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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規のヒトタウ特異的抗体ならびにその断片、誘導体および異型体ならびにそれ
らに関連する方法の提供。
【解決手段】天然抗タウ特異的ヒトモノクローナル抗体の単離のために健康なヒト対象の
タウ特異的免疫反応を活用する方法。特に、神経変性タウオパチーの徴候を示さない健康
なヒト対象のプールから単離したモノクローナルタウ特異的抗体。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の分野
　本発明は全般的に、病理的リン酸化タウおよび凝集型のタウを含むタウタンパク質を認
識する新規のタウ特異的結合分子、特に、ヒト抗体ならびにその断片、誘導体および異型
体に関連する。さらに、本発明は、血漿および脳脊髄液（ＣＳＦ）中でタウおよび有毒性
タウ種を同定するための診断用ツールとして、ならびに、アルツハイマー病（ＡＤ）、筋
委縮性側索硬化症／パーキンソン認知症複合（ＡＬＳ－ＰＤＣ）、嗜銀性グレイン型認知
症（ＡＧＤ）、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大脳皮質基底核変性症（
ＣＢＤ）、クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、ボクシング認知症、石灰化を伴うび
まん性神経原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパーキ
ンソン症を伴う前頭側頭型認知症（ＦＴＤＰ－１７）、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン
・ストロイスラー・シャインカー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系
統委縮症、筋強直性ジストロフィー、Ｃ型ニーマン・ピック病（ＮＰ－Ｃ）、神経原線維
変化を伴う非グアム島人型運動ニューロン病、ピック病（ＰｉＤ）、脳炎後パーキンソン
症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症、進行性皮質下グリオーシス、進行性核上性
麻痺（ＰＳＰ）、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化型認知症、多発梗塞性認知症およ
び虚血性脳卒中などの神経変性タウオパチーの治療のための受動的ワクチン投与戦略にお
いても、両方で有用な、そのような結合分子、抗体およびそれらの模倣物を含む医薬組成
物および診断用組成物に関連する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の背景
　タンパク質の蓄積、修飾および凝集は多数の神経変性疾患の病理的態様である。高リン
酸化タウコンフォーマーを含む、病理的修飾型タウおよび凝集型タウはタウオパチーの不
変の顕著な特徴であり、疾患の重症度と相関する。
【０００３】
　タウは、主要な機能が微小管を安定させることである、中枢神経系で発現する微小管結
合タンパク質である。主に成体期のヒトの脳で発現するタウには６つの主要なアイソフォ
ームが存在するが、それらはオルタナティブスプライシングによって、１つの遺伝子から
得られる。病理的条件下で、タウタンパク質は高リン酸化され、その結果、チューブリン
と結合しなくなり、微小管が不安定化し、病原性神経原線維濃縮体にタウが凝集および蓄
積することになる。タウに関連する障害は神経変性タウオパチーと集合的に称されるが、
それらは、数ある中でもアルツハイマー病（ＡＤ）、進行性核上性麻痺、ピック病、皮質
基底核変性症、ＦＴＤＰ－１７を含むタンパク質ミスフォールディング性障害グループの
一部である。タウ遺伝子の４０よりも多い突然変異が遺伝性前頭側頭型認知症と関連があ
ることが報告されており、このことは、タウ遺伝子の突然変異が神経変性を引き起こすの
に充分であることを示している（非特許文献１）。遺伝子導入マウスと培養細胞での研究
により、ＡＤにおいて、βアミロイドがタウの上流に位置する病理的カスケードによって
タウ病理が引き起こされる可能性があることが示されている（非特許文献２）。しかしな
がら、他の発見は、両方のカスケードが互いに独立して機能する二重経路モデルを指し示
す（非特許文献３）。ＡＤにおけるβアミロイドを標的とする免疫療法が励みになるよう
な結果を動物モデルでもたらしており、臨床試験での明るい見込みを示している。さらに
最近の少数の対象の生検データは、進行したＡＤを有する患者でのβアミロイド斑の除去
は認知衰退を停止させるのに充分ではあり得ないことを示唆し、ＡＤに対するその他の治
療戦略の必要性を強調している　（非特許文献４；非特許文献５）。形質導入動物モデル
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でのβアミロイドベースの免疫療法の成功にならい、能動的免疫療法の構想がタウタンパ
ク質にまで広がった。しかしながら、タウタンパク質を用いる野生型マウスの能動的ワク
チン投与は、神経障害を伴う神経原線維濃縮体の形成、軸索の損傷および単核性の浸潤物
を中枢神経系において誘導することが明らかになった（非特許文献６）。遺伝子導入マウ
ス系列でのリン酸化タウペプチドによる能動的ワクチン投与を用いるその後の研究により
、脳におけるタウ凝集物の脳内レベルの低下と行動障害の進行の遅滞が明らかになった（
非特許文献７；非特許文献８）。これらの発見は、タウを標的とする能動的免疫療法に関
係する潜在的な利益を強調するが、途方もない危険性をも強調する。有効で安全な治療法
を用いて病理的タウタンパク質を処理する新規の治療戦略が緊急に必要とされる。
　進化的に最適化され、ヒトの免疫系によって親和性成熟を経た、健康なヒト対象に由来
するヒト抗体を用いる受動免疫によって、極めて有効であり、安全である可能性が高い、
見込みのある新しい治療手段が提供されるであろう。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｃａｉｒｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ．　Ｊ．　Ｐａｔｈｏｌ．　（２
００７）　１７１，　２２７－４０
【非特許文献２】Ｇｏｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　（２００１）　２９３
，　１４９１－１４９５
【非特許文献３】ｖａｎ　ｄｅ　Ｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔ
ｈｏｌ．　（２００６）　１１１，　１２６－１３８
【非特許文献４】Ｈｏｌｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌａｎｃｅｔ　（２００８）　３７２
，　２１６－２２３
【非特許文献５】Ｂｏｃｈｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．　
（２０１０）　１２０，　１３－２０
【非特許文献６】Ｒｏｓｅｎｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｒｃｈ　Ｎｅｕｒｏｌ．　（
２００６）　６３，　１４５９－１４６７
【非特許文献７】Ｓｉｇｕｒｄｓｓｏｎ，　Ｊ．　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ．　Ｄｉｓ．　
（２００８）　１５，　１５７－１６８
【非特許文献８】Ｂｏｉｍｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｘｐ．　Ｎｅｕｒｏｌ．　（２０１
０）　２２４，　４７２－４８５
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、天然抗タウ特異的ヒトモノクローナル抗体の単離のために健康なヒト対象の
タウ特異的免疫反応を活用する。特に、本発明に従って行われた実験は、神経変性タウオ
パチーの徴候を示さない健康なヒト対象のプールからモノクローナルタウ特異的抗体を単
離することに成功した。
【０００６】
　したがって、本発明は、タウを特異的に認識することが可能であるヒト抗体、抗原結合
断片および類似の抗原結合分子に向けられたものである。「タウを特異的に認識する」と
いう表現によって、「タウ特異的抗体」および「抗タウ抗体」は天然型タウまたは凝集型
タウアイソフォームまたは病理的修飾型タウアイソフォームに対する抗体を具体的に、全
般的に、そして、集合的に意味する。全長型形態、病理的リン酸化形態および凝集型形態
に選択的なヒト抗体が本明細書において提供される。
【０００７】
　本発明の特定の実施形態において、前記ヒト抗体またはその抗原結合断片は、図１に示
されるようなＶＨ可変領域および／またはＶＬ可変領域を特徴とする抗体の免疫学的結合
特性を示す。
【０００８】
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　前記抗体の抗原結合断片は単鎖Ｆｖ断片、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ）断片およびＦ
（ａｂ’）２断片、または他の任意の抗原結合断片であり得る。特定の実施形態において
、以後、前記抗体またはその断片はヒトＩｇＧアイソタイプ抗体である。あるいは、前記
抗体はヒト－マウスキメラ抗体またはマウス化抗体であり、後者は動物での診断方法およ
び診断的研究に特に有用である。
【０００９】
　また、本発明は、本発明の抗体もしくはその活性断片、またはアゴニストおよび同じ性
質の分子、または代わりにそのアンタゴニストを含む組成物に関連し、そして、タウオパ
チーの予防、診断または治療にそのような組成物を使用する、有効量の前記組成物がそれ
を必要とする患者に投与される免疫療法的方法および免疫診断的方法に関連する。
【００１０】
　当然、本発明は、それぞれ、以下に限定するように、明確でユニークな特徴を有する抗
体を産生する不死化ヒトメモリーＢリンパ球およびＢ細胞にまで範囲が広がる。
【００１１】
　本発明はまた、本発明の抗体の免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領域をコードするポ
リヌクレオチドに関連する。１つの実施形態において、前記可変領域は、図１に示される
ようなＶＨ可変領域および／またはＶＬ可変領域の少なくとも１つの相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）を含む。
【００１２】
　したがって、本発明はまた、前記ポリヌクレオチドを含むベクターおよびそれを用いて
形質転換された宿主細胞ならびにタウに特異的な抗体および同等の結合分子の生産のため
のそれらの使用を包含する。抗体およびその模倣物の組換え技術による産生の手段と方法
、ならびに、抗体であってもなくてもよい、競合的結合分子のスクリーニング方法は当技
術分野において公知である。しかしながら、本明細書に記載されるように、特にヒトでの
治療用途に関連して、ヒト抗体でなければ、キメラ抗体およびヒト化抗体にさえ観察され
る、そのような抗体に対して向けられる免疫反応が無いという意味で、本発明の抗体はヒ
ト抗体である。
【００１３】
　また、試料中のタウを同定するために使用され得る組成物および方法が本明細書におい
て開示される。例えば、ＥＬＩＳＡベースの測定法または表面順応測定法（ｓｕｒｆａｃ
ｅ　ａｄａｐｔｅｄ　ａｓｓａｙ）を用いることにより、試料中のタウの存在についてヒ
トの血液、脳脊髄液（ＣＳＦ）および尿をスクリーニングするために、開示された抗タウ
抗体を使用することができる。本明細書において開示される方法および組成物は、アルツ
ハイマー病などの神経変性タウオパチーでの診断の役に立ち、そして、疾患の進行および
治療の有効性をモニターするために使用され得る。
【００１４】
　それ故に、アルツハイマー病、筋委縮性側索硬化症／パーキンソン症－認知症複合体、
嗜銀性グレイン型認知症、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大脳皮質基底
核変性症、クロイツフェルト・ヤコブ病、ボクシング認知症、石灰化を伴うびまん性神経
原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパーキンソン症を
伴う前頭側頭型認知症、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカ
ー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系統委縮症、筋強直性ジストロフ
ィー、Ｃ型ニーマン・ピック病、神経原線維変化を伴う非グアム島人型運動ニューロン病
、ピック病、脳炎後パーキンソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症、進行性皮
質下グリオーシス、進行性核上性麻痺、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化型認知症、
多発梗塞性認知症および虚血性脳卒中などの神経変性タウオパチーの治療、診断または予
防のための方法を提供することは、本発明に特有の目的である。前記方法は、前記対象に
有効濃度の、タウを標的とする抗体であるヒト抗体または抗体誘導体を投与することを含
む。
【００１５】
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　本発明のさらなる実施形態は、以下の説明と実施例から明らかになるであろう。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　ヒトモノクローナル抗タウ抗体またはそのタウ結合断片。
（項目２）
　項目１に記載の抗体であって、
　（ｉ）組換えヒトタウに結合可能である；
　（ｉｉ）病理的修飾型タウに結合可能である；
　（ｉｉｉ）脳内の神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）、糸屑状構造物および／またはジストロ
フィー性神経突起におけるプレタングルステージ（ｐｒｅ－ｔａｎｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）
の病理的凝集型タウに結合する；
　（ｉｖ）脳内で生理型タウに実質的に結合しない；
　（ｖ）配列番号１～６によって表されるタウアイソフォームＢ～Ｆまたは胎児型タウの
いずれか１つに特異的に結合する；
　（ｖｉ）タウＣ末端に特異的に結合する；
　（ｖｉｉ）タウＮ末端に特異的に結合する；
　（ｖｉｉｉ）生理的微小管結合タウではマスクされている微小管結合ドメインに局在す
るタウエピトープに特異的に結合する；
　（ｉｘ）脳内の神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）、糸屑状構造物および／またはジストロフ
ィー性神経突起におけるプレタングルステージ（ｐｒｅ－ｔａｎｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）の
病理的凝集型タウに特異的に結合する；
　（ｘ）配列番号７のアミノ酸配列を含むタウエピトープに特異的に結合する；
　（ｘｉ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むタウエピトープに特異的に結合する；
　（ｘｉｉ）配列番号７および４１のアミノ酸配列を含むタウエピトープに特異的に結合
する；または
　（ｘｉｉｉ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むタウエピトープに特異的に結合する
前記抗体。
（項目３）
　（ａ）配列番号２３、２９および３５からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む重
鎖ＣＤＲ１、配列番号２４、３０および３６からなる群より選択されるアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ２、ならびに配列番号２５、３１および３７からなる群より選択されるアミ
ノ酸配列を含む重鎖ＣＤＲ３；
　（ｂ）配列番号２６、３２および３８からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む軽
鎖ＣＤＲ１、配列番号２７、３３および３９からなる群より選択されるアミノ酸配列を含
む軽鎖ＣＤＲ２、ならびに配列番号２８、３４および４０からなる群より選択されるアミ
ノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３；
　（ｃ）配列番号９、１３、１７および９３からなる群より選択されるアミノ酸配列を含
む重鎖可変領域；または
　（ｄ）配列番号１１、１５および１９からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域
を含む、項目１または２に記載の抗体またはそのタウ結合断片。
（項目４）
　キメラマウス－ヒト抗体またはマウス化抗体である、項目１～３のいずれか１項に記載
の抗体またはそのタウ結合断片。
（項目５）
　項目１～４のいずれか１項に記載の抗体とタウに対する特異的結合について競合する抗
体またはその抗原結合断片。
（項目６）
　単鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ）断片およびＦ（ａｂ’）２

断片からなる群より選択される、項目１～５のいずれか１項に記載の抗体またはそのタウ
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結合断片。
（項目７）
　項目１～６のいずれか１項に記載の抗体またはそのタウ結合断片をコードするポリヌク
レオチド。
（項目８）
　項目７に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
（項目９）
　項目７に記載のポリヌクレオチドまたは項目８に記載のベクターを含む宿主細胞。
（項目１０）
　抗タウ抗体またはそのタウ結合断片を調製するための方法であって、
　（ａ）項目９に記載の細胞を培養すること；および
　（ｂ）前記培養物から前記抗体またはそのタウ結合断片を単離すること
を含む前記方法。
（項目１１）
　項目７に記載のポリヌクレオチドによってコードされる、または項目１０に記載の方法
によって獲得可能である抗タウ抗体またはそのタウ結合断片。
（項目１２）
　（ａ）酵素、放射性同位元素、フルオロフォアおよび重金属からなる群より選択される
標識で検出可能であるように標識される；または
　（ｂ）薬品に結合される
項目１～６または１１のいずれか１項に記載の抗体またはそのタウ結合断片。
（項目１３）
　項目１～６、１１または１２のいずれか１項に記載の抗体またはそのタウ結合断片、項
目７に記載のポリヌクレオチド、項目８に記載のベクターまたは項目９に記載の宿主細胞
を含む組成物であって、
　（ｉ）薬剤的に許容可能な担体をさらに含む医薬組成物；または
　（ｉｉ）免疫ベースもしくは核酸ベースの診断方法で従来使用される１つ以上の試薬を
さらに含む診断用組成物
である前記組成物。
（項目１４）
　神経変性タウオパチーの治療に有用な追加的な薬剤をさらに含む、項目１３に記載の組
成物。
（項目１５）
　神経変性タウオパチーがアルツハイマー病、筋委縮性側索硬化症／パーキンソン症－認
知症複合体、嗜銀性グレイン型認知症、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、
大脳皮質基底核変性症、クロイツフェルト・ヤコブ病、ボクシング認知症、石灰化を伴う
びまん性神経原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパー
キンソン症を伴う前頭側頭型認知症、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン・ストロイスラー
・シャインカー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系統委縮症、筋強直
性ジストロフィー、Ｃ型ニーマン・ピック病、神経原線維変化を伴う非グアム島人型運動
ニューロン病、ピック病、脳炎後パーキンソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管
症、進行性皮質下グリオーシス、進行性核上性麻痺、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変
化型認知症、多発梗塞性認知症および虚血性脳卒中からなる群より選択されるものであっ
て、
　（ｉ）対象における前記神経変性タウオパチーの予防処置もしくは治療処置、または
　（ｉｉ）対象における前記神経変性タウオパチーの進行もしくは対象における神経変性
タウオパチーの治療に対する反応のモニタリング
に使用される項目１～６、１１または１２のいずれか１項に記載の抗タウ抗体またはその
タウ結合断片、項目７に記載のポリヌクレオチド、項目８に記載のベクターまたは項目９
に記載の宿主細胞。
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（項目１６）
　対象において神経性タウオパチーの進行を診断またはモニターする方法であって、　
　（ａ）項目１～６、１１または１２のいずれか１項に記載の少なくとも１つの抗体を用
いて、診断される前記対象に由来する試料中の病理的修飾型タウまたは凝集型タウのレベ
ルを評価すること；および
　（ｂ）修飾型タウまたは凝集型タウのレベルを、１つ以上の対照対象における病理的修
飾型タウまたは凝集型タウのレベルを示す参照標準と比較すること
を含み、
病理的修飾型タウまたは凝集型タウのレベルと参照標準の間の差異または類似性が、前記
対象が神経変性タウオパチーを持っていることを示し、前記神経変性タウオパチーがアル
ツハイマー病、筋委縮性側索硬化症／パーキンソン症－認知症複合体、嗜銀性グレイン型
認知症、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大脳皮質基底核変性症、クロイ
ツフェルト・ヤコブ病、ボクシング認知症、石灰化を伴うびまん性神経原線維変化、ダウ
ン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパーキンソン症を伴う前頭側頭型認
知症、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病、ハレルフォ
ルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系統委縮症、筋強直性ジストロフィー、Ｃ型ニーマ
ン・ピック病、神経原線維変化を伴う非グアム島人型運動ニューロン病、ピック病、脳炎
後パーキンソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症、進行性皮質下グリオーシス
、進行性核上性麻痺、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化型認知症、多発梗塞性認知症
および虚血性脳卒中からなる群より選択される前記方法。
（項目１７）
　ヒトまたは動物の身体でのタウのインビボ検出、または治療薬剤もしくは診断薬剤のタ
ウへのターゲティングに使用するための項目１～６、１１または１２のいずれか１項に記
載の抗体またはそのタウ結合断片であって、前記インビボ検出が陽電子放出トモグラフィ
ー（ＰＥＴ）、単一光子放出トモグラフィー（ＳＰＥＣＴ）、近赤外（ＮＩＲ）光学イメ
ージングまたは磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）を含む、前記抗体またはそのタウ結合断
片。
（項目１８）
　項目１～６、１１または１２のいずれか１項に記載の抗体によって特異的に認識される
タウのエピトープを有するペプチドであって、配列番号９、４１、４２およびそれらの組
合せからなる群より選択されるアミノ酸配列を含む前記ペプチド。
（項目１９）
　対象において神経変性タウオパチーを診断するための方法であって、前記対象の生物試
料中に項目１８に記載のペプチドに結合する抗体の存在を検出することを含む前記方法。
（項目２０）
　神経変性タウオパチーの診断に有用なキットであって、項目１～６、１１または１２の
いずれか１項に記載の抗体もしくはそのタウ結合断片、項目７に記載のポリヌクレオチド
、項目８に記載のベクターまたは項目９に記載の宿主細胞または項目１８に記載のペプチ
ドを試薬または取扱説明書と共に含む前記キット。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】ヒト抗体ＮＩ－１０５－４Ｅ４（Ａ）、ＮＩ－１０５－２４Ｂ２（Ｂ）およびＮ
Ｉ－１０５．４Ａ３（Ｃ）の可変領域、すなわち、重鎖およびラムダ軽鎖のアミノ酸配列
およびヌクレオチド配列。フレームワーク（ＦＲ）および相補性決定領域（ＣＤＲ）が、
下線が引かれたＣＤＲと共に示されている。クローニング戦略のため、重鎖のＮ末端のア
ミノ酸配列および軽鎖は、ＦＲ１にプライマーにより引き起こされた変異を潜在的に含む
可能性があるが、しかしながら、それらは前記抗体の生物活性に実質的に影響を与えない
。ヒトコンセンサス抗体を提供するために、オリジナルのクローンのヌクレオチド配列お
よびアミノ酸配列を、データベース内のヒト生殖系列の可変領域配列と整列させ、そして
それに従って調整した。例えば、ＭＲＣタンパク質工学センター（ケンブリッジ、英国）
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が主催するＶｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｖｂａｓｅ．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕ
ｋ／）を参照のこと。ＰＣＲプライマーのためコンセンサス生殖系列配列から潜在的に逸
脱しているとみなされ、したがって、アミノ酸配列内で置換されたアミノ酸は太字で示さ
れている。
【図２】ＥＬＩＳＡプレートは、１μｇ／ｍＬの濃度の組換えヒトタウ（ｈＴａｕ４０ア
イソフォーム）を用いてコーティングされ、そして、提示された濃度のＮＩ－１０５．４
Ｅ４抗体と共にインキュベートされた。組換えヒト由来抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４は、２
ｎＭのＥＣ５０という高い親和性で組換えタウに結合する。
【図３】ＰＨＦＴａｕおよび組換えｈＴａｕ４０をグラジエントＳＤＳ－ＰＡＧＥによっ
て分離し、次にウェスタンブロットで分析した。ブロットを一次抗体であるＮＩ－１０５
．４Ｅ４（ヒト）またはマウスモノクローナルＴａｕ１２抗体とインキュベートし、次に
ＨＲＰ複合体化二次抗体とインキュベートした。組換えヒトタウ抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ
４は、ウェスタンブロット分析で組換えｈＴａｕ４０ならびにＡＤの脳から抽出した病理
的修飾型タウアイソフォーム（ＰＨＦＴａｕ）に結合する。
【図４Ａ】ＮＩ－１０５．４Ｅ４結合エピトープのｈＴａｕ４０上でのマッピング。Ｐｅ
ｐＳｐｏｔ（ＪＰＴ）テクノロジー：検出抗体のみ（Ｂ）と比較すると、二群の隣接する
ペプチドスポット（ペプチド８３、８４および８５；ペプチド９６および９７）がＮＩ１
０５．４Ｅ４によって特異的に同定された（ＡおよびＡ’）。ＨＲＰ複合体化ヤギ抗ヒト
ＩｇＧ検出抗体のみでは、１つのスポット（ペプチド５０）上に強いシグナルがもたらさ
れるが、ペプチド８３、８４、８５、９６および９７は検出されない。
【図４Ａ－１】同上。
【図４Ｂ】同上。
【図４Ｃ】アラニンスキャニング：（Ｃ）スポット番号３５～５０および番号５１～６８
はオリジナルのペプチド（スポット番号３５および番号５１）とそれらの置換異型体（番
号３６～５０および番号５２～６８）を含む。
【図４Ｄ】（ＤおよびＥ）オリジナルのペプチドおよび置換型ペプチドのアミノ酸配列（
番号３５～５０および番号５１～６８）。アラニンスキャンは残基Ｖ３３９、Ｅ３４２、
Ｄ３８７、Ｅ３９１およびＫ３９５がＮＩ－１０５．４Ｅ４の結合に寄与することを示唆
している。
【図４Ｅ】同上。
【図５】ヒト組換えＮＩ－１０５．４Ｅ４抗体が、ｈＴａｕ４０のアミノ酸３３３～３４
６に対応するタウペプチドに特異的に結合することの確認。
【図６】ＮＩ－１０５．４Ｅ４はＡＤの脳およびヒトＴａｕＰ３０１Ｌを発現するマウス
において神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）、ジストロフィー性神経突起および糸屑状構造物に
結合する。ＮＩ１０５－４Ｅ４染色はＡＤの脳においてＮＦＴおよび糸屑状構造物を同定
し（Ａ）、健康な対照対象の脳においてはタウへの有意な結合を示さない（Ｂ）。Ｔａｕ
Ｐ３０１Ｌ遺伝子導入マウスでは（Ｅ～Ｉ）、ＮＩ－１０５．４Ｅ４はＮＦＴ（Ｅ、Ｆお
よびＨ）、糸屑状構造物（ＥおよびＧ）およびジストロフィー性神経突起（ＥおよびＨ）
に似た病理的なタウに強く結合する。さらに、ＮＩ－１０５．４Ｅ４はまた、プレタング
ルステージ（ｐｒｅ－ｔａｎｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）のタウ凝集体を同定する（Ｉ）。ＮＩ
－１０５．４Ｅ４は、スウェーデン型および北極型突然変異を有するヒトＡＰＰならびに
ＴａｕＰ３０１Ｌを発現する遺伝子導入マウスでＮＦＴ、ジストロフィー性神経突起およ
び糸屑状構造物に結合する。矢印は、ＮＩ－１０５．４Ｅ４によって認識されるジストロ
フィー性神経突起が取り囲むβアミロイド斑を示す（Ｊ）。二次抗体だけではヒトＡＤ（
Ｃ）および健常対照（Ｄ）の両方でシグナルが得られない。
【図７】ＥＬＩＳＡプレートは、３μｇ／ｍＬの濃度の組換えヒトタウ（ｈＴａｕ４０）
を用いてコーティングされ、そして、提示された濃度のＮＩ－１０５．２４Ｂ２抗体と共
にインキュベートされた。組換えヒト由来抗体ＮＩ－１０５．２４Ｂ２は、６ｎＭのＥＣ

５０という高い親和性でｈＴａｕ４０に結合する。
【図８】ＰＨＦＴａｕおよび組換えｈＴａｕ４０をグラジエントＳＤＳ－ＰＡＧＥによっ
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て分離し、次にウェスタンブロットで分析した。ブロットを一次抗体であるＮＩ－１０５
．２４Ｂ２（ヒト）と一晩インキュベートし、次にＨＲＰ複合体化抗ヒトＩｇＧとインキ
ュベートした。組換えヒトタウ抗体ＮＩ－１０５．２４Ｂ２は、ウェスタンブロット分析
で組換えｈＴａｕ４０ならびにＡＤの脳から抽出した病理的修飾型タウアイソフォーム（
ＰＨＦＴａｕ）に結合する。
【図９】組織アミロイド斑免疫反応性（ＴＡＰＩＲ）アッセイ。老齢の対象から単離され
た血清をＡＤの脳の組織学的切片に添加した。比較として、市販されているＡＴ１００抗
リン酸化タウ抗体を用いる免疫組織学的染色を実行した。単離された血清にさらされると
、神経原線維濃縮体が、ＡＴ１００抗リン酸化タウ抗体を用いる対照染色で染色される。
このことは、試験した血清中に神経原線維濃縮体に反応する抗体種が存在することを示し
ている。
【図１０】組換えヒト抗体ＮＩ－１０５．４Ａ３はＥＬＩＳＡによってヒトタウに特異的
に結合する。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）に対して結合は観察されない。
【図１１】ＮＩ－１０５．４Ｅ４エピトープおよびＮＩ－１０５．４Ａ３エピトープおよ
び一般的に使用される市販されているマウスモノクローナルタウ抗体のエピトープが示さ
れる。ヒト抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４は、２つの直鎖状ポリペプチドを含むユニークなエ
ピトープを標的とし、そのうちの１つは、生理的微小管結合タウではマスクされているタ
ウの微小管結合ドメイン（Ｒ４）に局在する。Ｔａｕ－１２（Ｃｏｖａｎｃｅ社、カリフ
ォルニア州、米国）、ＨＴ７、ＡＴ８、ＡＴ１８０（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ社、米国）、ＰＨＦ１　（Ｌｅｗｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９３　（
２００１），　１４８７－１４９１）。
【図１２】ＥＬＩＳＡプレートは、組換えヒトタウ（ｈＴａｕ４０、１μｇ／ｍＬ）、Ｐ
ＨＦＴａｕ（１：１００）および対照調製物（１：１００）を用いてコーティングされ、
そして、提示された濃度のＮＩ－１０５．４Ａ３と共にインキュベートされた。４Ａ３は
、１．４ｎＭのＥＣ５０でｒＴａｕ４０に結合し、１．２ｎＭのＥＣ５０でＰＨＦＴａｕ
に結合する。
【図１３】ＮＩ－１０５．４Ａ３結合エピトープのｈＴａｕ４０上でのマッピング。（Ａ
）使用された４つの重複ｈＴａｕ４０ドメインの模式図による表示（ドメインＩ（アミノ
酸１～１５８）、ドメインＩＩ（アミノ酸１３６～２５８）、ドメインＩＩＩ（アミノ酸
２３５～３７３）、およびドメインＩＶ（アミノ酸３５５～４４１））。（Ｂ）ＮＩ－１
０５．４Ａ３はタウドメインＩと全長型ｈＴａｕ４０ポリペプチドにだけ結合する。（Ｃ
）ウェスタンブロットによりＮＩ－１０５．４Ａ３のタウドメインＩへの特異的な結合が
確認される。
【図１４】ＰｅｐＳｐｏｔ（ＪＰＴ）テクノロジーを用いるＮＩ－１０５．４Ａ３エピト
ープのマッピング（Ａ）およびアラニンスキャニング（ＢおよびＣ）。
【図１５】ｃｈ４Ｅ４と異型体の組換えタウへの結合（ＥＬＩＳＡ）。
【図１６】３０ｍｇ／ｋｇの４Ｅ４ヒト抗タウ抗体または４Ａ３ヒト抗タウ抗体の腹腔内
投与後のマウス血漿におけるヒトＩｇＧのレベル。
【図１７】３０ｍｇ／ｋｇの４Ｅ４ヒト抗タウ抗体または４Ａ３ヒト抗タウ抗体の腹腔内
投与後のマウスの脳ホモジネートにおけるヒトＩｇＧのレベル。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明の詳細な説明
　Ｉ．定義
　神経変性タウオパチーは、ニューロンおよび／またはグリア細胞において主に病理的に
高リン酸化されたタウより構成される異常な線維の細胞内凝集体からなる共通した病理的
傷害を共有する多様な集団の神経変性障害である。タウオパチーの臨床的特色は不均一で
あり、認知症および／または運動性症候群を特徴とする。線維性タウ封入体の累進的な蓄
積は、例えば、アルツハイマー病におけるβアミロイドのような他の沈着物と組み合わさ
って、または、家族型前頭側頭型認知症および１７番染色体連鎖パーキンソン症（ＦＴＤ
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Ｐ－１７）に関係するタウ遺伝子内の突然変異によって示されるような唯一の病原性実体
として、ニューロンとグリア細胞の変性の原因となる可能性がある。それらの臨床症状が
不均一であるため、アルツハイマー病、筋委縮性側索硬化症／パーキンソン症－認知症複
合体、嗜銀性グレイン型認知症、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大脳皮
質基底核変性症、クロイツフェルト・ヤコブ病、ボクシング認知症、石灰化を伴うびまん
性神経原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパーキンソ
ン症を伴う前頭側頭型認知症、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン・ストロイスラー・シャ
インカー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系統委縮症、筋強直性ジス
トロフィー、Ｃ型ニーマン・ピック病、神経原線維変化を伴う非グアム島人型運動ニュー
ロン病、ピック病、脳炎後パーキンソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症、進
行性皮質下グリオーシス、進行性核上性麻痺、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化型認
知症、多発梗塞性認知症および虚血性脳卒中を含むタウオパチー疾患の潜在的に非排他的
なリストが提供され得る。レビューとして、例えば、その表１がタウオパチーの特有のメ
ンバーをカタログ化するＬｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｎｅｕｒｏｓ
ｃｉ．　２４　（２００１），　１１２１－１１５９　、または、Ｓｅｒｇｅａｎｔ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈ．　Ｂｉｏｐｈｙ．　Ａｃｔａ　１７３９　（２００５），　
１７９－９７をその中の図２内のリストと共に参照のこと。
【００１８】
　本明細書において、用語「タウ」は、天然単量体型のタウを特異的に指すために互換的
に使用される。用語「タウ」はまた、他のコンフォーマーのタウ、例えば、タウオリゴマ
ーまたはタウ凝集体を全般的に特定するために使用される。用語「タウ」はまた、全ての
種類と形態のタウを集合的に指すために使用される。オルタナティブスプライシングによ
って、ヒトの脳の中には６つのタウアイソフォームが存在する。これらのアイソフォーム
のタンパク質配列は以下のとおりである。
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【化２】

【００１９】
　「野生型」タウアミノ酸配列は、「ｈＴａｕ４０」、「ＴａｕＦ」、「Ｔａｕ－４」ま
たは「全長型タウ」としてもさらに参照される４４１アミノ酸のＴａｕ－Ｆアイソフォー
ム（配列番号６）によって表される。タウのアミノ酸配列を文献と適切なデータベースか
ら引き出すことができる。Ｇｏｅｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　
Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８５　（１９８８），　４０５１－４０５５、　Ｇｏｅ
ｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　８（１９８９），　３９３－３９９、　Ｇ
ｏｅｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　９　（１９９０），　４２２５－４２
３０および　ＧｅｎＢａｎｋ　ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ：　ｌｏｃｕｓ
　ＴＡＵ＿ＨＵＭＡＮ，アクセッション番号Ｐ１０６３６－２（胎児型タウ）およびＰ１
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０６３６－４～－８（Ｂアイソフォーム～Ｆアイソフォーム）を参照のこと。
【００２０】
　タウタンパク質の別の顕著な特色はリン酸化であり、それは、７９か所の潜在的なセリ
ン（Ｓｅｒ）リン酸化部位とトレオニン（Ｔｈｒ）リン酸化部位のうちの約３０か所で起
こる。タウは脳の発生の間に高リン酸化される。成体期ではリン酸化の程度は減少する。
リン酸化部位のいくつかはタウの微小管結合ドメイン内に局在し、そして、タウのリン酸
化の増加が微小管の結合を負に調節することが示されている。例えば、セリン２６２およ
びセリン３９６は微小管結合モチーフ内に、または、それに隣接して位置するが、ＡＤ患
者の脳中の神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）の主要な構成成分である異常対らせん状細線維（
ＰＨＦ）のタウタンパク質では、それらは高リン酸化される。ＰＨＦは、異常なほど高リ
ン酸化されているタウタンパク質の線維状凝集体であり、そして、特異的な抗タウ抗体で
染色し、光学顕微鏡法で検出することができる。いわゆる直鎖状タウ線維について同じこ
とが当てはまる。ＰＨＦは、約８０ｎｍの周期性で互いに巻きつく２つの線維からなるね
じれたリボンを形成する。これらの病理的特色は「タウ病理」、「タウオパソロジー」ま
たは「タウ関連病理」と一般的に称される。タウオパチーの神経病理的特色のさらに詳細
な説明については、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
．　２４　（２００１），　１１２１－１１５９および　Ｇｏｅｔｚ，　Ｂｒａｉｎ．　
Ｒｅｓ．　Ｒｅｖ．　３５　（２００１），　２６６－２８６を参照のこと。その開示の
内容が参照により本明細書に組み込まれる。生理的なタウタンパク質はニューロンにおい
て微小管を安定化する。病理的なリン酸化により、タウの異常な局在と凝集が起こり、そ
れが微小管の不安定化と細胞輸送の障害を引き起こす。凝集したタウはインビトロでは神
経毒性を有する　（Ｋｈｌｉｓｔｕｎｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈ
ｅｍ．　２８１　（２００６），　１２０５－１２１４）。しかしながら、ニューロンを
死に至らしめる機序を実行する、的確な神経毒性を有する種類は不明確なままである。ア
ルツハイマー病（ＡＤ）、前頭側頭型認知症、核上性麻痺、ピック病、嗜銀性グレイン型
疾患（ＡＧＤ）、大脳皮質基底核変性症、ＦＴＤＰ－１７、パーキンソン病、ボクシング
認知症などの多くのタウオパチーでの神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）の主要な構成成分とし
てタウ凝集体を観察することができる　（Ｇｅｎｄｒｏｎ　ａｎｄ　Ｐｅｔｒｕｃｅｌｌ
ｉ，　Ｍｏｌ．　Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ．　４：１３　（２００９）に概説されてい
る）。これらの観察の他にも、タウが介在するニューロンの死が、濃縮体形成が無い状態
であっても起こり得るという証拠が明らかになっている。可溶性リン酸化タウ種は脳脊髄
液（ＣＳＦ）に存在する　（Ａｌｕｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ．　１７８２　（２００８），　５４９－５５８）。タウ凝集体は
細胞の外から内に誤って折りたたまれた状態を伝達し、そして、共培養されている細胞の
間でその状態を伝達することができる（Ｆｒｏｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．
　Ｃｈｅｍ．　２８４　（２００９），　１２８４５－１２８５２）。
【００２１】
　神経変性タウオパチーへの関与に加えて、虚血／再灌流の間および後に観察されるタウ
リン酸化の変化は、虚血性脳卒中などの神経血管性障害の神経損傷と臨床病態生理におい
てタウが果たす重要な役割を示唆する　（Ｚｈｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｃｅｌｌ
．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１０９　（２０１０），　２６－２９）。
【００２２】
　本明細書において開示されるヒト抗タウ抗体はタウおよびそのエピトープならびに様々
な立体構造のタウおよびそのエピトープに特異的に結合する。例えば、タウ、その全長の
タウ、病理的修飾型タウアイソフォームおよびタウ凝集体に特異的に結合する抗体が本明
細書において開示される。本明細書において使用される場合、タウに「特異的に結合する
」、「選択的に結合する」または「優先的に結合する」抗体への言及は、他の無関連のタ
ンパク質には結合しない抗体に当てはまる。１つの例では、本明細書において開示される
タウ抗体はタウまたはそのエピトープに結合することが可能であり、そして、他のタンパ
ク質にはバックグランドの約１．５倍を超える結合を示さない。タウコンフォーマーに「
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特異的に結合する」または「選択的に結合する」抗体は、あらゆる立体構造のタウに結合
する訳ではない、すなわち、少なくとも１つの他のタウコンフォーマーに結合しない抗体
を意味する。例えば、ＡＤ組織内の凝集型タウに優先的に結合することができる抗体が本
明細書において開示される。本発明のヒト抗タウ抗体は、タウ特異的免疫反応を示す健康
なヒト対象のプールから単離されているので、それらの抗体が前記対象によって実際に発
現されたのであって、例えば、ヒト様抗体を提供しようとするための一般的な１つの方法
を今まで代表した、ヒト免疫グロブリンを発現するファージライブラリーから単離したの
ではないということを強調するために、本発明のタウ抗体を「ヒト自己抗体」と呼ぶこと
もまた可能である。
【００２３】
　用語「単数（ａ）」または「単数（ａｎ）」の実体は１つ以上のその実態に当てはまる
ことに留意するものとする。例えば、「単数の（ａｎ）抗体」は１つ以上の抗体を表すと
理解される。したがって、用語「単数（ａ）」（または「単数（ａｎ）」）、「１つ以上
」および「少なくとも１つ」は本明細書において互換的に使用され得る。
【００２４】
　本明細書において使用される場合、用語「ポリペプチド」は単数の「ポリペプチド」な
らびに複数の「ポリペプチド」を包含することが意図されており、そして、用語「ポリペ
プチド」は（ペプチド結合としても知られる）アミド結合により直鎖状に連結したモノマ
ー（アミノ酸）から構成される分子を意味する。用語「ポリペプチド」は２個以上のアミ
ノ酸からなる任意の単数の鎖または複数の鎖を意味し、そして、特定の長さの前記産物を
意味しない。したがって、ペプチド、ジペプチド、トリペプチド、オリゴペプチド、「タ
ンパク質」、「アミノ酸鎖」または２個以上のアミノ酸からなる単数の鎖または複数の鎖
を意味するために使用される他のどのような用語も「ポリペプチド」の定義内に含まれ、
そして、これらの用語のいずれかの代わりに、または、それと互換的に用語「ポリペプチ
ド」を使用することができる。
【００２５】
　用語「ポリペプチド」はまた、グリコシル化、アセチル化、リン酸化、アミド化、公知
の保護基／ブロック基による誘導体化、タンパク質分解による切断、または非天然アミノ
酸による修飾を含むが、これらに限定されないポリペプチドの発現後修飾産物を意味する
ことが意図されている。ポリペプチドは天然の生物源から得られる、または、組換え技術
によって作製され得るが、必ずしも所定の核酸配列から翻訳される訳ではない。それは、
化学合成を含む任意の方法で生成され得る。
【００２６】
　本発明のポリペプチドは、サイズが約３以上、５以上、１０以上、２０以上、２５以上
、５０以上、７５以上、１００以上、２００以上、５００以上、１、０００以上または２
、０００以上のアミノ酸であり得る。ポリペプチドは一定の三次元構造を有する可能性が
あるが、しかし、それらは必ずしもそのような構造を有する訳ではない。一定の三次元構
造を有するポリペプチドは折りたたまれたポリペプチドと呼ばれ、そして、一定の三次元
構造を持たないどころか、非常に多数の異なる立体構造を採用することができるポリペプ
チドは折りたたまれていないポリペプチドと呼ばれる。本明細書において使用される場合
、糖タンパク質という用語は、アミノ酸残基、例えば、セリン残基またはアスパラギン残
基の酸素含有側鎖または窒素含有側鎖を介してタンパク質に結合する少なくとも１つの炭
水化物部分に結合したタンパク質を意味する。
【００２７】
　「単離された」ポリペプチドまたはその断片、異型体もしくは誘導体という表現によっ
て、その自然環境の状態ではないポリペプチドが意図される。特定の精製レベルは必要と
されない。例えば、単離されたポリペプチドはその天然または自然の環境から取り出され
得る。宿主細胞で発現する組換え技術により作製されたポリペプチドおよびタンパク質は
、任意の適切な技術により分離され、分画され、または部分的もしくは実質的に精製され
た天然ポリペプチドまたは組換えポリペプチドがそうであるように、本発明の目的のため
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に単離されたとみなされる。
【００２８】
　本発明のポリペプチドとして、前述のポリペプチドの断片、誘導体、類似体または異型
体およびそれらの任意の組合せもまた含まれる。用語「断片」、「異型体」、「誘導体」
および「類似体」には、本発明の抗体または抗体ポリペプチドに言及するとき、対応する
天然結合分子、抗体またはポリペプチドの抗原結合特性の少なくともいくらかを保持する
任意のポリペプチドが含まれる。本発明のポリペプチド断片は、本明細書の他の箇所で考
察される具体的な抗体断片に加えて、タンパク質分解断片ならびに欠失断片を含む。本発
明の抗体および抗体ポリペプチドの異型体は上述したような断片、およびまたアミノ酸置
換、欠失または挿入によりアミノ酸配列が変化したポリペプチドも含む。異型体は天然に
生じる、または、非天然的に生じることができる。非天然的に生じた異型体は当技術分野
で公知の突然変異形成技術を用いて作製され得る。異型体ポリペプチドは保存的アミノ酸
置換または非保存的アミノ酸置換、欠失または付加を含むことができる。タウ特異的結合
分子、例えば、本発明の抗体および抗体ポリペプチドの誘導体は、天然型ポリペプチドで
は見られない追加的な特色を示すように改変されたポリペプチドである。例には融合タン
パク質が含まれる。異型体ポリペプチドはまた本明細書において「ポリペプチド類似体」
とも称され得る。本明細書において使用される場合、結合分子もしくはその断片、抗体ま
たは抗体ポリペプチドの「誘導体」は、側鎖官能基の反応により化学的に誘導体化した１
つ以上の残基を有する対象ポリペプチドを意味する。「誘導体」として、１つ以上の２０
種の標準的アミノ酸の天然に生じたアミノ酸誘導体を含有するペプチドもまた含まれる。
例えば、４－ヒドロキシプロリンをプロリンの代わりに置換することができ、５－ヒドロ
キシリシンをリシンの代わりに置換することができ、３－メチルヒスチジンをヒスチジン
の代わりに置換することができ、ホモセリンをセリンの代わりに置換することができ、そ
してオルニチンをリシンの代わりに置換することができる。
【００２９】
　用語「ポリヌクレオチド」は単数の核酸ならびに複数の核酸を包含することが意図され
、そして、単離された核酸分子またはコンストラクト、例えば、メッセンジャーＲＮＡ（
ｍＲＮＡ）またはプラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）を意味する。ポリヌクレオチドは通常の
ホスフォジエステル結合または非通常型結合（例えば、ペプチド核酸（ＰＮＡ）に見られ
るようなアミド結合）を含むことができる。用語「核酸」は、ポリヌクレオチドに存在す
る任意の１つ以上の核酸断片、例えば、ＤＮＡ断片またはＲＮＡ断片を意味する。「単離
された」核酸またはポリヌクレオチドという表現によって、その天然環境から取り出され
た核酸分子、ＤＮＡまたはＲＮＡが意図される。例えば、ベクターに含まれる抗体をコー
ドする組換えポリヌクレオチドは、本発明の目的のために、単離されたとみなされる。単
離されたポリヌクレオチドのさらなる例には、異種の宿主細胞で維持される組換えポリヌ
クレオチドまたは溶液中に（部分的または実質的に）精製されたポリヌクレオチドが含ま
れる。単離されたＲＮＡ分子には、本発明のポリヌクレオチドのインビボＲＮＡ転写物ま
たはインビトロＲＮＡ転写物が含まれる。本発明に従って単離されたポリヌクレオチドま
たは核酸は、合成により作製されたそのような分子をさらに含む。さらに、ポリヌクレオ
チドまたは核酸は、プロモーター、リボソーム結合部位または転写ターミネーターなどの
調節エレメントであり得る、またはそれらのような調節エレメントを含むことができる。
【００３０】
　本明細書において使用される場合、「コード領域」は、アミノ酸に翻訳されるコドンか
らなる核酸の部分である。「停止コドン」（ＴＡＧ、ＴＧＡまたはＴＡＡ）はアミノ酸に
翻訳されないが、それはコード領域の一部とみなされ得る。しかし、例えば、プロモータ
ー、リボソーム結合部位、転写ターミネーター、イントロンなどの任意の隣接配列はコー
ド領域の一部ではない。本発明の２つ以上のコード領域が単一のポリヌクレオチドコンス
トラクト内に、例えば、単一のベクターに、または別々のポリヌクレオチドコンストラク
ト内に、例えば、別々の（異なる）ベクターに存在することができる。また、どんなベク
ターも１つのコード領域を含有することができ、または、２つ以上のコード領域を含むこ
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とができ、例えば、単一のベクターが免疫グロブリン重鎖可変領域と免疫グロブリン軽鎖
可変領域を別々にコードすることができる。さらに、本発明のベクター、ポリヌクレオチ
ドまたは核酸は、結合分子、抗体またはそれらの断片、異型体もしくは誘導体をコードす
る核酸に融合した、または、融合していない異種のコード領域をコードすることができる
。異種のコード領域は分泌シグナルペプチドまたは異種機能性ドメインなどの特別なエレ
メントまたはモチーフを含むが、これらに限定されない。
【００３１】
　ある実施形態において、前記ポリヌクレオチドまたは核酸はＤＮＡである。ＤＮＡの場
合では、ポリペプチドをコードする核酸を含むポリヌクレオチドは通常、１つ以上のコー
ド領域と機能するように結合したプロモーターおよび／または他の転写制御エレメントも
しくは翻訳制御エレメントを含むことができる。遺伝子産物、例えば、ポリペプチドのコ
ード領域が１つ以上の調節配列と、前記遺伝子産物の発現を前記調節配列の影響下または
制御下に置くような方法で結合しているときが機能的な結合である。プロモーター機能の
誘導が所望の遺伝子産物をコードするｍＲＮＡの転写という結果になる場合、および、２
つのＤＮＡ断片の間の結合の性質が前記遺伝子産物の発現を制御する発現調節配列の能力
を妨害しない、または、前記鋳型ＤＮＡが転写される能力を妨害しない場合、（ポリペプ
チドコード領域およびそれと結合するプロモーターなどの）その２つのＤＮＡ断片は「機
能するように結合している」または「機能するように連結している」。したがって、プロ
モーターがポリペプチドをコードする核酸の転写をもたらすことが可能であるなら、前記
プロモーター領域はその核酸と機能するように結合しているであろう。プロモーターは、
予定された細胞でのみＤＮＡの実質的な転写を制御する細胞特異的プロモーターであり得
る。プロモーターの他には、例えば、エンハンサー、オペレーター、リプレッサーおよび
転写終結シグナルなどの他の転写制御エレメントが、細胞特異的転写を制御するために前
記ポリヌクレオチドと機能するように結合することができる。適切なプロモーターおよび
他の転写制御領域は本明細書において開示される。
【００３２】
　様々な転写制御領域が当業者に知られている。これらには、サイトメガロウイルス（イ
ントロン－Ａを含む最初期プロモーター）、シミアンウイルス４０（初期プロモーター）
および（ラウス肉腫ウイルスなどの）レトロウイルスに由来するプロモーター断片および
エンハンサー断片などの、しかし、これらに限定されない脊椎動物細胞で機能する転写制
御領域が含まれるが、これらに限定されない。他の転写制御領域には、アクチン、ヒート
ショックプロテイン、ウシ成長ホルモンおよびウサギβグロビンなどの脊椎動物の遺伝子
に由来するもの、ならびに真核細胞での遺伝子発現を制御することができる他の配列が含
まれる。その他の適切な転写制御領域には組織特異的プロモーターおよびエンハンサー、
ならびにリンホカイン誘導性プロモーター（例えば、インターフェロンまたはインターロ
イキンによって誘導可能なプロモーター）が含まれる。
【００３３】
　同様に、様々な翻訳制御エレメントが当業者に知られている。これらにはリボソーム結
合部位、翻訳開始コドンおよび翻訳停止コドン、およびピコルナウイルスに由来するエレ
メント（特に、ＣＩＴＥ配列とも称される、配列内リボソーム侵入部位、すなわち、ＩＲ
ＥＳ）が含まれるが、これらに限定されない。
【００３４】
　他の実施形態において、本発明のポリヌクレオチドはＲＮＡ、例えば、メッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の形態のＲＮＡである。
【００３５】
　本発明のポリヌクレオチドコード領域および核酸コード領域は、本発明のポリヌクレオ
チドによってコードされるポリペプチドの分泌を制御する分泌ペプチドまたはシグナルペ
プチドをコードする追加的なコード領域と結合することができる。シグナル仮説によれば
、哺乳類細胞によって分泌されたタンパク質は、一旦、成長しつつあるタンパク質鎖の粗
面小胞体からの搬出が始まると、成熟型タンパク質から切り出されるシグナルペプチドま
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たは分泌リーダー配列を有する。当業者は、哺乳類細胞によって分泌されたポリペプチド
は前記タンパク質のＮ末端に融合したシグナルペプチドを一般的に有し、それは前記の完
全体のポリペプチドまたは「全長」のポリペプチドから切り出されて、分泌型または「成
熟」型の前記ポリペプチドを産生するということを理解している。ある実施形態において
、天然のシグナルペプチド、例えば、免疫グロブリン重鎖もしくは軽鎖のシグナルペプチ
ド、または、その配列の機能性誘導体であって、それと機能するように結合しているポリ
ペプチドの分泌を制御する能力を保持している機能性誘導体が使用される。あるいは、異
種性の哺乳類シグナルペプチドまたはその機能性誘導体を使用することができる。例えば
、野生型リーダー配列をヒト組織プラスミノーゲン活性化因子（ＴＰＡ）またはマウスβ
－グルクロニダーゼのリーダー配列で置換することができる。
【００３６】
　別途、明言されない限り、用語「障害」および「疾患」は本明細書において互換的に使
用される。
【００３７】
　本発明の文脈で使用される場合、「結合分子」は主に、抗体およびその断片に関連する
が、ホルモン、受容体、リガンド、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子、ヒートショック
プロテイン（ＨＳＰ）などのシャペロンならびにカドヘリン、インテグリン、Ｃ型レクチ
ンおよび免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリーなどの細胞間接着分子を含むが、こ
れらに限定されない、タウに結合する非抗体分子を意味することも可能である。したがっ
て、本発明の範囲を限定することなく、ただ明確にすることを目的として、治療用薬剤お
よび診断用薬剤の開発のための結合分子についての特定の実施形態を表す抗体および抗体
様分子に関して、以下の実施形態の大半が考察される。
【００３８】
　用語「抗体」および「免疫グロブリン」は本明細書において互換的に使用される。抗体
または免疫グロブリンは、少なくとも重鎖の可変ドメインを含み、そして通常、少なくと
も重鎖と軽鎖の可変ドメインを含む、タウ結合分子である。脊椎動物系における基本的な
免疫グロブリンの構造は比較的によく理解されている。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　（Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　２ｎｄ　ｅ
ｄ．　１９８８）を参照のこと。
【００３９】
　以下により詳細が考察されるように、用語「免疫グロブリン」は、生化学的に区別する
ことができる、さまざまな広範なクラスのポリペプチドを含む。当業者は、重鎖がガンマ
、ミュー、アルファ、デルタまたはイプシロン（γ、μ、α、δ、ε）とそれらの間のい
くつかのサブクラス（例えば、γ１～γ４）に分類されることを理解するであろう。この
鎖の性質こそが抗体の「クラス」をそれぞれＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ　ＩｇＧまたはＩｇ
Ｅと決定する。免疫グロブリンサブクラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１などはよく特徴づけられており、そして、機能分化を
付与することが知られている。これらのクラスおよびアイソタイプの各々の修飾型は、本
開示を考慮すると、当業者にとって容易に識別可能であり、したがって、本発明の範囲内
である。全ての免疫グロブリンのクラスが明らかに本発明の範囲内にあり、以下の考察は
全般的にＩｇＧクラスの免疫グロブリン分子に向けられるものである。ＩｇＧに関して、
標準的な免疫グロブリン分子は約２３，０００ダルトンの分子量の２つの同一な軽鎖ポリ
ペプチド、および５３，０００～７０，０００の分子量の２つの同一な重鎖ポリペプチド
を含む。典型的には、４本の鎖が「Ｙ」字形にジスルフィド結合によって結合され、軽鎖
が、「Ｙ」字の口の部分で始まり、可変領域を通じて継続する重鎖とひとまとまりに繋が
っている。
【００４０】
　軽鎖はカッパまたはラムダ（κ、λ）のどちらかに分類される。各重鎖クラスはカッパ
軽鎖またはラムダ軽鎖のどちらかと結合することができる。一般に、ハイブリドーマ、Ｂ
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細胞または遺伝子操作した宿主細胞のいずれかによって免疫グロブリンが生成されるとき
、軽鎖および重鎖は互いに共有結合し、そして、２本の重鎖の「テール」部分が互いに共
有結合性ジスルフィド結合により結合する。重鎖では、アミノ酸配列は、Ｙ字形のフォー
クヘッド末端にあるＮ末端から各鎖の下部にあるＣ末端へと延びている。
【００４１】
　軽鎖および重鎖の両方が構造的および機能的相同性がある領域に分けられる。用語「定
常」および「可変」を機能的に使用する。この点について、軽鎖部分および重鎖部分の可
変ドメイン（ＶＬおよびＶＨ）が抗原認識と抗原特異性を決定することが理解されるであ
ろう。反対に、軽鎖の定常ドメイン（ＣＬ）および重鎖の定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２
またはＣＨ３）が、分泌、経胎盤移動性、Ｆｃ受容体結合、補体結合などのような重要な
生物学的特性を付与する。慣習的に、定常領域ドメインが抗原結合部位または抗体のアミ
ノ末端から遠ざかるにつれ、定常領域ドメインの番号付が増加する。Ｎ末端部分は可変領
域であり、定常領域はＣ末端部分にある。ＣＨ３ドメインとＣＬドメインは実際には、そ
れぞれ、重鎖と軽鎖のカルボキシ末端を含む。
【００４２】
　先に示したように、抗体が抗原上のエピトープを選択的に認識し、特異的に結合するこ
とが可変領域によって可能になる。すなわち、抗体のＶＬドメインおよびＶＨドメインま
たは相補性決定領域（ＣＤＲ）のサブセットが組み合わさって、三次元の抗原結合部位を
限定する可変領域を形成する。この四要素から成る抗体構造が、Ｙ字の各アームの末端に
ある抗原結合部位を形成する。さらに具体的には、ＶＨ鎖とＶＬ鎖の各々の３つのＣＤＲ
によって抗原結合部位が限定される。タウに特異的に結合するのに充分な構造を含有する
任意の抗体断片または免疫グロブリン断片は「結合断片」または「免疫特異的断片」とし
て互換的に本明細書に示される。
【００４３】
　天然の抗体では、抗体は、各抗原結合ドメインに存在する「相補性決定領域」または「
ＣＤＲ」と時々呼ばれる６つの超可変領域を含み、それらは、水性環境での抗体の三次元
構造を想定すると、抗原結合ドメインを形成するように特異的に配置されるアミノ酸の短
い非連続的な配列である。分子間の多様性がより少ない、４つの比較的に保存された「フ
レームワーク」領域または「ＦＲ」が「ＣＤＲ」に隣接する。フレームワーク領域は主と
してβシート立体構造を採り、ＣＤＲは、前記βシート構造と連結し、いくつかの場合で
は、その一部を形成するループを形成する。したがって、フレームワーク領域は、鎖間非
共有結合性相互作用によりＣＤＲの正しい方向での配置を規定する足場を形成するように
作用する。配置されたＣＤＲによって形成された抗原結合ドメインは、免疫反応性抗原上
のエピトープに対して相補的な表面を限定する。この相補性表面が、抗体のその同種のエ
ピトープへの非共有結合を促進する。ＣＤＲとフレームワーク領域をそれぞれ含むアミノ
酸は、正確に定義されているので、任意の所与の重鎖可変領域または軽鎖可変領域につい
て当業者によって容易に同定され得る。“Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，”　Ｋａｂａｔ，　Ｅ．，　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，　（１９８３）、および　Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓ
ｋ，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　１９６　（１９８７），　９０１－９１７を参照
のこと。それらの全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００４４】
　当技術分野内で使用および／または受容される用語に２つ以上の定義がある場合、本明
細書において使用される用語の定義が、明確に反論されない限り、そのような意味を全て
含むと意図される。具体的な例は、重鎖ポリペプチドと軽鎖ポリペプチドの両方の可変領
域内に見られる非連続的な抗原結合部位を説明するために、「相補性決定領域」（「ＣＤ
Ｒ」）という用語を使用することである。この特定の領域は、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐｔ．　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅ
ｓ，　“Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ
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ａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”　（１９８３）およびＣｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ，　
Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　１９６　（１９８７），　９０１－９１７によって説明
されており、互いに比較されると、アミノ酸残基の重複またはサブセットが定義に含まれ
る。それらの文献は参照により本明細書に組み込まれる。それでもなお、抗体またはその
異型体のＣＤＲを意味するいずれかの定義の適用は、本明細書において定義され、使用さ
れる用語の範囲内にあると意図される。先に引用した参照文献の各々が定義するＣＤＲを
包含する適切なアミノ酸残基は、比較として、以下の表１に示される。特定のＣＤＲを包
含する正確な残基の番号は、ＣＤＲの配列とサイズに応じて変化する。当業者は、どの残
基がヒトＩｇＧサブタイプの抗体の特定の超可変領域またはＣＤＲを含むか、その抗体の
可変領域のアミノ酸配列を得てルーチン的に決定することができる。
【表１】

【００４５】
　Ｋａｂａｔらはまた、いかなる抗体にも適用できる可変ドメイン配列の番号付システム
を定義した。当業者は、配列そのもの以外のいかなる実験データにも頼ることなく、任意
の可変ドメイン配列にこの「Ｋａｂａｔ番号付」システムを明確に割り当てることができ
る。本明細書において使用される場合、「Ｋａｂａｔ番号付」は、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐｔ．　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅｓ，　“Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”　（１９８３）によって示される番号付システムを指す。別
途、明示されない限り、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体
における特定のアミノ酸残基の位置の番号付に対する言及はＫａｂａｔ番号付システムに
従うものであるが、しかしながら、それは理論上のものであり、本発明の全ての抗体を等
しく適用することができない。例えば、最初のＣＤＲの位置に応じて、以降のＣＤＲがど
ちらかの方向に移動する可能性がある。　
【００４６】
　本発明の抗体、またはその抗原結合断片、免疫特異的断片、異型体もしくは誘導体には
ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、多重特異的抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、霊
長類化抗体、マウス化抗体またはキメラ抗体、単鎖抗体、エピトープ結合断片、例えば、
Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）２、Ｆｄ、Ｆｖ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体
、ジスルフィド結合Ｆｖ（ｓｄＦｖ）、ＶＬドメインかＶＨドメインのどちらかを含む断
片、Ｆａｂ発現ライブラリーによって産生される断片、ならびに抗イディオタイプ（抗Ｉ
ｄ）抗体（例えば、本明細書において開示される抗体に対する抗Ｉｄ抗体を含む）が含ま
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れるが、これらに限定されない。ｓｃＦｖ分子は当技術分野において公知であり、そして
、例えば、米国特許第５，８９２，０１９号に記載される。本発明の免疫グロブリンまた
は抗体分子は免疫グロブリン分子の任意の型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ
、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、
ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）またはサブクラスであり得る。
【００４７】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＩｇＭまたは５価構造を有するその誘導体で
はない。とりわけ、本発明の特定の用途、特に治療上の使用において、ＩｇＭは多くの場
合、その５価構造と親和性成熟の欠如のために非特異的な交差反応性と非常に低い親和性
を示すので、ＩｇＭはＩｇＧおよび他の２価の抗体または対応する結合分子よりも有用で
はない。
【００４８】
　特定の実施形態において、本発明の抗体はポリクローナル抗体ではない、すなわち、そ
れは、血漿免疫グロブリン試料から得られる混合物である、というよりもむしろ１つの特
定の抗体種から実質的になる。
【００４９】
　単鎖抗体を含む抗体断片は、可変領域のみ、または次のもの、すなわち、ヒンジ領域、
ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ドメインの全体もしくは一部と併せて含む
ことができる。可変領域のヒンジ領域、ＣＨ１ドメイン、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３ド
メインとの任意の組合せをまた含むタウ結合断片もまた本発明に含まれる。本発明の抗体
またはその免疫特異的断片は、鳥類および哺乳類動物を含む任意の動物起源であり得る。
１つの実施形態において、抗体はヒト、マウス、ロバ、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラク
ダ、リャマ、ウマまたはニワトリ抗体である。別の実施形態において、可変領域は、起源
がコンドリクトイド（ｃｏｎｄｒｉｃｔｈｏｉｄ）（例えば、サメ由来）であり得る。　
【００５０】
　１つの態様において、本発明の抗体は、ヒトから単離されたヒトモノクローナル抗体で
ある。所望により、ヒト抗体のフレームワーク領域が、データベース中の適切なヒト生殖
系列可変領域配列に従って整列され、採択される。例えば、ＭＲＣタンパク質工学センタ
ー（ケンブリッジ、英国）によって主催されるＶｂａｓｅ　（ｈｔｔｐ：／／ｖｂａｓｅ
．ｍｒｃ－ｃｐｅ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／）　を参照のこと。例えば、本当の生殖系列配
列から潜在的に逸脱しているとみなされるアミノ酸は、クローニング工程の間に組み込ま
れたＰＣＲプライマーの配列に起因する可能性がある。ファージディスプレイ抗体ライブ
ラリーまたはゼノジニックマウスに由来する単鎖抗体断片（ｓｃＦｖ）などの人工的に生
成されたヒト様抗体と比較して、本発明のヒトモノクローナル抗体は、（ｉ）代用とした
動物の免疫反応よりもむしろヒト免疫反応を用いて得られていること、すなわち、人体に
おいてその適切な立体構造をとる天然のタウに対する反応でその抗体が生成されたこと、
（ｉｉ）個体を保護してきたこと、または、タウの存在について少なくとも重要であるこ
と、および（ｉｉｉ）抗体の起源がヒトであるので、自己抗原に対する交差反応性の危険
性が最小化されることを特徴とする。なので、本発明に従って、タウ結合分子の起源がヒ
トである、すなわち、Ｂ細胞またはそのハイブリドーマなどのヒト細胞から単離された、
または、そのｃＤＮＡがヒト細胞、例えば、ヒトメモリーＢ細胞のｍＲＮＡから直接的に
クローンされたことを示すために、用語「ヒトモノクローナル抗体」、「ヒトモノクロー
ナル自己抗体」、「ヒト抗体」などが使用される。ヒト抗体は、例えば、結合特性を改善
するためにその抗体にアミノ酸置換がなされてもなお、「ヒト」抗体である。
【００５１】
　以下に記載するような、および、例えば、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉらによる米国特許
第５，９３９，５９８号に記載されるような、ヒト免疫グロブリンライブラリー、または
内在性免疫グロブリンを発現しない、１つ以上のヒト免疫グロブリンについての遺伝子導
入動物に由来する抗体は、それらを本発明の真のヒト抗体から区別するためにヒト様抗体
と示される。
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【００５２】
　例えば、典型的にはファージディスプレイから単離された合成抗体および半合成抗体な
どのヒト様抗体の重鎖と軽鎖の対合は、オリジナルのヒトＢ細胞で生じた通りのオリジナ
ルの対合を必ずしも反映している訳ではない。したがって、先行技術において一般的に用
いられるような組換え発現ライブラリーから得られたＦａｂ断片とｓｃＦｖ断片は、関連
の、免疫原性と安定性へのあらゆる可能な効果に関して人工的であるとみなされ得る。
【００５３】
　対照的に、本発明は、ヒトにおけるその治療上の有用性とその許容性を特徴とする、選
別されたヒト対象から単離された親和性成熟抗体を提供する。
【００５４】
　本明細書において使用される場合、用語「マウス化抗体」または「マウス化免疫グロブ
リン」は、本発明のヒト抗体由来の１つ以上のＣＤＲ、およびマウス抗体配列に基づくア
ミノ酸置換および／または欠失および／または挿入を含有するヒトフレームワーク領域を
含む抗体を指す。ＣＤＲを提供するヒト免疫グロブリンは「親」または「アクセプター」
と呼ばれ、フレームワーク変化をもたらすマウス抗体は「ドナー」と呼ばれる。定常領域
は存在する必要がないが、存在する場合、それらはたいていマウス抗体の定常領域と実質
的に同一、すなわち、少なくとも約８５～９０％、約９５％、約９６％、約９７％、約９
８％、約９９％またはそれ以上同一である。それ故に、いくつかの実施形態において、全
長のマウス化ヒト重鎖免疫グロブリンまたは軽鎖免疫グロブリンはマウス定常領域、ヒト
ＣＤＲ、および多数の「マウス化」アミノ酸置換を有する実質的にヒトのフレームワーク
を含有する。典型的には、「マウス化抗体」はマウス化可変軽鎖および／またはマウス化
可変重鎖を含む抗体である。例えば、マウス化抗体は、例えば、キメラ抗体の可変領域全
体は非マウスであるため、典型的なキメラ抗体を包含しないであろう。「マウス化」の工
程により「マウス化」した修飾型抗体は、ＣＤＲを提供する親抗体と同じ抗原に結合し、
そして、親抗体と比較して、マウスではたいてい免疫原性が低い。
【００５５】
　本明細書において使用される場合、用語「重鎖部分」は、免疫グロブリン重鎖に由来す
るアミノ酸配列を含む。重鎖部分を含むポリペプチドはＣＨ１ドメイン、ヒンジ（例えば
、上部ヒンジ領域、中部ヒンジ領域および／または下部ヒンジ領域）ドメイン、ＣＨ２ド
メイン、ＣＨ３ドメインまたはその異型体もしくは断片のうちの少なくとも１つを含む。
例えば、本発明において使用される結合ポリペプチドは、ＣＨ１ドメインを含むポリペプ
チド鎖；ＣＨ１ドメイン、ヒンジドメインの少なくとも一部およびＣＨ２ドメインを含む
ポリペプチド鎖；ＣＨ１ドメインおよびＣＨ３ドメインを含むポリペプチド鎖；ＣＨ１ド
メイン、ヒンジドメインの少なくとも一部およびＣＨ３ドメインを含むポリペプチド鎖、
またはＣＨ１ドメイン、ヒンジドメインの少なくとも一部、ＣＨ２ドメインおよびＣＨ３
ドメインを含むポリペプチド鎖を含むことができる。別の実施形態において、本発明のポ
リペプチドは、ＣＨ３ドメインを含むポリペプチド鎖を含む。また、本発明において使用
される結合ポリペプチドは、ＣＨ２ドメインの少なくとも一部（例えば、ＣＨ２ドメイン
の全体または部分）を欠失することができる。先に示したように、これらのドメイン（例
えば、重鎖部分）のアミノ酸配列が天然の免疫グロブリン分子と異なるように、これらの
ドメインを修飾することができると当業者により理解される。
【００５６】
　本明細書において開示される特定の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘
導体では、多量体の１つのポリペプチド鎖の重鎖部分は、前記多量体の２つ目のポリペプ
チド鎖上の重鎖部分と同一である。あるいは、本発明の重鎖部分含有単量体は同一ではな
い。例えば、各単量体は、異なる標的結合部位を含むことができ、例えば、二重特異性抗
体または二特異性抗体を形成する。
【００５７】
　別の実施形態において、本明細書において開示される抗体、またはその抗原結合断片、
異型体もしくは誘導体は、ｓｃＦｖなどの単一ポリペプチド鎖から構成され、そして、潜
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在的なインビボ治療用途および診断用途のために細胞内に発現され得る（細胞内抗体）。
【００５８】
　本明細書において開示される診断方法および治療方法において使用される結合ポリペプ
チドの重鎖部分は様々な免疫グロブリン分子に由来し得る。例えば、ポリペプチドの重鎖
部分は、ＩｇＧ１分子に由来するＣＨ１ドメインとＩｇＧ３分子に由来するヒンジ領域を
含むことができる。別の例では、重鎖部分は、部分的にＩｇＧ１分子と部分的にＩｇＧ３
分子に由来するヒンジ領域を含むことができる。別の例では、重鎖部分は、部分的にＩｇ
Ｇ１分子と部分的にＩｇＧ４分子に由来するキメラヒンジを含むことができる。
【００５９】
　本明細書において使用される場合、用語「軽鎖部分」は免疫グロブリン軽鎖に由来する
アミノ酸配列を含む。１つの実施形態において、軽鎖部分はＶＬドメインまたはＣＬドメ
インのうちの少なくとも１つを含む。
【００６０】
　抗体のペプチドエピトープまたはポリペプチドエピトープの最小サイズは約４～５アミ
ノ酸であると考えられている。ペプチドエピトープまたはポリペプチドエピトープは少な
くとも７、少なくとも９または少なくとも約１５～約３０の間のアミノ酸を含有すること
ができる。ＣＤＲはその三次形態をとる抗原性ペプチドまたはポリペプチドを認識するこ
とができるので、エピトープを含むアミノ酸は連続的である必要はなく、いくつかの場合
では、同じペプチド鎖上に存在していなくてもよい。本発明において、本発明の抗体によ
って認識されるペプチドエピトープまたはポリペプチドエピトープは、少なくとも４個、
少なくとも５個、少なくとも６個、少なくとも７個、少なくとも８個、少なくとも９個、
少なくとも１０個、少なくとも１５個、少なくとも２０個、少なくとも２５個、または約
５～約３０個の間、約１０～約３０個の間または約１５～約３０個の間の連続的または非
連続的なタウのアミノ酸からなる配列を含有する。
【００６１】
　本明細書において互換的に使用される「特異的に結合する」または「特異的に認識する
」という表現によって、結合分子、例えば、抗体はその抗原結合ドメインを介してエピト
ープに結合すること、および、その結合が抗原結合ドメインとエピトープの間のある程度
の相補性を必要とすることが一般的に示される。この定義によれば、抗体が無作為な関係
が無いエピトープに結合する場合よりも容易に、その抗原結合ドメインを介してエピトー
プに結合するとき、その抗体はそのエピトープに「特異的に結合する」と言われる。抗体
は、非連続的エピトープの直鎖状部分に対応するアミノ酸残基を含む、または、それらか
らなる単離されたポリペプチドに特異的に結合する、またはそのようなポリペプチドを特
異的に認識することができることを当業者は理解する。ある抗体があるエピトープに結合
する相対的親和性を限定するために用語「特異性」は本明細書において使用される。例え
ば、抗体「Ａ」は抗体「Ｂ」よりも所与のエピトープへの高い特異性を有するとみなされ
得る、または、抗体「Ａ」は、関連するエピトープ「Ｄ」について有する特異性よりも高
い特異性でエピトープ「Ｃ」に結合すると言うことができる。
【００６２】
　存在する場合、用語「免疫学的結合特性」または抗体の抗原とのその他の結合特性は、
その全ての文法の形式で、抗体の特異性、親和性、交差反応性おおび他の結合特性を指す
。
【００６３】
　「優先的に結合する」という表現により、結合分子、例えば、抗体が、関連する、同様
の、相同な、または類似のエピトープに結合する場合よりも容易にエピトープに特異的に
結合することが示される。したがって、所与のエピトープに「優先的に結合する」抗体は
、そのような抗体が、関連するエピトープに交差反応することが可能であっても、関連の
エピトープよりもそのエピトープに結合する可能性が高いであろう。
【００６４】
　非限定的な例として、結合分子、例えば、抗体が、その抗体の第２エピトープに対する
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解離定数（ＫＤ）よりも低いＫＤで第１エピトープと結合する場合、それは前記第１エピ
トープに優先的に結合するとみなされ得る。別の非限定的な例では、抗体が、その抗体の
第２エピトープに対するＫＤよりも少なくとも１桁低い親和性で第１エピトープに結合す
る場合、前記抗体は前記第１抗原に優先的に結合するとみなされ得る。別の非限定的な例
では、抗体が、その抗体の第２エピトープに対するＫＤよりも少なくとも２桁低い親和性
で第１エピトープに結合する場合、前記抗体は前記第１エピトープに優先的に結合すると
みなされ得る。
【００６５】
　別の非限定的な例では、結合分子、例えば、抗体が、その抗体の第２エピトープに対す
る解離速度（ｋ（ｏｆｆ））よりも低いｋ（ｏｆｆ）で第１エピトープと結合する場合、
それは前記第１エピトープに優先的に結合するとみなされ得る。別の非限定的な例では、
抗体が、その抗体の第２エピトープに対するｋ（ｏｆｆ）よりも少なくとも１桁低い親和
性で第１エピトープに結合する場合、前記抗体は前記第１抗原に優先的に結合するとみな
され得る。別の非限定的な例では、抗体が、その抗体の第２エピトープに対するｋ（ｏｆ
ｆ）よりも少なくとも２桁低い親和性で第１エピトープに結合する場合、前記抗体は前記
第１エピトープに優先的に結合するとみなされ得る。
【００６６】
　本明細書において開示される結合分子、例えば、抗体または抗原結合断片、異型体、ま
たは誘導体は、５×１０－２秒－１、１０－２秒－１、５×ｌ０－３秒－１またはｌ０－

３秒－１以下の解離速度（ｋ（ｏｆｆ））でタウまたはその断片もしくは異型体と結合す
ると言うことができる。１つの実施形態において、本発明の抗体は、５×１０－４秒－１

、１０－４秒－１、５×１０－５秒－１、または１０－５秒－１、５×１０－６秒－１、
１０－６秒－１、５×１０－７秒－１または１０－７秒－１以下の解離速度（ｋ（ｏｆｆ
））でタウまたはその断片もしくは異型体と結合すると言うことができる。
【００６７】
　本明細書において開示される結合分子、例えば、抗体または抗原結合断片、異型体、ま
たは誘導体は、１０３Ｍ－１秒－１、５×１０３Ｍ－１秒－１、１０４Ｍ－１秒－１また
は５×１０４Ｍ－１秒－１以上の結合速度（ｋ（ｏｎ））でタウまたはその断片もしくは
異型体と結合すると言うことができる。１つの実施形態において、本発明の抗体は、１０
５Ｍ－１秒－１、５×１０５、Ｍ－１秒－１、１０６Ｍ－１秒－１、５×１０６Ｍ－１秒
－１ｏｒ１０７Ｍ－１秒－１以上の結合速度（ｋ（ｏｎ））でタウまたはその断片もしく
は異型体と結合すると言うことができる。
【００６８】
　結合分子、例えば、抗体が、基準抗体の所与のエピトープへの結合を幾分妨げる程度ま
で、そのエピトープに優先的に結合する場合、それは前記基準抗体の前記エピトープへの
結合を競合的に阻害すると言われる。当技術分野において公知の任意の方法、例えば、競
合ＥＬＩＳＡ法によって競合的阻害を判定することができる。抗体が前記基準抗体の所与
のエピトープへの結合を少なくとも９０％、少なくとも８０％、少なくとも７０％、少な
くとも６０％、または少なくとも５０％競合的に阻害すると言うことができる。抗体のそ
のエピトープへの結合がまた、抗体ではない結合分子によって競合的に阻害され得るとい
うことを当業者は理解する。例えば、本明細書に記載される抗体のタウ、例えば、ｈＴａ
ｕ４０への特異的な結合が微小管により競合的に阻害され得る。
【００６９】
　本明細書において使用される場合、用語「親和性」は、結合分子、例えば、免疫グロブ
リン分子のＣＤＲとの個々のエピトープの結合強度の程度を意味する。例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
　２ｎｄ　ｅｄ．　（１９８８）の２７頁～２８頁を参照のこと。本明細書において使用
される場合、用語「結合活性」は、免疫グロブリンの集団と抗原の間の複合体の総合的な
安定性、すなわち、免疫グロブリン混合物の前記抗原との機能的結合強度を意味する。例
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えば、Ｈａｒｌｏｗの２９頁～３４頁を参照のこと。結合活性は、集団中の個々の免疫グ
ロブリン分子の特異的エピトープとの親和性、およびまた、免疫グロブリンと抗原の結合
価の両方に関連する。例えば、２価のモノクローナル抗体とポリマーなどの高頻度反復エ
ピトープ構造を有する抗原の間の相互作用は高い結合活性の１つであるであろう。任意の
適切な方法を用いて抗体の抗原への親和性または結合活性を実験的に決定することができ
る。例えば、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｐａｕｌ，　Ｗ．　Ｅ
．，　Ｅｄ．，　Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ　Ｙ　（１９８４）
内のＢｅｒｚｏｆｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ”、Ｋｕｂｙ，　Ｊａｎｉｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｗ．　Ｈ
．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｎ　Ｙ　（１９９
２）、および本明細書に記載される方法を参照のこと。抗体の抗原への親和性を測定する
ための一般的な技術にはＥＬＩＳＡ、ＲＩＡおよび表面プラズモン共鳴が含まれる。塩濃
度、ｐＨなどの異なる条件下で測定される場合、特定の抗体抗原間相互作用の測定された
親和性は変化し得る。したがって、標準化した抗体抗原溶液および標準化した緩衝液を用
いて、親和性と他の抗原結合パラメータ、例えば、ＫＤ、ＩＣ５０を測定することが好ま
しい。
【００７０】
　本発明の結合分子、例えば、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体は
また、それらの交差反応性に関して、記載または明示され得る。本明細書において使用さ
れる場合、用語「交差反応性」は、１つの抗原に対して特異的な抗体の第２抗原と反応す
る能力、つまり、２つの異なる抗原性物質の間の関連性の程度を意味する。したがって、
抗体が、その抗体の形成を誘導したエピトープと異なるエピトープに結合する場合、その
抗体は交差反応性である。交差反応性エピトープは一般的に、抗体を誘導したエピトープ
と同じ相補的な構造的特色の多くを含み、いくつかの場合では、実際にはオリジナルのエ
ピトープよりも適合する可能性がある。
【００７１】
　例えば、ある抗体が、関連するが同一ではないエピトープ、例えば、基準エピトープに
対して少なくとも９５％、少なくとも９０％、少なくとも８５％、少なくとも８０％、少
なくとも７５％、少なくとも７０％、少なくとも６５％、少なくとも６０％、少なくとも
５５％、および少なくとも５０％の（当技術分野において公知の、および本明細書に記載
される方法を用いて計算されるような）同一性を有するエピトープに結合するという点で
、それらはある程度の交差反応性を有する。抗体が基準エピトープに対して９５％未満、
９０％未満、８５％未満、８０％未満、７５％未満、７０％未満、６５％未満、６０％未
満、５５％未満、および５０％未満の（当技術分野において公知の、および本明細書に記
載される方法を用いて計算されるような）同一性を有するエピトープに結合しない場合、
それは交差反応性をほとんど、または全く持たないと言うことができる。抗体があるエピ
トープの他の任意の類似体、オーソログまたは相同体に結合しない場合、それはそのエピ
トープに対して「非常に特異的である」とみなすことができる。
【００７２】
　本発明の結合分子、例えば、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体は
またタウに対する親和性に関して記載または明示され得る。１つの実施形態において、結
合親和性には５×１０－２Ｍ、１０－２Ｍ、５×１０－３Ｍ、１０－３Ｍ、５×１０－４

Ｍ、１０－４Ｍ、５×１０－５Ｍ、１０－５Ｍ、５×１０－６Ｍ、１０－６Ｍ、５×１０
－７Ｍ、１０－７Ｍ、５×１０－８Ｍ、１０－８Ｍ、５×１０－９Ｍ、１０－９Ｍ、５×
１０－１０Ｍ、１０－１０Ｍ、５×１０－１１Ｍ、１０－１１Ｍ、５×１０－１２Ｍ、１
０－１２Ｍ、５×１０－１３Ｍ、１０－１３Ｍ、５×１０－１４Ｍ、１０－１４Ｍ、５×
１０－１５Ｍ、または１０－１５Ｍ未満の解離定数、すなわち、Ｋｄを有する結合親和性
が含まれる。
【００７３】
　先に示したように、様々な免疫グロブリンクラスの定常領域のサブユニット構造および
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三次元構造が周知である。本明細書において使用される場合、用語「ＶＨドメイン」は免
疫グロブリン重鎖のアミノ末端可変ドメインを含み、そして、用語「ＣＨ１ドメイン」は
免疫グロブリン重鎖の第１（最もアミノ末端の）定常領域ドメインを含む。ＣＨ１ドメイ
ンはＶＨドメインに隣接し、免疫グロブリン重鎖分子のヒンジ領域に対してアミノ末端側
にある。
【００７４】
　本明細書において使用される場合、用語「ＣＨ２ドメイン」は、例えば、従来の番号付
体系を用いて、抗体の約残基２４４から残基３６０まで（Ｋａｂａｔ番号付システムでは
残基２４４～残基３６０、およびＥＵ番号付システムでは残基２３１～残基３４０、Ｋａ
ｂａｔ　ＥＡら、前掲書を参照のこと）にわたる重鎖分子の部分を含む。ＣＨ２ドメイン
は、別のドメインと密接に対合していないという点でユニークである。どちらかというと
、完全な天然ＩｇＧ分子の２つのＣＨ２ドメインの間に２つのＮ－結合分岐型炭水化物鎖
が挿入される。ＣＨ３ドメインがＣＨ２ドメインからＩｇＧ分子のＣ末端までにわたり、
そして、約１０８残基を含むこともまた詳細に記載されている。
【００７５】
　本明細書において使用される場合、用語「ヒンジ領域」は、ＣＨ１ドメインをＣＨ２ド
メインに結合する重鎖分子の部分を含む。このヒンジ領域は約２５残基を含み、そして、
柔軟であり、したがって、２つのＮ末端抗原結合領域が独立的に動くことを可能にする。
ヒンジ領域を、３つの明確なドメイン、すなわち上部ヒンジドメイン、中部ヒンジドメイ
ン、および下部ヒンジドメインに細分化することができる。Ｒｏｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１６１　（１９９８），　４０８３を参照のこと。
【００７６】
　本明細書において使用される場合、用語「ジスルフィド結合」は２個のイオウ原子の間
に形成される共有結合を含む。アミノ酸システインは、ジスルフィド結合を形成すること
ができる、または、第２のチオール基と架橋を形成することができるチオール基を含む。
大半の天然のＩｇＧ分子では、ＣＨ１領域とＣＬ領域はジスルフィド結合によって連結さ
れており、そして、Ｋａｂａｔ番号付システムを用いる、２３９番と２４２番に対応する
位置で（ＥＵ番号付システムでは、位置２２６または位置２２９）２本の重鎖が２つのジ
スルフィド結合によって連結される。
【００７７】
　本明細書において使用される場合、用語「結合した」、「融合した」または「融合」は
互換的に使用される。これらの用語は、化学的複合体化または組換え技術を含むどのよう
な手段によっても２つ以上の要素または構成部分を１つにまとめることを指す。「インフ
レーム融合」は、オリジナルのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）の正しい翻訳上
の読み枠が維持されるように、２つ以上のポリヌクレオチドオープンリーディングフレー
ム（ＯＲＦ）を結合してより長い連続的なＯＲＦを形成することを指す。したがって、組
換え融合タンパク質は、オリジナルのＯＲＦによってコードされるポチペプチドに対応す
る（自然界では通常、そのように結合していない）２つ以上の区分を含有する単一のタン
パク質である。読み枠は、このように、融合した区分を通して連続的になっているが、前
記区分は、例えば、インフレームリンカー配列によって物理的または空間的に区切られる
可能性がある。例えば、免疫グロブリン可変領域のＣＤＲをコードするポリヌクレオチド
がインフレームで融合され得るが、その「融合した」ＣＤＲが連続的なポリペプチドの一
部として共翻訳される限り、それは、少なくとも１つの免疫グロブリンのフレームワーク
領域または付加的なＣＤＲ領域をコードするポリヌクレオチドにより区切られ得る。
【００７８】
　用語「発現」は、本明細書において使用される場合、遺伝子が生化学物質、例えば、Ｒ
ＮＡまたはポリペプチドを産生する工程を意味する。その工程は、遺伝子ノックダウンな
らびに一過性発現と安定発現の両方を含むが、これらに限定されない、細胞内での遺伝子
の機能的存在のどのような顕在化をも含む。それは、遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ（ｍ
ＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）、短ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分
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子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）または他の任意のＲＮＡ産物への転写、およびそのようなｍ
ＲＮＡのポリペプチドへの翻訳を含むが、これらに限定されない。最終目的物質が生化学
物質である場合、発現にはその生化学物質と任意の前駆体の作製が含まれる。遺伝子の発
現が「遺伝子産物」を作製する。本明細書において使用される場合、遺伝子産物は核酸、
例えば、遺伝子の転写により産生されるメッセンジャーＲＮＡ、または転写物から翻訳さ
れるポリペプチドのどちらかであり得る。本明細書に記載される遺伝子産物には、転写後
修飾、例えば、ポリアデニル化を受けた核酸、または翻訳後修飾、例えば、メチル化、グ
リコシル化、脂質付加、他のタンパク質サブユニットとの会合、タンパク質分解性切断な
どを受けたポリペプチドがさらに含まれる。
【００７９】
　本明細書において使用される場合、用語「試料」は、対象または患者から得られる任意
の生物物質を意味する。１つの態様において、試料は血液、脳脊髄液（「ＣＳＦ」）また
は尿を含み得る。他の態様において、試料は全血、血漿、血液試料から濃縮されたＢ細胞
、および培養細胞（例えば、対象に由来するＢ細胞）を含み得る。試料はまた、生検試料
、または神経組織を含む組織試料を含み得る。さらに他の態様において、試料は細胞全体
および／または細胞の溶解物を含み得る。当技術分野において公知の方法により血液試料
を採取することができる。１つの態様において、２００μＬの緩衝液（２０ｍＭ　トリス
、ｐＨ．７．５、０．５％　ノニデット、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＰＭＳＦ、０．１
Ｍ　ＮａＣｌ、１Ｘシグマ・プロテアーゼ阻害剤、および１Ｘシグマ・ホスファターゼ阻
害剤１および２）中に４℃でボルテックスすることにより沈殿物を再懸濁することができ
る。断続的にボルテックスをしながら、前記懸濁液を氷上で２０分間放置することができ
る。約４℃で５分間、１５，０００×ｇで遠心した後に、上清のアリコットを約－７０℃
で保存することができる。
【００８０】
　本明細書において使用される場合、用語「治療する」または「治療」は、治療的処置、
およびパーキンソン症などの望まれない生理的変化または障害を防止する、または遅延（
減少）させることを目的とする予防的または防止的手段の両方を意味する。有益な、また
は、所望の臨床結果には、検出可能であろうと検出不可能であろうと、症状の軽減、疾患
の程度の縮小、安定化した（すなわち、悪化していない）疾患状態、疾患の進行の遅延ま
たは緩慢化、疾患状態の寛解または緩和、および（部分的であろうと完全であろうと）寛
解が含まれるが、これらに限定されない。「治療」はまた、治療を受けない場合に予想さ
れる生存期間と比較して生存期間を延長させることを意味し得る。治療を必要とする人々
には、症状または障害を既に有する人々、ならびに症状または障害を有する傾向がある人
々、または症状または障害の出現が防止されるべき人々が含まれる。
【００８１】
　「対象」または「個体」または「動物」または「患者」または「哺乳類動物」は、診断
、予後予測、予防または治療が望ましい任意の対象、特に哺乳類の対象、例えば、ヒトの
患者を意味する。
【００８２】
　ＩＩ．抗体
　本発明は全般的にヒト抗タウ抗体およびその抗原結合断片に関連する。１つの実施形態
において、本発明の抗体は、実施例において例証される抗体について概説されるような免
疫学的結合特性および／または生物学的特質を示す。本発明に従って、タウに特異的なヒ
トモノクローナル抗体が健康なヒト対象のプールからクローン化された。
【００８３】
　本発明に従って実行される実験の過程で、最初の試みはタウ特異的抗体をクローン化す
ることに失敗したが、ほぼ毎回偽陽性のクローンをもたらした。この問題を回避するため
に、組換えタウタンパク質、ＡＤの脳から抽出されたＰＨＦＴａｕ、健常対照の脳抽出物
およびウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）への結合について、ヒトメモリーＢ細胞培養物の条
件培地中の抗体を並行してスクリーニングした。組換えタウおよび／またはＰＨＦＴａｕ
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について陽性であるが対照脳抽出物またはＢＳＡについて陽性ではないＢ細胞培養物のみ
が抗体のクローン化の対象とされた。
【００８４】
　循環するタウ抗体血漿のレベルの上昇を示唆する、タウに対する高い血漿結合活性を有
する健康なヒト対象のプールに、特異的な抗体を単離する最初の試みを集中した。予想外
にも、これらの試みはタウ特異的ヒトメモリーＢ細胞を作製することに失敗し、そして、
本発明において記載される抗体は、高いタウ血漿反応性について予備選択されていない、
または、タウに対して低い血漿反応性を有する健康なヒト対象のプールから単離された。
【００８５】
　この方法によって、いくつかの抗体を単離することができた。クラスと軽鎖サブクラス
の決定のために、選択された抗体をさらに分析した。メモリーＢ細胞培養物からの選択さ
れた適切な抗体のメッセージは、次に、ＲＴ－ＰＣＲによって転写され、クローン化され
、そして、組換え体の生産のために発現ベクターに組み込まれる。添付されている実施例
を参照のこと。ＨＥＫ２９３細胞またはＣＨＯ細胞でのヒト抗体の組換え発現、ならびに
その後の、全長型タウ（図２、図７および図１２）、ウェスタンブロットでのその病理的
修飾型（図３および図８）に対するそれらの結合特異性の性質決定および病理的凝集型タ
ウに対するそれらの特色のある結合についての性質決定によって、初めて、タウに対して
非常に特異的であり、そして、病理的修飾型タウタンパク質を特徴的に認識するヒト抗体
がクローン化されたことが確認された。
【００８６】
　したがって、本発明は全般的に、単離された天然のヒトモノクローナル抗タウ抗体、な
らびにその結合断片、誘導体および異型体に関連する。本発明の１つの実施形態において
、前記抗体は、ウェスタンブロットで全長型組換えタウならびに／またはＡＤの脳から単
離した病理的凝集型および／もしくはリン酸化型（ＰＨＦＴａｕ）に変性条件下で結合す
ることが可能である。図３および図８を参照のこと。
【００８７】
　１つの実施形態において、本発明は、ＮＩ－１０５－４Ｅ４、ＮＩ－１０５－２４Ｂ２
またはＮＩ－１０５．４Ａ３からなる群より選択される基準抗体と同じエピトープに特異
的に結合する抗タウ抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を対象とする
。さらに、例示的な抗体であるＮＩ－１０５－４Ｅ４を使用して実行された直接ＥＬＩＳ
Ａ法の予備的な結果により、ＮＩ－１０５－４Ｅ４はタウのＣ末端を特異的に認識するこ
とが明らかになった。実行されたさらなる測定により、ＮＩ－１０５．４Ｅ４は２つの直
鎖状配列を含む断続的なエピトープ、すなわち、図１１に示されるようなＲ４微小管結合
ドメイン内の第１直鎖状配列とＲ４ドメインとＣドメインの間の領域内の第２直鎖状配列
を認識することが示唆されている。１つの実施形態において、非連続的なエピトープから
構成される直鎖状ポリペプチド、すなわち、本発明によって提供される抗体が認識するエ
ピトープはタウの微小管結合ドメイン内に局在し、それは生理的微小管結合タウではマス
クされている。本発明の抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４が認識するエピトープによって構成さ
れるユニークな直鎖状ポリペプチドとして、アミノ酸３３７～３４３　ＶＥＶＫＳＥＫ（
配列番号７）を含むヒトタウの微小管結合ドメイン内の第１配列がエピトープマッピング
により同定された。さらなる実験および市販されているＡＴ１８０マウスモノクローナル
タウ抗体との比較により、ＮＩ－１０５－４Ｅ４が配列番号７のユニークなエピトープを
特異的に認識することが確認された。最も有利なことに、本発明の抗体ＮＩ－１０５．４
Ｅ４が認識する配列番号７のエピトープは、配列番号１～６によって表されるアミノ酸配
列を有する、ヒト脳に存在する６つのタウアイソフォーム全てで１００％保存されており
、そして、マウスおよびラットなどの他の種においても同様に１００％保存されており、
各動物モデルでの追加的な試験手段に本発明の抗体を提供する。配列番号６の残基Ｖ３３
９および残基Ｅ３４２に対応する、配列番号７のポリペプチドの残基３および残基６がＮ
Ｉ－１０５．４Ｅ４の結合に寄与することがさらなる実験法により示された。本発明の抗
体ＮＩ－１０５．４Ｅ４が認識するエピトープから構成されるユニークな直鎖状ポリペプ
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チドとして、ヒトタウの微小管結合ドメイン内に配列番号６のアミノ酸３８７～３９７を
含む第２配列（配列番号４１）がエピトープマッピングによりさらに同定された。配列番
号６の残基Ｄ３８７、Ｅ３９１およびＫ３９５に対応する配列番号４１の残基１、５およ
び９がＮＩ－１０５．４Ｅ４の結合に寄与する。
【００８８】
　１つの実施形態において、本明細書に記載される抗体は、配列番号７のアミノ酸残基を
含むエピトープでタウに特異的に結合する。別の実施形態において、本明細書に記載され
る抗体は、配列番号４１のアミノ酸残基を含むエピトープでタウに特異的に結合する。特
定の実施形態において、本明細書に記載される抗体は、配列番号７と配列番号４１のアミ
ノ酸残基を含むエピトープでタウに特異的に結合する。さらなる実施形態において、本明
細書に記載される抗体は、配列番号６の残基Ｖ３３９、Ｅ３４２、Ｄ３８７、Ｅ３９１お
よびＫ３９５からなる群より選択される１つ以上のアミノ酸残基を含むエピトープでタウ
に特異的に結合する。前記エピトープは、配列番号６の残基Ｖ３３９、Ｅ３４２、Ｄ３８
７、Ｅ３９１およびＫ３９５からなる群のいずれか１つの、いずれか２つの、いずれか３
つの、いずれか４つの、または５つ全ての残基を含む可能性がある。特定の実施形態にお
いて、タウはｈＴａｕ４０である。
【００８９】
　１つの実施形態において、本明細書に記載される抗体は、タウの微小管結合ドメインを
含むエピトープでタウに結合する。特定の実施形態において、本明細書に記載される抗体
は、図１１に示されるようなタウのＲ４領域に由来するアミノ酸残基を含むエピトープで
タウに結合する。１つの実施形態において、本明細書に記載される抗体はタウへの特異的
結合について微小管と競合する。別の実施形態において、本明細書に記載される抗体は、
微小管と結合していないタウへの抗体結合親和性と比較して、微小管が結合したタウへの
低下した結合親和性を有する。さらなる実施形態において、本明細書に記載される抗体は
、微小管と結合したタウに結合しない、または実質的に結合しない。特定の実施形態にお
いて、タウタンパク質は天然タウタンパク質または組換えタウタンパク質であり得る。特
定の実施形態において、タウはｈＴａｕ４０である。
【００９０】
　エピトープマッピングにより、本発明の抗体ＮＩ－１０５．４Ａ３が認識するユニーク
な直鎖状エピトープとして、配列番号６のアミノ酸３５～４９を含むヒトタウの配列（配
列番号４２）がさらに同定された。配列番号６の残基Ｄ４０、Ａ４１およびＫ４４に対応
する配列番号４２の残基６、７および１０がＮＩ－１０５．４Ａ３の結合に寄与する。１
つの実施形態において、本明細書に記載される抗体は、配列番号４２のアミノ酸残基を含
むエピトープでタウに特異的に結合する。さらなる実施形態において、本明細書に記載さ
れる抗体は、配列番号６の残基Ｄ４０、Ａ４１およびＫ４４からなる群より選択される１
つ以上のアミノ酸残基を含むエピトープでタウに特異的に結合する。前記エピトープは、
配列番号６の残基Ｄ４０、Ａ４１およびＫ４４からなる群のいずれか１つの、いずれか２
つの、または３つ全ての残基を含む可能性がある。特定の実施形態において、タウはｈＴ
ａｕ４０である。
【００９１】
　また、実施例で実証され、そして、図６に示されるような最初の実験観察にとらわれる
つもりはないが、本発明のヒトモノクローナルＮＩ－１０５－４Ｅ４抗タウ抗体は、脳組
織において病理的凝集型タウに特異的に結合するが、生理型タウを実質的に認識しないこ
とを特徴とする。１つの実施形態において、本発明のヒト抗タウ抗体は、脳組織において
病理的凝集型タウに特異的に結合するが、生理型タウを実質的に認識しない可能性がある
。さらに、本発明のヒト抗タウ抗体は、脳内で神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）、糸屑状構造
物および／またはジストロフィー性神経突起の中の、プレタングルステージ（ｐｒｅ－ｔ
ａｎｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）のタウを認識するその能力をさらに特徴とする可能性がある。
それ故に、本発明は、診断目的および治療目的にかように特に有用である、結合特異性を
有するヒトタウ抗体一式を提供する。
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【００９２】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、実施例において記載されるように、例示的
なＮＩ－１０５－４Ｅ４抗体の結合特性を示す。さらに、または代わりに、本発明の抗タ
ウ抗体は、特に実施例４に従って解析されると、生理的形態よりもむしろ病理的凝集型の
タウを優先的に認識する。さらに、または代わりに、本発明の抗タウ抗体は、ヒトタウの
疾患の原因となる突然変異体、特に実施例４において記載されるものに結合する。これに
関連して、結合特異性は、例示的なＮＩ－１０５．４Ｅ４抗体、ＮＩ－１０５４Ａ３抗体
およびＮＩ－１０５．２４Ｂ２抗体について、それぞれ、図２、図１２および図７に示さ
れるような範囲内であり得る、すなわち、約１００ｐＭ～１００ｎＭの２分の１最大有効
濃度（ＥＣ５０）、または野生型タウに対して約１００ｐＭ～１０ｎＭのＥＣ５０を有す
る。
【００９３】
　それ故に、本発明の抗タウ抗体は、実施例４に記載される免疫組織学的染色により例示
されるように、脳内においてタウの病理的修飾形態、例えばタウの病理的凝集体に優先的
に結合する。別の実施形態において、本発明の抗タウ抗体は、ウェスタンブロットによっ
て実施例２において例示されるように、組換えタウと病理的修飾型タウの両方に優先的に
結合する。
【００９４】
　本発明は、ＮＩ－１０５－４Ｅ４、ＮＩ－１０５－２４Ｂ２およびＮＩ－１０５．４Ａ
３からなる群より選択される抗体の抗原結合ドメインと同一の抗原結合ドメインを含む抗
体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体に関連する。
【００９５】
　本発明は、図１に示されるアミノ酸配列うちのいずれか１つを含むＶＨ可変領域および
／またはＶＬ可変領域の少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を可変領域、例えば
、結合ドメインに含むことを特徴とし得る、そのような結合分子、例えば、抗体およびそ
の結合断片をさらに例示する。先に特定された可変領域をコードする、対応するヌクレオ
チド配列は以下の表２に示される。図１に示されるようなＶＨ領域および／またはＶＬ領
域の上記のアミノ酸配列を有する例示的な一式のＣＤＲ。しかしながら、以下に考察する
ように、さらに、または代わりに、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の場合では、図１に示される
ものとそれらのアミノ酸配列が、１個、２個、３個、またはもっと多くのアミノ酸だけ異
なるＣＤＲを使用することが可能であるという事実を当業者はよく理解する。
【００９６】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２３～２５、２６～２８、２９～
３１、３２～３４、３５～３７および３８～４０からなる群より選択されるアミノ酸配列
を含む、またはそのようなアミノ酸配列からなる少なくとも１つのＣＤＲを含む。１つの
実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２３～２５、２６～２８、２９～３１、３
２～３４、３５～３７および３８～４０からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、
またはそのようなアミノ酸配列からなる１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、または６つのＣ
ＤＲを含む。前記抗体は、配列番号２３、２９もしくは３５のＶＨ　ＣＤＲ１；配列番号
２４、３０もしくは３６のＶＨ　ＣＤＲ２；または配列番号２５、３１もしくは３７のＶ
Ｈ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む可能性がある。前記抗体は、配列番号２６、３２
もしくは３８のＶＬ　ＣＤＲ１；配列番号２７、３３もしくは３９のＶＬ　ＣＤＲ２；ま
たは配列番号２８、３４もしくは４０のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域を含む可能性
がある。前記抗体は、配列番号２３、２９もしくは３５のＶＨ　ＣＤＲ１；配列番号２４
、３０もしくは３６のＶＨ　ＣＤＲ２；または配列番号２５、３１もしくは３７のＶＨ　
ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む可能性があり、そして、配列番号２６、３２もしくは
３８のＶＬ　ＣＤＲ１；配列番号２７、３３もしくは３９のＶＬ　ＣＤＲ２；または配列
番号２８、３４もしくは４０のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域をさらに含む可能性が
ある。　
【００９７】
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　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２３、２９または３５のＶＨ　Ｃ
ＤＲ１；配列番号２４、３０または３６のＶＨ　ＣＤＲ２；および配列番号２５、３１ま
たは３７のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む可能性がある。１つの実施形態にお
いて、本発明の抗体は、配列番号２６、３２または３８のＶＬ　ＣＤＲ１；配列番号２７
、３３または３９のＶＬ　ＣＤＲ２；および配列番号２８、３４または４０のＶＬ　ＣＤ
Ｒ３を含む軽鎖可変領域を含む可能性がある。前記抗体は、配列番号２３、２９または３
５のＶＨ　ＣＤＲ１；配列番号２４、３０または３６のＶＨ　ＣＤＲ２；および配列番号
２５、３１または３７のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域をさらに含む可能性があり、
ならびに配列番号２６、３２または３８のＶＬ　ＣＤＲ１；配列番号２７、３３または３
９のＶＬ　ＣＤＲ２；および配列番号２８、３４または４０のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖
可変領域をさらに含む可能性がある。
【００９８】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２３のＶＨ　ＣＤＲ１、配列番号
２４のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号２５のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む
可能性がある。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２９のＶＨ　ＣＤＲ
１、配列番号３０のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号３１のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可
変領域を含む可能性がある。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３５の
ＶＨ　ＣＤＲ１、配列番号３６のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号３７のＶＨ　ＣＤＲ３
を含む重鎖可変領域を含む可能性がある。
【００９９】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２６のＶＬ　ＣＤＲ１、配列番号
２７のＶＬ　ＣＤＲ２、および配列番号２８のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域を含む
可能性がある。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３２のＶＬ　ＣＤＲ
１、配列番号３３のＶＬ　ＣＤＲ２、および配列番号３４のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可
変領域を含む可能性がある。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３８の
ＶＬ　ＣＤＲ１、配列番号３９のＶＬ　ＣＤＲ２、および配列番号４０のＶＬ　ＣＤＲ３
を含む軽鎖可変領域を含む可能性がある。
【０１００】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２３のＶＨ　ＣＤＲ１、配列番号
２４のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号２５のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む
可能性があり、ならびに配列番号２６のＶＬ　ＣＤＲ１、配列番号２７のＶＬ　ＣＤＲ２
、および配列番号２８のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域をさらに含む可能性がある。
【０１０１】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号２９のＶＨ　ＣＤＲ１、配列番号
３０のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号３１のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む
可能性があり、ならびに配列番号３２のＶＬ　ＣＤＲ１、配列番号３３のＶＬ　ＣＤＲ２
、および配列番号３４のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域をさらに含む可能性がある。
【０１０２】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３５のＶＨ　ＣＤＲ１、配列番号
３６のＶＨ　ＣＤＲ２、および配列番号３７のＶＨ　ＣＤＲ３を含む重鎖可変領域を含む
可能性があり、ならびに配列番号３８のＶＬ　ＣＤＲ１、配列番号３９のＶＬ　ＣＤＲ２
、および配列番号４０のＶＬ　ＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域をさらに含む可能性がある。
【０１０３】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、図１に示されるようなＶＨ領域および／ま
たはＶＬ領域のアミノ酸配列を含む抗体のいずれか１つである。１つの実施形態において
、本発明の抗体は、ヒトＢ細胞で存在したような、重鎖と軽鎖の同じ性質の対合を維持し
ていることを特徴とする。
【０１０４】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号９、１３、１７および９３からな
る群より選択されるアミノ酸配列を含む、またはそのようなアミノ酸配列からなる重鎖可
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変領域（ＶＨ）を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配列番号１１、１５
および１９からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、またはそのようなアミノ酸配
列からなる軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は、配
列番号９、１３、１７および９３からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、または
そのようなアミノ酸配列からなる重鎖可変領域（ＶＨ）を含み、ならびに配列番号１１、
１５および１９からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、またはそのようなアミノ
酸配列からなる軽鎖可変領域（ＶＬ）をさらに含む。特定の実施形態において、前記抗体
は、配列番号９のＶＨおよび配列番号１１のＶＬ、または配列番号９３のＶＨおよび配列
番号１１のＶＬ、配列番号１３のＶＨおよび配列番号１５のＶＬ、または配列番号１７Ｖ
Ｈおよび配列番号１９のＶＬを含む。
【０１０５】
　あるいは、本発明の抗体は、図１に示されるようなＶＨ領域および／またはＶＬ領域を
有する抗体のうちの少なくとも１つと、例えば、ｈＴａｕ４０などのタウへの結合につい
て競合する抗体、またはその抗原結合断片、誘導体もしくは異型体である。１つの実施形
態において、本発明の抗体はｈＴａｕ４０への特異的結合についてＮＩ－１０５－４Ｅ４
、ＮＩ－１０５－２４Ｂ２またはＮＩ－１０５．４Ａ３と競合する。それらの抗体は、特
に、治療用途について、同様にヒト抗体であり得る。あるいは、前記抗体は、診断方法と
動物での研究に特に有用なマウス抗体、マウス化抗体およびキメラマウス－ヒト抗体であ
る。
【０１０６】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、培養されている単一クローン性Ｂ細胞また
はオリゴクローン性Ｂ細胞の培養物によって供給され、そして、前記Ｂ細胞が産生する抗
体を含有する前記培養物の上清をその中の抗タウ抗体の存在と親和性についてスクリーニ
ングする。スクリーニングの工程は、その開示の内容が参照により本明細書に組み込まれ
る国際出願公開第ＷＯ２００４／０９５０３１号に記載されるような、鋭敏な組織アミロ
イド斑免疫反応性（ＴＡＰＩＲ）アッセイの工程；脳切片でのＰＨＦＴａｕへの結合につ
いてのスクリーニングの工程；アミノ酸セリン２０２およびトレオニン２０５にリン酸基
を有する、配列番号６によって表されるアミノ酸配列のタウに由来するペプチドの結合に
ついてのスクリーニングの工程；アミノ酸トレオニン２３１にリン酸基を有する、配列番
号６によって表されるアミノ酸配列のタウに由来するペプチドの結合についてのスクリー
ニングの工程；および／または前記配列のアミノ酸トレオニン２３１、および／またはア
ミノ酸セリン３９６およびセリン４０４にリン酸基を有する、配列番号６によって表され
るアミノ酸配列のタウに由来するペプチドの結合についてのスクリーニングの工程；配列
番号６によって表されるアミノ酸配列の組換えヒトタウの結合についてのスクリーンの工
程；および結合が検出される抗体または前記抗体を産生する細胞の単離の工程、を含む。
【０１０７】
　先に言及したように、ヒト免疫反応に応じて生成されるため、本発明のヒトモノクロー
ナル抗体は、特定の病理と関連があり、例えば、マウスモノクローナル抗体の生成のため
の免疫過程の場合、およびファージディスプレイライブラリーのインビトロスクリーニン
グの場合、それぞれ、アクセスできる可能性が無い、または免疫原性が低い可能性が無い
エピトープを認識する。したがって、本発明のヒト抗タウ抗体のエピトープはユニークで
あり、本発明のヒトモノクローナル抗体が認識するエピトープに結合することが可能であ
る他の抗体は存在しないと明記することが賢明である。抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４および
ＮＩ－１０５．４Ａ３のユニークなエピトープを示す図１１も参照のこと。したがって、
本発明はまた全般的に、本発明のヒトモノクローナル抗体とタウに対する特異的結合につ
いて競合する抗タウ抗体およびタウ結合分子にまで及ぶ。本発明は、ＮＩ－１０５．４Ｅ
４、ＮＩ－１０５．２４Ｂ２およびＮＩ－１０５．４Ａ３からなる群より選択される基準
抗体と同じタウのエピトープに特異的に結合する抗体、またはその抗原結合断片、異型体
もしくは誘導体をより具体的に対象とする。
【０１０８】
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　試験している免疫グロブリンが基準抗体の、タウなどの共通の抗原への特異的な結合を
阻害する測定法により抗体間の競合を判定する。多種類の競合的結合アッセイが公知であ
る。例えば、固相直接または間接放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、固相直接または間接酵素
免疫アッセイ（ＥＩＡ）、サンドイッチ競合アッセイについて、　Ｓｔａｈｌｉ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　９　（１９８３），　２４２
－２５３を参照のこと；固相直接ビオチン－アビジンＥＩＡについて、　Ｋｉｒｋｌａｎ
ｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３７　（１９８６），　３６１４－３
６１９　ａｎｄ　Ｃｈｅｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７６　（１９９
０），　５４６－５５２を参照のこと；固相直接標識アッセイ、固相直接標識サンドイッ
チアッセイについて　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐ
ｒｅｓｓ　（１９８８）　を参照のこと；Ｉ１２５標識を用いる固相直接標識ＲＩＡにつ
いて、Ｍｏｒｅｌ　ｅｔ　ａｌ，　Ｍｏｌｅｃ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２５　（１９８８
），　７－１５　および　Ｍｏｌｄｅｎｈａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃａｎｄ．　Ｊ
．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　３２　（１９９０），　７７－８２を参照のこと。典型的には、
そのような測定法は、固相表面に結合した精製されたタウもしくはその凝集体、またはこ
れらのいずれかを担持する細胞、未標識の試験免疫グロブリンおよび標識された基準免疫
グロブリン、すなわち、本発明のヒトモノクローナル抗体の使用を含む。試験免疫グロブ
リンの存在下で前記の固相表面または細胞に結合した標識の量を測定することにより競合
的阻害を測定する。通常、試験免疫グロブリンは過剰に存在する。１つの実施形態におい
て、添付されている実施例におけるＥＬＩＳＡ法について説明されるような条件で、競合
的結合アッセイを実行する。競合的測定法（競合性抗体）により同定された抗体には、基
準抗体と同じエピトープに結合する抗体、および基準抗体が結合するエピトープに立体障
害が生じるほど充分近位の隣接するエピトープに結合する抗体が含まれる。通常、競合性
抗体が過剰に存在するとき、それは基準抗体の共通の抗原への特異的な結合を少なくとも
５０％または７５％阻害する。それ故に、本発明は、ＮＩ－１０５．４Ｅ４、ＮＩ－１０
５．２４Ｂ２またはＮＩ－１０５．４Ａ３からなる群より選択される基準抗体がタウに結
合することを競合的に阻害する抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体に
さらに関連する。
【０１０９】
　別の実施形態において、本発明は、重鎖可変領域のＶＨ－ＣＤＲの少なくとも１つまた
は重鎖可変領域のＶＨ－ＣＤＲの少なくとも２つが、本明細書において開示される抗体の
基準重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＨ－ＣＤＲ２アミノ酸配列またはＶＨ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％
または９９％同一である免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）を含む、そのような免疫グ
ロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）から基本的になる、またはそのような免疫グロブリン重鎖
可変領域（ＶＨ）からなる単離されたポリペプチドを提供する。あるいは、前記ＶＨのＶ

Ｈ－ＣＤＲ１領域、ＶＨ－ＣＤＲ２領域およびＶＨ－ＣＤＲ３領域は、本明細書において
開示される抗体の基準重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＨ－ＣＤＲ２アミノ酸配列お
よびＶＨ－ＣＤＲ３アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％または９９％同一である。このように、この実施形態に従って、本発明
の重鎖可変領域は、図１に示される群に関連するＶＨ－ＣＤＲ１ポリペプチド配列、ＶＨ

－ＣＤＲ２ポリペプチド配列およびＶＨ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。図１はＫ
ａｂａｔシステムにより定義されたＶＨ－ＣＤＲを示すが、他のＣＤＲ定義、例えば、Ｃ
ｈｏｔｈｉａシステムにより定義されたＶＨ－ＣＤＲもまた本発明に含まれ、そして、そ
れは、図１に提示されるデータを使用して当業者により容易に特定され得る。１つの実施
形態において、基準ＶＨ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２３、２９または３５であ
り、基準ＶＨ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２４、３０または３６であり、そして
、基準ＶＨ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２５、３１または３７である。
【０１１０】



(33) JP 2016-138102 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＨ－ＣＤＲ１群、ＶＨ－ＣＤＲ２
群およびＶＨ－ＣＤＲ３群と同一であるポリペプチド配列を有するＶＨ－ＣＤＲ１領域、
ＶＨ－ＣＤＲ２領域およびＶＨ－ＣＤＲ３領域を持つ免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ

）を含む、そのような免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）から基本的になる、またはそ
のような免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる単離されたポリペプチドを提供す
る。１つの実施形態において、ＶＨ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２３、２９、ま
たは３５であり、ＶＨ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２４、３０または３６であり
、そして、ＶＨ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２５、３１または３７である。
【０１１１】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＨ－ＣＤＲ１群、ＶＨ－ＣＤＲ２
群およびＶＨ－ＣＤＲ３群と、いずれか１つのＶＨ－ＣＤＲにおける１、２、３、４、５
、６、７、８、９または１０アミノ酸置換を例外として、同一であるポリペプチド配列を
有するＶＨ－ＣＤＲ１領域、ＶＨ－ＣＤＲ２領域およびＶＨ－ＣＤＲ３領域を持つ免疫グ
ロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）を含む、そのような免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）
から基本的になる、またはそのような免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）からなる単離
されたポリペプチドを提供する。ある実施形態において、前記アミノ酸置換は保存的アミ
ノ酸置換である。１つの実施形態において、ＶＨ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２
３、２９または３５であり、ＶＨ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２４、３０または
３６であり、そして、ＶＨ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２５、３１または３７で
ある。
【０１１２】
　別の実施形態において、本発明は、軽鎖可変領域のＶＬ－ＣＤＲの少なくとも１つまた
は軽鎖可変領域のＶＬ－ＣＤＲの少なくとも２つが、本明細書において開示される抗体の
基準軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＬ－ＣＤＲ２アミノ酸配列またはＶＬ－ＣＤＲ
３アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％
または９９％同一である免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む、そのような免疫グ
ロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）から基本的になる、またはそのような免疫グロブリン軽鎖
可変領域（ＶＬ）からなる単離されたポリペプチドを提供する。あるいは、前記ＶＬのＶ

Ｌ－ＣＤＲ１領域、ＶＬ－ＣＤＲ２領域およびＶＬ－ＣＤＲ３領域は、本明細書において
開示される抗体の基準軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＬ－ＣＤＲ２アミノ酸配列お
よびＶＬ－ＣＤＲ３アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％または９９％同一である。このように、この実施形態に従って、本発明
の軽鎖可変領域は、図１に示される群に関連するＶＬ－ＣＤＲ１ポリペプチド配列、ＶＬ

－ＣＤＲ２ポリペプチド配列およびＶＬ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。図１はＫ
ａｂａｔシステムにより定義されたＶＬ－ＣＤＲを示すが、他のＣＤＲ定義、例えば、Ｃ
ｈｏｔｈｉａシステムにより定義されたＶＬ－ＣＤＲもまた本発明に含まれる。１つの実
施形態において、基準ＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２６、３２または３８で
あり、基準ＶＬ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２７、３３または３９であり、そし
て、基準ＶＬ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２８、３４または４０である。
【０１１３】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＬ－ＣＤＲ１群、ＶＬ－ＣＤＲ２
群およびＶＬ－ＣＤＲ３群と同一であるポリペプチド配列を有するＶＬ－ＣＤＲ１領域、
ＶＬ－ＣＤＲ２領域およびＶＬ－ＣＤＲ３領域を持つ免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ
）を含む、そのような免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）から基本的になる、またはそ
のような免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）からなる単離されたポリペプチドを提供す
る。１つの実施形態において、ＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２６、３２また
は３８であり、ＶＬ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２７、３３または３９であり、
そして、ＶＬ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２８、３４または４０である。
【０１１４】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＬ－ＣＤＲ１群、ＶＬ－ＣＤＲ２
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群およびＶＬ－ＣＤＲ３群と、いずれか１つのＶＬ－ＣＤＲにおける１、２、３、４、５
、６、７、８、９または１０アミノ酸置換を例外として、同一であるポリペプチド配列を
有するＶＬ－ＣＤＲ１領域、ＶＬ－ＣＤＲ２領域およびＶＬ－ＣＤＲ３領域を持つ免疫グ
ロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）を含む、そのような免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）
から基本的になる、またはそのような免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）からなる単離
されたポリペプチドを提供する。ある実施形態において、前記アミノ酸置換は保存的アミ
ノ酸置換である。１つの実施形態において、ＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２
６、３２または３８であり、ＶＬ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は配列番号２７、３３または
３９であり、そして、ＶＬ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列番号２８、３４または４０で
ある。
【０１１５】
　免疫グロブリンまたはそれをコードするｃＤＮＡをさらに修飾することができる。した
がって、さらなる実施形態において、本発明の方法は、キメラ抗体、マウス化抗体、単鎖
抗体、Ｆａｂ断片、二重特異性抗体、融合抗体、標識化抗体またはこれらのいずれか１つ
の類似体を作製する工程のいずれか１つを含む。対応する方法が当業者に知られており、
そして、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ　“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”，　ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　（１９８８）に記載される。ファージディスプレイ技術によって前記
抗体の誘導体を得るとき、本明細書に記載される抗体のいずれか１つのものと同じエピト
ープに結合するファージ抗体の効率性を上昇させるために、ＢＩＡｃｏｒｅシステムにお
いて使用されるような表面プラズモン共鳴を使用することができる（Ｓｃｈｉｅｒ，　Ｈ
ｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　７　（１９９６），　９７－
１０５、Ｍａｌｍｂｏｒｇ，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　１８３　（１
９９５），　７－１３）。例えば、国際出願公開第ＷＯ８９／０９６２２号にキメラ抗体
の作製が記載される。欧州出願公開第ＥＰ－Ａ１　０　２３９　４００号および国際出願
公開第ＷＯ９０／０７８６１号にヒト化抗体の作製方法が記載される。本発明に従って利
用される抗体のさらなる供給源はいわゆるゼノジニック抗体である。例えば、国際出願公
開第ＷＯ９１／１０７４１号、第ＷＯ９４／０２６０２号、第ＷＯ９６／３４０９６号お
よび第ＷＯ９６／３３７３５号に、マウスにおけるヒト様抗体などのゼノジニック抗体の
作製についての一般的原理が記載される。先に考察したように、本発明の抗体は完全抗体
の他に、例えば、Ｆｖ、ＦａｂおよびＦ（ａｂ）２を含む様々な形態で、ならびに単鎖形
態で存在し得る。例えば、国際出願公開第ＷＯ８８／０９３４４号を参照のこと。
【０１１６】
　当技術分野において公知の従来の技術を用いて、例えば、アミノ酸欠失、挿入、置換、
付加、および／または組換えおよび／または当技術分野において公知の他の任意の修飾を
単独か併用のどちらかで用いることにより、本発明の抗体またはそれらの対応する免疫グ
ロブリン鎖をさらに修飾することができる。免疫グロブリン鎖アミノ酸配列の基礎となる
ＤＮＡ配列にそのような修飾を導入する方法は当業者によく知られている。例えば、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　（１９
８９）　Ｎ．Ｙ．および　Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｎ．Ｙ．　（１
９９４）を参照のこと。本発明の抗体の修飾には、アセチル化、ヒドロキシル化、メチル
化、アミド化、および炭水化物もしくは脂質部分、補因子などの結合を含む、側鎖修飾、
骨格修飾、ならびにＮ末端およびＣ末端修飾を含む、１つ以上の構成アミノ酸における化
学的および／または酵素的誘導体化が含まれる。同様に、本発明は、アミノ末端に記載の
抗体またはそのある断片を含み、それに融合した免疫刺激性リガンドなどの異種性分子を
カルボキシル末端に含むキメラタンパク質の作製を包含する。対応する技術の詳細につい
て、例えば、国際出願公開第ＷＯ００／３０６８０号を参照のこと。
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【０１１７】
　さらに、例えば、重鎖ＣＤＲ３（ＨＣＤＲ３）は可変性の程度がより大きく、そして、
抗原抗体相互作用への関与が顕著である領域であるということがしばしば観察されている
ので、言及した抗体のいずれか１つの可変領域のＣＤＲ３領域、特に重鎖のＣＤＲ３を含
有する、上述したような結合分子を含有するものが含まれるペプチドを本発明は包含する
。組換え技術により、そのようなペプチドを容易に合成または作製して、本発明に従って
有用な結合因子を作製することができる。そのような方法は当業者によく知られている。
例えば、市販されている自動化ペプチド合成機を用いて、ペプチドを合成することができ
る。前記ペプチドを発現するＤＮＡを発現ベクターに組み込み、そして、前記ペプチドを
産生するその発現ベクターで細胞を形質転換することにより、前記ペプチドを組換え技術
によって作製することもできる。
【０１１８】
　それ故に、本発明は、本発明のヒト抗タウ抗体に適合し、そして、言及された特性を示
す、すなわち、タウを特異的に認識する任意の結合分子、例えば、抗体またはその結合断
片に関連する。そのような抗体および結合分子は、本明細書に記載されるようなＥＬＩＳ
Ａおよびウェスタンブロットおよび免疫組織化学によりそれらの結合特異性と親和性につ
いて試験され得る。例えば、実施例を参照のこと。また、本発明に従って実行される以後
の実験の予備的結果により、本発明のヒト抗タウ抗体、特に抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４が
、アルツハイマー病（ＡＤ）に冒されている患者のヒト脳切片に存在する神経原線維濃縮
体（ＮＦＴ）、糸屑状構造物にさらに共通点がある病理的凝集型タウに主に結合すること
が明らかになった。したがって、本発明の特定の好ましい実施形態において、ヒト抗体、
またはその結合断片、誘導体もしくは異型体はヒトＡＤの脳の切片上でタウを認識する。
さらに、ヒトタウＰ３０１Ｌを過剰発現する遺伝子導入マウスにおいて、病理的タウに差
示的に結合する抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４の明確な能力がまた示され得るであろう。既に
言及したＮＦＴと糸屑状構造物に加えて、抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４はマウス脳切片上で
ジストロフィー性神経突起にも結合し、そして、プレタングルステージ（ｐｒｅ－ｔａｎ
ｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）のタウ凝集体を同定する。実施例４および図６を参照のこと。
【０１１９】
　不死化したＢ細胞またはメモリーＢ細胞の培養物から直接的に免疫グロブリンを得る代
わりに、前記の不死化細胞を、その後の発現および／または遺伝子操作のために、再構成
された重鎖および軽鎖の供給源として使用することができる。再構成された抗体遺伝子に
ついて、適切なｍＲＮＡから逆転写してｃＤＮＡを作製することができる。所望により、
重鎖定常領域を異なるアイソタイプの重鎖定常領域と交換する、または、完全に除去する
ことができる。単鎖Ｆｖ領域をコードするために可変領域を連結することができる。複数
のＦｖ領域を連結して１つよりも多い標的への結合能を付与することができ、または、キ
メラ重鎖軽鎖結合体を使用することができる。一旦、前記遺伝物質が利用可能になると、
それら両方の所望の標的に結合する能力を保持する、上述したような類似体の設計は簡単
である。抗体可変領域のクローン化と組換え抗体の作製の方法は当業者に知られており、
そして、例えば、Ｇｉｌｌｉｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｔｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ
ｓ　４７　（１９９６），　１－２０、Ｄｏｅｎｅｃｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｌｅｕｋｅ
ｍｉａ　１１　（１９９７），　１７８７－１７９２に記載されている。
【０１２０】
　一旦、適切な遺伝物質を得て、所望により、類似体をコードするように修飾すると、最
小でも重鎖および軽鎖の可変領域をコードするものを含む、そのコード配列を、標準的な
組換え宿主細胞に形質移入することができるベクターに含有される発現システムに挿入す
ることができる。そのような様々な宿主細胞を使用することができる。しかしながら、哺
乳類細胞が効率的な処理に向いていると考えられ得る。この目的に有用な典型的な哺乳類
細胞株にはＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞またはＮＳＯ細胞が含まれるが、これらに限定
されない。
【０１２１】
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　次に、前記宿主細胞の増殖と前記コード配列の発現に適切な培養条件下で、改変された
組換え宿主を培養することにより、前記抗体または類似体の作製を行う。次に、前記培養
物から抗体を単離することによりそれらを回収する。前記発現システムはシグナルペプチ
ドを含むように設計されており、結果生じる抗体が培地中に分泌される。しかしながら、
細胞内生産もまた可能である。
【０１２２】
　上記に従って、本発明はまた、本発明の抗体または同等の結合分子をコードするポリヌ
クレオチドに関連する。１つの実施形態において、前記ポリヌクレオチドは上述の抗体の
免疫グロブリン鎖の少なくとも可変領域をコードする。典型的には、前記ポリヌクレオチ
ドによりコードされる前記可変領域は、前記抗体の可変領域であるＶＨおよび／またはＶ

Ｌの少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。
【０１２３】
　当業者は、所望の特異性と生物学的機能を有する他のポリペプチドまたは抗体の構築の
ために上述の可変ドメインを有する前記抗体の可変ドメインを使用することができること
を容易に理解する。したがって、本発明はまた、上述の可変ドメインの少なくとも１つの
ＣＤＲを含むポリペプチドおよび抗体を包含し、そして、それらは、添付されている実施
例に記載されている抗体と実質的に同じ、または、同様の結合特性を有利なことに有する
。当業者は、ＣＤＲ内、またはＫａｂａｔにより定義されたようなＣＤＲと部分的に重複
する超可変ループ（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．
　１９６　（１９８７），　９０１－９１７）　内でアミノ酸置換を行うことにより結合
親和性が増大し得ることを知っている。例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，　ｅｔ　ａｌ，　
Ｎａｔｕｒｅ　３３２　（１９８８），　３２３－３２７を参照のこと。したがって、本
発明はまた、言及されたＣＤＲのうちの１つ以上が１つ以上の、または２つ以下のアミノ
酸置換を含む抗体に関連する。１つの実施形態において、本発明の抗体は、その免疫グロ
ブリン鎖の一方または両方に、図１に示されるような可変領域の２つ、または３つ全ての
ＣＤＲを含む。
【０１２４】
　本発明の結合分子、例えば、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体は
、当業者に知られるように、１つ以上のエフェクター機能を仲介する定常領域を含むこと
ができる。例えば、補体のＣ１成分の抗体定常領域への結合が補体系を活性化し得る。補
体の活性化はオプソニン作用と細胞病原体の溶解に重要である。補体の活性化はまた炎症
反応を刺激し、そしてまた、自己免疫過敏症に関与する可能性がある。また、抗体のＦｃ
領域にあるＦｃ受容体結合部位が細胞上のＦｃ受容体（ＦｃＲ）に結合して、抗体がＦｃ
領域を介して様々な細胞の受容体に結合する。ＩｇＧ（ガンマ受容体）、ＩｇＥ（イプシ
ロン受容体）、ＩｇＡ（アルファ受容体）およびＩｇＭ（ミュー受容体）を含む様々なク
ラスの抗体に特異的な多数のＦｃ受容体受容体が存在する。抗体の細胞表面上のＦｃ受容
体への結合が、抗体に覆われた粒子の貪食と分解、免疫複合体の除去、キラー細胞による
抗体に覆われた標的細胞の溶解（抗体依存性細胞介在性細胞傷害、またはＡＤＣＣと呼ば
れる）、炎症メディエーターの放出、胎盤通過および免疫グロブリン生産の制御を含む多
数の重要で多様な生物学的反応を引き起こす。
【０１２５】
　したがって、本発明のある実施形態には、ほぼ同じ免疫原性を有する改変されていない
抗体全体と比較するとき、低下したエフェクター機能、非共有結合により二量体化する能
力、タウが凝集および沈着した部位に局在する上昇した能力、減少した血清中半減期、ま
たは増加した血清中半減期などの所望の生化学的性質をもたらすように、定常領域ドメイ
ンの１つ以上の少なくとも小断片を欠失、または、欠失でなければ、改変した抗体、また
はその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体が含まれる。例えば、本明細書に記載される
診断方法および治療方法で使用されるある抗体は、免疫グロブリン重鎖に類似のポリペプ
チド鎖を含むが、１つ以上の重鎖ドメインの少なくとも一部を欠くドメイン欠失抗体であ
る。例えば、ある抗体では、修飾型抗体の定常領域の１つのドメイン全体を欠失する。例
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えば、ＣＨ２ドメインの全てまたは一部を欠失する。他の実施形態において、本明細書に
記載される診断方法および治療方法で使用されるある抗体は、本明細書の他の箇所で脱グ
リコシル化抗体または「アグリ」抗体と称される、グリコシル化を除くように改変されて
いる定常領域、例えば、ＩｇＧ重鎖定常領域を有する。酵素的に、ならびに定常領域内の
グリコシル化コンセンサス配列を操作することにより、そのような「アグリ」抗体を調製
することができる。理論にとらわれるものではないが、「アグリ」抗体はインビボで改善
された安全性および安定性プロファイルを有する可能性があると考えられている。所望の
エフェクター機能を有する脱グリコシル化抗体の作製方法は、例えば、国際出願公開第Ｗ
Ｏ２００５／０１８５７２号に見出され、その全体が参照により組み込まれる。
【０１２６】
　本明細書に記載されるある抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体では
、当技術分野において公知の技術を用いてＦｃ部分に突然変異を形成し、エフェクター機
能を減少させることができる。例えば、定常領域ドメインの（点突然変異または他の手段
による）欠失または不活化が、循環する修飾型抗体のＦｃ受容体結合を低下させることが
でき、それによって、タウへの局在性が増加する。他の場合では、本発明と矛盾しない定
常領域の修飾が補体の結合を軽減し、したがって、血清中半減期と共役化細胞毒の非特異
的結合を低下させることがあり得る。上昇した抗原特異性または抗体柔軟性が原因の局在
の向上を可能とする　ジスルフィド結合またはオリゴサッカリド部分を修飾するために、
定常領域のさらに他の修飾を用いることができる。その修飾の結果の生理学的プロファイ
ル、生物学的利用能、および他の生化学効果、例えば、タウ局在性、生体内分布および血
清中半減期を、周知の免疫学的技術を用いて、過度に実験を行うことなく、容易に測定お
よび定量することができる。
【０１２７】
　本明細書に記載されるある抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体では
、例として、Ｆｃγ受容体、ＬＲＰ、もしくはＴｈｙ１受容体を介した抗体の受容体介在
性飲食作用を増強させることにより、または、抗体が生きている細胞を損傷することなく
それらに輸送されることを可能とすると言われている「スーパー抗体技術」（Ｅｘｐｅｒ
ｔ　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　（２００５），　２３７－２４１）により抗
体の細胞内取込を増加させるために、Ｆｃ部分に突然変異を形成する、またはＦｃ部分を
別のタンパク質配列と交換することがでる。例えば、前記抗体結合領域と細胞表面受容体
の同種のタンパク質リガンドの融合タンパク質、またはタウと細胞表面受容体に同様に結
合する特異的配列を有する二重特異性もしくは多重特異性抗体の生成が当技術分野におい
て公知の技術を用いて操作され得る。
【０１２８】
　本明細書に記載されるある抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体では
、血液脳関門透過性を上昇させるために、Ｆｃ部分に突然変異を形成する、またはＦｃ部
分を別のタンパク質配列と交換することができ、または化学的に前記抗体を修飾すること
ができる。
【０１２９】
　当技術分野において公知の技術を用いて前駆体全体または親抗体から本発明の修飾型抗
体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を作製することができる。本明細書
においてより詳細に代表的な技術が考察される。当技術分野において公知の技術を用いて
、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を作製または製造する
ことができる。ある実施形態において、抗体分子またはその断片が「組換え技術によって
作製」される、すなわち、組換えＤＮＡ技術を用いて作製される。本明細書の他の箇所で
より詳細に、抗体分子またはその断片を作製するための代表的な技術が考察される。
【０１３０】
　本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体はまた、例えば、前記
抗体への任意の種類の分子の共有結合であって、前記抗体のその同じ性質のエピトープへ
の特異的な結合を妨げないような共有結合によって修飾されている誘導体を含む。例えば
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、限定するものではないが、前記抗体誘導体は、例えば、グリコシル化、アセチル化、ペ
グ化、リン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロック基による誘導体化、タンパク質分解
による切断、細胞性リガンドまたは他のタンパク質への結合などにより修飾された抗体を
含む。特異的化学切断、アセチル化、ホルミル化、ツニカマイシンの代謝性合成などを含
むが、これらに限定されない、多数の化学修飾のいずれかを公知の技術により実行するこ
とが可能である。さらに、前記誘導体は１個以上の非古典的アミノ酸を含有することがで
きる。
【０１３１】
　特定の実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘
導体は、治療される動物、例えば、ヒトにおいて有害な免疫反応を誘発しない。ある実施
形態において、本発明の結合分子、例えば、抗体またはその抗原結合断片は患者、例えば
ヒトの患者に由来し、そして、それらが由来する同じ種、例えば、ヒトにおいて使用され
、有害な免疫反応の発生を軽減または最小化する。
【０１３２】
　抗体の免疫原性を低下させるために脱免疫化を用いることも可能である。本明細書にお
いて使用される場合、用語「脱免疫化」には、Ｔ細胞エピトープを修飾するための抗体の
改変が含まれる。例えば、国際出願公開第ＷＯ９８／５２９７６号および第ＷＯ００／３
４３１７号を参照のこと。例えば、出発抗体のＶＨ配列およびＶＬ配列が分析され、そし
て、各Ｖ領域に由来するヒトＴ細胞エピトープ「マップ」が配列内の相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）と他の重要な残基との関係でエピトープの位置を示す。最終抗体の活性を変える危
険性が低い代替的アミノ酸置換を特定するために、Ｔ細胞エピトープマップの個々のＴ細
胞エピトープが分析される。アミノ酸置換の組合せを含む、様々な代替的ＶＨ配列および
ＶＬ配列が設計され、そして、これらの配列がその後に様々な結合ポリペプチド、例えば
、本明細書において開示される診断方法および治療方法において使用されるタウ特異的抗
体またはその免疫特異的断片に組み込まれ、それらは次に機能試験を受ける。典型的には
、１２個と２４個の間の異型抗体が生成され、試験される。次に、修飾型Ｖ領域およびヒ
トＣ領域を含む完全な重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子が発現ベクターにクローン化され、そ
して、それに引き続くプラスミドが抗体全体の生産のために細胞株に導入される。次に、
適切な生化学的測定法および生物学的測定法で前記抗体を比較して、最適な異型体を特定
する。
【０１３３】
　ハイブリドーマ技術、組換え技術、およびファージディスプレイ技術またはそれらの組
合せの使用を含む、多種多様の、当技術分野において公知の技術を用いて、モノクローナ
ル抗体を調製することができる。例えば、当技術分野において公知の、および、例えば、
　Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，　２ｎｄ　ｅｄ．　（１９８８）、　Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，
　ｉｎ：　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙ
ｂｒｉｄｏｍａｓ　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，　Ｎ．Ｙ．，　５６３－６８１　（１９８１）に
教示されるものを含む、ハイブリドーマ技術を用いてモノクローナル抗体を作製すること
ができる。前記参照文献は全体が参照により組み込まれる。用語「モノクローナル抗体」
は、本明細書において使用される場合、ハイブリドーマ技術により作製される抗体に限定
されない。用語「モノクローナル抗体」は、任意の真核生物クローン、原核生物クローン
またはファージクローンを含む、単一クローンに由来する抗体を意味し、それが作製され
る方法を意味しない。したがって、用語「モノクローナル抗体」は、ハイブリドーマ技術
により作製される抗体に限定されない。ある実施形態において、本発明の抗体は、本明細
書に記載されるように、エプスタイン・バール・ウイルスを用いる形質転換により不死化
したヒトＢ細胞から得られる。
【０１３４】
　周知のハイブリドーマ工程　（Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　２５６
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　（１９７５），　４９５）では、哺乳類由来の比較的生存期間が短い、または致死性の
リンパ球、例えば、ヒト対象に由来するＢ細胞が、本明細書に記載されるように、不死性
腫瘍細胞株（例えば、骨髄腫細胞株）と融合し、そうして、不死であり、且つ、Ｂ細胞の
遺伝的にコードされた抗体を産生することが可能であるハイブリッド細胞、すなわち、「
ハイブリドーマ」を作製する。その結果のハイブリッドは選別、希釈および再増殖により
単一の遺伝的系統へと分離され、各々個々の系統が、単一の抗体を形成する特異的な遺伝
子を含む。それらは、所望の抗原に対して均一である抗体を産生し、そして、その純粋な
遺伝的系統に関して、「モノクローナル」と呼ばれる。
【０１３５】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞は、未融合の親骨髄腫細胞の増殖または
生存を阻害する１つ以上の物質を含有する適切な培地に蒔かれ、培養される。当業者は、
ハイブリドーマの形成、選別および増殖のための試薬、細胞株および培地が多数の供給元
から市販されており、そして、標準的なプロトコルがよく確立されていることを理解する
。一般的に、所望の抗原に対するモノクローナル抗体の産生についてハイブリドーマ細胞
が増殖する培地を試験する。本明細書に記載されるような、免疫沈降、放射免疫アッセイ
（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ測定法によ
り、ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の結合特異性を決定する。所望の
特異性、親和性および／または活性を有する抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定し
た後に、限界希釈法によりそのクローンをサブクローン化し、標準的な方法で培養するこ
とができる。例えば、Ｇｏｄｉｎｇ，　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：
　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，　ｐｐ　５９－１０３　（１９８６）を参照のこと。サブクローンによって分泌される
モノクローナル抗体が、例えば、プロテインＡ、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフ
ィー、ゲル電気泳動、透析または親和性クロマトグラフィーなどの従来の精製法により、
培地、腹水または血清から分離されることがさらに理解される。
【０１３６】
　別の実施形態において、顕微操作によりリンパ球を選別し、そして、可変遺伝子を単離
することができる。例えば、末梢血液単核細胞を免疫した哺乳類動物または自然免疫性哺
乳類動物、例えば、ヒトから単離し、そして、インビトロで約７日間培養することができ
る。選別基準に合う特定のＩｇＧについて前記培養物を選別することができる。陽性のウ
ェルから細胞を単離することができる。個々の免疫グロブリン産生Ｂ細胞を、ＦＡＣＳに
より、または補体介在溶血性プラークアッセイでそれらを同定することにより単離するこ
とができる。顕微操作により免疫グロブリン産生Ｂ細胞をチューブに移すことができ、そ
して、ＶＨ遺伝子およびＶＬ遺伝子を、例えば、ＲＴ－ＰＣＲを用いて増幅することがで
きる。ＶＨ遺伝子およびＶＬ遺伝子を抗体発現ベクターにクローン化し、そして、発現の
ために細胞（例えば、真核細胞または原核細胞）に形質移入することができる。
【０１３７】
　あるいは、当業者に周知の技術を用いて抗体産生細胞株を選択および培養することがで
きる。様々な実験マニュアルおよび一次刊行物にそのような技術が記載されている。この
点に関し、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｃｏ
ｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｄｓ．，　Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓ
ｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９９１）に以下に記載されるような
、本発明での使用に適切な技術が記載されている。その全体が、補遺を含み、参照胃より
本明細書に組み込まれる。
【０１３８】
　公知の技術により、特定のエピトープを認識する抗体断片を生成することができる。例
えば、Ｆａｂ断片およびＦ（ａｂ’）２断片を組換え技術により、または、（Ｆａｂ断片
を作製するために）パパインまたは（Ｆ（ａｂ’）２断片を作製するために）ペプシンな
どの酵素を用いる免疫グロブリン分子のタンパク質分解性切断により作製することができ
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る。Ｆ（ａｂ’）２断片は可変領域、軽鎖定常領域および重鎖のＣＨ１ドメインを含有す
る。そのような断片は、例えば、免疫グロブリンの免疫特異的部分を放射性同位元素など
の検出試薬に結合させることを含む免疫診断的方法で使用するのに充分である。
【０１３９】
　本明細書に記載されるようなヒト抗体はヒトの患者での治療上の使用に特に望ましい。
本発明のヒト抗体を、例えば、その年齢のため、タウオパチー障害、例えば、アルツハイ
マー病になる危険性があると疑うことができる健康なヒト対象、または前記障害が持病で
あるが、著しく安定した疾患経過を有する患者から単離する。しかしながら、老齢で健康
な対象および老齢で無症状の対象は、それぞれ、より若い対象よりも本式に保護性抗タウ
抗体を生じているであろうと予測するのが賢明ではあるが、本発明のヒト抗体を得るため
の供給源として、後者も同様に使用することができる。このことは、家族型タウオパチー
疾患になりやすいが、免疫系がより老齢の成人よりも有効に機能するので無症状なままで
ある、より若い患者に特に当てはまる。
【０１４０】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、抗体分子の少なくとも１つの重鎖ＣＤＲま
たは軽鎖ＣＤＲを含有する。別の実施形態において、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分
子に由来する少なくとも２つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の抗体は、
１つ以上の抗体分子に由来する少なくとも３つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、
本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子に由来する少なくとも４つのＣＤＲを含む。別の実
施形態において、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子に由来する少なくとも５つのＣＤ
Ｒを含む。別の実施形態において、本発明の抗体は、１つ以上の抗体分子に由来する少な
くとも６つのＣＤＲを含む。前記対象抗体に含まれ得る少なくとも１つのＣＤＲを含む例
示的抗体分子は本明細書に記載される。
【０１４１】
　抗体を合成するための、当技術分野において公知の任意の方法により、特に、化学合成
により、または本明細書に記載されるような組換え発現技術により本発明の抗体を作製す
ることができる。
【０１４２】
　１つの実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘
導体は、１つ以上のドメインが部分的または全体的に欠失している合成定常領域を含む（
「ドメイン欠失抗体」）。ある実施形態において、互換的修飾型抗体は、ＣＨ２ドメイン
全体が除去されたドメイン欠失構成体または異型体（ΔＣＨ２構成体）を含む。他の実施
形態において、欠失したドメインの代わりに短鎖連結ペプチドを置換して、可変領域に柔
軟性と運動の自由をもたらすことができる。そのような構成体は、抗体の分解速度につい
てのＣＨ２ドメインの調節特性のために、特に好ましいことを当業者は理解する。ＩｇＧ

１ヒト定常ドメインをコードするベクターを用いてドメイン欠失構成体を得ることができ
る。例えば、国際出願公開第ＷＯ０２／０６０９５５号および第ＷＯ０２／０９６９４８
Ａ２号を参照のこと。このベクターを操作してＣＨ２ドメインを欠失し、そしてドメイン
欠失ＩｇＧ１定常領域を発現する合成ベクターを提供する。
【０１４３】
　ある実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導
体はミニ抗体（ｍｉｎｉｂｏｄｙ）である。当技術において説明される方法を用いてミニ
抗体を作製することができる。例えば、米国特許第５，８３７，８２１号または国際出願
公開第ＷＯ９４／０９８１７号を参照のこと。
【０１４４】
　１つの実施形態において、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘
導体は、単量体サブユニット間の結合が可能である限り、２、３個の、または１個でもア
ミノ酸が欠失または置換した免疫グロブリン重鎖を含む。例えば、ＣＨ２ドメインの選択
された領域内での１アミノ酸の突然変異が、Ｆｃ結合を実質的に低下させ、それによって
タウ局在性を増加させるのに充分であり得る。同様に、調節されるエフェクター機能（例
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えば、補体結合）を制御する１つ以上の定常領域ドメインの一部を単に欠失することが望
ましい可能性がある。定常領域のそのような部分的欠失が抗体の選択された特性（血清中
半減期）を改善し、一方、対象定常領域ドメインに付随する他の望ましい機能をそのまま
にしておくことができる。さらに、先に言及されたように、開示される抗体の定常領域は
、結果生じる構成体のプロファイルを改善する１つ以上のアミノ酸の突然変異または置換
により合成されたものであり得る。この点に関して、修飾型抗体の立体構造と免疫原性プ
ロファイルを実質的に維持しつつ、保存された結合部位によりもたらされる活性（例えば
、Ｆｃ結合）を破壊することが可能であり得る。さらに他の実施形態は、エフェクター機
能などの所望の特性を増強するように、または、より多くの細胞毒もしくは炭水化物が結
合するように、定常領域へ１つ以上のアミノ酸を付加することを含む。そのような実施形
態において、選択された定常領域ドメインに由来する特定の配列を挿入または複製するこ
とが望ましい可能性がある。
【０１４５】
　本発明はまた、抗体またはその断片がタウに免疫特異的に結合する、本明細書に記載さ
れる抗体分子（例えば、ＶＨ領域および／またはＶＬ領域）の（誘導体を含む）異型体を
含む、そのような異型体から基本的になる、またはそのような異型体からなる抗体を提供
する。抗体をコードするヌクレオチド配列に突然変異を導入するために、アミノ酸置換を
もたらすことになる部位特異的突然変異形成およびＰＣＲ介在性突然変異形成を含むが、
これらに限定されない、当業者に知られている標準的な技術を使用することができる。１
つの実施形態において、（誘導体を含む）異型体が、基準ＶＨ領域、ＶＨ－ＣＤＲ１、Ｖ

Ｈ－ＣＤＲ２、ＶＨ－ＣＤＲ３、ＶＬ領域、ＶＬ－ＣＤＲ１、ＶＬ－ＣＤＲ２またはＶＬ

－ＣＤＲ３に対して、５０アミノ酸未満の置換、４０アミノ酸未満の置換、３０アミノ酸
未満の置換、２５アミノ酸未満の置換、２０アミノ酸未満の置換、１５アミノ酸未満の置
換、１０アミノ酸未満の置換、５アミノ酸未満の置換、４アミノ酸未満の置換、３アミノ
酸未満の置換、または２アミノ酸未満の置換をコードする。「保存的アミノ酸置換」は、
類似の電荷を有する側鎖を持つアミノ酸残基でアミノ酸残基を置換するアミノ酸置換であ
る。類似の電荷を有する側鎖を持つアミノ酸残基のファミリーは当技術分野で定義されて
いる。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リシン、アルギ
ニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミン
酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン
、セリン、トレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（例えば
、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニ
ン、トリプトファン）、β分岐側鎖を有するアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イ
ソロイシン）および芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン
、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。あるいは、飽和突然変異誘発などにより、
コード配列の全体または一部に無作為的に突然変異を導入することができ、そして、活性
を保持する突然変異体を同定するために、結果生じた突然変異体を生物活性（例えば、タ
ウ結合能）についてスクリーニングすることができる。
【０１４６】
　例えば、抗体分子のフレームワーク領域のみに、またはＣＤＲ領域のみに突然変異を導
入することが可能である。導入された突然変異はサイレント突然変異または中立的ミスセ
ンス突然変異である、例えば、抗体の抗原に結合する能力に全く、またはほとんど効果が
無い可能性があり、実際にいくつかのそのような突然変異はアミノ酸配列を全く変えない
。これらの種類の突然変異は、コドン使用頻度を最適化する、またはハイブリドーマの抗
体産生を改善するために有用であり得る。本発明の抗体をコードするコドン最適化コード
領域が本明細書の他の箇所で開示される。あるいは、非中立的ミスセンス突然変異が抗体
の抗原に結合する能力を変える可能性がある。大半のサイレント突然変異および中立的ミ
スセンス突然変異の位置はフレームワーク領域内である可能性があり、一方、大半の非中
立的ミスセンス突然変異の位置はＣＤＲ内である可能性があるが、これは絶対的な必要要
件ではない。当業者は、抗原結合活性の無変化または結合活性の変化（例えば、抗原結合
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活性の改善または抗体特異性の変化）などの所望の特質を持つ突然変異体分子を設計およ
び試験することができるであろう。突然変異形成の後に、本明細書に記載される技術を用
いて、または当技術分野において公知のルーチン的修正技術により、コードされるタンパ
ク質をルーチン的に発現することができ、そして、コードされるタンパク質の機能的活性
および／または生物活性（例えば、タウの少なくとも１つのエピトープに免疫特異的に結
合する能力）を測定することができる。
【０１４７】
　神経変性タウオパチーのインビボモデルまたはインビトロモデルを用いてタウ結合因子
、例えば、これらに限定されないが、本発明のタウ結合抗体の特性解析を行うことができ
る。神経変性タウオパチーのマウスモデルで本発明のタウ結合因子（例えば、抗体）の特
性解析を行うことができると当業者は容易に理解する。例えば、これに限定されないが、
本発明のタウ抗体（およびその結合特異性を有する分子）の特性解析を行い、そして検証
するために、タウオパチーの以下の３つの異なる動物モデルのいずれか１つを用いること
ができる。
【０１４８】
　１．　遺伝子導入ＴａｕＰ３０１Ｌマウス（系統１８３）：マウスＴｈｙ１．２プロモ
ーターの制御下で、Ｐ３０１Ｌ突然変異を有するヒトタウ４０を発現する。（これらの遺
伝子導入動物の作製は、Ｇｏｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　
２７６　（２００１），　５２９－５３４および国際出願公開第ＷＯ２００３／０１７９
１８号に記載される。その開示の内容が参照により本明細書に組み込まれる。）
【０１４９】
　２．　マウスＰｒＰプロモーターの制御下で、Ｐ３０１Ｌ突然変異を有する最短４Ｒヒ
トタウアイソフォームを発現するＪＮＰＬ３マウス（米国、ニューヨーク州、ハドソンの
Ｔａｃｏｎｉｃ社より入手可能）。
【０１５０】
　３．　マウスＰｒＰプロモーターの制御下で、Ｐ３０１Ｓ突然変異を有するヒトタウを
発現するＰ３０１ＳＴａｕ（系統ＰＳ１９）マウス（米国、メイン州、バー・ハーバーの
Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ社より入手可能）。
【０１５１】
　神経変性タウオパチーの実験モデルを予防的環境で使用することができる、またはそれ
を治療的環境で使用することができることを当業者は理解する。予防的環境では、神経変
性タウオパチーまたはその症状の発症の前に動物への投与が始まる。予防的環境では、本
発明のタウ結合因子（例えば、抗体）は、神経変性タウオパチーまたはその症状の発症を
防ぐ、低減させる、または遅延させるその能力について評価される。治療的環境では、神
経変性タウオパチーまたはその症状の発症の後に動物への投与が始まる。治療的環境では
、本発明のタウ結合因子（例えば、抗体）は、神経変性タウオパチーまたはその症状と治
療する、低減させる、または軽減するその能力について評価される。神経変性タウオパチ
ーの症状には実験対象のニューロン、脳、脊髄、脳脊髄液または血清における病理的タウ
沈着物、神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）、高リン酸化タウポリペプチド、不溶性タウ画分の
蓄積が含まれるが、これらに限定されない。神経変性タウオパチーの任意の動物モデルで
のポジティブな予防的結果または治療的結果が、その特定のタウ結合因子（例えば、抗体
）を予防目的または治療目的のために実験モデル生物以外の対象で使用することが可能で
ある、例えば、それを必要とするヒト対象で神経変性タウオパチーを治療するためにそれ
を使用することが可能であることを示していると当業者は理解する。
【０１５２】
　１つの実施形態において、タウオパチーマウスモデルと対応する対照野生型マウスに本
発明のタウ結合因子（例えば、抗体）を投与することができる。投与された抗体は本発明
のマウス化抗体または本発明の抗体のヒト－マウスキメラであり得る。例えば、実施例６
および７を参照のこと。当技術分野において公知の任意の手段、例えば、腹腔内投与、頭
蓋内投与、筋肉内投与、静脈内投与、皮下投与、経口投与およびエアロゾル投与によりタ
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ウ結合因子（例えば、抗体）を投与することができる。実験動物に１、２、３、４、５も
しくはそれ以上の用量のタウ結合因子（例えば、抗体）またはＰＢＳなどの対照組成物を
与えることができる。１つの実施形態において、実験動物に１用量または２用量のタウ結
合因子（例えば、抗体）を与える。例えば、実施例９を参照のこと。別の実施形態におい
て、数週間または数か月にわたって、動物にタウ結合因子（例えば、抗体）を慢性的に投
与する。例えば、実施例１０を参照のこと。当業者は、実験目的に合う投与計画、例えば
、急性試験用の投与計画、慢性試験用の投与計画、毒性試験用の投与計画、予防的試験用
の投与計画または治療的試験用の投与計画を容易に設計することができる。当技術分野の
周知の方法を用いて、実験動物の特定の組織区画、例えば、これらに限定されないが、血
清、血液、脳脊髄液、脳組織におけるタウ結合因子（例えば、抗体）の存在を確証するこ
とができる。例えば、実施例９および１０を参照のこと。１つの実施形態において、本発
明のタウ結合因子（例えば、抗体）は血液脳関門を透過することが可能である。タウ結合
因子（例えば、抗体）の用量と投与頻度を調節することにより実験動物において所望のタ
ウ結合因子（例えば、抗体）の濃度を維持することができることを当業者は理解する。治
療した動物および対照動物におけるタウのレベル、生化学的特性または分布を比較するこ
とにより、タウオパチーモデルにおける本発明のタウ結合因子（例えば、抗体）の効果を
評価することができる。一例では、神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）中の病理的リン酸化タウ
を認識する、Ｇａｌｌｙａｓの鍍銀染色技術を用いて、またはモノクローナルマウス抗体
ＡＴ１００およびＡＴ１８０による免疫染色によりＮＦＴを調査する。抗体で処理したマ
ウスと対照動物の脳と脊髄におけるＧａｌｌｙａｓ陽性ニューロンおよび／またはＡＴ１
００、ＡＴ１８０標識ニューロンの数と頻度が抗体処理の効果を評価すると判断すること
ができる。１つの実施形態において、本発明の抗体は動物モデルの脳または脊髄における
神経原線維濃縮体のレベル、量または濃度を減少させることができる。前記抗体は神経原
線維濃縮体のレベル、量または濃度を少なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０
％、７０％、９０％またはそれ以上減少させることができる。別の実施形態において、本
発明の抗体は動物モデルの脳または脊髄におけるＧａｌｌｙａｓ陽性ニューロンの数また
は頻度を、例えば、少なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０
％またはそれ以上減少させることができる。さらなる実施形態において、本発明の抗体は
動物モデルの脳または脊髄におけるＡＴ１００抗体またはＡＴ１８０抗体陽性ニューロン
の数または頻度を、例えば、少なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０
％、９０％またはそれ以上減少させることができる。抗体投与後のタウの分布および生化
学的性質を調査することにより、本発明の抗体の効果を評価することができる。１つの実
施形態において、本発明の抗体は動物モデルの脳または脊髄におけるタウタンパク質の量
または濃度を、例えば、少なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、
９０％またはそれ以上減少させることができる。別の実施形態において、本発明の抗体は
動物モデルの脳または脊髄における不溶性タウタンパク質の量または濃度を、例えば、少
なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０％またはそれ以上減少
させることができる。例えば、実施例１０または　Ｇｏｅｄｅｒｔ　Ｍ，　Ｓｐｉｌｌａ
ｎｔｉｎｉ　ＭＧ，　Ｃａｉｒｎｓ　ＮＪ，　Ｃｒｏｗｔｈｅｒ　ＲＡ．　Ｎｅｕｒｏｎ
　８，　１５９　（１９９２）に記載されるように不溶性タウ画分を調製することができ
る。例えば、実施例１０に記載されるような当業者に公知の任意の方法により生物試料中
のタウタンパク質の量を測定することができる。さらなる実施形態において、本発明の抗
体は動物モデルの脳または脊髄における高リン酸化タウタンパク質の量または濃度を、例
えば、少なくとも約５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０％またはそれ
以上減少させることができる。ＡＴ１００またはＡＴ１８０などの病理的高リン酸化型タ
ウに特異的な抗体を用いて高リン酸化タウを検出することができる。本発明の抗体はまた
、動物モデルの血液、血清または脳脊髄液におけるタウの濃度を、例えば、少なくとも約
５％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％、９０％またはそれ以上変化、例えば、
減少または増加させることができる。１つの実施形態において、％減少または％増加は、
治療前に存在したレベル、数、頻度、量もしくは濃度、または未処理／対照処理対象に存
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在するレベル、数、頻度、量もしくは濃度に対して相関的である。
【０１５３】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は対象における神経変性タウオパチーの少なく
とも１つの症状の発症を予防する、または遅延させることができる。１つの実施形態にお
いて、本発明の抗体は対象における神経変性タウオパチーの少なくとも１つの症状を低減
または除去することができる。前記症状は、対象の脳または脊髄における病理的タウ沈着
物、高リン酸化タウ沈着物、不溶性タウ沈着物、神経原線維性線維、神経原線維性線維、
プレタングル（ｐｒｅ－ｔａｎｇｌｅ）リン酸化タウ凝集体、ニューロン内神経原線維濃
縮体またはニューロン外神経原線維濃縮体の形成であり得る。例えば、Ａｕｇｕｓｔｉｎ
ａｃｋ　ｅｔ　ａｌ，　Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ　１０３：２６－３５　（２
００２）を参照のこと。前記症状はまた、血清、血液、尿または脳脊髄液中のタウの存在
、または健康対象と比較した濃度もしくは量の上昇であり得る。前記症状は神経性の症状
、例えば、条件味覚嫌悪の変化、恐怖条件付け文脈の変化、記憶障害、運動機能の喪失で
あり得る。１つの実施形態において、２試験性Ｙ迷路試験を用いて記憶障害を評価する。
特定の実施形態において、実質的に実施例１０に記載されるように２試験性Ｙ迷路試験を
実行する。１つの実施形態において、少なくとも１つの症状が少なくとも約５％、１０％
、１５％、２０％、３０％、５０％、７０％または９０％減少する。別の実施形態におい
て、２試験性Ｙ迷路試験比率は対照対象よりも抗体処理対象において著しく高い。特定の
実施形態において、２試験性Ｙ迷路試験比率は少なくとも約５％、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％または９０％増加する。別の実施形態にお
いて、２試験性Ｙ迷路試験比率は少なくとも約２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、または
２０倍高い。本発明はまた、治療上有効量の本明細書に記載されるタウ抗体を投与するこ
とを含む、それを必要とする対象の神経変性タウオパチーの少なくとも１つの症状の発症
を予防する、または遅延させる方法を提供する。本発明は、治療上有効量の本明細書に記
載されるタウ抗体を投与することを含む、それを必要とする対象の神経変性タウオパチー
の最小の１つの症状を低減または除去する方法をさらに提供する。１つの実施形態におい
て、前記対象は、これに限定されないが、遺伝子導入マウスなどの実験生物である。１つ
の実施形態において、前記対象はヒトである。
【０１５４】
　ＩＩＩ．　抗体をコードするポリヌクレオチド
　抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をコードするポリヌクレオチド
は任意のポリリボヌクレオチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドから構成されること
ができ、それは非修飾型ＲＮＡもしくはＤＮＡまたは修飾型ＲＮＡもしくはＤＮＡであり
得る。例えば、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をコードするポリ
ヌクレオチドは、一本鎖ＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ、一本鎖領域と二本鎖領域の混合物で
あるＤＮＡ、一本鎖ＲＮＡおよび二本鎖ＲＮＡ、および一本鎖領域と二本鎖領域の混合物
であるＲＮＡ、一本鎖領域もしくは、より典型的には、二本鎖領域、または一本鎖領域と
二本鎖領域の混合物であり得るＤＮＡとＲＮＡを含むハイブリッド分子から構成され得る
。さらに、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をコードするポリヌク
レオチドは、ＲＮＡまたはＤＮＡまたはＲＮＡとＤＮＡの両方を含む三重鎖領域から構成
され得る。抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をコードするポリヌク
レオチドはまた１つ以上の修飾型塩基、または安定性もしくは他の理由のために修飾され
たＤＮＡ骨格もしくはＲＮＡ骨格を含有することができる。「修飾型」塩基には、例えば
、トリチル化塩基およびイノシンなどの非通常型塩基が含まれる。ＤＮＡおよびＲＮＡに
様々な修飾を行うことができる。したがって、「ポリヌクレオチド」は化学的、酵素的、
または代謝的に修飾された形態を包含する。
【０１５５】
　免疫グロブリンに由来するポリペプチド（例えば、免疫グロブリン重鎖部分または軽鎖
部分）の非天然型異型体をコードする単離されたポリヌクレオチドを、その免疫グロブリ
ンのヌクレオチド配列に１つ以上のヌクレオチド置換、付加または欠失を導入することに
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より作製することができ、そのコードするタンパク質に１つ以上のアミノ酸置換、付加ま
たは欠失が導入される。部位特異低突然変異形成およびＰＣＲ介在性突然変異形成などの
標準的技術により突然変異を導入することができる。１つの実施形態において、１つ以上
の非必須アミノ酸残基で保存的アミノ酸置換を行う。
【０１５６】
　良く知られるように、グアニジンイソチオシアネート抽出および沈殿とそれに続く遠心
分離またはクロマトグラフィーなどの標準的技術によりオリジナルのＢ細胞、ハイブリド
ーマ細胞から、または他の形質転換細胞からＲＮＡを単離することができる。所望により
、オリゴｄＴセルロースでのクロマトグラフィーなどの標準的技術により全ＲＮＡからｍ
ＲＮＡを単離することができる。適切な技術は当技術分野においてよく知られている。１
つの実施形態において、周知の方法に従って、逆転写酵素およびＤＮＡポリメラーゼを用
いて同時または別々のどちらかで抗体の軽鎖および重鎖をコードするｃＤＮＡを作製する
ことができる。コンセンサス定常領域プライマーにより、または公表されている重鎖ＤＮ
Ａおよび軽鎖ＤＮＡおよびアミノ酸配列に基づくより特異的なプライマーによりＰＣＲを
開始することができる。先に考察したように、ＰＣＲはまた、抗体の軽鎖および重鎖をコ
ードするＤＮＡクローンを単離するために用いられ得る。この場合では、コンセンサスプ
ライマーまたはヒト定常領域プローブなどのより大きい相同性プローブによりライブラリ
ーをスクリーニングすることができる。
【０１５７】
　ＤＮＡ、典型的にはプラスミドＤＮＡが、当技術分野において公知の技術を用いて細胞
から単離され、例えば、組換えＤＮＡ技術に関する先述の参照文献に詳細が示される標準
的な周知の技術に従って制限酵素地図が作製され、そして、シークエンス解析され得る。
当然、単離工程とその後の分析の間のいかなる点でも、本発明によれば前記ＤＮＡは合成
物であり得る。
【０１５８】
　１つの実施形態において、本発明は、重鎖可変領域のＣＤＲの少なくとも１つ、または
重鎖可変領域のＶＨ－ＣＤＲの少なくとも２つが、本明細書において開示される抗体の基
準重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＨ－ＣＤＲ２アミノ酸配列またはＶＨ－ＣＤＲ３
アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、約９７％、９８％
または９９％同一である免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）をコードする核酸を含む、
そのような核酸から基本的になる、またはそのような核酸からなる単離されたポリヌクレ
オチドを提供する。あるいは、前記ＶＨのＶＨ－ＣＤＲ１領域、ＶＨ－ＣＤＲ２領域また
はＶＨ－ＣＤＲ３領域は、本明細書において開示される抗体の基準重鎖ＶＨ－ＣＤＲ１ア
ミノ酸配列、ＶＨ－ＣＤＲ２アミノ酸配列およびＶＨ－ＣＤＲ３アミノ酸配列と少なくと
も８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、約９７％、９８％または９９％同一である
。したがって、この実施形態によれば、本発明の重鎖可変領域は、図１に示されるポリペ
プチド配列に関連するＶＨ－ＣＤＲ１ポリペプチド配列、ＶＨ－ＣＤＲ２ポリペプチド配
列またはＶＨ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。１つの実施形態において、基準ＶＨ
　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２３、２９または３５であり、基準ＶＨ　ＣＤＲ２
のアミノ酸配列は配列番号２４、３０または３６であり、そして、基準ＶＨ　ＣＤＲ３の
アミノ酸配列は配列番号２５、３１または３７である。
【０１５９】
　１つの実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＨ－ＣＤＲ１群、ＶＨ－ＣＤＲ
２群およびＶＨ－ＣＤＲ３群と、いずれか１つのＶＨ－ＣＤＲにおける１、２、３、４、
５、６、７、８、９または１０アミノ酸置換を例外として、同一であるポリペプチド配列
を有するＶＨ－ＣＤＲ１領域、ＶＨ－ＣＤＲ２領域およびＶＨ－ＣＤＲ３領域を含む免疫
グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的に
なる、またはそのような核酸からなる単離されたポリヌクレオチドを提供する。ある実施
形態において、前記アミノ酸置換は保存的アミノ酸置換である。１つの実施形態において
、ＶＨ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２３、２９または３５であり、ＶＨ　ＣＤＲ
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２のアミノ酸配列は配列番号２４、３０または３６であり、そして、ＶＨ　ＣＤＲ３のア
ミノ酸配列は配列番号２５、３１または３７である。
【０１６０】
　別の実施形態において、本発明は、軽鎖可変領域のＶＬ－ＣＤＲの少なくとも１つ、ま
たは軽鎖可変領域のＶＬ－ＣＤＲの少なくとも２つが、本明細書において開示される抗体
の基準軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ１アミノ酸配列、ＶＬ－ＣＤＲ２アミノ酸配列またはＶＬ－ＣＤ
Ｒ３アミノ酸配列と少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、約９７％、９
８％または９９％同一である免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）をコードする核酸を含
む、そのような核酸から基本的になる、またはそのような核酸からなる単離されたポリヌ
クレオチドを提供する。あるいは、前記ＶＬのＶＬ－ＣＤＲ１領域、ＶＬ－ＣＤＲ２領域
またはＶＬ－ＣＤＲ３領域は、本明細書において開示される抗体の基準軽鎖ＶＬ－ＣＤＲ
１アミノ酸配列、ＶＬ－ＣＤＲ２アミノ酸配列およびＶＬ－ＣＤＲ３アミノ酸配列と少な
くとも８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、約９７％、９８％または９９％同一で
ある。したがって、この実施形態によれば、本発明の軽鎖可変領域は、図１に示されるポ
リペプチド配列に関連するＶＬ－ＣＤＲ１ポリペプチド配列、ＶＬ－ＣＤＲ２ポリペプチ
ド配列またはＶＬ－ＣＤＲ３ポリペプチド配列を有する。１つの実施形態において、基準
ＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２６、３２または３８であり、基準ＶＬ　ＣＤ
Ｒ２のアミノ酸配列は配列番号２７、３３または３９であり、そして、基準ＶＬ　ＣＤＲ
３のアミノ酸配列は配列番号２８、３４または４０である。
【０１６１】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＬ－ＣＤＲ１群、ＶＬ－ＣＤＲ２
群およびＶＬ－ＣＤＲ３群と、いずれか１つのＶＬ－ＣＤＲにおける１、２、３、４、５
、６、７、８、９または１０アミノ酸置換を例外として、同一であるポリペプチド配列を
有するＶＬ－ＣＤＲ１領域、ＶＬ－ＣＤＲ２領域およびＶＬ－ＣＤＲ３領域を含む免疫グ
ロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ）をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的にな
る、またはそのような核酸からなる単離されたポリヌクレオチドを提供する。ある実施形
態において、前記アミノ酸置換は保存的アミノ酸置換である。１つの実施形態において、
ＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は配列番号２６、３２または３８であり、ＶＬ　ＣＤＲ２
のアミノ酸配列は配列番号２７、３３または３９であり、そして、ＶＬ　ＣＤＲ３のアミ
ノ酸配列は配列番号２８、３４または４０である。
【０１６２】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＨ－ＣＤＲ群、ＶＨ－ＣＤＲ２群
およびＶＨ－ＣＤＲ３群と同一であるポチペプチド配列を有するＶＨ－ＣＤＲ１領域、Ｖ

Ｈ－ＣＤＲ２領域およびＶＨ－ＣＤＲ３領域を含む免疫グロブリン重鎖可変領域（ＶＨ）
をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的になる、またはそのような核酸から
なる単離されたポリヌクレオチドを提供する。１つの実施形態において、ＶＨ　ＣＤＲ１
のアミノ酸配列は配列番号２３、２９または３５であり、ＶＨ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列
は配列番号２４、３０または３６であり、そして、ＶＨ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配列
番号２５、３１または３７である。
【０１６３】
　別の実施形態において、本発明は、図１に示されるＶＬ－ＣＤＲ１群、ＶＬ－ＣＤＲ２
群およびＶＬ－ＣＤＲ３群と同一であるポリペプチド配列を有するＶＬ－ＣＤＲ１領域、
ＶＬ－ＣＤＲ２領域およびＶＬ－ＣＤＲ３領域を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域（ＶＬ

）をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的になる、またはそのような核酸か
らなる単離されたポリヌクレオチドを提供する。１つの実施形態において、ＶＬ　ＣＤＲ
１のアミノ酸配列は配列番号２６、３２または３８であり、ＶＬ　ＣＤＲ２のアミノ酸配
列は配列番号２７、３３または３９であり、そして、ＶＬ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は配
列番号２８、３４または４０である。
【０１６４】
　当技術分野において知られるように、１つのポリペプチドまたはポリヌクレオチドのア
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ミノ酸配列または核酸配列を２つ目のポリペプチドまたはポリヌクレオチドの配列と比較
することにより２つのポリペプチド間または２つのポリヌクレオチド間の「配列同一性」
を決定する。本明細書において考察されるとき、任意の特定のポリペプチドが別のポリペ
プチドに対して少なくとも約４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％
、７５％、８０％、８５％、９０％または９５％同一であるか、これに限定されないが、
ＢＥＳＴＦＩＴプログラム（ウィスコンシン配列解析パッケージ、Ｕｎｉｘ（登録商標）
用第８版、ジェネティクス・コンピュータ・グループ、ユニバーシティー・リサーチ・パ
ーク、５７５　サイエンス・ドライブ、マジソン、ウィスコンシン州　５３７１１）など
の当技術分野において公知の方法およびコンピュータプログラムを用いて決定することが
できる。ＢＥＳＴＦＩＴは、２つの配列間の最も良い相同性区間を見つけ出すためにスミ
スおよびウォーターマンの局所的相同性アルゴリズム（Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２　（１９８１），　４８２－４８９）を使用する
。特定の配列が本発明に従う基準配列に対して、例えば、９５％同一であるか決定するた
めにＢＥＳＴＦＩＴまたは他の任意の配列整列プログラムを使用するとき、同一性のパー
センテージが基準ポリペプチド配列の全長にわたって計算され、そして、基準配列の総ア
ミノ酸数の５％までの相同性のギャップが許容されるように、パラメータが当然設定され
る。
【０１６５】
　本発明の１つの実施形態において、前記ポリヌクレオチドは、表２に示されるような抗
タウ抗体のＶＨ領域またはＶＬ領域のポリヌクレオチド配列を有する核酸を含む、そのよ
うな核酸から基本的になる、またはそのような核酸からなる。この点に関して、少なくと
も軽鎖および／または重鎖の可変ドメインをコードするポリヌクレオチドは両方の免疫グ
ロブリン鎖または一方のみの可変ドメインをコードする可能性があることを当業者は容易
に理解する。本発明は、配列番号９３のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含
む、またはそのようなヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドをさらに提供する。
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【表２－２】

【０１６６】
　１つの実施形態において、本発明は、基準重鎖ＶＨと少なくとも８０％、８５％、９０
％、９５％、９６％、約９７％、９８％または９９％または９５％同一である免疫グロブ
リン重鎖可変領域をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的になる、またはそ
のような核酸からなる単離されたポリヌクレオチドを提供する。１つの実施形態において
、基準重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号９、１３、１７または９３である。
【０１６７】
　１つの実施形態において、本発明は、基準軽鎖ＶＬと少なくとも８０％、８５％、９０
％、９５％、９６％、約９７％、９８％または９９％または９５％同一である免疫グロブ
リン軽鎖可変領域をコードする核酸を含む、そのような核酸から基本的になる、またはそ
のような核酸からなる単離されたポリヌクレオチドを提供する。１つの実施形態において
、基準軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号１１、１５または１９である。
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【０１６８】
　本発明はまた、他の箇所で記載されるような、本発明のポリヌクレオチドの断片を含む
。さらに、本明細書に記載されるような融合ポリヌクレオチド、Ｆａｂ断片および他の誘
導体をコードするポリヌクレオチドもまた本発明によって考慮される
【０１６９】
　当技術分野において公知の任意の方法によって前記ポリヌクレオチドを作製または製造
することができる。例えば、前記抗体のヌクレオチド配列が公知である場合、例えば、Ｋ
ｕｔｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１７　（１９９４），
　２４２に記載されるように、その抗体をコードするポリヌクレオチドを化学合成したオ
リゴヌクレオチドから組み立てることができ、それは、簡単に述べると、前記抗体をコー
ドする配列の一部を含有する重複するオリゴヌクレオチドの合成とそれらのオリゴヌクレ
オチドのアニーリングおよびライゲーション、ならびにその次の連結されたオリゴヌクレ
オチドのＰＣＲによる増幅を含む。
【０１７０】
　あるいは、適切な供給源に由来する核酸から抗体、またはその抗原結合断片、異型体も
しくは誘導体をコードするポリヌクレオチドを生成することができる。特定の抗体をコー
ドする核酸を含有するクローンが利用可能ではないが、その抗体分子の配列が知られてい
る場合、前記抗体をコードする核酸を化学合成することができ、または、前記配列の３’
末端および５’末端にハイブリダイズする合成プライマーを用いるＰＣＲ増幅により、も
しくは、例えば、ｃＤＮＡライブラリーから前記抗体をコードするｃＤＮＡクローンを同
定するために、特定の遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを用いてクロー
ン化することにより適切な供給源（例えば、抗体ｃＤＮＡライブラリー、または抗体を発
現する選択されたハイブリドーマ細胞などのタウ特異的抗体を発現する任意の組織または
細胞から単離された核酸、好ましくはポリＡ＋ＲＮＡから作製されたｃＤＮＡライブラリ
ー）から前記抗体をコードする核酸を得ることができる。次に、当技術分野において周知
の任意の方法を用いて、ＰＣＲにより生成された増幅核酸を複製可能なクローニングベク
ターにクローン化することができる。
【０１７１】
　一旦、前記抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体のヌクレオチド配列
および対応するアミノ酸配列が決定されると、異なるアミノ酸配列を有する抗体を作製す
るために、例えば、アミノ酸置換、欠失および／または挿入を生成するために、ヌクレオ
チド配列を操作するための当技術分野において周知の方法、例えば、組換えＤＮＡ技術、
部位特異的突然変異形成、ＰＣＲなどを用いてそのヌクレオチド配列を操作することがで
きる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｄ　Ｅｄ．，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ，　Ｎ．Ｙ．　（１９９０）　および　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ．，
　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ＮＹ　（１９９８）に記載される技術を参照
のこと。それらは両方の全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１７２】
　ＩＶ．抗体ポリペプチドの発現
　本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をもたらす単離された
遺伝物質の操作に続いて、前記抗体をコードするポリヌクレオチドを、典型的には、所望
の量の抗体を産生するために使用することができる宿主細胞への導入用の発現ベクターに
挿入する。抗体またはその断片、誘導体もしくは類似体、例えば、標的分子に結合する抗
体の重鎖または軽鎖の組換え発現が本明細書に記載される。一旦、本発明の抗体分子また
は抗体の重鎖もしくは軽鎖、または（好ましくは重鎖可変ドメインまたは軽鎖可変ドメイ
ンを含有する）それらの部分をコードするポリヌクレオチドが得られると、当技術分野に
おいて周知の技術を用いる組換えＤＮＡ技術により前記抗体分子の産生用のベクターを作
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製することができる。したがって、抗体をコードするヌクレオチド配列を含有するポリヌ
クレオチドを発現することによるタンパク質を調製するための方法が本明細書に記載され
る。抗体をコードする配列と適切な転写制御シグナルおよび翻訳制御シグナルを含有する
発現ベクターを構築するために、当業者に周知の方法を用いることができる。これらの方
法には、例えば、インビトロ組換えＤＮＡ技術、合成技術およびインビボ遺伝的組換えが
含まれる。したがって、本発明は、プロモーターに機能するように結合した、本発明の抗
体分子、またはその重鎖もしくは軽鎖、または重鎖可変ドメインもしくは軽鎖可変ドメイ
ンをコードするヌクレオチド配列を含む複製可能なベクターを提供する。そのようなベク
ターは、前記抗体分子の定常領域をコードするヌクレオチド配列を含むことが可能であり
（例えば、国際出願公開第ＷＯ８６／０５８０７号および第ＷＯ８９／０１０３６号、な
らびに米国特許第５，１２２，４６４号を参照のこと）、そして、重鎖または軽鎖の全体
を発現するために前記抗体の可変ドメインをそのようなベクターにクローン化することが
できる。
【０１７３】
　用語「ベクター」または「発現ベクター」は、宿主細胞に所望の遺伝子を導入し、そし
てそれを発現させるための媒体として、本発明に従って使用されるベクターを意味するた
めに本明細書において使用される。当業者に知られるように、そのようなベクターをプラ
スミド、ファージ、ウイルスおよびレトロウイルスからなる群より容易に選択することが
できる。一般に、本発明と適合するベクターは選択マーカー、所望の遺伝子のクローニン
グを容易にする適切な制限酵素部位、ならびに真核細胞もしくは原核細胞に侵入および／
またはそれらの中で複製する能力を含む。本発明の目的のために、多数の発現ベクターシ
ステムを使用することができる。例えば、１つのクラスのベクターは、ウシパピローマウ
イルス、ポリオーマウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルス
、レトロウイルス（ＲＳＶ、ＭＭＴＶまたはＭＯＭＬＶ）またはＳＶ４０ウイルスなどの
動物ウイルスに由来するＤＮＡエレメントを活用する。他のベクターは、内部リボソーム
結合部位を用いるポリシストロン性システムの使用を含む。さらに、形質移入宿主細胞の
選択を可能にする１つ以上のマーカーを導入することにより、ＤＮＡをその染色体に組み
込んだ細胞を選択することができる。前記マーカーは栄養要求性宿主に原栄養性を、殺生
物剤（例えば、抗生物質）耐性または銅などの重金属に対する耐性を付与することができ
る。選択マーカー遺伝子は、発現されるＤＮＡ配列に直接連結されるか、または、共形質
転換により同じ細胞に導入されるかのどちらかであり得る。最適のｍＲＮＡ合成のために
その他のエレメントも必要とされ得る。これらのエレメントには、シグナル配列、スプラ
イシングシグナル、ならびに転写プロモーター、エンハンサーおよびターミネーションシ
グナルが含まれ得る。
【０１７４】
　特定の実施形態において、先に考察したように、クローンした可変領域遺伝子が重鎖定
常領域遺伝子および軽鎖定常領域遺伝子（例えば、ヒト重鎖定常領域遺伝子および軽鎖定
常領域遺伝子）と共に発現ベクターに挿入される。１つの実施形態において、米国特許第
６，１５９，７３０号に開示されるＮＥＯＳＰＬＡという名称の、Ｂｉｏｇｅｎ　ＩＤＥ
Ｃ，Ｉｎｃ．社の特許権がある発現ベクターを用いてこれがもたらされる。このベクター
はサイトメガロウイルスプロモーター／エンハンサー、マウスβグロビンメジャープロモ
ーター、ＳＶ４０の複製起点、ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列、ネオマイシン・ホ
スフォトランスフェラーゼのエクソン１およびエクソン２、ジヒドロ葉酸レダクターゼ遺
伝子およびリーダー配列を含有する。このベクターは、可変領域遺伝子と定常領域遺伝子
の組み込み、ＣＨＯ細胞への形質移入とそれに続くＧ４１８含有培地での選別とメトトレ
キサート増幅により、非常に高レベルで抗体を発現することが分かった。当然、真核細胞
での発現を誘発することが可能である任意の発現ベクターを本発明において使用すること
ができる。適切なベクターの例にはプラスミドｐｃＤＮＡ３、ｐＨＣＭＶ／Ｚｅｏ、ｐＣ
Ｒ３．１、ｐＥＦ１／Ｈｉｓ、ｐＩＮＤ／ＧＳ、ｐＲｃ／ＨＣＭＶ２、ｐＳＶ４０／Ｚｅ
ｏ２、ｐＴＲＡＣＥＲ－ＨＣＭＶ、ｐＵＢ６／Ｖ５－Ｈｉｓ、ｐＶＡＸ１およびｐＺｅｏ
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ＳＶ２（カリフォルニア州、サンディエゴのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社から入手可能）およ
びプラスミドｐＣＩ（ウィスコンシン州、マジソンのＰｒｏｍｅｇａ社から入手可能）が
含まれるが、これらに限定されない。一般に、適切にも高レベルの免疫グロブリン重鎖お
よび軽鎖を発現する細胞について大多数の形質転換細胞をスクリーニングすることは、例
えば、ロボットシステムによって実行可能であるルーチン的な実験である。ベクターシス
テムはまた、米国特許第５，７３６，１３７号および第５，６５８，５７０号において教
示され、それらの各々の全体が参照により本明細書に組み込まれる。このシステムは高い
発現レベル、例えば、＞３０ｐｇ／細胞／日をもたらす。他の例示的なベクターシステム
は、例えば、米国特許第６，４１３，７７７号に開示される。
【０１７５】
　他の実施形態において、米国特許出願公開第２００３－０１５７６４１　Ａ１号に開示
され、その全体が本明細書に組み込まれるものなどのポリシストロン性コンストラクトを
用いて本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を発現させること
ができる。これらの発現システムでは、単一のポリシストロン性コンストラクトから、抗
体の重鎖および軽鎖などの目的の複数の遺伝子産物を産生することができる。これらのシ
ステムは、有利なことに、比較的高いレベルの抗体を供給するために配列内リボソーム進
入部位（ＩＲＥＳ）を使用する。適合性のＩＲＥＳ配列は米国特許第６，１９３，９８０
号に開示され、それもまた本明細書に組み込まれる。本願に開示される最大限の抗体を効
果的に産生するためにそのような発現システムを用いることができると当業者は理解する
。
【０１７６】
　より一般的には、一旦、抗体の単量体サブユニットをコードするベクターまたはＤＮＡ
配列が調製されると、適切な宿主細胞にその発現ベクターが導入され得る。当業者に周知
の様々な技術により宿主細胞へのプラスミドの導入を達成することができる。これらには
、例えば、ＦｕＧｅｎｅ（登録商標）またはリポフェクタミンを用いるリポトランスフェ
クション、プロトプラスト融合、リン酸カルシウム沈殿、被覆ＤＮＡを用いる細胞融合、
マイクロインジェクション、およびウイルス完全体を用いる感染を含む形質移入が含まれ
るが、これらに限定されない。典型的には、宿主へのプラスミド導入は標準的なリン酸カ
ルシウム共沈殿法によるものである。発現コンストラクトを保持する宿主細胞は軽鎖およ
び重鎖の産生に適切な条件下で培養され、そして、重鎖タンパク質合成および／または軽
鎖タンパク質合成についてアッセイされる。例示的なアッセイ技術には、酵素結合免疫吸
着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、または蛍光活性化セルソータ
ー分析（ＦＡＣＳ）、免疫組織化学などが含まれる。
【０１７７】
　　従来の技術により宿主細胞に発現ベクターを導入し、そして、次に従来の技術により
その形質移入細胞を培養して、本明細書に記載される方法において使用される抗体を産生
する。したがって、本発明は、異種性プロモーターに機能するように結合した本発明の抗
体またはその重鎖もしくは軽鎖をコードするポリヌクレオチドを含有する宿主細胞を含む
。二本鎖抗体の発現についての特定の実施形態において、以下に詳述されるように、免疫
グロブリン分子全体の発現のために重鎖および軽鎖の両方をコードするベクターを宿主細
胞中で共発現させることができる。
【０１７８】
　本発明の２つの発現ベクター、つまり、重鎖由来のポリペプチドをコードする第１ベク
ターおよび軽鎖由来のポリペプチドをコードする第２ベクターで宿主細胞を共形質移入す
ることができる。その２つのベクターは、重鎖ポリペプチドおよび軽鎖ポリペプチドの等
発現を可能にする同一の選択マーカーを含有することができる。あるいは、重鎖ポリペプ
チドおよび軽鎖ポリペプチドの両方をコードする単一のベクターを使用することができる
。そのような状況では、有害な遊離重鎖が過剰であることを避けるために、軽鎖を重鎖の
前に配置することが有利である。Ｐｒｏｕｄｆｏｏｔ，　Ｎａｔｕｒｅ　３２２　（１９
８６），　５２；　Ｋｏｈｌｅｒ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　
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ＵＳＡ　７７　（１９８０），　２１９７を参照のこと。重鎖および軽鎖のコード配列は
ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡを含むことができる。
【０１７９】
　本明細書において使用される場合、「宿主細胞」は、組換えＤＮＡ技術を用いて構築さ
れ、そして、少なくとも１つの異種性遺伝子をコードするベクターを保持する細胞を意味
する。組換え宿主からの抗体の単離工程の説明では、用語「細胞」および「細胞培養物」
は、別途、明確に特定されない限り、抗体の供給源を示すために互換的に使用される。言
い換えると、「細胞」からのポリペプチドの回収は、遠心沈殿した細胞全体からの回収、
または、培地と懸濁細胞の両方を含有する細胞培養物からの回収のどちらかを意味するこ
とができる。
【０１８０】
　本明細書に記載される方法において使用される抗体分子を発現するために、様々な宿主
－発現ベクターシステムを活用することができる。そのような宿主－発現システムは、目
的のコード配列が精製される前にそれを産生する媒体を表すが、しかしまた、適切なヌク
レオチドコード配列で形質転換または形質移入されると、インサイチュで本発明の抗体分
子を発現することができる細胞をも表す。これらには、抗体をコードする配列を含有する
組換えバクテリオファージＤＮＡ発現ベクター、プラスミドＤＮＡ発現ベクターまたはコ
スミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換される細菌などの微生物（例えば、大腸菌、枯草菌
）；抗体をコードする配列を含有する組換え酵母発現ベクターで形質転換される酵母（例
えば、サッカロマイセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、ピチア属（Ｐｉｃｈｉａ）
）；抗体をコードする配列を含有する組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウ
イルス）で感染される昆虫細胞システム；抗体コード配列を含有する組換えウイルス発現
ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス
、ＴＭＶ）で感染される、または組換えプラスミド発現ベクター（例えば、Ｔｉプラスミ
ド）で形質転換される植物細胞システム；または細胞のゲノムに由来するプロモーター（
例えば、メタロチオネインプロモーター）もしくは哺乳類ウイルスに由来するプロモータ
ー（例えば、アデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス７．５Ｋプロモータ
ー）を含有する組換え発現コンストラクトを保持する哺乳類細胞システム（例えば、ＣＯ
Ｓ細胞、ＣＨＯ細胞、ＮＳＯ細胞、ＢＬＫ細胞、２９３細胞、３Ｔ３細胞）が含まれるが
、これらに限定されない。１つの実施形態において、大腸菌などの細菌細胞、およびより
好ましくは特に組換え抗体分子全体の発現のために真核細胞を、組換え抗体分子の発現の
ために使用する。例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞などの哺乳類細胞
は、ヒトサイトメガロウイルス由来の主要中間初期遺伝子プロモーターエレメント（ｍａ
ｊｏｒ　ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ　ｅａｒｌｙ　ｇｅｎｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｅｌｅ
ｍｅｎｔ）などのベクターと共に、抗体にとって有効な発現システムである。例えば、Ｆ
ｏｅｃｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　４５　（１９８６），　１０１；　Ｃｏｃ
ｋｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８　（１９９０），　２を
参照のこと。
【０１８１】
　タンパク質発現に使用される宿主細胞系列は、多くの場合、哺乳類起源である。当業者
は、所望の遺伝子産物が中で発現するのに最も適した特定の宿主細胞系列を決定する能力
を持っていると信じられている。例示的な宿主細胞系列にはＣＨＯ（チャイニーズハムス
ター卵巣）、ＤＧ４４およびＤＵＸＢ１１（チャイニーズハムスター卵巣系列、ＤＨＦＲ
マイナス）、ＨＥＬＡ（ヒト子宮頚部癌）、ＣＶＩ（サル腎臓系列）、ＣＯＳ（ＳＶ４０
Ｔ抗原を用いるＣＶＩの誘導体）、ＶＥＲＹ、ＢＨＫ（ベビーハムスター腎臓）、ＭＤＣ
Ｋ、ＷＩ３８、Ｒ１６１０（チャイニーズハムスター線維芽細胞）ＢＡＬＢＣ／３Ｔ３（
マウス線維芽細胞）、ＨＡＫ（ハムスター腎臓系列）、ＳＰ２／Ｏ（マウス骨髄腫）、Ｐ
３ｘ６３－Ａｇ３．６５３（マウス骨髄腫）、ＢＦＡ－１ｃ１ＢＰＴ（ウシ内皮細胞）、
ＲＡＪＩ（ヒトリンパ球）および２９３（ヒト腎臓）が含まれるが、これらに限定されな
い。特定の実施形態において、宿主細胞系列はＣＨＯ細胞または２９３細胞である。宿主
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細胞株は、典型的には、商用サービス、米国培養細胞系統保存機関から、または公開され
た文献により入手可能である。
【０１８２】
　さらに、所望の特定の様式で挿入配列の発現を調節し、または、遺伝子産物を修飾およ
びプロセッシングする宿主細胞株を選ぶことができる。タンパク質産物のそのような修飾
（例えば、グリコシル化）とプロセッシング（例えば、切断）はそのタンパク質の機能に
とって重要であり得る。様々な宿主細胞が、タンパク質と遺伝子産物の翻訳後プロセッシ
ングと修飾に特徴的で、特異的な機構を持っている。発現される外来タンパク質の正しい
修飾とプロセッシングを確実にするために、適切な細胞株または宿主システムを選ぶこと
ができる。この目的のため、一次転写物の適切なプロセッシング、グリコシル化、および
遺伝子産物のリン酸化のための細胞装置を所有する真核宿主細胞を使用することができる
。
【０１８３】
　長期にわたる高収量の組換えタンパク質の産生のために、安定的な発現が好ましい。例
えば、抗体分子を安定的に発現する細胞株を操作して作製することができる。ウイルス性
複製起点を含有する発現ベクターを使用するよりはむしろ、適切な発現制御配列（例えば
、プロモーター配列、エンハンサー配列、転写ターミネーター、ポリアデニル化部位など
）で制御されるＤＮＡおよび選択マーカーを用いて宿主細胞を形質転換することができる
。外来ＤＮＡの導入の後に、操作した細胞を１～２日間富化培地中で増殖させておくこと
ができ、次に、選択培地に切り替える。組換えプラスミド中の選択マーカーが選択に対す
る耐性を付与し、そして、細胞がその染色体にプラスミドを組み込むこと、および、後に
クローン化し、そして、細胞株に発展することができる増殖巣を形成することを可能とす
る。有利なことに、抗体分子を安定的に発現する細胞株を操作して作製するためにこの方
法を使用することができる。
【０１８４】
　ｔｋ－細胞、ｈｇｐｒｔ－細胞またはａｐｒｔ－細胞でそれぞれ使用することができる
単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ遺伝子（Ｗｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌ
ｌ　１１　（１９７７），　２２３）、ヒポキサンチン－グアニンホスフォリボシルトラ
ンスフェラーゼ遺伝子（Ｓｚｙｂａｌｓｋａ　＆　Ｓｚｙｂａｌｓｋｉ，　Ｐｒｏｃ．　
Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　４８　（１９９２），　２０２）およびア
デニンホスフォリボシルトランスフェラーゼ遺伝子　（Ｌｏｗｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅ
ｌｌ　２２　（１９８０），　８１７）を含むが、これらに限定されない多くの選択シス
テムを使用することができる。また、次の遺伝子について選択の原理として抗代謝物耐性
を用いることができる：メトトレキサートに対する耐性を付与するｄｈｆｒ　（Ｗｉｇｌ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７７　（１９８０
），　３５７、Ｏ’Ｈａｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　
Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７８　（１９８１），　１５２７）；ミコフェノール酸に対する耐性
を付与するｇｐｔ（Ｍｕｌｌｉｇａｎ　＆　Ｂｅｒｇ，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　７８　（１９８１），　２０７２）；アミノグリコシドＧ－
４１８に対する耐性を付与するｎｅｏ（Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　１２　（１９９３），　４８８－５０５、　Ｗｕ　ａｎｄ
　Ｗｕ，　Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ　３　（１９９１），　８７－９５、　Ｔｏｌｓｔｏｓ
ｈｅｖ，　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　Ｔｏｘｉｃｏｌ．　３２　（１
９９３），　５７３－５９６、　Ｍｕｌｌｉｇａｎ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０　（１９
９３），　９２６－９３２、および　Ｍｏｒｇａｎ　ａｎｄ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ，　Ａｎ
ｎ．　Ｒｅｖ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　６２　（１９９３），　１９１－２１７；　ＴＩＢ
　ＴＥＣＨ　１１　（１９９３），　１５５－２１５）；およびハイグロマイシンに対す
る耐性を付与するｈｙｇｒｏ（Ｓａｎｔｅｒｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　３０　（
１９８４），　１４７）。使用することができる、組換えＤＮＡ技術の技術分野で通常知
られている方法はＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．），　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
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ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ＮＹ　（１９９３）、　Ｋｒｉｅｇｌｅｒ，　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎ
ｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，　Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，　ＮＹ　（１９９０）；ならびに　Ｄｒａｃｏｐｏ
ｌｉ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ），　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｈｕ
ｍａｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ＮＹ　（１９９
４）の第１２章および第１３章、　Ｃｏｌｂｅｒｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，
　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１５０：１　（１９８１）に記載される。それらは全体
が参照により本明細書に組み込まれる。
【０１８５】
　ベクター増幅により抗体分子の発現レベルを増大させることができる。レビューには、
Ｂｅｂｂｉｎｇｔｏｎ　ａｎｄ　Ｈｅｎｔｓｃｈｅｌ，　Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｖｅｃ
ｔｏｒｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｇｅｎｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ
　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃｌｏｎｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ
　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ＤＮＡ　ｃｌｏｎｉｎｇ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，　Ｖｏｌ．　３．　（１９８７）　を参照のこと。抗体を発現するベク
ターシステム内のマーカーが増幅可能であるとき、宿主細胞の培養物に存在する阻害剤の
レベルの上昇によって、マーカー遺伝子のコピー数が増加する。前記増幅領域は抗体遺伝
子と結合しているので、抗体の産生もまた増大する。Ｃｒｏｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍ
ｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　３　（１９８３），　２５７を参照のこと。
【０１８６】
　大量の所望のポリペプチドをもたらすスケールアップがインビトロ生産により可能にな
る。組織培養条件下での哺乳類細胞培養の技術は当技術分野において公知であり、そして
、それには、例えば、エアリフト反応器もしくは連続撹拌反応器における均一懸濁培養、
または例えば、中空糸中、マイクロカプセル中、アガロースマイクロビーズもしくはセラ
ミックカートリッジ上での固定化細胞培養もしくは封入細胞培養が含まれる。必要に応じ
て、および／または所望により、例えば、合成ヒンジ領域ポリペプチドの優先的な生合成
の後に、または本明細書に記載されるＨＩＣクロマトグラフィー工程の前もしくは後に、
通常のクロマトグラフィー方法、例えば、ゲル濾過、イオン交換クロマトグラフィー、Ｄ
ＥＡＥセルロース上のクロマトグラフィー、または（免疫）親和性クロマトグラフィーに
より、ポリペプチド溶液を精製することができる。
【０１８７】
　本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をコードする遺伝子は
また、細菌または昆虫または酵母または植物の細胞などの非哺乳類細胞で発現させること
ができる。核酸を容易に取り込む細菌には、大腸菌またはサルモネラ属（Ｓａｌｍｏｎｅ
ｌｌａ）の細胞株などのエンテロバクター科；枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌ
ｉｓ）などのバシラス科；ニューモコッカス属（Ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｕｓ）；ストレプ
トコッカス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）のメンバーおよびヘモフィルス・インフル
エンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）が含まれる。細菌内で発現す
ると、異種性ポリペプチドは典型的には封入体の一部になることがさらに理解される。異
種性ポリペプチドは単離され、精製され、それから、機能性の分子に組み立てられなけれ
ばならない。四価形態の抗体が望ましい場合、その時にはサブユニットが四価抗体に自己
組織化する。例えば、国際出願公開第ＷＯ０２／０９６９４８号を参照のこと。
【０１８８】
　細菌システムでは、有利なことに、発現する抗体に意図されている使用法に応じて多数
の発現ベクターを選択することができる。例えば、抗体分子からなる医薬組成物の作製の
ために大量のそのようなタンパク質を生産する予定であるとき、容易に精製される融合タ
ンパク質産物の高レベルの発現を制御するベクターが望ましい可能性がある。そのような
ベクターには、抗体コード配列が個々にｌａｃＺコード領域とインフレームでベクターに
連結されることができ、それによって融合タンパク質が産生される大腸菌発現ベクターｐ
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ＵＲ２７８（Ｒｕｔｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　ＥＭＢＯ　Ｊ．　２　（１９８３），　１
７９１）；ｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅ　＆　Ｉｎｏｕｙｅ，　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１３　（１９８５），　３１０１－３１０９；　Ｖａｎ　Ｈｅｅｋｅ
　＆　Ｓｃｈｕｓｔｅｒ，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２４　（１９８９），　５
５０３－５５０９）　などが含まれるが、これらに限定されない。外来ポリペプチドをグ
ルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質として発現させるため
にｐＧＥＸベクターもまた使用することができる。一般に、そのような融合タンパク質は
可溶性であり、そして、溶解した細胞からグルタチオンアガロースビーズマトリックスへ
の吸着および結合と引き続く遊離グルタチオンの存在下での溶出により容易に精製され得
る。ｐＧＥＸベクターはトロンビン切断部位または第Ｘａ因子プロテアーゼ切断部位を含
むように設計されており、クローン化した標的遺伝子産物をＧＳＴ部分から解離すること
ができる。
【０１８９】
　原核生物に加えて、真核微生物もまた使用することができる。多数のその他の株、例え
ば、ピチア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）が一般的に利用可能である
が、出芽酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、すなわち一般的
なパン酵母が真核微生物の中で最も一般的に使用される。サッカロマイセス属（Ｓａｃｃ
ｈａｒｏｍｙｃｅｓ）での発現には、例えば、プラスミドＹＲｐ７（Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍ
ｂ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　２８２　（１９７９），　３９；　Ｋｉｎｇｓｍａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　７　（１９７９），　１４１；　Ｔｓｃｈｅｍｐｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｇｅｎｅ　１０　（１９８０），　１５７）　が一般的に使用される。
このプラスミドは、トリプトファン中で増殖する能力を欠く酵母の突然変異株、例えば、
ＡＴＣＣ番号４４０７６またはＰＥＰ４－１（Ｊｏｎｅｓ，　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　８５　
（１９７７），　１２）用の選択マーカーを提供するＴＲＰ１遺伝子を既に含有する。前
記酵母宿主細胞ゲノムの特性としてのｔｒｐ１損傷の存在が、次にトリプトファンの非存
在下での増殖によって形質転換を検出するための有効な環境をもたらす。
【０１９０】
　昆虫システムでは、オートグラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉｃａ）核多角体病ウイルス（ＡｃＮＰＶ）が、典型的には、外来遺伝子を発
現するためのベクターとして使用される。前記ウイルスはヨトウガ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒ
ａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ　）細胞で増殖する。抗体コード配列を前記ウイルスの非必須
領域（例えば、ポリヘドリン遺伝子）に個々にクローン化し、そして、ＡｃＮＰＶプロモ
ーター（例えば、ポリヘドリンプロモーター）の制御下に置くことができる。
【０１９１】
　一旦、本発明の抗体分子が組換え技術により発現すると、例えば、クロマトグラフィー
（例えば、イオン交換クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー、特にプロテイン
Ａ後の特定の抗原に対する親和性クロマトグラフィー、およびサイズ排除カラムクロマト
グラフィー）、遠心分離、硫酸アンモニウム沈殿などの差示的溶解性による、またはタン
パク質精製の他の任意の標準的な技術による方法を含む、当技術分野の標準的な方法に従
って、本発明の抗体全体、それらの二量体、個々の軽鎖および重鎖、または他の免疫グロ
ブリン形態を精製することができる。例えば、Ｓｃｏｐｅｓ，　“Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕ
ｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ”，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，　Ｎ．Ｙ．　（１９８２
）　を参照のこと。あるいは、本発明の抗体の親和性を上昇させる別の方法が米国特許出
願公開第２００２－０１２３０５７　Ａ１号に開示される。
【０１９２】
　Ｖ．融合タンパク質および複合体
　ある実施形態において、前記抗体ポリペプチドは、通常、抗体と結合していないアミノ
酸配列または１つ以上の部分を含む。以下により詳細に例示的修飾が説明される。例えば
、本発明の単鎖ｆｖ抗体断片はフレキシブルリンカー配列を含むことができ、または機能
性部分（例えば、ＰＥＧ、薬剤、毒物または蛍光標識、放射性標識、酵素標識、核磁気標
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識、重金属標識などの標識）を付加するために修飾され得る。
【０１９３】
　本発明の抗体ポリペプチドは融合タンパク質を含む、融合タンパク質から基本的になる
、または融合タンパク質からなることができる。融合タンパク質は、例えば、免疫グロブ
リンタウ結合ドメインを少なくとも１つの標的結合部位および少なくとも１つの異種性部
分、すなわち、自然界では本来それと結合していない部分と共に含むキメラ分子である。
前記アミノ酸配列は通常、融合ポリペプチドにおいてひとまとまりになる別々のタンパク
質に存在することができ、または、それらは通常同じタンパク質に存在することができる
が、融合ポリペプチドでは新しい配置になる。例えば、化学合成によって、または所望の
位置関係でペプチド領域がコードされるポリヌクレオチドを作製し、そしてそれを翻訳す
ることにより融合タンパク質を作製することができる。
【０１９４】
　用語「異種性」は、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドに適用される場合、そのポリ
ヌクレオチドまたはポリペプチドは、それが比較されている実体の残りのものとは別個の
実体に由来するということを意味する。例えば、本明細書において使用される場合、抗体
、またはその抗原結合断片、異型体、もしくは類似体に融合される「異種性ポリペプチド
」は、同じ種の非免疫グロブリンポリペプチドまたは異なる種の免疫グロブリンポリペプ
チドもしくは非免疫グロブリンポリペプチドに由来する。
【０１９５】
　本明細書の他の箇所により詳細が考察されるように、本発明の抗体、またはその抗原結
合断片、異型体もしくは誘導体は、異種性ポリペプチドとＮ末端もしくはＣ末端で組換え
技術によりさらに融合され、またはポリペプチドもしくは他の組成物と化学的に複合体化
（共有結合的複合体化および非共有結合的複合体化を含む）され得る。例えば、検出アッ
セイでの標識として有用な分子および異種性ポリペプチド、薬剤、放射性核種または毒物
などのエフェクター分子に抗体を組換え技術により融合する、または複合体化することが
できる。例えば、国際出願公開第ＷＯ９２／０８４９５号、第ＷＯ９１／１４４３８号、
第ＷＯ８９／１２６２４号、米国特許第５，３１４，９９５号、および欧州特許出願第Ｅ
Ｐ０　３９６　３８７号を参照のこと。
【０１９６】
　本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体は、ペプチド結合また
は改変型ペプチド結合、すなわち、ペプチドイソエステルによって互いに結合するアミノ
酸から構成されることができ、そして、２０種の遺伝子にコードされるアミノ酸以外のア
ミノ酸を含むことができる。翻訳後プロセッシングなどの天然の過程により、または当技
術分野において周知の化学修飾技術により抗体を修飾することができる。そのような修飾
は、基本的な教科書、およびより詳細にはモノグラフとおびただしい研究文献によく記載
されている。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖およびアミノ末端もしくはカルボキシ
ル末端を含む抗体、または炭水化物などの部分のどこにでも生じ得る。所与の抗体に同じ
、または、異なる程度で同じ種類の修飾がいくつかの部位に存在し得ることが理解される
。また、所与の抗体は多くの種類の修飾を含有し得る。抗体は、例えば、ユビキチン化の
結果として分岐状抗体である可能性があり、そして、それらは分岐を持つ、または、持た
ない環状抗体である可能性がある。環状抗体、分岐状抗体および分岐環状抗体は翻訳後の
天然の過程により生じることができ、または、合成方法によって作製され得る。修飾には
アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分
の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体
の共有結合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、架橋形成、環状化、ジスルフィド
結合形成、脱メチル化、共有結合性架橋形成、システイン形成、ピログルタメート形成、
ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化
、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、ｐｅｇ化、タンパク質分解性プロセッシ
ング、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル化などのア
ミノ酸のタンパク質へのトランスファーＲＮＡ介在性付加、およびユビキチン化が含まれ
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る。例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　－　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，　Ｔ．　Ｅ．　Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，　Ｗ．　Ｈ．　Ｆｒｅｅ
ｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　２ｎｄ　Ｅｄ．，　（１９９３
）、　Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｖａｌｅｎｔ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　Ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，　Ｂ．　Ｃ．　Ｊｏｈｎｓｏｎ，　Ｅｄ．，　Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　ｐｇｓ．　１－１２　（１９８３）、Ｓ
ｅｉｆｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　１８２　（１９９０）
，　６２６－６４６、Ｒａｔｔａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎ．　ＮＹ　Ａｃａｄ．　Ｓ
ｃｉ．　６６３　（１９９２），　４８－６２）　を参照のこと。
【０１９７】
　本発明はまた、抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体および異種性ポ
リペプチドを含む融合タンパク質を準備する。１つの実施形態において、本発明の融合タ
ンパク質は、本発明の抗体のＶＨ領域のうちのいずれか１つ以上のアミノ酸配列、または
本発明の抗体もしくはその断片もしくは異型体のＶＬ領域のうちのいずれか１つ以上のア
ミノ酸配列を有するポリペプチド、および異種性ポリペプチド配列を含む、それらから基
本的になる、またはそれらからなる。別の実施形態において、本明細書において開示され
る診断方法および治療方法に使用される融合タンパク質は、抗体、もしくはその断片、異
型体もしくは誘導体のＶＨ－ＣＤＲのうちのいずれか１つ、２つ、３つのアミノ酸配列、
または抗体、もしくはその断片、異型体もしくは誘導体のＶＬ－ＣＤＲのうちのいずれか
１つ、２つ、３つのアミノ酸配列を有するポリペプチド、および異種性ポリペプチド配列
を含む、それらから基本的になる、またはそれらからなる。１つの実施形態において、前
記融合タンパク質は、本発明の抗体、もしくはその断片、誘導体もしくは異型体のＶＨ－
ＣＤＲ３のアミノ酸配列を有するポリペプチドおよび異種性ポリペプチド配列を含み、そ
の融合タンパク質はタウに特異的に結合する。別の実施形態において、融合タンパク質は
、本発明の抗体の少なくとも１つのＶＨ領域のアミノ酸配列および本発明の抗体、または
その断片、誘導体もしくは異型体の少なくとも１つのＶＬ領域のアミノ酸配列を有するポ
リペプチドならびに異種性ポリペプチド配列を含む。１つの実施形態において、前記融合
タンパク質のＶＨ領域およびＶＬ領域は、タウに特異的に結合する単一起源抗体（または
ｓｃＦｖ断片またはＦａｂ断片）に対応する。さらに別の実施形態において、本明細書に
おいて開示される診断方法および治療方法で使用される融合タンパク質は、抗体のＶＨ　
ＣＤＲのうちのいずれか１つ、２つ、３つ、またはそれ以上のアミノ酸配列、および抗体
、またはその断片もしくは異型体のＶＬ　ＣＤＲのうちのいずれか１つ、２つ、３つ、ま
たはそれ以上のアミノ酸配列を有するポリペプチド、ならびに異種性ポリペプチド配列を
含む。１つの実施形態において、ＶＨ－ＣＤＲまたはＶＬ－ＣＤＲのうちの２つ、３つ、
４つ、５つ、６つ、またはそれ以上が本発明の単一起源抗体（またはｓｃＦｖ断片または
Ｆａｂ断片）に対応する。これらの融合タンパク質をコードする核酸分子もまた本発明に
包含される。
【０１９８】
　文献に報告される例示的な融合タンパク質は、Ｔ細胞受容体　（Ｇａｓｃｏｉｇｎｅ　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８４　（１
９８７），　２９３６－２９４０）；ＣＤ４（Ｃａｐｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒ
ｅ　３３７　（１９８９），　５２５－５３１；　Ｔｒａｕｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｎａｔｕｒｅ　３３９　（１９８９），　６８－７０；　Ｚｅｔｔｍｅｉｓｓｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　ＵＳＡ　９　（１９９０），　３４７－
３５３およびＢｙｒｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　３４４　（１９９０），　６６
７－６７０）；Ｌ－セレクチン（ホーミング受容体）（Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　１１０　（１９９０），　２２２１－２２２９、および
　Ｗａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔｕｒｅ　３４９　（１９９１），　１６４－１
６７））；ＣＤ４４　（Ａｒｕｆｆｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ　６１　（１９９０）
，　１３０３－１３１３）；ＣＤ２８とＢ７　（Ｌｉｎｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．
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　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１７３　（１９９１），７２１－７３０）；ＣＴＬＡ－４　（Ｌ
ｉｓｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１７４　（１９９１），　５
６１－５６９）；ＣＤ２２　（Ｓｔａｍｅｎｋｏｖｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌｌ　６
６　（１９９１），　１１３３－１１４４）；ＴＮＦ受容体（Ａｓｈｋｅｎａｚｉ　ｅｔ
　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８８　（１９９
１），　１０５３５－１０５３９；　Ｌｅｓｓｌａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｕｒ．　
Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２７　（１９９１），　２８８３－２８８６、および　Ｐｅｐ
ｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１７４　（１９９１），　１４８
３－１４８９　（１９９１））、およびＩｇＥ受容体ａ（Ｒｉｄｇｗａｙ　ａｎｄ　Ｇｏ
ｒｍａｎ，　Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　１１５　（１９９１），　Ａｂｓｔｒａｃ
ｔ　Ｎｏ．　１４４８）の融合を含む。
【０１９９】
　本明細書の他の箇所で考察されるように、ポリペプチドのインビボ半減期を増加させる
ため、または当技術分野において公知の方法を用いる免疫アッセイで使用するために、本
発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を異種性ポリペプチドに融
合することができる。例えば、１つの実施形態において、本発明の抗体に、そのインビボ
半減期を増加させるために、ＰＥＧを複合体化させることができる。例えば、　Ｌｅｏｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　１６　（２００１），　１０６－１１９；　Ａ
ｄｖ．　ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．　Ｒｅｖ．　５４　（２００２），　５３１また
はＷｅｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ
　３０　（２００２），　５１２を参照のこと。
【０２００】
　さらに、本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体をマーカー配
列、例えば、それらの精製または検出を容易にするためのペプチドに融合することができ
る。特定の実施形態において、前記マーカーアミノ酸配列は、市販されている多くのもの
の中でもｐＱＥベクター（ＱＩＡＧＥＮ，Ｉｎｃ．社、９２５９　Ｅｔｏｎ　Ａｖｅｎｕ
ｅ、Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、カリフォルニア州、９１３１１）に提供されるタグのような
ヘキサ－ヒスチジンペプチド（ＨＩＳ）である。Ｇｅｎｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒｏｃ
．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８６　（１９８９），　８２１－８２
４に記載されるように、例えば、ヘキサ－ヒスチジンは融合タンパク質の簡便な精製を準
備する。精製に有用な他のペプチドタグには、インフルエンザヘマグルチニンタンパク質
に由来するエピトープに対応する「ＨＡ」タグ（Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｅｌ
ｌ　３７　（１９８４），　７６７）および「ＦＬＡＧ」タグが含まれるが、これらに限
定されない。
【０２０１】
　当技術分野において周知の方法を用いて融合タンパク質を調製することができる。例え
ば米国特許第５，１１６，９６４号および第５，２２５，５３８号を参照のこと。融合タ
ンパク質の分泌特性または結合特性を最適化するための融合が行われる正確な部位は実証
的に選択され得る。次に、融合タンパク質をコードするＤＮＡは、発現のため宿主細胞に
形質移入される。
【０２０２】
　非複合体化形態で本発明の抗体を使用することができ、または、様々な分子の少なくと
も１つと、例えば、前記分子の治療特性を改善するために、標的の検出を容易にするため
に、または患者のイメージングもしくは治療のために、本発明の抗体を複合体化すること
ができる。本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を、精製が行
われるとき、精製の前に、または後に標識または複合体化することができる。特に、治療
薬、前駆薬、ペプチド、タンパク質、酵素、ウイルス、脂質、生物学的反応修飾因子、医
薬薬剤またはＰＥＧに本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を
複合体化することができる。
【０２０３】
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　従来の抗体を含む免疫毒素である複合体は当技術分野において広く説明されている。従
来のカップリング技術により毒素を抗体に結合することができ、または、タンパク質毒素
部分を含有する免疫毒素を融合タンパク質として産生することができる。そのような免疫
毒素を得るための対応する方法で本発明の抗体を使用することができる。Ｂｙｅｒｓ，　
Ｓｅｍｉｎａｒｓ　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．　２　（１９９１），　５９－７０および　
Ｆａｎｇｅｒ，　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｔｏｄａｙ　１２　（１９９１），　５１－５４に
よって記載されるものがそのような免疫毒素を説明する。
【０２０４】
　複合体はまた、複合体化される選択された因子に応じて、様々な技術を用いて組み立て
られ得ることを当業者は理解する。例えば、ビオチンとの複合体を、例えば、タウ結合ポ
リペプチドをビオチンＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルなどのビオチンの活性化エ
ステルと反応させることにより調製する。同様に、蛍光マーカーとの複合体を、カップリ
ング剤、例えば、本明細書に記載されるカップリング剤の存在下で、または、イソチオシ
アネート、すなわち、フルオレセイン－イソチオシアネートとの反応により調製すること
ができる。本発明の抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体の複合体を類
似の方法で調製する。
【０２０５】
　本発明は、診断薬または治療薬に複合体化した本発明の抗体、またはその抗原結合断片
、異型体もしくは誘導体を包含する。例えば、所与の治療計画および／または予防計画の
有効性を判定するための臨床試験手順の一部として、例えば、神経性疾患の存在を示すた
めに、神経性疾患になる危険性を示すために、神経性疾患、すなわち、タウオパチー疾患
の発生または進行をモニターするために、診断的に前記抗体を使用することができる。抗
体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を検出可能な物質に結合することに
より検出を容易にすることができる。検出可能な物質の例には様々な酵素、補欠分子族、
蛍光物質、発光物質、生物発光物質、放射性物質、様々なポジトロン放射トモグラフィー
を使用するポジトロン放射金属、および非放射性常磁性金属イオンが含まれる。例えば、
本発明による診断薬として使用される抗体に複合体化され得る金属イオンについて、米国
特許第４，７４１，９００号を参照のこと。適切な酵素の例にはホースラディッシュ・ペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはアセチルコリン
エステラーゼが含まれる。適切な補欠分子族複合体の例にはストレプトアビジン／ビオチ
ンおよびアビジン／ビオチンが含まれる。適切な蛍光物質の例にはウンベリフェロン、フ
ルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニル
アミンフルオレセイン、塩化ダンシルまたはフィコエリスリンが含まれる。発光物質の例
にはルミノールが含まれる。生物発光物質の例にはルシフェラーゼおよびイクオリンが含
まれる。そして、適切な放射性物質の例には１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎまたは９９

Ｔｃが含まれる。
【０２０６】
　抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体はまた、それを化学発光化合物
に結合させることにより検出可能であるように標識され得る。化学発光タグ化抗体の存在
は、次に、化学反応の最中に生じる発光の存在を検出することにより決定される。特に有
用な化学発光標識化合物の例はルミノール、イソルミノール、セロマチックアクリジニウ
ムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩およびシュウ酸エステルである。
【０２０７】
　検出可能であるように抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を標識す
ることができる１つの方法は同物質を酵素に結合し、そして酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）
（Ｖｏｌｌｅｒ，　Ａ．，　“Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏ
ｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ　（ＥＬＩＳＡ）”　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｓｓ
ｏｃｉａｔｅｓ　Ｑｕａｒｔｅｒｌｙ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ，　Ｗａｌｋｅｒｓｖｉ
ｌｌｅ，　Ｍｄ．，　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｈｏｒｉｚｏｎｓ　２　（１９７８），　
１－７）、Ｖｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｐａｔｈｏｌ．　３１　
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（１９７８），　５０７－５２０、　Ｂｕｔｌｅｒ，　Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　
７３　（１９８１），　４８２－５２３、Ｍａｇｇｉｏ，　Ｅ．　（ｅｄ．），　Ｅｎｚ
ｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，　
Ｆｌａ．，　（１９８０）、　Ｉｓｈｉｋａｗａ，　Ｅ．　ｅｔ　ａｌ．，　（ｅｄｓ．
），　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，　Ｋｇａｋｕ　Ｓｈｏｉｎ，　Ｔｏｋｙ
ｏ　（１９８１））で前記結合産物を使用することによる。分光光度法、蛍光定量法また
は視覚的手段により検出することができる化学部分を生じるように、抗体に結合している
酵素が適切な基質、好ましくは発色性基質と反応する。検出可能であるように抗体を標識
するために使用され得る酵素にはリンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、
デルタ－５－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコールデヒドロゲナーゼ、アルファ－グ
リセロホスフェートデヒドロゲナーゼ、トリオースホスフェートイソメラーゼ、ホースラ
ディッシュ・ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコー
スオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、
グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼおよびアセチルコリンエス
テラーゼが含まれるが、これらに限定されない。さらに、前記酵素の発色性基質を使用す
る比色分析法によって検出を達成することができる。同様に調製した標準物質との比較で
、基質の酵素反応の程度を視覚的に比較することにより検出を達成することもできる。
【０２０８】
　様々な他の免疫アッセイのいずれかを用いて検出を達成することもできる。例えば、抗
体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を放射性物質で標識することにより
、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）（例えば、参照により本明細書に組み込まれる、　Ｗｅｉ
ｎｔｒａｕｂ，　Ｂ．，　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓ
ａｙｓ，　Ｓｅｖｅｎｔｈ　Ｔｒａｉｎｉｎｇ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｏｎ　Ｒａｄｉｏｌｉｇ
ａｎｄ　Ａｓｓａｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，　Ｔｈｅ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　Ｓｏｃｉ
ｅｔｙ，　（Ｍａｒｃｈ，　１９８６）を参照のこと）の使用により前記抗体を検出する
ことが可能である。ガンマカウンター、シンチレーションカウンターまたはオートラジオ
グラフィーを含むが、これらに限定されない手段により放射性同位元素を検出することが
できる。
【０２０９】
　抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体を、１５２Ｅｕまたはランタノ
イド系の他のものなどの蛍光放射金属を用いて、検出可能であるように標識することもで
きる。ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴ
Ａ）などの金属キレート性基を用いてこれらの金属を抗体に結合させることができる。
【０２１０】
　様々な部分を抗体、またはその抗原結合断片、異型体もしくは誘導体に複合体化する技
術は周知である。例えば、　Ａｒｎｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉ
ｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　Ｒｅｉｓｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．　
（ｅｄｓ．），　ｐｐ．　２４３－５６　（Ａｌａｎ　Ｒ．　Ｌｉｓｓ，　Ｉｎｃ．　（
１９８５）、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　
Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ”，　ｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ
ｅｒｙ　（２ｎｄ　Ｅｄ．），　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．），　Ｍ
ａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，　Ｉｎｃ．，　ｐｐ．　６２３－５３　（１９８７）、Ｔｈ
ｏｒｐｅ，　“Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ａｇ
ｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：　Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ”，　ｉｎ　Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　’８４：　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ｐｉｎｃｈｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．　（
ｅｄｓ．），　ｐｐ．　４７５－５０６　（１９８５）、“Ａｎａｌｙｓｉｓ，　Ｒｅｓ
ｕｌｔｓ，　Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒ
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ａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　
Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ”，　ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅ
ｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　Ｂａｌｄ
ｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ．），　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　ｐｐ．　３０
３－１６　（１９８５）、および　Ｔｈｏｒｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐ
ａｒａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ”，　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｒｅｖ．　６２
　（１９８２），　１１９－１５８を参照のこと。
【０２１１】
　言及したように、ある実施形態において、結合分子、例えば、結合ポリペプチド、例え
ば、抗体またはその免疫特異的断片の安定性または有効性を向上させる部分を複合体化す
ることができる。例えば、１つの実施形態において、本発明の結合分子に、そのインビボ
半減期を増加させるためにＰＥＧを複合体化することができる。Ｌｅｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　１６　（２００１），　１０６；　Ａｄｖ．　ｉｎ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｅｌｉｖ．　Ｒｅｖ．　５４　（２００２），　５３１；　ｏｒ　Ｗｅｉｒ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　３０　（２００２
），　５１２．
【０２１２】
　ＶＩ．組成物および使用方法
　本発明は前述のタウ結合分子、例えば、本発明の抗体もしくはその抗原結合断片、また
はその誘導体もしくは異型体、または本発明のポリヌクレオチド、ベクターもしくは細胞
を含む組成物に関連する。本発明の組成物は薬剤的に許容可能な担体をさらに含むことが
できる。また、本発明の医薬組成物は、その医薬組成物の意図した使用法に応じて、イン
ターロイキンまたはインターフェロンなどの薬剤をさらに含むことができる。タウオパチ
ー疾患、例えば、アルツハイマー病の治療での使用には、前記の追加的な薬剤が、小有機
分子、抗タウ抗体、およびそれらの組合せからなる群より選択され得る。それ故に、特定
の実施形態において、本発明は、タウオパチー疾患の予防的処置および治療的処置のため
の医薬組成物もしくは診断用組成物の調製のために、対象におけるタウオパチー疾患の進
行もしくはタウオパチー疾患の治療に対する反応をモニターするために、または、対象の
タウオパチー疾患になる危険性を判定するために、タウ結合分子、例えば、本発明の抗体
またはその抗原結合断片を使用すること、またはそれらのいずれか１つと実質的に同じ結
合特異性を有する結合分子、本発明のポリヌクレオチド、ベクターもしくは細胞を使用す
ることに関連する。
【０２１３】
　それ故に、１つの実施形態において、本発明は、それぞれ、脳および中枢神経系内のタ
ウの異常蓄積および／または沈着を特徴とする神経性障害を治療する方法であって、治療
上有効量の前述の本発明のタウ結合分子、抗体、ポリヌクレオチド、ベクターまたは細胞
のうちのいずれか１つを、それを必要とする対象に投与することを含む方法に関連する。
用語「神経性障害」にはアルツハイマー病、筋委縮性側索硬化症／パーキンソン症－認知
症複合体、嗜銀性グレイン型認知症、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大
脳皮質基底核変性症、クロイツフェルト・ヤコブ病、ボクシング認知症、石灰化を伴うび
まん性神経原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパーキ
ンソン症を伴う前頭側頭型認知症、前頭側頭葉変性症、ゲルストマン・ストロイスラー・
シャインカー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、多系統委縮症、筋強直性
ジストロフィー、Ｃ型ニーマン・ピック病、神経原線維変化を伴う非グアム島人型運動ニ
ューロン病、ピック病、脳炎後パーキンソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症
、進行性皮質下グリオーシス、進行性核上性麻痺、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化
型認知症、多発梗塞性認知症および虚血性脳卒中などのタウオパチー疾患が含まれるが、
これらに限定されない。別途、明言されない限り、神経変性、神経性または精神神経性と
いう用語は本明細書において互換的に使用される。
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【０２１４】
　本発明の抗体は、タウオパチー疾患の徴候が無い健康なヒト対象のＢ細胞またはメモリ
ーＢ細胞に由来し、したがって、ある確率で、臨床的に明らかなタウオパチー疾患を予防
することができる、または前記の臨床的に明らかな疾患が発生する危険性を減少させるこ
とができる、または前記の臨床的に明らかな疾患の発症もしくは進行を遅延させることが
できるという事実に本発明の治療アプローチの特定の利点がある。典型的には、本発明の
抗体はまた、体細胞成熟、すなわち、標的タウ分子への高親和性結合における選択性と有
効性について、抗体の可変領域の体細胞変異による最適化にすでに成功している。
【０２１５】
　インビボでの、例えば、ヒトのそのような細胞は、自己免疫反応またはアレルギー反応
という意味で、関連の、または他の生理的なタンパク質または細胞構造によって活性化さ
れていないという知識もまた、このことが臨床試験相を通して成功的に生存する著しく増
大した可能性を示すので、医学的に非常に重要である。言わば、少なくとも１つのヒト対
象において、予防用抗体または治療用抗体の臨床前開発または臨床開発の前に、有効性、
受容性、および耐容性がすでに示されている。したがって、本発明のヒト抗タウ抗体の、
その治療薬としての標的構造に特異的な有効性とその減少した副作用の可能性の両方が、
その臨床上の成功の可能性を著しく増加させることを想定することができる。
【０２１６】
　本発明はまた、上述の成分、例えば、本発明の抗タウ抗体、その結合断片、誘導体また
は異型体、ポリヌクレオチド、ベクターまたは細胞のうちの１つ以上で満たされた１つ以
上の容器を含む、それぞれ、医薬用および診断用のパックまたはキットを提供する。その
ような容器には、薬学的製品または生物学的製品の製造、使用または販売を監督する官庁
が規定する形態の通知書を付随させることができ、その通知書は製造、使用または販売に
ついての前記監督官庁によるヒトへの投与に対する認可を反映する。さらに、または代わ
りに、前記キットは、適切な診断アッセイでの使用のための試薬および／または説明書を
含む。前記組成物、例えば、本発明のキットは、当然、タウの存在に伴う障害の危険性評
価、診断、予防および治療に特に適切であり、そして、アルツハイマー病（ＡＤ）、筋委
縮性側索硬化症／パーキンソン症－認知症複合体（ＡＬＳ－ＰＤＣ）、嗜銀性グレイン型
認知症（ＡＧＤ）、英国型アミロイド血管症、脳アミロイド血管症、大脳皮質基底核変性
症（ＣＢＤ）、クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、ボクシング認知症、石灰化を伴
うびまん性神経原線維変化、ダウン症候群、前頭側頭型認知症、１７番染色体に連鎖しパ
ーキンソン症を伴う前頭側頭型認知症（ＦＴＤＰ－１７）、前頭側頭葉変性症、ゲルスト
マン・ストロイスラー・シャインカー病、ハレルフォルデン・スパッツ病、封入体筋炎、
多系統委縮症、筋強直性ジストロフィー、Ｃ型ニーマン・ピック病（ＮＰ－Ｃ）、神経原
線維変化を伴う非グアム島人型運動ニューロン病、ピック病（ＰｉＤ）、脳炎後パーキン
ソン症、プリオンタンパク質脳アミロイド血管症、進行性皮質下グリオーシス、進行性核
上性麻痺（ＰＳＰ）、亜急性硬化性全脳炎、神経原線維変化型認知症、多発梗塞性認知症
および虚血性脳卒中の治療に特に適用できる。
【０２１７】
　当技術分野において周知の方法に従って本発明の医薬組成物を製剤することができる。
例えば、　Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　（２０００）　ｂｙ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，　ＩＳＢＮ　０－６８３－３０
６４７２を参照のこと。適切な医薬担体の例は当技術分野において周知であり、そして、
それらにはリン酸緩衝生理食塩水溶液、水、油／水乳剤などの乳剤、様々な種類の湿潤剤
、滅菌溶液などが含まれる。周知の従来の方法によってそのような担体を含む組成物を製
剤することができる。適切な用量で対象にこれらの医薬組成物を投与することができる。
様々な方法で、例えば、静脈内投与、腹腔内投与、皮下投与、筋肉内投与、鼻腔内投与、
局所投与または皮内投与または脊髄送達または脳送達により適切な組成物の投与をもたら
すことができる。点鼻薬製剤などのエアロゾル製剤は、保存剤および等張剤を有する、活
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性薬剤の精製した水溶液または他の溶液を含む。そのような製剤は、鼻粘膜に適合するｐ
Ｈと等張状態に調節される。直腸投与用または経膣投与用の製剤は、適切な担体を有する
坐剤として提供され得る。
【０２１８】
　また、本発明は、今では標準的な（幸いにも、まれではあるが）本発明の薬品を投与す
るために頭骨に小さい穴をあける方法を含むが、１つの態様では、本発明の結合分子、特
に抗体または抗体ベースの薬品は血液脳関門を越えることができ、静脈内投与または経口
投与を可能とする。
【０２１９】
　投薬計画は、担当の医師および臨床的要因によって決定される。医学分野で周知である
とおり、任意の１人の患者への投薬量は、その患者の体格、体表面、年齢、投与される特
定の化合物、性別、投与時間および経路、一般的健康状態、同時に投与されている他の薬
品を含む多数の因子次第である。典型的な用量は、例えば、０．００１～１０００μｇの
範囲内であり得る（すなわち、この範囲内の、発現のための、または発現の阻害のための
核酸）。しかしながら、この例示的な範囲の下または上の用量が、特に前述の因子を考慮
して、想定される。一般的に、用量は、例えば、宿主の体重に対して約０．０００１ｍｇ
／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまでの範囲であることが可能であり、より一般的には０．０
１～５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．０２ｍｇ／ｋｇ、０．２５ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋ
ｇ、０．７５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇなど）の範囲であることが可能で
ある。例えば、用量は１ｍｇ／ｋｇ体重または１０ｍｇ／ｋｇ体重または１～１０ｍｇ／
ｋｇの範囲内または少なくとも１ｍｇ／ｋｇであり得る。上記の範囲の中間の用量もまた
本発明の範囲内であると意図される。対象はそのような用量を毎日、隔日、毎週または実
証的な分析により決定される他のスケジュールに従って投与され得る。例示的な治療は、
長期、例えば、少なくとも６か月にわたる複数回の投薬を伴う。その他の例示的な治療計
画は、二週間毎に１回、または１か月に１回、または３～６か月毎に１回の投与を伴う。
例示的な投薬スケジュールには、連日１～１０ｍｇ／ｋｇもしくは１５ｍｇ／ｋｇ、隔日
３０ｍｇ／ｋｇ、または毎週６０ｍｇ／ｋｇが含まれる。いくつかの方法では、異なる結
合特異性を有する２つ以上のモノクローナル抗体を同時に投与し、その場合、投与された
各抗体の投薬量は示された範囲内に収まる。定時的評価によって経過をモニターすること
ができる。非経口投与用の製剤は滅菌水性または非水性溶液、懸濁液および乳剤を含む。
非水性溶媒の例はプロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油などの植
物油、およびエチルオレエートなどの注射可能な有機エステルである。水性担体には、生
理食塩水および緩衝媒体を含む、水、アルコール溶液／水溶液、乳剤または懸濁液が含ま
れる。非経口投与用担体には塩化ナトリウム溶液、リンゲルブドウ糖液、ブドウ糖および
塩化ナトリウム、乳酸化リンゲル液、または固定化油が含まれる。静脈内投与用担体には
、体液および栄養補充液、（リンゲルブドウ糖液に基づくものなどの）電解質補充液など
が含まれる。例えば、抗微生物薬、抗酸化剤、キレート剤、および不活性ガスなどのよう
な保存剤および他の添加物も存在し得る。また、本発明の医薬組成物は、その医薬組成物
の意図される使用法に応じて、ドーパミンまたは精神薬理学的薬品などの薬剤をさらに含
むことができる。
【０２２０】
　また、本発明の特定の実施形態において、例えば、本発明の医薬組成物が受動免疫のた
めに抗タウ抗体またはその結合断片、誘導体もしくは異型体を含む場合、ワクチンとして
前記医薬組成物を製剤することができる。背景技術の節で言及したように、リン酸化タウ
種が細胞外に、血漿および脳脊髄液（ＣＳＦ）に存在することが報告されており（Ａｌｕ
ｉｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｃｈｉｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ａｃｔａ．　１７８２
　（２００８），　５４９－５５８）　、そして、遺伝子導入マウス系列でのリン酸化タ
ウペプチドを使用する能動的ワクチン投与を用いる研究により、タウ凝集体の脳内レベル
の低下と行動障害の進行の遅滞が明らかになった（Ｓｉｇｕｒｄｓｓｏｎ，　Ｊ．　Ａｌ
ｚｈｅｉｍｅｒｓ　Ｄｉｓ．　１５　（２００８），　１５７－１６８；　Ｂｏｉｍｅｌ
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　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．　２２４　（２０１０），　４７２－４８５
）。したがって、本発明のヒト抗タウ抗体および同等のタウ結合分子を用いる受動免疫は
、背景技術の節で既に考察したように、能動免疫療法構想のいくつかの有害作用を回避す
るのに役立つであろうと想定するのが賢明である。したがって、本発明の本抗タウ抗体お
よびそれらの同等物は、ＡＤ、ＡＬＳ－ＰＤＣ、ＡＧＤ、ＣＢＤ、ＣＪＤ、ＦＴＤ、ＦＴ
ＤＰ－１７、ＮＰ－Ｃ、ＰｉＤ、ＰＳＰまたは以前に言及したような他のタウオパチーな
どのタウオパチー疾患の予防または改善のためのワクチンとして特に有用である。
【０２２１】
　１つの実施形態において、本発明の抗体の組換え二重特異性または多重特異性構成体を
使用することが有益である可能性がある。参考に、Ｆｉｓｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｌeｇｅｒ
，　Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ　７４　（２００７），　３－１４を参照のこと。そのよ
うな二重特異性分子を、１つの結合アームでタウを標的とし、そして２つ目の結合アーム
でβアミロイドまたはα－シヌクレインまたは異なるタウの病理的立体構造などの別の病
理的実体を標的とするように設計することができる。あるいは、脳への抗体の透過を促進
するために、血液脳関門に存在するタンパク質を標的とするように第２の結合アームを設
計することができる。
【０２２２】
　１つの実施形態において、細胞膜をより容易に透過することができる、本発明の抗体の
組換えＦａｂ（ｒＦａｂ）断片および単鎖断片（ｓｃＦｖ）を使用することが有益であり
得る。例えば、先にインターネット上で公開されたＲｏｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．　Ｄｅｓ．　Ｓｅｌ．　（２００８）　Ｏｃｔ　１６；　Ｓ１７４
１－０１３４は、βアミロイドのＮ末端領域にあるエピトープを認識するモノクローナル
抗体ＷＯ－２のキメラ組換えＦａｂ（ｒＦａｂ）断片および単鎖断片（ｓｃＦｖ）の使用
について記載する。操作された断片は、ＩｇＧ分子全体と同じ程度に有効に（ｉ）アミロ
イド線維形成を防止し、（ｉｉ）先に形成されたＡβ１－４２原線維を脱凝集させ、そし
て、（ｉｉｉ）Ａβ１－４２原線維オリゴマー介在性神経毒性をインビトロで阻害するこ
とができた。エフェクター機能を欠く小さいＦａｂ操作抗体フォーマットおよびｓｃＦｖ
操作抗体フォーマットを使用することに認められた利点には、血液脳関門のより効率的な
通過および炎症性副反応の危険性の最小化が含まれる。また、ｓｃＦｖと単一ドメイン抗
体が全長型抗体の結合特異性を保持することに加えて、それらは単一遺伝子として発現す
ることができ、そして哺乳類細胞では細胞内に、それらの標的の折りたたみ構造、相互作
用、修飾または細胞内局在を変える可能性がある細胞内抗体として発現することができる
。レビューとして、例えば、Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｅｓｓｅｒ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１２　（２００５），　３９４－４０１を参照のこと。
【０２２３】
　異なるアプローチでは、Ｍｕｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｅｘｐｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．　
Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　（２００５），　２３７－２４１が「スーパー抗体技術」と称
される技術プラットフォームについて記載しており、その技術は、抗体が細胞を損傷する
ことなくそれらに輸送されることを可能にすると言われている。そのような細胞透過性抗
体は新しい診断的および治療的な窓口を開く。用語「ＴｒａｎｓＭａｂ」はこれらの抗体
のために造り出された。
【０２２４】
　さらなる実施形態において、タウオパチー疾患の治療に有用な他の抗体の共投与または
連続投与が望ましい可能性がある。１つの実施形態において、追加の抗体が本発明の医薬
組成物に含まれる。対象を治療するために使用することができる抗体の例にはβアミロイ
ド、α－シヌクレイン、ＴＤＰ－４３およびＳＯＤ－１を標的とする抗体が含まれるが、
これらに限定されない。
【０２２５】
　さらなる実施形態において、タウオパチー疾患の治療に有用な他の神経保護薬剤の共投
与または連続投与が望ましい可能性がある。１つの実施形態において、追加の薬剤が本発



(66) JP 2016-138102 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

明の医薬組成物に含まれる。対象を治療するために使用することができる神経保護薬剤の
例にはアセチルコリンエステラーゼ阻害剤、グルタミン酸作動性受容体アンタゴニスト、
キナーゼ阻害剤、ＨＤＡＣ阻害剤、抗炎症剤、ジバルプロエクスナトリウム、またはそれ
らの任意の組合せが含まれるが、これらに限定されない。本発明の医薬組成物と同時に使
用することができる他の神経保護薬剤の例は当技術分野において説明されている。例えば
、国際出願公開第ＷＯ２００７／０１１９０７号を参照のこと。１つの実施形態において
、その追加的な薬剤はドーパミンまたはドーパミン受容体アゴニストである。
【０２２６】
　治療上有効用量または治療上有効量は、症状または病状を改善するのに充分な有効成分
の量を意味する。細胞培養物または実験動物において標準的な薬学的手順、例えば、ＥＤ

５０（集団の５０％で治療的に有効な用量）およびＬＤ５０（集団の５０％にとって致死
的である用量）によって、そのような化合物の治療上の有効性および毒性を決定すること
ができる。治療的効果と有毒的効果の間の用量比が治療指数であり、そして、それはＬＤ

５０／ＥＤ５０の割合として表すことができる。１つの実施形態において、前記組成物中
の治療薬は、ＡＤ、ＡＬＳ－ＰＤＣ、ＡＧＤ、ＣＢＤ、ＣＪＤ、ＦＴＤ、ＦＴＤＰ－１７
、ＮＰ－Ｃ、ＰｉＤ、ＰＳＰ、または以前に言及されたような他のタウオパチー疾患の場
合、正常な行動および／または認知特性を再建または保護するのに充分な量で存在する。
【０２２７】
　前述したことから、とりわけ、先に言及したようなタウオパチー疾患、特に、アルツハ
イマー病の診断および／または治療のために、上述した抗体の少なくとも１つのＣＤＲを
含むタウ結合分子のいかなる使用法をも本発明は包含する。１つの実施形態において、前
記結合分子は本発明の抗体またはその免疫グロブリン鎖である。さらに、本発明は、上文
に記載される言及された抗体のいずれか１つの抗イディオタイプ抗体に関連する。これら
は、抗体の抗原結合部位の近くの可変領域に位置するユニークな抗原性ペプチド配列に結
合する抗体または他の結合分子であり、そして、例えば、対象の試料での抗タウ抗体の検
出に有用である。
【０２２８】
　別の実施形態において、本発明は、上述の本発明のタウ結合分子、抗体、抗原結合断片
、ポリヌクレオチド、ベクター細胞のうちのいずれか１つ、および、所望により、免疫ベ
ースまたは核酸ベースの診断方法で従来使用されている試薬などの検出に適切な手段を含
む診断用組成物に関連する。本発明の抗体は、例えば、それらを液相で、または、固相担
体に結合して利用することができる免疫アッセイでの使用に適している。本発明の抗体を
利用することができる免疫アッセイの例は、直接的フォーマットか間接的フォーマットの
どちらかの競合的および非競合的免疫アッセイである。そのような免疫アッセイの例は放
射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、サンドイッチ（免疫アッセイ）、フローサイトメトリーおよ
びウェスタンブロットアッセイである。多くの異なる担体に本発明の抗原および抗体を結
合させることができ、そして、それらに特異的に結合する細胞を単離するために本発明の
抗原および抗体を使用することができる。周知の担体の例にはガラス、ポリスチレン、ポ
リ塩化ビニル、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリカーボネート、デキストラン、ナイ
ロン、アミロース、天然型および修飾型セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース、
およびマグネタイトが含まれる。前記担体の性質は、本発明の目的のため、可溶性または
不溶性のどちらかであり得る。当業者に知られている多くの異なる標識および標識方法が
ある。本発明において使用することができる標識の種類の例には酵素、放射性同位元素、
コロイド状金属、蛍光化合物、化学発光化合物および生物発光化合物が含まれる。本明細
書上部で考察された実施形態も参照のこと。
【０２２９】
　さらなる実施形態によって、試験される個体から血液試料、リンパ液試料または他の任
意の体液試料であり得る体液試料を取得し、そして、抗体抗原複合体の形成を可能とする
条件下で前記体液試料を本発明の抗体と接触させることによる、個体において障害を診断
するための方法にタウ結合分子、特に本発明の抗体を使用することもできる。次に、その
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ような複合体のレベルは当技術分野において公知の方法によって決定され、対照試料で生
じたレベルよりも著しく高いレベルが、試験された個体での疾患を示す。同じ方法で、本
発明の抗体が結合する特異的な抗原も使用することができる。したがって、本発明は、結
合分子、例えば、本発明の抗体またはその抗原結合断片を含むインビトロ免疫アッセイに
関連する。
【０２３０】
　これに関して、本発明はまた、この目的のために特異的に設計される手段に関連する。
例えば、タウを特異的に認識する本発明の抗体または同等の抗原結合分子が負荷された抗
体ベースのアレイを使用することができる。マイクロアレイ免疫アッセイの設計はＫｕｓ
ｎｅｚｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５　（２０
０６），　１６８１－１６９６に要約される。したがって、本発明はまた、本発明に従っ
て同定されたタウ結合分子が負荷されたマイクロアレイに関連する。
【０２３１】
　１つの実施形態において、本発明は、対象においてタウオパチー疾患を診断する方法で
あって、少なくとも１つの本発明の抗体、そのタウ結合断片、またはそれらのいずれか１
つと実質的に同じ結合特異性を有するタウ結合分子を用いて、診断される対象に由来する
試料中にタウおよび／または病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウの存在を判定す
ることを含む方法に関連し、その方法では、病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウ
の存在が神経変性タウオパチーの指標であり、そして、生理的タウ形態のレベルと比較し
た病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウのレベルの上昇が前記対象における神経変
性タウオパチーの進行の指標である。
【０２３２】
　診断される対象は前記疾患について無症状または前臨床段階であり得る。１つの実施形
態において、対照対象はタウオパチー疾患、例えば、ＡＤ、ＡＬＳ－ＰＤＣ、ＡＧＤ、Ｃ
ＢＤ、ＣＪＤ、ＦＴＤ、ＦＴＤＰ－１７、ＮＰ－Ｃ、ＰｉＤ、ＰＳＰまたは以前に言及さ
れた他のタウオパチーを持ち、病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウのレベルと参
照標準の間の類似性により、診断される対象がタウオパチー疾患を持っていることが示さ
れる。あるいは、またはさらに、第２の対照として、対照対象はタウオパチー疾患を持た
ず、タウおよび／または病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウのレベルと参照標準
の間の差異により、診断される対象がタウオパチー疾患を持っていることが示される。１
つの実施形態において、診断される対象および対照対象の年齢が一致する。分析される試
料は、病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウを含有すると疑われる任意の体液、例
えば、血液試料、脳脊髄液（ＣＳＦ）試料または尿試料であり得る。
【０２３３】
　例えば、ウェスタンブロット、免疫沈降、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、
放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、蛍光活性細胞選別（ＦＡＣＳ）、二次元ゲル電気泳動、質
量分光分析法（ＭＳ）、マトリックス支援レーザー脱離／イオン化－飛行時間－ＭＳ（Ｍ
ＡＬＤＩ－ＴＯＦ）、表面増強レーザー脱離イオン化－飛行時間（ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ）
、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、高速タンパク質液体クロマトグラフィー（
ＦＰＬＣ）、多次元液体クロマトグラフィー（ＬＣ）後のタンデムマススペクトロメトリ
ー（ＭＳ／ＭＳ）、およびレーザーデンシトメトリーから選択される１つ以上の技術によ
るタウの分析を含む、当技術分野において公知の任意の適切な方法によりタウおよび／ま
たは病理的修飾型タウおよび／または凝集型タウのレベルを評価することができる。１つ
の実施形態において、タウの前記インビボ画像化法は陽電子放出トモグラフィー（ＰＥＴ
）、単一光子放出トモグラフィー（ＳＰＥＣＴ）、近赤外（ＮＩＲ）光学イメージングま
たは磁気共鳴イメージング（ＭＲＩ）を含む。
【０２３４】
　本発明に従って適応することができる抗体および関連の手段を用いる、アルツハイマー
病などのタウオパチー疾患を診断する方法、タウオパチー疾患の進行をモニターする方法
、およびタウオパチー疾患の治療をモニターする方法はまた、国際出願公開第ＷＯ９３／
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０８３０２号、第ＷＯ９４／１３７９５号、第ＷＯ９５／１７４２９号、第ＷＯ９６／０
４３０９号、第ＷＯ２００２／０６２８５１号および第ＷＯ２００４／０１６６５５号に
記載される。同様に、タウの抗体ベースの検出方法は国際出願公開第ＷＯ２００５／０８
０９８６号に記載される。全ての開示の内容が参照により本明細書に組み込まれる。本発
明のタウ特異的抗体、結合断片、誘導体または異型体を用いることを除いて、記載される
とおりにそれらの方法を適用することができる。
【０２３５】
　さらなる態様において、本発明はまた、本発明の任意の抗体によって特異的に認識され
るタウのエピトープを有するペプチドに関連する。１つの実施形態において、そのような
ペプチドは、配列番号７、配列番号４１、配列番号４２に示されるアミノ酸配列、または
１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個もしくはそれ以上のアミノ酸が置換、欠失お
よび／または付加されたそれらの改変された配列を含み、前記ペプチドは本発明の任意の
抗体、例えば、抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４またはＮＩ－１０５．４Ｅ３によって認識され
る。
【０２３６】
　本発明の１つの実施形態において、そのようなペプチドは、対象における神経変性タウ
オパチーの診断であって、前記対象の生物試料中のペプチドに結合する抗体の存在を判定
する工程を含む診断に使用されることが可能であり、そして、そのようなペプチドは、上
述の本発明のペプチドを認識する抗体のレベルを測定し、そして、同等の年齢と性別の健
康な対象に見出されるレベルに対してその測定値を比較することによる、前記対象におけ
るタウオパチーの診断に使用される。本発明の前記ペプチドに特異的な測定された抗体の
レベル上昇は前記対象におけるタウオパチーの指標である。本発明のペプチドは、上文に
記載されるようにアレイ、キットおよび組成物にそれぞれ製剤され得る。
【０２３７】
　これらおよび他の実施形態は、本発明の記述および実施例によって開示および包含され
る。本発明に従って採用される材料、方法、使用法および化合物のうちのいずれか１つに
関するさらなる文献は公開ライブラリーおよびデータベースから、例えば、電子機器を使
用して引き出され得る。例えば、米国国立衛生研究所の国立生物工学情報センターおよび
／または国立医学図書館が主催する公開データベース「Ｍｅｄｌｉｎｅ」を活用すること
ができる。欧州分子生物学研究所（ＥＭＢＬ）の一部である欧州バイオインフォマティク
ス研究所（ＥＢＩ）のデータベースとアドレスなどのさらなるデータベースとウェッブア
ドレスが当業者に知られており、そして、インターネットの検索エンジンを用いてそれら
を得ることもできる。遡及的な検索および現状の認識に有用な生物工学の特許情報の概要
、および関連する特許情報の供給源の調査は、Ｂｅｒｋｓ，　ＴＩＢＴＥＣＨ　１２　（
１９９４），　３５２－３６４において与えられる。
【０２３８】
　上記の開示は全般的に本発明を説明する。別途、明言されない限り、本明細書において
使用される用語には、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９７年，　２０００年改編および２００３年再版，　ＩＳ
ＢＮ　０　１９　８５０６７３　２において提供されるような定義が与えられる。いくつ
かの文献が本明細書の本文を通して引用される。本明細書の末尾、特許請求の範囲の直前
に、完全な書誌引用を見出すことができる。引用した（参考文献、公開された特許、本願
を通して引用された特許出願公開、および製造業者の仕様書、説明書などを含む）参照文
献全ての内容は本明細書に参照により明確に組み込まれる。しかしながら、引用したいか
なる文書も実に本発明に対する先行技術であると認めるものではない。
【０２３９】
　以下の具体的な実施例を参照することにより、さらに完全な理解を得ることができるが
、それは例証のみを目的として本明細書に提供されるものであり、本発明の範囲を限定す
ることを意図するものではない。
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【実施例】
【０２４０】
　以下の実施例は本発明をさらに解説するが、本発明の範囲を多少なりとも限定するもの
と理解されてはならない。クローン化された抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４、ＮＩ－１０５．
２４．Ｂ２および１０５．４Ａ３、すなわち、ヒト可変重鎖および軽鎖の生殖系列（ＧＬ
）配列に適合していないフレームワーク１（ＦＲ１）免疫グロブリン可変領域に関して、
実施例１～４の以下の実験を解説および記述する。図１を参照のこと。
【０２４１】
　材料と方法
　引用した参照文献中に、本明細書において使用した方法などの、従来の方法についての
詳細な説明を見出すことができる。“Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｄｉａ
ｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ”　Ｓｅｖｅｎｔｅｅｎｔｈ　Ｅｄ．　ｅｄｉｔ
ｅｄ　ｂｙ　Ｂｅｅｒｓ　ａｎｄ　Ｂｅｒｋｏｗ　（Ｍｅｒｃｋ　＆　Ｃｏ．，　Ｉｎｃ
．　２００３）もまた参照のこと。
【０２４２】
　本発明の実施は、別途、示されない限り、当分野の技術の範囲内である、細胞生物学、
細胞培養、分子生物学、遺伝子導入生物学、微生物学、組換えＤＮＡ、および免疫学の従
来の技術を使用する。本発明の実施において有用な一般的な技術のさらなる詳細について
は、実施者は細胞生物学と組織培養の標準的な教科書と概説を参照することができる。実
施例において引用される参照文献もまた参照のこと。分子生化学および細胞生化学の一般
的な方法は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，　３ｒｄ　Ｅｄ．　（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　４ｔｈ　Ｅｄ．　（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　
ａｌ．　ｅｄｓ．，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９９）；ＤＮＡ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ，　Ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ　（Ｇｌｏｖｅｒ　ｅｄ．，　１９８
５）；　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　（Ｇａｉｔ　ｅｄ．，
　１９８４）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　（Ｈａｍｅｓ
　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．　１９８４）；　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａ
ｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　（Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ｅｄｓ．　１
９８４）；　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｆｒｅｓｈｎｅｙ　
ａｎｄ　Ａｌａｎ，　Ｌｉｓｓ，　Ｉｎｃ．，　１９８７）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅ
ｒ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｃａｌｏｓ，　ｅｄｓ．）；　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．，　ｅｄｓ．）；および　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌ
ｏｇｙ　（Ｗｕ，　ｅｄ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）のような標準的な教科書
に見つけ出すことができる。Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍ
ａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｌｏｓ，　ｅｄｓ．，　
１９８７，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）；Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，　Ｖｏｌｓ．　１５４　および　１５５　（Ｗ
ｕ　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ．）；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎ
ｚｙｍｅｓ　（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，　１９８６）；Ｐｅｒｂａｌ，　Ａ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　（１９８４）；学術
論文、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，　Ｉｎｃ．，　Ｎ．Ｙ．）；Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　
Ｃｅｌｌ　Ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　（Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａ
ｌｋｅｒ，　ｅｄｓ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｌｏｎｄｏｎ，　１９８７
）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，　Ｖ
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ｏｌｕｍｅｓ　Ｉ－ＩＶ　（Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，　ｅｄｓ．，　１
９８６）。　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　（Ｂｏｌｌａｇ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９６）；Ｎｏｎ－ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ　
ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　ｅｄｓ．，　Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９９）；Ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ　（Ｋａｐｌｉｔ
ｔ　＆　Ｌｏｅｗｙ　ｅｄｓ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９５）；Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｎｕａｌ　（Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ　ｅｄ．，　Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９７）；ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ：　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　（Ｄｏｙｌｅ　＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
　Ｓｏｎｓ　１９９８）。本開示において言及される遺伝子操作用の試薬、クローニング
ベクターおよびキットはＢｉｏＲａｄ社、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ社、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社およびＣｌｏｎＴｅｃｈ社のような販売業者から入
手可能である。細胞培養と培地コレクションについての一般的な技術はＬａｒｇｅ　Ｓｃ
ａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　（Ｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃ
ｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　８　（１９９７），　１４８）；Ｓｅ
ｒｕｍ－ｆｒｅｅ　Ｍｅｄｉａ　（Ｋｉｔａｎｏ，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７
　（１９９１），　７３）；Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ　（Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２　（１９９１
），　３７５）；およびＳｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌｉ
ａｎ　Ｃｅｌｌｓ　（Ｂｉｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌ．　１９　（１９９０），　２５１）；Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉ
ｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃＤＮＡ　ａｒｒａｙｓ，　Ｈｅｒｚｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　ＣＨＡＯ
Ｓ　１１　（２００１），　９８－１０７に概説されている。
【０２４３】
　タウ特異的Ｂ細胞の同定とそれぞれの抗体のクローン化の方法
　以下において、別途、示されない限り、タウ特異的Ｂ細胞の同定および目的の特異性を
示す抗タウ抗体の分子的クローン化ならびにそれらの組換え発現および機能的特性解析は
一般的に、その開示の内容全体が参照により本明細書に組み込まれる国際出願公開第ＷＯ
２００８／０８１００８号として公開された国際出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００８／００００
５３号の実施例および補足の方法の節において記載されるとおりに実行されており、また
は実行することができる。本願において、タウ特異的Ｂ細胞の同定および目的の特異性を
示すタウ抗体の分子的クローン化ならびにそれらの組換え発現および機能的特性解析の新
しい方法が提供される。上述したように、本発明の１つの実施形態において、単一クロー
ン性Ｂ細胞またはオリゴクローン性Ｂ細胞の培養物を培養し、そして、前記Ｂ細胞が産生
した抗体を含有する前記培養物の上清を、その中の新しい抗タウ抗体の存在と親和性につ
いてスクリーニングする。そのスクリーニング工程は、実施例１で説明され、図９に示さ
れるような鋭敏な組織アミロイド斑免疫反応性（ＴＡＰＩＲ）アッセイの工程；実施例２
で説明され、図３および８に示されるようなＰＨＦＴａｕへの結合についての脳抽出液の
スクリーンの工程；アミノ酸セリン２０２およびセリン２０５にリン酸基を有する配列番
号６に表されるアミノ酸配列のタウに由来するペプチドの結合についてのスクリーニング
の工程；アミノ酸トレオニン２３１にリン酸基を有する配列番号６に表されるアミノ酸配
列のタウに由来するペプチドの結合についてのスクリーニングの工程；および／または抗
体ＮＩ－１０５．４Ｅ４のエピトープ確定実験のため、非リン酸化ペプチドを用いる、同
様に実施例３で説明され、図５に示される、前記配列のアミノ酸セリン３９６およびセリ
ン４０４にリン酸基を有するタウに由来するペプチドの結合についてのスクリーニングの
工程；国際特許公開第ＷＯ２００８／０８１００８号に記載され、そして、実施例１で説
明され、図２、５および７に示されるように、配列番号６で表されるアミノ酸配列の全長
型タウの結合についてのスクリーンの工程および結合が検出される抗体または前記抗体を
産生する細胞を単離する工程を含む。
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【０２４４】
　抗原の精製
　組換えヒトタウ４０をｒＰｅｐｔｉｄｅ社（Ｂｏｇａｒｔ、ジョージア州、米国）より
購入した。ＰＨＦＴａｕはＡＤの脳から抽出された。
【０２４５】
　改変したＧｏｅｄｅｒｔらの方法（Ｇｏｅｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｅｕｒｏｎ　
８　（１９９２），　１５９－１６８）に従って病理的リン酸化タウ線維（ＰＨＦＴａｕ
）を含有する対らせん状細線維の単離を実行した。１グラムのＡＤの脳組織を、目に見え
る全ての血管を取り除き、５ｍｍの小片に切断した。前記組織を４０ｍＬの氷冷洗浄溶液
（１００ｍＭ　トリス　ｐＨ７．４、６ｍＭ　ＥＧＴＡ、１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４および１
ｍＭ　ＮａＦ）で３回洗浄し、引き続いて２０ｍＬの溶解緩衝液（１０ｍＭ　トリス　ｐ
Ｈ７．４、０．８Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１×プロテアーゼ阻害剤カクテル、
１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４、１ｍＭ　ＮａＦ、１ｍＭ　ＡＥＢＳＦ、１０％ショ糖）を用いて
ホモジナイズした。ホモジネートを４℃、２０，０００×ｇで２０分間遠心分離した。上
清を回収し、Ｎ－ラウロイルサルコシネート（Ｓｉｇｍａ社、スイス）を１％（重量／体
積）まで添加した。振盪しながら３７℃で２時間保温した後、上清を４℃、１００，００
０×ｇで１時間遠心分離した。沈殿物を回収し、そして、ＰＢＳに再懸濁した。プロテイ
ンＡ磁性ビーズで混入している可能性がある免疫グロブリンを除去した後に、ＰＨＦＴａ
ｕ懸濁液を使用前に－８０℃で保存した。健常対照のヒト脳組織からの対照抽出物を同様
に調製した。
【０２４６】
　ヒトタウ抗体スクリーニング
　ＥＬＩＳＡ：
　炭酸ＥＬＩＳＡコーティング緩衝液（ｐＨ９．６）中の標準的な濃度である１μｇ／ｍ
Ｌの組換えタウタンパク質（ｒＰｅｐｔｉｄｅ社、Ｂｏｇａｒｔ、米国）を用いて４℃で
一晩、９６ウェル・ハーフ・エリア・マイクロプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ社）をコーティ
ングした。ＰＨＦＴａｕのスクリーニングには、炭酸ＥＬＩＳＡコーティング緩衝液（ｐ
Ｈ９．６）中に１：１００で希釈したヒトＡＤの脳から抽出したＰＨＦＴａｕを用いて４
℃で一晩、９６ウェル・イモビライザー・マイクロプレート（Ｎｕｎｃ社、デンマーク）
をコーティングした。プレートをＰＢＳ－Ｔ、ｐＨ７．６で洗浄し、そして、２％ＢＳＡ
（Ｓｉｇｍａ社、Ｂｕｃｈｓ、スイス）を含有するＰＢＳ－Ｔを用いて室温で２時間非特
異的結合部位をブロックした。Ｂ細胞条件培地をメモリーＢ細胞培養プレートからＥＬＩ
ＳＡプレートに移し、そして室温で１時間インキュベートした。ＰＢＳ－ＴでＥＬＩＳＡ
プレートを洗浄し、次に、ホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）複合体化ロ
バ抗ヒトＩｇＧ（Ｆｃγ断片特異的）ポリクローナル抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　ｉｍｍｕｎ
ｏＲｅｓｅａｒｃｈ社、ニューマーケット、英国）とインキュベートした。ＰＢＳ－Ｔを
用いて洗浄した後、標準的な比色分析でＨＲＰ活性を測定することによりヒト抗体の結合
を決定した。
【０２４７】
　マルチアレイ（登録商標）マイクロプレートスクリーニング
　標準的な９６ウェル１０－スポットマルチ－スポットプレート（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ
　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ社、米国）をＰＢＳ中の３０μｇ／ｍＬのｒＴａｕ（ｒＰｅｐｔｉ
ｄｅ社）、ＰＨＦＴａｕ脳抽出物および健常対照脳抽出物を用いてコーティングした。３
％ＢＳＡを含有するＰＢＳ－Ｔを用いて室温で１時間非特異的結合部位をブロックし、引
き続いてＢ細胞条件培地と室温で１時間インキュベートした。ＰＢＳ－Ｔでプレートを洗
浄し、次に、ＳＵＬＦＯ－タグ複合体化抗ヒトポリクローナル抗体（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌ
ｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ社、米国）とインキュベートした。ＰＢＳ－Ｔを用いて洗浄した
後、ＳＥＣＴＯＲイメージャ６０００（Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ社、
　米国）を用いる電気化学発光測定により抗体の結合を検出した。
【０２４８】
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　タウ抗体の分子的クローン化
　健康なヒト対象からメモリーＢ細胞を含有する試料を得た。選別されたメモリーＢ細胞
培養物の生きているＢ細胞を回収し、そして、ｍＲＮＡを調製する。次にネステッドＰＣ
Ｒアプローチを用いて免疫グロブリン重鎖配列および軽鎖配列を得る。
【０２４９】
　ヒト免疫グロブリン生殖系列レパートリーの全ての配列ファミリーに対応するプライマ
ーの組合せを、リーダーペプチド、Ｖ断片およびＪ断片の増幅のために使用する。５’末
端のリーダーペプチド特異的プライマーと３’末端の定常領域特異的プライマーを用いて
１回目の増幅を行う（Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ．　４　（２
００９），　３７２－３８４）。重鎖およびカッパ軽鎖については、５’末端のＶ断片特
異的プライマーと３’末端のＪ断片特異的プライマーを用いて２回目の増幅を行う。ラム
ダ軽鎖については、５’末端のＶ断片特異的プライマーと３’末端のＣ領域特異的プライ
マーを用いて２回目の増幅を行う（Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．
　２２２　（１９９１），　５８１－５９７、ｄｅ　Ｈａａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．
　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６　（１９９９），　１８２１８－１８２３０）。
【０２５０】
　完全抗体を組換え発現させて、ＥＬＩＳＡに基づく再スクリーニングにより、所望の特
異性を有する抗体クローンの同定を行う。５’末端にリーダーペプチドをコードする配列
および３’末端に適切な定常ドメインをコードする配列を有する可変領域配列を相補する
、可変重鎖配列および軽鎖配列が「正しい読み枠で」発現ベクターに挿入されて、完全ヒ
トＩｇＧ１抗体またはキメラＩｇＧ２ａ抗体の組換え発現が達成される。その目的のため
に、プライマーは、抗体発現ベクターへの可変重鎖配列および軽鎖配列のクローン化を容
易にするように意図された制限酵素部位を含んだ。シグナルペプチドとヒト免疫グロブリ
ンγ１またはマウス免疫グロブリンγ２ａの定常ドメインを担持する重鎖発現ベクターに
免疫グロブリン重鎖ＲＴ－ＰＣＲ産物をインフレームで挿入することにより、重鎖免疫グ
ロブリンが発現する。シグナルペプチドとヒトカッパ軽鎖免疫グロブリンの定常ドメイン
を提供する軽鎖発現ベクターにカッパ軽鎖ＲＴ－ＰＣＲ産物をインフレームで挿入するこ
とにより、カッパ軽鎖免疫グロブリンが発現する。シグナルペプチドとヒトまたはマウス
のラムダ軽鎖免疫グロブリンの定常ドメインを提供するラムダ軽鎖発現ベクターにラムダ
軽鎖ＲＴ－ＰＣＲ産物をインフレームで挿入することにより、ラムダ軽鎖免疫グロブリン
が発現する。
【０２５１】
　免疫グロブリン重鎖発現ベクターおよびカッパまたはラムダ免疫グロブリン軽鎖発現ベ
クターをＨＥＫ２９３細胞またはＣＨＯ細胞（または、ヒトもしくはマウス起源の他の適
切な受容細胞株）に共形質移入して、機能性組換えモノクローナル抗体を得る。その後に
標準的なプロテインＡカラム精製を用いて条件培地から組換えヒトモノクローナル抗体を
精製する。一過性形質移入細胞か安定的形質移入細胞のどちらかを用いて無限量の組換え
ヒトモノクローナル抗体を産生することができる。前記免疫グロブリン発現ベクターを直
接使用するか、異なる発現ベクターに免疫グロブリン可変領域を再クローン化するかのど
ちらかにより、組換えヒトモノクローナル抗体を産生する細胞株を構築することができる
。Ｆ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ）２およびｓｃＦｖなどの誘導体をこれらの免疫グロブリン可変
領域から作製することもできる。
【０２５２】
　抗体
　製造業者のプロトコルに従って、マウスモノクローナル抗ヒトタウ抗体Ｔａｕ１２（Ｃ
ｏｖａｎｃｅ社、カリフォルニア州、米国）およびマウスモノクローナルタウ抗体ＡＴ１
８０（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ社、米国）を使用した。組換えヒトタウ抗体Ｎ
Ｉ－１０５．４Ｅ４、ＮＩ１０５．２４Ｂ２およびＮＩ－１０５．４Ａ３は本発明の抗体
である。それらはＨＥＫ２９３細胞またはＣＨＯ細胞で発現され、条件培地から精製され
、そして、この後の適用では、別途、示されない限り、直接的に使用された。実施例１～
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４では、精製された本発明の組換え抗体が使用された。
【０２５３】
　直接ＥＬＩＳＡ
　炭酸ＥＬＩＳＡコーティング緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ９．６）中に１μｇ／ｍＬの濃度
に希釈した組換えタウタンパク質（ｈＴａｕ４０、ｒＰｅｐｔｉｄｅ社、Ｂｏｇａｒｔ、
米国）を用いて４℃で一晩、９６ウェルマイクロプレート（Ｃｏｓｔａｒ、Ｃｏｒｎｉｎ
ｇ社、米国）をコーティングした。２％ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ社、Ｂｕｃｈｓ、スイス）お
よび０．５％ツイーン２０を含有するＰＢＳを用いて室温で２時間非特異的結合部位をブ
ロックした。ＨＲＰ複合体化ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ｉｍｍｕｎｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ社、ニューマーケット、英国）を用い、引き続いて標準的な比色分析で
ＨＲＰ活性を測定して本発明のヒト抗体（ＮＩ－１０５．４Ｅ４、ＮＩ－１０５．２４Ｂ
２およびＮＩ－１０５．４Ａ３）の結合が測定された。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍソ
フトウェア（サンディエゴ、米国）を用いる非線形回帰によりＥＣ５０値を推定した。
【０２５４】
　ウェスタンブロッティングタンパク質　染色
　ＰＨＦＴａｕおよび組換えｈＴａｕ４０をグラジエントＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ＮｕＰＡＧ
Ｅ４～１２％；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、バーゼル、スイス）により分離し、引き続いて
ニトロセルロース膜へのエレクトロブロッティングを行った。２％ＢＳＡを用いて室温で
１時間非特異的な結合をブロックした後、ブロットを一次抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４、Ｎ
Ｉ－１０５．２４Ｂ２（ヒト）またはＴａｕ１２（マウスモノクローナル抗体、Ｃｏｖａ
ｎｃｅ社、カリフォルニア州、米国）と一晩インキュベートし、引き続いてＨＲＰ複合体
化ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ二次抗体（ヒト一次抗体用）またはＨＲＰ複合体化ヤギ抗マ
ウスＩｇＧ二次抗体とインキュベートした。
【０２５５】
　ＥＣＬおよびＩｍａｇｅＱｕａｎｔ３５０検出法（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社、Ｏ
ｔｅｌｆｉｎｇｅｎ、スイス）を用いてブロットを現像した。
【０２５６】
　ＡＤの脳からのＰＨＦＴａｕの抽出
　改変したＧｏｅｄｅｒｔらの方法（Ｇｏｅｄｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｎｅｕｒｏｎ　
８　（１９９２），　１５９－１６８）に従って病理的リン酸化タウ線維（ＰＨＦＴａｕ
）を含有する対らせん状細線維の単離を実行した。１グラムのＡＤの脳組織を、目に見え
る全ての血管を取り除き、５ｍｍの小片に切断した。前記組織を４０ｍＬの氷冷洗浄溶液
（１００ｍＭ　トリス　ｐＨ７．４、６ｍＭ　ＥＧＴＡ、１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４および１
ｍＭ　ＮａＦ）で３回洗浄し、引き続いて２０ｍＬの溶解緩衝液（１０ｍＭ　トリス　ｐ
Ｈ７．４、０．８Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１×プロテアーゼ阻害剤カクテル、
１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４、１ｍＭ　ＮａＦ、１ｍＭ　ＡＥＢＳＦ、１０％ショ糖）を用いて
ホモジナイズした。ホモジネートを４℃、２０，０００×ｇで２０分間遠心分離した。上
清を回収し、Ｎ－ラウロイルサルコシネート（Ｓｉｇｍａ社、スイス）を１％（重量／体
積）まで添加した。振盪しながら３７℃で２時間保温した後、上清を４℃、１００，００
０×ｇで１時間遠心分離した。沈殿物を回収し、そして、ＰＢＳに再懸濁した。プロテイ
ンＡ磁性ビーズで混入している可能性がある免疫グロブリンを除去した後に、ＰＨＦＴａ
ｕ懸濁液を使用前に－８０℃で保存した。健常対照のヒト脳組織からの対照抽出物を同様
に調製した。
【０２５７】
　タウ　ペプチドの合成
　Ｐｅｐｓｐｏｔマッピングにより特定されたＮＩ－１０５．４Ｅ４のエピトープ（アミ
ノ酸３３７～３４３）を含むｈＴａｕ４０のアミノ酸３３３～３４６に対応するペプチド
（３３３ＧＧＧＱＶＥＶＫＳＥＫＬＤＦ３４６）がＳｃｈａｆｅｒ－Ｎ社（コペンハーゲ
ン、デンマーク）により合成された。イモビライザー・マイクロプレート（Ｎｕｎｃ社、
デンマーク）への共有結合を可能にするために追加のシステインをＣ末端に付加した。市
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販されているマウスモノクローナルタウ抗体ＡＴ１８０（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ社、米国）の同じ性質のエピトープである、ヒトタウのアミノ酸２２６～２３９に
対応する第２ペプチド（２２６ＶＡＶＶＲｐＴＰＰＫＳＰＳＳＡ２３９）が同様に合成さ
れ、そして、対照として使用された。
【０２５８】
　遺伝子導入マウス
　本発明のタウ抗体（およびその結合特異性を有する分子）を検証するために、３つの異
なるタウオパチーの動物モデルを使用する。
【０２５９】
　１．　遺伝子導入ＴａｕＰ３０１Ｌマウス（系統１８３）：マウスＴｈｙ１．２プロモ
ーターの制御下で、Ｐ３０１Ｌ突然変異を有するヒトタウ４０を発現する。（これらの遺
伝子導入動物の作製は、Ｇｏｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　
２７６　（２００１），　５２９－５３４および国際出願公開第ＷＯ２００３／０１７９
１８号に記載される。その開示の内容が参照により本明細書に組み込まれる。）　
【０２６０】
　２．　マウスＰｒＰプロモーターの制御下で、Ｐ３０１Ｌ突然変異を有する最短４Ｒヒ
トタウアイソフォームを発現するＪＮＰＬ３マウス（米国、ニューヨーク州、ハドソンの
Ｔａｃｏｎｉｃ社より入手可能）。
【０２６１】
　３．　マウスＰｒＰプロモーターの制御下で、Ｐ３０１Ｓ突然変異を有するヒトタウを
発現するＰ３０１ＳＴａｕ（系統ＰＳ１９）マウス（米国、メイン州、バー・ハーバーの
Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ社より入手可能）。
【０２６２】
　タウオパチーマウスモデルおよび対応する野生型マウスは、自由に摂食と飲水が可能で
あり、１２時間：１２時間転換の明暗周期で標準的な居住条件下で飼育される。処理群は
年齢と性別について釣り合いがとれている。
【０２６３】
　実施例１：ヒトタウ－抗体の標的と結合特異性の検証
　単離した抗体が認識する標的としてのタウを検証するために、上述したように直接ＥＬ
ＩＳＡ法を実行した。例示的な組換えヒトＮＩ－１０５．４Ａ３抗体について、炭酸ＥＬ
ＩＳＡコーティング緩衝液（ｐＨ９．６）中に３μｇ／ｍＬの濃度に希釈した組換えヒト
タウ（ｈＴａｕ４０、ｒＰｅｐｔｉｄｅ社、Ｂｏｇａｒｔ、米国）、または炭酸ＥＬＩＳ
Ａコーティング緩衝液（ｐＨ９．６）中のＢＳＡを用いて９６ウェルマイクロプレート（
Ｃｏｓｔａｒ、Ｃｏｒｎｉｎｇ社、米国）をコーティングし、そして、前記抗体の結合効
率を試験した。例示的なＮＩ－１０５．４Ａ３抗体は、ＥＬＩＳＡによりヒトタウに特異
的に結合する。ＢＳＡに対して結合は観察されない（図１０）。
【０２６４】
　例示的な抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４およびＮＩ－１０５．２４Ｂ２の２分の１最大有効
濃度（ＥＣ５０）の決定のために、様々な濃度の抗体を用いる追加的な直接ＥＬＩＳＡ実
験を行った。炭酸ＥＬＩＳＡコーティング緩衝液中に（ＮＩ－１０５．４Ｅ４抗体を用い
るアッセイについて）１μｇ／ｍＬの濃度、または（ＮＩ－１０５．２４Ｂ２抗体を用い
るアッセイについて）３μｇ／ｍＬの濃度に希釈した組換えヒトタウ（ｈＴａｕ４０、ｒ
Ｐｅｐｔｉｄｅ社、Ｂｏｇａｒｔ、米国）を用いて９６ウェルマイクロプレート（Ｃｏｓ
ｔａｒ、Ｃｏｒｎｉｎｇ、米国）をコーティングし、そして、前記抗体の結合効率を試験
した。ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍソフトウェアを用いる非線形回帰によりＥＣ５０値を
推定した。組換えヒト由来抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４は２．４ｎＭ　ＥＣ５０という低ナ
ノモル範囲の高親和性でｈＴａｕ４０に結合する（図２）。ＮＩ－１０５．２４Ｂ２は６
．６ｎＭのＥＣ５０という低ナノモル範囲の高親和性でｈＴａｕ４０に結合する（図７）
。
【０２６５】



(75) JP 2016-138102 A 2016.8.4

10

20

30

40

50

　直接ＥＬＩＳＡ実験を用いて例示的な抗体ＮＩ－１０５．４Ａ３の２分の１最大有効濃
度（ＥＣ５０）もまた決定された。組換えヒトタウ（ｈＴａｕ４０、１μｇ／ｍＬ）、Ｐ
ＨＦＴａｕ（１：１００）および対照調製物（１：１００）を用いてＥＬＩＳＡプレート
をコーティングし、そして、さまざまな濃度の抗体とインキュベートした。ＮＩ－１０５
．４Ａ３は１．４ｎＭのＥＣ５０という低ナノモル範囲の高親和性でｒＴａｕに結合する
。ＮＩ－１０５．４Ａ３は１．２ｎＭのＥＣ５０という低ナノモル範囲の高親和性でＰＨ
ＦＴａｕに結合する（図１２）。
【０２６６】
　実施例２：組換えタウおよびＡＤの脳から抽出された病理的タウへの組換えヒト抗体の
結合の解析
　ＡＤの脳から抽出された病理的タウ種へのＮＩ－１０５．４Ｅ４およびＮＩ－１０５．
２４Ｂ２の結合能を決定するために、先に詳細を説明したとおりに、ＳＤＳ－ＰＡＧＥと
ウェスタンブロット分析を実行した。ブロットを一次抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４（ヒト）
、ＮＩ－１０５．２４Ｂ２（ヒト）またはＴａｕ１２（マウスモノクローナル抗体、Ｃｏ
ｖａｎｃｅ社、カリフォルニア州、米国）と一晩インキュベートし、引き続いてＨＲＰ複
合体化ヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃγ二次抗体（ヒト抗体用）またはＨＲＰ複合体化ヤギ抗マ
ウスＩｇＧ二次抗体とインキュベートした。
【０２６７】
　組換え抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４（図３）およびＮＩ－１０５．２４Ｂ２（図８）はウ
ェスタンブロットで組換えｈＴａｕ４０ならびにＡＤの脳から抽出された病理的修飾型Ｐ
ＨＦＴａｕを認識する。予想されたとおり、対照抗体Ｔａｕ１２は同様に両方のタウ種を
認識する（図３）。
【０２６８】
　さらに、上記の実施例１で考察したように、ＰＨＦＴａｕを用いる直接ＥＬＩＳＡ実験
で、例示的な抗体ＮＩ－１０５．４Ａ３の２分の１最大有効濃度（ＥＣ５０）が決定され
た。ＮＩ－１０５．４Ａ３は１．２ｎＭのＥＣ５０という低ナノモル範囲の高親和性でＰ
ＨＦＴａｕに結合する（図１２）。
【０２６９】
　実施例３：ｈＴａｕ４０上のＮＩ－１０５．４Ｅ４およびＮＩ－１０５．４Ａ３の結合
エピトープのマッピング
　２つの隣接するペプチドの間で１１個のアミノ酸が重複する１１８ペプチド配列からな
る、全長型ｈＴａｕ４０（アミノ酸１～４４１）をカバーするペプチドアレイ（ＪＰＴ　
Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ＧｍｂＨ社、ベルリン、ドイツ）をニトロ
セルロース膜にスポットした。製造業者の使用説明書に従って抗体の免疫標識ならびに膜
の再生を行った。検出抗体の非特異的な結合を除外するために、最初に一次抗体を省略し
てＨＲＰ複合体化ヤギ抗ヒトＩｇＧによって前記膜を探索した（図４Ｂ）。再生した後に
、１００ｎＭの組換えＮＩ－１０５．４Ｅ４抗体で前記膜を探索した。ＥＣＬおよびＩｍ
ａｇｅＱｕａｎｔ３５０検出法（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ社、Ｏｔｅｌｆｉｎｇｅｎ
、スイス）を用いて結合した抗体を検出した。
【０２７０】
　検出抗体のみと比較されると（図４Ｂ）、２つのグループの隣接するペプチドスポット
（ペプチド８３、８４および８５；ペプチド９６および９７）がＮＩ１０５．４Ｅ４によ
って特異的に同定された（図４ＡおよびＡ’）。これらの２つのグループのペプチドによ
ってカバーされる配列はｈＴａｕ４０のアミノ酸３２９～３５１および３８７～３９７に
対応する。これらのデータは、ＮＩ－１０５．４Ｅ４が２つの直鎖状配列、すなわち、Ｒ
４微小管結合ドメイン内の１つの配列とＣ末端ドメインの別の配列を含む非連続的なエピ
トープを認識することを示唆する。
【０２７１】
　ペプチド８３～８５によって共有される配列はｈＴａｕ４０のアミノ酸残基３３７～３
４３を含む。Ｐｅｐｓｐｏｔ（ＪＰＴ）のデータは、ＮＩ－１０５．４Ｅ４が、ヒトタウ
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のアミノ酸３３７～３４３を含むｈＴａｕ内のエピトープを認識することを示唆する。こ
の領域はタウの微小管結合ドメイン内に局在し、そして、全ての神経性ヒトタウアイソフ
ォームの間ならびにマウスおよびラットを含む他の種の間にも保存されている。
【０２７２】
　生理的微小管結合タウでは、このドメインは微小管と結合しているので、ＮＩ－１０５
．４Ｅ４は、微小管から脱離した病理的に関連のあるタウのプールを優先的に標的とする
と予想される。
【０２７３】
　ＮＩ－１０５．４Ｅ４結合ペプチド内の重要な残基を決定するために、アラニンスキャ
ニングを実行して、１つずつ各残基をアラニンで置換した。オリジナルの配列中のアラニ
ン残基（Ａ３８４およびＡ３９０）はプロリンとグリシンに置換された（図４Ｅ）。スポ
ット３５～５０および５１～６８（図４Ｃ）はオリジナルのペプチド（スポット３５およ
びスポット５１）およびそれらのアラニン置換異型体であり、それらのアミノ酸配列は図
４ＤおよびＥに示される。アラニンスキャンは、Ｖ３３９、Ｅ３４２、Ｄ３８７、Ｅ３９
１およびＫ３９５がＮＩ－１０５．４Ｅ４の結合に必要であることを示唆している。
【０２７４】
　ＮＩ－１０５．４Ｅ４のタウペプチドへの結合を試験することにより、追加の実験が実
行された。ＮＩ－１０５．４Ｅ４は、Ｐｅｐｓｐｏｔマッピングにより同定されたアミノ
酸残基３３７～３４３を含有する、ｈＴａｕ４０のアミノ酸３３３～３４６に対応するペ
プチドを特異的に認識することが直接ＥＬＩＳＡによって示されている（図５）。ＡＴ１
８０エピトープをカバーする対照ペプチドに対して、ＮＩ－１０５．４Ｅ４の交差反応性
は観察されていない。その反対に、ＡＴ１８０はその同じ性質のエピトープを含有するペ
プチドを認識するが、ＮＩ－１０５．４Ｅ４特異的ペプチドに結合することができない。
種特異的二次抗体は前記ペプチドのいずれにも結合しない。まとめると、ＮＩ－１０５．
４Ｅ４は、Ｐｅｐｓｐｏｔマッピングにより同定された、ヒトタウのアミノ酸残基３３７
～３４３を含有するペプチドを特異的に認識することが被覆ペプチドを用いる直接ＥＬＩ
ＳＡにより、確認される。
【０２７５】
　ｈＴａｕ４０上のＮＩ－１０５．４Ａ３結合エピトープの位置を全体的に特定するため
に、４つのタウドメインポリペプチド（タウドメインＩ、ドメインＩＩ、ドメインＩＩＩ
およびドメインＩＶ）を作製した。Ｎ末端に６×ヒスチジンでタグした各タウドメインを
コードする、ＧｅｎｅＡｒｔ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて合成した
ＤＮＡ断片をｐＲＳＥＴ－Ａ発現ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）にクローン化し、
大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）株（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ社）に形質移入
した。ヒスチジンタグ化タウドメインの発現を０．５ｍＭのＩＰＴＧにより６時間誘導し
た後に細菌をリゾチームと超音波処理により溶解した。溶菌液を５分間煮沸した後に、Ｎ
ｉ－ＮＴＡ　Ｓｕｐｅｒｆｌｏｗカラム（Ｑｉａｇｅｎ社）を用いてさらに精製した。溶
出したヒスチジンタグ化タウドメインは、ＥＬＩＳＡプレートのコーティングに用いられ
るか、またはウェスタンブロットのためにポリアクリルアミドゲルに負荷された。これら
の連続的に重複するタウドメインポリペプチドはｈＴａｕ４０の全長をカバーする（図１
３Ａ）。精製したタウドメインがＥＬＩＳＡプレートのコーティングに用いられ、そして
、ＮＩ－１０５．４Ａ３の結合が試験された。ＮＩ－１０５．４Ａ３はタウドメインＩお
よび全長型ｈＴａｕ４０にのみ結合し、このことは、前記エピトープがｈＴａｕ４０のＮ
末端部分（アミノ酸１～１３６）の内部にあることを示している（図１３Ｂ）。ＮＩ－１
０５．４Ａ３のタウドメインＩへの特異的な結合がウェスタンブロットにより確認される
（図１３Ｃ）。
【０２７６】
　ＰｅｐＳｐｏｔ（ＪＰＴ）テクノロジーを用いるＮＩ－１０５．４Ａ３エピトープマッ
ピングがヒトＴａｕ４０のアミノ酸Ｑ３５～Ｑ４９を特定した（図１４ＡおよびＣ）。Ｎ
Ｉ－１０５．４Ａ３の結合にとっての前記エピトープ内の重要な残基を決定するために、
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アラニンスキャニングを実行し、１つずつ各残基をアラニンで置換した。オリジナルの配
列中のアラニン残基（Ａ４１）をグリシンまたはプロリンで置換した（図１４Ｂ）。左か
ら右へ１および１７で番号付けしたスポットはオリジナルのエピトープ（スポット１）お
よびそのアラニン置換体であり、それらのアミノ酸配列は図１４Ｃに示されている。アラ
ニンスキャンは、Ｄ４０、Ａ４１およびＫ４４がＮＩ－１０５．４Ａ３の結合に重要な残
基であることを示している。
【０２７７】
　実施例４：ＡＤの脳組織およびヒトタウ遺伝子導入マウスにおけるタウの生理的形態な
らびに病理的凝集体へのＮＩ－１０５．４Ｅ４の結合の評価
　高リン酸化タウ線維から構成される神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）はＡＤの神経病理的特
徴である。高リン酸化タウ線維はまたジストロフィー性神経突起および糸屑状構造物の主
要な成分でもあり、それらの両方がＡＤの共通した神経病理的特色である。家族性Ｐ３０
１Ｌタウ突然変異を含有するヒトタウのマウスでの過剰発現が６か月齢でのＮＦＴ形成を
誘導する　（Ｇｏｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，　２００１ａ）。
【０２７８】
　タウの生理的形態ならびに病理的凝集体への組換えヒトタウ抗体の結合を評価するため
に、本発明の例示的なＮＩ－１０５．４Ｅ４抗体を用いてＡＤの脳組織とＴａｕＰ３０１
Ｌ遺伝子導入マウスでの免疫組織学的染色を実行した。
【０２７９】
　深麻酔下、室温で２０ｍＬの１００ｍＭ　トリスＣｌ／６ｍＭ　ＥＧＴＡ（ｐＨ７．４
）を用いてマウスに灌流を行った。脳を取り出し、固定のために４℃で一晩、ＰＢＳ（ｐ
Ｈ７．４）中の４％ＰＦＡに浸漬し、引き続いてパラフィンに包埋した。ヒト組織につい
ては、ＡＤおよび健康な対照対象に由来する脳組織のパラフィンブロックを用いた。標準
的なプロトコルに従ってＤＡＢ染色を行った。陽性対照として、マウスモノクローナル抗
体Ｔａｕ－１２（Ｃｏｖａｎｃｅ社、カリフォルニア州、米国）を用いた。一次抗体無し
のＨＲＰ複合体化検出抗体もまた含まれた。
【０２８０】
　組換えヒト抗体ＮＩ－１０５．４Ｅ４がＡＤの脳で多数のＮＦＴおよび糸屑状構造物を
同定したが（図６Ａ）、それらは健常対照の脳では存在しない（図６Ｂ）。二次抗体のみ
ではＡＤ（図６Ｃ）と対照の脳（図６Ｄ）の両方でシグナルが得られない。Ｐ３０１Ｌタ
ウ遺伝子導入マウスの脳では、ＮＩ－１０５．４Ｅ４は、ＮＦＴ（図６Ｅ、ＦおよびＨ）
、糸屑状構造物（図６ＥおよびＧ）およびジストロフィー性神経突起（図６ＥおよびＨ）
に類似する病理的タウに強く結合する。さらに、ＮＩ－１０５．４Ｅ４はまたプレタング
ルステージ（ｐｒｅ－ｔａｎｇｌｅ　ｓｔａｇｅ）のタウ凝集体を同定する（図６Ｉ）。
ヒトＰ３０１Ｌタウならびにスウェーデン型および北極型突然変異を有するヒトＡＰＰの
両方を過剰発現する遺伝子導入マウスの脳では、ＮＩ－１０５．４Ｅ４は、βアミロイド
斑を取り囲むジストロフィー性神経突起に特異的に結合する（図６Ｊ）。
【０２８１】
　実施例５：本発明の抗体のインビボ試験
　既に上述したように、遺伝子導入マウス系列でのリン酸化タウペプチドを使用する能動
的ワクチン投与を用いる研究により、脳におけるタウ凝集体の脳内レベルの減少と行動障
害の進行の遅滞が明らかになった（Ｓｉｇｕｒｄｓｓｏｎ，　Ｊ．　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ
ｓ　Ｄｉｓ．　１５　（２００８），　１５７－１６８；　Ｂｏｉｍｅｌ　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｅｘｐ．　Ｎｅｕｒｏｌ．　２２４　（２０１０），　４７２－４８５）。しかしな
がら、老齢集団のかなりの部分がワクチン投与に対する非反応者であると予想されるので
、能動的ワクチン投与はヒトではあまり使用に適していない可能性がある。また、タウ指
向性免疫反応に関連する潜在的な副作用が制御しがたい可能性がある。本発明のタウ結合
分子は、病理的タウ種に対する類似の結合特異性のため、マウス抗体について上述したよ
うに、同様のタウ凝集体の脳内レベルの減少を達成すると合理的に予想することができる
。しかしながら、進化的に最適化とヒト免疫システム内での親和性成熟のため、本発明の



(78) JP 2016-138102 A 2016.8.4

10

20

抗体は、優れた安全性プロファイルと免疫原性の欠如の可能性が高い健康なヒト対象から
単離されたことにより、価値のある治療手段を提供する。これらの予想される治療効果の
確証は、先に言及したマウス抗体を用いる実験において説明された試験方法によってもた
らされ得る。特に、腹腔内抗体注射、頭蓋内注射、脳室内脳点滴などのありとあらゆる経
路で前記動物にスクリーニングする抗体を投与し、治療効果について試験することができ
る。βアミロイド誘導性タウ病理への治療効果を評価するために、タウ遺伝子導入マウス
の脳へのβアミロイド調製物の先の脳内注射の後に、先に言及した応用可能性のいずれか
を用いることもできる。
【０２８２】
　Ｇａｌｌｙａｓ陽性細胞数、総ヒトタウ染色量、リン酸化タウの脳負荷の定量化および
／または連続的な脳抽出に基づく脳内の可溶性タウおよび不溶性タウおよびリン酸化タウ
のレベルの生化学的決定を含む組織化学的方法により治療効果の評価を行うことができる
。さらに、本発明の抗体の治療効果の確認のために、処理されたマウスの行動試験、例え
ば、味覚嫌悪条件づけまたは文脈恐怖条件づけを行うことができる（Ｐｅｎｎａｎｅｎ，
　Ｇｅｎｅｓ　Ｂｒａｉｎ　Ｂｅｈａｖ．　５　（２００６），　３６９－７９、Ｐｅｎ
ｎａｎｅｎ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　Ｄｉｓ．　１５　（２００４），　５００－９．）　
。
【０２８３】
　実施例６：抗体４Ｅ４と４Ａ３のマウスＩｇＧ２ａ定常ドメインとのキメラ化
　慢性治療試験用の免疫原性が低下した抗体を作製するために、組換えＤＮＡ技術を用い
て、マウスキメラ版の抗体４Ｅ４と４Ａ３を作製した。高い親和性でマウスＦｃ－ガンマ
受容体に結合し、したがって、免疫エフェクター反応を誘導することが可能である分子を
作製するため、これらのキメラ抗体用にマウスＩｇＧ２ａ／ラムダアイソタイプを選択し
た。キメラ４Ｅ４（ｃｈ４Ｅ４）およびキメラ４Ａ３（ｃｈ４Ａ３）重鎖コンストラクト
および軽鎖コンストラクトのアミノ酸配列が下記に示される。
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【表３】

【０２８４】
　実施例７：抗体４Ｅ４と４Ａ３のマウスＩｇＧ２ａ定常ドメインとのキメラ化
　４Ｅ４重鎖のＣＤＲ１領域にコンセンサスＮ－結合型グリコシル化部位が特定された。
哺乳類（ＣＨＯ）細胞で発現すると、マススペクトロメトリーにより示されるとおり、予
想されたＮ－グリコシル化部位（アスパラギン３０）が完全にグリカンによって占められ
た。この領域でのＮ－グリコシル化を除去し、そして、産物の不均質性を低下させるため
に、ｃｈ４Ｅ４の重鎖のアスパラギン３０がグルタミンに変更された（表４）。産生され
、ＣＨＯ細胞から精製されると、その改変型抗体は、オリジナルのグリコシル化抗体に対
して見かけ上、約４倍高い結合親和性で組換えタウに結合した（図１５を参照のこと）。
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【表４】

【０２８５】
　実施例８：脱グリコシル化キメラ４Ｅ４（ｃｈ４Ｅ４（Ｎ３０Ｑ）ｍＩｇＧ１アグリ）
抗体の作製
　抗体のエフェクター機能と活性の間の関係を評価するために、４Ｅ４のマウスキメラ脱
グリコシル化異型体を作製した（ｃｈ４Ｅ４（Ｎ３０Ｑ）ＩｇＧ１－アグリ抗体）。重鎖
については、コンセンサスＦｃグリコシル化部位を除去するためのアスパラギンからグル
タミンへの突然変異を含有するマウスＩｇＧ１重鎖定常領域に４Ｅ４の可変ドメインを融
合させた。前記重鎖可変領域はまた、ＣＤＲ１のコンセンサスＮ－グリコシル化部位（実
施例７）を除去するために、Ｎ３０Ｑ変異を含有した。軽鎖は上述したｃｈ４Ｅ４ラムダ
軽鎖であった。
【０２８６】
　実施例９：ヒト４Ｅ４および４Ａ３の急性脳透過性試験
　ＣＨＯ細胞の一過性形質移入によりヒト４Ｅ４および４Ａ３を産生し、そして、親和性
精製により精製した。エンドトキシンのレベルが管理され、それらは全て１ＥＵ／ｍｇよ
りも低かった。３０ｍｇ／ｋｇの４Ｅ４抗体（ｎ＝７）、４Ａ３抗体（ｎ＝７）または等
体積のＰＢＳ（ｎ＝７）で第１日と第４日にＴａｕＰ３０１Ｌマウスを腹腔内注射した。
第５日に、麻酔下で、１Ｕｎｉｔ／ｍｌのヘパリンを含有するＰＢＳを用いてマウスに灌
流を行った。分析のために血液、脳および脊髄を採取した。脳の右半球は－８０℃で凍結
し、脳の左半球と脊髄は、１０％の中和化ホルマリン中に４℃で２日間後固定された後に
パラフィンブロックに包埋され、切片が作製された。血漿はアリコットに分けて－８０℃
で保存された。
【０２８７】
　脳タンパク質の抽出：凍結した右半球の重量を量り、そして、５倍の体積（５ｍＬ／ｇ
湿組織）の５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．２％ジエチルアミン、プロテアーゼ阻害剤（Ｒｏｃ
ｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ社）およびホスファターゼ阻害剤（Ｒｏｃｈｅ
　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ社）を含有する溶液中でホモジナイズした。次に、
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試料をポリカーボネート製のチューブに移し、さらに５倍の体積のホモジナイズ溶液を加
え、そして、氷上で３０分間保持した。次に、１００，０００ｇ、４℃で３０分間の遠心
分離の後、可溶性画分を回収した。ヒトＩｇＧアッセイにこの可溶性画分を使用した。３
倍の体積の、プロテアーゼ阻害剤とホスファターゼ阻害剤を含むＰＢＳに沈殿物を再懸濁
した。１６，０００ｇ、４℃で３０分間の遠心分離の後に、さらなる不溶性タウ抽出のた
めに上清と沈殿物を別々に－８０℃で保存した。改変サルコシル抽出　（Ｇｏｅｄｅｒｔ
　Ｍ，　Ｓｐｉｌｌａｎｔｉｎｉ　ＭＧ，　Ｃａｉｒｎｓ　ＮＪ，　Ｃｒｏｗｔｈｅｒ　
ＲＡ．　Ｎｅｕｒｏｎ　８，　１５９　（１９９２））を用いて沈殿物をさらに抽出した
。
【０２８８】
　ヒトＩｇＧ特異的サンドイッチＥＬＩＳＡ：５０ｍＭ炭酸ＥＬＩＳＡコーティング緩衝
液（ｐＨ９．６）中の２μｇ／ｍＬのヤギ抗ヒトＩｇＧ　Ｆａｂ（Ｊａｃｋｓｏｎ社）を
捕捉抗体として使用した。捕捉抗体を用いて３０μＬ／ウェルでハーフ・エリア・９６ウ
ェル・マイクロプレートを４℃で一晩コーティングした。次に、０．１％ツイーン２０を
含有するＰＢＳを用いて前記プレートを４回洗浄した後に、２％ＢＳＡを含有するＰＢＳ
を５０μＬ／ウェルで用いて室温で１時間インキュベートした。脳抽出物の可溶性画分、
血漿試料および標準抗体（４Ａ３）を、２％ＢＳＡおよび０．１％ツイーン２０を含有す
るＰＢＳ中に希釈した。３０μＬの希釈した試料を各ウェルに添加し、そして、室温で１
時間インキュベートした。次に、０．１％ツイーン２０を含有するＰＢＳを２００μＬ／
ウェルで用いて前記プレートを４回洗浄した後に、ＨＲＰ複合体化ロバ抗ヒトＦｃγ（Ｊ
ａｃｋｓｏｎ社、２％ＢＳＡおよび０．１％ツイーン２０を含有するＰＢＳ中に１：１０
，０００で希釈）と室温で１時間インキュベートした。次に、０．１％ツイーン２０を含
有するＰＢＳを２００μＬ／ウェルで用いて前記プレートを４回洗浄した後に、テトラメ
チルベンジジン（ＴＭＢ）（１０ｍＭクエン酸溶液ｐＨ＝４．１中に１：２０で希釈）を
２０μＬ／ウェルで添加した。次に、各ウェルに１０μＬの１Ｍ　Ｈ２ＳＯ４を添加する
ことにより、反応を停止した。４Ａ３の段階希釈から抗体の検量線を得た。前記検量線に
従って、血漿および脳試料中の抗体濃度を計算した。次に、図１７に示されるように、脳
ヒトＩｇＧレベルをμｇ抗体／ｇ新鮮脳組織（１ｇ／１０ｍＬと仮定する）に変換した。
【０２８９】
　４Ｅ４および４Ａ３で処理されたマウス全てで血漿中に高レベルのヒトＩｇＧが検出さ
れた。対照的に、ＰＢＳで処理されたマウスの血漿中にはヒトＩｇＧは検出されなかった
（図１６）。４Ｅ４および４Ａ３で処理されたマウスの脳ホモジネートで著しい量のヒト
ＩｇＧが検出された（図１７）。
【０２９０】
　実施例１０：キメラ４Ｅ４および４Ａ３を用いる慢性試験
　オリジナルのヒト抗体の可変ドメインとマウスＩｇＧ２ａの定常領域を含有するキメラ
４Ｅ４および４Ａ３をＣＨＯ細胞の一過性形質移入より作製することができ、そして、親
和性精製により精製することができる。抗体の各バッチのエンドトキシンのレベルが管理
され、そして、１Ｅｕ／ｍｇより低く保たれる。性別について釣り合いをとった、７．５
～８か月齢のＴａｕＰ３０１Ｌマウスに１０ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇの抗体溶液、また
は等体積のＰＢＳ対照を用いて腹腔内注射する。各処理群は２０～２５匹のマウスを有す
る。前記処理は２６週間にわたって週に１回行われる。あるいは、前記処理は１３週間に
わたって週に２回行われる。体重を２週間ごとにモニターする。処理期間の最後に麻酔下
でマウスに灌流を行う。脳、脊髄および血液を回収する。脳の半分と脊髄を１０％ホルマ
リン中で後固定した後、パラフィンブロックに包埋することができる。これらの組織ブロ
ックから作製された４～６μｍの厚みの切片を免疫組織化学試験に使用することができる
。他方の脳の半分の重量を量り、生化学分析のためにそれを－８０℃で深凍結する。
【０２９１】
　神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）のレベルと様々な可溶性特性を有するタウのレベルを処理
試料と対照試料で比較することにより、薬品の効能を評価する。Ｇａｌｌｙａｓの鍍銀染
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色（Ｆ　Ｇａｌｌｙａｓ　Ａｃｔａ　Ｍｏｒｐｈｏｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｈｕｎ
ｇ　１９．１　（１９７１））、または、ＮＦＴ中の病理的リン酸化タウを認識するモノ
クローナルマウス抗体ＡＴ１００およびＡＴ１８０を用いる免疫染色によりＮＦＴを可視
化することができる。抗体処理マウスおよび対照動物の脳および脊髄中のＧａｌｌｙａｓ
陽性ニューロンおよび／またはＡＴ１００、ＡＴ１８０標識化ニューロンの数または頻度
によって、抗体処理の効果が評価されると判断することができる。
【０２９２】
　本明細書に記載される脳タンパク質抽出プロトコルに従って、可溶性タウおよび不溶性
タウを抽出することができる。あるいは、可変サルコシル抽出（Ｇｏｅｄｅｒｔ　Ｍ，　
Ｓｐｉｌｌａｎｔｉｎｉ　ＭＧ，　Ｃａｉｒｎｓ　ＮＪ，　Ｃｒｏｗｔｈｅｒ　ＲＡ．　
Ｎｅｕｒｏｎ　８，　１５９　（１９９２））を用いて可溶性タウおよび不溶性タウを抽
出することができる。簡単に説明すると、凍結した脳を１０倍の体積（重量／体積）の、
１０ｍＭ　トリス塩酸（ｐＨ７．４）、０．８Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１ｍＭ
　Ｎａ３ＶＯ４、１ｍＭ　ＮａＦ、１ｍＭ　ＡＥＢＳＦ、プロテアーゼ阻害剤（Ｒｏｃｈ
ｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ社）およびホスファターゼ阻害剤（Ｒｏｃｈｅ　
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ社）からなる１０％ショ糖ホモジネート緩衝液の中で
ホモジナイズする。ホモジネートを２０，０００ｇで２０分間遠心分離し、上清を保持す
る。沈殿物を１０倍の体積のホモジナイズ緩衝液中でホモジナイズし、そして、２回目の
遠心分離を行う。上清を一つにまとめることができ、そして、Ｎ－ラウリル－サルコシネ
ート（Ｓｉｇｍａ社）を１％（重量／体積）の終濃度まで添加し、そして、３００ｒｐｍ
で回転しながら３７℃で１．５時間保温し、引き続き１００，０００ｇで１時間遠心分離
を行う。サルコシル可溶性画分として上清を回収し、そして、沈殿物１ｇの脳組織の沈殿
物をＰＨＦ画分として０．２ｍＬの５０ｍＭ　トリス塩酸（ｐＨ７．４）に再懸濁する。
【０２９３】
　市販されているタウＥＬＩＳＡキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて可溶性タウ
および不溶性タウのレベルを測定する。さらに、脳タンパク質抽出物を４～１２％Ｂｉｓ
－トリスＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離し、Ｔａｕ１２（ヒトタウ）抗体、ＡＴ８（ｐＳ２０２
／ｐＴ２０５）抗体、ＡＴ１００（ｐＴ２１２／ｐＳ２１４）抗体、ＡＴ１８０（ｐＴ２
３１）抗体およびＥ１７８（ｐＳ３９６）抗体を用いるイムノブロッティングを行った。
既知の量のタウの標準物質に対する各試料の総密度を測定することで半定量的分析を行う
。
【０２９４】
　さらに、先に実施例５で示したように、行動試験を行うことができる。例えば、２試験
性Ｙ迷路試験を用いて、抗体処理ＴａｕＰ３０１Ｌマウスにおける作業記憶の改善を試験
することができる（例えば、Ｐｅｎｎａｎｅｎ，　Ｇｅｎｅｓ　Ｂｒａｉｎ　Ｂｅｈａｖ
．　５　（２００６），　３６９－７９、その全体が参照により本明細書に組み込まれる
）。その迷路の３つのアームは長さが２２ｃｍであり、幅が５ｃｍであり、高さが１５ｃ
ｍである。迷路を囲む黒いカーテンに黒と白の抽象的な迷路の手がかりが配置される。暗
期の間は、６ルクスの環境光を用いて実験を実行する。各実験はトレーニングセッション
と観察セッションを含む。トレーニングセッションの間では、３つのアームのうちの２つ
（開始アームおよび第２アーム）にマウスを配置し、マウスがそれらのアームを４分間自
由に探索することができるが、第３アーム（新規のアーム）にはアクセスできない。次に
、マウスが迷路から取り出され、そして、いかなる嗅覚の手がかりも除去するために７０
％エタノールで迷路を徹底的に掃除している間、マウスがかごに１．５～５分間保持され
る。次に、前記マウスが再び迷路に戻され、３つのアーム全てをアクセス可能にして４分
間観察される。各アームへの進入の順序、進入の回数および各アームで過ごした時間が記
録される。その記録から、新規の第３アームで過ごした時間の、他の２つのアーム（開始
アームおよび第２アーム）で過ごした時間の平均値に対する割合が計算され、そして、タ
ウオパチーマウスモデルの異なる処理群および対応する対照野生型マウスの間で比較され
る。げっ歯類動物は、典型的には、既に訪れたアームに戻るよりはむしろ迷路の新しいア
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ームを調べることを好む。タウオパチーモデルマウスの疾患に関連する作業記憶障害のた
め、未処理のマウスの区別できない行動と比べて、処理されたタウオパチーモデルマウス
がこの好みを取り戻すことについて、抗体の効果をモニターすることができる。したがっ
て、１に近い割合は作業記憶障害を表す。割合が高いほど、良い作業記憶を表す。Ｔａｕ
Ｐ３０１Ｌマウスの作業記憶障害は、ヒトタウの過剰発現から生じるタウ病理に起因する
と考えられる。したがって、対照ＴａｕＰ３０１Ｌマウスよりも抗タウ抗体処理ＴａｕＰ
３０１Ｌマウスで観察された著しく高い割合は、抗タウ抗体がタウ病理に治療効果を有す
ることを表す。
【０２９５】
　本発明は、本発明の個々の態様の１つの例示として意図される、記載の特定の実施形態
によって本発明の範囲が限定されることがないものとする。そして機能的に同等の任意の
組成物または方法は本発明の範囲内である。実に、本明細書において示され、そして、記
載されるものに加えて、本発明の様々な改変が、前出の説明および添付の図面から当業者
に明らかとなるであろう。そのような改変は添付の特許請求項の範囲の範囲内に収まるも
のと意図される。

【図１】 【図２】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供新的人tau特异性抗体及其片段，衍生物和异构体以
及与其相关的方法。种类代码：A1一种在健康人受试者中利用tau特异性
免疫应答分离天然抗tau特异性人单克隆抗体的方法。特别地，从健康人
受试者的库中分离出单克隆tau特异性抗体，其不显示神经变性性tau病变
的迹象。
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