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(57)【要約】
　本開示の主題は、ＦＧＦ２１に結合する抗体、及びそ
の使用方法を提供する。特に、本開示は、試料中の活性
ＦＧＦ２１及び全ＦＧＦ２１レベルを検出及び定量化す
るための免疫アッセイ法、並びにそのような方法を実施
するためのキットを提供する。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定するための免疫アッセイ法であって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体を前記試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、
　（ｂ）前記試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存
在するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、
　（ｃ）前記試料－捕捉抗体組合せ材料に結合している前記検出抗体を検出することと、
　（ｄ）結合した前記検出抗体のレベルに基づき、前記試料中に存在する全ＦＧＦ２１タ
ンパク質の量を算出することと、を含む、免疫アッセイ法。
【請求項２】
　前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なるエ
ピトープに結合する、請求項１に記載の免疫アッセイ法。
【請求項３】
　試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定するための免疫アッセイ法であって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体を前記試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、
　（ｂ）前記試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内
に存在するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、
　（ｃ）前記試料－捕捉抗体組合せ材料に結合している前記検出抗体を検出することと、
　（ｄ）結合した前記検出抗体のレベルに基づき、前記試料中に存在する活性ＦＧＦ２１
タンパク質の量を算出することと、を含む、免疫アッセイ法。
【請求項４】
　試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定するため
の免疫アッセイ法であって、
　（ａ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第１の捕捉抗体を前記試料と接触させて、第１の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成するこ
と、（ｉｉ）前記第１の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１
７２内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体と接触させること、（ｉｉｉ）前
記試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した前記第１の検出抗体を検出すること、及び（ｉｖ
）結合した前記第１の検出抗体のレベルに基づき、前記試料中に存在する全ＦＧＦ２１タ
ンパク質の量を算出することと、
　（ｂ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体を前記試料と接触させて、第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成するこ
と、（ｉｉ）前記第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３
～１８２内に存在するエピトープに結合する第２の検出抗体と接触させること、（ｉｉｉ
）前記試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した前記第２の検出抗体を検出すること、及び（
ｉｖ）結合した前記第２の検出抗体のレベルに基づき、前記試料中に存在する活性ＦＧＦ
２１タンパク質の量を算出することと、
　（ｃ）工程（ａ）で測定した前記全ＦＧＦ２１タンパク質の量を、工程（ｂ）で測定し
た前記活性ＦＧＦ２１タンパク質の量と比較して、前記試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク
質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定することと、を含む、免疫アッセイ法。
【請求項５】
　前記第１の捕捉抗体及び前記第１の検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２
内の異なるエピトープに結合する、請求項４に記載の免疫アッセイ法。
【請求項６】
　前記第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体が、同一の抗体である、請求項４に記載の免疫
アッセイ法。
【請求項７】
　前記免疫アッセイが、酵素結合免疫吸着検定法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍ
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ｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ：ＥＬＩＳＡ）である、請求項１～６のいずれか一項
に記載の免疫アッセイ法。
【請求項８】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、常磁性ビーズ
に固定化される、請求項１～７のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項９】
　前記検出抗体、第１の検出抗体、及び第２の検出抗体のうち１つ以上が、ビオチンにコ
ンジュゲートされる、請求項１～８のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１０】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－

１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、請求項１～９のいずれか一項に記載の免
疫アッセイ法。
【請求項１１】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－１３

ＭでＦＧＦ２１に結合する、請求項１及び４～９のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法
。
【請求項１２】
　前記試料が、血液試料である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法
。
【請求項１３】
　前記試料が、血漿試料である、請求項１～１１のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法
。
【請求項１４】
　前記方法が、ウェル内感度約２ｐｇ／ｍｌ～約２０ｐｇ／ｍｌで前記試料中にて、全Ｆ
ＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、請求項１～１３のい
ずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１５】
　前記免疫アッセイ法が、単分子検出器具を用いて実施される、請求項１～１３のいずれ
か一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１６】
　前記単分子検出器具が、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙｚｅ
ｒ（商標）である、請求項１５に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１７】
　前記方法が、ウェル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌで前記試料中にて
、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、請求項１５又
は１６に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１８】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、請求項１～１７のいずれか一
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項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項１９】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４、５５、７４、及び７５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０、５１、７０、及び７１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、請求項１～１７のいずれか一
項に記載の免疫アッセイ。
【請求項２０】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２、２３、６６、及び６７からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８、１９、６２、及び６３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、請求項１～１７のいずれか一項に記載
の免疫アッセイ。
【請求項２１】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、請求項１及び４～１７のいず
れか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項２２】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５６、５７、７２、及び７３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５２、５３、６８、及び６９からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、請求項１及び４～１７のいず
れか一項に記載の免疫アッセイ。
【請求項２３】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２４、２５、６４、及び６５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０、２１、６０、及び６１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、請求項１及び４～１７のいずれか一項
に記載の免疫アッセイ。
【請求項２４】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
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　（ｃ）配列番号３４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項１８に記載の免疫アッセイ法。
【請求項２５】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項２４に記載の免疫アッセイ。
【請求項２６】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項２５に記載の免疫アッセイ。
【請求項２７】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項２１に記載の免疫アッセイ法。
【請求項２８】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項２７に記載の免疫アッセイ。
【請求項２９】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
（ａ）配列番号２５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
（ｂ）配列番号２１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
請求項２８に記載の免疫アッセイ。
【請求項３０】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
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　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、請求
項１～１７のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項３１】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、請求
項１及び４～１７のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項３２】
　試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質を検出するためのキットであって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する、捕捉
抗体又はその抗原結合部分と、
　（ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する、検出
抗体又はその抗原結合部分と、
　（ｃ）検出試薬と、を備える、キット。
【請求項３３】
　前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なるエ
ピトープに結合する、請求項３２に記載のキット。
【請求項３４】
　試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質を検出するためのキットであって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する、捕捉
抗体又はその抗原結合部分と、
　（ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する、
検出抗体又はその抗原結合部分と、
　（ｃ）検出試薬と、を備える、キット。
【請求項３５】
　試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定するため
のキットであって、
　（ａ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第１の捕捉抗体又はその抗原結合部分、及び（ｉｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７
２内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体又はその抗原結合部分と、
　（ｂ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体又はその抗原結合部分、及び（ｉｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～
１８２内に存在するエピトープに結合する第２の検出抗体又はその抗原結合部分と、



(7) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

　（ｃ）１つ以上の検出試薬と、を備える、キット。
【請求項３６】
　前記第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体が、同一の抗体である、請求項３５に記載のキ
ット。
【請求項３７】
　前記第１の捕捉抗体及び前記第１の検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２
内の異なるエピトープに結合する、請求項３５に記載のキット。
【請求項３８】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、常磁性ビーズ
に固定化される、請求項３２～３７のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３９】
　前記検出抗体、第１の検出抗体、及び第２の検出抗体のうち１つ以上が、ビオチンにコ
ンジュゲートされる、請求項３２～３８のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４０】
　前記検出試薬が、ストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体、ストレプ
トアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体、及びこれらの組合せからなる
群から選択される、請求項３２～３９のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４１】
　レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシド、テトラメチルベンジジン、過酸化水素、又
はその組合せをさらに備える、請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－

１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、請求項３２～４１のいずれか一項に記載
のキット。
【請求項４３】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－１３

ＭでＦＧＦ２１に結合する、請求項３２及び３５～４２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４４】
　前記検出抗体又は第１の検出抗体が、約０．１μｇ／ｍｌ～約１μｇ／ｍｌの濃度を持
つ、請求項３２及び３５～４３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４５】
　前記検出抗体又は第２の検出抗体が、約１μｇ／ｍｌ～約３μｇ／ｍｌの濃度を持つ、
請求項３３～４２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項４６】
　前記ストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体が、約１００ｐＭ～約４
００ｐＭの濃度を持つ、請求項４０に記載のキット。
【請求項４７】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を備える、請求項３２～４６のいずれ
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か一項に記載のキット。
【請求項４８】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４、５５、７４、及び７５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０、５１、７０、及び７１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を備える、請求項３２～４６のいずれ
か一項に記載のキット。
【請求項４９】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２、２３、６６、及び６７からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８、１９、６２、及び６３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を備える、請求項３２～４６のいずれか一項に
記載のキット。
【請求項５０】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を備える、請求項３２及び３５～４６
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５１】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５６、５７、７２、及び７３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５２、５３、６８、及び６９からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を備える、請求項３２及び３５～４６
のいずれか一項に記載のキット。
【請求項５２】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２４、２５、６４、及び６５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０、２１、６０、及び６１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を備える、請求項３２及び３５～４６のいずれ
か一項に記載のキット。
【請求項５３】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
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　（ｃ）配列番号３４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を備える、請求項４７に記載のキット。
【請求項５４】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を備える、請求項５３に記載のキット。
【請求項５５】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を備え
る、請求項５４に記載のキット。
【請求項５６】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を備える、請求項５０に記載のキット。
【請求項５７】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を備える、請求項５６に記載のキット。
【請求項５８】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
（ａ）配列番号２５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
（ｂ）配列番号２１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を備える
、請求項５７に記載のキット。
【請求項５９】
　前記捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
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　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、請求
項３２～４６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６０】
　前記検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、請求
項３２及び３５～４６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６１】
　前記試料が、血液試料である、請求項３２～６０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６２】
　前記試料が、血漿試料である、請求項３２～６０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６３】
　前記キットが、ウェル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌで前記試料中に
て、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、請求項３２
～６２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項６４】
　単離された抗ＦＧＦ２１抗体又はその抗原結合部分であって、
　（ａ）配列番号２６～２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０～３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４～３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８～４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２～４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６～４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、単離された抗ＦＧＦ２１抗体又
はその抗原結合部分。
【請求項６５】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
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ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項６４に記載の単離された抗体。
【請求項６６】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項６４に記載の単離された抗体。
【請求項６７】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項６４に記載の単離された抗体。
【請求項６８】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
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ＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ３ドメインと、を含む、請求項６４に記載の単離された抗体。
【請求項６９】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６５に記載の単離された抗体。
【請求項７０】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６６に記載の単離された抗体。
【請求項７１】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６７に記載の単離された抗体。
【請求項７２】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号５３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６８に記載の単離された抗体。
【請求項７３】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号７１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６５に記載の単離された抗体。
【請求項７４】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号７０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６６に記載の単離された抗体。
【請求項７５】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号６９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
、を含む、請求項６７に記載の単離された抗体。
【請求項７６】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と
、
　（ｂ）配列番号６８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と
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、を含む、請求項６８に記載の単離された抗体。
【請求項７７】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項６９に記載の単離された抗体。
【請求項７８】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１９の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７０に記載の単離された抗体。
【請求項７９】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７１に記載の単離された抗体。
【請求項８０】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７２に記載の単離された抗体。
【請求項８１】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６７の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６３の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７３に記載の単離された抗体。
【請求項８２】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６６の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６２の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７４に記載の単離された抗体。
【請求項８３】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６５の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６１の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７５に記載の単離された抗体。
【請求項８４】
　前記抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６４の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６０の前記アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む
、請求項７６に記載の単離された抗体。
【請求項８５】
　請求項６４～８４のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合部分をコードする、単
離された核酸。
【請求項８６】
　請求項８５に記載の核酸を含む、宿主細胞。
【請求項８７】
　抗体が産生されるように、請求項８６に記載の宿主細胞を培養することを含む、抗体を
産生する方法。
【請求項８８】
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　前記抗体を前記宿主細胞から回収することをさらに含む、請求項８７に記載の方法。
【請求項８９】
　請求項６４～８４のいずれか一項に記載の１つ以上の抗体又はその抗原結合部分を含む
、組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１８年４月４日に出願された米国特許仮出願第６２／６５２，７０１号
の利益を主張するものであり、その開示は参照によりその全体が本明細書に組み込まれて
いる。
【０００２】
　配列表
　本出願には、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介してＡＳＣＩＩフォーマットで提出され、その全体が
参照により本明細書に援用される配列表が含まれる。２０１９年４月２日に作成された該
ＡＳＣＩＩコピーは、００Ｂ２０６＿０８０９＿ＳＬ．ｔｘｔという名称であり、１０５
，５９５バイトのサイズである。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は、ＦＧＦ２１に結合する抗体、並びにそれを用いた免疫アッセイ法及びキット
に関する。
【背景技術】
【０００４】
　線維芽細胞増殖因子２１（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　２１
：ＦＧＦ２１）はＦＧＦスーパーファミリの内分泌メンバであり、グルコース及び脂質代
謝の調節に役割を果たす。ＦＧＦ２１は、シグナル伝達にＦＧＦ受容体（ＦＧＦ－ｒｅｃ
ｅｐｔｏｒ：ＦＧＦＲ）アイソフォーム及び膜結合型共受容体Ｋｌｏｔｈｏ－β（ｍｅｍ
ｂｒａｎｅ－ｂｏｕｎｄ　ｃｏ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｋｌｏｔｈｏ－ｂｅｔａ：ＫＬＢ）
を必要とする（Ｏｇａｗａら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第
１０４巻、第１８号：第７４３２～３７頁（２００７年）；米国特許出願公開第２０１０
／０１８４６６５号）。ＦＧＦ２１は、グルコース恒常性及びインスリン感受性に有益な
効果を示す、強力な疾患修飾タンパク質であり、動物疾患モデルで肥満及び２型糖尿病を
反転することが示されている（Ｋｈａｒｉｔｏｎｅｎｋｏｖら、「Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖ
ｅｓｔ．」、第１１５巻、第６号：第１６２７～３５頁（２００５年））。組換えＦＧＦ
２１の投与は、レプチンシグナル伝達欠損（ｏｂ／ｏｂ若しくはｄｂ／ｄｂ）マウス又は
高脂肪食（ｈｉｇｈ－ｆａｔ　ｄｉｅｔ：ＨＦＤ）給餌マウスにおいて、肝脂質を低下さ
せ、インスリン感受性を改善し、血糖コントロールを正常化することが示されている（Ｄ
ｕｎｓｈｅｅら、「Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．」、第２９１巻、第１１号：第５９８６～
９６頁（２０１６年）；米国特許出願公開第２０１５／０２１８２７６号）。組換えＦＧ
Ｆ２１で毎日処理した肥満かつ糖尿病のアカゲザルでは、血糖の低下及び様々な心血管リ
スク因子の改善もまた観察されている。
【０００５】
　ＦＧＦ２１はＮ末端とＣ末端との両方でタンパク質分解性に切断されてもよく、このよ
うな切断はＦＧＦ２１の活性に影響することが示されている。Ｎ末端では、ヒトＦＧＦ２
１における配列Ｈｉｓ－Ｐｒｏ－Ｉｌｅ－Ｐｒｏ（ＨＰＩＰ（配列番号７６））を有する
最初のアミノ酸４つは、ジペプチジルペプチダーゼにより切断され得る（Ｄｕｎｓｈｅｅ
ら（２０１６年））。Ｃ末端では、エンドペプチダーゼ線維芽細胞活性化タンパク質（ｆ
ｉｂｒｏｂｌａｓｔ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ：ＦＡＰ）は、ヒトＦＧＦ
２１におけるアミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－
Ｔｙｒ－Ａｌａ－Ｓｅｒ（ＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号７７））を有する最も末端の
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アミノ酸１０個を切断する（Ｄｕｎｓｈｅｅら（２０１６年））。４つのＮ末端アミノ酸
を欠くＦＧＦ２１は完全に活性である一方、最後のＣ末端アミノ酸１０個を欠くＦＧＦ２
１は共受容体ＫＬＢに結合できず、不活性である（Ｙｉｅら、「ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒ
ｓ」、第５８３巻：第１９～２４頁（２００９年））。
【０００６】
　ＦＧＦ２１の血清レベルの増加が、肥満対象、非アルコール性脂肪性肝疾患（ｎｏｎａ
ｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｆａｔｔｙ　ｌｉｖｅｒ　ｄｉｓｅａｓｅ：ＮＡＦＬＤ）対象、及び
２型糖尿病対象で観察されたことから、循環ＦＧＦ２１は、糖尿病などの代謝障害のバイ
オマーカーであることが提示されている（Ｚｈａｎｇら、「Ｄｉａｂｅｔｅｓ」、第５７
巻、第５号：第１２４６～１２５３頁（２００８年）；Ｌｉら、「Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｒ
ｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒａｃｔ．」、第９３巻、第１号：第１０～１６頁（２０１１年））
。代謝障害の治療及び発症におけるＦＧＦ２１の重要な役割を考えると、個体におけるＦ
ＧＦ２１タンパク質の量を判定するためのアッセイに対する当技術分野での必要性が依然
として存在する。
【発明の概要】
【０００７】
　本開示は、線維芽細胞増殖因子２１（ＦＧＦ２１）に結合する抗体、並びに試料中のＦ
ＧＦ２１タンパク質、例えば、全ＦＧＦ２１タンパク質及び／又は活性ＦＧＦ２１タンパ
ク質を検出及び定量化するための免疫アッセイ法におけるそのような抗体の使用を提供す
る。
【０００８】
　ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定する
ための免疫アッセイを提供する。例えば、限定するものではないが、試料中の全ＦＧＦ２
１タンパク質の量を判定する方法は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在する
エピトープに結合する捕捉抗体を該試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成
することと、（ｂ）該試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７
２内に存在するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、（ｃ）該試料－捕捉
抗体組合せ材料に結合した該検出抗体を検出することと、（ｄ）結合した該検出抗体のレ
ベルに基づき、該試料中に存在する全ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出することと、を含
むことができる。ある特定の実施形態では、該捕捉抗体及び該検出抗体は、ＦＧＦ２１の
アミノ酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。
【０００９】
　ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定す
るための免疫アッセイを提供する。例えば、限定するものではないが、試料中の活性ＦＧ
Ｆ２１タンパク質の量を判定する方法は、（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内
に存在するエピトープに結合する捕捉抗体を該試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ
材料を生成することと、（ｂ）該試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残
基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、（ｃ
）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該検出抗体を検出することと、（ｄ）結合した
該検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出
することと、を含むことができる。
【００１０】
　ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２
１タンパク質との比率を判定するための免疫アッセイを提供する。例えば、限定するもの
ではないが、本方法は、（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピト
ープに結合する第１の捕捉抗体を該試料と接触させて、第１の試料－捕捉抗体組合せ材料
を生成することと、（ｉｉ）該第１の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ
酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体と接触させることと
、（ｉｉｉ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第１の検出抗体を検出することと
、（ｉｖ）結合した該第１の検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する全ＦＧＦ２
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１タンパク質の量を算出することと、を含むことができる。ある特定の実施形態では、本
方法は、（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体を該試料と接触させて、第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成すること
と、（ｉｉ）該第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～
１８２内に存在するエピトープに結合する第２の検出抗体と接触させることと、（ｉｉｉ
）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第２の検出抗体を検出することと、（ｉｖ）
結合した該第２の検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する活性ＦＧＦ２１タンパ
ク質の量を算出することと、をさらに含むことができる。ある特定の実施形態では、本方
法は、算出した全ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出した活性ＦＧＦ２１タンパク質の量と
比較して、該試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判
定することを含むことができる。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び第２の
捕捉抗体は、同一の抗体である。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び該第１
の検出抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。
【００１１】
　ある特定の実施形態では、免疫アッセイ法は、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）
である。ある特定の実施形態では、免疫アッセイ法は、ウェル内感度約２ｐｇ／ｍｌ～約
２０ｐｇ／ｍｌで該試料中にて、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質
の量を検出する。
【００１２】
　ある特定の実施形態では、免疫アッセイ法は単分子検出アッセイであり、例えば、Ｑｕ
ａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙｚｅｒ（商標）を使用する。ある特
定の実施形態では、免疫アッセイ法は、ウェル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ
／ｍｌで該試料中にて、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検
出する。
【００１３】
　本開示は、ＦＧＦ２１タンパク質を検出及び定量化する免疫アッセイ法を実施するため
のキットをさらに提供する。ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の全ＦＧＦ２１
タンパク質の量を判定するためのキットを提供する。例えば、限定するものではないが、
全ＦＧＦ２１タンパク質の量を定量化するためのキットは、（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸
残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗体と、（ｂ）ＦＧＦ２１のアミ
ノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する検出抗体と、（ｃ）検出試薬と、
を備える。ある特定の実施形態では、該捕捉抗体及び該検出抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ
酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。
【００１４】
　ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定す
るためのキットを提供する。例えば、限定するものではないが、活性ＦＧＦ２１タンパク
質の量を定量化するためのキットは、（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存
在するエピトープに結合する捕捉抗体と、（ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８
２内に存在するエピトープに結合する検出抗体と、（ｃ）検出試薬と、を備える。
【００１５】
　ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定す
るためのキットを提供する。例えば、限定するものではないが、試料中の活性ＦＧＦ２１
タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定するためのキットは、（ａ）ＦＧＦ
２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第１の捕捉抗体と、（
ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第１の検出
抗体と、（ｃ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体と、（ｄ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピト
ープに結合する第２の検出抗体と、（ｅ）１つ以上の検出試薬と、を備えることができる
。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体は、同一の抗体である
。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び該第１の検出抗体は、ＦＧＦ２１のア



(17) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

ミノ酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。
【００１６】
　ある特定の実施形態では、該検出抗体、第１の検出抗体、及び／又は第２の検出抗体を
検出するための検出試薬は、ストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体、
ストレプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体、及びその組合せから
なる群から選択することができる。ある特定の実施形態では、該ストレプトアビジン－β
－Ｄ－ガラクトピラノース複合体は、約１００ｐＭ～約４００ｐＭの濃度を持つ。
【００１７】
　ある特定の実施形態では、本開示のキットは、レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシ
ド、テトラメチルベンジジン、過酸化水素、又はその組合せをさらに含むことができる。
例えば、限定するものではないが、本開示のキットは、検出試薬としてストレプトアビジ
ン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体を含んでもよく、レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクト
ピラノシドをさらに含んでもよい。ある特定の実施形態では、本開示のキットは、検出試
薬としてストレプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体を含んでもよ
く、テトラメチルベンジジン及び過酸化水素をさらに含んでもよい。
【００１８】
　ある特定の実施形態では、本明細書で開示されるキットは、ウェル内感度約２ｐｇ／ｍ
ｌ～約２０ｐｇ／ｍｌで該試料中にて、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タン
パク質の量を検出する。ある特定の実施形態では、本明細書で開示されるキットは、ウェ
ル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌで該試料中にて、全ＦＧＦ２１タンパ
ク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する。
【００１９】
　ある特定の実施形態では、該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体は、常磁
性ビーズに固定化される。ある特定の実施形態では、該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び
／又は第２の捕捉抗体は、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する。
ある特定の実施形態では、該検出抗体、第１の検出抗体、及び第２の検出抗体は、ビオチ
ンにコンジュゲートされる。ある特定の実施形態では、該検出抗体及び／又は第１の検出
抗体は、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する。ある特定の実施形
態では、全ＦＧＦ２１タンパク質の量の検出に使用する検出抗体及び／又は第１の検出抗
体は、約０．１μｇ／ｍｌ～約１μｇ／ｍｌの濃度を持つ。ある特定の実施形態では、活
性ＦＧＦ２１タンパク質の量の検出に使用する検出抗体及び／又は第２の検出抗体は、約
１μｇ／ｍｌ～約３μｇ／ｍｌの濃度を持つ。
【００２０】
　ある特定の実施形態では、該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び／又は第２の捕捉抗体は
、以下：（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば２
６、並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、（ｂ）配列番号３０及び
３１からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば３０、並びにその保存的置換を備え
る、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択
されるアミノ酸配列、例えば３４、並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ
３ドメインと、（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列、例
えば３８、並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、（ｅ）配
列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば４２、並びにその保
存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、（ｆ）配列番号４６及び４７から
なる群から選択されるアミノ酸配列、例えば４６並びにその保存的置換を備える、軽鎖可
変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に結合する。
【００２１】
　ある特定の実施形態では、該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び／又は第２の捕捉抗体は
、以下：（ａ）配列番号５４、５５、７４、及び７５からなる群から選択されるアミノ酸
配列、例えば５４、並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、（ｂ）配列番号５
０、５１、７０、及び７１からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば５０、並びに
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その保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に
結合する。ある特定の実施形態では、該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び／又は第２の捕
捉抗体は、以下：（ａ）配列番号２２、２３、６６、及び６７からなる群から選択される
アミノ酸配列、例えば２２、並びにその保存的置換を備える、重鎖と、（ｂ）配列番号１
８、１９、６２、及び６３からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば１８、並びに
その保存的置換を備える、軽鎖と、を含む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に結合する
。
【００２２】
　ある特定の実施形態では、該検出抗体及び／又は第１の検出抗体は、以下：（ａ）配列
番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば２９、並びにその保存
的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から
選択されるアミノ酸配列、例えば３３、並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ２ドメインと、（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列
、例えば３７、並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、（ｄ
）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば４１、並びにそ
の保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、（ｅ）配列番号４４及び４５
からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば４５、並びにその保存的置換を備える、
軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択され
るアミノ酸配列、例えば４９並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメ
インと、を含む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に結合する。
【００２３】
　ある特定の実施形態では、該検出抗体及び／又は第１の検出抗体は、以下：（ａ）配列
番号５６、５７、７２、及び７３からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば５７、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、（ｂ）配列番号５２、５３、６８、及
び６９からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば５３、並びにその保存的置換を備
える、軽鎖可変領域と、を含む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に結合する。ある特定
の実施形態では、該検出抗体及び／又は第１の検出抗体は、以下：（ａ）配列番号２４、
２５、６４、及び６５からなる群から選択されるアミノ酸配列、例えば２５、並びにその
保存的置換を備える、重鎖と、（ｂ）配列番号２０、２１、６０、及び６１からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列、例えば２１、並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含
む抗体を含むか、又は該抗体と競合的に結合する。
【００２４】
　ある特定の実施形態では、開示された免疫アッセイ法で使用される抗体は、モノクロー
ナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、又はヒト抗体であり得る。ある特定の実施形態では
、開示された免疫アッセイ法で使用される抗体は、抗体断片、例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ’、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、又はＦ（ａｂ’）２断片であり得る。
【００２５】
　ある特定の実施形態では、分析される試料は、対象から得られた血液試料である。ある
特定の実施形態では、試料は、対象から得られた血漿試料である。
【００２６】
　本開示は単離された抗ＦＧＦ２１抗体をさらに提供する。ある特定の実施形態では、単
離された抗ＦＧＦ２１抗体又はその抗原結合部分は、（ａ）配列番号２６～２９からなる
群から選択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
（ｂ）配列番号３０～３３からなる群から選択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を
備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、（ｃ）配列番号３４～３７からなる群から選
択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
（ｄ）配列番号３８～４１からなる群から選択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を
備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、（ｅ）配列番号４２～４５からなる群から選
択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
（ｆ）配列番号４６～４９からなる群から選択されるアミノ酸配列及びその保存的置換を
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備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む。
【００２７】
　ある特定の実施形態では、単離された抗ＦＧＦ２１抗体又はその抗原結合部分は、（ａ
）配列番号５４～５７及び配列番号７２～７５からなる群から選択されるアミノ酸配列を
備える重鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列と、（ｂ）配列番号５０～５３及び配列番号６８～
７１からなる群から選択されるアミノ酸配列を備える軽鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列と、
を含む。ある特定の実施形態では、単離された抗ＦＧＦ２１抗体又はその抗原結合部分は
、（ａ）配列番号２２～２５及び配列番号６４～６７からなる群から選択されるアミノ酸
配列を備える重鎖配列と、（ｂ）配列番号１８～２１及び配列番号６０～６３からなる群
から選択されるアミノ酸配列を備える軽鎖配列と、を含む。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、抗ＦＧＦ２１抗体を発現する８０のハイブリドーマ上清のＥＬＩＳＡス
クリーニングの結果を示す。
【図２】図２は、ｍＡｂ４又はｍＡｂ９捕捉抗体及びｍＡｂ１１検出抗体を用いたサンド
イッチＥＬＩＳＡによる、インタクトＦＧＦ２１検出対切断ＦＧＦ２１検出の用量反応を
示す。
【図３】図３は、抗ＦＧＦ２１抗体であるｍＡｂ４、ｍＡｂ９、ｍＡｂ１１、及びｍＡｂ
１５のＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）表面プラズモン共鳴分析を示す。
【図４】図４は、ＦＧＦ２１に結合する抗ＦＧＦ２１抗体を示す模式図を示す（ＦＧＦ１
９を陰性対照として用いる）。
【図５】図５は、全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１を検出するための比色ＥＬＩＳＡ法の
非限定的な実施形態の模式図を示す。
【図６】図６は、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイを実施
するためのプロトコルの非限定的な実施形態を示す。
【図７】図７は、ｍＡｂ４又はｍＡｂ１１捕捉抗体のいずれか、及び種々の検出抗体を用
いたＥＬＩＳＡアッセイの結果を示す。
【図８】図８は、例示的な全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセ
イを用いた、野生型ヒトＦＧＦ２１及び切断されたヒトＦＧＦ２１の検出感度の比較を示
す。
【図９】図９は、例示的な全ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイを用いたヒトＦＧＦ２１の
検出を示す。
【図１０】図１０は、例示的な抗ＦＧＦ２１抗体がマウスＦＧＦ２１と交差反応しないこ
とを示すＥＬＩＳＡアッセイを示す。
【図１１】図１１は、例示的な全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡア
ッセイにおける、捕捉抗体ｍＡｂ４及びｍＡｂ９の感度の比較を示す。
【図１２】図１２は、捕捉抗体としてｍＡｂ４を、及び検出抗体としてｍＡｂ１５を使用
する例示的な全ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイの感度に対する、コーティング緩衝液及
び濃度の効果を示す。
【図１３】図１３は、捕捉抗体としてｍＡｂ４を、及び検出抗体としてヒツジＣ末端ｐＡ
ｂを使用する例示的な活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイの感度に対する、コーティン
グ緩衝液及び濃度の効果を示す。
【図１４】図１４は、捕捉抗体としてｍＡｂ４を、及び検出抗体としてｍＡｂ１５を使用
する例示的な全ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイの感度に対する、ビオチンコンジュゲー
ト検出抗体及びＨＲＰ濃度の効果を示す。
【図１５】図１５は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙｚｅｒ（
商標）（「Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ」）を用いて全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２
１を検出するための、単分子検出法の非限定的な実施形態の模式図を示す。
【図１６】図１６は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイのための２段階アッセイプロトコルの非限定的な実施
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形態を示す。
【図１７】図１７は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１及
び活性ＦＧＦ２１アッセイによる、インタクトＦＧＦ２１検出対切断ＦＧＦ２１検出の用
量反応を示す。
【図１８】図１８は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いて例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイを実施するためのプロトコルの非限定的な実施形態を
示す。
【図１９】図１９は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおける標準曲線を示す。
【図２０】図２０は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおける、標準曲線実績を示す。
【図２１】図２１は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイでの、ＢＡ０１０及びＩＬ－１２緩衝液の存在下にお
ける全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出感度の比較を示す。
【図２２】図２２は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの感度に対する、高ビーズ（ｈｉｇｈ　ｂｅａｄ：Ｈ
Ｂ）濃度及び低ビーズ（ｌｏｗ　ｂｅａｄ：ＬＢ）濃度の影響を示す。
【図２３】図２３は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおける、３つの捕捉常磁性ビーズロットを使用した
全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出感度の比較を示す。
【図２４】図２４は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイにおける、様々な検出抗体を使用した全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出感度
の比較を示す。
【図２５】図２５は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた、捕捉抗体としてｍＡｂ
４を、及び検出抗体としてｍＡｂ１５を使用する例示的な全ＦＧＦ２１アッセイにおける
フック効果の分析を示す。
【図２６】図２６は、例示的な全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイを
用いた、健常ドナー由来の血漿及び血清試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出
を示す。
【図２７】図２７は、例示的な全ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイ及び活性ＦＧＦ２１の
ＥＬＩＳＡアッセイを用いた、高血圧であるドナー及び投薬を受けていないドナー由来の
、血漿試料又はＭＳ－ＳＡＦＥで処理された血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２
１の検出を示す。
【図２８Ａ】図２８Ａは、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２
１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイ（１日目）を使用して、健常者及び２型糖尿病患
者由来の血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出を示す。
【図２８Ｂ】図２８Ｂは、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２
１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイ（２日目）を使用して、健常者及び２型糖尿病患
者由来の血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出を示す。
【図２９】図２９は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを使用した、健常者及び２型糖尿
病患者由来の血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出に使用される、例示的
な全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの再現性を示す。
【図３０】図３０は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた、２型糖尿病患者由来の
血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出に使用される、例示的な全ＦＧＦ２
１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの希釈の線型性を示す。
【図３１】図３１は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた、２型糖尿病患者由来の
血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出に使用される、例示的な全ＦＧＦ２
１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおける定量下限（ｌｏｗｅｒ　ｌｉｍｉｔ　ｏ
ｆ　ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ：ＬＬＯＱ）の決定を示す。
【図３２】図３２は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた、２型糖尿病患者由来の
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血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出に使用される、例示的な全ＦＧＦ２
１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの特異性を示す。
【図３３】図３３は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイを使用して、Ｐ８００又はＫ２－ＥＤＴＡを用いて調
製した血漿試料中の全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の検出を示す。
【図３４】図３４は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおける、ＧＣ２９８１９試験からのＰ８００及びＫ

２－ＥＤＴＡ血漿試料で検出した全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１の分析を示す。
【図３５】図３５は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いる例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイを使用して定量化されたＰ８００及びＫ２－ＥＤＴＡ血漿試料（ＧＣ２９８１９臨
床試験）において検出された、全ＦＧＦ２１と活性ＦＧＦ２１との量の間の相関性を示す
。
【図３６】図３６は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いる例示的な活性ＦＧＦ２１
アッセイを使用して定量化されたＰ８００及びＫ２－ＥＤＴＡ血漿試料（ＧＣ２９８１９
試験）において検出された、全ＦＧＦ２１と活性ＦＧＦ２１との量の間の相関性を示す。
【図３７】図３７は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた例示的な全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイを使用した、ＧＣ２９８１９試験からのＰ８００血漿
試料の安定性の評価を示す。
【図３８】図３８は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた全アッセイ及び活性アッ
セイに対する、１０μｇ／ｍｌのマウスＩｇＧ又はヒツジＩｇＧを含有するアッセイ希釈
液の効果を示す。
【図３９】図３９は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた全アッセイ及び活性アッ
セイに対する、１０μｇ／ｍｌのマウスＩｇＧ及びヒツジＩｇＧを含有するアッセイ希釈
液の効果を示す。
【図４０】図４０は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いた全アッセイ及び活性アッ
セイに対する標準曲線上における、１０μｇ／ｍｌのマウスＩｇＧ又はヒツジＩｇＧを含
有するアッセイ希釈液の効果を示す。
【図４１Ａ】図４１Ａは、例示的な抗ＦＧＦ２１抗体の軽鎖可変領域の配列を示す。軽鎖
可変領域配列を、配列番号５０、５１、５２、５３、７１、７０、６９、及び６８として
、それぞれ記載の順で開示する。ＣＤＲ－Ｌ１配列を、配列番号３８、３９、４０、４１
、３８、３９、４０、及び４１として、それぞれ記載の順で開示し、ＣＤＲ－Ｌ２配列を
、配列番号４２、４３、４４、４５、４２、４３、４４、及び４５として、それぞれ記載
の順で開示し、ＣＤＲ－Ｌ３配列を、配列番号４６、４７、４８、４９、４６、４７、４
８、及び４９として、それぞれ記載の順で開示する。
【図４１Ｂ】図４１Ｂは、例示的な抗ＦＧＦ２１抗体の重鎖可変領域の配列を示す。重鎖
可変領域配列を、配列番号５４、５５、５６、５７、７５、７４、７３、及び７２として
、それぞれ記載の順で開示する。ＣＤＲ－Ｈ１配列を、配列番号２６、２７、２８、２９
、２６、２７、２８、及び２９として、それぞれ記載の順で開示し、ＣＤＲ－Ｈ２配列を
、配列番号３０、３１、３２、３３、３０、３１、３２、及び３３として、それぞれ記載
の順で開示し、ＣＤＲ－Ｈ３配列を、配列番号３４、３５、３６、３７、３４、３５、３
６、及び３７として、それぞれ記載の順で開示する。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　明確にするためであって、限定するものではないが、本願で開示された主題の詳細な説
明は、以下の小項目に分けられる：
　Ｉ．定義
　ＩＩ．免疫アッセイ
　ＩＩＩ．抗体：
　ＩＶ．キット；及び、
　Ｖ．例示的な実施形態。
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【００３０】
Ｉ．　定義
　別段の定義がない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学用語は、本発明
が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されている意味を有する。以下の参考文
献は、本発明において使用される多くの用語の一般的な定義を当業者に提供する：Ｓｉｎ
ｇｌｅｔｏｎら、「Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（第２版、１９９４年）；「Ｔｈｅ　Ｃａｍｂｒ
ｉｄｇｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ」（Ｗａｌｋｅｒ編、１９８８年）；「Ｔｈｅ　Ｇｌｏｓｓａｒｙ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔ
ｉｃｓ」、第５版、Ｒ．Ｒｉｅｇｅｒら（編）、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ（１９
９１年）；及び、Ｈａｌｅ＆Ｍａｒｈａｍ、「Ｔｈｅ　Ｈａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　
Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（１９９１年）。本明細書で使用される
場合、以下の用語は、特に明記されない限り、以下に記載される意味を有する。
【００３１】
　用語「約」又は「およそ」とは、本明細書で使用される場合、当業者によって決定され
る特定の値の許容できる誤差範囲を指し、これは、その値がどのように測定又は決定され
るか、例えば、測定システムの限界に部分的に依存する。例えば、「約」とは、所与の値
の１実施当たり１つ又は１つよりも多くの標準偏差以内を意味し得る。特定の値が本願及
び本特許請求の範囲に記載されている場合、別段の記載がない限り、用語「約」は、特定
の値の許容される誤差範囲、例えば用語「約」によって修正された値の±１０％などを意
味することができる。
【００３２】
　用語「ポリペプチド」及び「タンパク質」とは、本明細書で同義に使用され、任意の長
さのアミノ酸のポリマーを指す。ポリマーは、直鎖状であっても分岐状であってもよく、
修飾アミノ酸を含んでもよく、非アミノ酸によって中断されていてもよい。これらの用語
はまた、自然に、又は介入、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、ア
セチル化、リン酸化、若しくは任意の他の操作又は修飾、例えば、標識成分とのコンジュ
ゲーションにより修飾されたアミノ酸ポリマーも包含する。例えば、アミノ酸（例えば、
非天然アミノ酸等を含む）の１つ以上の類似体を含有するポリペプチド、及び当該技術分
野で既知の他の修飾もまたこの定義に含まれる。用語「ポリペプチド」及び「タンパク質
」とは、本明細書で使用される場合、抗体を具体的に包含する。
【００３３】
　用語「線維芽細胞増殖因子２１」又は「ＦＧＦ２１」とは、本明細書で使用される場合
、別途指定されない限り、霊長類（例えば、ヒト）及び齧歯類（例えば、マウス及びラッ
ト）等の哺乳動物を含む、任意の脊椎動物源由来の任意の天然ＦＧＦ２１を指す。この用
語は、「全長」のプロセシングされていないＦＧＦ２１、及び細胞におけるプロセシング
から生じるＦＧＦ２１の任意の形態を包含する。この用語はまた、別途指定されない限り
、ＦＧＦ２１の天然に存在するバリアント、例えば、スプライスバリアント又は対立遺伝
子バリアントも包含する。完全長ヒトＦＧＦ２１アミノ酸の非限定的な例を以下に示す：
【００３４】
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲＰＤ
ＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨＬＰ
ＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡＰＱＰＰＤ
ＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１）。
　用語「全ＦＧＦ２１」とは、本明細書で使用される場合、ＦＧＦ２１の未処理形態、並
びに細胞プロセシング、例えば、Ｎ末端切断ＦＧＦ２１及びＣ末端切断ＦＧＦ２１から生
じる全ての形態のＦＧＦ２１を含む。１０個のＣ末端アミノ酸を欠くヒトＦＧＦ２１アミ
ノ酸の非限定的な例は、
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
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ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲＰＤ
ＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨＬＰ
ＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡＰＱＰＰＤ
ＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰ（配列番号５８）である。４個のＮ末端アミノ酸を欠くヒトＦ
ＧＦ２１アミノ酸の非限定的な例は、
　ＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧＴＶＧＧ
ＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲＰＤＧＡＬＹ
ＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨＬＰＧＮＫＳ
ＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡＰＱＰＰＤＶＧＳＳ
ＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号５９）である。例えば、限定するもの
ではないが、用語「全ＦＧＦ２１」は、配列番号１、配列番号５８、又は配列番号５９に
示されるアミノ酸配列を有するＦＧＦ２１タンパク質を含む。
【００３５】
　用語「活性ＦＧＦ２１」とは、本明細書で使用される場合、そのＣ末端断片を保持する
ＦＧＦ２１タンパク質を指す。ある特定の実施形態では、この用語は、ＦＧＦ２１のＮ末
端断片、例えば配列番号１のアミノ酸残基１～４が切断されているものといった、ＦＧＦ
２１の処理形態を含む。例えば、限定するものではないが、用語「活性ＦＧＦ２１」は、
配列番号１に示されるアミノ酸配列、又は配列番号５９に示されるアミノ酸配列を有する
ＦＧＦ２１タンパク質を含む。
【００３６】
　用語「抗体」とは、本明細書では最も広い意味で使用され、それらが所望の抗原結合活
性を呈する限り、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば、
二重特異性抗体）、及び抗体断片を含めた（これらに限定されない）、様々な抗体構造を
包含する。
【００３７】
　「抗体断片」とは、インタクトな抗体が結合する抗原に結合する、インタクトな抗体の
一部分を含むインタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例として、Ｆｖ、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２；ダイアボディ；線状抗体；一本鎖抗体分子
（例えば、ｓｃＦｖ）；及び抗体断片から形成される多重特異性抗体が挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【００３８】
　目的とする抗原、例えば、ＦＧＦ２１タンパク質に「結合する」抗体は、その抗体が、
アッセイ試薬、例えば、捕捉抗体又は検出抗体として有用であるように充分な親和性で抗
原に結合するものである。典型的には、かかる抗体は、他のポリペプチドと有意に交差反
応しない。標的分子へのポリペプチドの結合に関して、特定のポリペプチド標的上の特定
のポリペプチド又はエピトープの「特異的結合」、又はそれに「特異的に結合する」、又
はそれに「特異的な」という用語は、非特異的相互作用とは測定可能な程度に異なる結合
を意味する。特異的結合は、例えば、一般に結合活性を有しない同様の構造を有する分子
である対照分子の結合と比較して標的分子の結合を決定することによって測定され得る。
【００３９】
　用語「抗ＦＧＦ２１抗体」とは、抗体が、例えば本明細書に記載のアッセイにおける作
用物質としてＦＧＦ２１を標的とする際の作用物質として有用であるような充分な親和性
で、ＦＧＦ２１に結合することができる抗体を指す。ある特定の実施形態では、抗ＦＧＦ
２１抗体が関係のない非ＦＧＦ２１タンパク質に結合する程度は、例えば、放射免疫アッ
セイ（ＲＩＡ）によって測定される、抗体のＦＧＦ２１との結合の約１０％未満である。
ある特定の実施形態では、ＦＧＦ２１に結合する抗体は、１Ｍ以下、１００ｍＭ以下、１
０ｍＭ以下、１ｍＭ以下、１００μＭ以下、１０μＭ以下、１μＭ以下、１００ｎＭ以下
、１０ｎＭ以下、１ｎＭ以下、０．１ｎＭ以下、０．０１ｎＭ以下、又は０．００１ｎＭ
以下の解離定数（Ｋｄ）を有する。ある特定の実施形態では、本明細書で開示されるＦＧ
Ｆ２１に結合する抗体のＫｄは、１０－３Ｍ以下又は１０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍ
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～１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍ～１０－１３Ｍであり得る。ある特定の実施形態では
、本明細書で開示されるＦＧＦ２１に結合する抗体のＫｄは、１０－１０Ｍ～１０－１３

Ｍであり得る。ある特定の実施形態では、抗ＦＧＦ２１抗体は、異なる種のＦＧＦ２１間
で保存されているＦＧＦ２１のエピトープに結合する。
【００４０】
　本明細書の目的のための「アクセプタヒトフレームワーク」は、以下に定義される、ヒ
ト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワークに由来する、軽鎖
可変ドメイン（ＶＬ）フレームワーク又は重鎖可変ドメイン（ＶＨ）フレームワークのア
ミノ酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコ
ンセンサスフレームワーク「由来の」アクセプタヒトフレームワークは、その同じアミノ
酸配列を含んでいてもよく、又はアミノ酸配列の変更を含んでいてもよい。ある特定の実
施形態では、アミノ酸変更の数は、１０以下、９以下、８以下、７以下、６以下、５以下
、４以下、３以下、又は２以下である。ある特定の実施形態では、ＶＬアクセプタヒトフ
レームワークの配列は、ＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサ
スフレームワーク配列と同一である。
【００４１】
　「親和性」とは、分子（例えば、抗体）の単一の結合部位とその結合パートナ（例えば
、抗原）との間の、合計の非共有性相互作用の強度を指す。別途指定されない限り、本明
細書で使用される場合、「結合親和性」とは、結合対のメンバ（例えば、抗体及び抗原）
間の１：１の相互作用を反映する固有の結合親和性を指す。分子Ｘの、そのパートナＹに
対する親和性は、一般に、解離定数（Ｋｄ）によって表すことができる。親和性は、本明
細書に記載される方法を含む、当技術分野で公知の一般的な方法によって測定することが
できる。結合親和性を測定するための具体的な例証的説明及び例示的な実施形態が、以下
に記載される。
【００４２】
　「親和性成熟」抗体とは、変化を有しない親抗体と比較して、１つ以上の超可変領域（
ＣＤＲ）において１つ以上の変化を有し、かかる改変によって抗原に対する抗体の親和性
を改善する、抗体を指す。
【００４３】
　参照抗体と「結合において競合する抗体」とは、競合アッセイにおいて参照抗体のその
抗原への結合を５０％以上遮断する抗体を指し、逆に、参照抗体は、競合アッセイにおい
て抗体のその抗原への結合を５０％以上遮断する。例示の競合アッセイが、「Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ」、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州コールド・スプリング・ハーバー）に記載されている。
【００４４】
　「捕捉抗体」とは、本明細書で使用される場合、試料中の標的分子、例えばＦＧＦ２１
の形態に特異的に結合する抗体を指す。ある特定の条件下で、捕捉抗体は標的分子と複合
体を形成し、これにより、抗体－標的分子複合体が試料の残りから分離され得る。ある特
定の実施形態では、かかる分離は、捕捉抗体に結合しなかった試料中の物質又は材料を洗
い流すことを含み得る。ある特定の実施形態では、捕捉抗体は、例えば常磁性ビーズなど
のプレート又はビーズ等であるが、これらに限定されない固体支持体表面に結合し得る。
【００４５】
　「検出抗体」とは、本明細書で使用される場合、試料又は試料－捕捉抗体組合せ材料中
の標的分子に特異的に結合する抗体を指す。ある特定の条件下で、検出抗体は、標的分子
又は標的分子－捕捉抗体複合体と複合体を形成する。検出抗体は、増幅され得る標識を用
いて直接、又は例えば標識され、かつ検出抗体に結合する別の抗体を使用して間接的に、
のいずれかで検出されることができる。直接標識の場合、検出抗体は、典型的には、例え
ばビオチン又はルテニウムを含むが、これらに限定されない、いくつかの手段によって検
出可能な部分にコンジュゲートされる。
【００４６】
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　用語「キメラ」抗体とは、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の源又は種に由来し、重鎖
及び／又は軽鎖の残りが異なる源又は種に由来する抗体を指す。
【００４７】
　抗体の「クラス」とは、その重鎖によって保有される定常ドメイン又は定常領域の型を
指す。５つの主要なクラスの抗体、つまり：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇ
Ｍが存在し、これらのいくつかは、サブクラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、Ｉ
ｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２にさらに分けられてもよい。免疫
グロブリンの異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインは、それぞれ、α、δ、ε、γ、
及びμと呼ばれる。
【００４８】
　本明細書で使用される「細胞毒性薬」という用語は、細胞機能を阻害若しくは阻止し、
及び／又は細胞死若しくは破壊を引き起こす物質を指す。細胞毒性薬としては、放射性同
位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓ
ｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２、及びＬｕの放射性同位体）；化学療法剤又
は化学療法薬（例えば、メトトレキサート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド（ビ
ンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイト
マイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン、若しくは他の挿入剤）；増殖阻害剤；核
酸分解酵素などの酵素及びそれらの断片；抗生物質；細菌、真菌、植物、又は動物起源の
小分子毒素又は酵素活性毒素（それらの断片及び／若しくはバリアントを含む）などの毒
素；及びに下に記載される様々な抗腫瘍剤又は抗がん剤が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００４９】
　「エフェクタ機能」とは、抗体のアイソタイプにより異なる抗体のＦｃ領域に起因する
生物活性を指す。抗体エフェクタ機能の例としては、以下：Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細
胞毒性（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ：ＣＤ
Ｃ）；Ｆｃ受容体結合；抗体依存性細胞媒介細胞毒性（ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔ　ｃｅｌｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ：ＡＤＣＣ）；食作用
；細胞表面受容体（例えば、Ｂ細胞受容体）の下方制御；並びにＢ細胞活性化が挙げられ
る。
【００５０】
　用語「Ｆｃ領域」とは、本明細書では定常領域の少なくとも一部分を含有する免疫グロ
ブリン重鎖のＣ末端領域を定義するために使用される。この用語は、天然配列Ｆｃ領域及
びバリアントＦｃ領域を含む。ある特定の実施形態では、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域は、Ｃ
ｙｓ２２６又はＰｒｏ２３０から、重鎖のカルボキシル末端に及ぶ。しかしながら、Ｆｃ
領域のＣ末端のリジン（Ｌｙｓ４４７）は、存在する場合もあれば、しない場合もある。
本明細書で特に指示がない限り、Ｆｃ領域又は定常領域のアミノ酸残基の番号付けは、Ｋ
ａｂａｔ　ら、「Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ」、第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、メリーランド州
ベセスダ（１９９１年）に記載されている、ＥＵインデックスとも呼ばれるＥＵ番号付け
システムに従う。
【００５１】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」とは、超可変領域（ＣＤＲ）残基以外の可変ドメイン
残基を指す。可変ドメインのＦＲは、一般に、４つのＦＲドメイン：ＦＲ１、ＦＲ２、Ｆ
Ｒ３、及びＦＲ４からなる。したがって、ＣＤＲ及びＦＲ配列は、一般に、ＶＨ（又はＶ
Ｌ）において次の配列：ＦＲ１－Ｈ１（Ｌ１）－ＦＲ２－Ｈ２（Ｌ２）－ＦＲ３－Ｈ３（
Ｌ３）－ＦＲ４で出現する。
【００５２】
　用語「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」とは、本明細書で、天然
抗体構造と実質的に同様の構造を有するか、又は本明細書に定義されるＦｃ領域を含有す
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る重鎖を有する抗体を指すように同義に使用される。
【００５３】
　「ヒト抗体」は、ヒト若しくはヒト細胞によって産生された、若しくはヒト抗体レパー
トリを利用する非ヒト源に由来する、抗体のアミノ酸配列、又は他のヒト抗体コード配列
に対応する、アミノ酸配列を保有するものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト抗原結
合残基を含むヒト化抗体を明確に除外する。
【００５４】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレームワ
ーク配列の選択において最も一般的に生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである。
一般に、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列の選択は、可変ドメイン配列のサブグルー
プからである。一般に、配列のサブグループは、Ｋａｂａｔら、「Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　
ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ」、第
５版、ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　９１～３２４２、メリーランド州ベセスダ（１
９９１年）、第１～３巻にあるようなサブグループである。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｌの場合、サブグループは、Ｋａｂａｔら（上記参照）に見られるようなサブグループカ
ッパＩである。ある特定の実施形態では、ＶＨの場合、サブグループは、Ｋａｂａｔら（
上記参照）に見られるようなサブグループＩＩＩである。
【００５５】
　「ヒト化」抗体とは、非ヒトＣＤＲからのアミノ酸残基及びヒトＦＲからのアミノ酸残
基を含むキメラ抗体を指す。ある特定の実施形態では、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、
典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むものであり、それにおいて、ＣＤＲ
（例えば、ＣＤＲ）の全て又は実質的に全てが非ヒト抗体のものに相当し、ＦＲの全て又
は実質的に全てがヒト抗体のものに相当する。ヒト化抗体は、場合によって、ヒト抗体に
由来する抗体定常領域の少なくとも一部を含んでもよい。抗体、例えば非ヒト抗体の、「
ヒト化型」とは、ヒト化を受けた抗体を指す。
【００５６】
　用語「超可変領域」又は「ＣＤＲ」とは、本明細書で使用される場合、配列が超可変で
あり（「相補性決定領域」又は「ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉ
ｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ：ＣＤＲ」）、かつ／又は構造的に定義されたループ（「超可変ルー
プ」）を形成し、かつ／又は抗原接触残基（「抗原接触体」）を含有する、抗体可変ドメ
インの領域の各々を指す。別途指定されない限り、ＣＤＲ残基、及び可変ドメイン中の他
の残基（例えば、ＦＲ残基）は、Ｋａｂａｔら（前出）に従って本明細書では番号付けさ
れる。一般に、抗体は６つのＣＤＲを含み、３つがＶＨ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）にあり、３
つがＶＬ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）にある。本明細書における例示的なＣＤＲは、
　（ａ）アミノ酸残基２６～３２（Ｌ１）、５０～５２（Ｌ２）、９１～９６（Ｌ３）、
２６～３２（Ｈ１）、５３～５５（Ｈ２）、及び９６～１０１（Ｈ３）で生じる超可変ル
ープ（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第１９６巻：
第９０１～９１７頁（１９８７年））；
【００５７】
　（ｂ）アミノ酸残基２４～３４（Ｌ１）、５０～５６（Ｌ２）、８９～９７（Ｌ３）、
３１～３５ｂ（Ｈ１）、５０～６５（Ｈ２）、及び９５～１０２（Ｈ３）で生じるＣＤＲ
（Ｋａｂａｔら、「Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ」、第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖ
ｉｃｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、メリーランド
州ベセスダ（１９９１年））；
　（ｃ）アミノ酸残基２７ｃ～３６（Ｌ１）、４６～５５（Ｌ２）、８９～９６（Ｌ３）
、３０～３５ｂ（Ｈ１）、４７～５８（Ｈ２）、及び９３～１０１（Ｈ３）で生じる抗原
接触（ＭａｃＣａｌｌｕｍら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第２６２巻：第７３２～７
４５頁（１９９６年））；並びに、
　（ｄ）ＣＤＲアミノ酸残基４６～５６（Ｌ２）、４７～５６（Ｌ２）、４８～５６（Ｌ
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２）、４９～５６（Ｌ２）、２６～３５（Ｈ１）、２６～３５ｂ（Ｈ１）、４９～６５（
Ｈ２）、９３～１０２（Ｈ３）、及び９４～１０２（Ｈ３）を含む、（ａ）、（ｂ）、及
び／又は（ｃ）の組合せ、を含む。
【００５８】
　「免疫複合体」とは、細胞毒性薬を含むが、これに限定されない１つ以上の異種分子（
複数可）にコンジュゲートされる抗体を指す。
【００５９】
　「単離された」抗体は、その自然環境の構成成分から分離された抗体である。ある特定
の実施形態では、抗体は、例えば、電気泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、等電点電気泳
動（ＩＥＦ）、キャピラリ電気泳動）、又はクロマトグラフ（例えば、イオン交換又は逆
相ＨＰＬＣ）によって決定される、９５％超又は９９％超の純度まで精製される。抗体純
度の評価のための方法の総説については、例えば、Ｆｌａｔｍａｎら、「Ｊ．Ｃｈｒｏｍ
ａｔｏｇｒ．Ｂ」、第８４８巻：第７９～８７頁（２００７年）を参照されたい。
【００６０】
　「単離された」核酸とは、その自然環境の構成成分から分離された核酸分子を指す。単
離核酸には、核酸分子を通常含有する細胞内に含有される核酸分子であるが、その核酸分
子が、染色体外に、又はその天然の染色体位置とは異なる染色体位置に存在する核酸分子
を含む。
【００６１】
　「抗体をコードする単離された核酸」（特異的抗体、例えば、抗ＦＧＦ２１抗体への言
及を含む）とは、抗体重鎖及び軽鎖（又はその断片）をコードする１つ以上の核酸分子、
例えば、単一のベクター又は別個のベクター中の核酸分子（複数可）及び宿主細胞内の１
つ以上の位置に存在する核酸分子（複数可）を指す。
【００６２】
　用語「モノクローナル抗体」とは、本明細書で使用される場合、実質的に均一な抗体の
集合から得られる抗体を指す。すなわち、集合に含まれる個々の抗体が、同一であり、及
び／又は同じエピトープに結合するが、但し、例えば、天然に存在する変異又はモノクロ
ーナル抗体製剤の製造中に生じる変異を含む、可能なバリアント抗体は除く。このような
バリアントは、一般的に、少量存在する。異なる決定基（エピトープ）に対して指向され
る異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、モノクローナル抗
体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に対して指向される。したが
って、修飾語「モノクローナル」とは、実質的に同種の抗体集団から得られるという抗体
の特徴を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするものと解釈されるべきで
はない。例えば、本願で開示された主題に従って使用されるモノクローナル抗体は、ハイ
ブリドーマ法、組換えＤＮＡ法、ファージディスプレイ法、及びヒト免疫グロブリン遺伝
子座の全て又は一部を含有するトランスジェニック動物を利用する方法を含むが、これら
に限定されない様々な技法によって作製することができ、かかる方法及び他の例示のモノ
クローナル抗体の作製方法は、本明細書に記載されている。
【００６３】
　「ネイキッド抗体」とは、異種性部分（例えば、細胞傷害性部分）又は放射標識にコン
ジュゲートされていない抗体を指す。ネイキッド抗体は、医薬製剤中に存在し得る。
【００６４】
　「天然抗体」とは、様々な構造を有する天然に存在する免疫グロブリン分子を指す。例
えば、天然ＩｇＧ抗体は、ジスルフィド結合されている２つの同一の軽鎖及び２つの同一
の重鎖からなる約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。Ｎ末端か
らＣ末端まで、各重鎖は、可変重ドメイン又は重鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域（
ＶＨ）を有し、続いて３つの定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２、及びＣＨ３）を有する。同
様に、Ｎ末端からＣ末端まで、各軽鎖は、可変軽ドメイン又は軽鎖可変ドメインとも呼ば
れる可変領域（ＶＬ）を有し、続いて定常軽（ＣＬ）ドメインを有する。抗体の軽鎖は、
その定常ドメインのアミノ酸配列に基づき、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる２
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種類の１つに割り当てられてもよい。
【００６５】
　「精製された」ポリペプチド（例えば、抗体）とは、本明細書で使用される場合、ポリ
ペプチドがその天然環境下で存在するよりもさらに純粋な形態で存在するように、及び／
又は実験室条件下で最初に合成及び／又は増幅されたときに、ポリペプチドの純度が増加
することを指す。純度は、相対用語であり、必ずしも絶対純度を意味しない。
【００６６】
用語「添付文書」とは、本明細書で使用される場合、パッケージの構成要素の使用に関す
る情報を含有する、商用パッケージに習慣的に含まれる指示書を指す。
【００６７】
参照ポリペプチド配列に関する「アミノ酸配列同一性パーセント（％）」は、配列をアラ
インメントし、配列同一性最大パーセントを得るのに必要な場合はギャップを導入した後
に、いかなる保存的置換も配列同一性の部分として考慮せずに、参照ポリペプチド配列に
おけるアミノ酸残基と同一である、候補配列におけるアミノ酸残基の割合として定義され
る。アミノ酸配列同一性パーセントを決定するためのアラインメントは、当技術分野の範
囲内の様々な方式で、例えば、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａ
ｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェアなどの公的に利用可能なコンピュータソフトウ
ェアを使用して達成することができる。当業者であれば、比較される配列の全長にわたる
最大のアラインメントを達成するのに必要な任意のアルゴリズムを含めた、配列を整列さ
せるのに適切なパラメータを決定することができる。しかしながら、本明細書での目的の
ために、アミノ酸配列同一性（％）の値は、配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ
－２を使用して生成される。ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプログラムは、Ｇｅｎ
ｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．の著作であり、ソースコードは、ユーザ文書と共に米国著作権庁
（Ｕ．Ｓ．Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ　Ｏｆｆｉｃｅ、ワシントンＤＣ、２０５５９）に提出さ
れて、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７として登録されている。ＡＬＩＧＮ－２プ
ログラムは、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．（カリフォルニア州サウスサンフランシスコ
）から公的に入手可能であるか、又はソースコードからコンパイルされてもよい。ＡＬＩ
ＧＮ－２プログラムは、デジタルＵＮＩＸ　Ｖ４．０Ｄを含めたＵＮＩＸオペレーティン
グシステムで使用する場合はコンパイルするべきである。全ての配列比較パラメータは、
ＡＬＩＧＮ－２プログラムによって設定され、変動しない。
　ＡＬＩＧＮ－２がアミノ酸配列比較に用いられる状況下で、所与のアミノ酸配列Ｂへの
、それとの、又はそれに対する所与のアミノ酸配列Ａのアミノ酸配列同一性％（あるいは
、所与のアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対するある特定のアミノ酸配列同一
性％を有するか、又は含む所与のアミノ酸配列Ａと表現され得る）は、以下のように計算
される：
　分率Ｘ／Ｙ×１００
【００６８】
　式中、Ｘは、配列整列プログラムＡＬＩＧＮ－２によって、そのプログラムのＡとＢと
のアラインメントにおいて完全な一致としてスコア化されたアミノ酸残基の数であり、Ｙ
は、Ｂ中のアミノ酸残基の総数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと
等しくない場合、Ｂに対するＡのアミノ酸配列同一性（％）は、Ａに対するＢのアミノ酸
配列同一性（％）と等しくはならないことが理解されるだろう。特に別段明記されない限
り、本明細書で使用される全てのアミノ酸配列同一性（％）の値は、ＡＬＩＧＮ－２コン
ピュータプログラムを使用して直前の段落に記載されるように得られる。
【００６９】
　「可変領域」又は「可変ドメイン」との用語とは、抗原に対する抗体の結合に関与する
抗体重鎖又は軽鎖のドメインを指す。天然抗体の重鎖及び軽鎖の可変ドメイン（それぞれ
、ＶＨ及びＶＬ）は、一般に類似の構造を有し、各ドメインが４つの保存フレームワーク
領域（ＦＲ）及び３つの超可変領域（ＣＤＲ）を含む。（例えば、Ｋｉｎｄｔら、「Ｋｕ
ｂｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」、第６版、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．、第
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９１頁（２００７年）を参照されたい。）単一のＶＨ又はＶＬドメインは、抗原結合特異
性を付与するために充分であり得る。さらに、特定の抗原に結合する抗体は、抗原に結合
する抗体のＶＨ又はＶＬドメインを使用し、それぞれ、相補的ＶＬ又はＶＨドメインのラ
イブラリをスクリーニングして、単離してもよい。例えば、Ｐｏｒｔｏｌａｎｏら、「Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１５０巻：第８８０～８８７頁（１９９３年）；Ｃｌａｒｋｓ
ｏｎら、「Ｎａｔｕｒｅ」、第３５２巻：第６２４～６２８頁（１９９１年）を参照され
たい。
【００７０】
用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」、及び「宿主細胞培養」とは、本明細書で同義に使用
され、かかる細胞の子孫を含む、外因性核酸が導入された細胞を指す。宿主細胞としては
、初代形質転換細胞、及び継代の数にかかわらずそれに由来する子孫を含む、「形質転換
体」及び「形質転換細胞」が含まれる。子孫は、親細胞と完全に同一の核酸含量でない場
合があるが、突然変異を含んでもよい。元々の形質転換された細胞についてスクリーニン
グされるか、又は選択されるのと同じ機能又は生物活性を有する変異体子孫が本発明に含
まれる。
【００７１】
　用語「ベクター」とは、本明細書で使用される場合、連結している別の核酸を増殖する
ことができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、及びそ
れが導入された宿主細胞のゲノムに組み込まれるベクターを含む。特定のベクターは、そ
れらが作動可能に連結している核酸の発現を誘導し得る。そのようなベクターは、本明細
書では「発現ベクター」と称される。
【００７２】
　用語「標識」又は「検出可能な標識」とは、本明細書で使用される場合、検出又は定量
化される物質に結合し得る任意の化学基又は部分、例えば、抗体を指す。標識は、物質の
高感度検出又は定量化に好適である検出可能な標識である。検出可能な標識の非限定的な
例としては、発光標識、例えば、蛍光、リン光、化学発光、生物発光、及び電気化学発光
標識、放射性標識、酵素、粒子、磁性物質、及び電気活性種などが挙げられるが、これら
に限定されない。あるいは、検出可能な標識は、特異的結合反応に関与することによって
その存在をシグナル伝達し得る。かかる標識の非限定的な例としては、ハプテン、抗体、
ビオチン、ストレプトアビジン、Ｈｉｓタグ、ニトリロ三酢酸、グルタチオンＳ－トラン
スフェラーゼ、及びグルタチオンなどが挙げられる。
【００７３】
　用語「検出手段」とは、本明細書で使用される場合、あるアッセイで後に読み取られる
シグナル報告により検出可能な抗体の存在を検出するために使用される部分又は技法を指
す。典型的には、検出手段は、例えば、マイクロタイタプレート上で捕捉される標識など
の固定化標識を増幅する検出試薬、例えば、アビジン、ストレプトアビジン－ＨＲＰ、又
はストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノースを使用する。
【００７４】
　用語「検出すること」とは、本明細書では、標的分子、例えばＦＧＦ２１又はその処理
形態の定性的測定と定量的測定との両方を含むように使用される。ある特定の実施形態で
は、検出は、単に試料中の標的分子の存在を特定することと、標的分子が検出可能なレベ
ルで試料中に存在するかを決定することとを含む。
【００７５】
　本明細書で同義に使用される「個体」又は「対象」は、哺乳動物である。哺乳動物には
、家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、及びウマ）、霊長類（例えば、ヒト、及び
サル等の非ヒト霊長類）、ウサギ、及び齧歯類（例えば、マウス及びラット）が含まれる
が、これらに限定されない。ある特定の実施形態では、個体又は対象は、ヒトである。
【００７６】
　「試料」とは、本明細書で使用される場合、より大量の材料のわずか一部を指す。ある
特定の実施形態では、試料は、培養中の細胞、細胞上清、細胞溶解物、血清、血漿、生体
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体液（例えば、血液、血漿、血清、便、尿、リンパ液、腹水、管洗浄液、唾液、及び脳脊
髄液）、及び組織試料を含むが、これらに限定されない。試料の供給源は、固形組織（例
えば、新鮮、凍結、及び／又は保存臓器、組織試料、生検材料、若しくは穿刺液）、血液
若しくは任意の血液成分、体液（例えば、尿、リンパ液、脳脊髄液、羊水、腹腔液、若し
くは間質液）、又は順肝細胞を含む個体由来の細胞であり得る。
ＩＩ．免疫アッセイ
【００７７】
　本願で開示された主題は、ＦＧＦ２１タンパク質の検出及び定量化の方法を提供する。
ある特定の実施形態では、本開示は、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質及び／又は活性Ｆ
ＧＦ２１タンパク質の量を判定するための免疫アッセイを提供する。本開示は、試料中の
活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定するための免疫アッ
セイ法をさらに提供する。ある特定の実施形態では、本開示の免疫アッセイ法は、本明細
書に開示された抗ＦＧＦ２１抗体を使用する。本願で開示された方法で使用される抗ＦＧ
Ｆ２１抗体の非限定的な例は、表８～表１３及び表１６～表１９に提供される。
【００７８】
　ある特定の実施形態では、本開示は、ヒトＦＧＦ２１タンパク質を検出及び定量化する
免疫アッセイ法を提供する。例えば、免疫アッセイ法は、試料中のＦＧＦ２１、例えば、
全ヒトＦＧＦ２１及び／又は活性ヒトＦＧＦ２１タンパク質の検出及び定量化に用いるこ
とができる。本開示の免疫アッセイ法は、サンドイッチアッセイ、酵素結合免疫吸着検定
（ＥＬＩＳＡ）アッセイ、ＥＬＩＳＡのデジタル形態、電気化学アッセイ（ＥＣＬ）アッ
セイ、及び磁気的免疫アッセイ法を含むが、これらに限定されない、当技術分野で公知の
戦略を組み込むことができる。ある特定の実施形態では、免疫アッセイ法は、例えば、単
一分子アレイを用いる単一分子免疫アッセイである。例えば、限定するものではないが、
免疫アッセイ法は、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ器具、例えばＳｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙ
ｚｅｒ（商標）を用いて実施することができる。
【００７９】
　ある特定の実施形態では、本開示の方法は、試料中の捕捉抗ＦＧＦ２１抗体（ｃａｐｔ
ｕｒｅ　ａｎｔｉ－ＦＧＦ２１　ａｎｔｉｂｏｄｙ）のＦＧＦ２１タンパク質への結合が
許容される条件下において、対象から得られた試料を、本明細書に記載されるものなどの
捕捉抗ＦＧＦ２１抗体と接触させることを含む。例えば、限定するものではないが、試料
を、ＦＧＦ２１上に存在するエピトープに結合する捕捉抗体と共にインキュベートして、
試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することができる。試料及び捕捉抗体のインキュベーシ
ョンのための条件は、アッセイの感度を最大にするため及び／又は解離を最小にするため
、並びに試料中に存在するＦＧＦ２１タンパク質が捕捉抗体に結合することを確実にする
ために、選択することができる。
【００８０】
　ある特定の実施形態では、本明細書に開示される免疫アッセイ法で使用される捕捉抗体
は、約０．１μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌの濃度で使用することができる。例えば、
限定するものではないが、捕捉抗体は、約０．１μｇ／ｍｌ～約０．５μｇ／ｍｌ、約０
．１μｇ／ｍｌ～約１．０μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約１．５μｇ／ｍｌ、約０
．１μｇ／ｍｌ～約２．０μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約２．５μｇ／ｍｌ、約０
．１μｇ／ｍｌ～約３．０μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約３．５μｇ／ｍｌ、約０
．１μｇ／ｍｌ～約４．０μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約４．５μｇ／ｍｌ、約０
．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約１．０μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約１
．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約２．０μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約２
．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約３．０μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約３
．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約４．０μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約４
．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約０．５μｇ／ｍｌ～約２．０μｇ／ｍｌ、又は
約０．５μｇ／ｍｌ～約１．０μｇ／ｍｌ、例えば約０．５μｇ／ｍｌの濃度で使用する
ことができる。
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【００８１】
　ある特定の実施形態では、捕捉抗体は、コーティング緩衝液中で希釈することができる
。コーティング緩衝液の非限定的な例として、ＰＢＳ、炭酸塩緩衝液、重炭酸塩緩衝液、
又はそれらの組合せが挙げられる。ある特定の実施形態では、コーティング緩衝液は、炭
酸水素ナトリウムである。ある特定の実施形態では、コーティング緩衝液は、ＰＢＳであ
る。ある特定の実施形態では、コーティング緩衝液は、約１０ｍＭ～約１Ｍの濃度で使用
することができる。例えば、限定するものではないが、コーティング緩衝液は、約１０ｍ
Ｍ～約１００ｍＭ、約１０ｍＭ～約２００ｍＭ、約１０ｍＭ～約３００ｍＭ、約１０ｍＭ
～約４００ｍＭ、約１０ｍＭ～約５００ｍＭ、約１０ｍＭ～約６００ｍＭ、約１０ｍＭ～
約７００ｍＭ、約１０ｍＭ～約８００ｍＭ、約１０ｍＭ～約９００ｍＭ、約１００ｍＭ～
約１Ｍ、約２００ｍＭ～約１Ｍ、約３００ｍＭ～約１Ｍ、約４００ｍＭ～約１Ｍ、約５０
０ｍＭ～約１Ｍ、約６００ｍＭ～約１Ｍ、約７００ｍＭ～約１Ｍ、約８００ｍＭ～約１Ｍ
、又は約９００ｍＭ～約１Ｍの濃度で使用することができる。
【００８２】
　捕捉抗体は、本明細書で使用される場合、固相上に固定化してもよい。例えば、限定す
るものではないが、固相は、例えば、表面、粒子、多孔質マトリクス、及びビーズなどの
形態の支持体を含む、免疫測定アッセイにおいて有用な任意の不活性支持体又は担体であ
り得る。一般に使用されている支持体の非限定的な例としては、小シート、ＳＥＰＨＡＤ
ＥＸ（登録商標）、ゲル、ポリ塩化ビニル、プラスチックビーズ、並びにポリエチレン、
ポリプロピレン、及びポリスチレンなどから製造されたアッセイプレート又は試験管、例
えば、９６ウェルマイクロタイタプレート、並びに濾紙等の粒子材料、アガロース、架橋
デキストラン、及び他の多糖が挙げられる。ある特定の実施形態では、固定化に使用され
る固相は、ビーズであってもよい。例えば、限定するものではないが、本明細書に開示さ
れる捕捉抗体は、常磁性ビーズに固定化される。ある特定の実施形態では、固定化捕捉抗
体は、一度にいくつかの試料を分析するために使用され得るマイクロタイタプレート上に
コーティングされる。
【００８３】
　ある特定の実施形態では、捕捉抗体に結合した常磁性ビーズは、約０．１×１０７ビー
ズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、例えば、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～
約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～約１．０×１０７ビー
ズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～約２．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×
１０７ビーズ／ｍｌ～約３．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～
約４．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～約５．０×１０７ビー
ズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～約６．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×
１０７ビーズ／ｍｌ～約７．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～
約８．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．１×１０７ビーズ／ｍｌ～約９．０×１０７ビー
ズ／ｍｌ、約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約１．０
×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約２．０×１０７ビーズ／ｍ
ｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約３．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１
０７ビーズ／ｍｌ、約４．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、
約５．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約６．０×１０７ビ
ーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約７．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０
．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約８．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ
／ｍｌ、約９．０×１０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．５×
１０７ビーズ／ｍｌ～約１．０×１０７ビーズ／ｍｌ、約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ～
約２．０×１０７ビーズ／ｍｌ、又は約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ～約３．０×１０７

ビーズ／ｍｌの濃度で使用することができる。ある特定の実施形態では、常磁性ビーズは
、約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ～約２．０×１０７ビーズ／ｍｌの濃度で使用すること
ができる。ある特定の実施形態では、常磁性ビーズは、１．０×１０７ビーズ／ｍｌ、例
えば約１．２２×１０７ビーズ／ｍｌの濃度、又は約０．５×１０７ビーズ／ｍｌ、例え
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ば約０．５９×１０７ビーズ／ｍｌの濃度で使用することができる。
【００８４】
　本明細書に開示された免疫アッセイ法は、試料－捕捉抗体組合せ材料を検出抗体と接触
させることをさらに含み得る。ある特定の実施形態では、検出抗体は、ＦＧＦ２１上に存
在するエピトープに結合する。ある特定の実施形態では、検出抗体は試料－捕捉抗体組合
せ材料上に存在するエピトープに結合するが、ＦＧＦ２１の不在下では捕捉抗体上には結
合しない。ある特定の実施形態では、試料－捕捉抗体の組合せに結合した検出抗体を、続
いて、検出手段、例えば１つ以上の検出試薬を用いて、検出抗体について測定又は定量し
て、検出抗体によって結合されたＦＧＦ２１タンパク質、例えば全ＦＧＦ２１又は活性Ｆ
ＧＦ２１タンパク質の量を判定する。
【００８５】
　ある特定の実施形態では、検出抗体は、約０．１μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌの濃
度で使用することができる。例えば、限定するものではないが、検出抗体は、約０．１μ
ｇ／ｍｌ～約０．５μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約１．０μｇ／ｍｌ、約０．１μ
ｇ／ｍｌ～約１．５μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約２．０μｇ／ｍｌ、約０．１μ
ｇ／ｍｌ～約２．５μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約３．０μｇ／ｍｌ、約０．１μ
ｇ／ｍｌ～約３．５μｇ／ｍｌ、約０．１μｇ／ｍｌ～約４．０μｇ／ｍｌ、約０．１μ
ｇ／ｍｌ～約４．５μｇ／ｍｌ、約０．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約１．０μ
ｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約１．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約２．０μ
ｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約２．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約３．０μ
ｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約３．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約４．０μ
ｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約４．５μｇ／ｍｌ～約５．０μｇ／ｍｌ、約１．０μ
ｇ／ｍｌ～約３．０μｇ／ｍｌ、約０．５μｇ／ｍｌ～約３．０μｇ／ｍｌ、又は約０．
５μｇ／ｍｌ～約２．０μｇ／ｍｌの濃度で使用することができる。ある特定の実施形態
では、全ＦＧＦ２１タンパク質を検出するための免疫アッセイは、約０．１μｇ／ｍｌ～
約１．０μｇ／ｍｌ、例えば約０．４μｇ／ｍｌ又は約０．８μｇ／ｍｌの濃度の検出抗
体を使用することができる。ある特定の実施形態では、活性ＦＧＦ２１タンパク質を検出
するための免疫アッセイは、約１．０μｇ／ｍｌ～約３．０μｇ／ｍｌ、例えば約１．１
μｇ／ｍｌ又は約２．１μｇ／ｍｌの濃度の検出抗体を使用することができる。
【００８６】
　ある特定の実施形態では、開示された方法で使用するための抗ＦＧＦ２１抗体を標識す
ることができる。標識には、直接的に検出される標識又は部分、例えば、蛍光標識、発色
団標識、高電子密度標識、化学発光標識、及び放射性標識など、並びに例えば、酵素反応
又は分子相互作用を介して間接的に検出される部分、例えば、酵素又はリガンドが含まれ
るがこれらに限定されない。標識の非限定的な例としては、放射性同位体３２Ｐ、１４Ｃ
、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３１Ｉ、希土類キレート又はフルオレセイン及びその誘導体な
どのフルオロフォア、ローダミン及びその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシフ
ェラーゼ、例えば、ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ（米国特許第４，７３
７，４５６号）、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン、ホースラディッシ
ュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グル
コアミラーゼ、リゾチーム、糖質オキシダーゼ、例えば、グルコースオキシダーゼ、ガラ
クトースオキシダーゼ、及びグルコース－６－リン酸塩デヒドロゲナーゼ、過酸化水素を
用いて色素前駆体を酸化させる酵素、例えば、ＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、又はマ
イクロペルオキシダーゼとカップリングされたウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼな
どの複素環式オキシダーゼ、ビオチン／アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識
、並びに安定した遊離ラジカルなどが挙げられる。ある特定の実施形態では、検出抗体は
ビオチンで標識され、例えば、検出抗体はビオチンにコンジュゲートされる。
【００８７】
　ある特定の実施形態では、ビオチン化検出抗体の検出試薬は、アビジン、ストレプトア
ビジン－ＨＲＰ、又はストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース（ＳＢＧ）であ
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る。ある特定の実施形態では、検出試薬の読み出しは、蛍光又は比色である。例えば、限
定するものではないが、テトラメチルベンジジン及び過酸化水素を読み出しとして使用す
ることができる。ある特定の実施形態では、検出試薬がストレプトアビジン－ＨＲＰであ
る場合、テトラメチルベンジジン及び過酸化水素を使用することによって、読み出しを比
色測定することができる。あるいは、ある特定の実施形態では、レゾルフィンβ－Ｄ－ガ
ラクトピラノシドを読み出しとして使用することができる。例えば、限定するものではな
いが、検出試薬がＳＢＧである場合、レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシドを使用す
ることによって、読み出しを蛍光測定することができる。
【００８８】
　ある特定の実施形態では、検出試薬、例えばＳＢＧは、約５０～約５００ｐＭの濃度で
使用することができる。例えば、限定するものではないが、検出試薬は、約５０～約１０
０ｐＭ、約５０～約１５０ｐＭ、約５０～約２００ｐＭ、約５０～約２５０ｐＭ、約５０
～約３００ｐＭ、約５０～約３５０ｐＭ、約５０～約４００ｐＭ、約５０～約４５０ｐＭ
、約１００～約５００ｐＭ、約１５０～約５００ｐＭ、約２００～約５００ｐＭ、約２５
０～約５００ｐＭ、約３００～約５００ｐＭ、約３５０～約５００ｐＭ、約４００～約５
００ｐＭ、約４５０～約５００ｐＭ、約１００～約４００ｐＭ、又は約２００～約４００
ｐＭの濃度で使用することができる。ある特定の実施形態では、検出試薬は、約１００ｐ
Ｍ～約４００ｐＭの濃度で使用することができ、例えば、ＳＢＧは、約１１０ｐＭ、約１
５５ｐＭ、又は約３１０ｐＭの濃度で使用することができる。ある特定の実施形態では、
ＳＢＧは約３１０ｐＭの濃度で使用される。ある特定の実施形態では、検出試薬、例えば
ＨＲＰは、約１／１０～約１／１０００の希釈で使用することができる。例えば、限定す
るものではないが、検出試薬は、約１／１０～約１／１００、約１／１０～約１／５００
、約１／１００～約１／１０００、又は約１／５００～約１／１０００の希釈で使用する
ことができる。ある特定の実施形態では、検出試薬は約１／１００～約１／１０００の希
釈で使用することができ、例えばＨＲＰは約１／１００又は約１／５００の希釈で使用す
ることができる。
【００８９】
　ある特定の実施形態では、本開示の方法は、ブロッキング緩衝液で捕捉抗体を遮断する
ことを含み得る。ある特定の実施形態では、ブロッキング緩衝液には、ＰＢＳ、ウシ血清
アルブミン（ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ　ａｌｂｕｍｉｎ：ＢＳＡ）、及び／又は殺生物
剤、例えば、ＰｒｏＣｌｉｎ（商標）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ州セント
ルイス）を挙げることができる。ある特定の実施形態では、本方法は、複数の洗浄工程を
含んでもよい。ある特定の実施形態では、洗浄に使用する溶液は、一般に、限定されるも
のではないが、界面活性剤、例えばＴｗｅｅｎ　２０を含むＰＢＳ緩衝液などの緩衝液（
例えば、「洗浄緩衝液」）である。例えば、限定するものではないが、捕捉抗体は遮断後
に洗浄することができ、及び／又は試料は、捕捉されていない材料を除去するために、例
えば洗浄によって捕捉抗体から分離することができる。
【００９０】
　ある特定の実施形態では、本開示の免疫アッセイ法を使用して、例えばＦＧＦ２１の全
長型及び処理形態を検出することによって、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出
することができる。例えば、限定するものではないが、全ＦＧＦ２１タンパク質を検出す
るための免疫アッセイ法は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内、例えば配列番号１
のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する１つ以上の抗体を使用する
ことができる。ある特定の実施形態では、捕捉抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１
７２内に存在するエピトープに結合する抗体であり、検出抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸
残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する抗体である。ある特定の実施形態では
、捕捉抗体及び検出抗体は同一の抗体である一方で、他の実施形態では、捕捉抗体及び検
出抗体は異なる抗体であるが、両方ともＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在す
るエピトープに結合する。ある特定の実施形態では、該捕捉抗体及び該検出抗体は、ＦＧ
Ｆ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。例えば、限定するも
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のではないが、捕捉抗体及び検出抗体は、重複しないＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７
２内の異なるエピトープに結合する。ある特定の実施形態では、捕捉抗体及び該検出抗体
は、部分的に重複するＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内のエピトープに結合する。
【００９１】
　ある特定の実施形態では、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定する免疫アッセ
イは、（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕
捉抗体を該試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、（ｂ）該試
料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトー
プに結合する検出抗体と接触させることと、（ｃ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合し
た該検出抗体を検出することと、（ｄ）結合した該検出抗体のレベルに基づき、該試料中
に存在する全ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出することと、を含むことができる。
【００９２】
　ある特定の実施形態では、本開示の免疫アッセイ法を使用して、例えばそのＣ末端断片
を保持するＦＧＦ２１タンパク質によって、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検
出することができる。ある特定の実施形態では、全ＦＧＦ２１タンパク質を検出するため
の免疫アッセイ法は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内、例えば配列番号１の
アミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する１つ以上の抗体と、ＦＧ
Ｆ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する１つ以上の抗体と、
を使用することができる。例えば、限定するものではないが、活性ＦＧＦ２１タンパク質
の量を検出する免疫アッセイ法は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエ
ピトープに結合する捕捉抗体と、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在する
エピトープに結合する検出抗体と、を使用することができる。ある特定の実施形態では、
ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２に結合する検出抗体は、カタログ番号３１００
２として販売されているＥｐｉｔｏｐｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（カリフォ
ルニア州サンディエゴ）製の抗ＦＧＦ２１抗体であってもよい。ある特定の実施形態では
、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２に結合する検出抗体は、カタログ番号３０６
６１として販売されているＥｐｉｔｏｐｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（カリフ
ォルニア州サンディエゴ）製の抗ＦＧＦ２１抗体であってもよい。ある特定の実施形態で
は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を判定する免疫アッセイ法は、（ａ）ＦＧＦ
２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗体を該試料と接
触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、（ｂ）該試料－捕捉抗体組合せ
材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する検
出抗体と接触させることと、（ｃ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該検出抗体を
検出することと、（ｄ）結合した該検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する活性
ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出することと、を含むことができる。
【００９３】
　本開示は、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判
定するための免疫アッセイ法をさらに提供する。例えば、限定するものではないが、その
ような方法は、全ＦＧＦ２１タンパク質を検出するための免疫アッセイを、活性ＦＧＦ２
１タンパク質を検出するための免疫アッセイと組み合わせることを含んでもよい。ある特
定の実施形態では、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比
率を判定する免疫アッセイ法は、（ａ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に
存在するエピトープに結合する第１の捕捉抗体を該試料と接触させて、第１の試料－捕捉
抗体組合せ材料を生成すること、（ｉｉ）該第１の試料－捕捉抗体組合せ材料をＦＧＦ２
１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体と接触さ
せること、（ｉｉｉ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第１の検出抗体を検出す
ること、及び（ｉｖ）結合した該第１の検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する
全ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出することと、（ｂ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基
５～１７２内に存在するエピトープに結合する第２の捕捉抗体を該試料と接触させて、第
２の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成すること、（ｉｉ）該第２の試料－捕捉抗体組合せ
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材料をＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する第２
の検出抗体と接触させること、（ｉｉｉ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第２
の検出抗体を検出すること、及び（ｉｖ）結合した該第２の検出抗体のレベルに基づき、
該試料中に存在する活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を算出することと、を含むことができ
る。この方法は、工程（ａ）で測定した該全ＦＧＦ２１タンパク質の量を、工程（ｂ）で
測定した該活性ＦＧＦ２１タンパク質の量と比較して、該試料中の活性ＦＧＦ２１タンパ
ク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定することと、をさらに含むことができる。
ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体は、同一の抗体である。
あるいは、ある特定の実施形態では、第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体は異なる抗体で
あるが、両方ともＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合す
る。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び該第１の検出抗体は、ＦＧＦ２１の
アミノ酸残基５～１７２内の異なるエピトープに結合する。例えば、限定するものではな
いが、第１の捕捉抗体及び第１の検出抗体は、重複しないＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～
１７２内の異なるエピトープに結合する。ある特定の実施形態では、第１の捕捉抗体及び
第１の検出抗体は、部分的に重複するＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内のエピトー
プに結合する。
【００９４】
　ある特定の実施形態では、本明細書に開示された免疫アッセイ法は、約２ｐｇ／ｍｌ～
約２０ｐｇ／ｍｌの検出感度、例えばウェル内感度を有する。例えば、限定するものでは
ないが、本明細書に開示の免疫アッセイは、約２ｐｇ／ｍｌ～約３ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ
／ｍｌ～約４ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約５ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約６ｐｇ
／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約７ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約８ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ
／ｍｌ～約１０ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１１ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１
２ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１３ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１４ｐｇ／ｍｌ
、約２ｐｇ／ｍｌ～約１５ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１６ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／
ｍｌ～約１７ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１８ｐｇ／ｍｌ、約２ｐｇ／ｍｌ～約１９
ｐｇ／ｍｌ、約３ｐｇ／ｍｌ～約１５ｐｇ／ｍｌ、約３ｐｇ／ｍｌ～約１０ｐｇ／ｍｌ、
又は約３ｐｇ／ｍｌ～約５ｐｇ／ｍｌの感度を有する。ある特定の実施形態では、本明細
書に開示の免疫アッセイは、約２ｐｇ／ｍｌ以上、１ｐｇ／ｍｌ以上、又は０．５ｐｇ／
ｍｌ以上の感度を有する。ある特定の実施形態では、本明細書に開示の免疫アッセイは、
検出感度、例えば約０．２ｐｇ／ｍｌ～約２．０ｐｇ／ｍｌのウェル内感度、例えば、約
０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌ、約０．２ｐｇ／ｍｌ～約１．０ｐｇ／ｍｌ又は
約０．２ｐｇ／ｍｌ～約１．５ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有する。例えば、限定するも
のではないが、本明細書に開示の免疫アッセイ、例えばＳｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ（商標）を用いる単一分子免疫アッセイは、感度、例えば約０．２ｐｇ／ｍｌ～
約０．５ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有する。
【００９５】
　本開示の免疫アッセイ法によって分析される試料は、臨床試料、培養中の細胞、細胞上
清、細胞溶解物、血清試料、血漿試料、他の生体体液（例えば、リンパ液）試料、又は組
織試料であり得る。ある特定の実施形態では、試料の供給源は、固体組織（例えば、新鮮
、凍結、及び／又は保存臓器、組織試料、血清、血漿、生検材料、又は穿刺液由来）、又
は対象由来の細胞であり得る。ある特定の実施形態では、試料は、血液試料である。ある
特定の実施形態では、試料は、血漿試料である。ある特定の実施形態では、試料、例えば
、血液又は血漿試料を対象から得て、１つ以上のプロテアーゼ、エステラーゼ、ＤＤＰ－
ＩＶ、及び／又はホスファターゼ阻害剤で処理することができる。例えば、限定するもの
ではないが、試料を、プロテアーゼ及びホスファターゼ阻害剤のカクテル、例えばＭＳ－
ＳＡＦＥ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、ミズーリ州セントルイス）で処理することがで
きる。ある特定の実施形態では、試料は、抗凝固剤で処理されるか、又は抗凝固剤、例え
ばＫ２－ＥＤＴＡを含有するチューブ内に収集される。ある特定の実施形態では、試料は
、Ｐ８００血液収集システム（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、カリフォルニア州サンノ
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ゼ）を用いて収集することができる。
ＩＩＩ．抗体
【００９６】
　本開示は、ＦＧＦ２１に結合する抗体、例えばヒトＦＧＦ２１をさらに提供する。本開
示の抗体は、試料中のＦＧＦ２１タンパク質レベルの検出及び定量化に有用である。ある
特定の実施形態では、本開示の抗体は、本明細書に開示されるＦＧＦ２１タンパク質を検
出及び定量化する免疫アッセイ法において使用することができる。例えば、限定するもの
ではないが、本開示の抗体を用いて、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質及び／又は活性Ｆ
ＧＦ２１タンパク質のレベルを検出することができる。
【００９７】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、ヒト化され得る。ある特定の実施形態では
、本開示の抗体は、アクセプタヒトフレームワーク、例えば、ヒト免疫グロブリンフレー
ムワーク又はヒトコンセンサスフレームワークを含む。ある特定の実施形態では、本開示
の抗体は、キメラ抗体、ヒト化抗体、又はヒト抗体を含むモノクローナル抗体であり得る
。例えば、限定するものではないが、本開示の抗体は、キメラであり得る。ある特定の実
施形態では、本開示の抗体は、抗体断片、例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖ、
ダイアボディ、又はＦ（ａｂ’）２断片であり得る。ある特定の実施形態では、抗体は、
ＩｇＧである。ある特定の実施形態では、抗体は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及び
ＩｇＧ４から選択される。ある特定の実施形態では、抗体は、完全長抗体、例えば、本明
細書において定義されるインタクトなＩｇＧ１抗体、又は他の抗体クラス若しくはアイソ
タイプである。ある特定の実施形態では、本明細書で開示の抗ＦＧＦ２１抗体を標識する
ことができ、例えば、ビオチンにコンジュゲートすることができる。ある特定の実施形態
では、本開示の抗体は、以下に詳述される項目１～項目７に記載されるような特徴のうち
のいずれかを単独で又は組合せで組み込み得る。
【００９８】
Ａ．例示の抗ＦＧＦ２１抗体
　本開示は、ＦＧＦ２１タンパク質に結合する単離された抗体を提供する。ある特定の実
施形態では、本開示の抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２、例えば配列番号１
のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合することができる。ある特定の
実施形態では、本開示の抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２、例えば配列
番号１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合することができる。
ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１～４、例えば配
列番号１のアミノ酸残基１～４内に存在するエピトープには結合しない。抗ＦＧＦ２１抗
体の非限定的な例は、表８～表１３及び表１６～表１９、並びに図４１Ａ～図４１Ｂに開
示されている。
【００９９】
　本開示は抗ＦＧＦ２１抗体を提供し、ある特定の実施形態では、該抗ＦＧＦ２１抗体は
、（ａ）配列番号２６～２９のいずれか１つのアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１及びその
保存的置換と、（ｂ）配列番号３０～３３のいずれか１つのアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ２及びその保存的置換と、（ｃ）配列番号３４～３７のいずれか１つのアミノ酸配列を
含むＣＤＲ－Ｈ３及びその保存的置換と、（ｄ）配列番号３８～４１のいずれか１つのア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１及びその保存的置換と、（ｅ）配列番号４２～４５を含む
ＣＤＲ－Ｌ２及びその保存的置換と、（ｆ）配列番号４６～４９のいずれか１つのアミノ
酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ３及びその保存的置換と、から選択される少なくとも１つ、２つ
、３つ、４つ、５つ、又は６つのＣＤＲを含む。
【０１００】
　本開示は抗ＦＧＦ２１抗体を提供し、ある特定の実施形態では、該抗ＦＧＦ２１抗体は
、（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１及びその保存的置換と、（ｂ）
配列番号３０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２及びその保存的置換と、（ｃ）配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ３及びその保存的置換と、（ｄ）配列番号３８のア
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ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１及びその保存的置換と、（ｅ）配列番号４２のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ－Ｌ２及びその保存的置換と、（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ－Ｌ３及びその保存的置換と、を含む。
【０１０１】
　本開示は抗ＦＧＦ２１抗体を提供し、ある特定の実施形態では、該抗ＦＧＦ２１抗体は
、（ａ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１及びその保存的置換と、（ｂ）
配列番号３１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２及びその保存的置換と、（ｃ）配列番号
３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ３と、（ｄ）配列番号３９のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ－Ｌ１及びその保存的置換と、（ｅ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ
２及びその保存的置換と、（ｆ）配列番号４７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ３及びそ
の保存的置換と、を含む。
【０１０２】
　本開示は抗ＦＧＦ２１抗体を提供し、ある特定の実施形態では、該抗ＦＧＦ２１抗体は
、（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１及びその保存的置換と、（ｂ）
配列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２及びその保存的置換と、（ｃ）配列番号
３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ３及びその保存的置換と、（ｄ）配列番号４０のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１及びその保存的置換と、（ｅ）配列番号４４のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ－Ｌ２及びその保存的置換と、（ｆ）配列番号４８のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ－Ｌ３及びその保存的置換と、を含む。
【０１０３】
　本開示は抗ＦＧＦ２１抗体を提供し、ある特定の実施形態では、該抗ＦＧＦ２１抗体は
、（ａ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１及びその保存的置換と、（ｂ）
配列番号３３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２及びその保存的置換と、（ｃ）配列番号
３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ３及びその保存的置換と、（ｄ）配列番号４１のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１及びその保存的置換と、（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ－Ｌ２及びその保存的置換と、（ｆ）配列番号４９のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ－Ｌ３及びその保存的置換と、を含む。
【０１０４】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５４～５７及び配列
番号７２～７５のいずれか１つのアミノ酸配列に対して、少なくとも９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列
同一性を有する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）配列を含む。ある特定の実施形態では、少なく
とも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は
９９％の同一性を有するＶＨ配列は、参照配列と比較して、置換（例えば、保存的置換）
、挿入、又は欠失を含有するが、その配列を含む抗ＦＧＦ２１抗体は、ＦＧＦ２１に結合
する能力を保持する。ある特定の実施形態では、合計１～１０個のアミノ酸が、置換、挿
入、及び／又は欠失されている。ある特定の実施形態では、置換、挿入、又は欠失は、Ｃ
ＤＲの外側の領域で（すなわち、ＦＲで）生じる。ある特定の実施形態では、本開示の抗
ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５４～５７及び配列番号７２～７５のいずれか１つのアミノ
酸配列を含むＶＨ配列を備える。
【０１０５】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５０～５３及び配列
番号６８～７１のいずれか１つのアミノ酸配列に対して、少なくとも９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列
同一性を有する軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）配列を含む。ある特定の実施形態では、少なく
とも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は
９９％の同一性を有するＶＬ配列は、参照配列と比較して、置換（例えば、保存的置換）
、挿入、又は欠失を含有するが、その配列を含む抗ＦＧＦ２１抗体は、ＦＧＦ２１に結合
する能力を保持する。ある特定の実施形態では、合計１～１０個のアミノ酸が、置換、挿
入、及び／又は欠失されている。ある特定の実施形態では、置換、挿入、又は欠失は、Ｃ
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ＤＲの外側の領域で（すなわち、ＦＲで）生じる。ある特定の実施形態では、本開示の抗
ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５０～５３及び配列番号６８～７１のいずれか１つのアミノ
酸配列を含むＶＬ配列を備える。
【０１０６】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５４のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５０のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３０のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４２の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１０７】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５５のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５１のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３１のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号３９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４３の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１０８】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５６のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５２のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３２のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号４０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４４の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１０９】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５７のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号５３のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３３のア
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ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４５の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１１０】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７５のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７１のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３０のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４２の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１１１】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７４のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７０のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３１のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号３９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４３の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１１２】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７３のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６９のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３２のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号４０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４４の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１１３】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号７２のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＨ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６８のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
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９％、又は１００％の配列同一性を有するＶＬ配列を含む。ある特定の実施形態では、Ｖ
Ｈは、（ａ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ１、（ｂ）配列番号３３のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－
Ｈ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。ある特定の実施形態では、
ＶＬは、（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ１、（ｂ）配列番号４５の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ－Ｌ２、及び（ｃ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
－Ｌ３から選択される、１つ、２つ、又は３つのＣＤＲを含む。
【０１１４】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２２～２５及び配列
番号６４～６７のいずれか１つのアミノ酸配列に対して、少なくとも９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列
同一性を有する完全長重鎖（ＨＣ）配列を含む。ある特定の実施形態では、少なくとも９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％
の同一性を有するＨＣ配列は、参照配列と比較して、置換（例えば、保存的置換）、挿入
、又は欠失を含有するが、その配列を含む抗ＦＧＦ２１抗体は、ＦＧＦ２１に結合する能
力を保持する。ある特定の実施形態では、合計１～１０個のアミノ酸が、置換、挿入、及
び／又は欠失されている。ある特定の実施形態では、置換、挿入、又は欠失は、ＣＤＲの
外側の領域で（すなわち、ＦＲで）生じる。ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ
２１抗体は、配列番号２２～２５及び配列番号６４～６７のいずれか１つのアミノ酸配列
を含むＨＣ配列を備える。
【０１１５】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号１８～２１及び配列
番号６０～６３のいずれか１つのアミノ酸配列に対して、少なくとも９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、又は１００％の配列
同一性を有する完全長軽鎖（ＬＣ）配列を含む。ある特定の実施形態では、少なくとも９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％
の同一性を有するＬＣ配列は、参照配列と比較して、置換（例えば、保存的置換）、挿入
、又は欠失を含有するが、その配列を含む抗ＦＧＦ２１抗体は、ＦＧＦ２１に結合する能
力を保持する。ある特定の実施形態では、合計１～１０個のアミノ酸が、置換、挿入、及
び／又は欠失されている。ある特定の実施形態では、置換、挿入、又は欠失は、ＣＤＲの
外側の領域で（すなわち、ＦＲで）生じる。ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ
２１抗体は、配列番号１８～２１及び配列番号６０～６３のいずれか１つのアミノ酸配列
を含むＬＣ配列を備える。
【０１１６】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２２のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号１８のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１１７】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２３のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号１９のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１１８】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２４のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
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％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２０のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１１９】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２５のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号２１のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１２０】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６７のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６３のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１２１】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６６のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６２のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１２２】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６５のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６１のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１２３】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６４のアミノ酸配列
に対して、少なくとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、又は１００％の配列同一性を有するＨＣ配列を含む。ある特定の実
施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、配列番号６０のアミノ酸配列に対して、少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、又は１００％の配列同一性を有するＬＣ配列を含む。
【０１２４】
　ある特定の実施形態では、上に示した実施形態のいずれかにおけるＶＨと、上に示した
実施形態のいずれかにおけるＶＬとを含む、抗ＦＧＦ２１抗体が提供される。ある特定の
実施形態では、上に示した実施形態のいずれかにおける完全長ＨＣと、上に示した実施形
態のいずれかにおける完全長ＬＣとを含む、抗ＦＧＦ２１抗体が提供される。
【０１２５】
１．抗体親和性
　ある特定の実施形態では、本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、１Ｍ以下、１００ｍＭ以下、
１０ｍＭ以下、１ｍＭ以下、１００μＭ以下、１０μＭ以下、１μＭ以下、１００ｎＭ以
下、１０ｎＭ以下、１ｎＭ以下、０．１ｎＭ以下、０．０１ｎＭ以下、又は０．００１ｎ
Ｍ以下の解離定数（Ｋｄ）を有し得る。ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、約１
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０－３以下又は１０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍ～１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍ～
１０－１３ＭのＫｄを有してもよい。ある特定の実施形態では、本明細書で公開される抗
ＦＧＦ２１抗体は、約１０－１０Ｍ～１０－１３ＭのＫｄを有してもよい。例えば、限定
するものではないが、本開示の捕捉抗体又は検出抗体は、約１０－１０Ｍ～１０－１３Ｍ
のＫｄでＦＧＦ２１に結合する。
【０１２６】
　ある特定の実施形態では、Ｋｄは、放射標識抗原結合アッセイ（ｒａｄｉｏｌａｂｅｌ
ｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｓｓａｙ：ＲＩＡ）によって測定され得る。
ある特定の実施形態では、ＲＩＡは、目的とされる抗体のＦａｂバージョン及びその抗原
で実行され得る。例えば、限定するものではないが、抗原に対するＦａｂの溶液結合親和
性は、未標識抗原の一連の滴定の存在下で、Ｆａｂを最小濃度の（１２５Ｉ）標識抗原と
平衡化し、その後抗Ｆａｂ抗体コーティングプレートと結合した抗原を捕捉することによ
って測定される（例えば、Ｃｈｅｎら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第２９３巻：第８
６５～８８１頁（１９９９年）を参照されたい）。アッセイの条件を確立するために、Ｍ
ＩＣＲＯＴＩＴＥＲ（登録商標）マルチウェルプレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）を、５０ｍＭの炭酸ナトリウム（ｐＨ９．６）中の５μｇ／ｍｌの捕捉用抗Ｆａ
ｂ抗体（Ｃａｐｐｅｌ　Ｌａｂｓ）で一晩コーティングし、その後、ＰＢＳ中の２％（ｗ
／ｖ）ウシ血清アルブミンで２～５時間にわたって室温（およそ２３℃）で遮断する。非
吸着性プレート（Ｎｕｎｃ番号２６９６２０）中、１００ｐＭ又は２６ｐＭの［１２５Ｉ
］－抗原を、目的とされるＦａｂの段階希釈液と混合する（例えば、Ｐｒｅｓｔａら、「
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．」、第５７巻：第４５９３～４５９９頁（１９９７年）における
抗ＶＥＧＦ抗体Ｆａｂ－１２の評価と一貫する）。その後、目的とするＦａｂを一晩イン
キュベートするが、インキュベーションをより長い期間（例えば、約６５時間）続けて、
平衡に達することを確実にすることができる。その後、室温でのインキュベーション（例
えば、１時間）のために混合物を捕捉プレートに移す。次に、溶液を除去し、プレートを
、ＰＢＳ中０．１％のポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ－２０（登録商標））で８回洗浄
する。プレートが乾燥したら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質（ＭＩＣＲＯＳＣＩＮＴ－
２０（商標）、Ｐａｃｋａｒｄ）を添加し、プレートをＴＯＰＣＯＵＮＴ（商標）ガンマ
カウンタ（Ｐａｃｋａｒｄ）により１０分間計数する。最大結合の２０％以下をもたらす
各Ｆａｂの濃度を競合結合アッセイでの使用に選択する。
【０１２７】
　ある特定の実施形態では、Ｋｄは、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）表面プラズモン共鳴ア
ッセイを用いて測定することができる。例えば、限定するものではないが、ＢＩＡＣＯＲ
Ｅ（登録商標）－２０００、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）－３０００、ＢＩＡＣＯＲＥ　
Ｘ１００、又はＢＩＡＣＯＲＥ　Ｔ２００処理ユニット（Ｂｉａｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．、ニ
ュージャージー州ピスカタウェイ）を用いたアッセイを、約１０応答単位（ｒｅｓｐｏｎ
ｓｅ　ｕｎｉｔ：ＲＵ）での固定化抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃で実施する。ある特
定の実施形態では、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサチップ（ＣＭ５、Ｂｉ
ａｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．）を、供給業者の指示書に従って、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメ
チルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキシスクシンイ
ミド（ＮＨＳ）で活性化する。抗原をｐＨ４．８である１０ｍＭの酢酸ナトリウムによっ
て５μｇ／ｍｌ（約０．２μＭ）に希釈した後、５μｌ／分の流量で注入し、カップリン
グされたタンパク質のおよそ１０応答単位（ＲＵ）を達成する。抗原の注入後、１Ｍのエ
タノールアミンを注入して、未反応基を遮断する。反応速度測定のために、Ｆａｂの２倍
段階希釈液（０．７８ｎＭ～５００ｎＭ）を、２５℃の０．０５％ポリソルベート２０（
ＴＷＥＥＮ－２０（商標））界面活性剤（ＰＢＳＴ）を有するＰＢＳ中におよそ２５μｌ
／分の流量で注入する。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）を、会合センサグ
ラム及び解離センサグラムを同時に適合することによって、単純１対１Ｌａｎｇｍｕｉｒ
結合モデル（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ第３
．２版）を使用して計算する。平衡解離定数（Ｋｄ）を、ｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として計算
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し得る。例えば、Ｃｈｅｎら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第２９３巻：第８６５～８
８１頁（１９９９年）を参照されたい。オン速度が、上記の表面プラズモン共鳴アッセイ
によって、１０６Ｍ－１ｓ－１を超える場合、オン速度は、撹拌されたキュベットを備え
るストップトフロー装着分光光度計（Ａｖｉｖ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）又は８０００
シリーズＳＬＭ－ＡＭＩＮＣＯ（商標）分光光度計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ
）等の分光計において測定される、漸増濃度の抗原の存在下で、２５℃でのＰＢＳ（ｐＨ
７．２）中の２０ｎＭ抗－抗原抗体（Ｆａｂ型）の蛍光発光強度（励起＝２９５ｎｍ、発
光＝３４０ｎｍ、１６ｎｍ帯域通過）の増加又は減少を測定する、蛍光消光技法を使用す
ることによって、判定することができる。
【０１２８】
２．抗体断片
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、抗体断片である。抗体断片としては、Ｆａ
ｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、及びｓｃＦｖ断片、並びに以下
に記載する他の断片が挙げられるがこれらに限定されない。特定の抗体断片の総説として
は、Ｈｕｄｓｏｎら、「Ｎａｔ　Ｍｅｄ．」、第９巻：第１２９～１３４頁（２００３年
）を参照のこと。ｓｃＦｖ断片の参照には、例えば、「Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇ
ｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、第１１３巻、Ｒｏｓｅｎｂ
ｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ　ｅｄｓ．（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、ニューヨー
ク）、第２６９～３１５頁（１９９４年）中のＰｌｕｃｋｔｈｕｎを参照のこと。また、
国際公開第９３／１６１８５号、並びに米国特許第５，５７１，８９４号及び同第５，５
８７，４５８号も参照のこと。サルベージ受容体結合エピトープ残基を含み、インビボで
の半減期が長くなったＦａｂ及びＦ（ａｂ’）２断片の説明については、米国特許第５，
８６９，０４６号を参照されたい。
【０１２９】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体はダイアボディであり得る。ダイアボディは、
二価であっても又は二重特異性であってもよい、２つの抗原結合部位を含む抗体断片であ
る。例えば、欧州特許第４０４，０９７号、国際公開第１９９３／０１１６１号、Ｈｕｄ
ｓｏｎら、「Ｎａｔ　Ｍｅｄ．」、第９巻：第１２９～１３４頁（２００３年）、及びＨ
ｏｌｌｉｎｇｅｒら、「Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ」、第９０巻：
第６４４４～６４４８頁（１９９３年）を参照されたい。本開示の抗体の範囲内にある追
加の抗体断片である、トリアボディ及びテトラボディはまた、Ｈｕｄｓｏｎら、「Ｎａｔ
．Ｍｅｄ．」、第９巻：第１２９～１３４頁（２００３年）に記載される。
【０１３０】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、単一ドメイン抗体であり得る。単一ドメイ
ン抗体は、抗体の重鎖可変ドメインの全て若しくは一部、又は軽鎖可変ドメインの全て若
しくは一部を含む、抗体断片である。ある特定の実施形態では、単一ドメイン抗体は、ヒ
ト単一ドメイン抗体である（Ｄｏｍａｎｔｉｓ，Ｉｎｃ．、マサチューセッツ州ウォルサ
ム；例えば、米国特許第６，２４８，５１６Ｂ１号を参照のこと）。
【０１３１】
　抗体断片は、本明細書に記載される、インタクトな抗体のタンパク分解と、組換え宿主
細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ又はファージ）の産生とを含むが、これらに限定されない、
様々な技法によって作製され得る。
【０１３２】
３．キメラ抗体及びヒト化抗体
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、キメラ抗体である。ある種のキメラ抗体は
、例えば、米国特許第４，８１６，５６７号；及びＭｏｒｒｉｓｏｎら、「Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第８１巻６８５１～６８５５頁（１９８４年）に
開示されている。ある特定の実施形態では、本開示のキメラ抗体は、非ヒト可変領域（例
えば、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、又はサルなどの非ヒト霊長類由来の可変領
域）、及びヒト定常領域を含む。更なる例では、キメラ抗体は、クラス又はサブクラスが
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親抗体のクラス又はサブクラスから変化した「クラススイッチ」抗体であり得る。キメラ
抗体は、その抗原結合断片を含む。
【０１３３】
　ある特定の実施形態では、本開示のキメラ抗体は、ヒト化抗体であり得る。典型的には
、非ヒト抗体は、ヒトに対する免疫原性を低減する一方で、親非ヒト抗体の特異性及び親
和性は保持するようにヒト化される。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ、例えば、ＣＤＲ（
又はその一部）が非ヒト抗体由来であり、かつＦＲ（又はその一部）がヒト抗体配列由来
である１つ以上の可変ドメインを含む。ヒト化抗体は、任意に、ヒト定常領域の少なくと
も一部も含む。ある特定の実施形態では、ヒト化抗体におけるいくつかのＦＲ残基は、例
えば、抗体特異性又は親和性を復元又は改善するように、非ヒト抗体（例えば、ＣＤＲ残
基が由来する抗体）由来の対応する残基で置換される。
【０１３４】
　ヒト化抗体及びこれを製造する方法は、例えば、Ａｌｍａｇｒｏ　ａｎｄ　Ｆｒａｎｓ
ｓｏｎ、「Ｆｒｏｎｔ．Ｂｉｏｓｃｉ．」、第１３巻：第１６１９～１６３３頁（２００
８年）に記載され、さらに、例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、「Ｎａｔｕｒｅ」、第３３
２巻：第３２３～３２９頁（１９８８年）；Ｑｕｅｅｎら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第８６巻：第１００２９～１００３３頁（１９８９年）；米
国特許第５，８２１，３３７号、第７，５２７，７９１号、第６，９８２，３２１号及び
第７，０８７，４０９号；Ｋａｓｈｍｉｒｉら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ」、第３６巻：第２５
～３４頁（２００５年）（特異性決定領域（ＳＤＲ）のグラフト接合を記載する）；Ｐａ
ｄｌａｎ、「Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第２８巻：第４８９～４９８頁（１９９１年
）（「リサーフェシング」を記載する）；Ｄａｌｌ’Ａｃｑｕａら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ」
、第３６巻：第４３～６０頁（２００５年）（「ＦＲシャッフリング」を記載する）；並
びに、Ｏｓｂｏｕｒｎら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ」、第３６巻：第６１～６８頁（２００５年
）、及びＫｌｉｍｋａら、「Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ」、第８３巻：第２５２～２６０頁
（２０００年）（ＦＲシャッフリングに対する「ガイド付き選択」手法を記載する）にさ
らに記載される。
【０１３５】
　ヒト化に使用可能なフレームワーク領域としては、限定されないが、「ベストフィット
」方法を用いて選択されるフレームワーク領域（例えば、Ｓｉｍｓら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．」、第１５１巻：第２２９６頁（１９９３年）を参照）；軽鎖又は重鎖可変領域の
特定のサブグループのヒト抗体のコンセンサス配列から誘導されるフレームワーク領域（
例えば、Ｃａｒｔｅｒら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第８９
巻：第４２８５頁（１９９２年）；及びＰｒｅｓｔａら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第
１５１巻：第２６２３頁（１９９３年）を参照）；ヒト成熟（体細胞性変異を受けた）フ
レームワーク領域又はヒト生殖系フレームワーク領域（例えば、Ａｌｍａｇｒｏ　ａｎｄ
　Ｆｒａｎｓｓｏｎ、「Ｆｒｏｎｔ．Ｂｉｏｓｃｉ．」、第１３巻：第１６１９～１６３
３頁（２００８年）を参照）；並びに、ＦＲライブラリのスクリーニングから誘導される
フレームワーク領域（例えば、Ｂａｃａら、「Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．」、第２７２巻
：第１０６７８～１０６８４頁（１９９７年）及び、Ｒｏｓｏｋら、「Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．」、第２７１巻：第２２６１１～２２６１８頁（１９９６年）を参照）が挙げら
れる。
【０１３６】
４．ヒト抗体
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体はヒト抗体であり得る。ヒト抗体は、当該技術
分野で既知の様々な技法を使用して産生され得る。ヒト抗体は通常、ｖａｎ　Ｄｉｊｋ及
びｖａｎ　ｄｅ　Ｗｉｎｋｅｌ、「Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．」、第５
巻：第３６８～７４頁（２００１年）及びＬｏｎｂｅｒｇ、「Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．」、第２０巻：第４５０～４５９頁（２００８年）に記載されている。
【０１３７】
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　ヒト抗体は、抗原投与に応答してヒト可変領域を有するインタクトなヒト抗体又はイン
タクトな抗体を産生するように修飾されたトランスジェニック動物に免疫原を投与するこ
とによって調製することができる。かかる動物は、典型的には、内因性免疫グロブリン遺
伝子座を置き換えるか、又は染色体外に存在するか、若しくは動物の染色体にランダムに
組み込まれるヒト免疫グロブリン遺伝子座の全て又は一部を含有する。このようなトラン
スジェニックマウスにおいて、内因性免疫グロブリン遺伝子座は、一般的に不活性化され
ている。トランスジェニック動物からヒト抗体を得る方法の総説として、Ｌｏｎｂｅｒｇ
、「Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．」、第２３巻：第１１１７～１１２５頁（２００５年）を
参照されたい。また、例えば、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（商標）技術を記載する米国特許第６
，０７５，１８１号及び同第６，１５０，５８４号；ＨＵＭＡＢ（登録商標）技術を記載
する米国特許第５，７７０，４２９号；Ｋ－Ｍ　ＭＯＵＳＥ（登録商標）技術を記載する
米国特許第７，０４１，８７０号；及び、ＶＥＬＯＣＩＭＯＵＳＥ（登録商標）技術を記
載する米国特許出願公開第２００７／００６１９００号も参照されたい。かかる動物によ
って生成されたインタクトな抗体由来のヒト可変領域は、例えば、異なるヒト定常領域と
組み合わせることによってさらに修飾され得る。
【０１３８】
　ヒト抗体は、ハイブリドーマに基づく方法によっても製造することができる。ヒトモノ
クローナル抗体を産生するためのヒト骨髄腫及びマウス－ヒト異種骨髄腫細胞株が記載さ
れている。（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１３３巻：第３００
１頁（１９８４年）；Ｂｒｏｄｅｕｒら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」、
第５１～６３頁（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．、ニューヨーク、１９８７年）
；及びＢｏｅｒｎｅｒら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１４７巻：第８６頁（１９９１
年）を参照されたい。）ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術を介して生成されるヒト抗体はま
た、Ｌｉら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第１０３巻：第３５
５７～３５６２頁（２００６年）にも記載されている。更なる方法は、例えば、米国特許
第７，１８９，８２６号（ハイブリドーマ細胞株由来のモノクローナルヒトＩｇＭ抗体の
産生を記載する）及びＮｉ、「Ｘｉａｎｄａｉ　Ｍｉａｎｙｉｘｕｅ」、第２６巻、第４
号：第２６５～２６８頁（２００６年）（ヒト－ヒトハイブリドーマを記載する）を含む
。ヒトハイブリドーマ技術（トリオーマ技術）はまた、Ｖｏｌｌｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｂｒ
ａｎｄｌｅｉｎ、「Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ」、第
２０巻、第３号：第９２７～９３７頁（２００５年）及びＶｏｌｌｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｂ
ｒａｎｄｌｅｉｎ、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｆｉｎｄｉｎｇｓ　ｉｎ　Ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ」、第２７巻、第
３号：第１８５～９１頁（２００５年）にも記載されている。
【０１３９】
　ヒト抗体は、ヒト由来のファージディスプレイライブラリから選択されるＦｖクローン
可変ドメイン配列を単離することによって生成することもできる。その後、かかる可変ド
メイン配列は、所望のヒト定常ドメインと組み合わせられ得る。抗体ライブラリからヒト
抗体を選択するための技法が以下に記載されている。
【０１４０】
５．ライブラリ由来抗体
　本開示の抗体は、コンビナトリアルライブラリを所望の活性（複数可）を有する抗体に
ついてスクリーニングすることによって単離され得る。例えば、ファージディスプレイラ
イブラリを生成し、所望の結合特性を保有する抗体に関してかかるライブラリをスクリー
ニングするための様々な方法が当該技術分野で公知である。そのような方法は例えば、Ｈ
ｏｏｇｅｎｂｏｏｍら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
」、第１７８巻：第１～３７頁（Ｏ’Ｂｒｉｅｎら編、Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ、ニュー
ジャージー州トトワ、２００１年）で確認され、例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、「Ｎ
ａｔｕｒｅ」、第３４８巻：第５５２～５５４頁；Ｃｌａｃｋｓｏｎら、「Ｎａｔｕｒｅ
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」、第３５２巻：第６２４～６２８頁（１９９１年）；Ｍａｒｋｓら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．」、第２２２巻：第５８１～５９７頁（１９９２年）；Ｍａｒｋｓ　ａｎｄ　Ｂ
ｒａｄｂｕｒｙ、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、第
２４８巻：第１６１～１７５頁（Ｌｏ編、Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ、ニュージャージー州
トトワ、２００３年）；Ｓｉｄｈｕら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第３３８巻、第２
号：第２９９～３１０頁（２００４年）；Ｌｅｅら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第３
４０巻、第５号：第１０７３～１０９３頁（２００４年）；Ｆｅｌｌｏｕｓｅ、「Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第１０１巻、第３４号：第１２４６７～１
２４７２頁（２００４年）；及びＬｅｅら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ」、
第２８４巻、第１～２号：第１１９～１３２頁（２００４年）で更に説明されている。
【０１４１】
　ある種のファージディスプレイ法では、ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリはポリメラー
ゼ連鎖反応（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ：ＰＣＲ）により別
々にクローニングされ、ファージライブラリ内で無作為に再結合され、次いでＷｉｎｔｅ
ｒら、「Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１２巻：第４３３～４５５頁（１９９
４年）に記載されているような、抗原結合ファージに対してスクリーニングすることが可
能である。ファージは、典型的には、抗体断片を一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片又はＦａｂ
断片のいずれかとしてディスプレイする。免疫化源からのライブラリは、ハイブリドーマ
を構築する必要なく、免疫原に対する高親和性抗体を与える。あるいは、ナイーブレパー
トリーは、Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら、「ＥＭＢＯ　Ｊ」、第１２巻：第７２５～７３４頁（
１９９３年）によって記載されるように、（例えば、ヒトから）クローニングされて、い
かなる免疫化も伴うことなく、広範囲の非自己抗原及び自己抗原に対する単一抗体源を提
供することができる。ある特定の実施形態では、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎ
ｔｅｒ、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第２２７巻：第３８１～３８８頁（１９９２年）
に記載されるように、幹細胞からの再編成されていないＶ遺伝子セグメントをクローニン
グし、ランダム配列を含有するＰＣＲプライマーを使用して高度に可変的なＣＤＲ３領域
をコードし、インビトロでの再編成を達成することによってナイーブライブラリを合成的
に作製することもできる。ヒト抗体ファージライブラリについて記載している特許公報と
しては、例えば、米国特許第５，７５０，３７３号、並びに米国特許出願公開第２００５
／００７９５７４号、同第２００５／０１１９４５５号、同第２００５／０２６６０００
号、同第２００７／０１１７１２６号、同第２００７／０１６０５９８号、同第２００７
／０２３７７６４号、同第２００７／０２９２９３６号、及び同第２００９／０００２３
６０号が挙げられる。
【０１４２】
　ヒト抗体ライブラリから単離された抗体又は抗体断片は、本明細書においてヒト抗体又
はヒト抗体断片と見なされる。
【０１４３】
　６．多重特異性抗体
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、多重特異性抗体、例えば二重特異性抗体で
あり得る。多重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対する結合特異性を
有するモノクローナル抗体である。ある特定の実施形態では、結合特異性の一方は、ＦＧ
Ｆ２１上に存在するエピトープへのものであり、他方は、任意の他の抗原へのものである
。二重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体断片として調製され得る。
【０１４４】
　多重特異性抗体を作製するための技法としては、異なる特異性を有する２つの免疫グロ
ブリン重鎖－軽鎖対の組換え同時発現（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｃｕｅｌｌｏ、「Ｎ
ａｔｕｒｅ」、第３０５巻：第５３７頁（１９８３年））、国際公開第９３／０８８２９
号、及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒら、「ＥＭＢＯ　Ｊ．」、第１０巻：第３６５５頁（１９
９１年）を参照）、及び「ノブ・イン・ホール（ｋｎｏｂ－ｉｎ－ｈｏｌｅ）」操作（例
えば、米国特許第５，７３１，１６８号を参照）が挙げられるが、これらに限定されない
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。多重特異性抗体はまた、静電的ステアリング（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ　ｓｔｅｅ
ｒｉｎｇ）効果を操作して抗体Ｆｃ－ヘテロ二量体分子を作製すること（国際公開第２０
０９／０８９００４Ａ１号）、２つ以上の抗体又は断片を架橋すること（例えば、米国特
許第４６７６９８０号、及びＢｒｅｎｎａｎら、「Ｓｃｉｅｎｃｅ」、第２２９巻：第８
１頁（１９８５年）を参照）、ロイシンジッパーを使用して二重特異性抗体を産生するこ
と（例えば、Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１４８巻、第５号：第
１５４７～１５５３頁（１９９２年）を参照のこと）、「ダイアボディ」技術を使用して
二重特異性抗体断片を作製すること（例えば、Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第９０巻：第６４４４～６４４８頁（１９９３年）
）、及び１本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体を使用すること（例えば、Ｇｒｕｂｅｒら、「Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１５２巻：第５３６８頁（１９９４年））、並びに例えば、Ｔｕ
ｔｔら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１４７巻：第６０頁（１９９１年）に記載される
三重特異性抗体を調製することによって、作製されてもよい。
【０１４５】
　「オクトパス抗体」を含む３つ以上の機能的抗原結合部位を有する操作された抗体もま
た、本明細書に含まれる（例えば、米国特許出願公開第２００６／００２５５７６Ａ１号
を参照のこと）。
【０１４６】
　７．抗体バリアント
　本願で開示された主題はさらに、開示された抗体のアミノ酸配列バリアントを提供する
。例えば、抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善することが望ましくあり
得る。抗体のアミノ酸配列バリアントは、抗体をコードするヌクレオチド配列中に適正な
修飾を導入することによって、又はペプチド合成によって調製されてもよい。かかる修飾
としては、本抗体のアミノ酸配列内の残基からの欠失、及び／又はそれへの挿入、及び／
又はその置換が挙げられるが、これらに限定されない。最終構築物に到達するために欠失
、挿入、及び置換を任意に組み合わせることができるが、但し、その最終抗体修飾、すな
わち修飾された抗体が、所望の特性、例えば抗原結合を保有することを条件とする。
【０１４７】
ａ）置換、挿入、及び欠失バリアント
　抗体バリアントは、１以上のアミノ酸置換、挿入、及び／又は欠失を有し得る。このよ
うな変異のための目的とする部位は、ＣＤＲ及びＦＲを含むが、これらに限定されない。
保存的置換の非限定的な例は、表１において「好ましい置換」の見出しの下に示される。
より実質的な変化の非限定的な例を表１で「例示的置換」の見出しの下に示し、またアミ
ノ酸側鎖クラスに関して下にさらに記載する。アミノ酸置換は、目的の抗体中に導入され
得、その産物は、所望の活性、例えば、保持／改善された抗原結合、減少した免疫原性、
又は改善された補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）若しくは抗体依存性細胞媒介細胞毒性（Ａ
ＤＣＣ）についてスクリーニングされ得る。
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【０１４８】
　アミノ酸は、一般的な側鎖の性質に従ってグループ化することができる：
　（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
　（２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
　（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
　（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
　（５）鎖の配向に影響を与える残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
　（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ。
【０１４９】
　ある特定の実施形態では、非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバを別
のクラスと交換することを伴うことになる。
【０１５０】
　ある特定の実施形態では、一種の置換バリアントは、親抗体、例えばヒト化抗体又はヒ
ト抗体の超可変領域残基の１つ以上の置換を伴う。一般に、更なる試験のために選択され
る結果として生じるバリアント（複数可）は、親抗体と比較した、親和性の増加、免疫原
性の低減などのこれらに限定されないある特定の生物学的特性の修正、例えば、改善を有
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し、かつ／又は実質的に保持された親抗体のある特定の生物学的特性を有する。置換型バ
リアントの非限定的な例は、例えば、本明細書に記載の技法等のファージディスプレイに
基づく親和性成熟技法を使用して好都合に生成され得る親和性成熟抗体である。簡潔には
、１つ以上のＣＤＲ残基が変異され、バリアント抗体がファージ上にディスプレイされ、
特定の生物活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる。
【０１５１】
　ある特定の実施形態では、改変（例えば、置換）がＣＤＲに行われて、例えば、抗体親
和性を改善することができる。そのような改変は、ＣＤＲ「ホットスポット」、すなわち
、体細胞成熟プロセス中に高頻度で変異を受けるコドンによってコードされる残基（例え
ば、Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．」、第２０７巻：第１
７９～１９６頁（２００８年）を参照）、及び／又は抗原と接触する残基内で行われ得、
結果として得られるバリアントＶＨ又はＶＬが結合親和性について試験される。二次ライ
ブラリを構築し、それから再選択することによる親和性成熟が、例えば、Ｈｏｏｇｅｎｂ
ｏｏｍら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、第１７８
巻：第１～３７頁に記載されている（Ｏ’Ｂｒｉｅｎら編、Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ、ニ
ュージャージー州トトワ（２００１年））。親和性成熟のある特定の実施形態では、多様
性が、様々な方法（例えば、エラー－プローンＰＣＲ、鎖シャフリング、又はオリゴヌク
レオチド指向性変異誘発）のうちのいずれかによって、成熟させるために選択された可変
遺伝子に導入され得る。その後、二次ライブラリが作製される。その後、このライブラリ
がスクリーニングされて、所望の親和性を有する任意の抗体バリアントを特定する。多様
性を導入するための別の方法は、いくつかのＣＤＲ残基（例えば、一度に４～６個の残基
）をランダム化する、ＣＤＲ指向性アプローチを含む。抗原結合に関与するＣＤＲ残基は
、例えば、アラニンスキャニング変異誘発又はモデリングを使用して、特異的に特定され
得る。特にＣＤＲ－Ｈ３及びＣＤＲ－Ｌ３が標的とされることが多い。
【０１５２】
　ある特定の実施形態では、置換、挿入、及び／又は欠失は、かかる改変が抗原に結合す
る抗体の能力を実質的に低下させない限り、１つ以上のＣＤＲ内で生じ得る。例えば、結
合親和性を実質的に低減しない保存的改変（例えば、本明細書に提供される保存的置換）
がＣＤＲで行われ得る。そのような改変は、例えば、ＣＤＲ内の抗原接触残基の外側であ
ってもよい。上述のバリアントＶＨ配列及びＶＬ配列のある特定の実施形態では、各ＣＤ
Ｒは、改変されないか、又は１つより多く、２つより多く、若しくは３つより多くのアミ
ノ酸置換を含有しないかのいずれかである。
【０１５３】
　変異を標的とし得る抗体の残基又は領域の同定のための有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇ
ｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ（１９８９年）、「Ｓｃｉｅｎｃｅ」、第２４４巻：第１０
８１～１０８５頁によって記載されるように、「アラニンスキャニング突然変異生成」と
呼ばれる。この方法では、残基又は標的残基群（例えば、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙ
ｓ、及びｇｌｕ等の荷電残基）が特定され、中性又は負荷電アミノ酸（例えば、アラニン
又はポリアラニン）によって置き換えられて、抗体と抗原との相互作用に影響が及ぼされ
たかを決定する。更なる置換が最初の置換に対する実行感度を示すアミノ酸位置に導入さ
れ得る。あるいは、又は加えて、抗体と抗原との間の接触点を特定するための抗原－抗体
複合体の結晶構造。かかる接触残基及び隣接する残基が置換の候補として標的とされ得る
か、又は排除され得る。バリアントをスクリーニングして、それらが所望の性質を含有す
るかどうかを決定してもよい。
【０１５４】
　アミノ酸配列挿入としては、１個の残基から１００個以上の残基を含むポリペプチドま
での長さ範囲を融合するアミノ末端及び／又はカルボキシル末端、並びに１個又は複数の
アミノ酸残基の配列内挿入が挙げられる。末端挿入の例として、Ｎ末端メチオニル残基を
有する抗体が挙げられる。抗体分子の他の挿入型バリアントとしては、抗体の血清半減期
を増加させる、酵素（例えば、抗体指向性酵素プロドラッグ療法（Ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄ
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ｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｐｒｏｄｒｕｇ　ｔｈｅｒａｐｙ：ＡＤＥＰＴ）のため
）又はポリペプチドへの抗体のＮ末端又はＣ末端の融合が挙げられる。
【０１５５】
ｂ）グリコシル化バリアント
　本開示の抗体は、ある特定の実施形態では、抗体がグリコシル化される程度を増加又は
減少させるように改変され得る。例えば、限定するものではないが、抗体へのグリコシル
化部位の付加又は欠失は、１つ以上のグリコシル化部位が作製又は除去されるようにアミ
ノ酸配列を改変することによって好都合に達成され得る。
【０１５６】
　本開示の抗体がＦｃ領域を含む場合、それに結合した炭水化物が存在するならば、それ
を改変することができる。哺乳動物細胞によって産生される天然抗体は、典型的には、一
般にＮ結合によってＦｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２９７に結合される分岐状の二分
岐オリゴ糖を含む。例えば、Ｗｒｉｇｈｔら、「ＴＩＢＴＥＣＨ」、第１５巻：第２６～
３２頁（１９９７年）を参照のこと。オリゴ糖としては、様々な炭水化物、例えば、マン
ノース、Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）、ガラクトース、及びシアル酸、並
びに二分岐オリゴ糖構造の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合したフコースが挙げられ得る。あ
る特定の実施形態では、ある特定の特性が改善された抗体バリアントを作製するために、
本開示の抗体におけるオリゴ糖の修飾が行われ得る。
【０１５７】
　ある特定の実施形態では、Ｆｃ領域に（直接又は間接的に）結合したフコースを欠く炭
水化物構造を有する抗体バリアントが提供される。例えば、そのような抗体におけるフコ
ースの量は、約１％～約８０％、約１％～約６５％、約５％～約６５％、又は約２０％～
約４０％、及びこれらの間の値であり得る。
【０１５８】
　ある特定の実施形態では、フコースの量は、例えば、国際公開第２００８／０７７５４
６号に記載のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析によって測定される、Ａｓｎ２９７に結合した
全ての糖構造（例えば、複合体、ハイブリッド、及び高マンノース構造）の合計に対する
Ａｓｎ２９７での糖鎖内のフコースの平均量を計算することによって決定され得る。Ａｓ
ｎ２９７とは、Ｆｃ領域内の約２９７位（Ｆｃ領域残基のＥｕ番号付け）に位置するアス
パラギン残基を指すが、Ａｓｎ２９７は、抗体内のわずかな配列変異のため、２９７位か
ら約±３アミノ酸上流又は下流に、すなわち、２９４位と３００位との間に位置し得る。
かかるフコシル化バリアントは、改善されたＡＤＣＣ機能を有し得る。例えば、米国特許
出願公開第２００３／０１５７１０８号（Ｐｒｅｓｔａ，Ｌ．）；同第２００４／００９
３６２１号（Ｋｙｏｗａ　Ｈａｋｋｏ　Ｋｏｇｙｏ　Ｃｏ．，Ｌｔｄ）を参照のこと。「
脱フコシル化」又は「フコース欠損」抗体バリアントに関する公報の例としては、米国特
許出願公開第２００３／０１５７１０８号；国際公開第２０００／６１７３９号；同第２
００１／２９２４６号；米国特許出願公開第２００３／０１１５６１４号；同第２００２
／０１６４３２８号；同第２００４／００９３６２１号；同第２００４／０１３２１４０
号；同第２００４／０１１０７０４号；同第２００４／０１１０２８２号；同第２００４
／０１０９８６５号；国際公開第２００３／０８５１１９号；同第２００３／０８４５７
０号；同第２００５／０３５５８６号；同第２００５／０３５７７８号；同第２００５／
０５３７４２号；同第２００２／０３１１４０号；Ｏｋａｚａｋｉら、「Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．」、第３３６巻：第１２３９～１２４９頁（２００４年）；Ｙａｍａｎｅ－Ｏｈ
ｎｕｋｉら、「Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．」、第８７巻：第６１４頁（２００４年
）が挙げられる。
【０１５９】
　脱フコシル化抗体は、タンパク質のフコシル化が欠損している任意の細胞株において産
生され得る。細胞株の非限定的な例としては、タンパク質フコシル化で欠損したＬｅｃ１
３　ＣＨＯ細胞（Ｒｉｐｋａら、「Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．」、第
２４９巻：第５３３～５４５頁（１９８６年）；米国特許出願公開第２００３／０１５７
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１０８Ａ１号、Ｐｒｅｓｔａ，Ｌ；及び国際公開第２００４／０５６３１２Ａ１号，Ａｄ
ａｍｓら、特に実施例１１において）、並びにα－１，６－フコシルトランスフェラーゼ
遺伝子、ＦＵＴ８、ノックアウトＣＨＯ細胞などのノックアウト細胞株（例えば、Ｙａｍ
ａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉら、「Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．」、第８７巻：第６１４頁
（２００４年）；Ｋａｎｄａ，Ｙ．ら、「Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｂｉｏｅｎｇ．」、第
９４巻、第４号：第６８０～６８８頁（２００６年）；及び国際公開第２００３／０８５
１０７号）が挙げられる。
【０１６０】
　例えば、抗体のＦｃ領域に結合した二分岐オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃによって二分される
二分オリゴ糖を有する抗体バリアントがさらに提供される。かかる抗体バリアントは、低
減されたフコシル化及び／又は改善されたＡＤＣＣ機能を有し得る。このような抗体バリ
アントの非限定的な例は、例えば、国際公開第２００３／０１１８７８号（Ｊｅａｎ－Ｍ
ａｉｒｅｔら）；米国特許第６，６０２，６８４号（Ｕｍａｎａら）；及び米国特許出願
公開第２００５／０１２３５４６第（Ｕｍａｎａら）に記載されている。Ｆｃ領域に結合
したオリゴ糖内に少なくとも１つのガラクトース残基を有する抗体バリアントも提供され
る。かかる抗体バリアントは、改善されたＣＤＣ機能を有し得る。このような抗体バリア
ントは、例えば、国際公開第１９９７／３００８７号（Ｐａｔｅｌら）、国際公開第１９
９８／５８９６４号（Ｒａｊｕ，Ｓ．）、及び国際公開第１９９９／２２７６４号（Ｒａ
ｊｕ、Ｓ．）に記載される。
【０１６１】
ｃ）Ｆｃ領域バリアント
　ある特定の実施形態では、１つ以上のアミノ酸修飾が本明細書に提供される抗体のＦｃ
領域に導入され、それにより、Ｆｃ領域バリアントが生成され得る。Ｆｃ領域バリアント
は、１つ以上のアミノ酸位置にアミノ酸修飾（例えば、置換）を含むヒトＦｃ領域配列（
例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又はＩｇＧ４　Ｆｃ領域）を含み得る。
【０１６２】
　ある特定の実施形態では、本開示は、いくつかの、しかし全てではないエフェクタ機能
を有する抗体バリアントを提供する。そのような限定されたエフェクタ機能は、インビボ
での抗体の半減期が重要であるが、特定のエフェクタ機能（補体及びＡＤＣＣなど）が不
必要又は有害である適用のため、抗体バリアントを望ましい候補としてもよい。インビト
ロ及び／又はインビボ細胞毒性アッセイを行って、ＣＤＣ及び／又はＡＤＣＣ活性の低減
／欠乏を確認してもよい。例えば、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合アッセイを行って、抗体が
ＦｃγＲ結合を欠く（故にＡＤＣＣ活性を欠く可能性が高い）が、ＦｃＲｎ結合能力を保
持していることを確実にすることができる。ＡＤＣＣの媒介のための主要な細胞であるＮ
Ｋ細胞がＦｃγＲＩＩＩのみを発現する一方で、単球は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、及
びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞内でのＦｃＲ発現は、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　
Ｋｉｎｅｔ、「Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第９巻：第４５７～４９２頁（
１９９１年）の第４６４頁、表３にまとめられている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価
するためのインビトロアッセイの非限定的な例は、米国特許第５，５００，３６２号（例
えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ，Ｉ．ら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ」、第８３巻：第７０５９～７０６３頁（１９８６年）を参照）、及びＨｅｌｌｓｔｒ
ｏｍ，Ｉ．ら、「｛Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第８２巻：第
１４９９～１５０２頁（１９８５年）；米国特許第５，８２１，３３７号（Ｂｒｕｇｇｅ
ｍａｎｎ，Ｍ．ら、「Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．」、第１６６巻：第１３５１～１３６１頁（
１９８７年）を参照）に記載される。あるいは、非放射性アッセイ方法を使用してもよい
（例えば、フローサイトメトリー（Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｉｎｃ．、カリフ
ォルニア州マウンテンビュー）のためのＡＣＴＩ（商標）非放射性細胞毒性アッセイ；及
びＣＹＴＯＴＯＸ　９６（登録商標）非放射性細胞毒性アッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ、ウィ
スコンシン州マディソン）を参照されたい）。かかるアッセイに有用なエフェクタ細胞と
しては、末梢血単核球（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　



(52) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

ｃｅｌｌ：ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｋｉｌｌｅｒ：ＮＫ）細
胞が挙げられる。あるいは、又は加えて、目的とする分子のＡＤＣＣ活性は、例えばＣｌ
ｙｎｅｓら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第９５巻：第６５
２～６５６頁（１９９８年）に開示されるような動物モデルにおいて、インビボで評価す
ることができる。Ｃ１ｑ結合アッセイを実行して、抗体がＣ１ｑに結合することができず
、それ故にＣＤＣ活性を欠くことを確認することができる。例えば、国際公開第２００６
／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１００４０２号のＣ１ｑ及びＣ３ｃ結合ＥＬ
ＩＳＡを参照されたい。補体活性化を評価するために、ＣＤＣアッセイを実施してもよい
（例えば、Ｇａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ
」、第２０２巻：第１６３頁（１９９６年）、Ｃｒａｇｇ，Ｍ．Ｓ．ら、「Ｂｌｏｏｄ」
、第１０１巻：第１０４５～１０５２頁（２００３年）、及びＣｒａｇｇ，Ｍ．Ｓ．及び
Ｍ．Ｊ．Ｇｌｅｎｎｉｅ、「Ｂｌｏｏｄ」、第１０３巻：第２７３８～２７４３頁（２０
０４年）を参照されたい）。ＦｃＲｎ結合及びインビボクリアランス／半減期決定もまた
、当該技術分野で既知の方法を使用して行われ得る（例えば、Ｐｅｔｋｏｖａ，Ｓ．Ｂ．
ら、「Ｉｎｔ’ｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１８巻、第１２号：第１７５９～１７６９頁
（２００６年）を参照のこと）。ある特定の実施形態では、例えば、米国特許第６，１９
４，５５１号、国際公開第９９／５１６４２号、及びＩｄｕｓｏｇｉｅら、「Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．」、第１６４巻：第４１７８～４１８４頁（２０００年）に記載されるように
、変化した（すなわち、改善されたか又は減少したかのいずれか）Ｃ１ｑ結合及び／又は
補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）をもたらす改変が、Ｆｃ領域において行われる。
【０１６３】
　エフェクタ機能が低下した抗体としては、Ｆｃ領域の残基２３８、２６５、２６９、２
７０、２９７、３２７及び３２９の１つ以上の置換を有するものが挙げられる（米国特許
第６，７３７，０５６号）。このようなＦｃ変異体としては、アミノ酸位置２６５、２６
９、２７０、２９７及び３２７のうち２つ以上での置換を有するＦｃ変異体が挙げられ、
残基２６５及び２９７がアラニンに置換されている、いわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を
含む（米国特許第７，３３２，５８１号）。
【０１６４】
　ＦｃＲに対する結合が向上又は減少した特定の抗体バリアントが記載される。例えば、
米国特許第６，７３７，０５６号、国際公開第２００４／０５６３１２号、及びＳｈｉｅ
ｌｄｓら、「Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．」、第９巻、第２号：第６５９１～６６０４頁（
２００１年）を参照されたい。
【０１６５】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体バリアントは、ＡＤＣＣを改善する１つ以上の
アミノ酸置換、例えば、Ｆｃ領域の２９８、３３３、及び／又は３３４位（残基のＥＵ番
号付け）での置換を有するＦｃ領域を含む。
【０１６６】
　ある特定の実施形態では、抗体のＦｃ領域で起こる改変、例えば本明細書に開示される
二重特異性抗体は、増加した半減期及び新生児型Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）への改善された
結合を有する、バリアント抗体を作成することができ、これは母体ＩｇＧの胎児への移入
の原因であり（Ｇｕｙｅｒら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１１７巻：第５８７頁（１
９７６年）及びＫｉｍら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第２４巻：第２４９頁（１９９４
年））、米国特許出願公開第２００５／００１４９３４Ａ１号（Ｈｉｎｔｏｎら）に記載
される。それらの抗体は、Ｆｃ領域のＦｃＲｎへの結合を改善する１つ以上の置換を有す
るＦｃ領域をそこに含む。かかるＦｃバリアントは、Ｆｃ領域残基：２３８、２５６、２
６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、３１１、３１２、３１７、３４０、３
５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、３８２、４１３、４２４又は４３４の
うち１つ以上における置換、例えばＦｃ領域残基４３４の置換を伴うものを含む（米国特
許第７，３７１，８２６号）。
【０１６７】
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　Ｆｃ領域バリアントのその他の例に関係するＤｕｎｃａｎ＆Ｗｉｎｔｅｒ、「Ｎａｔｕ
ｒｅ」、第３２２巻：第７３８～４０頁（１９８８年）；米国特許第５，６４８，２６０
号；同第５，６２４，８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号もまた参照のこと。
【０１６８】
ｄ）システイン操作抗体バリアント
　ある特定の実施形態では、抗体の１つ以上の残基がシステイン残基で置換されているシ
ステイン操作された抗体、例えば、「ｔｈｉｏＭＡｂ」を作製することが望ましい場合が
ある。特定の実施形態では、置換残基は、抗体の利用しやすい部位において生じる。これ
らの残基をシステインで置換することによって、反応性のチオール基がそれにより抗体の
利用しやすい部位に位置付けられ、それを使用して、薬物部分又はリンカー－薬物部分等
の他の部分に抗体を複合体化して、本明細書にさらに記載されるように、免疫複合体を作
製することができる。ある特定の実施形態では、以下の残基のうちの任意の１つ以上を、
システインで置換してもよい：軽鎖のＶ２０５（Ｋａｂａｔ番号付け）、重鎖のＡ１１８
（ＥＵ番号付け）、及び重鎖Ｆｃ領域のＳ４００（ＥＵ番号付け）。システイン操作抗体
は、例えば、米国特許第７，５２１，５４１号に記載されるように生成され得る。
【０１６９】
ｅ）抗体誘導体
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体は、当該技術分野で既知であり、容易に入手可
能な、追加の非タンパク質性部分を含有するように、さらに修飾され得る。抗体の誘導体
化に好適な部分としては、限定するものではないが、水溶性ポリマーが挙げられる。水溶
性ポリマーの非限定的な例としては、ポリエチレングリコール（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎ
ｅ　ｇｌｙｃｏｌ：ＰＥＧ）、エチレングリコール／プロピレングリコールのコポリマー
、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロ
リドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、ポリ－１，３，６－トリオキサン、エチレン／無
水マレイン酸コポリマー、ポリアミノ酸（ホモポリマー又はランダムコポリマーのいずれ
か）、及びデキストラン又はポリ（ｎ－ビニルピロリドン）ポリエチレングリコール、プ
ロプロピレン（ｐｒｏｐｒｏｐｙｌｅｎｅ）グリコールホモポリマー、プロリプロピレン
（ｐｒｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ）オキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシ
エチル化ポリオール（例えば、グリセロール）、ポリビニルアルコール、並びにそれらの
混合物が挙げられるが、これらに限定されない。ポリエチレングリコールプロピオンアル
デヒドは、水中でのその安定性のため、製造時に有利であり得る。このポリマーは、任意
の分子量を有していてもよく、分岐していてもよく、又は分岐していなくてもよい。本抗
体に結合したポリマーの数は異なってもよく、１つより多くのポリマーが結合している場
合、それらは、同じ分子又は異なる分子であり得る。一般に、誘導体化に使用されるポリ
マーの数及び／又は種類は、改善される本抗体の具体的な特性又は機能、本抗体の誘導体
が規定の状態下である療法で使用されるか等を含むが、これらに限定されない検討事項に
基づいて決定され得る。
【０１７０】
　ある特定の実施形態では、放射線への曝露によって選択的に加熱され得る抗体及び非タ
ンパク質性部分の複合体が提供される。一実施形態では、非タンパク質性部分は、カーボ
ンナノチューブである（Ｋａｍら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」
、第１０２巻：第１１６００～１１６０５頁（２００５年））。ある特定の実施形態では
、放射線は、いずれの波長のものであってもよく、これには、限定するものではないが、
通常の細胞を傷つけないが、抗体－非タンパク質性部分に近接する細胞が殺滅される温度
まで非タンパク質性部分を加熱する波長が挙げられる。
【０１７１】
Ｂ．抗体産生の方法
　本明細書に開示される抗体は、当技術分野で利用可能な技術又は既知の技術を用いて作
製することができる。例えば、限定するものではないが、抗体は、例えば米国特許第４，
８１６，５６７号に記載されているように、組換え方法及び組成物を用いて産生すること
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ができる。抗体を生成するための詳細な手順は、以下の実施例に記載されている。
【０１７２】
　本願で開示された主題は、本明細書に開示される抗体をコードする単離された核酸をさ
らに提供する。例えば、単離された核酸は、抗体のＶＬを含むアミノ酸配列及び／又はＶ
Ｈを含むアミノ酸配列（例えば、抗体の軽鎖及び／又は重鎖）をコードすることができる
。ある特定の実施形態では、単離された核酸は、配列番号５４に示される配列を有する重
鎖可変領域アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、及び／又は配列番号５０に示さ
れる配列を有する軽鎖可変領域アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含み得る。
ある特定の実施形態では、単離された核酸は、配列番号５７に示される配列を有する重鎖
可変領域アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、及び／又は配列番号５３に示され
る配列を有する軽鎖可変領域アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列を含み得る。
【０１７３】
　ある特定の実施形態では、核酸は、１つ以上のベクター、例えば発現ベクター中に存在
し得る。本明細書で使用される場合、用語「ベクター」とは、連結している別の核酸を輸
送することが可能な核酸分子を指す。ベクターの１種は「プラスミド」であり、これは、
追加のＤＮＡセグメントがライゲートされ得る環状二本鎖ＤＮＡループを指す。別の種類
のベクターは、ウイルスベクターであり、追加のＤＮＡセグメントがウイルスゲノムにラ
イゲートされ得る。ある特定のベクターは、それらが導入される宿主細胞内で自己複製す
ることができる（例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクター及びエピソーム哺乳動物ベ
クター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導
入時に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、それにより、宿主ゲノムとともに複製される。さ
らに、ある特定のベクター、発現ベクターは、それらが作動可能に連結する遺伝子の発現
を誘導することができる。一般に、組換えＤＮＡ技法において利用される発現ベクターは
、プラスミド（ベクター）の形態である場合が多い。しかしながら、開示された主題は、
同等の機能を果たすウイルスベクター（例えば、複製欠陥レトロウイルス、アデノウイル
ス、及びアデノ随伴ウイルス）のような他の形態の発現ベクターなどを含むことを意図し
ている。
【０１７４】
　ある特定の実施形態では、本開示の抗体をコードする核酸、及び／又は核酸を含む１つ
以上のベクターを、宿主細胞に導入することができる。ある特定の実施形態では、細胞へ
の核酸の導入は、トランスフェクション、電気穿孔、マイクロインジェクション、核酸配
列を含有するウイルス又はバクテリオファージベクターによる感染、細胞融合、染色体媒
介遺伝子導入、マイクロセル媒介遺伝子導入、スフェロプラスト融合等を含むが、これら
に限定されない、当技術分野で公知の任意の方法によって行うことができる。ある特定の
実施形態では、宿主細胞は、（１）抗体のＶＬを含むアミノ酸配列及び抗体のＶＨを含む
アミノ酸配列をコードする核酸を含むベクター、又は（２）抗体のＶＬを含むアミノ酸配
列をコードする核酸を含む第１のベクター、及び抗体のＶＨを含むアミノ酸配列をコード
する核酸を含む第２のベクターを含み得る（例えば、これらで形質転換されている）。あ
る特定の実施形態では、宿主細胞は、真核細胞、例えば、チャイニーズハムスター卵巣（
Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｈａｍｓｔｅｒ　Ｏｖａｒｙ：ＣＨＯ）細胞又はリンパ系細胞（例えば
、Ｙ０、ＮＳ０、Ｓｐ２０細胞）である。
【０１７５】
　ある特定の実施形態では、開示された抗ＦＧＦ２１抗体を作製する方法は、抗体をコー
ドする核酸が導入された宿主細胞を抗体の発現に好適な条件下で培養することと、任意に
、宿主細胞及び／又は宿主細胞培養培地から抗体を回収することと、を含み得る。ある特
定の実施形態では、抗体は、クロマトグラフィ技術によって宿主細胞から回収される。
【０１７６】
　本開示の抗体の組換え産生のために、例えば上記のような、抗体をコードする核酸が単
離され、宿主細胞内での更なるクローニング及び／又は発現のために１つ以上のベクター
に挿入され得る。そのような核酸は、従来の手順を使用して（例えば、抗体の重鎖及び軽
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鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを使
用することによって）、容易に単離し、配列決定することができる。
【０１７７】
　抗体をコードするベクターのクローニング又は発現に好適な宿主細胞は、本明細書に記
載の原核生物細胞又は真核生物細胞を含む。例えば、抗体は、特にグリコシル化及びＦｃ
エフェクタ機能が必要とされない場合に、細菌中で産生され得る。細菌での抗体断片及び
ポリペプチドの発現については、例えば、米国特許第５，６４８，２３７号、同第５，７
８９，１９９号、及び同第５，８４０，５２３号を参照されたい。（Ｅ．ｃｏｌｉにおけ
る抗体断片の発現を記載している、Ｃｈａｒｌｔｏｎ、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、第２４８巻（Ｂ．Ｋ．Ｃ．Ｌｏ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐ
ｒｅｓｓ、ニュージャージー州トトワ（２００３年）、第２４５～２５４頁もまた参照さ
れたい。）発現後、抗体は、可溶性画分中で細菌細胞ペーストから単離され得、さらに精
製され得る。
【０１７８】
　原核生物に加え、真核生物の微生物、例えば、糸状菌又は酵母は、抗体をコードするベ
クターに適切なクローニング又は発現の宿主であり、グリコシル化経路が「ヒト化」され
た真菌株及び酵母株を含み、部分的又は完全にヒトグリコシル化パターンを有する抗体を
産生する。Ｇｅｒｎｇｒｏｓｓ、「Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．」、第２２巻：第１４０９
～１４１４頁（２００４年）、及びＬｉら、「Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．」、第２４巻：
第２１０～２１５頁（２００６年）を参照されたい。グリコシル化抗体の発現に好適な宿
主細胞はまた、多細胞生物（無脊椎動物及び脊椎動物）からも得られる。無脊椎動物細胞
の例としては、植物細胞及び昆虫細胞が挙げられる。数多くのバキュロウイルス株が同定
されており、特に、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞のトランスフェク
ションのために、これを昆虫細胞と組み合わせて使用してもよい。
【０１７９】
　グリコシル化抗体の発現に好適な宿主細胞は、多細胞生物（無脊椎動物及び脊椎動物）
からも得られる。無脊椎動物細胞の例としては、植物細胞及び昆虫細胞が挙げられる。数
多くのバキュロウイルス株が同定されており、特に、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉ
ｐｅｒｄａ細胞のトランスフェクションのために、これを昆虫細胞と組み合わせて使用し
てもよい。
【０１８０】
　ある特定の実施形態では、植物細胞培養物を宿主細胞として利用することができる。例
えば、米国特許第５，９５９，１７７号、同第６，０４０，４９８号、同第６，４２０，
５４８号、同第７，１２５，９７８号、及び同第６，４１７，４２９号（トランスジェニ
ック植物で抗体を産生するためのＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ（商標）技術を記載している
）を参照されたい。
【０１８１】
　ある特定の実施形態では、脊椎動物細胞を宿主として使用することもできる。例えば、
限定するものではないが、懸濁液中で増殖するように適合された哺乳動物細胞株が有用で
あり得る。有用な哺乳動物宿主細胞株の非限定的な例は、ＳＶ４０（ＣＯＳ－７）によっ
て形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株；ヒト胎児性腎株（例えば、Ｇｒａｈａｍら、「Ｊ．
Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．」、第３６巻：第５９頁（１９７７年）に記載される２９３又は２
９３細胞）；ベビーハムスター腎細胞（ｂａｂｙ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｋｉｄｎｅｙ　ｃｅ
ｌｌ：ＢＨＫ）；マウスセルトリ細胞（例えば、Ｍａｔｈｅｒ、「Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏ
ｄ．」、第２３巻：第２４３～２５１頁（１９８０年）に記載されるＴＭ４細胞；サル腎
細胞（ＣＶ１）；アフリカミドリザル腎細胞（ＶＥＲＯ－７６）；ヒト子宮頸がん細胞（
ＨＥＬＡ）；イヌ腎細胞（ＭＤＣＫ）；バッファロラット肝細胞（ＢＲＬ　３Ａ）；ヒト
肺細胞（Ｗ１３８）；ヒト肝細胞（Ｈｅｐ　Ｇ２）；マウス乳がん（ＭＭＴ　０６０５６
２）；ＴＲＩ細胞、例えばＭａｔｈｅｒら、「Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．」、第３８３巻：第４４～６８頁（１９８２年）に記載される細胞；ＭＲＣ５細胞；及
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びＦＳ４細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株としては、ＤＨＦＲ－ＣＨＯ細胞（
Ｕｒｌａｕｂら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第７７巻：第４
２１６頁（１９８０年））を含むチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、並びにＹ
０、ＮＳ０、及びＳｐ２／０などの骨髄腫細胞株が挙げられる。抗体産生に好適なある特
定の哺乳動物宿主細胞株の概説については、例えば、Ｙａｚａｋｉ及びＷｕ、「Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、第２４８巻（Ｂ．Ｋ．Ｃ．Ｌｏ
編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、ニュージャージー州トトワ）、第２５５～２６８頁（２
００３年）を参照されたい。
【０１８２】
　ある特定の実施形態では、二重特異性抗体及び／又は多重特異性抗体を作製するための
技法としては、異なる特異性を有する２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の組換え同時発
現（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｃｕｅｌｌｏ、「Ｎａｔｕｒｅ」、第３０５巻：第５３
７頁（１９８３年））、国際特許出願第９３／０８８２９号、及びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ
ら、「ＥＭＢＯ　Ｊ．」、第１０巻：第３６５５頁（１９９１年）を参照）、及び「ノブ
・イン・ホール」操作（例えば、米国特許第５，７３１，１６８号を参照）が挙げられる
が、これらに限定されない。二重特異性抗体はまた、静電的ステアリング効果を操作して
抗体Ｆｃ－ヘテロ二量体分子を作製すること（国際公開第２００９／０８９００４Ａ１号
）、２つ以上の抗体又は断片を架橋すること（例えば、米国特許第４６７６９８０号、及
びＢｒｅｎｎａｎら、「Ｓｃｉｅｎｃｅ」、第２２９巻：第８１頁（１９８５年）を参照
）、ロイシンジッパーを使用して二重特異性抗体を産生すること（例えば、Ｋｏｓｔｅｌ
ｎｙら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１４８巻、第５号：第１５４７～１５５３頁（１
９９２年）を参照のこと）、「ダイアボディ」技術を使用して二重特異性抗体断片を作製
すること（例えば、Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ」、第９０巻：第６４４４～６４４８頁（１９９３年））、及び１本鎖Ｆｖ（ｓＦ
ｖ）二量体を使用すること（例えば、Ｇｒｕｂｅｒら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１
５２巻：第５３６８頁（１９９４年））、並びに例えば、Ｔｕｔｔら、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．」、第１４７巻：第６０頁（１９９１年）に記載される三重特異性抗体を調製する
ことによって、作製されてもよい。
【０１８３】
　本開示の二重特異性分子及び多重特異性はまた、科学技術（例えば、Ｋｒａｎｚ（１９
８１年）、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第７８巻：第５８０７
頁）、「ポリドーマ（ｐｏｌｙｄｏｍａ）」技術（例えば、米国特許第４，４７４，８９
３号）、又は組換えＤＮＡ技術を使用して作製することもできる。本願で開示された主題
の二重特異性分子及び多重特異性分子はまた、当技術分野で公知の方法及び本明細書に記
載されているような方法を用いて、成分結合特異性、例えば第１のエピトープ及び第２の
エピトープ結合特異性をコンジュゲートさせることによって調製することもできる。例え
ば、限定するものではないが、二重特異性分子及び多重特異性分子の各結合特異性は、別
々に生成され、次いで互いにコンジュゲートされ得る。結合特異性がタンパク質又はペプ
チドである場合、種々のカップリング剤又は架橋剤を共有結合に使用することができる。
架橋剤の非限定的な例としては、タンパク質Ａ、カルボジイミド、Ｎ－スクシンイミジル
－Ｓ－アセチル－チオアセテート（ＳＡＴＡ）、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリ
ジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、及びスルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレ
イミドメチル）シクロハキサン－１－カルボキシレート（ｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉ
ｄｙｌ　４－（Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ）ｃｙｃｌｏｈａｘａｎｅ－１－ｃ
ａｒｂｏｘｙｌａｔｅ）（スルホ－ＳＭＣＣ）が挙げられる（例えば、Ｋａｒｐｏｖｓｋ
ｙ（１９８４年）、「Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．」、第１６０巻：第１６８６頁；Ｌｉｕ（１
９８５年）、「Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第８２巻：第８６４
８頁を参照されたい）。他の方法としては、Ｐａｕｌｕｓ（「Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｉｎｓ．
Ｍｉｔｔ．」（１９８５年）、第７８番第１１８～１３２頁；Ｂｒｅｎｎａｎ（１９８５
年）、「Ｓｃｉｅｎｃｅ」、第２２９巻：第８１～８３頁）、Ｇｌｅｎｎｉｅ（１９８７
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年）、「Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．」、第１３９巻：第２３６７～２３７５頁）に記載される
方法が挙げられる。結合特異性が抗体（例えば、２つのヒト化抗体）である場合、それら
は２つの重鎖のＣ末端ヒンジ領域のスルフヒドリル結合を介してコンジュゲートされ得る
。ある特定の実施形態では、ヒンジ領域は、コンジュゲーションの前に、奇数のスルフヒ
ドリル残基、例えば１つを含有するように修飾することができる。
【０１８４】
　ある特定の実施形態では、二重特異性抗体の両方の結合特異性は、同じベクター中にコ
ードされ、同じ宿主細胞中で発現され、組み立てられ得る。この方法は、二重特異性分子
及び多重特異性分子が、ＭＡｂ×ＭＡｂ、ＭＡｂ×Ｆａｂ、Ｆａｂ×Ｆ（ａｂ’）２、又
はリガンド×Ｆａｂ融合タンパク質である場合に特に有用である。ある特定の実施形態で
は、本開示の二重特異性抗体は、単鎖二重特異性抗体、１つの単鎖抗体及び結合決定基を
含む単鎖二重特異性分子、又は２つの結合決定基を含む単鎖二重特異性分子などの単鎖分
子であり得る。二重特異性分子及び多重特異性分子はまた、単鎖分子であってもよく、又
は少なくとも２つの単鎖分子を含んでもよい。二重特異性分子及び多重特異性分子を調製
する方法は、例えば、米国特許第５，２６０，２０３号；米国特許第５，４５５，０３０
号；米国特許第４，８８１，１７５号；米国特許第５，１３２，４０５号；米国特許第５
，０９１，５１３号；米国特許第５，４７６，７８６号；米国特許第５，０１３，６５３
号；米国特許第５，２５８，４９８号；及び米国特許第５，４８２，８５８号に記載され
る。「オクトパス抗体」を含む３つ以上の機能的抗原結合部位（例えば、エピトープ結合
部位）を有する操作された抗体もまた、本明細書に含まれる（例えば、米国特許出願公開
第２００６／００２５５７６Ａ１号を参照のこと）。
【０１８５】
　ある特定の実施形態では、動物系を用いて、本開示の抗体を産生することができる。ハ
イブリドーマを調製するための１つの動物系は、マウス系である。マウスにおけるハイブ
リドーマ産生は非常によく確立された手法である。融合のための免疫化脾細胞の単離のた
めの免疫化プロトコル及び技術は、当技術分野において公知である。融合パートナ（例え
ば、マウス骨髄腫細胞）及び融合手順もまた公知である（例えば、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａ
ｎｅ（１９８８年）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ」、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ニ
ューヨーク州コールド・スプリング・ハーバーを参照されたい）。
【０１８６】
Ａ．結合競合アッセイ
　本明細書に提供される本開示の抗ＦＧＦ２１抗体は、当技術分野で公知及び本明細書で
提供される様々なアッセイによって、それらの物理的／化学的性質及び／又は生物活性に
ついて特定する、スクリーニングする、又は特徴付けることができる。
【０１８７】
１．結合アッセイ及び他のアッセイ
　本開示の抗体は、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ
）、又はウェスタン・ブロット・アッセイなどの公知の方法によってその抗原結合活性に
ついて試験することができる。これらのアッセイの各々は、一般に、目的の複合体に特異
的な標識試薬（例えば、抗体）を用いることによって、特定の目的のタンパク質－抗体複
合体の存在を検出する。例えば、ＦＧＦ２１－抗体複合体は、例えば、抗体－ＦＧＦ２１
複合体を認識しこれに特異的に結合する、酵素結合抗体又は抗体断片を用いて検出するこ
とができる。あるいは、複合体は、様々な他の免疫アッセイのいずれかを用いて検出する
ことができる。例えば、抗体を放射性標識し、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）で使用するこ
とができる（例えば、参照によって本明細書に組み込まれる、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｂ．
、「Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ，Ｓｅｖｅｎｔ
ｈ　Ｔｒａｉｎｉｎｇ　Ｃｏｕｒｓｅ　ｏｎ　Ｒａｄｉｏｌｉｇａｎｄ　Ａｓｓａｙ　Ｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」、Ｔｈｅ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、（１９８６年３
月）を参照されたい）。放射性同位体は、ガイガカウンタ若しくはシンチレーションカウ
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ンタの使用、又はオートラジオグラフィなどによって検出することができる。
【０１８８】
　ある特定の実施形態では、競合アッセイを用いて、ＦＧＦ２１への結合について、本開
示の抗ＦＧＦ２１抗体、例えばｍＡｂ４又はｍＡｂ１５と競合する抗体を特定することが
できる。ある特定の実施形態では、かかる競合抗体は、ｍＡｂ４又はｍＡｂ１５により結
合されるのと同じエピトープ（例えば、線状又は立体構造エピトープ）に結合する。抗体
が結合するエピトープをマッピングするための詳細な例示の方法が、Ｍｏｒｒｉｓ（１９
９６年）、「Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第６６巻（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、
ニュージャージー州トトワ）に提供されている。
【０１８９】
　競合アッセイの非限定的な例では、固定化されたＦＧＦ２１を、ＦＧＦ２１に結合する
第１の標識抗体（例えば、ｍＡｂ４又はｍＡｂ１５）と、ＦＧＦ２１への結合について第
１の抗体と競合するその能力について試験されている第２の非標識抗体と、を含む溶液中
でインキュベートすることができる。第２の抗体は、ハイブリドーマ上清中に存在し得る
。対照として、第１の標識抗体を含むが第２の非標識抗体を含まない溶液中で、固定化Ｆ
ＧＦ２１をインキュベートする。ＦＧＦ２１への第１の抗体の結合を許容する条件下での
インキュベーション後に、結合していない過剰な抗体を除去し、固定化ＦＧＦ２１と会合
した標識の量を測定する。固定化ＦＧＦ２１に関連する標識の量が対照試料と比較して試
験試料中で実質的に低減される場合、それは、第２の抗体がＦＧＦ２１への結合について
第１の抗体と競合していることを示す。Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（１９８８年）
、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、第１４章、（
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、ニューヨーク州コール
ド・スプリング・ハーバー）を参照のこと。
【０１９０】
Ｂ．免疫複合体
　本願で開示された主題は、化学療法剤若しくは薬物、増殖阻害剤、毒素（例えば、タン
パク質毒素、細菌、真菌、植物、若しくは動物起源の酵素活性毒素、又はそれらの断片）
、又は放射性同位体などの１つ以上の細胞毒性薬にコンジュゲートされた、抗体を含む免
疫複合体をさらに提供する。例えば、開示された主題の抗体又は抗原結合部分は、別の抗
体、抗体断片、ペプチド、又は結合模倣物などの１つ以上の他の結合分子に機能的に結合
され得る（例えば、化学的カップリング、遺伝的融合、非共有結合、又は他の方法による
）。
【０１９１】
　ある特定の実施形態では、免疫複合体は抗体薬剤複合体（ＡＤＣ）であり、抗体が、こ
れらに限定されるわけではないが、マイタンシノイド（米国特許第５，２０８，０２０号
、同第５，４１６，０６４号、及び欧州特許第０４２５２３５号を参照のこと）；モノメ
チルオーリスタチン薬剤部分ＤＥ及びＤＦ（ＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ）などのオーリスタチ
ン（米国特許第５，６３５，４８３号、同第５，７８０，５８８号、及び同第７，４９８
，２９８号を参照のこと）；ドラスタチン；カリケアマイシン又はその誘導体（米国特許
第５，７１２，３７４号、同第５，７１４，５８６号、同第５，７３９，１１６号、同第
５，７６７，２８５号、同第５，７７０，７０１号、同第５，７７０，７１０号、同第５
，７７３，００１号、及び同第５，８７７，２９６号；Ｈｉｎｍａｎら、「Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．」、第５３巻：第３３３６～３３４２頁（１９９３年）；並びにＬｏｄｅら、
「Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．」、第５８巻：第２９２５～２９２８頁（１９９８年）を参照
のこと）；ダウノマイシン及びドキソルビシン等のアントラサイクリン（Ｋｒａｔｚら、
「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．」、第１３巻：第４７７～５２３頁（２００６年
）；Ｊｅｆｆｒｅｙら、「Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ」
、第１６巻：第３５８～３６２頁（２００６年）；Ｔｏｒｇｏｖら、「Ｂｉｏｃｏｎｊ．
Ｃｈｅｍ．」、第１６巻：第７１７～７２１頁（２００５年）；Ｎａｇｙら、「Ｐｒｏｃ
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．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ」、第９７巻：第８２９～８３４頁（２０００年
）；Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋら、「Ｂｉｏｏｒｇ．＆Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ」、
第１２巻：第１５２９～１５３２頁（２００２年）；Ｋｉｎｇら、「Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅ
ｍ．」、第４５巻：第４３３６～４３４３頁（２００２年）；及び米国特許第６，６３０
，５７９号を参照のこと）；メトトレキサート；ビンデシン；ドセタキセル、パクリタキ
セル、ラロタキセル、テセタキセル、及びオルタタキセル等のタキサン；トリコテセン；
並びにＣＣ１０６５を含む１つ以上の薬剤に結合している。
【０１９２】
　ある特定の実施形態では、免疫複合体は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活
性断片、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ
鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄ
ｉｉタンパク質、ジアンシン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａ
ｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄ
ｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆ
ｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリ
クトシン、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ
）、並びにトリコテセン（ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎｅ）を含むがこれらに限定されない酵
素活性毒素又はその断片に複合された本明細書に記載される抗体を含む。
【０１９３】
　ある特定の実施形態では、免疫複合体は、放射性原子に複合体化されて放射性複合体を
形成する、本明細書に記載される抗体を含む。放射性複合体の産生には、様々な放射性同
位体が利用可能である。非限定的な例としては、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９

０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２、及びＬｕ
の放射性同位体が挙げられる。放射性コンジュゲートが検出のために使用される場合、そ
れは、シンチグラフィ研究のための放射性原子、例えば、ｔｃ９９ｍ若しくはＩ１２３、
又は核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像法（別名、磁気共鳴画像法、ｍｒｉ）のためのスピン標識
、例えば、この場合もやはりヨウ素－１２３、ヨウ素－１３１、インジウム－１１１、フ
ッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニウム、マンガン、若しくは
鉄を含むことができる。
【０１９４】
　抗体及び細胞毒性薬の複合体は、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）
プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステ
ルの二官能性誘導体（例えば、アジプイミド酸ジメチルＨＣｌ）、活性エステル（例えば
、スベリン酸ジスクシンイミジル）、アルデヒド（例えば、グルタルアルデヒド）、ビス
－アジド化合物（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジ
アゾニウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン
）、ジイソシアネート（例えば、トルエン２，６－ジイソシアネート）、及びビス－活性
フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）等の多様な二
官能性タンパク質結合剤を使用して作製され得る。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅ
ｔｔａら、「Ｓｃｉｅｎｃｅ」、第２３８巻：第１０９８頁（１９８７年）に記載されて
いるように調製することができる。炭素－１４標識１－イソチオシアナトベンジル－３－
メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドを抗
体にコンジュゲートするための例示的なキレート剤である。国際公開第９４／１１０２６
号を参照されたい。リンカーは、細胞内での細胞毒性薬物の放出を容易にする「切断可能
リンカー」であってもよい。例えば、酸に不安定なリンカー、ペプチダーゼ感受性リンカ
ー、感光性リンカー、ジメチルリンカー、又はジスルフィド含有リンカー（Ｃｈａｒｉら
、「Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．」、第５２巻：第１２７～１３１頁（１９９２年）；米国特
許第５，２０８，０２０号）を使用することができる。
【０１９５】
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　本明細書に開示される免疫複合体は、市販されている（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．製、米国イリノイ州ロックフォード）、ＢＭＰＳ、ＥＭ
ＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、Ｓ
ＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ
－ＫＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－ＳＭ
ＰＢ、並びにＳＶＳＢ（サクシニミジル－（４－ビニルスルホン）安息香酸塩）を含むが
、これらに限定されない架橋剤試薬で調製されるかかるコンジュゲートを明示的に企図す
るが、これらに限定されない。
【０１９６】
　ＩＶ．キット
　本願で開示された主題は、本開示の免疫アッセイを実施するのに有用な材料を含有する
キットをさらに提供する。ある特定の実施形態では、キットは、本明細書に開示される抗
ＦＧＦ２１抗体を含有する容器を含む。好適な容器の非限定的な例としては、ボトル、試
験管、バイアル、及びマイクロタイタプレートが挙げられる。容器は、ガラス又はプラス
チックなどの様々な材料から形成され得る。ある特定の実施形態では、キットは、開示さ
れた免疫アッセイ法において抗ＦＧＦ２１抗体を使用するための指示を提示する添付文書
をさらに含む。
【０１９７】
　ある特定の実施形態では、キットは、１つ以上の抗ＦＧＦ２１抗体を含有する１つ以上
の容器を含むことができる。抗ＦＧＦ２１抗体の非限定的な例は、表８～表１３及び表１
６～表１９、並びに図４１Ａ及び図４１Ｂに開示されている。例えば、限定するものでは
ないが、キットは、抗ＦＧＦ２１捕捉抗体を含む少なくとも１つの容器と、抗ＦＧＦ２１
検出抗体を含む少なくとも１つの容器と、を含むことができる。
【０１９８】
　ある特定の実施形態では、試料中の全ＦＧＦ２１タンパク質を検出するためのキットは
、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗体を含
有する第１の容器と、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結
合する検出抗体を含有する第２の容器と、検出試薬を含有する第３の容器と、を含む。
【０１９９】
　ある特定の実施形態では、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質を検出するためのキット
は、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗体を
含有する第１の容器と、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトー
プに結合する検出抗体を含有する第２の容器と、検出試薬を含有する第３の容器と、を含
む。
【０２００】
　ある特定の実施形態では、試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク
質との比率を判定するためのキットは、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在す
るエピトープに結合する第１の捕捉抗体を含有する第１の容器と、ＦＧＦ２１のアミノ酸
残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体を含有する第２の容器
と、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する第２の捕捉
抗体を含有する第３の容器と、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエ
ピトープに結合する第２の検出抗体を含有する第４の容器と、検出試薬を含有する第５の
容器と、を備える。ある特定の実施形態では、該第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体は同
一の抗体であり、単一の容器で提供してもよい。あるいは、該第１の捕捉抗体及び第２の
捕捉抗体は異なる抗体であり、別々の容器で提供してもよい。
【０２０１】
　ある特定の実施形態では、捕捉抗体及び／又は検出抗体は、約０．１μｇ／ｍｌ～約５
．０μｇ／ｍｌの濃度で本開示のキットにて提供することができる。ある特定の実施形態
では、検出抗体を、例えば、ビオチンで標識することができる。
【０２０２】
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　ある特定の実施形態では、本開示のキットにて提供される検出試薬は、アビジン、スト
レプトアビジン－ＨＲＰ、又はストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース（ＳＢ
Ｇ）であり得る。ある特定の実施形態では、本開示のキットは、テトラメチルベンジジン
、過酸化水素、及び／又はレゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシドをさらに含むことが
できる。ある特定の実施形態では、キットがストレプトアビジン－ＨＲＰを含む場合、キ
ットはテトラメチルベンジジン及び過酸化水素をさらに含むことができる。ある特定の実
施形態では、キットがＳＢＧを含む場合、キットはレゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノ
シドをさらに含むことができる。ある特定の実施形態では、ＳＢＧは、約１００ｐＭ～約
４００ｐＭの濃度でキットにて提供することができる。
【０２０３】
　ある特定の実施形態では、捕捉抗体は、例えば常磁性ビーズなどのプレート又はビーズ
等であるが、これらに限定されない固体支持体表面に結合して提供してもよい。あるいは
又はさらに、キットは、捕捉抗体に連結され得る固体支持体表面をさらに含むことができ
る。ある特定の実施形態では、固体支持体は常磁性ビーズであってもよく、約０．１×１
０７ビーズ／ｍｌ～約１０．０×１０７ビーズ／ｍｌの濃度で提供することができる。
【０２０４】
　あるいは又はさらに、キットは、他の緩衝液、希釈液、及びフィルタを含む、商業的観
点及びユーザの観点から望ましい他の材料を含み得る。ある特定の実施形態では、キット
は、血液試料を収集及び／又は処理するための材料を含むことができる。
【０２０５】
　Ｖ．例示的な実施形態
【０２０６】
　Ａ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の全ＦＧＦ
２１タンパク質の量を判定する免疫アッセイ法であって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体を該試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、
　（ｂ）該試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在
するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、
　（ｃ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合している該検出抗体を検出することと、
　（ｄ）結合した該検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する全ＦＧＦ２１タンパ
ク質の量を算出することと、を含む、免疫アッセイ法を提供する。
【０２０７】
　Ａ１．該捕捉抗体及び該検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なる
エピトープに結合する、前述のＡに記載の免疫アッセイ法。
【０２０８】
　Ｂ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の活性ＦＧ
Ｆ２１タンパク質の量を判定する免疫アッセイ法であって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体を該試料と接触させて、試料－捕捉抗体組合せ材料を生成することと、
　（ｂ）該試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に
存在するエピトープに結合する検出抗体と接触させることと、
　（ｃ）該試料－捕捉抗体組合せ材料に結合している該検出抗体を検出することと、
　（ｄ）結合した該検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する活性ＦＧＦ２１タン
パク質の量を算出することと、を含む、免疫アッセイ法を提供する。
【０２０９】
　Ｃ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の活性ＦＧ
Ｆ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定する免疫アッセイ法であって
、
　（ａ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第１の捕捉抗体を該試料と接触させて、第１の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成すること
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、（ｉｉ）該第１の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２
内に存在するエピトープに結合する第１の検出抗体と接触させること、（ｉｉｉ）該試料
－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第１の検出抗体を検出すること、及び（ｉｖ）結合し
た該第１の検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する全ＦＧＦ２１タンパク質の量
を算出することと、
　（ｂ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体を該試料と接触させて、第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を生成すること
、（ｉｉ）該第２の試料－捕捉抗体組合せ材料を、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１
８２内に存在するエピトープに結合する第２の検出抗体と接触させること、（ｉｉｉ）該
試料－捕捉抗体組合せ材料に結合した該第２の検出抗体を検出すること、及び（ｉｖ）結
合した該第２の検出抗体のレベルに基づき、該試料中に存在する活性ＦＧＦ２１タンパク
質の量を算出することと、
　（ｃ）工程（ａ）で測定した該全ＦＧＦ２１タンパク質の量を、工程（ｂ）で測定した
該活性ＦＧＦ２１タンパク質の量と比較して、該試料中の活性ＦＧＦ２１タンパク質と全
ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定することと、を含む、免疫アッセイ法を提供する。
【０２１０】
　Ｃ１．該第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体が、同一の抗体である、前述のＣに記載の
免疫アッセイ法。
【０２１１】
　Ｃ２．該第１の捕捉抗体及び該第１の検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７
２内の異なるエピトープに結合する、前述のＣに記載の免疫アッセイ法。
【０２１２】
　Ｃ３．該免疫アッセイが、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）である、前述のＡ～
Ｃ２のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２１３】
　Ｃ４．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、常磁性ビ
ーズに固定化される、前述のＡ～Ｃ３のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２１４】
　Ｃ５．該検出抗体、第１の検出抗体、及び第２の検出抗体のうち１つ以上が、ビオチン
にコンジュゲートされる、前述のＡ～Ｃ４のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２１５】
　Ｃ６．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１
０－１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、前述のＡ～Ｃ５のいずれか一項に記
載の免疫アッセイ法。
【０２１６】
　Ｃ７．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－

１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、前述のＡ及びＣ～Ｃ６のいずれか一項に記載の免疫アッ
セイ法。
【０２１７】
　Ｃ８．該試料が、血液試料である、前述のＡ～Ｃ７のいずれか一項に記載の免疫アッセ
イ法。
【０２１８】
　Ｃ９．該試料が、血漿試料である、前述のＡ～Ｃ７のいずれか一項に記載の免疫アッセ
イ法。
【０２１９】
　Ｃ１０．該方法が、ウェル内感度約２ｐｇ／ｍｌ～約２０ｐｇ／ｍｌで該試料中にて、
全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、前述のＡ～Ｃ９
のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２２０】
　Ｃ１１．該免疫アッセイ法が、単分子検出器具を用いて実施される、前述のＡ～Ｃ９の
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いずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２２１】
　Ｃ１２．該単分子検出器具が、Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌ
ｙｚｅｒ（商標）である、前述のＣ１１に記載の免疫アッセイ法。
【０２２２】
　Ｃ１３．該方法が、ウェル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌで該試料中
にて、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、前述のＣ
１１及びＣ１２に記載の免疫アッセイ法。
【０２２３】
　Ｃ１４．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、前述のＡ～Ｃ１３のいずれか
一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２２４】
　Ｃ１５．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４、５５、７４、及び７５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０、５１、７０、及び７１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、前述のＡ～Ｃ１３のいずれか
一項に記載の免疫アッセイ。
【０２２５】
　Ｃ１６．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２、２３、６６、及び６７からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８、１９、６２、及び６３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、前述のＡ～Ｃ１３のいずれか一項に記
載の免疫アッセイ。
【０２２６】
　Ｃ１７．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
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置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、前述のＡ及びＣ～Ｃ１３のい
ずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２２７】
　Ｃ１８．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５６、５７、７２、及び７３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５２、５３、６８、及び６９からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、前述のＡ及びＣ～Ｃ１３のい
ずれか一項に記載の免疫アッセイ。
【０２２８】
　Ｃ１９．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２４、２５、６４、及び６５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０、２１、６０、及び６１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、前述のＡ及びＣ～Ｃ１３のいずれか一
項に記載の免疫アッセイ。
【０２２９】
　Ｃ２０．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＣ１４に記載の免疫アッセイ法。
【０２３０】
　Ｃ２１．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＣ２０に記載の免疫アッセイ。
【０２３１】
　Ｃ２２．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＣ２１に記載の免疫アッセイ。
【０２３２】
　Ｃ２３．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
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　（ｅ）配列番号４５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＣ１７に記載の免疫アッセイ法。
【０２３３】
　Ｃ２４．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＣ２３に記載の免疫アッセイ。
【０２３４】
　Ｃ２５．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＣ２４に記載の免疫アッセイ。
【０２３５】
　Ｃ２６．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、前述
のＡ～Ｃ１３のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２３６】
　Ｃ２７．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、前述
のＡ及びＣ～Ｃ１３のいずれか一項に記載の免疫アッセイ法。
【０２３７】
　Ｄ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の全ＦＧＦ
２１タンパク質を検出するキットであって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体と、
　（ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する検出抗
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体と、
　（ｃ）検出試薬と、を備える、キットを提供する。
【０２３８】
　Ｄ１．該捕捉抗体及び該検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内の異なる
エピトープに結合する、前述のＤに記載のキット。
【０２３９】
　Ｅ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の活性ＦＧ
Ｆ２１タンパク質を検出するキットであって、
　（ａ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する捕捉抗
体と、
　（ｂ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエピトープに結合する検
出抗体と、
　（ｃ）検出試薬と、を備える、キットを提供する。
【０２４０】
　Ｆ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、試料中の活性ＦＧ
Ｆ２１タンパク質と全ＦＧＦ２１タンパク質との比率を判定するキットであって、
　（ａ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第１の捕捉抗体、及び（ｉｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピト
ープに結合する第１の検出抗体と、
　（ｂ）（ｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７２内に存在するエピトープに結合する
第２の捕捉抗体、及び（ｉｉ）ＦＧＦ２１のアミノ酸残基１７３～１８２内に存在するエ
ピトープに結合する第２の検出抗体と、
　（ｃ）１つ以上の検出試薬と、を備える、キットを提供する。
【０２４１】
　Ｆ１．該第１の捕捉抗体及び第２の捕捉抗体が、同一の抗体である、前述のＦに記載の
キット。
【０２４２】
　Ｆ２．該第１の捕捉抗体及び該第１の検出抗体が、ＦＧＦ２１のアミノ酸残基５～１７
２内の異なるエピトープに結合する、前述のＦに記載のキット。
【０２４３】
　Ｆ３．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、常磁性ビ
ーズに固定化される、前述のＤ～Ｆ２のいずれか一項に記載のキット。
【０２４４】
　Ｆ４．該検出抗体、第１の検出抗体、及び第２の検出抗体のうち１つ以上が、ビオチン
にコンジュゲートされる、前述のＤ～Ｆ３のいずれか一項に記載のキット。
【０２４５】
　Ｆ５．該検出試薬が、ストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体、スト
レプトアビジン－ホースラディッシュペルオキシダーゼ複合体、及びこれらの組合せから
なる群から選択される、前述のＤ～Ｆ４のいずれか一項に記載のキット。
【０２４６】
　Ｆ６．レゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシド、テトラメチルベンジジン、過酸化水
素、又はその組合せをさらに備える、前述のＦ５に記載のキット。
【０２４７】
　Ｆ７．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１
０－１０Ｍ～１０－１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、前述のＤ～Ｆ６のいずれか一項に記
載のキット。
【０２４８】
　Ｆ８．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、Ｋｄ約１０－１０Ｍ～１０－

１３ＭでＦＧＦ２１に結合する、前述のＤ及びＦ～Ｆ７のいずれか一項に記載のキット。
【０２４９】
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　Ｆ９．該検出抗体又は第１の検出抗体が、約０．１μｇ／ｍｌ～約１μｇ／ｍｌの濃度
を持つ、前述のＤ及びＦ～Ｆ８のいずれか一項に記載のキット。
【０２５０】
　Ｆ１０．該検出抗体又は第２の検出抗体が、約１μｇ／ｍｌ～約３μｇ／ｍｌの濃度を
持つ、前述のＥ～Ｆ７のいずれか一項に記載のキット。
【０２５１】
　Ｆ１１．該ストレプトアビジン－β－Ｄ－ガラクトピラノース複合体が、約１００ｐＭ
～約４００ｐＭの濃度を持つ、前述のＦ５に記載のキット。
【０２５２】
　Ｆ１２．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、前述のＤ～Ｆ１１のいずれか
一項に記載のキット。
【０２５３】
　Ｆ１３．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４、５５、７４、及び７５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０、５１、７０、及び７１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、前述のＤ～Ｆ１１のいずれか
一項に記載のキット。
【０２５４】
　Ｆ１４．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２、２３、６６、及び６７からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８、１９、６２、及び６３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、前述のＤ～Ｆ１１のいずれか一項に記
載のキット。
【０２５５】
　Ｆ１５．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
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置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、前述
のＤ及びＦ～Ｆ１１のいずれか一項に記載のキット。
【０２５６】
　Ｆ１６．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５６、５７、７２、及び７３からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５２、５３、６８、及び６９からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、を含む、前述のＤ及びＦ～Ｆ１１のい
ずれか一項に記載のキット。
【０２５７】
　Ｆ１７．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２４、２５、６４、及び６５からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０、２１、６０、及び６１からなる群から選択されるアミノ酸配列、
並びにその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、前述のＤ及びＦ～Ｆ１１のいずれか一
項に記載のキット。
【０２５８】
　Ｆ１８．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＦ１２に記載のキット。
【０２５９】
　Ｆ１９．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＦ１８に記載のキット。
【０２６０】
　Ｆ２０．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＦ１９に記載のキット。
【０２６１】
　Ｆ２１．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
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　（ｅ）配列番号４５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＦ１５に記載のキット。
【０２６２】
　Ｆ２２．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号５７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＦ２１に記載のキット。
【０２６３】
　Ｆ２３．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、
　（ａ）配列番号２５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＦ２２に記載のキット。
【０２６４】
　Ｆ２４．該捕捉抗体、第１の捕捉抗体、及び第２の捕捉抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２６及び２７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０及び３１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４及び３５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８及び３９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２及び４３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６及び４７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、前述
のＤ～Ｆ１１のいずれか一項に記載のキット。
【０２６５】
　Ｆ２５．該検出抗体及び第１の検出抗体のうち１つ以上が、以下：
　（ａ）配列番号２８及び２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３２及び３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６及び３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０及び４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４及び４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８及び４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的
置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む抗体と競合的に結合する、前述
のＤ及びＦ～Ｆ１１のいずれか一項に記載のキット。
【０２６６】
　Ｆ２６．該試料が、血液試料である、前述のＤ～Ｆ２５のいずれか一項に記載のキット
。
【０２６７】
　Ｆ２７．該試料が、血漿試料である、前述のＤ～Ｆ２５のいずれか一項に記載のキット
。



(70) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

【０２６８】
　Ｆ２８．該キットが、ウェル内感度約０．２ｐｇ／ｍｌ～約０．５ｐｇ／ｍｌで該試料
中にて、全ＦＧＦ２１タンパク質又は活性ＦＧＦ２１タンパク質の量を検出する、前述の
Ｄ～Ｆ２７のいずれか一項に記載のキット。
【０２６９】
　Ｇ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、単離された抗ＦＧ
Ｆ２１抗体又はその抗原結合部分であって、
　（ａ）配列番号２６～２９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ１と、
　（ｂ）配列番号３０～３３からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４～３７からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、重鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８～４１からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２～４５からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６～４９からなる群から選択されるアミノ酸配列並びにその保存的置
換を備える、軽鎖可変領域ＣＤＲ３ドメインと、を含む、単離された抗ＦＧＦ２１抗体又
はその抗原結合部分を提供する。
【０２７０】
　Ｇ１．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＧに記載の単離された抗体。
【０２７１】
　Ｇ２．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号３９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＧに記載の単離された抗体。
【０２７２】
　Ｇ３．該抗体又はその抗原結合部分が、
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　（ａ）配列番号２８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＧに記載の単離された抗体。
【０２７３】
　Ｇ４．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１と、
　（ｂ）配列番号３３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｃ）配列番号３７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、
　（ｄ）配列番号４１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ１ドメインと、
　（ｅ）配列番号４５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ２ドメインと、
　（ｆ）配列番号４９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３ドメインと、を含む、前述のＧに記載の単離された抗体。
【０２７４】
　Ｇ５．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ１に記載の単離された抗体。
【０２７５】
　Ｇ６．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ２に記載の単離された抗体。
【０２７６】
　Ｇ７．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ３に記載の単離された抗体。
【０２７７】
　Ｇ８．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号５７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号５３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ４に記載の単離された抗体。
【０２７８】
　Ｇ９．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号７１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
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を含む、前述のＧ１に記載の単離された抗体。
【０２７９】
　Ｇ１０．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号７０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ２に記載の単離された抗体。
【０２８０】
　Ｇ１１．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号６９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ３に記載の単離された抗体。
【０２８１】
　Ｇ１２．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号７２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号６８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖可変領域と、
を含む、前述のＧ４に記載の単離された抗体。
【０２８２】
　Ｇ１３．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１８の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ５に記載の単離された抗体。
【０２８３】
　Ｇ１４．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号１９の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ６に記載の単離された抗体。
【０２８４】
　Ｇ１５．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ７に記載の単離された抗体。
【０２８５】
　Ｇ１６．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号２５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号２１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ８に記載の単離された抗体。
【０２８６】
　Ｇ１７．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６７の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６３の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ９に記載の単離された抗体。
【０２８７】
　Ｇ１８．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６６の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６２の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ１０に記載の単離された抗体。
【０２８８】
　Ｇ１９．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６５の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６１の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
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前述のＧ１１に記載の単離された抗体。
【０２８９】
　Ｇ２０．該抗体又はその抗原結合部分が、
　（ａ）配列番号６４の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、重鎖と、
　（ｂ）配列番号６０の該アミノ酸配列及びその保存的置換を備える、軽鎖と、を含む、
前述のＧ１２に記載の単離された抗体。
【０２９０】
　Ｈ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、Ｇ～Ｇ２０のいず
れか一項に記載の抗体又はその抗原結合部分をコードする、単離された核酸又はその抗原
結合部分を提供する。
【０２９１】
　Ｉ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、Ｈに記載の核酸を
含む宿主細胞を提供する。
【０２９２】
　Ｊ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、該抗体が産生され
るように、Ｉに記載の宿主細胞を培養することを含む、抗体を産生する方法を提供する。
【０２９３】
　Ｊ１．該抗体を該宿主細胞から回収することをさらに含む、前述のＪに記載の方法。
【０２９４】
　Ｋ．ある特定の非限定的な実施形態では、本願で開示された主題は、Ｇ～Ｇ２０のいず
れか一項に記載の１つ以上の抗体又はその抗原結合部分を含む、組成物を提供する。
【実施例】
【０２９５】
　以下の実施例は、本願で開示されている主題の単なる例示であり、いかなる意味におい
ても制限とみなすべきではない。
【０２９６】
　実施例１：抗ＦＧＦ２１抗体生成
　モノクローナル抗体は、ＳＪＬ及びＢａｌｂ／ｃマウスを組換えヒトＦＧＦ２１で免疫
化することによって生成した。ＥＬＩＳＡにより８０のハイブリドーマ上清をスクリーニ
ングした（図１）。２０のハイブリドーマを、インタクトなヒトＦＧＦ２１（ＰＵＲ９８
２７１）、インタクトなカニクイザルＦＧＦ２１（ＰＵＲ９８２７０）、及びヒトＦＡＰ
によるインタクトなヒトＦＧＦ２１の消化により生成された切断ヒトＦＧＦ２１（ＰＵＲ
１０２２４７）への結合に基づいて選択した。
【０２９７】
　実施例２：抗ＦＧＦ２１抗体特徴付け
　実施例１で同定された選択された２０のハイブリドーマから得られたＩｇＧを、ＥＬＩ
ＳＡによってさらに特徴付けた。ＥＬＩＳＡを以下の通りに行った：９６ウェルＭａｘｉ
Ｓｏｒｐプレート（４３９４５４、Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
；ニューヨーク州ロチェスタ）を、１μｇ／ｍＬの抗ＦＧＦ２１　ｍＡｂｓ又は抗ＦＧＦ
２１ヒツジｐＡｂｓ（カタログ番号ＲＤ１８４１０８１００、Ｂｉｏｖｅｎｄｏｒ、ノー
スカロライナ州アシュビル）によりコーティング緩衝液（５０ｍＭ炭酸ナトリウム、ｐＨ
９．６）中において４℃で一晩コーティングした。翌日、０．５％のＢＳＡ及びｐＨ７．
４で１０ｐｐｍのＰｒｏＣｌｉｎを含有するＰＢＳで遮断した後、洗浄緩衝液（ＰＢＳ、
０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０、ｐＨ７．２）で洗浄し、プレートを、アッセイ緩衝液（２
５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．２ｍＭ　ＣａＣｌ２、０
．１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０）中の０．００００
０１８６～２０００ｐｇ／ｍＬのインタクトなヒトＦＧＦ２１（完全長非切断ＦＧＦ２１
；カタログ番号２５３９－ＦＧ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）又はＦＡＰ切断ヒトＦＧＦ２
１と共に、室温にて１～２時間インキュベートした。洗浄緩衝液で洗浄した後、プレート
を０．５μｇ／ｍｌの二次抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ビオチン化ヤギ抗ＦＧＦ２１
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　ｐＡｂ　ＢＡＦ２５３９）と共に室温にて１～２時間インキュベートした。洗浄緩衝液
で洗浄した後、プレートを、アッセイ緩衝液中で１：１，０００に希釈した高感度ストレ
プトアビジン－ＨＲＰ（ＰＩＥＲＣＥカタログ番号２１１３０）と共にインキュベートし
た。洗浄緩衝液で洗浄した後、抗ＦＧＦ２１の組換えＦＧＦ２１との結合を、基質３，３
’，５，５’テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＥ１０００、Ｍｏｓｓ；メリーランド州パ
サデナ）を添加することによって評価した。二重ウェルからの平均吸光度値を抗体濃度の
関数としてプロットし、データを３つのパラメータ方程式に当てはめて、Ｐｒｉｓｍ　６
（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア州ラホヤ）を用いて
、各抗体について５０％効果濃度（ＥＣ５０）値を算出した（表２）。
【０２９８】

【０２９９】
　インタクトＦＧＦ２１対切断ＦＧＦ２１及び絶対ＥＣ５０値の差次的検出に基づいて、
抗体ｍＡｂ５、ｍＡｂ６、ｍＡｂ７、及びｍＡｂ１２を更なる分析から除外した。抗体ｍ
Ａｂ１、ｍＡｂ２、ｍＡｂ３、ｍＡｂ４、ｍＡｂ８、ｍＡｂ９、ｍＡｂ１０、ｍＡｂ１１
、ｍＡｂ１３、ｍＡｂ１５、及びｍＡｂ１６を、ＥＺ－Ｌｉｎｋ（商標）ＮＨＳ－ＰＥＧ
固相ビオチン化キット（ＰＩＥＲＣＥカタログ番号２１４５０）を用いてビオチン化し、
サンドイッチＥＬＩＳＡを、インタクトＦＧＦ２１を用いてペアワイズコンビナトリアル
（ｐａｉｒｗｉｓｅ　ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ）様式で実施した（表３及び表４）。
ビオチン化ヤギ抗ＦＧＦ２１　ｐＡｂ　ＢＡＦ２５３９（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を、
陽性対照として使用した。
【０３００】
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【０３０１】
ＸＸ：ＯＤ＞１の強いシグナル、Ｘ：ＯＤ＜１の強いシグナル
【０３０２】

【０３０３】
ＸＸ：ＯＤ＞１．５の強いシグナル、Ｘ：０．５＜ＯＤ＜１．５の強いシグナル、－：６
５３ｐｇ／ｍＬのＦＧＦ２１を使用した際ＯＤ＜０．５であった。インタクトＦＧＦ２１
とＦＡＰ切断ＦＧＦ２１との平均値を用いて表を作成した。
【０３０４】
　表３に示される結果に基づいて、抗体ｍＡｂ２、３、及び１３を更なる分析から除外し
た。表３からの結果により、抗体ｍＡｂ１、４、８、９、１０、及び１１を、３つのエピ
トープビンに配置した（表５）。
【０３０５】

【０３０６】
　次いで、抗体ｍＡｂ１、４、８、９、１０、及び１１を、コンビナトリアル様式でイン
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タクトなヒトＦＧＦ２１（カタログ番号２５３９－ＦＧ、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を用
いて、ＥＬＩＳＡで試験した。吸光度値を抗体濃度の関数としてプロットし、データを３
つのパラメータ方程式に当てはめて、Ｐｒｉｓｍ　６（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａ
ｒｅ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア州ラホヤ）を用いて、各抗体について５０％効果濃度（
ＥＣ５０）値を算出した（表６）。表６に示すように、抗体ｍＡｂ４又は９を捕捉抗体と
して使用し、抗体ｍＡｂ１０又は１１をインタクトなヒトＦＧＦ２１に対する検出抗体と
して使用した場合、より良好な効力が観察された。
【０３０７】

【０３０８】
　次いで、抗体ｍＡｂ４、８、９、１０、１１、１５、及び１６を、コンビナトリアル様
式でインタクトなヒトＦＧＦ２１（カタログ番号２５３９－ＦＧ、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍ
ｓ）又はＦＡＰ切断ヒトＦＧＦ２１を用いて、ＥＬＩＳＡで試験した。吸光度値を抗体濃
度の関数としてプロットし、データを、Ｐｒｉｓｍ　６（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア州ラホヤ）を用いて各抗体について３つのパラメータ
方程式に当てはめた。最も一致した結果は、抗体ｍＡｂ４又は９を捕捉抗体として使用し
、抗体ｍＡｂ１１又はｍＡｂ１５を検出抗体として使用した場合に観察された（図２及び
表７）。したがって、ｍＡｂ８及び１６を更なる分析から除外した。図２は、抗体がイン
タクトＦＧＦ２１及びＦＡＰ切断ＦＧＦ２１（ｃＦＧＦ２１）に等しく結合することを示
し、これは、全ＦＧＦ２１の濃度（すなわち、インタクト及びＦＡＰ切断の両方）を検出
するのに重要である。
【０３０９】
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【０３１０】
　抗体ｍＡｂ４、９、１１、及び１５を、ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）表面プラズモン共
鳴によってさらに分析し、Ｋｄを決定した。図３に示すように、ｍＡｂ４は３．６８９×
１０１０のＫｄを有し、ｍＡｂ９は８．８９５×１０１０のＫｄを有し、ｍＡｂ１１は２
．７０４×１０１０のＫｄを有し、ｍＡｂ１５は３．９５５×１０１２のＫｄを有する。
【０３１１】
　実施例３：エピトープ分析
　一過性にトランスフェクトしたＨＥＫ２９３培養上清中で、ＦＧＦ１９、ＦＧＦ２１、
又はＦＧＦ１９－ＦＧＦ２１キメラタンパク質をＦＬＡＧタグ化タンパク質として発現さ
せ、抗体ｍＡｂ４、９、１１、及び１５の結合をＥＬＩＳＡにより試験することで、エピ
トープマッピングを行った。ＥＬＩＳＡのために、９６ウェルＭａｘｉＳｏｒｐプレート
（４３９４５４、Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ；ニューヨーク州
ロチェスタ）を、分泌タンパク質を含有する１５μＬの培養上清と、１３５μＬの１倍コ
ーティング緩衝液（５０ｍＭ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６）との混合物によって４℃で一
晩コーティングした。ＦＧＦ２１のＣ末端に結合する、市販の抗体Ｒ５及びＲ９を、陽性
対照として使用した。
【０３１２】
　ヒトＦＧＦ１９：
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬ
ＣＭＧＡＤＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬ
ＰＶＳＬＳＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧ
ＨＬＥＳＤＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号
２）
【０３１３】
　ヒトＦＧＦ２１：
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲＰＤ
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ＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨＬＰ
ＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡＰＱＰＰＤ
ＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１）
【０３１４】
　ヒトＦＧＦ２１－１９キメラタンパク質（ＦＧＦ２１部分はイタリック体、ＦＧＦ１９
部分は下線）：
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲＩＲ
ＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭ
ＧＡＤＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶ
ＳＬＳＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬ
ＥＳＤＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号３）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＡＤＧ
ＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号４）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号５）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号６）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号７）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＨＳＶＲＹＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号８）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＭＧＡＤ
ＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬＰＶＳＬＳ
ＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤ
ＭＦＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号９）
　ＨＰＩＰＤＳＳＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥＤＧ
ＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲＰＤ
ＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨＬＰ
ＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＭＬＰＭＶＰＥＥＰＥＤＬＲＧＨＬＥＳＤＭＦ
ＳＳＰＬＥＴＤＳＭＤＰＦＧＬＶＴＧＬＥＡＶＲＳＰＳＦＥＫ（配列番号１０）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＬＬＱＦＧＧＱＶＲＱＲＹＬＹＴＤＤＡＱＱＴＥＡＨＬＥＩＲＥ
ＤＧＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬＣＱＲ
ＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬＰＬＨ
ＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡＰＱＰ
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ＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１１）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＥＤＧＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬ
ＣＱＲＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬ
ＰＬＨＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡ
ＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１２）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＴＶＧＧＡＡＤＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬ
ＣＱＲＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬ
ＰＬＨＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡ
ＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１３）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＰＥＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬ
ＣＱＲＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬ
ＰＬＨＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡ
ＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１４）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＱＬＫＡＬＫＰＧＶＩＱＩＬＧＶＫＴＳＲＦＬ
ＣＱＲＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬ
ＰＬＨＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡ
ＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１５）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬ
ＣＱＲＰＤＧＡＬＹＧＳＬＨＦＤＰＥＡＣＳＦＲＥＬＬＬＥＤＧＹＮＶＹＱＳＥＡＨＧＬ
ＰＬＨＬＰＧＮＫＳＰＨＲＤＰＡＰＲＧＰＡＲＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩＬＡ
ＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１６）
　ＲＰＬＡＦＳＤＡＧＰＨＶＨＹＧＷＧＤＰＩＲＬＲＨＬＹＴＳＧＰＨＧＬＳＳＣＦＬＲ
ＩＲＡＤＧＶＶＤＣＡＲＧＱＳＡＨＳＬＬＥＩＫＡＶＡＬＲＴＶＡＩＫＧＶＨＳＶＲＹＬ
ＣＭＧＡＤＧＫＭＱＧＬＬＱＹＳＥＥＤＣＡＦＥＥＥＩＲＰＤＧＹＮＶＹＲＳＥＫＨＲＬ
ＰＶＳＬＳＳＡＫＱＲＱＬＹＫＮＲＧＦＬＰＬＳＨＦＬＰＬＰＧＬＰＰＡＬＰＥＰＰＧＩ
ＬＡＰＱＰＰＤＶＧＳＳＤＰＬＳＭＶＧＰＳＱＧＲＳＰＳＹＡＳ（配列番号１７）
【０３１５】
　図４に示すように、抗体ｍＡｂ４、９、１１、及び１５は、ヒトＦＧＦ２１のコアＦＧ
Ｆフォールドに結合し、Ｎ末端又はＣ末端の可撓性領域には結合しない。
【０３１６】
　実施例４：ＦＧＦ２１　ＥＬＩＳＡアッセイ
　インタクトＦＧＦ２１の検出における捕捉抗体としての抗体ｍＡｂ４及び１１の有用性
を、ＥＺ－Ｌｉｎｋ（商標）ＮＨＳ－ＰＥＧ固相ビオチン化キット（ＰＩＥＲＣＥ第２１
４５０番）を用いてビオチン化した、Ｃ末端特異性抗ＦＧＦ２１　ｐＡｂ（カタログ番号
３０６６１、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、カリフォルニア州サンディエゴ
；本明細書では、「Ｃ末端ｐＡｂ」とも称する）と組み合わせて試験した。全ＦＧＦ２１
及び活性ＦＧＦ２１レベルを測定するための免疫アッセイの概略図を図５に示す。
【０３１７】
　ＥＬＩＳＡアッセイを以下の通りに行った：９６ウェルＭａｘｉＳｏｒｐプレート（カ
タログ番号４３９４５４、Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ；ニュー
ヨーク州ロチェスタ）を、０．５μｇ／ｍＬの抗ＦＧＦ２１　ｍＡｂｓによりコーティン
グ緩衝液（５０ｍＭ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６）中において４℃で一晩コーティングし
た。翌日、０．５％のＢＳＡ及びｐＨ７．４で１０ｐｐｍのＰｒｏｃｌｉｎを含有するＰ
ＢＳで遮断した後、洗浄緩衝液（ＰＢＳ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０、ｐＨ７．２）で
洗浄し、プレートを、アッセイ緩衝液（２５ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２、１５０ｍＭ
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　ＮａＣｌ、０．２ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．１％ウシ血清アルブミン［ＢＳＡ］、０．０
５％Ｔｗｅｅｎ－２０）中の０．０００４～３２０００ｐｇ／ｍＬのインタクトなヒトＦ
ＧＦ２１（２５３９－ＦＧ、Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）と共に、室温にて１～２時間イン
キュベートした。洗浄緩衝液で洗浄した後、プレートを、Ｍａｇｉｃ緩衝液（１倍ＰＢＳ
　ｐＨ７．４、０．５％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ　２０、０．２％ＢｇＧ、０．２
５％ＣＨＡＰＳ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．３５Ｍ　ＮａＣｌ、１０ＰＰＭ　Ｐｒｏｃｌｉ
ｎ）中の０．５μｇ／ｍｌの二次抗体（ビオチン化抗ＦＧＦ２１　Ｃ末端ｐＡｂ　３０６
６１又は抗ＦＧＦ２１　ｍＡｂ１１若しくは１５）と共に室温で１～２時間インキュベー
トした。洗浄緩衝液で洗浄した後、プレートを、アッセイ緩衝液中で１：１，０００に希
釈した高感度ストレプトアビジン－ＨＲＰ（ＰＩＥＲＣＥ第２１１３０番）と共にインキ
ュベートした。洗浄緩衝液で洗浄した後、抗ＦＧＦ２１の組換えＦＧＦ２１との結合を、
基質３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢＥ－１０００、Ｍｏｓｓ；メ
リーランド州パサデナ）を添加することによって評価した。より詳細なプロトコルを図６
に提示する。二重ウェルからの平均吸光度値を抗体濃度の関数としてプロットし、データ
を、Ｐｒｉｓｍ　６（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア
州ラホヤ）を用いて３つのパラメータ方程式に当てはめた（図７）。
【０３１８】
　図８に示すように、全ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイは５ｐｇ／ｍｌのウェル内感度
を有し、活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイは２８ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有した
。活性ＦＧＦ２１のＥＬＩＳＡアッセイは、最後の１０個のＣ末端アミノ酸を欠くＦＧＦ
２１の切断型を検出しなかった。
【０３１９】
　全ＦＧＦ２１　ＥＬＩＳＡアッセイに対する血清の影響を判定するために、更なる実験
を行った。捕捉抗体としてｍＡｂ４を使用し、検出抗体でｍＡｂ１５を使用したＦＧＦ２
１のＥＬＩＳＡアッセイを行った。図９に示すように、アッセイに対する血清干渉は最小
であった。ヒトＦＧＦ２１に対するアッセイの特異性もまた試験した。図９に示すように
、全ＦＧＦ２１に対するアッセイは、対照マウスと比較して、ヒトＦＧＦ２１ノックイン
マウスで発現したヒトＦＧＦ２１を検出した。図１０はまた、開示された抗体を用いるア
ッセイがヒトＦＧＦ２１に特異的であり、マウスＦＧＦ２１を検出しなかったことを示す
。
【０３２０】
　これらのデータに基づき、組換え発現のｃＤＮＡクローニングのために、４つの抗体、
ｍＡｂ４、ｍＡｂ９、ｍＡｂ１１、及びｍＡｂ１５を選択した。これらの抗体のアミノ酸
配列は、表８～表１３、並びに図４１Ａ及び図４１Ｂに提示される。組換えｍＡｂを、マ
ウスＩｇＧ２ａバックグラウンドにおける１００ｍＬのＣＨＯ培養物中で発現させた。
【０３２１】
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【０３２６】

【０３２７】
　実施例５：ＦＧＦ２１　ＥＬＩＳＡアッセイの最適化
　実施例４に記載したＦＧＦ２１　ＥＬＩＳＡアッセイをさらに最適化して、アッセイの
感度を改善した。
【０３２８】
　異なる捕捉抗体を比較して、どの捕捉抗体がより優れた検出をもたらすかを決定した。
抗体ｍＡｂ４及びｍＡｂ９の両方を捕捉抗体として試験した。図１１に示すように、捕捉
抗体としてｍＡｂ４を使用すると、ｍＡｂ９と比較して、より良好なアッセイ感度が得ら
れた。
【０３２９】
　異なるタイプのコーティング緩衝液と、検出抗体の固定濃度における異なる濃度のコー
ティング抗体とを、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイについて分析した
。重炭酸塩コーティング緩衝液及びＰＢＳコーティング緩衝液を、異なるコーティング抗
体濃度で分析した。図１２に示すように、全ＦＧＦ２１アッセイについて、異なる濃度の
コーティング抗体でさえ、炭酸水素ナトリウム及びＰＢＳコーティング緩衝液に対して同
様のウェル内感度が観察された。例えば、ＰＢＳ中２μｇ／ｍｌであるｍＡｂ４のコーテ
ィングは２ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有し、２μｇ／ｍｌであるｍＡｂ４のコーティン
グは３ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有した。
【０３３０】
　活性ＦＧＦ２１アッセイでは、類似のウェル内感度が炭酸水素ナトリウム及びＰＢＳコ
ーティング緩衝液で観察された（図１３）。
【０３３１】



(85) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

　検出抗体（ｍＡｂ１５）の濃度及びホースラディッシュ過酸化物（ｈｏｒｓｅｒａｄｉ
ｓｈ　ｐｅｒｏｘｉｄｅ：ＨＲＰ）の濃度が全ＦＧＦ２１アッセイの感度に及ぼす影響を
決定するために、更なる実験を行った。０．２、１、及び２μｇ／ｍｌの濃度を検出抗体
について試験し、１／１００及び１／５００の希釈をＨＲＰについて試験した。図１４に
示すように、検出抗体及びＨＲＰのより高い濃度は、アッセイの感度を有意に改善しなか
った。
【０３３２】
　実施例６：Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いたＦＧＦ２１検出アッセイ
　実施例５で議論したように、ＥＬＩＳＡフォーマットからの最適化に基づいて、Ｑｕａ
ｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙｚｅｒ（商標）を用いるアッセイを、
捕捉抗体としてｍＡｂ４と、検出抗体としてビオチン化ｍＡｂ１５（全ＦＧＦ２１の検出
用）又はビオチン化Ｃ－末端ｐＡｂ（活性ＦＧＦ２１の検出用）のいずれかと、を使用す
るように適合させた。アッセイの概略図を図１５に示す。
【０３３３】
　免疫アッセイの概要を提供する。Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ免疫アッセイは、２
段階アッセイプロトコル（図１６）を使用して、酵素複合体（ストレプトアビジンβ－ガ
ラクトシダーゼ（ＳＢＧ））による全ＦＧＦ２１の捕捉及び標識化により開始する。ｍＡ
ｂ４にコンジュゲートした磁気ビーズで捕捉した全ＦＧＦ２１と、ビオチン化検出抗体（
全ＦＧＦ２１ではｍＡｂ１５－ビオチン、又は活性ＦＧＦ２１ではＣ末端ｐＡｂ－ビオチ
ンのいずれか）とを一緒に添加して、捕捉した分析物サンドイッチを第１の工程で形成し
、次いでＳＢＧを検出のために第２の工程で添加する。各工程の間にビーズを洗浄する。
各洗浄サイクルの間、器具は、上清の自動吸引の前に、磁石を使用してビーズをペレット
化する。最終洗浄サイクルの後、捕捉ビーズをレゾルフィンβ－Ｄ－ガラクトピラノシド
（ＲＧＰ）基質に再懸濁させる。次いで、造影及び分析物定量化のための準備において、
ビーズをＳｉｍｏａディスクの入口ポートに移動する。
【０３３４】
　ＦＧＦ２１の捕捉及び標識後、捕捉ビーズを、ウェル当たりビーズ１個以下（幅４．２
５μｍ、深さ３．２５μｍ）を保持するような大きさである２１６，０００個の４０－ｆ
Ｌウェルを含有するアレイにロードする。ビーズ懸濁液は、入口チャネルを通ってアレイ
上へと引っ張られる。ビーズは重力によっておよそ９０秒間ウェル中に沈降させる。油の
アリコートをアレイ入口チャネル内に分注し、アレイ上に引っ張り、ビーズ及びＲＧＰ基
質をマイクロウェル内にトラップすると共に、過剰なビーズを表面から除去する。ＦＧＦ
２１分子が捕捉され、標識されている場合、ＳＢＧは、ＲＧＰ基質を加水分解して蛍光生
成物であるレゾルフィンにする。蛍光生成物を封止したマイクロウェル内に蓄積して、単
一分子の検出を可能にする。
【０３３５】
　２段階ＥＤＡＣカップリングプロトコル（Ｓｉｍｏａ　Ｈｏｍｅｂｒｅｗ　２．０　Ｍ
ｕｌｔｉｐｌｅｘ　Ｂｅａｄ　Ｃｏａｔｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ＵＳＥＲ－２１３－
１１）を用いて、多重捕捉ビーズを調製した。ビーズを０．５ｍｇ／ｍＬのｍＡｂ４及び
０．２５ｍｇ／ｍＬのＥＤＡＣとカップリングさせる。カップリング反応は、抗体一次ア
ミノ基とビーズ上のカルボキシル基との間で起こる。
【０３３６】
　Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａアッセイを、９６ウェルのＮｕｎｃ（商標）９６－Ｗ
ｅｌｌ　Ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ　ＭｉｃｒｏＷｅｌｌ（商標）プレート（Ｖ底、Ｔ
ｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｎｕｎｃ　２４９９４４、ニューヨーク州ロチェス
タ）中で行った。標準曲線について、組換えインタクトヒトＦＧＦ２１（ｉＦＧＦ２１）
及び切断ヒトＦＧＦ２１（ｃＦＧＦ２１）を、Ｓｉｍｏａ緩衝液（ＰＢＳ　ｐＨ７．４、
２％ＢＳＡ（画分Ｂ、プロテアーゼなし）、０．１％Ｔｗｅｅｎ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ）中
において、０．２００～５００ｐｇ／ｍＬ（図１７）又はＭａｇｉｃ緩衝液（ＢＡ０１０
）から連続的に希釈した（図１９～図２５、図２８～図３２、及び図３３～図３７）。未
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知のＦＧＦ２１濃度（例えば、血漿又は血清中）を判定するために、試験試料をＳｉｍｏ
ａ緩衝液又はＭａｇｉｃ緩衝液中で１：５～１：２０に希釈した。必要な推奨試薬と共に
、アッセイプレートをＳｉｍｏａ　ＨＤ－１　Ａｎａｌｙｚｅｒにロードした。各ウェル
において、各反応については、ｍＡｂ４にコンジュゲートした３２μＬの捕捉ビーズ、１
μｇ／ｍＬ（ｍＡｂ１５－ビオチン又はＣ末端ｐＡｂ－ビオチン）で３２μＬの検出抗体
、及び１１０μＬのＳＢＧを使用した。各ウェルについて、アッセイを二重に行った。自
動化手順のプログラムとして、製造者による初期設定のカスタムアッセイ（Ｈｏｍｅｂｒ
ｅｗ　Ａｓｓａｙ）を選択した。アッセイプロトコルに関する追加情報は、図１８に提示
する。
【０３３７】
　図１９に示すように、全（Ｔ）ＦＧＦ２１　Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａベースの
アッセイ（Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａ－ｂａｓｅｄ　ａｓｓａｙ：ＱＳＡ）は、０
．３ｐｇ／ｍｌのウェル内感度（ブランクウェルの２×平均ＡＥＢに基づく）を有するイ
ンタクト（野生型（ＷＴ））ＦＧＦ２１と、０．６ｐｇ／ｍｌのウェル内感度を有する、
最後の１０個のＣ末端アミノ酸を持たないＦＧＦ２１の切断（ＣＬ）形態と、を検出した
。活性（Ａ）ＦＧＦ２１　ＱＳＡは、ウェル内感度１．８ｐｇ／ｍｌを有するインタクト
ＦＧＦ２１を検出した。従来のＥＬＩＳＡと比較して、全ＦＧＦ２１のＱＳＡ及び活性Ｆ
ＧＦ２１のＱＳＡの両方において、アッセイ感度の有意な改善が観察された。図２０は、
全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイについての標準曲線性能の代表を示す
。良好な標準曲線性能が観察された。
【０３３８】
　実施例７：Ｑｕａｎｔｅｒｉｘ　Ｓｉｍｏａを用いたＦＧＦ２１検出アッセイの最適化
　実施例６に記載したＦＧＦ２１　ＱＳＡアッセイをさらに最適化して、アッセイの感度
を改善した。
【０３３９】
　アッセイ希釈液の種類がアッセイの感度に及ぼす影響を分析した。２つの異なる希釈液
、ＢＡ０１０希釈液（ＰＢＳ、０．５％ＢＳＡ、０．２５％ＣＨＡＰＳ、５ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ、０．３５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０、０．０５％Ｐｒｏｃｌｉｎ　
３００、ｐＨ７．４）と、ＩＬ－１２希釈液（ＰＢＳ、１．５％ＢＳＡ、０．１５％Ｔｗ
ｅｅｎ－２０、０．０５％Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、ｐＨ７．４）を試験した。ＢＡ０１
０希釈液は、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの両方で良好に作用し、
低バックグラウンド及び改善感度をもたらした（図２１）。
【０３４０】
　常磁性ビーズの濃度がアッセイの感度に及ぼす影響もまた分析した。２つの異なる濃度
、１．２２×１０７ビーズ／ｍｌの「高」ビーズ濃度と、０．５９×１０７ビーズ／ｍｌ
の「低」ビーズ濃度を試験した。図２２に示すように、全ＦＧＦ２１アッセイについて、
高ビーズ濃度と低ビーズ濃度との間で同様のアッセイ感度が観察された。しかしながら、
改善された感度は、活性ＦＧＦ２１アッセイについては低ビーズ濃度で観察された（図２
２）。特に、活性ＦＧＦ２１アッセイは、低ビーズ濃度で観察された０．６ｐｇ／ｍｌの
ウェル内感度と比較して、高ビーズ濃度を用いた場合に１．２ｐｇ／ｍｌのウェル内感度
を有した。３つの異なる常磁性ビーズロットもまた分析した。図２３に示すように、同様
の結合曲線及びアッセイ感度が、捕捉常磁性ビーズの現ロット及び新規ロットで観察され
た。最適化したアッセイパラメータを表１４に示す。
【０３４１】



(87) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

40

50

【０３４２】
　異なる検出抗体を、全ＦＧＦ２１アッセイについて試験した。抗体ｍＡｂ１１、ｍＡｂ
１５、及びＣ末端ｐＡｂを試験した。同様の感度が、全ＦＧＦ２１アッセイにおける種々
の検出抗体で観察された（図２４）。しかしながら、ｍＡｂ１５に対する曲線は、最も低
いバックグラウンドを示した。
【０３４３】
　図１４、図１９、及び図２２に示される結果から、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧ
Ｆ２１アッセイについての検出器抗体及びＳＢＧの最適化された濃度を測定した（表１５
）。全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの両方のアッセイ感度は、検出抗
体及びＳＢＧの濃度が増加した場合に改善された。全ＦＧＦ２１アッセイの感度は、０．
８μｇ／ｍＬの検出抗体濃度及び３１０ｐＭのＳＢＧ濃度で改善し、活性ＦＧＦ２１アッ
セイの感度は、２．２μｇ／ｍＬの検出抗体濃度及び３１０ｐＭのＳＢＧ濃度で改善した
。
【０３４４】

【０３４５】
　全ＦＧＦ２１アッセイをさらに分析して、フック効果が観察されるかどうかを判定した
。フック効果は、典型的には、試料中に多量の分析物が存在し、かつ観察値が誤って低い
場合に観察される。アッセイは次のように行った：全体アッセイについては、０．５９×
１０７ビーズ／ｍｌの濃度のｍＡｂ４結合常磁性ビーズによって実施される捕捉と、０．
８μｇ／ｍＬのビオチン化ｍＡｂ１５を用いる検出とを実施した；活性アッセイについて
は、０．５９×１０７ビーズ／ｍｌの濃度のｍＡｂ４結合常磁性ビーズを用いて捕捉を行
い、２．２μｇ／ｍＬのビオチン化ヒツジ抗ＦＧＦ２１　Ｃ末端ｐＡｂを用いて検出を行
った。図２５に示すように、フック効果は、全ＦＧＦ２１アッセイでは観察されなかった
。さらに、全ＦＧＦ２１アッセイは、インタクトヒトＦＧＦ２１と、ＦＡＰ切断ヒトＦＧ
Ｆ２１（ＣＬ　ｈＦＧＦ２１）とを、同様の感度で検出した（図２５）。
【０３４６】
　実施例８：ＦＧＦ２１　ＱＳＡを用いた血漿試料の分析
　全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１　ＱＳＡを使用して、健常ヒトドナーから得た試料と
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新たに調製した試料とを分析した。アッセイは実施例６に記載の通り行った。図２６に示
すように、このアッセイは、健常ドナーの血清試料中の低レベルな活性ＦＧＦ２１を検出
することができた。高血圧又は投薬を受けていないドナーで更なる実験を行い、プロテア
ーゼ阻害剤カクテルであるＭＳ－ＳＡＦＥの使用と比較した（図２７）。２型糖尿病患者
で追加実験を行った。図２８Ａ～図２８Ｂに示すように、１４の試料のうち、全ＦＧＦ２
１アッセイを用いて全試料（１００％）でＦＧＦ２１が検出された。活性ＦＧＦ２１アッ
セイについて、ＦＧＦ２１タンパク質は１２／１４の試料（８６％）で検出された（図２
８Ａ～図２８Ｂ）。アッセイから得られた結果には再現性があった（図２９）。再現性は
、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイの両方において差異±３０％内の許
容可能であった。
【０３４７】
　希釈の線型性を、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイで分析した。希釈
の線型性は、全ＦＧＦ２１で最小希釈倍率（ｍｉｎｉｍｕｍ　ｒｅｑｕｉｒｅｄ　ｄｉｌ
ｕｔｉｏｎ：ＭＲＤ）（１：２０希釈）から変化±３０％以内、及び活性ＦＧＦ２１アッ
セイにて１：４０希釈で許容可能であった（図３０）。初回ＭＲＤでは高濃度の傾向が認
められた。ＬＬＯＱは、全ＦＧＦ２１アッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイについて判定
した。最大希釈因子で平均算出濃度±３０％以内の許容回収率に基づき、全ＦＧＦ２１及
び活性ＦＧＦ２１アッセイに対する予備的ＬＬＯＱを、それぞれ３．１５ｐｇ／ｍｌ及び
１０．９４ｐｇ／ｍｌと決定した（図３１）。
【０３４８】
　アッセイの特異性をさらに分析した。図３２に示すように、特異性は、全ＦＧＦ２１ア
ッセイ及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおいて、１０μｇ／ｍＬのｍＡｂ４の存在下で、６
つの２型糖尿病血漿試料すべてのＡＥＢ値の９０％を超える阻害によって示された。
【０３４９】
　プロテアーゼ、エステラーゼ、及びＤＰＰ－ＩＶ阻害剤の組合せを含み、かつ抗凝固剤
Ｋ２－ＥＤＴＡを含むＰ８００血液採取システムの使用を、Ｋ２－ＥＤＴＡ単独の使用と
比較した（図３３）。Ｐ８００とＫ２ＥＤＴＡスクリーニング血漿試料との間の許容可能
な差異±３０％の範囲内での比較可能な結果が、全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１アッセ
イで観察された（図３４）。全ＦＧＦ２１及び活性ＦＧＦ２１アッセイにおいて、Ｐ８０
０とＫ２－ＥＤＴＡスクリーニング血漿試料との間に良好な相関が認められた（図３５～
図３６）。２～８℃で保存した後の血漿試料の安定性を分析した。図３７に示すように、
２～８℃の安定性試料由来の許容可能な回収率±３０％内の試料安定性が、全ＦＧＦ２１
及び活性ＦＧＦ２１アッセイで観察された。
【０３５０】
　図３８及び図３９に示すように、１００％より高い活性比が、全ＦＧＦ２１アッセイ及
び活性ＦＧＦ２１アッセイによって分析されたＫ２－ＥＤＴＡスクリーニング血漿試料に
おいて観察され、ヘテロ親和性抗体による干渉が示唆された。特に、アッセイ希釈液を単
独で使用した場合、ＧＣ２９８１９試験由来の血漿試料９及び１０ではなく、Ｋ２－ＥＤ
ＴＡスクリーニング血漿試料１６及び１７から１００％より高い活性比が観察された。１
００％より高い活性比を有する試料１６及び１７は、ヒト抗マウス抗体（ｈｕｍａｎ　ａ
ｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ：ＨＡＭＡ）及びヒト抗ヒツジ抗体（ｈｕｍａｎ
　ａｎｔｉ－ｓｈｅｅｐ　ａｎｔｉｂｏｄｙ：ＨＡＳＡ）を含有し、患者血漿試料中のＨ
ＡＭＡ及びＨＡＳＡの存在が全活性アッセイ及び活性アッセイの正確性を妨害することを
示した。図３８及び図３９に示すように、ＨＡＭＡは、全体アッセイ及び活性アッセイの
両方に影響を及ぼした一方で、ＨＡＳＡは活性アッセイのみに影響を及ぼした。全体アッ
セイの希釈液への１０μｇ／ｍｌのマウスＩｇＧの添加と、活性アッセイの希釈液への１
０μｇ／ｍｌのヒツジＩｇＧの添加とは、それぞれ、ＨＡＭＡ及びＨＡＳＡ干渉を効果的
に除去し、観察された１００％よりも高い活性比を解消した（図３８及び図３９）。図４
０に示すように、アッセイ希釈液中の１０μｇ／ｍｌの抗マウスＩｇＧ又は抗ヒツジＩｇ
Ｇの存在は、それぞれ、全体アッセイ及び活性アッセイの標準曲線に影響を及ぼさなかっ



(89) JP 2021-520492 A 2021.8.19

10

20

30

た。
【０３５１】
　実施例９：キメラ抗ＦＧＦ２１抗体
　抗体ｍＡｂ４、ｍＡｂ９、ｍＡｂ１１、及びｍＡｂ１５を、Ｋ１４９Ｃ突然変異を有す
るヒトＩｇＧ１フレームワークに移植して、マウスＶＨ及びＶＬ領域、並びにＫ１４９Ｃ
突然変異を有するヒト定常領域を有するマウス／ヒトキメラ抗ＦＧＦ２１抗体を生成した
。キメラ抗体のアミノ酸配列は、以下の表１６～表１９、並びに図４１Ａ及び図４１Ｂに
提示される。
【０３５２】

【０３５３】
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【０３５６】
　描写され、特許請求される様々な実施形態に加えて、本開示の主題は、本明細書に開示
され、特許請求される特徴の他の組合せを有する他の実施形態も対象とする。したがって
、本明細書に提示される特定の特徴は、本開示の主題が本明細書に開示される特徴の任意
の好適な組合せを含むように、本開示の主題の範囲内において他の様式で互いに組み合わ
せられても良い。本開示の主題の特定の実施形態の前述の説明は、例証及び説明目的のた
めに提示されている。包括的であるようにも本開示の主題を開示される実施形態に限定す
るようにも意図されていない。
【０３５７】
　本開示の主題の趣旨又は範囲から逸脱することなく、本開示の主題の組成物及び方法に
様々な修正及び変形を加えることができることは、当業者には明らかである。したがって
、本開示の主題が添付の特許請求の範囲及びそれらの等価物の範囲内の修正及び変形を含
むよう意図されている。
【０３５８】
　様々な刊行物、特許、及び特許出願が本明細書に引用されており、それらの内容は、参
照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
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