。所望の画分を、サイズ排除カラムによるさらなる精製によって
プールする。
【０４７６】
(8.4　抗IL-23、抗IL-6二重特異性13A8n-PEG-31A12cの調製)
　小型磁気撹拌子を備えたスクリューキャップ付きの2000mLのガラスボトル中に、水(640
mL)及びDTTの溶液(250mM、9.6mL)を入れた。この混合物に、31A12cAhaの溶液(0.88mg/mL
、27mL)及び13A8c-PEGコンジュゲートの溶液(0.42mg/mL、56mL)を添加した。MESバッファ
ー(80mM、45mL)及び硫酸銅溶液(80mM、23mL)を添加し、ボトルに蓋をした。混合物を、最
低撹拌速度で、一晩(16時間)穏やかに撹拌した。SDS-PAGE及びデンシトメトリーによって
、47％の収率が示された。2つのさらなる反応を先に記載したのと同じように調製すると
、ゲル解析によって、それぞれ、51％及び47％の収率が得られた。
【０４７７】
　3つの反応容量を合わせ、以下のように処理した。2つの遠心分離ボトル(250mL)中に、
各ボトルに、およそ200mLの反応混合物を入れた。スイングバケット遠心分離器(5000g、1
5分)中で遠心分離した。上清を捨て、さらなる反応混合物を各回収遠心分離ボトルに添加
し、材料を再び遠心分離した。3つの反応からの反応混合物が全て遠心分離されてしまう
までシークエンスを繰り返し、ペレットを保持した。各ボトルに、撹拌棒、及び以下のバ
ッファー(220ml):250mM DTT、2％SDS、10mMリン酸ナトリウムバッファーを添加した。室
温で30分間撹拌した。水浴(40℃)中に入れ、10分間撹拌した。固体が残った。水浴から取
り出し、TPPTS溶液(250mM、pH＝7.4、5mL)を添加した。撹拌し(1時間)、その時点で、固
体は残っていなかった。溶液をプールした後、CHTカラムに充填した。リン酸塩勾配によ
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る材料の溶出によって、二重特異性体及びさらなるタンパク質成分の半精製混合物が得ら
れた。SECによるさらなる精製によって、所望の二重特異性生成物が得られた。
【０４７８】
(8.5　抗IL-12/23、抗IL-6二重特異性13A8n-PEG-45G5cの調製)
　大きい磁気撹拌棒を備えた2000mLのガラスビーカー中に、水(898mL)及びDTTの溶液(250
mM、12mL)を入れた。45G5cAhaの溶液(0.9mg/mL、33mL)及び13A8n-PEGの溶液(0.98mg/mL、
30mL)を添加した。硫酸銅溶液(80mM、28mL)を添加し、混合物を一晩撹拌した(16時間)。
第二の同一の反応を先に記載した反応と並行して実施した。反応混合物をSDS-PAGE(還元
型)及びデンシトメトリーで評価した(24％収率-反応1及び25％反応2)(図18B)。
【０４７９】
　およそ400mLの反応混合物を遠心分離ボトルに注ぎ入れた(500mL×2、両方の反応混合物
を別々にした)。スイングバケット遠心分離器中に入れ、遠心分離した(5000g、15分)。上
清を捨てた。反応混合物が全て処理されるまでシークエンスを繰り返し、ペレットだけが
残る。該ペレットに、以下のバッファー(200mL):20mMリン酸ナトリウムバッファー、2％S
DS、250mM DTTを添加した。30分間穏やかに撹拌した。撹拌しながら、水浴(40℃)中で10
分間温めた。室温に戻し、固体が溶解するまで撹拌した。還元された材料をプールし、さ
らなる精製をCHTクロマトグラフィー及びSECクロマトグラフィーによって達成した。
【０４８０】
(8.6　抗IL-12/23、抗IL-6二重特異性13A8c-PEG-22H8の調製)
　スクリューキャップ及び磁気撹拌子を備えた2000mLのボトル中に、水(950mL)及びDTTの
溶液(250mM、14mL)を入れて、穏やかに撹拌した。この撹拌溶液に、scFv 22H8cAhaの溶液
(0.75mg/mL、60mL)及び13A8c-PEGコンジュゲートの溶液(0.69mg/mL、35mL)を添加した。M
ESバッファー(80mM、65mL)及び硫酸銅の溶液(80mM、32mL)を添加し、該ボトルに蓋をして
、混合物を一晩撹拌した。SDS PAGE解析及びデンシトメトリーによって、60％の収率が示
された(図18C)。同じ割合のさらに5つの1150mL反応を同時に実施すると、54％の平均収率
であった。
【０４８１】
　合わせた6900mLの反応容量を先に記載したのと同様に処理した。2つの500mLの遠心分離
ボトル(500mL)に、およそ450mL(×2)の反応容量を入れた。混合物をスイングバケット遠
心分離器中で遠心分離した(5000g、15分)。上清を捨て、さらなる反応混合物を各回収遠
心分離ボトルに添加し、材料を再び遠心分離した。6900mL全体が処理されるまで、このシ
ークエンスを繰り返した。各ペレットに、以下のバッファー(700mL):250mM DTT、2％SDS
、10mMリン酸ナトリウムバッファーを添加した。室温で30分間撹拌した。固体をへらで粉
砕し、撹拌をさらに1時間再開した。2つの溶液を合わせ、CHTカラムに充填し、リン酸塩
勾配により溶出させた。半純粋な二重特異性体のさらなる精製をSECクロマトグラフィー
によって達成した。
【０４８２】
(8.7　抗IL-23、抗IL-6二重特異性13A8c-40KPEG-31A12cの調製)
　磁気撹拌子を備えたスクリューキャップ付きの5000mLのガラスボトル中に、リン酸ナト
リウムバッファー(5mMストック溶液、2100mL)を入れた。一価の中間体13A8c-40KPEGの溶
液(0.34mg/mLストック、138mL)及びscFv31A12cAHAの溶液(3.2mg/mLストック、26.1mL)を
添加した。該溶液を穏やかに撹拌しながら、MESバッファー(80mMストック、141mL)及びジ
チオスレイトールの溶液(250mMストック、12mL)を添加した。硫酸銅の溶液(80mMストック
、70mL)を添加し、該ボトルに蓋をして、一晩穏やかに撹拌し続けた。反応混合物のSDS P
AGE解析及びデンシトメトリーによって、58％の収率が示された。反応を、2つのさらなる
2.5L反応及び1つのさらなる1.0L反応を用いて同時に実施すると、58％の平均収率であっ
た(図18D)。
【０４８３】
　プールした8500mLの反応容量を遠心分離して、固体を全て回収した。該固体を以下の後
処理バッファー(1700mL):250mM DTT、2％SDS、10mMリン酸ナトリウムバッファーに溶解さ
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て精製した。
【０４８４】
(8.8　抗IL-23、抗IL-6二重特異性31A12c-20KPEG-13A8Lの調製)
　磁気撹拌子を備えた8×30mMのバイアル中に、水(87uL)及びMESバッファー(80mMストッ
ク、5.6uL)を入れた。これに、31A12c-20KPEGの溶液(0.550mg/mLストック、3.8uL)及びsc
Fv 13A8LAHAの溶液(4.11mg/mLストック、0.95uL)を添加した。DTTの溶液(250mMストック
、1.2uL)及び硫酸銅の溶液(80mMストック、2.8uL)を添加し、バイアルに蓋をし、室温で
一晩撹拌させておいた。翌日、反応混合物をSDS-PAGE用にサンプリングした。得られたゲ
ルをレーザーデンシトメトリーで解析し、37％の二重特異性体の収率が示された(図18E)
。
【０４８５】
(8.9　二重特異性scFvのフォールディング:)
　線状の20kDa PEGリンカーを介して13A8にコンジュゲートされた31A12(両方ともC末端に
コンジュゲートされている)を、上に示したものと同様の方法でフォールディングさせた
。二重特異性分子を、8M尿素及びDTTを含むバッファー、pH7.3中、0.05～0.1mg/mLの総タ
ンパク質で調製した。材料は、この段階で、二重特異性分子の他に、若干量の残留未反応
31A12-PEG scFvを含んでいる可能性があった。その後、該材料を、3M尿素、30mMトリス p
H8.5、4mMシステイン、2mMシスチン中に、室温で一晩透析することによってフォールディ
ングさせた。任意に、1％ポリソルベート80、500mMトリス、又は500mMアルギニンも、該
フォールドバッファーに添加したか、又はフォールディングを4℃で実施することができ
た。フォールディング反応物を20mMリン酸ナトリウム、150mM NaCl、pH7.4(PBS)中にさら
に透析した。具体的な例としては、4つのバッチの0.1mg/mLの31A12c-PEG-13A8cを、3M尿
素、30mMトリス pH8.5、4mMシステイン、2mMシスチン中、室温で再フォールディングさせ
、その後、PBS中に透析した。この再フォールディングプロトコルは再現性があり、同様
の単量体二重特異性scFv回収収率及びEC50をもたらした(表30、図19A及び19B)。単量体タ
ンパク質を回収し、得られた分子は、親分子と比べて高い生体活性を保持していた。重要
なことに、フォールディングは、大量の31A12c-PEG scFvの存在下でもうまく行った。さ
らに、表面プラズモン共鳴データによって、IL-6標的(13A8)とIL-23標的(31A12)の両方に
対する二重特異性体の両方の末端の生体活性がさらに確認された(表31)。
【表３０】



(114) JP 2013-545438 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

【表３１】

【０４８６】
　20kDa線状PEGリンカーを用いて作製された、二重特異性体のインビボ薬物動態を、裸の
scFvのPKと比較した。scFv単体は極めて迅速に排泄され、約2時間の終末t1/2、500pg/ml
のCmax、1～2時間のtmaxを有し、8時間までにほぼ完全に除去された(図20A)。該二重特異
性体は、はるかにより長いインビボ半減期を示し、約24時間の終末t1/2、1500pg/mlのCma
x、24時間のtmax、及び100時間での血清中での検出可能なレベルを有していた(図20B)。
二重特異性scFvの薬物動態挙動のこの改善により、それは、単純なscFvよりもはるかに強
力でかつ効果的な治療薬になる。
【０４８７】
　同じフォールディング方法をPEG化二重特異性13A8n-PEG20-31A12cに用いることができ
た(C末端ではなく13A8のN末端でのPEG化)。2つのバッチの0.1mg/mLのタンパク質を、3M尿
素、30mMトリス pH8.5、4mMシステイン、2mMシスチン中でフォールディングさせ、その後
、PBS中に透析した。両方のバッチから、SECによる＞95％の単量体回収、哺乳動物由来の
13A8 scFvの場合の59pg/mlというEC50と比べて、それぞれ、二重特異性体によるIL-6の中
和についての1674pg/mL及び1691pg/mLのEC50(図21)、並びにそれぞれ、IL-23の中和につ
いての4956pg/mL及び3249pg/mLのEC50が得られた。単量体タンパク質は、良好な収率で回
収された。
【０４８８】
(8.8　さらなる二重特異性scFvコンストラクトの再フォールディング)
　13A8n-PEG-45G5cを、31A12に基づく二重特異性体についての方法と同様の方法でフォー
ルディングさせた。0.1mg/mLのタンパク質を、3M尿素、30mMトリス pH8.5、4mMシステイ
ン、2mMシスチン中でフォールディングさせ、その後、PBS中に透析した。これにより、SE
C による29％の単量体回収、並びにIL-6に対する933pg/mLのEC50、及びIL-23に対する5,6
62pg/mLのEC50が得られた(図22A及びB)。
【０４８９】
　13A8c-PEG-22H8cを上と同様の方法でフォールディングさせた。13A8c-PEG-22H8cを、8M
尿素及びDTTを含むバッファー中で調製し、0.05～0.1mg/mLの総タンパク質になるまで希
釈した。その後、それらを、室温で、3M尿素、30mMトリス pH8.5、2～6mMシステイン、及
び1～3mMシスチンを含むフォールドバッファー中に透析した。交互に、pH8若しくは9、0.
01～1％ポリソルベート80、及び/又は4℃での透析も用いた。フォールディングをPBS中へ
の透析により終了させた。具体的な例としては、0.1mg/mLの13A8c-PEG-22H8cを、3M尿素
、30mMトリス pH8.5、4mMシステイン、2mMシスチン、0.05％ポリソルベー80中で、室温で
フォールディングさせ、その後、0.05％ポリソルベート80を含むPBS中に透析した。これ
により、SECによる35％の単量体回収、並びにIL-6の中和についての246pg/mLのEC50、及
びIL-23の中和についての234pg/mLのEC50が得られた(図23A及びB)。
【０４９０】
　13A8c-40KPEG-31A12cを、20K二重特異性体についての方法と同様の方法でフォールディ
ングさせた。0.1mg/mLのタンパク質を、3M尿素、30mMトリス pH8.5、4mMシステイン、2mM
シスチン中で、4℃でフォールディングさせ、その後、4℃でPBS中に透析した。これによ
り、SECによる56.3％回収、並びにIL-6に対する137.5pg/mLのEC50及びIL-23に対する2699
pg/mLのEC50が得られた(図24A及びB)。さらに、13A8c-40KPEG-31A12cを、室温と4℃の両
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方の温度での、0.5M塩酸グアニジンを含む再フォールディングバッファー中への透析によ
って、より高い濃度(0.5mg/mL)で再フォールディングさせることもできた。
【０４９１】
　13A8c-40KPEG-31A12c二重特異性体のインビボ薬物動態を、13A8c-20KPEG-31A12c、13A8
c-PEG、及び裸の28D2のPKと比較した(図25A及びB)。被験物質をラットの皮下に1mg/kg(二
重特異性体及び裸のscFv)又は0.5mg/kg(13A8c-PEG)で投与した。投与後に時間間隔を空け
て採血し、血清を、B9 IL-6中和アッセイを用いて、被験物質の存在についてアッセイし
た。結果は、裸のscFvが速やかに排除される一方で、二重特異性体及び13A8c-PEGが、有
意により大きい半減期及びAUCを有することを示している。13A8c-40KPEG-31A12cもまた、
13A8c-20KPEG-31A12cと比べて有意に増大したAUCを示している(図25B)。
【０４９２】
　再フォールディングした二重特異性コンジュゲートは、4℃で最大6カ月間の優れた安定
性を示した。13A8-PEG-31A12二重特異性体は、抗IL-6アッセイと抗IL-23アッセイの両方
で一貫した効力を示した。SDS-PAGE解析でもSECクロマトグラフィーでも、分解はほとん
ど観察されなかった。
【表３２】

【０４９３】
(実施例9:インビトロで測定されるTh17細胞及びTh22細胞の発生に対する二重特異性scFv
の効果)
　Th17 T細胞サブセット及びTh22 T細胞サブセットは、抗CD3＋抗CD28を用いた全PBMC若
しくは純化T細胞の刺激によるか、又は混合リンパ球培養物中の同種異系細胞によるかの
どちらかによって、インビトロで分化させることができる(図26A)。そのようなT細胞の分
化は、Th17細胞について特に十分に特徴付けられているいくつかの重要な調節性サイトカ
インの添加をさらに必要とする。これらの調節性サイトカインは、主に骨髄性細胞に由来
しており、該調節性サイトカインの添加は、骨髄性細胞をその調節性サイトカインを放出
するように刺激する化合物と併せた該骨髄性細胞の添加と置き換えることができる。LPS
を抗CD3とともに用いて、Th17細胞へと分化するように全PBMCを刺激した。多くの研究者
により、骨髄性細胞に由来するこれらのサイトカインが、純化されたナイーブT細胞から
のTh17の分化を促進することが以前に示されているように、最も良好な結果は、IL-1及び
TGFβも添加したときに得られた。Th17 T細胞及びTh22 T細胞は、骨髄性細胞をその調節
性サイトカインを放出するように誘導する刺激物質を添加して、同種異系混合リンパ球培
養物(MLC)中で分化させることもできる。ペプチドグリカンは、IL-1、IL-6、TNF、並びに
他の調節性サイトカイン及び炎症促進性サイトカインの分泌を誘導することが知られてい
るので、ペプチドグリカンをその刺激物質としてMLCに添加した。Th22細胞の誘導を研究
することが目的である場合、IL-2の添加も必要であった。PBMCを抗CD3/28＋LPS及びTGFβ
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で刺激した。5日後、それらをPMA＋イオノマイシンで再刺激して、サイトカイン分泌を誘
導し、IL-17の発現についてフローサイトメトリーで解析した。PBMC培養物中のTh17細胞
のパーセンテージは、これらの培養条件の結果として3倍になった(図26B)。IL-23アンタ
ゴニストと組み合わせてIL-6を含めると、Th17細胞の3倍化が妨げられた。Th22細胞は、
抗CD3/28刺激でも見られる(図26C)。同種異系白血球を用いるインビトロのヒトT細胞のイ
ンビトロ刺激もまた、高レベルのIL-17産生T細胞を誘導した(図26D)。
【０４９４】
　個々のIL-6アンタゴニスト及びIL-23アンタゴニストの添加は、抗CD3/28培養系でのTh1
7分化及びTh22分化を阻害した。2つのアンタゴニスト、31A12 scFv及び13A8 scFvの組合
せは、どちらかのアンタゴニスト単独よりも効果的であった(図27)。これは、先の実験と
同じアンタゴニストによるMLC中でのTh17の阻害の場合にも当てはまる(図28)。13A8c-20k
PEG-31A12c二重特異性体は、親キメラmAbである13A8及び31A12の組合せよりも活性があり
、どちらかのmAb単独よりも、MLC中でのTh17細胞の阻害が良好であった(図29)。これは、
本発明の二価の二重特異性コンストラクトを用いることによって得られる有益な効果を示
している。
【０４９５】
(実施例10:インビボで測定されるTh17細胞及びTh22細胞の発生に対するscFvの効果)
　インビボでのTH17及びTH22分化の阻害を評価するために、異種移植片モデルを使用した
。このモデルでは、ヒト造血幹細胞が免疫不全マウスに移植され、それにより、ヒト免疫
系が獲得されている。これらのヒト化NOD-scid IL2rgnull(NSG)マウスに、マウスに存在
するヒト免疫細胞と同種異系のヒト皮膚を移植する(図30)。その後、それらを、IL-6及び
IL-23のPEG化scFvアンタゴニスト(13A8c-PEG及び31A12c-PEG)の混合物で処置する。その
後、ヒト免疫系は、ヒトT細胞のエフェクター細胞への分化を介して、この同種異系ヒト
皮膚を拒絶する。IL-6アンタゴニスト及びIL-23アンタゴニストは、同種異系皮膚移植の1
つの結果であるTh17細胞の分化を阻害したが、これらのアンタゴニストは、皮膚同種移植
片の拒絶を阻害せず、その狙いを定めた免疫抑制効果を反映した。簡潔に述べると、新生
NSGマウスに放射線照射し、臍帯血由来のヒト造血幹細胞を注射し、その後、12週での末
梢血中の生着レベルをスクリーニングした(Brehmらの文献(2010))。生着に成功したマウ
スに、ヒト同種異系皮膚を移植し、100μgの抗IL-6及び抗IL-23(13A8c-PEG及び31A12c-PE
G)を2日おきに投与した。皮膚移植から30日後、脾臓を摘出し、単一細胞懸濁液をPMA/イ
オノマイシンで刺激し、細胞内サイトカインについてアッセイした。CD3+/CD4+細胞を、I
L-17及びIL-22産生についてフローサイトメトリーで解析した。
【０４９６】
　サイトカインアンタゴニストで処置していないマウスでは、フローサイトメトリープロ
ファイル(図31A)、及び各サブセット中のTh細胞の数を表す収集データ(図31B)に示すよう
に、極めて顕著なレベルのTH17細胞及びTH22細胞が発達した。皮膚移植後、マウスを、抗
IL-6(13A8c scFv-PEG)と抗IL-23(31A12c-PEG)の組合せで30日間処置した。処置マウスに
おけるTH17細胞及びTH22細胞の分化は、完全に阻害された。これらのデータは、IL-6及び
IL-23が、これらのTH17細胞及びTH22細胞のインビボ分化に必要であることを初めて明確
に示している。さらに、これらのデータは、この動物モデルが、ヒトT細胞分化の誘導及
び調節をすることができるモデルであることを示している。最後に、これらのデータは、
これらのサイトカインの作用をインビボで完全に阻害するためにここで用いられているIL
-6アンタゴニスト及びIL-23アンタゴニストの有効性を示している。
【０４９７】
　同様の結果は、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-23二重特異性体についても得られた
。図32A～Cに示すように、この二重特異性分子は、一価の抗IL-23試薬よりもTh17分化を
阻害するのに効果的である。しかしながら、TH17/22以外の細胞型の白血球マーカーが有
意には低下しなかったので、図32D～Lは、該二重特異性体が、一般に免疫抑制性であるわ
けではないことを示している。
【０４９８】
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(実施例11:インビボの乾癬モデルで測定されるTh17細胞及びTh22細胞のエフェクター機能
に対するscFvの効果)
　炎症部位でのTh17エフェクター機能の阻害を評価するために、ヒトの乾癬皮膚が免疫不
全scidマウスに移植されているscid/hu乾癬モデルを用いた。皮膚移植片及び乾癬炎症は
、最大2カ月間存続する。このマウスを薬物で2週間処置し、炎症に対する効果を、図33に
示すような組織学的解析で測定する。この解析では、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-2
3二重特異性体の効果を、表皮厚の有意な低下に明白に見ることができる。この効果は、
組織学的切片から定量することもできる。13A8c-20kPEG-31A12cとその一価抗IL-6阻害剤
成分、又はIL-6アンタゴニストmAbのトシリズマブ(Actemra)との比較は、移植片がまだマ
ウス表面に存在する間の、病理学者による半定量的臨床スコアリング(図34A)、又は上記
のような組織学的切片における表皮厚の定量的測定(図34B)のどちらかによって測定され
る、どちらかのIL-6アンタゴニスト単体に対する13A8c-20kPEG-31A12cの有意な優位性を
示している。さらに、13A8c-20kPEG-31A12cは、TNFアンタゴニストのEnbrelよりも素速く
炎症を阻害するように作用する(図34C～D)。
【０４９９】
(実施例12:インビボで測定されるIL-23媒介性の耳の炎症の発生に対する二重特異性scFv
の効果)
　ヒトIL-23はマウスIL-23受容体に作用することができるので、ヒトIL-23をマウスの耳
に皮内注射すると、該IL-23は炎症を引き起こす。耳に4日間毎日IL-23を注射することに
より、ヒトIL-23によって誘導される耳の炎症を阻害する13A8c-PEG-31A12cの能力を測定
した。その後、耳の腫脹を測定した(図35A)。IL-23処置が始まる前日に始めて、IL-23処
置が始まった翌日に、マウスを処置し、この処置は、耳の腫脹を効果的に阻止した(図35B
)。13A8c-PEG-31A12cは、図35Cに示すように、IL-12/23アンタゴニストmAbのStelera(ウ
ステキヌマブ)と少なくとも同じくらい効果的であった。重要なことに、20kDa PEG又は40
kDa PEGのどちらかを用いて作製された13A8c-PEG-31A12cによるマウスの処置は、IL-23処
置が始まる前日にしか投与されない場合でも、耳の腫脹の非常に効果的な阻害剤となった
(図35D)。
【０５００】
(実施例13:AZ17のIL-23特異的scFv成分のエピトープマッピング)
　31A12 mAbは、これまでに記載されていない独特のエピトープに結合する。使用されたm
Abは全て、ヒトIL-12に結合するが(図36B)、31A12及び49B7は、IL-23阻害に特異的であり
、ヒトIL-12を阻害しない(図36B)。これらのデータは、これらのmAbがp40鎖に結合するこ
とを明白に示している。31A12及び49B7は、IL-12も阻害する22H8と比べて、比較的弱くヒ
トIL-12に結合する。しかしながら、3つのmAbは全て、サルIL-12に強く結合し(図36B)、
かつサルIL-12生体活性も阻害する(図36C)。したがって、31A12及び49B7は、ヒトIL-12活
性とサルIL-12活性を識別する。31A12及び49B7は、ヒトIL-12で部分的にマスクされ、サ
ルIL-12、及び両方の種由来のIL-23で露出しているp40エピトープを認識するようである
。さらに、AZ17は、ヒトIL-12とヒトIL-23の両方を阻害するp40特異的mAbである、ウステ
キヌマブの結合を阻害しない。
【０５０１】
(参考文献)
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【配列表】
2013545438000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成25年10月17日(2013.10.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗IL-6抗体又はその誘導体、及び抗IL-23抗体又はその誘導体を含む、二価の二重特異
性コンストラクト。
【請求項２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、モノクローナル抗体であるか、若しくはモノクロー
ナル抗体に由来するものであり、かつ/又は前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、モノクロ
ーナル抗体であるか、若しくはモノクローナル抗体に由来するものである、請求項1記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３】
　前記モノクローナル抗体がヒトモノクローナル抗体である、請求項2記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項４】
　前記モノクローナル抗体がキメラ抗体である、請求項2記載の二価の二重特異性コンス
トラクト。
【請求項５】
　前記キメラ抗体がヒト化フレームワーク領域を含む、請求項4記載の二価の二重特異性
コンストラクト。
【請求項６】
　抗IL-6抗体の誘導体及び/又は抗IL-23抗体の誘導体を含み、ここで、該誘導体(複数可)
が、可変領域全体、可変領域の重鎖(VH)、可変領域の軽鎖(VL)、Fab、Fab'、F(ab')2、Fv
、scFv、dAb、又は相補性決定領域(CDR)を含み得る、請求項1～4のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項７】
　前記誘導体がscFvである、請求項6記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項８】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体、及び/又は前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なく
とも1つの非天然アミノ酸を組み込むように修飾されている、請求項1～7のいずれか一項
記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項９】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG(配列番号335)
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;かつ
　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン又はトレオニンであり、かつX2が、トリプトファン又はチロ
シンである)
を含むCDR2領域を含む、請求項1～8のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラク
ト。
【請求項１０】
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　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列RX1STLX2S(配列番号336)(式中、X1及
びX2は、独立に、アラニン又はトレオニンである)を含むCDR5領域を含む、請求項1～9の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択される、請求項1～10のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項１２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ
酸配列が、配列番号10～12からなる群から選択される、請求項1～11のいずれか一項記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ
酸配列が、配列番号13～15からなる群から選択される、請求項1～12のいずれか一項記載
の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１４】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号10～15のアミノ酸配列を含む、請求項1～1
3のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１５】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号259を含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１６】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号261を含む、請求項1～14のいずれか
一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１７】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体がscFvである、請求項1～16のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項１８】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号10～12からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む重
鎖;及び
(ii)配列番号13～15からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む軽
鎖
を含むscFvである、請求項1～17のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項１９】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号259のアミノ酸配列を含む重鎖;及び
(ii)配列番号261のアミノ酸配列を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項1～18のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項２０】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90％、少なく
とも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項1～19のいず
れか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸付
加、欠失、又は置換を含む、請求項1～20のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンス
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トラクト。
【請求項２２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列
が、配列番号10～15からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の保存的アミ
ノ酸置換を含む、請求項21記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号10～15のアミノ酸配列に対応するCDRを有
する抗IL-6抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、請求項1～2
2のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２４】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、13A8、9H4、9C8、8C8、18D4、及び28D2からなる群
から選択されるか、又は該群に由来する、請求項1～23のいずれか一項記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項２５】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YYAX1WAX2G(配列番号337)
(式中
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される)
を含むCDR2領域を含む、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項２６】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列AX1TLX2S(配列番号338)
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)
を含むCDR5領域を含む、請求項1～25のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項２７】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択される、請求項1～26のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２８】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号90～92からなる群から選択される、請求項1～27のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項２９】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号93～95からなる群から選択される、請求項1～28のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３０】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号90～95のアミノ酸配列を含む、請求項1～2
9のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３１】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号267を含む、請求項1～30のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３２】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号269を含む、請求項1～31のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３３】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体がscFvである、請求項1～32のいずれか一項記載の二価
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の二重特異性コンストラクト。
【請求項３４】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号90～92からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む重
鎖;及び
(ii)配列番号93～95からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む軽
鎖
を含むscFvである、請求項1～33のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項３５】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号267を含む重鎖;及び
(ii)配列番号269を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項３６】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90％、少な
くとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項1～35のい
ずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３７】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上のアミノ酸
付加、欠失、又は置換を含む、請求項1～35のいずれか一項記載の二価の二重特異性コン
ストラクト。
【請求項３８】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配
列が、配列番号90～95からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の保存的ア
ミノ酸置換を含む、請求項37記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項３９】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、配列番号90～95のアミノ酸配列に対応するCDRを有
する抗IL-23抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を含む、請求項1～
38のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４０】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、31A12、34E11、35H4、49B7、及び16C6からなる群
から選択されるか、又は該群に由来する、請求項1～39のいずれか一項記載の二価の二重
特異性コンストラクト。
【請求項４１】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体が、IL-12を阻害することもできる(すなわち、抗IL-23
/IL-12抗体)、請求項1～24のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４２】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列WX1KG(配列番号358)(式中、X1

は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオ
ニン、又はトリプトファンであり、好ましくは、アラニン又はバリンである)を含むCDR2
領域を含む、請求項41記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４３】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(配列番号339)(式
中、X1は、アラニン又はイソロイシンである)を含むCDR3領域を含む、請求項42記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４４】
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　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列SDYFNX1(配列番号340)(式中、
X1は、イソロイシン又はバリンである)を含むCDR3領域を含む、請求項42記載の二価の二
重特異性コンストラクト。
【請求項４５】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列QX1SQX2(配列番号359)
(式中、
　X1は、アラニン又はセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
　好ましくは、X2は、セリン又はトレオニンである)
を含むCDR4領域を含む、請求項41～44のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラ
クト。
【請求項４６】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列ASX1LA(配列番号341)(式中、X
1は、リジン又はトレオニンである)を含むCDR5領域を含む、請求項41～45のいずれか一項
記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４７】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(配列番号342)(
式中、X1は、アラニン又はバリンである)を含むCDR6領域を含む、請求項41～46のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項４８】
　前記抗IL-23/IL-12抗体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミノ酸配列が、配
列番号140～145からなる群から選択される、請求項41～47のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクト。
【請求項４９】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の重鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そ
のアミノ酸配列が、配列番号140～142からなる群から選択される、請求項41～48のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５０】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の軽鎖が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そ
のアミノ酸配列が、配列番号143～145からなる群から選択される、請求項41～49のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５１】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、配列番号140～145のアミノ酸配列を含む、請求項41
～50のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５２】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体の重鎖が、配列番号271を含む、請求項41～51の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５３】
　前記抗IL-23抗体又はその誘導体の軽鎖が、配列番号273を含む、請求項41～52のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５４】
　前記抗IL-p40抗体又はその誘導体がscFvである、請求項41～53のいずれか一項記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５５】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号140～142からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む
重鎖;及び
(ii)配列番号143～145からなる群から選択される配列を有する少なくとも1つのCDRを含む
軽鎖
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を含むscFvである、請求項41～54のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項５６】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、
(i)配列番号271を含む重鎖;及び
(ii)配列番号273を含む軽鎖
を含むscFvである、請求項41～55のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト
。
【請求項５７】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列との少なくとも90
％、少なくとも95％、少なくとも98％、又は少なくとも99％の同一性を有する、請求項41
～56のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項５８】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の
アミノ酸付加、欠失、又は置換を含む、請求項41～57のいずれか一項記載の二価の二重特
異性コンストラクト。
【請求項５９】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、少なくとも1つのCDR領域を含み、そのアミ
ノ酸配列が、配列番号140～145からなる群から選択されるアミノ酸配列に対する1以上の
保存的アミノ酸置換を含む、請求項58記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６０】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、配列番号140～145のアミノ酸配列に対応す
るCDRを有する抗IL-23/IL-12抗体と同じエピトープに結合する少なくとも1つのCDR領域を
含む、請求項41～59のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６１】
　前記抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体が、22H8、45G5、14B5、4F3、5C5、及び1H1から
なる群から選択されるか、又は該群に由来する、請求項41～60のいずれか一項記載の二価
の二重特異性コンストラクト。
【請求項６２】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体と前記抗IL-23抗体又はその誘導体の両方が、1以上の非
天然アミノ酸を組み込んでいる、請求項1～61のいずれか一項記載の二価の二重特異性コ
ンストラクト。
【請求項６３】
　前記抗IL-6抗体又はその誘導体が、各々の抗体又はその誘導体中の非天然アミノ酸間の
リンカーを介して、前記抗IL-23抗体又はその誘導体に結合している、請求項62記載の二
価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６４】
　リンカーがPEG分子である、請求項63記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項６５】
　アミノ酸配列YIYTDX1STX2YANWAKG(配列番号335)
(式中、
　X1は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;かつ
　X2は、フェニルアラニン、トリプトファン、及びチロシンからなる群から選択され;か
つ
　好ましくは、X1は、セリン又はトレオニンであり、かつX2が、トリプトファン又はチロ
シンである)
を含むCDR2領域を含む、抗IL-6抗体又はその誘導体。
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【請求項６６】
　アミノ酸配列RX1STLX2S(配列番号336)(式中、X1及びX2は、独立に、アラニン又はトレ
オニンである)を含むCDR5領域を含む、IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項６７】
　配列番号10～15又は20～25又は30～35又は40～45又は50～55又は60～65から選択される
配列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR)を有する、
抗IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項６８】
　13A8、9H4、9C8、8C8、18D4、及び28D2、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択
される抗IL-6抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピトープに結合
する、抗IL-6抗体若しくはその誘導体。
【請求項６９】
　配列番号259のアミノ酸配列を含む重鎖、及び配列番号261のアミノ酸配列を含む軽鎖を
含む、請求項67記載の抗IL-6抗体又はその誘導体。
【請求項７０】
　アミノ酸配列YYAX1WAX2G(配列番号337)
(式中、
　X1は、セリン、プロリン、及びアスパルテートからなる群から選択され、かつ
　X2は、リジン及びグルタミンからなる群から選択される)
を含むCDR2領域を含む、IL-23抗体又はその誘導体。
【請求項７１】
　アミノ酸配列AX1TLX2S(配列番号338)
(式中、
　X1は、セリン及びアラニンからなる群から選択され、
　X2は、アラニン及びトレオニンからなる群から選択される)
を含むCDR5領域を含む、IL-23抗体又はその誘導体。
【請求項７２】
　配列番号90～95又は100～105又は110～115又は120～125又は130～135から選択される配
列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR)を有する、抗I
L-23抗体又はその誘導体。
【請求項７３】
　31A12、34E11、35H4、49B7、及び16C6、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択さ
れる抗IL-23抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピトープに結合
する、抗IL-23抗体若しくはその誘導体。
【請求項７４】
　配列番号267記載のアミノ配列を含む重鎖、及び配列番号269記載のアミノ配列を含む軽
鎖を含む、請求項72記載の抗IL-23抗体又は誘導体。
【請求項７５】
　アミノ酸配列WX1KG(配列番号358)(式中、X1は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロ
イシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、又はトリプトファンであり、好まし
くは、アラニン又はバリンである)を含むCDR2領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘
導体。
【請求項７６】
　アミノ酸配列YAYX1GDAFDP(配列番号339)(式中、X1は、アラニン又はイソロイシンであ
る)を含むCDR3領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７７】
　アミノ酸配列SDYFNX1(配列番号340)(式中、X1は、イソロイシン又はバリンである)を含
むCDR3領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７８】
　アミノ酸配列QX1SQX2(配列番号359)
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(式中、
　X1は、アラニン若しくはセリンであり、かつ
　X2は、グリシン、アスパラギン、グルタミン、システイン、セリン、トレオニン、及び
チロシンからなる群から選択され;
　好ましくは、X2は、セリン若しくはトレオニンである)
を含むCDR4領域を含み;かつ/又は
　アミノ酸配列ASX1LA(配列番号341)(式中、X1は、リジン若しくはトレオニンである)を
含むCDR5領域を含み;かつ/又は
　アミノ酸配列QSYYDX1NAGYG(配列番号342)(式中、X1は、アラニン若しくはバリンである
)を含むCDR6領域を含む、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項７９】
　配列番号140～145又は150～155又は160～165又は170～175又は180～185又は190～195か
ら選択される配列を有する1以上のCDR(例えば、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ、又は6つのCDR
)を有する、抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項８０】
　22H8、45G5、14B5、4F3、5C5、及び1H1、若しくはそれらの誘導体からなる群から選択
される、抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体;又は該抗体のいずれか1つと同じエピト
ープに結合する、抗IL-23/IL-12抗体若しくはその誘導体。
【請求項８１】
　配列番号271記載のアミノ配列を含む重鎖、及び配列番号273記載のアミノ配列を含む軽
鎖を含む、請求項79記載の抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体。
【請求項８２】
　PEG化されている、請求項65～81のいずれか一項記載の抗IL-6若しくは抗IL-23(抗IL-23
/IL-12抗体を含む)、又はそれらの誘導体。
【請求項８３】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの一部をコードす
るポリヌクレオチド。
【請求項８４】
　請求項1～81のいずれか一項記載の抗体又はその誘導体をコードするポリヌクレオチド
。
【請求項８５】
　請求項83又は84記載のポリヌクレオチドであって、該ポリヌクレオチドの核酸配列が、
大腸菌(E. coli)での発現に最適化されている、前記ポリヌクレオチド。
【請求項８６】
　請求項83～85のいずれか一項記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項８７】
　請求項86記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項８８】
　栄養要求性である、請求項87記載の宿主細胞。
【請求項８９】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトを産生する方法で
あって:
(i)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-6抗体又はその
誘導体を提供すること;
(ii)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている、抗IL-23抗体又は
その誘導体(抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む)を提供すること;
(iii)これら2つが各部分の非天然アミノ酸間の連結によって結合されるように、該修飾さ
れた抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体を、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾された
その誘導体と反応させること
を含む、前記方法。
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【請求項９０】
　前記修飾された抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体と修飾された抗IL-23抗体又は修
飾されたその誘導体の間の連結がリンカー部分を含み、ここで、該リンカー部分の一方の
末端が、該修飾された抗IL-6抗体又は修飾されたその誘導体の非天然アミノ酸に結合され
ており、かつ該リンカー部分のもう一方の末端が、該修飾された抗IL-23抗体又は修飾さ
れたその誘導体の非天然アミノ酸に結合されている、請求項89記載の方法。
【請求項９１】
　前記リンカー部分が、PEG、水溶性ポリマー、ポリビニルアルコール、多糖、ポリアル
キレンオキシド、ヒドロキシエチルデンプン、又はポリオール、好ましくはPEGを含む、
請求項90記載の方法。
【請求項９２】
　前記非天然アミノ酸が、連結の前のアジド、アルキン、アルケン、歪んだシクロオクチ
ン、歪んだシクロアルケン、シクロプロペン、ノルボルネン、又はアリール、アルキル、
若しくはビニルハライド、ケトン、アルデヒド、シアノ、ヒドラジン、ケタール、アセタ
ール、ヒドラジド、アルコキシアミン、ボロン酸、有機スズ、有機ケイ素、β-シリルア
ルケニルハライド、β-シリルアルケニルスルホネート、ニトリル酸化物、ピロン、テト
ラジン、ピリダジン、アリールスルホネート、チオセミカルバジド、セミカルバジド、テ
トラゾール、α-ケト酸基を含む、請求項89～91のいずれか一項記載の方法。
【請求項９３】
　前記非天然アミノ酸が、アジドホモアラニン、ホモプロパルギルグリシン、ホモアリル
グリシン、p-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン、アジドフェニルアラ
ニン、アセチルフェニルアラニン、又はエチニルフェニルアラニン(ethynylephenylalani
ne)、trans-クロチルアルケンなどの内部アルケンを含むアミノ酸、セリンアリルエーテ
ル、アリルグリシン、プロパルギルグリシン、又はビニルグリシン、ピロリジン、N-σ-o
-アジドベンジルオキシカルボニル-L-リジン(AzZLys)、N-σ-プロパルギルオキシカルボ
ニル-L-リジン、N-σ-2-アジドエトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-tert-ブチルオキシ
カルボニル-L-リジン(BocLys)、N-σ-アリルオキシカルボニル-L-リジン(AlocLys)、N-σ
-アセチル-L-リジン(AcLys)、N-σ-ベンジルオキシカルボニル-L-リジン(ZLys)、N-σ-シ
クロペンチルオキシカルボニル-L-リジン(CycLys)、N-σ-D-プロリル-L-リジン、N-σ-ニ
コチノイル-L-リジン(NicLys)、N-σ-N-Me-アントラニロイル-L-リジン(NmaLys)、N-σ-
ビオチニル-L-リジン、N-σ-9-フルオレニルメトキシカルボニル-L-リジン、N-σ-メチル
-L-リジン、N-σ-ジメチル-L-リジン、N-σ-トリメチル-L-リジン、N-σ-イソプロピル-L
-リジン、N-σ-ダンシル-L-リジン、N-σ-o,p-ジニトロフェニル-L-リジン、N-σ-p-トル
エンスルホニル-L-リジン、N-σ-DL-2-アミノ-2カルボキシエチル-L-リジン、N-σ-フェ
ニルピルバミド-L-リジン、N-σ-ピルバミド-L-リジンである、請求項89～92のいずれか
一項記載の方法。
【請求項９４】
　第一の部分を第二の部分と結合させる反応が、[3+2]環状付加若しくはアジド-アルキン
環状付加反応、シュタウディンガーライゲーション、ヘック反応、薗頭反応、鈴木反応、
スティルカップリング、檜山/デンマーク反応、オレフィンメタセシス、ディールス-アル
ダー反応、又はヒドラジン、ヒドラジド、アルコキシアミン、若しくはヒドロキシルアミ
ンとのカルボニル縮合である、請求項89～93のいずれか一項記載の方法。
【請求項９５】
　請求項89～94のいずれか一項記載の方法であって:
(i)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-6抗体又はその
誘導体をコードするポリヌクレオチドを有するベクターを含む宿主細胞を提供すること;
(ii)少なくとも1つの非天然アミノ酸の組込みによって修飾されている抗IL-23抗体又はそ
の誘導体(抗IL-23/IL-12抗体又はその誘導体を含む)をコードするポリヌクレオチドを有
するベクターを含む宿主細胞を提供すること;
(iii)該宿主細胞が、修飾された抗IL-6抗体又はその誘導体、及び修飾された抗IL-23抗体
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又はその誘導体を発現するような条件下で、該宿主細胞を成長させること、
(iv)該抗IL-6抗体又はその誘導体、及び該抗IL-23抗体又はその誘導体を単離すること;
(v)該抗IL-6抗体又はその誘導体が、各部分の非天然アミノ酸間の連結によって該抗IL-23
抗体又はその誘導体と結合されるように、該抗IL-6抗体又はその誘導体を該抗IL-23抗体
又はその誘導体と反応させること
を含む、前記方法。
【請求項９６】
　請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトに含めるのに好適
な親抗体を選択する方法であって:
(i)IL-6又はIL-23に特異的なB細胞を選択する工程;
(ii)該B細胞の個別の試料を(例えば、96細胞ウェルプレートのウェルに)分注する工程;
(iii)該B細胞を培養する工程;
(iv)抗体を含む上清を、各々の分注試料から個別に回収する工程;
(v)各々の分注試料由来の上清を(例えば、ELISAを用いて)IL-6又はIL-23結合についてア
ッセイする工程;
(vi)該各々の分注試料由来の上清をIL-6又はIL-23活性の阻害についてアッセイする工程;
(vii)高レベルのIL-6若しくはIL-23活性の阻害及び/又は強いIL-6若しくはIL-23結合を示
したウェルから抗体を選択する工程;並びに
(viii)任意に、IL-23分注試料由来の上清をIL-12活性の阻害についてアッセイする工程;
並びに
(ix)高レベルのIL-12活性及び/又は強いIL-12結合をさらに示すIL-23抗体を親抗体として
選択する工程
を含む、前記方法。
【請求項９７】
　治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンスト
ラクト又は請求項65～82のいずれか一項記載の抗体。
【請求項９８】
　TH17媒介性疾患を治療する方法であって、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する工程を含む、前記方法。
【請求項９９】
　TH17によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一項記
載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１００】
　前記TH17によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項1～64のいず
れか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０１】
　TH22媒介性疾患を治療する方法であって、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二
重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する工程を含む、前記方法。
【請求項１０２】
　TH22細胞によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項1～64のいずれか一
項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１０３】
　前記TH22細胞によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項1～64の
いずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０４】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患を治療する方法であって、請求項1～
64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの治療有効量を患者に投与する
ことを含む、前記方法。
【請求項１０５】
　前記TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求



(142) JP 2013-545438 A 2013.12.26

項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１０６】
　前記TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための
、請求項1～64のいずれか一項記載の二価の二重特異性コンストラクトの使用。
【請求項１０７】
　TH17媒介性疾患を治療する方法であって、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの治療
有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１０８】
　TH17媒介性疾患の治療で使用するための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１０９】
　TH17媒介性疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗
IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ
の使用。
【請求項１１０】
　TH22媒介性疾患を治療する方法であって、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの治療
有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１１１】
　TH22媒介性疾患の治療で使用するための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗
体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１１２】
　TH22媒介性疾患の治療用の薬剤の製造のための、請求項65～69のいずれか一項記載の抗
IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ
の使用。
【請求項１１３】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療方法であって、請求項65～69
のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は抗IL-
23/抗IL-12抗体の組合せの治療有効量を患者に投与することを含む、前記方法。
【請求項１１４】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療で使用するための、請求項65
～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-23又は
抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せ。
【請求項１１５】
　TH17細胞とTH1細胞の両方によって媒介される疾患の治療用の薬剤の製造のための、請
求項65～69のいずれか一項記載の抗IL-6抗体と請求項70～81のいずれか一項記載の抗IL-2
3又は抗IL-23/抗IL-12抗体の組合せの使用。
【請求項１１６】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項107、110、又は113のいずれか一項記載
の方法。
【請求項１１７】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項108、111、又は114のいずれか一項記載
の組合せ。
【請求項１１８】
　前記抗体が抗IL-23/抗IL-12抗体である、請求項109、112、又は115のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１１９】
　前記TH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、又はTH17及びTH1媒介性疾患が、炎症性疾患及
び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天疱瘡、臓器移植
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拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリテマトーデス、
及び糖尿病からなる群から選択される、請求項98、101、104、107、110、113、又は116の
いずれか一項記載の方法。
【請求項１２０】
　炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天
疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリ
テマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、
又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療で使用するための、請求項99、102、又は105のいずれ
か一項記載の二価の二重特異性コンストラクト。
【請求項１２１】
　炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節炎、尋常性天
疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候群(IBS)、エリ
テマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH22媒介性疾患、
又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療で使用するための、請求項108、111、114、又は117の
いずれか一項記載の組合せ。
【請求項１２２】
　前記薬剤が、炎症性疾患及び自己免疫疾患、例えば、多発性硬化症、乾癬、乾癬性関節
炎、尋常性天疱瘡、臓器移植拒絶反応、クローン病、炎症性腸疾患(IBD)、過敏性腸症候
群(IBS)、エリテマトーデス、及び糖尿病からなる群から選択されるTH17媒介性疾患、TH2
2媒介性疾患、又はTH17及びTH1媒介性疾患の治療用のものである、請求項100、103、106
、109、112、115、又は118のいずれか一項記載の使用。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８１】
(図面の簡単な説明)
【図１】図1は、B細胞選択を示す。1枚のB細胞の96ウェルプレートの各ウェルを、B9細胞
株増殖アッセイによるIL-6中和とELISAによるIL-6結合の両方についてアッセイした。比
較のために、各アッセイの結果を並べている。
【図２】図2は、V領域レスキューからscFv作製までの実験プロセスの概略を示す。
【図３】図3A及びBは、選択された抗IL6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒト及び霊長類IL-6中
和活性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELIS
Aにより定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したような、50pg/mlのヒ
トIL-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中和について試験した。図3C及びDは、選択された抗I
L6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒト及び霊長類IL-6中和活性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを
哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELISAにより定量した。それらを、B9細胞増
殖アッセイを用いて、示したように、50pg/mlのヒトIL-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中
和について試験した。図3Eは、選択された抗IL6ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒトIL-6中和活
性を示す:ウサギ/ヒトキメラmAbを哺乳動物細胞で発現させた。該mAbを上清中でELISAに
より定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したように、50pg/mlのヒトI
L-6又は100pg/mlの霊長類IL-6の中和について試験した。
【図４】図4は、B細胞選択を示す。1枚のB細胞の96ウェルプレートの各ウェルをIL-23中
和及びIL-23結合についてアッセイした。比較のために、各ウェルについての2つのアッセ
イの結果を並べている。
【図５】図5A～5Iは、選択された抗IL-23ウサギ/ヒトキメラ抗体のヒトIL-23中和活性を
示す。候補mAbを取得し、ヘテロ二量体組換えIL-23(eBio IL23)の中和について試験した
。
【図６】図6A及び6Bは、霊長類及びヒトIL-23の中和活性を示す。いくつかのmAbのトラン
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スフェクション上清を、ヘテロ二量体ヒトIL-23(パネルB)又は霊長類IL-23(パネルA)のど
ちらかの中和について、マウス脾細胞アッセイを用いて比較した。比活性の比較を可能に
するために、Igレベルをトランスフェクション上清中で測定した。
【図７】図7Aは、IL-12及びIL-23の構造を示す。図7Bは、IL-12及びIL-23受容体、並びに
それらの会合メカニズムを示す。
【図８】図8Aは、いくつかのmAbのトランスフェクション上清を、ヒトIL-12の中和につい
て、NK92細胞株アッセイを用いて比較したことを示す。図8Bは、選択されたmAbによるヒ
トIL-23の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性
であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクシ
ョンで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBios
ciences)の中和について試験した。図8Cは、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示す
。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293一
過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算出
するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和につい
て試験した。図8Dは、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示す。B細胞クローン由来
の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェク
ションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG濃
度を定量した。該mAbを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和について試験した。図8E
は、選択されたmAbによるヒトIL-23の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュー
トランスフェクションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ
、該一過性トランスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該m
Abを1200pg/mlのIL-23(eBiosciences)の中和について試験した。図8F～8Gは、選択された
mAbによるヒトIL-12の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェク
ションで陽性であるmAbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トラ
ンスフェクションで、EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1000pg/ml
のヒトIL-12の中和について試験した。図8H及び8Iは、選択されたmAbによる霊長類IL-23
の中和を示す。B細胞クローン由来の一次レスキュートランスフェクションで陽性であるm
AbをHEK293一過性トランスフェクションで発現させ、該一過性トランスフェクションで、
EC50値を算出するために、IgG濃度を定量した。該mAbを1000pg/mlの霊長類IL-23の中和に
ついて試験した。
【図９】図9Aは、ウサギscFvを哺乳動物細胞で発現させたことを示す。該scFvを上清中で
SDS PAGEにより定量した。それらを、B9細胞増殖アッセイを用いて、示したような200pg/
mlのヒトIL-6の中和について試験した。図9Bは、9C8ヒト化を示す。高親和性かつ高効力
のキメラmAbである9C8を、VH及びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変
えることによってヒト化し、ウサギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。様
々なヒトフレームワーク配列を9C8のヒト化について比較した。該ヒト化mAbをHEK293細胞
の一過性トランスフェクションによって発現させた。トランスフェクション上清を、50pg
/mlのヒトIL-6を中和する能力について、B9細胞増殖アッセイを用いて試験した。図9Cは
、ヒト化抗IL-6 mAbを示す。高親和性かつ高効力のキメラmAbである9C8及び18D4を、VH及
びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変えることによってヒト化し、ウ
サギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。該ヒト化mAbをHEK293細胞の一過
性トランスフェクションによって発現させた。トランスフェクション上清中のIgGを定量
し、それらを、50pg/mlのヒトIL-6を中和する能力について、B9細胞増殖アッセイを用い
て試験した。図9Dは、ヒト化抗IL-6 mAb及びscFvを示す。高親和性かつ高効力のキメラmA
bである9C8を、VH及びVLのフレームワーク領域をヒトフレームワーク配列に変えることに
よってヒト化し、ウサギフレームワーク配列への復帰突然変異を制限した。2つのヒト化9
C8 scFvをウサギscFvから作製し、2つの異なるVHCDR1配列を比較した。該ウサギscFvをヒ
ト化しないで直接発現させ、該ヒト化mAb、及びscFvをHEK293細胞の一過性トランスフェ
クションによって発現させた。トランスフェクション上清を、50pg/mlのヒトIL-6を中和
する能力について、B9細胞増殖アッセイを用いて試験した。
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【図１０】図10は、scFvフォーマットでのヒトV-領域フレームワーク上へのCDR移植のた
めのPCR戦略を示す。VL、軽鎖V-領域;L、リーダー(シグナルペプチド);FR、フレームワー
ク領域;CDR、相補性決定領域;矢印は、個々のプライマー及びPCR増幅におけるその方向性
を示す;CDR特異的プライマーは、鎖及びCDR番号で表されており、HはVHであり、LはVLで
ある;プライマーの方向性は、F(フォワード)及びR(リバース)でも表されている;VL-FR4と
VH-FR1の間の曲線は、scFv構築のために付加される20aa(G4S)4リンカーを表す。
【図１１】図11A及び11Bは、ヒト化scFv 13A8によるIL-6中和を示す。ヒト化13A8抗IL-6 
scFvを哺乳動物細胞で発現させた。該scFvをNi親和性によって上清から精製した。ヒトIL
-6(B)又は霊長類IL-6(A)の中和についての試験を、B9細胞増殖アッセイを用いて実施した
。図11Cは、抗IL-6ヒト化scFvによるIL-6中和を示す:ヒト化9C8 scFv v3-1(多工程法から
得たもの)及び28D2 scFvを哺乳動物細胞で発現させ、Niクロマトグラフィーで精製し、IL
-6誘導性B9細胞増殖の阻害について比較した。
【図１２】図12は、抗IL-23 31A12 scFvがIL-23を中和することを示す。31A12 mAbをヒト
化scFvに変換し、親mAbとともに哺乳動物トランスフェクションで発現させた。両方を、6
00pg/mlのeBiosciences製のヒトIl-23の中和について、IL-17の誘導用のマウス脾細胞ア
ッセイを用いて試験した。
【図１３】図13は、ヒト化抗IL-23 45G5 scFvがヒトIL-23を中和することを示す:ヒト化4
5G5 scFvをキメラmAb 31A12及び22H8と比較した。全てのmAbを哺乳動物細胞で発現させ、
精製し、1.2ng/mlのeBiosciences製のヒトIL-23の阻害について、IL-17誘導用のマウス脾
細胞アッセイを用いて試験した。
【図１４】図14A～14Dは、2つのMet残基を除去するように改変されたヒト化13A8 scFv哺
乳動物発現コンストラクトの試験を示す。様々な二重突然変異体コンストラクト、及び親
scFv(MM)をHEK細胞で発現させ、50pg/mlのヒトIL-6の阻害について、インビトロのB9バイ
オアッセイを用いて試験した。図14Eは、HEK293細胞で一過性に発現された、両方のMetが
置換されているヒト化31A12 scFv(H34Lバージョンのみを示す)、及びMetを含む親scFvの
試験を示す。上清を、600pg/mlのeBiosciences製のIL-23の生物学的活性の阻害について
、マウス脾細胞アッセイで試験した。図14F及び14Gは、H82 MetがL又はVのどちらかと置
換され、両方ともH34Lと組み合わされ、親45G5キメラmAb及びMetを含まない31A12 scFv(3
1A12-LL)と比較された、ヒト化45G5 scFvの試験を示す。全てをHEK293細胞で一過性に発
現させた。scFv及びmAbを精製し、1200pg/mlのeBiosciences製のIL-23の生物学的活性の
阻害について、マウス脾細胞アッセイで試験した。図14Hは、ヒト化抗IL-23 scFvがヒトI
L-23を中和することを示す。野生型抗IL-23 scFv 22H8及び45G5を、示したような、H34の
MetがV又はLのどちらかと置換された22H8 scFvと比較した。
【図１５】図15は、N又はC末端に、又はGly/Serリンカー中にAhaを有する大腸菌28D2 scF
vによるIL-6の中和を示す:N又はC末端に、又はGly/Serリンカー中に単一のMetコドンを有
する28D2コンストラクトを、大腸菌発酵で発現させ、MetをAhaに置換した。これらの精製
scFvを、50pg/mlのヒトIL-6の中和について試験した。
【図１６】図16Aは、20K線状PEGビスアルキンを用いた13A8cAhaのPEG化を示す。20K PEG
ビスアルキンを用いた13A8cAha PEG化反応のSDS PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)
。レーン1:13A8cAhaのみ;レーン2:(-)対照-銅なし;レーン3:200mLの小規模反応混合物;レ
ーン4:600mLの反応-遠心分離済み-試料上清。走査型レーザーデンシトメトリーは、PEG化
13A8cAHAの70％収率(レーン4)を示した。図16Bは、20K線状PEGビスアルキンを用いた31A1
2cAhaのPEG化を示す。20K PEGビスアルキンを用いた31A12cAha PEG化のSDS PAGE(還元性
、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー;レーン3:(-)対照-銅なし、レーン
4:小規模反応;レーン5:400mLの反応-遠心分離済み-試料上清。走査型レーザーデンシトメ
トリーは、PEG化31A12cAhaの59％収率(レーン5)を示した。図16Cは、40K線状PEGビスアル
キンを用いた13A8cAhaのPEG化を示す。13A8c-40KPEGの調製のSDS-PAGE(還元性、4～20％
トリス-グリシン)。走査型レーザーデンシトメトリーは、51％収率を示した。図16Dは、2
0K線状PEGビス-アルキンを用いた13A8L AhaのPEG化を示す。SDS-PAGE(還元性、4～20％ト
リス-グリシン)。走査型レーザーデンシトメトリーは、60％収率を示した。図16Eは、20K
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線状PEGビスアルキンを用いた45G5cAhaのPEG化を示す。SDS PAGE(還元性、4～20％トリス
-グリシン)。レーン1:(-)対照-銅なし;レーン2:小規模反応;レーン3:小規模反応、トリア
ゾール配位子なし;レーン4:160mLの反応-遠心分離済み-試料上清;レーン6:分子量マーカ
ー。走査型レーザーデンシトメトリーは、PEG化45G5cの59％収率を示した。
【図１７】図17Aは、28D2c-PEGを用いたIL-6中和を示す。異なる条件下で再フォールディ
ングさせた2つの28D2c-30KPEGの試料をIL-6中和についてアッセイした。図17B及びCは、P
EG-scFvの安定性を示す:31A12-PEGは、69℃のTmを有する。13A8-PEGは、66℃のTmを有す
る。これは、示したような溶液中でのこれらの分子の安定性に反映される。各々のscFv-P
EGをPBS(又は示されている場合、Tween)中でインキュベートし、親scFv(哺乳動物発現か
ら得たもの)と比べた効力についてアッセイする。13日間又は20日間の保存温度が示され
ている;3XFTは、3サイクルの凍結及び解凍を示す。
【図１８】図18Aは、13A8c-PEG-31A12c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE(還元性、4
～20％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー、レーン2:13A8-PEGのみ、レーン3:(-
)対照-銅なし、レーン4:1000mLの反応。図18Bは、13A8n-PEG-45G5c二重特異性体の調製を
示す:SDS-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:大規模反応1、レーン3:大規
模反応2。図18Cは、13A8c-PEG-22H8c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE還元性、4～20
％トリス-グリシン)。レーン1:分子量マーカー、レーン2:13A8c-PEGのみ、レーン3:(-)対
照-銅なし、レーン4:1150mLの反応。図18Dは、13A8c-40KPEG-31A12cAHAの調製を示す。SD
S-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)。レーン1:MWマーカー、レーン2:13A8c-40KPEG
、レーン3:反応混合物の直接試料、レーン4:最終処理混合物の試料、6uLの投入量、レー
ン5:最終処理混合物の試料、12uLの投入量。レーン6:銅なしでの反応、レーン7:31A12cAH
Aのみ。収率(2つの投入物の平均)＝56％、生成物対一価物の比率は4.5:1。図18Eは、13A8
L-PEG-31A12c二重特異性体の調製を示す。SDS-PAGE(還元性、4～20％トリス-グリシン)。
レーン1　二重特異性体を形成させるための31A12-20KPEG＋13A8LAhaの反応。反応収率は3
7％であることが分かった。
【図１９】図19Aは、IL-6及びIL-23の中和に対する31A12c-PEG-13A8cの機能的活性を示す
。scFvのみと比較した二重特異性体対IL 6及びIL23の生体活性。A:二重特異性体の13A8 s
cFv部分の抗IL-6活性。19B:二重特異性体の31A12c scFv部分の抗IL-23活性も測定した。E
C50を力価測定により算出した。
【図２０】図20Aは、皮下投与された28D2c scFvのラットPKを示す。ラットを1mg/kgの抗I
L-6 scFv 28D2cで皮下処置した。示された時間で採血し、ラットの血漿中の28D2の存在を
、抗IL-6中和アッセイを用いて測定した。図20Bは、皮下投与された31A12c-PEG-13A8c二
重特異性体のラットPKを示す:ラットを1mg/kgの31A12c-PEG-13A8c二重特異性体で皮下処
置した。示された時間で採血し、ラットの血漿中の二重特異性体の存在を、抗IL-6中和ア
ッセイを用いて測定した。比較のために、図20Aからの28D2 scFvのPKデータがここに含ま
れている。
【図２１】図21は、13A8n-PEG-31A12c二重特異性体の生体活性を示す。該二重特異性体に
よる50pg/mlのIL-6の中和をB9バイオアッセイで測定した。比較のために、哺乳動物13A8 
scFvタンパク質が含まれている。
【図２２】図22は、IL-6及びIL-23に対する13A8n-PEG-45G5の機能的活性を示す。二重特
異性体対IL 6及びIL23の生体活性が示されている。13A8n-PEG-45G5二重特異性体による50
pg/mlのヒトIL-6(22A)及び1200pg/ml(22B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6
についてはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測
定した。EC50値を曲線から算出した。
【図２３】図23は、IL-6及びIL-23に対する13A8c-PEG-22H8cの活性を示す。IL-6及びIL-2
3に対する13A8c-PEG-22H8cの生体活性が示されている。13A8c-PEG-22H8二重特異性体によ
る50pg/mlのヒトIL-6(A)及び1200pg/ml(B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6
についてはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測
定した。EC50値を曲線から算出した。
【図２４】図24は、IL-6及びIL-23に対する13A8c-40KPEG-31A12cの活性を示す。IL-6及び



(147) JP 2013-545438 A 2013.12.26

IL-23に対する13A8c-40kPEG31A12cの生体活性が示されている。該二重特異性体による50p
g/mlのヒトIL-6(A)及び1200pg/ml(B)のeBiosciences製のヒトIL-23の中和を、IL-6につい
てはB9細胞株バイオアッセイ、IL-23についてはマウス脾細胞アッセイを用いて測定した
。EC50値を曲線から算出した。
【図２５】図25Aは、ラットにおける皮下投与後の13A8c-40KPEG-31A12c二重特異性体、13
A8c-20KPEG-31A12c二重特異性体、13A8c-PEG、及び裸のscFv(28D2)の血清レベル(B9アッ
セイで測定した場合)を示す。図25Bは、ラットにおける皮下投与後の13A8c-40KPEG-31A12
c二重特異性体、13A8c-20KPEG-31A12c二重特異性体、13A8c-PEG、及び裸のscFv(28D2)の
血清レベルの薬物動態解析の結果を示す。
【図２６】図26Aは、TH17/22細胞のインビトロ分極を示す。TH17細胞及びTH22細胞を含む
、様々なヒトT細胞サブセットを、インビボ系とインビトロ系の両方で発生させることが
できる。図26Bは、インビトロでのヒトTh17の発達を示す:ヒトPBMCを、示したように、単
独又はLPS及びTGFbの存在下のどちらかで、抗CD3/28で7日間インビトロで刺激した。その
後、それらを、示したように、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17及びRORCについて
染色した。図26Cは、TH17細胞及びTH22細胞を培養PBMCから発生させることができること
を示す。TH17は混合リンパ球反応物中に見られ、一方、TH17及びTH22は、抗CD3で刺激し
たPBMCで見られる。PBMCを抗CD3/28＋IL-1b＋LPS又は同種異系PBMC＋ペプチドグリカンで
5日間刺激し、その後、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、細胞内のIL-17及びIL-22につい
て染色した。
【図２７】図27は、選択されたscFvを用いたインビトロでのTh17及びTh22発生の阻害を示
す。ヒトPBMCを、示されたscFvの存在下、抗CD3＋抗CD28及びLPS＋IL-1＋TGFb中で5日間
培養した。5日後、該細胞をPMA＋イオノマイシンで再刺激し、CD4、IL-17、及びIL-22産
生細胞の％をフローサイトメトリーで決定した。
【図２８】図28は、混合リンパ球反応を示す。単独で使用されたか、又は組み合わせて使
用された抗IL-6 scFv及び抗IL-23 scFvのTH17分化に対する阻害効果が示されている。示
された抗IL-6 scFv及び抗IL-23 scFvを、同種異系PBMCによる刺激の間、PBMC培養物に添
加した。5日後、該細胞を洗浄し、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17について染色
した。
【図２９】図29は、二重特異性抗IL-6/IL-23抗体のTH17分化に対する有益な阻害効果を示
す。抗IL-6及び抗IL-23 mAb(13A8及び31A12)、並びに31A12c-20KPEG-13A8c二重特異性体
を単独で又は組み合わせて試験した。該mAb又は該二重特異性体を、同種異系PBMCによる
刺激の間、PBMC培養物に添加した。添加された結合ドメインのモル濃度が示されている。
5日後、該細胞を洗浄し、PMA＋イオノマイシンで再刺激し、IL-17について染色した。
【図３０】図30は、TH17/22細胞のインビボ分極を示す。TH17細胞及びTH22細胞を含む、
様々なヒトT細胞サブセットを、インビボ系とインビトロ系の両方で発生させることがで
きる。
【図３１】図31Aは、IL-6に対するアンタゴニストとIL-23に対するアンタゴニストの組合
せによるヒト化scid/huマウスの処置を示す。ヒト免疫細胞を移植するのに成功したNSGマ
ウスに、ヒト同種異系皮膚を移植し、100mgの13A8c-PEG抗IL-6及び31A12c-PEG抗IL-23(sc
Fv-PEG)を2日おきに投与した。皮膚移植の30日後、脾臓を摘出し、単一細胞懸濁液をPMA/
イオノマイシンで刺激し、細胞内サイトカインについてアッセイした。CD3+/CD4+細胞を
、IL-17及びIL-22産生について、フローサイトメトリーで解析した。図31Bは、IL-6に対
するアンタゴニストとIL-23に対するアンタゴニストの組合せで処置したヒト化scid/huマ
ウスの脾臓由来のCD3+/CD4+細胞における細胞内サイトカイン発現を示す。先の図に記載
したように、皮膚同種移植片を有する処置NSGマウス及び未処置NSGマウス由来の脾細胞、
CD3+/CD4+細胞を、細胞内IL-17及びIL-22について、フローサイトメトリーで解析した。
データは、抗IL-6及び抗IL-23で処置した動物におけるIL-17及びIL-22陽性CD4+ T細胞の
全集団の顕著な低下を示している。該データは、TH17細胞又はTH22細胞の示されたサブセ
ットに従って、処置マウス又は未処置マウスの平均及びSEMとしてプロットされている。
【図３２】図32は、Sci/hu同種移植モデルでのTh17及びTh22分化の阻害に対する13A8cPEG
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-31A12c二重特異性体の効果を示す:ヒト免疫系が樹立された成獣scidマウスに同種異系ヒ
ト皮膚を移植した。EOD処置の4週間後、示したように、脾細胞をインビトロで活性化し、
サイトカインを、各々のヒトCD4 T細胞において、多重パラメータフローサイトメトリー
により測定した。各々の点は、個々の処置マウス又は対照マウスを示し、各々のマウスは
、(示された各々のサイトカインについて)3回示されている。単一特異的scFv抗IL23は31A
12cPEGであり;二重特異性scFv抗IL6 IL23は13A8c-20KPEG-31A12cである。未処置マウスに
はプラセボを投与した。13A8c-20KPEG-31A12cは、IL-17(図32A、*p＜0.05)及びIL-22(図3
2B、p＜0.05)産生CD4+ヒトT細胞の阻害によって測定したとき、Th17細胞の分化を有意に
低下させた。他の全てのパネルは、一般的な白血球マーカーを測定したものであり、13A8
c-20KPEG-31A12cが、TH17/22細胞以外の白血球に対して一般に免疫抑制性であるわけでは
ないことを示している。
【図３３】図33は、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-23二重特異性体(B)で処置したマウ
スと比べたプラセボ処置マウス(A)の表皮の切片の組織学的解析を示し、この解析におい
て、13A8c-20kPEG-31A12c抗IL-6/抗IL-23二重特異性体は、乾癬の組織学的特徴、特に、
表皮厚を有意に低下させる。
【図３４】図34は、scid/hu同種移植モデルを用いた6回の実験が遂行されたことを示し、
処置期間中、内容を知らされなかった(blinded)病理学者によって判定された臨床スコア
が図34Aにまとめられている(臨床スコア)。組織学的切片の解析は、乾癬の最も意味のあ
るマトリクスの非常に定量的な測定を可能にし、特に、客観的尺度である表皮厚が図34B
に示されている(定量的表皮厚)。二重特異性scFvは、乾癬の臨床スコア及び表皮厚の低下
に対する極めて有意かつ強力な効果を有する。
【図３５】図35Aは、耳の過形成マウスモデルの読出しを示す:マウスに、0、1、2、及び3
日目に、20μLの容量の右耳へのrhIL-23の皮内注射(1μg)を投与した。対照として、対側
耳にPBSを注射した。耳の厚さを4日目に測定した。1つ目のパネルは、PBSを注射した耳と
比較したIL-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物についての
、PBSを注射した耳と比較したIL-23を注射した耳の厚さの増加を示す。図35Bは、マウス
を、-1日目及び2日目に、ビヒクル又は13A8c-20KPEG-31A12c(100ug i.p.)で処置したとき
の耳の過形成モデルの結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物又は13A8c
-20KPEG-31A12cで処置した動物の両方におけるPBSを注射した耳と比較したIL-23を注射し
た耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物について、IL-23を注射した耳をPB
Sを注射した耳と比較したときの耳の厚さの増加を示す。図35Cは、マウスを、-1日目にの
み、ビヒクル又は13A8c-20KPEG-31A12c又は13A8c-40KPEG-31A12c(100ug i.p.)で処置した
ときの耳の過形成モデルの結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物、13A
8c-20KPEG-31A12cで処置した動物、又は13A8c-40KPEG-31A12cで処置した動物の両方にお
けるPBSを注射した耳と比較したIL-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは
、各々の動物について、IL-23を注射した耳をPBSを注射した耳と比較したときの耳の厚さ
の増加を示す。図35Dは、マウスを、-1日目及び2日目に、ビヒクル又は13A8c-40KPEG-31A
12c(100ug i.p.)又はウステキヌマブ(288ug i.p.)で処置したときの耳の過形成モデルの
結果を示す。1つ目のパネルは、ビヒクルで処置した動物、13A8c-40KPEG-31A12cで処置し
た動物、又はウステキヌマブで処置した動物の両方におけるPBSを注射した耳と比較したI
L-23を注射した耳の耳の厚さを示す。2つ目のパネルは、各々の動物について、IL-23を注
射した耳をPBSを注射した耳と比較したときの耳の厚さの増加を示す。
【図３６】図36Aは、ELISAプレートにコーティングされたIL-12に対する抗IL-23キメラ抗
体の結合を示す。抗IL-6抗体(13A8)は、陰性対照として含まれている。1つ目のパネルで
は、ヒトIL-12が、プレートにコーティングされている。22H8が強い結合を示すのに対し
、31A12及び49B7は、より弱いけれども、依然として陽性の結合を示す。2つ目のパネルで
は、サルIL-12(マカク)が、プレートにコーティングされている。この場合、49B7、31A12
、及び22H8は全て、マカクIL-12に対する強い結合を示す。3つ目のパネルでは、プレート
が、ヒトIL-12 p40サブユニットでコーティングされている。22H8は強い結合を示し、49B
7及び31A12は、p40サブユニットに対するより弱い結合を示す。図36Bは、NK92細胞バイオ
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アッセイにおけるマカクIL-12誘導性インターフェロンγ分泌の中和を示す。31A12と22H8
は両方とも、マカクIL-12の強い阻害を示す。図36Cは、NK92細胞バイオアッセイにおける
ヒトIL-12誘導性インターフェロンγ分泌の中和を示す。この場合、マカクIL-12とは対照
的に、ヒトIL-12は、31A12によっても49B7によっても中和されない。22H8は、マカクIL-1
2とヒトIL-12の両方を中和する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２０】
(Fab、Fab'、F(ab)')
　本発明のある実施態様では、抗IL-6抗体又は変異体抗IL-6抗体のFab、Fab'、F(ab)'断
片が提供される。
　本発明のある実施態様では、抗IL-23抗体又は変異体抗IL-23抗体のFab、Fab'、F(ab)'
断片が提供される。
　本発明のある実施態様では、抗IL-23/IL-12抗体又は変異体抗IL-23/IL-12抗体のFab、F
ab'、F(ab)'断片が提供される。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１３５】
　ある実施態様では、突然変異した抗IL-23/IL-12抗体は、突然変異前の抗IL-23/IL-12抗
体と比べて変化していない少なくとも1つの相補性決定領域(CDR)を有する。変化していな
いCDRは、CDR1、CDR2、CDR3、CDR4、CDR5、又はCDR6であることができる。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１４２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１４２】
(非天然アミノ酸を組み込むための修飾)
　本発明は、抗IL-6、抗IL-23、及び抗IL-23/IL-12抗体、又はそれらの誘導体への非天然
アミノ酸残基の組込みを提供して、抗IL-6抗体又はその誘導体の、抗IL-23又は抗IL-23/I
L-12抗体、又はそれらの誘導体への付着点を提供する。当業者は、例えば、アジドホモア
ラニン(Aha)を含む、いくつかの潜在的に好適な非天然アミノ酸を認識している。さらな
る非天然アミノ酸としては、アジドノルロイシン、3-(1-ナフチル)アラニン、3-(2-ナフ
チル)アラニン、p-エチニル-フェニルアラニン、p-プロパルギル-オキシ-フェニルアラニ
ン、m-エチニル-フェニルアラニン、6-エチニル-トリプトファン、5-エチニル-トリプト
ファン、(R)-2-アミノ-3-(4-エチニル-1H-ピロル-3-イル)プロパン酸(propanic acid)、p
-ブロモフェニルアラニン、p-ヨードフェニルアラニン(idiophenylalanine)、p-アジドフ
ェニルアラニン、3-(6-クロロインドリル)アラニン、3-(6-ブロモインドリル(bromoindoy
l))アラニン、3-(5-ブロモインドリル)アラニン、ホモアリルグリシン、ホモプロパルギ
ルグリシン、及びp-クロロフェニルアラニンが挙げられる。好ましい実施態様では、非天
然アミノ酸はAhaである。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５０
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１５０】
　1つのタイプの誘導体化された二価の二重特異性コンストラクトは、標識された二価の
二重特異性コンストラクトである。本発明の二価の二重特異性コンストラクトを誘導体化
し得る有用な検出剤としては、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロ
ーダミン、5-ジメチルアミン-1-ナフタレンスルホニル(napthalenesulfonyl)クロライド
、フィコエリスリン、ランタニド燐光体などを含む、蛍光化合物が挙げられる。二価の二
重特異性コンストラクトは、検出に有用である酵素、例えば、西洋ワサビペルオキシダー
ゼ、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコースオキ
シダーゼなどで標識することもできる。二価の二重特異性コンストラクトが検出可能な酵
素で標識されている場合、それは、該酵素が用いるさらなる試薬を添加して、識別され得
る反応生成物を産生することによって検出される。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２４５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２４５】
　IL-6依存的マウスB細胞ハイブリドーマ細胞株(B9細胞株;Aardenらの文献(1987))を用い
るバイオアッセイを用いて、IL-6阻害を評価することができる(図3)。中和活性について
試験するべき試料を、96ウェル組織培養プレート中で、100μlのアッセイ培地(L-グルタ
ミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM 2-メルカプトエタノー
ルを含むRPMI 1640)に希釈するべきである。これに続いて、50μlのIL-6(カタログ# CYT-
274 Prospec-Tany Technogene)含有アッセイ培地を添加し、室温で30分間インキュベート
する。その後、B9細胞をフラスコから回収し、180×gで7分間遠心分離し、ペレットをIL-
6不含培養培地(L-グルタミン、10％FBS、非必須アミノ酸、ピルビン酸ナトリウム、50μM
 2-メルカプトエタノールを含むRPMI 1640)に再懸濁する。細胞を3回遠心分離及び再懸濁
して、IL-6を除去するべきである。トリパンブルー排除によって生存率を決定した後、細
胞を1×105細胞/mlに調整するべきである。5×103細胞に相当する、50μlの容量のB9細胞
を、IL-6不含培地を含む適切な対照ウェルとともに、各ウェルに添加するべきである。
【手続補正８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２６０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２６０】
　「免疫グロブリン」は四量体分子である。天然に存在する免疫グロブリンにおいて、各
四量体は、2つの同一のポリペプチド鎖対から構成されており、各々の対は、1つの「軽」
鎖(約25kDa)及び1つの「重」鎖(約50～70kDa)を有する。各鎖のアミノ末端部分は、主に
抗原認識に関与する約100～110個又はそれより多くのアミノ酸の可変領域を含む。各鎖の
カルボキシ末端部分は、主にエフェクター機能に関与する定常領域を規定する。ヒト軽鎖
は、κ軽鎖及びλ軽鎖と分類される。重鎖は、又はEと分類され、抗体のアイソタイプを
、それぞれ、IgM、IgD、IgG、IgA、及びIgEと規定する。軽鎖及び重鎖内で、可変領域及
び定常領域は、約12個又はそれより多くのアミノ酸の「J」領域によって接続され、重鎖
は、約10個又はそれより多くのアミノ酸の「D」領域も含む。一般には、基礎免疫学(Fund
amental Immunology)第7章(Paul, W.編, 第2版 Raven Press, N. Y.(1989))(全ての目的
のためにその全体が引用により組み込まれる)を参照されたい。各軽鎖/重鎖対の可変領域
は、無傷の免疫グロブリンが2つの結合部位を有するように抗体結合部位を形成する。
【手続補正９】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２８４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２８４】
　本明細書で使用されるように、20種の従来のアミノ酸及びそれらの略語は、従来の用法
に従う。引用により本明細書中に組み込まれる、免疫学-合成(Immunology-A Synthesis)(
第2版, E. S. Golub及びD. R. Gren編, Sinauer Associates, Sunderland, Mass.(1991))
を参照されたい。20種の従来のアミノ酸の位置異性体(例えば、D-アミノ酸)、非天然アミ
ノ酸、例えば、α-,α-ジ置換アミノ酸、N-アルキルアミノ酸、乳酸、及び他の非従来的
なアミノ酸も、本発明のポリペプチドの好適な構成要素であることができる。非従来的な
アミノ酸の例としては:4-ヒドロキシプロリン、-カルボキシグルタメート、s-N、N、N-ト
リメチルリジン、s-N-アセチルリジン、O-ホスホセリン、N-アセチルセリン、N-ホルミル
メチオニン、3-メチルヒスチジン、5-ヒドロキシリジン、s-N-メチルアルギニン、及び他
の同様のアミノ酸及びイミノ酸(例えば、4-ヒドロキシプロリン)が挙げられる。本明細書
で使用されるポリペプチド表記法では、標準的な用法及び慣習に従って、左手方向がアミ
ノ末端方向であり、右手方向がカルボキシ末端方向である。
【手続補正１０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３０３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３０３】
　標識の例としては、以下のものが挙げられるが、これらに限定されない:放射性同位体
又は放射性核種(例えば、3H、14C、15N、35S、90Y、99Tc、111In、125I、131I)、蛍光標
識(例えば、FITC、ローダミン、ランタニド燐光体)、酵素標識(例えば、西洋ワサビペル
オキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ)、化学
発光マーカー、ビオチニル基、二次レポーターによって認識される所定のポリペプチドエ
ピトープ(例えば、ロイシンジッパー対の配列、二次抗体の結合部位、金属結合ドメイン
、エピトープタグ)、磁性物質、例えば、ガドリニウムキレート、毒素、例えば、百日咳
毒素、タキソール、サイトカラシンB、グラミシジンD、臭化エチジウム、エメチン、マイ
トマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、
ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン
、ミトラマイシン、アクチノマイシンD、1-デヒドロテストステロン、グルココルチコイ
ド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、及びピューロマイシン
、及びそれらの類似体又は相同体。いくつかの実施態様では、標識を様々な長さのスペー
サーアームによって付着させ、潜在的な立体障害を低下させる。
【手続補正１１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３１３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３１３】
(実施例2　抗体親和性の決定)
　平衡解離定数は、SensiQ Pioneer(ICx Nomadics, Stillwater, OK)、及びアミンカップ
リングに適したカルボキシル化COOH1センサー(同上)を用いて、表面プラズモン共鳴によ
って決定した。プロテインG(6510-10, Biovision, Mountain View, CA)を、アミンカップ
リング試薬(Sigma Aldrich(N-ヒドロキシスクシンイミド(NHS, 56480)、N-(3-ジメチルア
ミノプロピル)-N'-エチルカルボジイミド塩酸塩(EDC, E7750)、エタノールアミン(398136
), St. Louis, MO)を用いるか、又はBiacoreアミンカップリングキット(BR-1000-50, GE 
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Healthcare, Waukesha, WI)を用いて、COOH1センサーにカップリングさせた。
【手続補正１２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３２２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３２２】
　簡潔に述べると、EL4-B5細胞を、1×107細胞/mlの密度で、50μg/mlマイトマイシン-c(
カタログ# M0503, Sigma-Aldrich)を含むRPMIに40分間懸濁し、完全培地中で6回洗浄した
。
【手続補正１３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４０】
(28D2)
配列番号16のアミノ酸配列及び配列番号17のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号18のアミノ酸配列及び配列番号19のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【手続補正１４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４２】
(18D4)
配列番号26のアミノ酸配列及び配列番号27のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号28のアミノ酸配列及び配列番号29のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【手続補正１５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４４】
(8C8)
配列番号36のアミノ酸配列及び配列番号37のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号38のアミノ酸配列及び配列番号39のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【手続補正１６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４６】
(9H4)
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配列番号46のアミノ酸配列及び配列番号47のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号48のアミノ酸配列及び配列番号49のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【手続補正１７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３４８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３４８】
(9C8)
配列番号56のアミノ酸配列及び配列番号57のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号58のアミノ酸配列及び配列番号59のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)
【手続補正１８】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３７５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３７５】
(49B7)
配列番号96のアミノ酸配列及び配列番号97のヌクレオチド配列として同定された可変領域
重鎖(Vh)。
配列番号98のアミノ酸配列及び配列番号99のヌクレオチド配列として同定された可変領域
軽鎖(Vl)。
【手続補正１９】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３７７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３７７】
(16C6)
配列番号106のアミノ酸配列及び配列番号107のヌクレオチド配列として同定された可変領
域重鎖(Vh)。
配列番号108のアミノ酸配列及び配列番号109のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)
【手続補正２０】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０３７９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３７９】
(34E11)
配列番号116のアミノ酸配列及び配列番号117のヌクレオチド配列として同定された可変領
域重鎖(Vh)。
配列番号118のアミノ酸配列及び配列番号119のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)
【手続補正２１】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】０３８１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０３８１】
(35H4)
配列番号126のアミノ酸配列及び配列番号127のヌクレオチド配列として同定された可変領
域重鎖(Vh)。
配列番号128のアミノ酸配列及び配列番号129のヌクレオチド配列として同定された可変領
域軽鎖(Vl)。
【手続補正２２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０４００
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０４００】
(5.1　IL-12バイオアッセイ)
　抗体を、IL-12応答性細胞株NK-92(CRL-2407, ATCC, Manassas, Virginia, USA)を用い
て、IL-12中和能力についてアッセイした。B細胞クローニングプレートからの50μlの培
養上清、又は抗体トランスフェクションからの50μlの上清を96ウェル組織培養プレート
に移した。50μlのヒトIL-12(カタログ# Cyt-362, Prospec-Tany Technogene, Rehovot, 
Israel)を各ウェルに4ng/mlで添加した。プレートを室温で30～60分間インキュベートし
、その後、5×104個のNK-92細胞を100μl中で各ウェルに添加した。培養物を37℃で3日間
インキュベートし、上清をヒトインターフェロン-γ産生についてアッセイした。アッセ
イ培地は、RPMI 1640、10％FBS、NEAA、ピルピン酸塩、50μM 2-メルカプトエタノール、
ゲンタマイシン、及び10ng/mlヒトIL-2(カタログ# Z00368, GeneScript社, Piscataway, 
NJ, USA)である。
【手続補正２３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2013545438000001.app
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