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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトIL-22RAに結合するヒト化抗体であって、
a)それぞれ配列番号1、2及び3のアミノ酸配列から成るH-CDR1、H-CDR2、及びH-CDR3を含
む重鎖可変ドメイン; 及び
b)それぞれ配列番号4、5及び6のアミノ酸配列から成る、又は、それぞれ配列番号4、5及
び7のアミノ酸配列から成るL-CDR1、L-CDR2、及びL-CDR3を含む軽鎖可変ドメイン、
を含む、抗体。
【請求項２】
　a) 重鎖可変ドメインが、それぞれ配列番号8、9、10及び11のアミノ酸配列から成るフ
レームワーク領域H-FR1、H-FR2、H-FR3及びH-FR4を含み、
b) 軽鎖可変ドメインが、それぞれ配列番号12、13、14、及び15のアミノ酸配列から成る
フレームワーク領域L-FR1、L-FR2、L-FR3及びL-FR4を含む、
請求項１に記載のヒト化抗体。
【請求項３】
　a) 重鎖可変ドメインが配列番号16のアミノ酸配列から成り、
b) 軽鎖可変ドメインが配列番号17のアミノ酸配列から成る、
請求項１又は２に記載のヒト化抗体。
【請求項４】
　a) 配列番号18のアミノ酸配列から成る重鎖定常領域、及び
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b) 配列番号19のアミノ酸配列から成る軽鎖定常ドメイン、
を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載のヒト化抗体。
【請求項５】
　配列番号20のアミノ酸配列を含む又は配列番号20のアミノ酸配列から成る重鎖、及び、
配列番号21のアミノ酸配列を含む又は配列番号21のアミノ酸配列から成る軽鎖を含む、ヒ
トIL-22RAに結合する、ヒト化抗体。
【請求項６】
　請求項５に記載のヒト化抗体の重鎖及び軽鎖の双方をコードする、ポリヌクレオチド。
【請求項７】
　a) 請求項５に記載のヒト化抗体の重鎖をコードするポリヌクレオチド、又は配列番号2
2を含む若しくは配列番号22から成る請求項５に記載のヒト化抗体の重鎖をコードするポ
リヌクレオチド、及びb) 請求項５に記載のヒト化抗体の軽鎖をコードするポリヌクレオ
チド、又は配列番号23を含む若しくは配列番号23から成る請求項５に記載のヒト化抗体の
軽鎖をコードするポリヌクレオチド、を含む、発現ベクター。
【請求項８】
　請求項６に記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項７又は８に記載のベクターで形質転換された、宿主細胞。
【請求項１０】
　CHO細胞である、請求項９に記載の宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒト化抗体を製造する方法であって、請求項９又
は１０に記載の宿主細胞を培養する工程、及び抗体を単離する工程を含む、方法。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒト化抗体、又は請求項１１に記載の方法に従っ
て製造されたヒト化抗体を含む、医薬組成物。
【請求項１３】
　医薬としての使用のための、請求項１～５のいずれか１項に記載のヒト化抗体、又は請
求項１１に記載の方法に従って製造されたヒト化抗体。
【請求項１４】
　乾癬、乾癬性関節炎又はアトピー性皮膚炎の治療における使用のための、請求項１～５
のいずれか１項に記載のヒト化抗体、又は請求項１１に記載の方法に従って製造されたヒ
ト化抗体。
【請求項１５】
　乾癬、乾癬性関節炎又はアトピー性皮膚炎の治療用医薬の調製のための、請求項１～５
のいずれか１項に記載のヒト化抗体、又は請求項１１に記載の方法に従って製造されヒト
化抗体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトIL-22RAに対するヒト化抗体、並びに乾癬及び乾癬性関節炎及びアトピ
ー性皮膚炎等の他の免疫介在疾患の治療におけるその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　IL-22RA (IL22R, IL22R1, IL22RA1, CRF2-9 及びZcytor11としても知られる) は、II型
サイトカイン受容体ファミリーに属し、IL-20、IL-22及びIL-24のための受容体の構成要
素である。その構造的類似性のため、IL-20、IL-22及びIL-24はIL-19及びIL-26と共に、
いわゆる「IL-10ファミリー」中のIL-10と結合される (Kunz S et al. 2006)。IL-10は、
マクロファージ、T細胞、及び他の免疫系細胞における炎症促進性サイトカイン発現の下
方制御を媒介する免疫応答の主要制御因子である(Moore KW et al. 2001)。
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【０００３】
　インビトロにおいて（In vitro）、IL-20及びIL-24は、活性化免疫細胞によってだけで
なく、ケラチノサイトによってもまた同程度に生成される。インビボ（In vivo）におい
て、これらのサイトカインは、炎症組織において最初に発現される。IL-20及びIL-24は、
２つの受容体複合体、IL-20RA/IL-20RB及びIL-22RA/IL-20RBを介して信号を送信すること
ができる (Langer JA et al. 2004)。一部の組織、特に皮膚、生殖及び呼吸器系由来の組
織、及び様々な腺は、これらのメディエーターの主要な標的であると思われた(Kunz S et
 al. 2006)。
【０００４】
　CD4+T細胞の活性化によって上方制御される遺伝子として発見されたIL-22は、IL-10と2
2%のアミノ酸配列同一性を共有するため、当初はIL-10関連T細胞由来誘発因子 (IL-TIF) 
と命名された(Dumoutier L et al. 2000)。免疫細胞機能を制御するIL-10と異なり、IL-2
2は免疫系への組織応答を制御する。IL-22は様々な組織内で高発現されるIL-22RA及びIL-
10RBによって形成されるヘテロ二量体受容体を介して信号を送信するが、免疫細胞上で検
出不可能である。まず、IL-22はそのIL-22RA結合部位を介してIL-22RAの細胞外ドメイン
に結合し、続いてIL-10RBはIL-22及びIL-22RAの相互作用によって生じる領域に結合し、I
L-22に高親和性を有するサイトカイン受容体複合体を形成する (Li J et al. 2004)。IL-
10RBは多くの異なるT細胞型によって広範に発現されるので、IL-22RA発現は、細胞のIL-2
2応答性を決定する制限要素である。IL-22RAは肝臓、及び皮膚、肺、膵臓及び他の末梢組
織において強く発現される (Wolk K et al. 2004; Aggarwal S et al. 2001)。異なる株
化T細胞の広範なスクリーニングにより、IL-22RAを発現する細胞のみがIL-22に応答する
ことが明らかとなり、これはIL-22シグナル伝達を媒介することができる代替受容体がな
いことを示している。
【０００５】
　IL-22結合タンパク質(IL-22BP;別名IL22BP, IL22RA2, IL-22R-アルファ2, CRF2X, CRF2
-S1及びCRF2-10)と呼ばれる溶解性受容体も、天然タンパク質アンタゴニストとしてIL-22
に結合することができ、おそらくIL-22活性の全身制御を供する (Kotenko SV et al. 200
3)。IL-22は、乾癬、乾癬性関節炎及びアトピー性皮膚炎等の、活性化T細胞の浸潤を含む
、異なる慢性炎症性疾患に罹患する患者由来の病変組織で発見された。IL-22は、慢性炎
症性疾患に罹患する患者の病変におけるその発現及びIL-6、IL-8及びTNF-α等の炎症促進
性サイトカインのその誘発のため、炎症促進性サイトカインとして最も一般的に記載され
る(Wolk K et al. 2004; Andoh A et al. 2005; Ikeuchi H et al. 2005; Nograles KE e
t al. 2009a.; Nograles KE et al. 2009b)。最近、Zheng等は、乾癬のマウスモデルにお
いてIL-22がIL-23誘発性皮膚炎の媒介に重要であることを示し、これはIL-22の炎症促進
機能を示している(Zheng Y et al. 2007)。ケラチノサイト過形成、特定の組織における
ケモカインの誘発及び炎症促進性サイトカイン産生を含むIL-22の生物学的作用を考える
と、例えば受容体結合を妨害することによって、IL-22の活性を遮断、抑制、低減又は中
和する拮抗剤の使用は、炎症部位において病原性細胞の浸潤を防止することができる。マ
ウス抗ヒトIL-22RAモノクローナル抗体は、2005年10月21日出願のPCT国際特許出願第2006
/047249号に記載された。しかしながら、マウス抗体は免疫原性を生じる可能性が有り、
ヒト化抗ヒトIL-22RA抗体が望ましい。ヒト化抗体は通常、ヒトの治療における使用に関
してマウス抗体よりも少なくとも潜在的に３つの利点を有する: (1) エフェクター部分が
ヒトであるので、ヒト免疫系の他の部分とより良好に相互作用することができる (例えば
、補体依存性細胞傷害(CDC)又は抗体依存性細胞傷害(ADCC)によってより効率的に標的細
胞を破壊する); (2) ヒト免疫系はヒト化抗体のフレームワーク又は定常領域を異物とし
て認識せず、従ってそのような注入抗体に対する抗体応答は全体的に異物マウス抗体に対
するものより低減されるであろう; そして (3) 注入マウス抗体は、ヒトの循環において
ヒト抗体の半減期よりはるかに短い半減期を有することが報告された。注入ヒト化抗体は
、おそらく天然に生じるヒト抗体とより類似した半減期を有し、これにより投与容量を低
減又は投与頻度を低下することが可能であろう。従って、上記を考慮して、乾癬、乾癬性
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関節炎及びアトピー性皮膚炎等のIL-22介在炎症を治療するためのヒト化抗ヒトIL-22RA抗
体が必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　第一の側面において、本発明は、ヒトIL-22RAに結合するヒト化抗体を供する。本発明
のヒト化抗体は、a) 配列番号1、2及び3、それぞれのアミノ酸配列から成るH-CDR1、H-CD
R2、及びH-CDR3を含む重鎖可変ドメイン、及びb) 配列番号4、5及び6、それぞれのアミノ
酸配列又は配列番号4、5及び7、それぞれのアミノ酸配列から成るL-CDR1、L-CDR2、及びL
-CDR3を含む軽鎖可変ドメインを含む。他の側面において、本発明は、a) 重鎖可変ドメイ
ンが、配列番号8、9、10及び11、それぞれのアミノ酸配列から成るフレームワーク領域H-
FR1、H-FR2、H-FR3及びH-FR4を含み、b) 軽鎖可変ドメインが、配列番号12、13、14及び1
5、それぞれのアミノ酸配列から成るフレームワーク領域L-FR1、L-FR2、L-FR3及びL-FR4
を含む本明細書に記載の抗体を供する。他の側面において、本発明は、a) 重鎖可変ドメ
イが配列番号16のアミノ酸配列から成り、b)軽鎖可変ドメインが配列番号17のアミノ酸配
列から成る本明細書に記載の抗体を供する。他の側面において、本発明は、a)配列番号18
のアミノ酸配列から成る重鎖定常領域、b)配列番号19のアミノ酸配列から成る軽鎖定常部
ドメインを含む本明細書に記載の抗体を供する。
【０００７】
　他の側面において、本発明は、配列番号20のアミノ酸配列を含む又はから成る重鎖及び
配列番号21のアミノ酸配列を含む又はから成る軽鎖を含む、ヒトIL-22RAに結合するヒト
化抗体を供する。他の側面において、本発明は、ポリヌクレオチド、例えば、本発明のヒ
ト化抗体の重鎖をコードするDNAを供する。好ましくは、当該ポリヌクレオチドは、配列
番号22を含む又はから成る。
【０００８】
　他の側面において、本発明は、ポリヌクレオチド、例えば、本発明のヒト化抗体の軽鎖
をコードするDNAを供する。好ましくは、当該ポリヌクレオチドは、配列番号23を含む又
はから成る。
【０００９】
　他の側面において、本発明は、ポリヌクレオチド、例えば、本発明のヒト化抗体の重鎖
及び軽鎖の双方をコードするDNAを供する。他の側面において、本発明は、ベクターを供
し、詳細には、a) 本発明のヒト化抗体の重鎖をコードするポリヌクレオチド、及びb) 本
発明のヒト化抗体の軽鎖をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターを供する。
【００１０】
　他の側面において、本発明は、ベクターを供し、より詳細には、本発明のヒト化抗体の
重鎖及び軽鎖をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターを供する。
【００１１】
　他の側面において、本発明は、宿主細胞、好ましくは、例えば、形質移入の結果として
、ベクター及び特に本発明の発現ベクターを含むCHO細胞を供する。
【００１２】
　他の側面において、本発明は、本発明のヒト化抗体の生成方法、宿主細胞、好ましくは
、本発明のCHO細胞を培養する工程、及び本発明のヒト化抗体を単離する工程を含む方法
を供する。
【００１３】
　他の側面において、本発明は、医薬としての使用、特に乾癬、乾癬性関節炎又はアトピ
ー性皮膚炎の治療における使用のための本発明のヒト化抗体を供する。
【００１４】
　他の側面において、本発明は、本発明のヒト化抗体を含む医薬組成物及びその医薬とし
ての使用、特に乾癬、乾癬性関節炎又はアトピー性皮膚炎の治療における使用を供する。
【００１５】
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　他の側面において、本発明は、乾癬、乾癬性関節炎又はアトピー性皮膚炎の治療のため
の医薬の製造における、本発明のヒト化抗体、又は抗体を含む医薬組成物の使用を供する
。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、ヒト免疫グロブリン生殖系列カッパ可変遺伝子4-1 (IGKV4-1) とマウス
280.46.3.4 VL (280.46.3.4)との配列比較を表す。
【図２】図２は、ヒト免疫グロブリン生殖系列重鎖可変遺伝子3-66 (IGHV3-66)とマウス2
80.46.3.4 VH (280.46.3.4)との配列比較を表す。
【図３】図３は、ヒト免疫グロブリン生殖系列カッパ可変遺伝子4-1 (IGKV4-1) とヒト化
280.46.3.4 VLの第一のバージョン(280.VK4-1-C) との配列比較を表す。
【図４】図４は、ヒト化280.46.3.4 VHの第一のバージョン(280.VH3-66.1)とヒト免疫グ
ロブリン生殖系列重鎖可変遺伝子3-66 (IGHV3-66) との配列比較を表す。
【図５】図５は、非変性条件下でSDSゲル上に流した、タンパク質A精製ヒト化280.46.3.4
 抗体のクーマシーブルー染色の結果を表す。市販の抗TNFαモノクローナル抗体である「
ヒュミラ」(Adalimumab)を、標準基準として本明細書中で使用する。「マーカー」とは、
図の左側に示されるkDを有する標準タンパク質分子量 (MW) マーカーである。「前」は、
280.VK4-1-Cと対合した280.VH3-66-1を含み、従って軽鎖中に不対システインを含む、タ
ンパク質A精製ヒト化280.46.3.4抗体を示す。「後」とは、280.VK4-1-Sと対合した280.VH
3-66-1を含むタンパク質A精製ヒト化280.46.3.4 抗体を示す。
【図６】図６は、ヒトHepG2ヘパトーマ細胞においてSTAT3リン酸化アッセイを行い、280.
VK4-1-Sと対合した280.VH3-66-1(■ 280.VH3-66-1/VK4-1-S) を含む、ヒトIgG1/カッパと
して発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4)と比較し
た結果を表す。結果は、ヒト化抗体が遊離システインを有するマウス親抗体より1.4倍強
力であることを示す。IC50 値はそれぞれ257.5 pM 及び370.5 pMである。
【図７】図７は、ヒトIL-22受容体形質移入BaF3安定細胞において増殖アッセイを行い、2
80.VK4-1-Sと対合した280.VH3-66-1(■ 280.VH3-66-1/VK4-1-S) を含むヒトIgG1/カッパ
として発現されたヒト化抗体の効力の、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4) と比
較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体は遊離システインを含むマウス親抗体より1.7倍
強力である、ことを示す。IC50 値はそれぞれ340 pM 及び 587 pMである。
【図８】図８は、マウスIL-22受容体形質移入-BaF3安定細胞において増殖アッセイを行い
、280.VK4-1-Sと対合した280.VH3-66-1を含むヒトIgG1/カッパとして発現されたヒト化抗
体の効力(■ 280.VH3-66-1/VK4-1-S)を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4) と比
較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体が遊離システインを含むマウス親抗体より2.1倍
強力であることを示す。IC50 値はそれぞれ693 pM及び1473 pMである。
【図９】図９は、ヒト免疫グロブリン生殖系列重鎖可変遺伝子3-66 (IGHV3-66)とヒト化2
80.46.3.4 VHのバージョン4 (280.VH3-66-4)との配列比較を表す。
【図１０】図１０は、ヒトHepG2ヘパトーマ細胞においてSTAT3リン酸化アッセイを行い、
280.VK4-1-Tと対合した280.VH3-66-4 (◆280.VH3-66-4/VK4-1-T) を含むヒトIgG1/カッパ
として発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4(●280.46.3.4) と比較
した結果を表す。結果は、ヒト化抗体が、マウス親抗体より1.8倍強力であることを示し
、IC50値はそれぞれ183.2 pM及び333.0 pMである。
【図１１】図１１は、ヒトIL-22受容体形質移入-BaF3安定細胞において増殖アッセイを行
い、280.VK4-1-Tと対合した280.VH3-66-4 (◆280.VH3-66-4/VK4-1-T) を含むヒトIgG1/カ
ッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4) 
と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体がマウス親抗体より1.75倍強力であることを
示し、IC50値はそれぞれ334 pM及び587 pMである。
【図１２】図１２は、マウスIL-22受容体形質移入-BaF3安定細胞において増殖アッセイを
行い、280.VK4-1-Tと対合した280.VH3-66-4 (◆280.VH3-66-4/VK4-1-T)を含む、ヒトIgG1
/カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4
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)と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体はマウス親抗体より2.1倍強力であることを
示し、IC50 値はそれぞれ687 pM及び1473 pMである。
【図１３】図１３は、一組の変異体のヒトIL-22RAへの結合親和性を測定することを目的
としたビアコア分析の結果を表す。当該変異体は、280.VH3-66-4中のH-CDR1におけるAsp 
32及びH-CDR3におけるAsp 96がそれぞれ変異したものである。これらの単一変異体を、ヒ
ト化軽鎖可変ドメイン280.VK4-1-Tと対合させ、親和性測定に関して試験した。D32E: 280
.VH3-66-4の32位におけるAspのGluへの変異、これによりバージョン280.VH3-66-18が作成
される; D32:親バージョン280-VH3-66-4; D32N: 280.VH3-66-4の32位におけるAspのAsnへ
の変異; D96E: 280.VH3-66-4の96位におけるGluのAspへの変異; D96N: 280.VH3-66-4の96
位におけるAspのAsnへの変異。当該図において報告される結果は、親未変異D32 (280.VH3
-66-4) と比較して、D32E変異はオン速度（on rate）を約2倍増大し、オフ速度（off rat
e）を約5倍低下したことを示す。一方、D96E変異は、負の影響を有し、親和性を約500倍
低下した。
【図１４】図１４は、D32E変異体及び親未変異D32の示差走査熱量測定 (DSC) を行い、そ
れらの熱安定性を調べた結果を表す。D32E変異体(薄灰色線) は、親D32(濃灰色線)より1
度安定である。
【図１５】図１５は、ヒトHepG2ヘパトーマ細胞においてSTAT3リン酸化アッセイを行い、
280.VK4-1-Tと対合した280.VH3-66-18を含む、ヒトIgG1/カッパとして発現されたヒト化
抗体の効力(◆280.VH3-66-18/VK4-1-T) を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4) 
と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体は、マウス親抗体より約3倍強力であること
を示す。IC50値は、それぞれ132.5 pM及び370.5 pMである。
【図１６】図１６は、最終ヒト化VHバージョン、280.VH3-66-46と、ヒト免疫グロブリン
生殖系列重鎖可変遺伝子3-66 (IGHV3-66) との配列比較を表す。
【図１７】図１７は、ヒト免疫グロブリン生殖系列カッパ可変遺伝子4-1 (IGKV4-1)と最
終ヒト化VLバージョン、280.VK4-1-TSYとの配列比較を表す。
【図１８】図１８は、正常ヒトケラチノサイトにおいてSTAT3リン酸化アッセイを行い、2
80.VK4-1-TSY と対合した280.VH3-66-46 (◆280.VH3-66-46/VK4-1-TSY) を含む、ヒトIgG
1/カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体 280.46.3.4 (● 280.46.3
.4) と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体 (280.346.TSY, 実施例7を参照されたい
)は、マウス親抗体よりもほぼ9倍強力であることを示し、IC50 値はそれぞれ60.95 pM及
び541.9 pMである。
【図１９】図１９は、ヒトHepG2ヘパトーマ細胞においてSTAT3リン酸化アッセイを行い、
280.VK4-1-TSYと対合した280.VH3-66-46 (◆280.VH3-66-46/VK4-1-TSY) を含むヒトIgG1/
カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.46.3.4)
 と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体 (280.346.TSY, 実施例7を参照されたい) 
はマウス親抗体よりほぼ5倍強力であることを示し、IC50 値はそれぞれ55.16 pM及び266.
3 pMである。
【図２０】図２０は、ヒトIL-22 受容体形質移入-BaF3安定細胞において増殖アッセイを
行い、280.VK4-1-TSYと対合した280.VH3-66-46 (◆280.VH3-66-46/VK4-1-TSY) を含むヒ
トIgG1/カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体280.46.3.4 (● 280.
46.3.4) と比較した結果を示す。結果は、ヒト化抗体 (280.346.TSY, 実施例7を参照され
たい)はマウス親抗体より1.7倍強力であることを示し、IC50値はそれぞれ317 pM及び545 
pMである。
【図２１】図２１は、マウスHEPA1-6ヘパトーマ細胞においてSTAT3リン酸化アッセイを行
い、280.VK4-1-TSYと対合した280.VH3-66-46 (● 280.VH3-66-46/VK4-1-TSY) を含むヒト
IgG1/カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を算出した結果を表す。ヒトIgG1を負の
対照 (■ 対照hIgG1) として使用する。結果は、ヒト化抗体 (280.346.TSY, 実施例7を参
照されたい) は、マウスIL-22の活性を抑制することができることを示し、IC50 はナノモ
ル濃度の範囲(2,1 nM)である。
【図２２】図２２は、マウスIL-22受容体形質移入-BaF3安定細胞において増殖アッセイを
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行い、280.VK4-1-TSYと対合した280.VH3-66-46 (◆280.VH3-66-46/VK4-1-TSY) を含むヒ
トIgG1/カッパとして発現されたヒト化抗体の効力を、マウス親抗体 280.46.3.4 (● 280
.46.3.4) と比較した結果を表す。結果は、ヒト化抗体 (280.346.TSY, 実施例7を参照さ
れたい) がマウス親抗体より6.2倍強力であることを示し、IC50 値はそれぞれ137 pM 及
び849 pMである。
【図２３】図２３は、競合ELISAを行い、280.346.TSYのヒトIL-22RAへの特異性を測定し
た結果を表す。マイクロタイタープレートをヒトIL-22RA-ECD (すなわち、IL-22RA-細胞
外ドメイン) でコーティングした。競合物: ヒトインターロイキン22受容体アルファ (hI
L-22RA)、ヒトIL-22結合タンパク質 (hIL-22BP)、マウスIL-22受容体アルファ (mIL-22RA
)、ヒトIL-10 受容体アルファ (hIL-10R) 及びヒトIL-20 受容体アルファ (hIL-20R) の
存在下で、ビオチン化280-346-TSY抗体をプレートに添加した。プレート上にコーティン
グされたhIL-22RAへの結合は、ペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジンの添加によって
明らかとなる。ヒト (● hIL-22RA) 及びマウス(◆mIL-22RA) IL-22RAに関して測定したI
C50 値は、それぞれ18.25 pM及び149.3 pMである。280.346.TSYは、ヒトIL-22BP (■ hIL
-22BP)、IL-10Rアルファ (Δ hIL-10R) 及びIL-20Rアルファ (V hIL-20R) と交差反応性
を示さない。
【図２４】図２４は、マウスにおけるIL-22-誘発血清アミロイドAへの280-346-TSYの薬力
学活性の結果を表す。組換えマウスIL-22 静脈内注射の22時間前に、280.346.TSYの異な
る用量を皮下に投与した。ビヒクル対照は、皮下に投与したPBSである。IL-22投与の6時
間後に採血を行った。ヒトIgG1を負の対照 (アイソタイプ対照) として使用する。血清ア
ミロイドAを、ELISAで測定した。280-346-TSYは当該モデルにおいて有効性を示し、ED50
値0.5 mg/kgを供した。マンホイットニー検定を使用し、統計分析を行った:　* p< 0.05 
vs. アイソタイプ 対照群; *** p< 0.001 vs. アイソタイプ 対照群。
【図２５】図２５は、乾癬のマウスモデルにおける280-346-TSYの薬力学活性の結果を表
す。IL-23-誘発耳肥厚に対する280-346-TSYの有効性を測定した。マウスに500 ngの組換
えヒトIL-23又はPBSを隔日に14日間注入した。全治療範囲に、280.346.TSYの異なる用量
の皮下投与を行った。ビヒクル対照は、皮下に投与したPBSである。デキサメタゾン (Dex
a) は、正の対照として使用する。抑制割合を9日目に算出し、これは耳介腫脹のピークに
対応している。280-346-TSYは本モデルにおいて有効性を示し、ED50 値1.8 mg/kgを供し
た。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明を詳細に説明する前に、次の用語を定義することにより本発明の理解に役立つで
あろう。
【００１８】
　本明細書において、用語「抗体」、及びその複数形「抗体」とは、とりわけ、ポリクロ
ーナル抗体、親和性精製ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ナノボディ、及びF(
ab')2、Fabタンパク質分解フラグメント、及び単鎖可変領域フラグメント(scFvs) 等の抗
原結合フラグメントを含む。遺伝子改変未処理抗体、又はキメラ抗体、Fvフラグメント、
単鎖抗体等のフラグメント、並びに合成抗原結合ペプチド及びポリペプチドもまた含まれ
る。非ヒト抗体は、ヒトフレームワーク及び定常領域上に非ヒトCDRを移植すること、又
は非ヒト可変ドメイン全体を取り込むことによってヒト化することができる。例えば、ヒ
ト化抗体はヒトフレームワーク領域内に非ヒト残基を保持し、結合特性を適切に増強する
ことができる。抗体のヒト化を介して、生物学的半減期を増長することができ、ヒトへの
投与に対する有害な免疫反応に関する可能性は低減される。
【００１９】
　本明細書において、用語「免疫グロブリン」(Ig)は、実質的に免疫グロブリン遺伝子に
よってコードされる１又は２以上のポリペプチドから成るタンパク質を示す。免疫グロブ
リンの一形態は、抗体の基本構造単位を構成する。この形態は四量体であり、免疫グロブ
リン鎖の２つの同一対から成り、各対は１つの軽鎖及び１つの重鎖を有する。軽鎖は、２
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つの部分: 可変ドメイン (VL) 及び定常部ドメイン(CL) を有し、定常部ドメインは軽鎖
との関係で定常領域と同様に呼ぶことができる。重鎖も同様に２つの部分: 可変ドメイン
(VH) 及び定常領域(CH) を有する。各対において、軽鎖及び重鎖可変ドメインは、共に抗
原への結合に関与し、定常領域は抗体エフェクター機能に関与する。
【００２０】
　全長免疫グロブリン「軽鎖」 (約25 Kd) は、N末端における可変ドメイン遺伝子(約110
個のアミノ酸) 及びC末端におけるカッパ又はラムダ定常部ドメイン (それぞれCκ及びC
λ)遺伝子によってコードされる。全長免疫グロブリン「重鎖」(約50 Kd)は、可変ドメイ
ン遺伝子(約116個のアミノ酸)及び以下で言及する他の定常領域遺伝子の１つ(約330個の
アミノ酸)によって同様にコードされる。ギリシャ文字α、δ、ε、γ、及びμによって
表示される哺乳類の重鎖の５つの型が存在する。重鎖の型は、抗体のアイソタイプをIgA
、IgD、IgE、IgG及びIgMとしてそれぞれ定義する。定常領域は同一のアイソタイプの全抗
体において同一であるが、異なるアイソタイプの抗体では異なる。重鎖γ、α及びδは、
３つのIg定常部ドメイン(CH1, CH2, 及びCH3)、及びさらなる可動性のためのヒンジ領域
から成る定常領域を有し; 重鎖μ及びεは、４つのIg 定常部ドメイン (CH1, CH2, CH3, 
及び CH4) 及びヒンジ領域から成る定常領域を有する。
【００２１】
　免疫グロブリン軽鎖又は重鎖可変ドメインは、３つの高可変領域によって断続される「
フレームワーク」領域から成る。従って、用語「高可変領域」とは、抗原結合性に関与す
る抗体のアミノ酸残基を示す。高可変領域は、「相補性決定領域」又は「CDR」、すなわ
ち、軽鎖可変ドメインにおけるL-CDR1、L-CDR2及びL-CDR3及び重鎖可変ドメインにおける
H-CDR1、H-CDR2及びH-CDR3由来のアミノ酸残基(Kabat et al. 1991) 及び/又は「高可変
ループ」由来のアミノ酸残基(Chothia and Lesk, 1987) を含む。「フレームワーク領域
」又は「FR」残基は、本明細書で定義する場合、高可変領域残基以外のそれらの可変ドメ
イン残基である。異なる軽鎖 (すなわち、L-FR1, L-FR2, L-FR3 及びL-FR4) 又は重鎖 (
すなわち、H-FR1, H-FR2, H-FR3及びH-FR4) のフレームワーク領域の配列は、種内で相対
的に保存される。従って、「ヒトフレームワーク領域」とは、天然に生じるヒト免疫グロ
ブリンのフレームワーク領域に実質的に同一(約85%以上, 通常90-95%以上) であるフレー
ムワーク領域である。構成軽鎖及び重鎖の結合フレームワーク領域である抗体のフレーム
ワーク領域は、CDRの位置決定及び整列化に役立つ。CDRは、最初に抗原のエピトープへの
結合に関与する。
【００２２】
　従って、用語「ヒト化」免疫グロブリンは、ヒトフレームワーク領域及び非ヒト (通常
マウス又はラット) 免疫グロブリン由来の１又は２以上のCDRを含む免疫グロブリンを示
す。CDRを供する非ヒト免疫グロブリンは、「ドナー」と呼ばれ、フレームワークを供す
るヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と呼ばれる。定常領域は、存在する必要はない
が、存在する場合、実質的にヒト免疫グロブリン定常領域と、すなわち、少なくとも約85
-90%、好ましくは、約95%以上同一でなければならない。従って、エフェクター機能の調
節が必要な場合の、重鎖定常領域における可能性のあるCDR及びわずかな残基を除いて、
ヒト化免疫グロブリンのあらゆる部分は、天然のヒト免疫グロブリン配列の対応部分と実
質的に同一である。「ヒト化抗体」とは、ヒト化軽鎖可変ドメイン及びヒト化重鎖可変ド
メインを含む抗体である。例えば、ヒト化抗体は、ヒトフレームワーク領域内に非ヒト残
基を保持し、適切な結合特性を増強することができ且つ/又は一部のアミノ酸変異はCDR内
に導入することができ、結合親和性を改善し且つ/又は免疫原性を低減し且つ/又はヒト化
度を増大することができる。
【００２３】
　用語「組換え抗体」とは、アミノ酸配列が天然抗体のアミノ酸配列から変化した抗体を
意味する。抗体産生において組換えDNA技術が関連するため、当該抗体は天然の抗体にお
いて確認されるアミノ酸の配列に制限される必要はなく、目的の特性を得るために抗体は
再設計することができる。変異候補は多数存在し、１つのみ又は数個のアミノ酸の変化か
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ら例えば可変ドメイン又は定常領域の完全な再設計に渡る。定常領域における変化は、補
体結合 (例えば、補体依存性細胞傷害, CDC)、細胞膜との相互作用及び他のエフェクター
機能 (例えば、抗体依存性細胞傷害, ADCC) 等の特性を改善、低減又は変更するために、
一般に行われてよい。可変ドメインにおける変化は、抗原結合特性を改善するために行わ
れてよい。
【００２４】
　抗体に加えて、免疫グロブリンは、例えば、単鎖又はFv、Fab、及び (Fab’)2、並びに
二重特異性抗体、線状抗体（linear antibody）、多価又は多選択性ハイブリッド抗体を
含む種々の他の形態で存在することができる。本明細書において、用語「単鎖Fv」、「単
鎖抗体」、「Fv」又は「scFv」とは、単一ポリペプチド鎖内の、重鎖及び軽鎖双方由来の
可変ドメインを含むが、定常領域が欠如する抗体フラグメントを意味する。通常、単鎖抗
体はさらに、目的の構造の形成を可能とするVH及びVLドメインとの間のポリペプチドリン
カーを含み、それにより抗原結合が可能となるであろう。特定の実施形態において、単鎖
抗体は、両特異的とし且つ/又はヒト化することもまたできる。「Fabフラグメント」は、
１つの軽鎖並びに１つの重鎖の可変性及びCH1ドメインを含む。Fab分子の重鎖は、他の重
鎖分子とジスルフィド結合を形成することができない。「Fab'フラグメント」は、１つの
軽鎖、及びCH1及びCH2 ドメインとの間にさらに定常領域を含む１つの重鎖を含み、２つ
の重鎖間に鎖間ジスルフィド結合を形成することができ、F(ab')2 分子を形成することが
できる。「F(ab')2」とは、CH1 及びCH2ドメインとの間の定常領域部分を含む２つの軽鎖
及び２つの重鎖を含み、２つの重鎖間に鎖間ジスルフィド結合が形成される。一部の重要
な用語を定義する場合、本発明の特定の実施形態に焦点を絞ることが可能である。
【００２５】
　本発明は、ヒト化抗ヒトIL-22RA抗体の発見に基づく。IL-22RAへの拮抗剤としてのこれ
らの抗体の使用は、炎症を抑制することができ、従って、活性化T細胞の浸潤を含む慢性
炎症性疾患、例えば乾癬、乾癬性関節炎及びアトピー性皮膚炎等の治療において有効とな
り得る。本発明は、IL-22RAを認識、結合、調節及び/又は中和するヒト化抗体の使用を供
する。特に、本発明は、IL-22RAを認識、結合、調節及び/又は中和するヒト化軽鎖及び重
鎖可変ドメインの使用を供する。このようなヒト化軽鎖及び重鎖可変ドメインは、それぞ
れ、カッパ又はラムダ定常部ドメイン及び任意のアイソタイプ (IgA, IgD, IgE, IgG及び
IgM) の中から選択される重鎖の定常領域に融合し、種々の宿主細胞において発現するこ
とができる。好ましくは、選択される定常領域は、IgG、より好ましくは、IgG1の定常領
域である。本明細書に記載のヒト化抗IL-22RA抗体は、2005年10月21日出願のPCT国際特許
出願第2006/047249号において以前に記載された、マウス抗ヒトIL-22RAモノクローナル抗
体のアミノ酸配列をヒト化方法の起始点として使用して生じる。
【００２６】
　IL-22RAは、II型サイトカイン受容体であり、最初に、Zcytor11として、1998年7月30日
出願のPCT国際特許出願第99/07848号に記載された。ヒトIL-22RAのアミノ酸配列を、配列
番号24で示す。
【００２７】
　本発明はまた、IL-22RAポリペプチドのエピトープ関連部分（epitope-bearing portion
）又は免疫原性エピトープ又は抗原エピトープを含む、ポリペプチドフラグメント又はペ
プチドに結合するヒト化IL-22RA抗体を供する。抗体のこれらのエピトープへの結合は、I
L-22RAのシグナル伝達の抑制、遮断、中和、及び/又は減少を生じることとなる。
【００２８】
　本明細書に記載の抗体の活性は、IL-22RA受容体を発現する細胞の増殖及び/又は当該細
胞への結合を測定する種々のアッセイを使用して、増殖を抑制又は低減するその能力によ
って測定することができる。特に目的は、IL-22依存性細胞における変化である。IL-22依
存性となるように遺伝子操作される適した株化細胞は、BaF3株化細胞を含む。ヒト化抗IL
-22RA抗体の活性はまた、本明細書の以下に記載の、BaF3増殖アッセイ、ヒトHepG2ヘパト
ーマ細胞又はマウスHEPA1-6ヘパトーマ細胞におけるSTAT3リン酸化アッセイ、ビアコアア
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ッセイ、又は正常ヒトケラチノサイトアッセイ中で測定できる。
【００２９】
　実施形態において、本発明のヒト化抗体は、a)配列番号1、2及び3それぞれのアミノ酸
配列から成るH-CDR1、H-CDR2、及びH-CDR3を含む重鎖可変ドメイン、及びb) 配列番号4、
5及び6それぞれのアミノ酸配列又は配列番号4、5及び7それぞれのアミノ酸配列から成るL
-CDR1、L-CDR2、及び L-CDR3 を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００３０】
　他の実施形態において、本発明は、本明細書に記載の、a) 重鎖可変ドメインが、配列
番号8、9、10及び11、それぞれのアミノ酸配列から成るH-FR1、H-FR2、H-FR3及びH-FR4フ
レームワーク領域を含み、且つ b) 軽鎖可変ドメインが、配列番号12、13、14及び15、そ
れぞれのアミノ酸配列から成るL-FR1、L-FR2、L-FR3及びL-FR4フレームワーク領域を含む
抗体を供する。
【００３１】
　他の実施形態において、本発明は、本明細書に記載の、a) 重鎖可変ドメインが配列番
号16のアミノ酸配列から成り、b) 軽鎖可変ドメインが配列番号17のアミノ酸配列から成
る抗体を供する。
【００３２】
　他の実施形態において、本発明は、本明細書に記載の、a) 重鎖可変ドメインが、ヒトI
gA、IgG、IgM、IgD、IgE又は任意のサブクラスの定常部から成る群から選択される重鎖定
常領域、好ましくは、IgG1の重鎖定常領域に融合され、b) 軽鎖可変ドメインがk又はλ、
好ましくは、kのヒト免疫グロブリン軽鎖の定常部ドメインに融合される抗体を供する。
【００３３】
　他の実施形態において、重鎖定常領域は、抗体エフェクター機能 (例えば、抗体依存性
細胞傷害 (ADCC) 及び補体依存性細胞傷害 (CDC))を調整、低減又は抑制する一部のアミ
ノ酸変異を含む。
【００３４】
　他の実施形態において、本発明は、a) 配列番号18のアミノ酸配列から成る重鎖定常領
域、及び b) 配列番号19のアミノ酸配列から成る軽鎖定常部ドメインを含む、本明細書に
記載の抗体を供する。
【００３５】
　他の実施形態において、本発明は、配列番号20のアミノ酸配列を含む又はから成る重鎖
及び配列番号21のアミノ酸配列を含む又はから成る軽鎖を含むヒトIL-22RAに結合するヒ
ト化抗体を供する。
【００３６】
　本明細書に記載の抗体をコードするポリヌクレオチド(DNA及びRNAを含む) の調製方法
は、当技術分野で周知である。全RNAは、グアニジンイソチオシアネート抽出、続くCsCl
勾配における遠心分離による単離を使用して調製することができる (Chirgwin JM et al.
 1979)。ポリA(+) RNAは、Aviv 及びLederの方法(Aviv H et al. 1972) を使用して全RNA
から調製される。相補DNA (cDNA)は、周知の方法を使用してポリ(A+) RNAから調製される
。選択的に、ゲノムDNAは単離することができる。続いてIL-22RA抗体をコードするポリヌ
クレオチドは、例えば、ハイブリダイゼーション又はPCRによって同定及び単離される。
【００３７】
　本明細書で開示される抗体は、組換え技術、化学合成、クローニング、核酸連結、又は
それらの組み合わせ等の当技術分野で周知の技術によって生成することができる。実施形
態において、本発明の抗体は、組換え技術、例えば、適した宿主細胞における対応する核
酸の発現によって生成される。生成されたポリペプチドは、グリコシル化されてもされな
くてもよく、又は使用の宿主細胞型に依存した他の翻訳後修飾を含んでもよい。多くの書
籍及びレビューによって、ベクター及び原核又は真核宿主細胞を使用して組換えタンパク
質をどのようにクローニングし生成するかが教示されている。
【００３８】
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　従って、本発明のさらなる実施形態は、上記又は下記のいずれかの抗体又はその部分を
コードする単離核酸分子、又はその相補鎖又は縮重配列である。この点について、用語「
核酸分子」とは、デオキシリボ核酸(例えば、DNA, cDNA, gDNA, 合成DNA等)、リボ核酸 (
例えば、RNA)及びペプチド核酸(PNA)を含むあらゆる異なる核酸型を含み、これらに限定
されない。好適な実施形態において、核酸分子は、二本鎖DNA分子又はcDNA分子等のDNA分
子である。用語「単離」とは、通常天然源において結合された核酸分子を、少なくとも１
つの混入核酸分子から同定且つ分離することを意味する。単離され核酸分子は、自然にお
いて見られる形態又は状態以外である。従って、特定の核酸分子が天然の細胞において存
在する場合、単離された核酸分子はそれから区別される。変性配列は、同一アミノ酸配列
をコードする任意のヌクレオチド配列を参照ヌクレオチド配列として指定するが、遺伝暗
号縮重によって生じる異なるヌクレオチド配列を含む。
【００３９】
　他の実施形態において、核酸分子（ポリヌクレオチドとも呼ばれる）は本発明のヒト化
抗体の重鎖をコードし、他のポリヌクレオチドは本発明のヒト化抗体の軽鎖をコードする
。
【００４０】
　好適な実施形態において、ポリヌクレオチドは、配列番号22を含む又はから成る本発明
のヒト化抗体の重鎖をコードする。
【００４１】
　好適な実施形態において、ポリヌクレオチドは、配列番号23を含む又はから成る本発明
のヒト化抗体の軽鎖をコードする。
【００４２】
　好適な実施形態において、特有のポリヌクレオチドは、本発明のヒト化抗体の重鎖及び
軽鎖双方をコードする。
【００４３】
　本発明のさらなる実施形態は、任意の上記又は下記の抗体又はその部分をコードするDN
Aを含むベクターである。ベクターは、任意の原核又は真核細胞において機能する、組込
み又は自己複製性の、任意のクローニング又は発現ベクターであってよい。特に、ベクタ
ーは、プラスミド、コスミド、ウイルス、ファージ、エピソーム、人工染色体等とするこ
とができる。ベクターは、重鎖及び軽鎖双方のコード配列、又は軽鎖及び重鎖のコード配
列のいずれかを含むことができる。ベクターが重鎖及び軽鎖双方のコード配列を含む場合
、重鎖及び軽鎖はそれぞれ操作可能にプロモーターに結合され得る。プロモーターは、重
鎖と軽鎖に関して同一又は異なるものとすることができる。重鎖及び軽鎖はまた、１つの
単一プロモーターに操作可能に結合させることができ、この場合、重鎖及び軽鎖のコード
配列は、好ましくは、配列内リボソーム進入部位(IRES) によって分離することができる
。真核細胞遺伝子発現に適したプロモーターは、例えば、マウス又はヒトサイトメガロウ
イルス (CMV)、マウス双方向性CMVプロモーター又はラウス肉腫ウイルス(RSV)プロモータ
ー等の、ウイルス遺伝子由来のプロモーターであり、それらは当業者に周知である。ベク
ターは、調節エレメント、プロモーター、ターミネーター、エンハンサー、選択マーカー
、複製開始点、インスレーター等を含むことができる。適した核酸配列は、種々の手順に
よってベクターに挿入することができる。一般に、DNAは、当技術分野で周知の技術を使
用して適した制限酵素部位に挿入される。１又は２以上のこれらの要素を含む適したベク
ターの作成は、当業者に周知の標準核酸連結技術を使用する。
【００４４】
　本発明のさらなる実施形態は、組換え宿主細胞であり、当該細胞は上記核酸分子/ポリ
ヌクレオチド又はベクターを含む。宿主T細胞は、原核又は真核細胞とすることができる
。原核細胞の例は、大腸菌（E.coli）等の細菌を含む。真核細胞の例は、任意の初代培養
細胞又は株化細胞(例えば、3T3, Vera, HEK293, TN5等)を含む、酵母細胞、植物細胞、ホ
乳類細胞及び昆虫細胞である。グリコシル化タンパク質の発現に適した宿主細胞は、多細
胞生物由来である。有効な哺乳類株化宿主細胞の例は、チャイニーズハムスター卵巣細胞
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(CHO)及びCOS細胞を含む。本発明の特に好適なホ乳類細胞は、CHO細胞である。上記のよ
うに、本発明の抗体は、組換え技術、化学合成、クローニング、核酸連結、又はそれらの
組み合わせ等の当技術分野で周知の任意の技術によって生成することができる。
【００４５】
　従って、本発明の他の実施形態は、核酸分子の発現が可能な条件下で本発明の組換え宿
主細胞を培養する工程、及び生成されたポリペプチドを回収/単離する工程を含む、本発
明の抗体の生成方法である。生成されたポリペプチドは、グリコシル化することが可能で
も可能でなくてもよく、使用される宿主細胞型に依存的な他の翻訳後修飾を含んでよい。
本発明の抗体を生成する方法は、抗体を医薬組成物に製剤する工程をさらに含むことがで
きる。
【００４６】
　従って、本発明のさらなる実施形態は、本発明のヒト化抗体を含む医薬組成物である。
好ましくは、当該医薬組成物は、緩衝剤、安定剤、界面活性物質等のさらなる賦形剤を含
むことができる。本発明の医薬組成物は、乾癬及び乾癬性関節炎及びアトピー性皮膚炎等
の他の免疫介在疾患の診断、予防、及び/又は治療 (局所又は全身) において有用である
。
【００４７】
　本発明との関連の中で用語「治療」とは、疾患の発症後の病理学的発達の低減、減少、
低下又は減衰を含む、疾患の進行に任意の有益な効果を示す。
【００４８】
　本発明の医薬組成物は、医薬として許容される担体と共に投与することができる。
【００４９】
　用語「医薬として許容される」とは、有効成分の生物学的活性の有効性に干渉せず、投
与した宿主に有毒でない任意の担体を含むことを意味する。例えば、非経口的投与に関し
て、有効タンパク質は、生理食塩水、ブドウ糖溶液、血清アルブミン及びリンゲル液等の
ビヒクル中に注射用単位剤形に製剤することができる。
【００５０】
　他の側面において、本発明は、医薬としての使用のための本発明の医薬組成物を供する
。他の側面において、本発明は、本発明の医薬組成物を患者に投与する工程を含む、患者
における疾患の治療方法を供する。好ましくは、疾患は乾癬、乾癬性関節炎及びアトピー
性皮膚炎から選択される。
【００５１】
　他の側面において、本発明は、医薬としての使用のための本発明のヒト化抗体を供する
。他の側面において、本発明は、患者における疾患の治療方法であって、本発明のヒト化
抗体を患者に投与する工程を含む方法を供する。好ましくは、疾患は乾癬、乾癬性関節炎
及びアトピー性皮膚炎から選択される。他の側面において、本発明は、乾癬、乾癬性関節
炎又はアトピー性皮膚炎の治療用医薬の調製のための本発明のヒト化抗体の使用を供する
。
【００５２】
　本発明の第一の使用において、本発明の医薬組成物は、肺に投与される。
【００５３】
　本発明の第二の使用において、本発明の医薬組成物は、鼻腔内に投与される。
【００５４】
　本発明の第三の使用において、本発明の医薬組成物は、吸入により投与される。
【００５５】
　本発明の第四の使用において、本発明の医薬組成物は、経口的に投与される。
【００５６】
　本発明の第五の使用において、本発明の医薬組成物は、静脈内に又は筋肉内に投与され
る。
【００５７】
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　好適な実施形態における本発明の使用で、本発明の医薬組成物は皮下に投与される。
【００５８】
　本発明の医薬組成物は、上記経路のいずれか１つに従って毎日又は隔日に投与される。
【００５９】
　非経口的 (例えば、静脈内, 皮下, 筋肉内)投与に関して、本発明の医薬組成物は、医
薬として許容される非経口的ビヒクル(例えば、水, 生理食塩水, ブドウ糖溶液) 及び等
張性を維持する添加剤(例えば、マンニトール) 又は化学安定剤 (例えば、保存剤及び緩
衝剤) と組み合わせて、溶液、懸濁液、乳濁液又は凍結乾燥粉末として製剤することがで
きる。製剤は、一般的に使用される技術によって滅菌される。
【００６０】
　本発明の医薬組成物の有効成分は、種々の方法で個体に投与することができる。投与経
路は、皮内、経皮 (例えば、徐放製剤で)、筋肉内、腹腔内、静脈内、皮下、硬膜外、局
所、経口、エアロゾル投与、鼻腔内経路又は吸入経路を含むことができる。例えば上皮又
は内皮組織を通した吸収、又はインビボ（In vivo）において発現且つ分泌される活性剤
を生じる、活性剤をコードするDNA分子が患者に(例えば、ベクターを介して) 投与される
遺伝子治療による、他の投与の治療上効果的な経路を使用することができる。さらに、本
発明の医薬組成物は、医薬として許容される界面活性物質、賦形剤、担体、希釈剤及びビ
ヒクル等の生物学的に活性な薬剤の他の成分と共に投与することができる。
【００６１】
　個体に投与される投与量は、薬物動態特性、投与経路、患者の状態及び特性 (性別, 年
齢, 体重, 健康, サイズ)、症状の程度、併用治療、治療頻度及び目的とする効果を含む
種々の要因によって変更可能である。
【００６２】
　本発明の抗体は、目的の使用及び/又は生産方法に従って選ぶことができる他の代替形
態で、生成、製剤、投与又は使用可能である。有用な複合物又は複合体はまた、薬物送達
有効性に関して薬剤を改良するために生成することができる。この目的のために、本明細
書に記載の抗体は、ポリエチレングリコール及び他の天然又は合成ポリマー等の分子との
有効複合物又は複合体の形態とすることができる(Harris JM et al. 2003)。この点につ
いて、本発明は、ポリマーに結合された、化学修飾された抗体を意図する。典型的には、
ポリマーは水溶性であり、生理環境等の水性環境において複合物は沈殿しない。さらに、
ポリマーの混合物を複合物の生成のために使用することができる。治療に使用される複合
物は、医薬として許容される水溶性のポリマー部分を含むことができる。適した水溶性ポ
リマーは、ポリエチレングリコール (PEG)、モノメトキシ-PEG、アリールオキシ-PEG、炭
酸ビススクシンイミジルPEG、プロピレングリコールホモポリマー、ポリプロピレンオキ
シド/エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシエチレン化ポリオール (例えば、グリセ
ロール)、ポリビニルアルコール、デキストラン、セルロース、又は他の炭水化物系ポリ
マーを含む。適したPEGは、例えば5,000、12,000、20,000及び25,000を含み、分子量約60
0～約60,000を有してよい。複合物はまた、水溶性ポリマーのような混合物を含むことが
できる。複合物の例は、上記開示の任意の抗体及びそのN末端に結合したポリアルキルオ
キシド部分を含む。PEGは、１つの適したポリアルキルオキシドである。例として、本明
細書で開示される任意の抗体は、PEGで修飾することができ、これは「ペグ化」として周
知の方法である。ペグ化は、当技術分野で周知の任意のペグ化反応によって行うことがで
きる (Francis GE et al. 1998)。例えば、ペグ化は、反応性ポリエチレングリコール分
子とのアシル化反応又はアルキル化反応によって行うことができる。好ましくは、これら
の修飾は全てヒトIL-22RAを結合する抗体の能力に著しい影響を及ぼさない。
【００６３】
　本発明はまた、上記の抗体と機能的に同等であるヒトIL-22RAに対する組換えヒト化抗
体を含む。安定性及び/又は治療上有効性を改善する修飾ヒト化抗体もまた含まれる。修
飾抗体の例は、アミノ酸残基の保存置換、及び抗原結合有用性を著しく有害に変更しない
アミノ酸の１又は２以上の欠失又は付加を有するものを含む。置換は、１又は２以上のア
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ミノ酸残基の変更又は修飾から、治療上有用性が維持される限り領域の完全な再設計にわ
たる。本発明のヒト化抗体は、翻訳後に修飾 (例えば、アセチル化及びリン酸化) 又は合
成的に修飾(例えば、標識基の付着) することができる。本願の方法によってデザインさ
れるヒト化抗体は、抗原結合性又は他の免疫グロブリン機能に実質的に影響しないさらな
る保存アミノ酸置換を有することが可能であることが理解される。
【００６４】
　本発明のヒト化抗体は、修飾誘導体を含むことができる。例えば、誘導体は、例えば、
グリコシル化、アセチル化、ペグ化、リン酸化（phosphylation）、アミド化、周知の保
護/遮断基による誘導体化、タンパク質切断、細胞リガンド又は他のタンパク質等への結
合によって修飾されたヒト化抗体を含むがこれらに限定されない。さらに、誘導体は、１
又は２以上の非古典的及び/又は非天然のアミノ酸を含むことができる。本発明のヒト化
抗体のインビボ（In vivo）における半減期は、特定のアミノ酸残基をFc領域とFcRn受容
体との間の相互作用に関与するように修飾 (例えば、置換, 欠失又は付加)することによ
って増長することができる。
【００６５】
　本明細書中の全引用文献は、学術論文又は要約、公開又は未公開の米国又は外国特許出
願、発行の米国又は外国特許又は他の引用文献を含み、これらはその全体が参照により本
明細書に組み込まれ、引用文献に示される全てのデータ、表、図及びテキストを含む。さ
らに、引用文献中の全体的な内容もまた、その全体が参照により組み込まれる。
【００６６】
　特定の実施形態の前述の記載から、本発明の一般的性質は十分に明らとなり、当技術分
野内の知識(本明細書に記載の引用文献の内容を含む) を適用することによって、過度の
実験なしに、本発明の一般概念から逸脱することなく、様々な応用にこのような特定の実
施形態を容易に修飾する及び/又は適合させることができるであろう。従って、このよう
な適合及び修飾は、本明細書に示される教示及び指針に基づき、開示の実施形態の均等物
の範囲内であることを意図するものである。本明細書中の表現及び用語は説明することを
目的とし、限定することを目的とするものではないことと理解されたい。
【実施例】
【００６７】
実施例1: ヒト化工程のための出発抗体の選択
　2005年10月21日に出願の国際特許出願第2006/047249号の実施例18に記載の５つの雑種
細胞によって発現されたマウス抗ヒトIL-22RAモノクローナル抗体を、ヒト化工程の開始
点として使用するものを選択するために比較した。選択に関して最も重要な判断基準は、
ヒトIL-22RAに対する高親和性、マウスIL-22RAとの交差反応性、IL-22BPとの交差反応性
の欠如及びヒトIL-22RA に対する拮抗薬活性の欠如であった。唯一１つの抗体が上記の全
判断基準を満たし (データ未開示)、すなわちそれは、280.46.3.4 (ATCC特許寄託受託番
号PTA-6284) と呼ばれる雑種細胞によって発現された抗体であって、マウス IgG1/カッパ
抗体である。
【００６８】
　このマウス抗ヒトIL-22RAモノクローナル抗体 (以下「マウス280.46.3.4」と呼ぶ) の
重鎖及び軽鎖(それぞれVH及びVL) の可変ドメインの特定のアミノ酸配列を、配列番号25
及び26でそれぞれ記載する。
【００６９】
実施例2: 再形成ヒト化 280.46.3.4 可変ドメインのデザイン
A.　フレームワーク配列のための相同ヒト生殖系列の選択
　IMGT-GENEデーターベース (Giudicelli V. et al. 2005)を使用して、全体配列 (フレ
ームワーク 及びCDR)がマウス280.46.3.4 VLと高いパーセント同一性を示すヒト生殖系列
カッパ軽鎖可変ドメインを、アミノ酸配列の比較によって同定した。マウス280.46.3.4 V
Lは、ヒト免疫グロブリン生殖系列カッパ可変遺伝子4-1 (IGKV4-1)と最も相同であり、同
一性82.2 %を示した(101個の内、83個のアミノ酸残基; 図1)。従って、配列番号27に記載
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マウス 280.46.3.4 VHに関して、高いパーセント同一性のヒト生殖系列は、IMGT-GENEデ
ーターベースを使用して同定されなかった。ヒト免疫グロブリン生殖系列重鎖可変遺伝子
1-46 (IGHV1-46) ヒト生殖系列を、60.2%同一性 (98個の中、59個のアミノ酸残基)の最も
高い相同性を有するものとして同定した。しかしながら、配列番号28に記載のIGHV3-66を
、最も低い相同性 (50.0%同一性, 98個の中、49個のアミノ酸残基 ; 図2)を有するにもか
かわらず、その配列は様々な重要なフレームワーク位置においてマウス280.46.3.4 VHの
配列に近似し、従って良好な安定性を提供する可能性が高いので、ヒトフレームワークア
クセプター配列として効率的に選択した。
【００７０】
B.　フレームワーク領域におけるアミノ酸置換
B.1　軽鎖
　ヒト化280.46.3.4 VLに関するデザインにおける次の工程は、マウス280.46.3.4 VL由来
のCDRを、ヒト生殖系列IGKV4-1由来のフレームワーク領域 (FR)に結合することであった
。マウスJ遺伝子の代わりに、免疫グロブリンカッパ結合1ヒト生殖系列遺伝子(IGKJ1)を
使用した。配列番号29に記載の、再形成ヒト化280.46.3.4 VL (280.VK4-1-C) の第一のバ
ージョンで、ヒトFRにおいて変化はなく、すなわち、FR中のマウス残基はいずれも構造上
重要でないと思われた。IGKV4-1とヒト化280.46.3.4 VLの第一のバージョン(280.VK4-1-C
)との配列比較を図3に示す。
【００７１】
B.2　重鎖
　ヒト化280.46.3.4 VHに関するデザイン工程における次の工程は、マウス280.46.3.4 VH
由来のCDRをヒト生殖系列IGHV3-66由来のFRに結合することである。配列番号30に記載の
、再形成ヒト化 280.46.3.4 VH の第一のバージョン (280.VH3-66.1) において、ヒトフ
レームワーク領域において12個の変化がもたらされた(図4)。ヒトFRにおける12個の変化
は、27、28、29、30、48、49、67、69、70、71、73及び78位に存在した (表1中のナンバ
リングを参照されたい)。
【００７２】
表 1. 　ヒト化280.46.3.4 VHのデザインに繋がるアミノ酸配列の配列比較
　第一列 (Kabat ナンバリング) は、Kabatの残基番号を供する(Kabat et al. 1991)。FR
及びCDRは、重鎖可変ドメインのフレームワーク領域 (H-FR1, H-FR2, H-FR3, 及びH-FR4)
及び４つのFRを分離する３つのCDRを有する相補性決定領域 (H-CDR1, H-CDR2, 及びH-CDR
3) を同定する。第二列(Chothia ナンバリング)は、ChothiaのCDR定義の残基番号を供す
る (Al-Lazikani et al. 1997)。第三列 (マウス280.46.3.4 VH) は、マウス280.46.3.4
の重鎖可変ドメインのアミノ酸配列を供する。第四列 (IGHV3-66)は、CDR-移植にヒトア
クセプターフレームワークとして使用される、ヒト免疫グロブリン生殖系列重鎖可変遺伝
子3-66 (受入番号IMGT X92218) のアミノ酸配列を供する。第五列(ヒト化 280.VH3-66-46
) は、マウス280.46.3.4 VHの最終のヒト化バージョンのアミノ酸配列を供し、下線が付
された残基は、ヒト生殖系列IGHV3-66と異なるアミノ酸を示す。
【００７３】
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【表１】
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【表２】
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【表３】
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【表４】

【００７４】
　H-FR1中の27、28、29及び30位において、ヒト生殖系列IGHV3-66に存在するアミノ酸は
、マウス280.46.3.4 VHにおけるそれらの位置において確認されるアミノ酸に変化した。
これらの位置はH-FR1内に存在するようデザインされるにもかかわらず (Kabatナンバリン
グ; 表1)、26から30位は、VHのH-CDR1ループを形成する構造ループの一部である。従って
、これらの位置におけるアミノ酸は抗原への結合に直接関与する可能性がある。実際、27
～30位は、Chothiaによって定義されるH-CDR1に関してカノニカル構造の一部である (表 
1)。
【００７５】
　H-FR2の48及び49位において、ヒト生殖系列IGHV3-66に存在するアミノ酸(それぞれ、バ
リン及びセリン)は、マウス 280.46.3.4 VHにおけるそれらの位置に見られるアミノ酸(そ
れぞれ、イソロイシン及びグリシン; 表 1) に変化した。これらの２つの残基は、非常に
H-CDR2に近接し、CDR ループの微細構造に影響する。
【００７６】
　H-FR3の67、69、70、73及び78位において、ヒト生殖系列IGHV3.66に存在するアミノ酸(
それぞれ、フェニルアラニン, イソロイシン, セリン, アスパラギン及びロイシン)は、
マウス280.46.3.4 VHにおけるそれらの位置に見られるアミノ酸 (それぞれ、アラニン, 
ロイシン, スレオニン, グルタミン及びアラニン; 表1) に変化した。これらの5つの残基
は、VL及びVHドメインのパッキングにおいて重要であり、大概抗体の全体の安定性に影響
する。
【００７７】
　H-FR3における71位において、ヒト生殖系列IGHV3-66に存在するアルギニンは、マウス 
280.46.3.4 VHのその位置に見られるバリンに変化した。位置71は、Chothia に定義され
るH-CDR2に関してカノニカル構造の一部である(表1)。この位置におけるバリンに対する
アルギニンの置換は、おそらくH-CDR2 ループの配置を非常に破壊するであろう。
【００７８】
実施例3: 軽鎖のCDR1における遊離システインの除去
　Kabat位置32の軽鎖CDR1 (L-CDR1)中に不対システインが存在し(表2におけるナンバリン
グを参照されたい)、それは280.VK4-1-C と対合した280.VH3-66-1を含むヒト化280.46.3.
4 抗体の発現及び精製中に、高次の共有結合性凝集構造と結合されている(データ未開示)
。
【００７９】
表 2. 　ヒト化280.46.3.4 VLのデザインに通じるアミノ酸配列の配列比較
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　第一列 (Kabat & Chothiaナンバリング)は、Kabat (Kabat et al. 1991) 及びChothia 
(Al-Lazikani et al. 1997) の残基番号を供する。FR及びCDRは、軽鎖可変ドメインのフ
レームワーク領域(L-FR1, L-FR2, L-FR3, 及びL-FR4) 、及び４つのFRを分離する３つのC
DRを有する相補性決定領域 (L-CDR1, L-CDR2, 及びL-CDR3) を同定する。第二列 (マウス
 280.46.3.4 VL) は、マウス280.46.3.4の軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列を供する。第
三列(IGKV4-1)は、CDR-移植のためにヒトアクセプターフレームワークとして使用される
、ヒト免疫グロブリン生殖系列カッパ可変遺伝子4-1 (受入番号IMGT Z00023) のアミノ酸
配列を供する。第四列 (ヒト化280.VK4-1-TSY)は、マウス 280.46.3.4 VLの最終最適化ヒ
ト化バージョンのアミノ酸配列を供し、下線が付された残基はヒト生殖系列IGKV4-1と異
なるアミノ酸を示す。
【００８０】
【表５】
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【表６】
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【表７】



(23) JP 5818804 B2 2015.11.18

10

20

30

40

50

【表８】

【００８１】
　遊離システインを除去するために、配列番号31に記載のヒト化軽鎖、280.VK4-1-Sの第
二バージョンを、システインが突然変異によりセリンとなるようにデザインし、コンスト
ラクトした。当該突然変異は、サイズ及び親水性に関して生じ得る最も保存的な変化であ
る。タンパク質A精製の後、SDSゲル上のシステイン非含有の抗体(すなわち、280.VK4-1-S
と対合した280.VH3-66-1を含むヒト化280.46.3.4 抗体) の特性は、システインを含む抗
体(すなわち、280.VK4-1-Cと対合した280.VH3-66-1を含むヒト化 280.46.3.4 抗体)より
特徴的に見えた(図5)。より特徴的な特性は、遊離システインを含む(280.VK4-1-C; 図5中
の「前」) 抗体と比較して、不対システイン非含有の抗体(280.VK4-1-S; 図5中の「後」)
中に副生物より正確に結合された重鎖及び軽鎖が存在することを意味する。
【００８２】
　280.VK4-1-Sと対合した280.VH3-66-1を含む、ヒトIgG1/カッパとして発現されたヒト化
抗体の効力を、３つの異なる細胞アッセイにおいて評価した:
1)　ヒトHepG2ヘパトーマ細胞におけるSTAT3リン酸化アッセイ。HepG2ヒトヘパトーマ細
胞株をATCC (American Type Culture Collection)から得て、24-ウェルプレート中で組換
えヒトIL-22で刺激した。中和抗体の段階希釈をEC80のIL-22と混合し、20分間細胞に添加
した。HepG2可溶化液をCell Signaling から購入したPathScan Phospho-STAT3 Sandwich 
ELISA Kit中で試験し、試験抗体のIC50 値を測定した。このHepG2アッセイにおいて、ヒ
ト化抗体は、280.46.3.4 雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PTA-6284) から精製された遊離シ
ステインを含むマウス親抗体より1.4倍効能が高いことが確認された。IC50 値は、それぞ
れ257.5 pM及び370.5 pMであった (図6)。
【００８３】
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2)　BaF3 細胞における増殖アッセイ。BaF3株化細胞にヒトIL-22受容体鎖(IL-22RA及びIL
-10RB) を両方形質移入し、96-ウェルプレート中で組換えヒトIL-22と培養した。中和抗
体の段階希釈を細胞に添加し、BaF3増殖への効果をトリチウム標識したチミジン取り込み
測定によって測定した。このヒトIL-22受容体形質移入-BaF3安定株化細胞アッセイにおい
て、ヒト化抗体は、280.46.3.4雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PTA-6284) から精製された遊
離システインを含むマウス親抗体より、1.7倍強力であることが分かった。IC50 値はそれ
ぞれ340 及び 587 pM であった(図7)。
【００８４】
3)　BaF3細胞における増殖アッセイ。BaF3株化細胞にマウスIL22受容体鎖 (IL-22RA 及び
IL-10RB) 両方を形質移入し、96-ウェルプレート中で組換えマウスIL-22と培養した。中
和抗体の段階希釈を細胞に添加し、BaF3増殖における効果をトリチウム標識チミジン取り
込み測定によって測定した。このマウスIL-22受容体形質移入-BaF3安定株化細胞アッセイ
において、ヒト化抗体は、280.46.3.4雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PTA-6284)から精製さ
れた遊離システインを含むマウス親抗体より、2.1倍強力であることが分かった。IC50 値
はそれぞれ693 及び1473 pMであった (図8)。
【００８５】
　結論として、L-CDR1における遊離システインの変異は、280.VK4-1-Sと対合した280.VH3
-66.1を含むヒト化 280.46.3.4 抗体の生物物理学的特性だけでなく、由来マウス280.46.
3.4 抗体と比較してヒト及びマウス IL-22RA双方に対する効力もまた劇的に改善した。
【００８６】
実施例4: L-CDR1における脱アミドモチーフの除去及びヒト化280.46.3.4 VHにおけるヒト
化（humanness）度の増大
　抗体を、例えば脱アミド、異性化、加水分解、ジスルフィドスクランブル、ベータ-除
去、酸化及び付加物形成等の種々の化学修飾及び/又は分解反応に供することができる。
分解の主要な加水分解機構は、特に直ちにグリシン又はセリンが続く、アスパラギンの脱
アミドを含むことができる。L-CDR1におけるシステインのセリンによる置換は、脱アミド
候補部位を構成するNSモチーフを作るため、除去されるべきである。このNSモチーフを破
壊しようと、一連の変異体をコンストラクトした (データ未開示)。最良の全体変異はセ
リンからスレオニンへの変化であることが分かった。配列番号32に記載のこの変異軽鎖可
変ドメイン (280.VK4-1-T)は、ヒト化280.46.3.4 VHのバージョン 4 (280.VH3-66-4; 以
下を参照されたい) と対合し、細胞ベースのアッセイにおいて抑制効力に関して評価した
。
【００８７】
　ヒト化280.46.3.4 VHのバージョン4 (280.VH3-66-4) において、残基70 (表1) は、こ
の位置において確認されるヒト生殖系列残基に、つまりスレオニンからセリンへ突然変異
がなされた。H-CDR2の最後の２つの残基、64及び65位におけるグルタミン酸及びアラニン
(表1) もまた、それらの位置において見られるヒト生殖系列残基、リジン及びグリシンに
それぞれ突然変異された。全体的に、配列番号33に記載のヒト化280.46.3.4 VHのバージ
ョン 4 (280.VH3-66-4)は、H-CDR2に位置するこれらの残基の2つを有するバージョン 1 (
280.VH3-66-1) と比較してヒト生殖系列残基をさらに3つ有する（図4と比較した図9）。
【００８８】
　280.VK4-1-Tと対合した280.VH3-66-4を含む、ヒトIgG1/カッパとして発現されたヒト化
抗体の効力を、上記の実施例3の通り、３つの異なる細胞アッセイにおいて評価した:
1)　HepG2アッセイにおいて、ヒト化抗体は、280.46.3.4 雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PT
A-6284) から精製されたマウス親抗体より1.8倍強力であることが分かった。IC50 値は、
それぞれ183.2 及び333.0 pMであった (図10)。
2)　ヒトIL-22受容体形質移入-BaF3安定株化細胞アッセイにおいて、ヒト化抗体は、280.
46.3.4 雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PTA-6284) から精製したマウス親抗体より1.75倍強
力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ334 及び587 pMであった (図11)。
3)　マウスIL-22 受容体形質移入BaF3安定株化細胞アッセイにおいて、ヒト化抗体は、28
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0.46.3.4雑種細胞 (ATCC 特許寄託番号PTA-6284) から精製したマウス親抗体より2.1倍強
力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ687及び1473 pMであった(図12)。
【００８９】
実施例5: ヒト化280.46.3.4 VHのCDR1におけるKabat残基32のAspからGluへの変異は、親
和性を増大し、安定性を改善する。
　抗体は、例えば脱アミド、異性化、加水分解、ジスルフィドスクランブル、ベータ-除
去、酸化及び付加物形成等の種々の化学修飾及び/又は分解反応に供することができる。
分解の主要な加水分解性機構は、アスパラギン酸(Asp) 異性化を含むことができる。この
問題を防止するために、H-CDR1におけるAsp32及びH-CDR3におけるAsp 96がそれぞれ280.V
H3-66-4において変異された一組の変異体を作成した。続いてこれらの単一変異体を上記
のヒト化軽鎖可変ドメイン280.VK4-1-Tと対合させ、生じるNiNTA精製Fab抗体フラグメン
トをビアコアによって親和性測定に関して試験した。H-CDR1の32位におけるAspからGluへ
の変異を含むVHを、バージョン18又は280.VH3-66-18と呼び、それは配列番号34に記載さ
れる。図13に示すヒトIL-22RAへの結合を測定するビアコア分析の結果は、親未変異D32 (
280.VH3-66-4) と比較して、D32E変異はオン速度（on rate）を約2倍増大し、オフ速度（
off rate）を約5倍低下したことを示す。一方、D96E変異は、負の影響を有し、約500倍ま
で親和性を低下した。変異体D32Eは、示差走査熱量測定 (DSC) によって分析する場合、
親D32抗体より1度安定であるように見える (図14)。全体的に、D32E変異は最終重鎖ヒト
化バージョン18 (280.VH3-66-18) の特性を非常に改善すると結論付けることができる。
【００９０】
　280.IGKV4-1-Tと対合した280.VH3-66.18を含むヒトIgG1/カッパとして発現されたヒト
化抗体の効力を、HepG2細胞アッセイにおいて評価した。図15に示す結果は、ヒト化抗体(
280.VH3-66.18/VK4-1-T)が、280.46.3.4 雑種細胞(ATCC特許寄託番号PTA-6284) から精製
されたマウス親抗体よりほぼ3倍強力であることを示す。IC50 値は、それぞれ132.5及び3
70.5 pMであった。
【００９１】
実施例6: ヒト化程度の増大
A.　重鎖
　親マウス280.46.3.4と比較して、一連の変異体はヒト化 280.46.3.4の親和性、効力及
び安定性を増大したので、最終ヒト化バージョンのヒト化を増大しようとデザインした。
当該目的は、マウス親起源の多くのフレームワーク残基を可能な限り、対応するヒト生殖
系列IGHV3-66残基に変異することであった。この工程中、発明者は残基Ala 67及びLeu 69
の、残基Phe及びIleそれぞれへの変異を成功することができた(表1)。彼らはまた、ヒト
生殖系列IGHV3-66に存在するバリンの代わりに29位のイソロイシンの導入が、熱安定性に
正の効果を有することを見出した (データ未開示)。Ile 29はヒト生殖系列 IGHV3-66 (va
l 29)のこの位置において通常見られる残基ではないという事実にもかかわらず、活性の
損失のない安定性へのその正の効果のため、配列番号16に記載の最終ヒト化VHバージョン
46 (280.VH3-66-46)においてそれを取り込むことに決定した。ヒト生殖系列IGHV3-66との
、最終ヒト化VHバージョン、280.VH3-66-46の配列比較は、9個のマウスフレームワーク残
基が保持されたことを示す(図16及び表1)。
【００９２】
B.　軽鎖
　ヒト化軽鎖において、全フレームワーク残基がヒトであるので、CDR残基を生殖系列化
する（germlining）可能性を検討した。マウスCDR残基内の一連の変異体を、個々のCDR残
基を等価な位置において見られるヒト生殖系列IGKV4-1残基に変異することによってコン
ストラクトした。変異体を示差走査熱量測定及びビアコアによって、熱安定性及び親和性
それぞれに関してスクリーニングした。L-CDR3の92位におけるPhe (表2)は、ヒト生殖系
列IGKV4-1のこの位置に存在するTyr残基と取り換えることができ、この時熱安定性は摂氏
1度高くなり親和性の低下はないことが分かった。280.VK4-1-TSYと呼ばれるこの最適化ヒ
ト化VL配列は、配列番号17に記載される。図17に示されるヒト生殖系列 IGKV4-1とのその
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配列比較は、それらの配列はたった5つの位置において異なるので、280.VK4-1-TSYがフレ
ームワーク及びCDR残基を含む全生殖系列 IGKV4-1配列と非常に高い同一性有することを
示す(図17及び表2)。
【００９３】
　上記ヒト化抗体は全て、特定の重鎖可変ドメインを配列番号18に記載の定常領域へ結合
、及び特定の軽鎖可変ドメインを配列番号19に記載の定常部ドメインへ結合することによ
って生成した。これらの定常領域は一例として使用され、抗体の結合親和性及び特異性は
可変ドメインに属するので、容易に異なるものと取り換えることができることに留意され
たい。上記のFabsについて、それらは配列番号18に記載の配列の第一重鎖定常部ドメイン
 (CH1)及び配列番号19に記載の軽鎖定常部ドメインを含む。
【００９４】
　実施例に記載の異なるヒト化抗体及びFabsは、２つの異なるプロモーターの制御下で重
鎖及び軽鎖をコードするcDNAを含む単一発現ベクターを使用して、CHO細胞において生成
した。
【００９５】
実施例7: ヒトIL-22RA発現細胞アッセイにおける、280.VK4-1-TSY VLと対合したヒト化28
0.VH3-66-46 VHの効力
　280.IGKV4-1-TSYと対合した280.VH3-66.46を含むヒト IgG1/カッパとして発現されたヒ
ト化抗体の効力を、３つの異なる細胞アッセイにおいて評価した。
　用語「280.346.TSY」とは、重鎖及び軽鎖定常領域に関係なく、280.IGKV4-1-TSYと対合
した280.VH3-66.46を含む、抗ヒトIL-22RAヒト化抗体を示すために以下において使用され
る。
1)　正常ヒトケラチノサイトにおけるSTAT3リン酸化アッセイ。正常ヒトケラチノサイト
をBiopredic International から得て、96-ウェルプレート中で組換えヒトIL-22で刺激し
た。中和抗体の段階希釈をEC80のIL-22と混合し、20分間細胞に添加した。ケラチノサイ
ト可溶化液をCell Signalingから購入したPathScan Phospho-STAT3 Sandwich ELISA Kit
中で試験し、試験抗体のIC50 値を測定した。この正常ヒトケラチノサイトアッセイにお
いて、280.346.TSYは、280.46.3.4雑種細胞(ATCC特許寄託番号PTA-6284) から精製したマ
ウス親抗体よりほぼ9倍強力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ60.95及び541.9
 pMであった(図18)。
【００９６】
2)　HepG2細胞におけるSTAT3リン酸化アッセイ。HepG2ヒトヘパトーマ株化細胞をATCC (A
merican Type Culture Collection) から得て、24-ウェルプレート中で組換えヒトIL-22
で刺激した。中和抗体の段階希釈をEC80のIL-22と混合し、20分間細胞に添加した。HepG2
 可溶化液を、Cell Signalingから購入したPathScan Phospho-STAT3 Sandwich ELISA Kit
中で試験し、試験抗体のIC50 値を測定した。このHepG2アッセイにおいて、280.346.TSY
は、280.46.3.4雑種細胞 (ATCC特許寄託番号 PTA-6284) から精製したマウス親抗体より
ほぼ5倍強力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ55.16及び266.3 pMであった(図
19)。
【００９７】
3)　BaF3 細胞における増殖アッセイ。BaF3株化細胞に、ヒトIL-22 受容体鎖(IL-22RA 及
びIL-10RB) 両方を形質移入し、96-ウェルプレート中で組換えヒトIL-22で培養した。中
和抗体の段階希釈を細胞に添加し、トリチウム標識チミジン取り込み測定によってBaF3増
殖への効果を測定した。このヒトIL-22受容体形質移入-BaF3安定株化細胞アッセイにおい
て、280.346.TSYは、280.46.3.4雑種細胞 (ATCC特許寄託番号PTA 6284) から精製したマ
ウス親抗体より1.7倍強力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ317及び545 pMで
あった(図20)。
【００９８】
　特定の280.346.TSYの重鎖及び軽鎖定常領域のアミノ酸配列を、配列番号18及び19にそ
れぞれ記載し、当該特定の280.346.TSYの重鎖及び軽鎖全体のアミノ酸配列を配列番号20
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【００９９】
実施例8: マウスIL-22RA発現細胞アッセイにおけるヒト化280.346.TSYの効力
280.346.TSY の効力を、２つの異なる細胞アッセイにおいて評価した:
1)　HEPA1-6 細胞におけるSTAT3リン酸化アッセイ。HEPA1-6 マウスヘパトーマ株化細胞
をDSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) から得て、96ウェ
ルプレート中で組換えマウスIL-22で刺激した。中和抗体の段階希釈をEC80のIL-22と混合
し、20分間細胞に添加した。ヒトIgG1を対照として使用した。HEPA1-6可溶化液をCell Si
gnaling から購入したPathScan Phospho-STAT3 Sandwich ELISA Kit中で試験し、試験抗
体のIC50 値を測定した。このHEPA1-6 細胞アッセイにおいて、280.346.TSYは、マウスIL
-22の活性を抑制することが分かった。IC50 は、ナノモル濃度の範囲であった(2,1 nM; 
図21)。
【０１００】
2)　BaF3 細胞における増殖アッセイ。BaF3株化細胞にマウスIL-22 受容体鎖 (IL-22RA及
びIL-10RB) の両方を形質移入し、96-ウェルプレート中で組換えマウスIL-22で培養した
。中和抗体の段階希釈を細胞に添加し、BaF3増殖への効果をトリチウム標識チミジン取り
込み測定によって測定した。このマウスIL-22 受容体形質移入-BaF3安定株化細胞アッセ
イにおいて、280.346.TSYは、280.46.3.4雑種細胞(ATCC特許寄託番号PTA 6284) から精製
したマウス親抗体より6.2倍強力であることが分かった。IC50 値は、それぞれ137及び849
 pMであった (図22)。
【０１０１】
実施例9: 競合ELISAによるIL-22RA関連タンパク質に対する280.346.TSYの結合選択性
　競合ELISAを使用して280.346.TSYの特異性及び結合親和性を測定した。マイクロタイタ
ープレートをヒトIL-22RA-ECD (すなわち、IL-22RA-細胞外ドメイン) でコーティングし
た。ビオチン化280-346-TSY抗体を、競合物: ヒトインターロイキン22 受容体アルファ (
hIL-22RA)、ヒトIL-22結合タンパク質 (hIL-22BP)、マウスIL-22受容体アルファ (mIL-22
RA)、ヒトIL-10受容体アルファ (hIL-10R) 及びヒトIL-20受容体アルファ (hIL-20R) の
存在下でプレートに添加した。プレート上にコーティングしたhIL-22RAへの結合を、ペル
オキシダーゼ複合ストレプトアビジンの添加によって明らかにした。組換えヒト及びマウ
スIL-22RAに関する測定したIC50値は、それぞれ18.25 pM及び149.3 pMであった(図23)。
モノクローナル抗体は、組換えヒトIL-22BP、IL-10R、及びIL-20Rと交差反応性を示さな
かった。
【０１０２】
実施例10:KinExA及びビアコアによるKd測定によって評価したIL-22RA 相同分子種に対す
る280-346-TSYの交差反応性。
　280-346-TSYのKdを、ビアコア及びKinExA 装置の両方を使用して評価した。ヒト及び異
なる種 (ラット, マウス, イヌ, アカゲザル, カニクイザル及びマーモセット)において
見られる相同遺伝子配列のIL-22RA細胞外ドメイン (ECD)を、HEK-293細胞中で生成し、6 
His tag を使用してNiNTA-精製した。280-346-TSY抗体は、試験したIL-22RAのヒト及びサ
ル3種全てに対してナノモル以下の親和性を有する。それは、マウスに対してナノモル親
和性を有し、ヒトへの親和性と比較して約100倍低い親和性であり、且つラットIL-22RAに
対してマイクロモル親和性を有した (表3)。
【０１０３】
表 3.　ヒトIL-22RA-ECD及びその相同分子種への280-346-TSYモノクローナル抗体のKd親
和性の測定。
【０１０４】
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【０１０５】
実施例11: マウスにおけるIL-22-誘発血清アミロイドAへの280-346-TSYの有効性
　280-346-TSYの薬力学活性を、オスBalb/cマウスにおいてIL-22-誘発血清アミロイドA上
で測定した。異なる用量の280.346.TSYをマウスに皮下投与し、22時間後組換えマウスにI
L-22を静脈内注射した。ビヒクル対照は、皮下にPBSを10 ml/kgで投与した。
【０１０６】
　イソフルラン麻酔下でマウスに100 μg/kgのIL-22を後眼窩神経叢中に投与した。IL-22
注射の6時間後に、イソフルラン麻酔下で心穿刺によって採血を行った。ヒトIgG1を負の
対照(アイソタイプ対照) として使用した。血清アミロイドAを、ELISA (Biosource)によ
って測定した。280-346-TSYは、ED50 値0.5 mg/kgを供した。マンホイットニー検定を使
用し、統計分析を行った: * p< 0.05 vs. アイソタイプ対照群; *** p< 0.001 vs. アイ
ソタイプ対照群 (図24)。
【０１０７】
実施例12: マウスにおけるIL-23-誘発性耳炎症への280-346-TSYの有効性
　280-346-TSYの薬力学活性を乾癬のマウスモデルにおいて測定した。メスC57BL/6マウス
におけるIL-23-誘発性耳肥厚への280-346-TSYの有効性を試験した。Zheng Y等記載のよう
に(Nature 2007)、マウスに、全体積20μl中の500 ngの組換えヒト IL-23又はPBSを隔日
に14日間注入した。異なる用量の280.346.TSYを、組換えIL-23の最初の投与前に第一の用
量を、そしてその後隔日に皮下に投与した。ビヒクル対照として、皮下に10 ml/kgでPBS
を投与する。デキサメタゾン(Dexa)を正の対照として使用した。9日目に抑制割合を算出
し、これは耳介腫脹のピークに対応する。280-346-TSYは、ED50 値1.8 mg/kgを供する (
図25)。
【０１０８】
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