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(57)【要約】
　本発明は一般に、抗原特異的寛容原性タンパク質療法
ならびに多発性硬化症(MS)および血友病などの自己免疫
疾患と関連するものなどの、有害な免疫応答を処置する
ためのその使用に関する。特に、本発明は、単独での、
または阻害抗体と組み合わせた、抗原特異的寛容原性タ
ンパク質療法としてのB細胞標的化IgG融合タンパク質の
適用を含む。融合タンパク質は、B細胞特異的標的化モ
ジュール、ヒトIgG4重鎖の定常領域またはその断片、お
よび抗原を含む。
【選択図】　図２Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原、IgG重鎖定常領域またはその断片、およびB細胞表面標的化分子を含む融合タンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子。
【請求項２】
　前記IgG重鎖定常領域が改変されたヒトIgG4重鎖定常領域である、請求項１に記載の単
離された核酸分子。
【請求項３】
　前記融合タンパク質がB細胞枯渇効能を示さない、請求項２に記載の単離された核酸分
子。
【請求項４】
　前記IgG4重鎖定常領域がヒンジ領域またはCH1領域を欠く、請求項３に記載の単離され
た核酸分子。
【請求項５】
　前記B細胞表面標的化分子が抗CD20一本鎖可変断片または抗CD19一本鎖可変断片である
、請求項４に記載の単離された核酸分子。
【請求項６】
　前記B細胞表面標的化分子が、抗CD20可変軽鎖領域に連結された抗CD20可変重鎖領域を
含むヒト化抗CD20一本鎖可変断片である、請求項５に記載の単離された核酸分子。
【請求項７】
　前記重鎖および軽鎖領域が、アミノ酸配列(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)3(配列番号１)を含む
リンカーを介して連結される、請求項６に記載の単離された核酸分子。
【請求項８】
　前記タンパク質抗原が、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、ミエリンオリゴデンドロサ
イト糖タンパク質(MOG)、プロテオリピドタンパク質(PLP)、第VIII因子C2ドメイン、第VI
II因子A2ドメイン、またはFVIIIドメインの断片からなる群から選択される、請求項７に
記載の単離された核酸分子。
【請求項９】
　請求項８に記載の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項１０】
　請求項９に記載の発現ベクターまたは請求項８に記載の単離された核酸分子を含む宿主
細胞。
【請求項１１】
　タンパク質抗原、IgG重鎖定常領域またはその断片、およびB細胞表面標的化分子を含む
融合タンパク質。
【請求項１２】
　前記IgG重鎖定常領域が、ヒンジ領域またはCH1領域を欠く改変されたヒトIgG4重鎖定常
領域である、請求項１１に記載の融合タンパク質。
【請求項１３】
　前記B細胞表面標的化分子が抗CD20一本鎖可変断片または抗CD19一本鎖可変断片である
、請求項１２に記載の融合タンパク質。
【請求項１４】
　前記B細胞表面標的化分子が、抗CD20可変軽鎖領域に連結された抗CD20可変重鎖領域を
含むヒト化抗CD20一本鎖可変断片である、請求項１３に記載の融合タンパク質。
【請求項１５】
　前記タンパク質抗原が、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、ミエリンオリゴデンドロサ
イト糖タンパク質(MOG)、プロテオリピドタンパク質(PLP)、第VIII因子C2ドメイン、第VI
II因子A2ドメイン、またはFVIIIドメインの断片からなる群から選択される、請求項１４
に記載の融合タンパク質。
【請求項１６】
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　請求項１１に記載の融合タンパク質を個体に投与することによって前記個体において内
因性タンパク質に対する寛容原性を誘導する方法。
【請求項１７】
　請求項１に記載の単離された核酸分子を個体に投与することによって前記個体において
内因性タンパク質に対する寛容原性を誘導する方法。
【請求項１８】
　B細胞枯渇剤を投与することをさらに含む、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記B細胞枯渇剤が全ての型のB細胞の量を減少させる、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記B細胞枯渇剤がリツキシマブまたは等価物である、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記B細胞枯渇剤が、濾胞性B細胞の量を選択的に減少させ、辺縁帯B細胞の量を減少さ
せないか、または濾胞性B細胞より少ない程度で辺縁帯B細胞の量を減少させる、請求項１
８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記B細胞枯渇剤がヒトと等価なマウスIgG1アイソタイプ抗CD20モノクローナル抗体で
ある、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記内因性タンパク質がMBP、MOG、PLP、第VIII因子C2ドメインおよび第VIII因子A2ド
メインからなる群から選択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項２４】
　前記内因性タンパク質がMOGであり、かつ前記抗原がMOGのアミノ酸残基35～55を含む、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記個体が多発性硬化症と診断されている、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記個体が以下の疾患の1つ、ブドウ膜炎、1型糖尿病、関節炎、重症筋無力症、血友病
AまたはBおよび多発性硬化症と診断されているが、ポンペ病などの単一酵素欠損症のため
にも使用することができる、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項２７】
　コードされた融合タンパク質が、N末端からC末端に向かって、B細胞表面標的化分子、
抗原、およびIgG重鎖定常領域またはその断片を含む、請求項１に記載の単離された核酸
分子。
【請求項２８】
　N末端からC末端に向かって、B細胞表面標的化分子、抗原、およびIgG重鎖定常領域また
はその断片を含む、請求項１１に記載の融合タンパク質。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、35 USC§119(e)の下で、2014年5月8日に出願された米国特許仮出願第61/990
,456号(その内容全体が参照により本明細書に組み込まれる)に対する利益を主張する。
【０００２】
配列表
　本出願は、ASCII形式で電子的に提出された配列表を含有し、その全体が参照により本
明細書に組み込まれる。2015年5月1日に作製された前記ASCIIコピーは、103783-0181_SL.
txtのファイル名であり、27,626バイトのサイズである。
【０００３】
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発明の分野
　本発明は一般に、抗原特異的寛容原性タンパク質療法ならびに多発性硬化症(MS)などの
自己免疫疾患と関連するもの、および血友病における治療タンパク質に対する抗体応答を
含む、有害な免疫応答を処置するためのその使用に関する。特に、本発明は、単独での、
または例えば、阻害抗体と組み合わせた、抗原特異的寛容原性タンパク質療法としてのB
細胞標的化IgG融合タンパク質の適用を含む。
【背景技術】
【０００４】
　B細胞は、多発性硬化症の病理において複数の役割を果たし得る。現在の証拠は、B細胞
がMSの病因に有意に寄与するが、調節機能をも有し得ることを示唆する(以下を参照され
たい)。B細胞は、CNS特異的病原性抗体を産生することによって、ならびにCNS抗原特異的
B細胞により媒介される病原性抗原提示を介して、またはCNSにおいて局所的に抗体依存的
細胞性細胞傷害性(ADCC)を介して、これを行うことができる。MS病因におけるB細胞の役
割に関する最も直接的な証拠は、リツキシマブを用いるB細胞枯渇療法が第II相臨床試験
中の数人の再発-寛解型多発性硬化症患者において有益であることがわかったということ
である1。
【０００５】
　しかしながら、B細胞の完全な非存在は、感染性因子に対する正常な免疫応答に大きく
影響する。より重要なことは、異なるサブセットのB細胞が、異なる免疫機能を有するこ
とが示されているということである。例えば、ナイーブな休止B細胞による抗原提示は、
寛容原性であり得る。実際、この機構は、生理的条件において末梢寛容を維持するのに重
要な役割を果たし得る2。さらに、いくつかのB細胞サブセットは、調節機能を有すること
が最近判明し、これらのB細胞の枯渇は意図しない結果を有し得る3。したがって、リツキ
シマブのような試薬を用いた完全なB細胞の枯渇を、多発性硬化症のような自己免疫疾患
のために再考または改変する必要がある。
【０００６】
　以前に、IgG1アイソタイプ抗マウスCD20 mAbがB細胞を部分的に枯渇させることが見出
された４、５。それは濾胞性(FO)B細胞を完全に枯渇させるが、辺縁帯(MZ)B細胞を大きく
使わず、寛容誘導を支持することができる5。そのような部分的なB細胞枯渇は、多発性硬
化症における治療効果を潜在的に改善することができる。本発明に関する他の先例は、多
発性硬化症のためのCNSタンパク質またはペプチドIgG融合構築物などの自己免疫疾患のた
めの動物モデルにおける「操作された抗原-IgG融合物を用いる寛容誘導のためのB細胞遺
伝子療法手法」の以前の前臨床適用の成功である6、7。
【０００７】
　上記のように、B細胞は多発性硬化症(MS)における病因的役割を有し得るが、抗CD20 mA
b薬を用いる完全なB細胞枯渇は、最良の戦略ではない：それは特異性を欠き、感染のよう
な重篤な副作用を引き起こし得る。さらに、CNS抗原に対する自己寛容は、それ自体、完
全なB細胞枯渇によっては単純に回復しない。
【０００８】
　MSは、Th1及びTh17 T細胞媒介性自己免疫疾患であると伝統的に考えられてきたが、CD8
及び他のエフェクター細胞も関与し得る。現在利用可能な疾患修飾薬の多くはT細胞に焦
点を当てたものであり、全身免疫抑制を引き起こし得る。しかしながら、MSの基礎となる
免疫病因は、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質(MOG)、ミエリン塩基性タンパ
ク質(MBP)またはプロテオリピドタンパク質(PLP)などのCNSミエリン抗原に対する末梢寛
容の破壊に起因するものである可能性がある。かくして、CNS抗原に対する自己寛容を再
確立するための信頼できる方法が、この疾患を処置するために必要である。
【０００９】
　最近では、いくらかの再発-寛解型MS患者において、ヒト化抗CD20 mAbにより媒介され
るB細胞枯渇療法の有益な効果に一部起因して、MSの病因におけるB細胞の寄与が注目され
ている1。しかしながら、リツキシマブを用いる完全なB細胞枯渇は、上記で考察されたよ
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うに、MSの処置のための最良の戦略ではない。完全なB細胞枯渇は、特異的ではなく、感
染に対する感受性の増大などの重篤な副作用を引き起こし得る。さらに、有益なB細胞(例
えば、調節機能を有するB細胞)の枯渇は、意図しない結果を有し得る。理想的には、有益
なものを使わないでおきながら、病原性B細胞を枯渇させる選択的なB細胞枯渇剤が、より
良好な選択である。
【００１０】
　大規模な証拠が、B細胞は成熟樹状細胞(DC)による抗原提示と比較して、優れた寛容原
性抗原提示細胞であることを示唆する。例えば、Lassilaら11は、APCとしての休止B細胞
がin vivoで休止T細胞を活性化することができないことを初めて示した。同様に、Eynon
及びParker12は、APCとして用いられる休止B細胞がウサギIgGに対する寛容をもたらすこ
とを証明した。その後、モデル抗原としてオス特異的H-Y抗原を用いて、Fuchs及びMatzin
ger13は、休止B細胞と活性化B細胞の両方を、寛容原性APCとして用いて、ナイーブなマウ
スにおいて、特異的細胞傷害性Tリンパ球(CTL)応答の停止させることができることを証明
した。さらに、特定のサブセットのB細胞(すなわち、MZ B細胞)は、眼などの、免疫特権
部位を介して誘導される全身的寛容表現型にとって必要であることが示された14。
【００１１】
　ここ10年の間にScottのグループによって有効に用いられた1つの手法は、抗原特異的寛
容誘導のために形質導入されたB細胞を用いるものである(図1)。しかしながら、MSのよう
な自己免疫疾患を有する患者におけるレトロウイルスベクター媒介性遺伝子導入に対する
正当な安全性の関心がある。
【００１２】
　MSは、主としてCD4+Th1及びTh17媒介性CNS自己免疫疾患と長く考えられてきたが、他の
リンパ球サブセットも関与してきた。かくして、現在の療法は、T細胞活性の改変に焦点
を当てる免疫抑制薬を含むことが多い。第II相二重盲検臨床試験における再発-寛解型MS
患者においてリツキシマブを用いるB細胞枯渇療法の有益な効果に一部起因して、MSの病
因におけるB細胞の重要な寄与が注目されるようになったのはほんの最近のことである1。
しかしながら、現在の治療戦略は、一般に、疾患を引き起こすCNS抗原に対する自己寛容
を再確立するための方法を欠く。
【００１３】
　血友病は、2番目に最も一般的な先天性出血障害であり、関節レベルでの頻繁な出血を
特徴とし、軟骨線維症、関節腔の喪失、および衰弱をもたらす。血友病は、膝、足首、臀
部、肩、肘に影響し、閉鎖空間への出血は致命的となり得る。現在の処置方法は、通常は
出血に応答した、組換えまたは血漿由来凝固因子濃縮物の輸注からなる。25％を超える血
友病A患者が、凝固を阻害する治療的FVIIIに対する抗体を作る。そのような従来の療法は
、患者の生涯にわたる凝固因子の頻繁な注射／輸注を必要とし、非常に高い費用と関連す
る。
【００１４】
　したがって、有害な免疫応答を処置する際の新規で有効な療法を開発することが当業界
で必要である。
【発明の概要】
【００１５】
　本発明は、B細胞標的化IgG融合タンパク質および有害な免疫応答の処置における抗原特
異的寛容原性タンパク質療法として前記融合タンパク質を用いる方法を提供する。
【００１６】
　本発明の一態様は、本明細書に記載されるような、抗原、IgG重鎖定常領域またはその
断片と、B細胞表面標的化分子とを含む融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列を
含む単離された核酸分子を提供する。前記核酸分子を含むベクターおよび宿主細胞も提供
される。
【００１７】
　融合タンパク質は、改変されたヒトIgG4重鎖定常領域であるIgG重鎖定常領域を含んで
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もよい。いくつかの実施形態においては、IgG4重鎖定常領域は、ヒンジ領域を欠く。他の
実施形態においては、IgG4重鎖定常領域は、CH1領域を欠く。これらの実施形態によれば
、抗原を、IgG4部分のヒンジ領域によってIgG4重鎖骨格に結合させることができる。
【００１８】
　いくつかの実施形態においては、融合タンパク質は、B細胞枯渇効能を示さない。
【００１９】
　いくつかの実施形態においては、融合タンパク質のB細胞表面標的化分子は、抗CD20一
本鎖可変断片、抗CD19一本鎖可変断片、抗CD22一本鎖可変断片、または抗CD23一本鎖可変
断片である。例えば、B細胞表面標的化分子は、抗CD20、抗CD19、抗CD22、または抗CD23
可変軽鎖領域に連結された抗CD20、抗CD19、抗CD22、または抗CD23可変重鎖領域を含むヒ
ト化抗CD20、抗CD19、抗CD22、または抗CD23一本鎖可変断片であってもよい。
【００２０】
　いくつかの実施形態においては、重鎖領域と軽鎖領域を、アミノ酸配列（Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser)3(配列番号1)を含むリンカーなどの、リンカーを介して連結する。いくつかの実
施形態においては、同じ型のリンカーを用いて、融合タンパク質の部分を連結する、例え
ば、同じ型のリンカーを用いて、抗原をIgG部分に、IgG部分をB細胞表面標的化分子に連
結する。
【００２１】
　融合タンパク質の抗原部分は、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)、ミエリンオリゴデン
ドロサイト糖タンパク質(MOG)、プロテオリピドタンパク質(PLP)、第VIII因子C2ドメイン
、第VIII因子A2ドメイン、およびその断片からなる群から選択される抗原などの、処置さ
れる状態に応じて、任意の好適な標的抗原であってもよい。
【００２２】
　融合タンパク質の成分は、抗原、IgG部分、およびB細胞表面標的化分子の相対部分に関
して異なる構成を有してもよい。いくつかの実施形態においては、融合タンパク質は、N
末端からC末端に向かって、B細胞表面標的化分子、IgG4部分、および抗原（ScFv-IgG4H-
抗原)を含む。他の実施形態においては、融合タンパク質は、N末端からC末端に向かって
、B細胞表面標的化分子、抗原、およびIgG4部分(ScFv-抗原-IgG4H)を含む。
【００２３】
　本発明の別の態様は、本発明の融合タンパク質または本発明の単離された核酸分子を個
体に投与することにより、前記個体における内因性タンパク質に対する寛容原性を誘導す
る方法を提供する。いくつかの実施形態においては、前記方法は、B細胞枯渇剤を投与す
ることをさらに含む。B細胞枯渇剤は、全ての型のB細胞の量を減少させることができる。
いくつかの実施形態においては、B細胞枯渇剤は、リツキシマブである。
【００２４】
　いくつかの実施形態においては、B細胞枯渇剤は、濾胞性B細胞の量を選択的に減少させ
、辺縁帯B細胞の量を減少させないか、または辺縁帯B細胞の量を濾胞性B細胞より低い程
度で減少させる。いくつかの実施形態においては、B細胞枯渇剤は、ヒトと等価なマウスI
gG1アイソタイプ抗CD20モノクローナル抗体である。
【００２５】
　いくつかの実施形態においては、MBP、MOG、PLP、第VIII因子C2ドメインおよび第VIII
因子A2ドメインからなる群から選択される内因性タンパク質に対する寛容原性が誘導され
る。
【００２６】
　いくつかの実施形態においては、内因性タンパク質はMOGであり、投与される融合タン
パク質の抗原はMOGのアミノ酸残基35～55を含む。他の実施形態においては、内因性タン
パク質は第VIII因子であり、投与される融合タンパク質の抗原は第VIII因子のアミノ酸残
基2191～2210を含む。
【００２７】
　いくつかの実施形態においては、本発明の方法を、多発性硬化症(抗原としてMOG、MBP
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、PLPなどを用いる)、ブドウ膜炎(抗原としてS抗原、光受容体間レチノイド結合タンパク
質(IRBP)などを用いる)、1型糖尿病(抗原としてグルタミン酸デカルボキシラーゼ(GAD)、
膵島特異的グルコース-6-ホスファターゼ触媒サブユニット関連タンパク質(IGRP)などを
用いる)、重症筋無力症(抗原としてアセチルコリン受容体アルファ(AChRα)などを用いる
)、血友病AもしくはB(抗原として第VIII因子もしくは第IX分子を用いる)またはポンペ病
などの単一酵素欠損症(抗原として酸アルファ-グルコシダーゼ(GAA)などを用いる)と診断
された個体において用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】進行中のEAEに対するMBP-IgGをレトロウイルスで形質導入されたプライミングさ
れたB細胞を用いる遺伝子療法の効果を示す図である。プロトコール：MBPで免疫されたマ
ウスに由来する脾臓およびリンパ節細胞を拡張し、ナイーブな同系レシピエントに導入し
、MBP/CFA + 百日咳毒素でさらに追加免疫して、疾患発生の増大を確保した。導入の3日
後、マウスは、治療プロトコールにおいてMBP-Igを形質導入されたB細胞を受けた。次い
で、レシピエントマウスを、EAE症状について毎日モニタリングし、平均疾患スコアを算
出した(Meloら、「Gene transfer of Ig-fusion proteins into B cells prevents and t
reats autoimmune diseases」、J. Immunol. 168: 4788-4795 (2002)から改変した)。
【図２Ａ】例示的なB細胞特異的抗原IgG寛容原の略図である。一本鎖抗CD20 mAb(VH-リン
カー-VL)を、ヒトIgG4重鎖定常領域のN末端上で操作する。抗原を、IgG4 CH3ドメインのC
末端上に融合する。場合により、CH1とCH2ドメインの間のヒンジを、突然変異誘発により
欠失させる。
【図２Ｂ】例示的なB細胞特異的抗原IgG寛容原の略図である。抗CD20一本鎖可変断片(svC
D20)を、抗原-IgG4H融合物のN末端に操作し、抗原ドメインを、CH1領域を欠くIgG4のヒン
ジ領域によりIgG4H骨格と接続する。
【図３】寛容誘導における調節エピトープ(Tレギトープ)の作用および役割の提唱される
機構を示すダイアグラムである(De Grootら、Blood 112: 3303-11 (2008)から)。
【図４】PCRクローニングの結果を示す図である。陽性クローンからのミニプレップDNAを
、制限分析を用いてスクリーニングした。挿入物の予想サイズを示した。図4A：OVA323-3
39(抗原特異的対照)およびMOG35-55を、SpeIおよびNotI制限部位を用いてpBSKSベクター
中に上手くサブクローニングした。図4B：eGFPおよびsvCD20を、それぞれ、SpeI/NotIお
よびHindIII/EcoRI制限部位を用いてpBSKSベクター中にサブクローニングした。図4C：hI
gG4Hを、ヒト抗FVIII IgG4抗体産生株(2C11)から上手くPCRクローニングし、EcoRIおよび
SpeI制限部位を用いてpBSKSベクター中にサブクローニングした。図4D：完全長挿入物を
含有するサブクローニングベクターの制限分析。ミニプレップDNAを、推定pBSKS-svCD20-
IgG4H-Xベクターのためのコロニーから調製した。次いで、DNAをHindIIIおよびNotI制限
酵素の両方で消化した後、2.0%アガロースゲル電気泳動を行った。レーン1：100bpのDNA
ラダー；レーン2：pBSKS-svCD20-IgG4H-MOG35-55；レーン3～5：pBSKS-svCD20-IgG4H-OVA

323-339；レーン6および７：pBSKS-svCD20-IgG4H-GFP。線状化された空のpBSKSベクター
のサイズは、約3.0kbである。写真中に示される、完全長挿入物の予想サイズは、それぞ
れ、1828、1816、および2485bpである。
【図５】BAIT発現カセットの略図である。寛容原性抗原提示のための抗原-IgGのB細胞特
異的送達を達成するために、B細胞の特異的表面マーカーに対する一本鎖可変断片(ScFv)
を、融合物のN末端上に操作した。mBAIT融合物は、抗マウス抗体配列に基づくものである
。クローニングおよびタンパク質発現を容易にするために、市販のベクター、pFuse-hIgG

4-Fc2(Invitrogen)を用いた。ScFv-抗原断片を、示されるようなEcoR1およびEcoRV制限部
位を用いて、IL-2シグナル配列とヒトIgG4ヒンジの間でpFuse-hIgG4-Fc2ベクター中にク
ローニングした。用いた抗原の例としては、ペプチドFVIII2191-2210およびMOG35-55、な
らびにFVIII C2およびA2ドメインが挙げられる。OVA323-339またはOVAを含有するBAITを
、抗原特異性対照として用いた。この図面中のG4Sリンカーは、配列番号33に記載される
。



(8) JP 2017-521046 A 2017.8.3

10

20

30

40

50

【図６】図６Ａ：EcoRIおよびBamHIによるpUC57-svCD19-MOG35-55ベクターの制限分析を
示す図である。挿入物の予想サイズは、約817bpである。図６Ｂ：EcoRIおよびEcoRVを用
いる制限分析によるpFuse-msvCD19-MOG35-55(pFuse-mBAIT-MOG35-55)のためのコロニーの
スクリーニングを示す図である。挿入物の予想サイズは、約817bpである。5つのスクリー
ニングされたコロニーのうちの4つが陽性であった。最初のコロニーからのプラスミドDNA
を、さらなる分析および実験のために選択する。
【図７】図７Ａ：中間ベクターpUC57-svCD20-FVIII2191-2210およびpUC27-svCD20-OVA323
-339の制限分析を示す図である。EcoRI/BamHI断片は、それぞれ、約829bp(レーン2)およ
び約820bp(レーン3)であった。次いで、挿入物をゲル精製し、EcoRI/BglIIで消化されたp
Fuse-hIgG4-Fc2発現ベクター中にクローニングした。図７Ｂ：EcoRIおよびNcoIを用いる
制限分析によるpFuse-BAITベクターのスクリーニングを示す図である。挿入物の予想サイ
ズは、約744bpである。スクリーニングした全てのコロニーは、正しいサイズの挿入物を
含有していた。最初のそれぞれのスクリーニングされたpFuse-BAITベクターからのプラス
ミドDNAを、さらなるトランスフェクションおよびタンパク質発現分析のために選択した
。図７Ｃ：BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339発現のウェスタンブロット分析を
示す図である。CHO細胞に、pFuse-BAIT-FVIII2191-2210またはBAIT-OVA323-339プラスミ
ドDNAをトランスフェクトした。トランスフェクションの48h後に上清を収集し、NuPage 4
～12%Bis-Trisゲル中でのウェスタンブロットにより、タンパク質発現を分析した。還元
条件下で、ただ1つの主要バンドが両タンパク質について約56KDのサイズで検出された。B
AIT融合タンパク質の大部分が、非還元条件を用いるウェスタンブロットにより示される
ように、ポリマーの形態にあった。用いたブロッティング抗体は、モノクローナル抗ヒト
IgG(λ鎖特異的)抗体およびHRPウサギ抗マウスIgG(H+L)抗体であった。
【図８】図８Ａ：安定にトランスフェクトされたCHO細胞株の細胞増殖曲線を示す図であ
る。図８Ｂ：還元条件下のNuPage 4～12%Bis-Trisゲル中での安定にトランスフェクトさ
れたCHO細胞からの上清試料のウェスタンブロット分析を示す図である。
【図９】CD20+ヒトB細胞株であるRaji細胞へのBAIT-FVIII2191-2210の結合を示す図であ
る。Raja細胞(5x105個)を、37℃で1時間、1μgの精製されたBAIThCD20-FVIII2191-2210と
共にインキュベートした。次いで、細胞を、BAITのヒトIgG4 Fc領域を認識するAPC抗ヒト
IgGで染色した。細胞を、ライブシングレット(live singlet)上でゲート化した。
【図１０】特異的CD4+エフェクターT細胞の増殖応答に対するBAITのB細胞提示の効果を示
す図である。図10Aは、BAIT融合物のFVIII2191-2210エピトープが活性化ヒトB細胞によっ
て適切にプロセッシングされ、特異的T細胞に提示されたことを示す。HLA DR1/DR2ドナー
からのヒトB細胞を、抗CD19磁気ビーズ(Miltenyi)を用いて精製し、2μg/mlのCD40L + 10
ng/mlのIL-4で3日間活性化させた。次いで、活性化されたB細胞を、1μg/mlのBAIT-FVIII

2191-2210、BAIThCD20-OVA323-339、または組換えFVIIIの非存在下または存在下、5:1の
比で増殖染料eFluor 450標識17195 Tエフェクターと共に同時培養した。3日後、17195 T
エフェクターの増殖状態を、eFluor 450蛍光の希釈に基づく流動により評価した。図10B
は、BAIThCD20-FVIII2191-2210またはFVIIIでパルスした休止B細胞が特異的T細胞の増殖
応答を支援しなかったことを示す。HLA DR1/DR2ドナーからの精製されたヒトB細胞を、1
μg/mlのBAIThCD20-FVIII2191-2210、BAIThCD20-OVA323-339、または組換えFVIIIの非存
在下または存在下、5:1の比で標識された17195 Tエフェクターと共に直接同時培養した。
17195 Tエフェクターの増殖応答を、上記のように評価した。図10Cは、BAIThCD20-FVIII2
191-2210でパルスしたヒトPBMCが特異的T細胞の増殖応答を支援しなかったことを示す。H
LA DR1/DR2ドナーからのヒトPBMCを、5μg/mlのBAIThCD20-FVIII2191-2210もしくはBAITh
CD20-OVA323-339、または1μg/mlの組換えFVIIIの非存在下または存在下、20:1の比で標
識された17195 Tエフェクターと共に同時培養した。17195 Tエフェクターの増殖応答を、
上記のように評価した。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明は、単独での、または例えば、阻害抗体と一緒の、有害な免疫応答の処置におけ
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る抗原特異的寛容原性タンパク質療法としてのB細胞標的化IgG融合タンパク質の適用に関
する。融合タンパク質は、B細胞特異的CNS抗原IgG融合寛容原（「BAIT」）である。具体
的には、本発明は、自己免疫疾患および血友病などにおける有害な免疫応答を処置するた
めの寛容原性タンパク質療法としてB細胞特異的(標的化)抗原IgG融合物を使用する方法を
提供する。寛容効果は、抗原提示細胞としてB細胞のみを使用することにより達成され、
免疫調節効果を有する、融合タンパク質中へのIgG分子の一部の含有により寄与される。
これは、例えば、多発性硬化症の病理に関与するB細胞系列を標的化する治療剤の開発と
関連する新規治療戦略である。
【００３０】
　本発明の態様はMSの文脈で以下に考察されるが、本発明は他の疾患および有害な免疫応
答と関連する状態の処置における使用のために設計された融合タンパク質（ならびにそれ
をコードする核酸分子、およびそれを使用する方法）を包含することが理解されるべきで
ある。
【００３１】
　寛容原性BAITタンパク質の３つの例示的態様は、(1)B細胞特異的標的化モジュール(抗C
D20一本鎖抗体(svCD20)など)；(2)ヒトIgG4重鎖の定常領域(場合により、ヒンジが欠失し
た)；および(3)CNS抗原、例えば、MOG35-55などの抗原を含んでもよい。
【００３２】
　寛容原性目的のための存在する融合タンパク質と比較して、本発明の特定の特徴は、限
定されるものではないが、以下のものを含んでもよい。第1に、本発明の融合タンパク質
は、B細胞のみを標的化することができる。これは、例えば、抗ヒトCD20一本鎖抗体(また
は他のB細胞標的化部分)を融合物中に操作することにより達成される。第2に、融合物が
他の抗CD20ヒト化抗体のようにB細胞枯渇効能を有さず、それが補体を固定しないように
、融合物のIgG重鎖部分を操作することができる。これは、他の免疫原性抗原提示細胞に
よる抗原の捕捉を防止するのに役立つ。第3に、この融合物の適用は、リツキシマブのよ
うな、他の臨床的に使用されるB細胞枯渇剤との組合せにあってもよい。そのような実施
形態においては、伝統的なB細胞枯渇療法は、病原性B細胞を一時的に除去する。新しく出
現したナイーブなB細胞が、寛容原性抗原提示を媒介するために理想的であり得る。
【００３３】
　本発明の態様は、IgGの寛容原性に基づく担体としての同種(自己)免疫グロブリン；IgG
重鎖足場のN末端での、操作された標的タンパク質、例えば、自己抗原またはFVIIIドメイ
ン；および融合タンパク質を産生するか、または提示し、寛容原性APCとして作用する、
形質導入された休止または活性化B細胞の使用を含む。
【００３４】
B細胞表面標的化分子
　BAIT融合タンパク質は、例えば、CD20、-CD19、またはCD23標的化に基づいてもよい、B
細胞表面標的化分子を含む。いくつかの実施形態においては、BAIT融合タンパク質は、抗
CD19、抗CD20、抗CD22または抗CD23からなる群から選択されるB細胞特異的mAbを含む。か
くして、BAIT融合タンパク質は、B細胞表面標的化一本鎖抗体(例えば、svCD19、svCD20、
svCD22、svCD23)を含んでもよい。そのような融合タンパク質を、寛容原性抗原提示のた
めにナイーブな休止B細胞および/または辺縁帯B細胞によりプロセッシングすることがで
きる。以下により詳細に考察されるように、調節的T細胞誘導を増強することができる、B
AIT融合タンパク質中にヒトIgG重鎖の定常領域を含有させることにより、寛容原性効果が
さらに促進される8。抗CD20 B細胞枯渇剤を用いることなどにより、FO B細胞を前もって
一時的に枯渇させることにより、ナイーブな休止および/またはMZ B細胞へのBAIT融合タ
ンパク質の選択的標的化を容易にすることができる。この新しい戦略を用いれば、疾患症
状を軽減することができるだけでなく、元凶であるCNS自己抗原に対する末梢寛容を回復
させることもできる。
【００３５】
　いくつかの実施形態においては、B細胞表面標的化分子は、抗CD20一本鎖可変断片、抗C
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D19一本鎖可変断片、抗CD22一本鎖可変断片、または抗CD23一本鎖可変断片である。B細胞
表面標的化分子は、抗CD20、抗CD19、抗CD22、または抗CD23可変軽鎖領域に連結された抗
CD20、抗CD19、抗CD22、または抗CD23可変重鎖領域を含むヒト化抗CD20、抗CD19、抗CD22
、または抗CD23一本鎖可変断片であってもよい。
【００３６】
　本明細書に記載の融合タンパク質において有用な一本鎖抗体の配列は、配列表に例示さ
れ、これは抗マウスSvCD19(元の配列)(配列番号2)および抗マウスSvCD19(CHO細胞中での
発現のためにコドン最適化された)(配列番号3)のDNA配列およびその翻訳物(配列番号4)；
ならびに抗ヒトSvCD20配列(元の配列)(配列番号5)および抗ヒトSvCD20(CHO細胞中での発
現のために改変およびコドン最適化された)(配列番号6)のDNA配列およびその翻訳物(配列
番号7)を含む。融合タンパク質中でのB細胞表面標的化分子としての使用のために一本鎖
抗体のこれらのおよび他の配列をコドン最適化することは、当業者の権限の範囲内にある
。
【００３７】
　いくつかの実施形態においては、重鎖領域と軽鎖領域とを、アミノ酸配列（Gly-Gly-Gl
y-Gly-Ser)3(配列番号1)を含むリンカーなどの、リンカーを介して連結する。
【００３８】
　BAIT融合タンパク質の例示的特徴は、B細胞特異性(抗ヒトCD20一本鎖抗体挿入物、例え
ば、729bp、243アミノ酸の挿入物を含む)を含んでもよい。抗CD20一本鎖抗体を構築物のN
またはC末端で操作して、それがB細胞の表面上のCD20分子を認識する際に適切に折り畳ま
れ、機能するようにすることができる。あるいは、抗CD19抗体を、B細胞標的化のために
用いることができる。標的化を、例えば、ヒトCD20トランスジェニックマウスにおいて試
験することができる。
【００３９】
　抗CD20一本鎖抗体配列を、抗原IgG融合物上に操作した。リツキシマブのようなヒト化
抗CD20 mAbを用いたB細胞枯渇は非ホジキンリンパ腫および特定の型の多発性硬化症のた
めのFDAに認可された療法であったため、B細胞表面分子CD20の標的化が実行可能である。
あるいは、CD19を標的として使用し、融合タンパク質を伝統的な抗CD20 mAb媒介性B細胞
枯渇療法と共に使用することができる。
【００４０】
IgG重鎖
　BAIT融合タンパク質は、改変されたヒトIgG4重鎖定常領域であるIgG重鎖定常領域など
のIgG重鎖を含む。いくつかの実施形態においては、IgG4重鎖定常領域は、ヒンジ領域を
欠く。他の実施形態においては、IgG4重鎖定常領域は、CH1領域を欠く。これらの実施形
態によれば、抗原を、IgG4部分のヒンジ領域によりIgG4重鎖骨格に連結することができる
。
【００４１】
　いくつかの実施形態においては、融合物が正常な抗CD20 mAbのようなB細胞枯渇特性を
有さず、それが補体を固定しないように、IgG Fc領域を操作する。これらの手段は、B細
胞の表面から他の免疫原性抗原提示細胞への抗原の潜在的移動を防止するためのものであ
る。
【００４２】
　IgG成分の存在は、in vivoでの融合タンパク質の半減期を増加させることができる。Ig
G Fcは、調節的T細胞の誘導を容易にすることができる、免疫調節エレメントを含有して
もよい。IgG重鎖を含有する融合タンパク質を、IgG重鎖を含有しない融合タンパク質と比
較する試験を行って、それぞれの形態の有益な効果(すなわち、IgG成分を含むことが有益
であるかどうか)を決定することができる。
【００４３】
　出願人は理論によって束縛されることを望むものではないが、BAITタンパク質中にIgG
重鎖を含有させることに関する論理的根拠は以下の通りである：第1に、それが寛容原性
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担体として広く用いられているということである。1970年代に、Borelおよび同僚16、17

は、ハプテン-担体コンジュゲートが、いくつかの血清タンパク質を担体として用いた場
合に高度に寛容原性であることを成体動物において証明した。試験した全ての血清タンパ
ク質のうち、免疫グロブリンG(IgG)が最も寛容原性であった。実際、Zaghouaniおよび同
僚は、EAEをモジュレートするためにこの原理を用いた9。さらに、良好に保存された乱雑
なエピトープが、IgGの異なるドメイン間で最近同定された；これらのものは、抗原特異
的調節的T細胞の誘導に寄与することが示された8。このヒトIgGアイソタイプは個体を固
定しないため、ヒトIgG4の定常領域ドメインを選択した。さらに、ヒンジ領域を欠くIgG1
およびIgG3抗体が、おそらくCH2への接近性の低下のため、高い親和性でFcγRIに結合す
ることができないため18、IgG4の定常領域中のヒンジ領域を欠失させることができる。か
くして、BAIT融合物はB細胞を標的化するが、抗CD20モノクローナル抗体を枯渇させるB細
胞枯渇効果を有さない。
【００４４】
抗原
　融合タンパク質の抗原部分を、以下でより詳細に考察されるように、処置しようとする
状態に応じて任意の好適な標的抗原から選択することができる。例としては、自己免疫疾
患については、自己抗原が挙げられる。例えば、MSの場合、CNS抗原MOG、PLP、MBPタンパ
ク質またはペプチド抗原を用いることができる。血友病Aについては、第VIII因子または
そのドメインを用いることができる。以下の表1は、例示的な疾患および抗原を記載する
。
【００４５】

【表１】

【００４６】
　本明細書に記載の融合タンパク質において有用な抗原部分の配列を、配列表に例示し、
これは、FVIII2191-2210のDNA配列(CHO細胞中での発現のためにコドン最適化された)(配
列番号8)およびその翻訳物(配列番号9)；OVA323-339のDNA配列(CHO細胞中での発現のため
にコドン最適化された)(配列番号10)およびその翻訳物(配列番号11)、ならびにMOG35-55
のDNA配列(CHO細胞中での発現のためにコドン最適化された)(配列番号12)およびその翻訳
物(配列番号13)；ヒトFVIII A2ドメインのDNA配列(CHO細胞中での発現のためにコドン最
適化された)(配列番号14)およびその翻訳物(配列番号15)；ヒトFVIII C2ドメインのDNA配
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列(CHO細胞中での発現のためにコドン最適化された)(配列番号16)およびその翻訳物(配列
番号17)；ならびにニワトリOVAのDNA配列(CHO細胞中での発現のためにコドン最適化され
た)(配列番号18)およびその翻訳物(配列番号19)を含む。融合タンパク質中でのB細胞表面
標的化分子としての使用のために一本鎖抗体のこれらのおよび他の配列をコドン最適化す
ることは、当業者の権限の範囲内にある。
【００４７】
BAIT融合物
　融合タンパク質の成分は、抗原、IgG部分、およびB細胞表面標的化分子の相対位置に関
して異なる構成を有してもよい。いくつかの実施形態においては、融合タンパク質は、N
末端からC末端に向かって、B細胞表面標的化分子、IgG4部分、および抗原(ScFv-IgG4H-抗
原)を含む。他の実施形態においては、融合タンパク質は、N末端からC末端に向かって、B
細胞表面標的化分子、抗原、およびIgG4部分(ScFv-抗原-IgG4H)を含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態においては、同じ型のリンカーを用いて、融合タンパク質の部分を
連結する、例えば、同じ型のリンカーを用いて、抗原をIgG部分に、IgG部分をB細胞表面
標的化分子に連結する。融合タンパク質の適切な折り畳みを許容するか、または促進し、
効率的な分泌を可能にする好適なリンカーを選択することは、当業者の権限の範囲内にあ
る。いくつかの実施形態においては、１つ以上のリンカーは、アミノ酸配列（Gly-Gly-Gl
y-Gly-Ser)3(配列番号1)を含む。
【００４９】
　本発明は、NまたはC末端で操作された標的抗原を含有する一本鎖抗CD20抗体(SvCD20)(
または他のB細胞標的化分子)とのIgG融合タンパク質を含む。一方の半分が、B細胞表面タ
ンパク質に特異的であり、他方が、標的化エピトープ(抗原)(例えば、融合物のN末端にあ
るか、またはB細胞標的化分子とIgG部分との間にあってもよい)との融合物である、IgGヘ
テロダイマーを構築するために一本鎖抗体を用いる本発明の手法は、標的化エピトープの
発現を可能にし、これはレトロウイルスの使用よりもはるかに単純であり、費用が低い適
用である。かくして、それは遺伝子療法自体よりも商業的に魅力がある。
【００５０】
　本発明は、BAIT融合タンパク質を生成し、特徴付けるため、およびMSのためのマウスモ
デルにおいて上記の選択的B細胞枯渇剤と共に/それなしで用いられるBAIT融合タンパク質
の寛容原性効果を決定するための方法をさらに包含する。
【００５１】
　いくつかの態様において、抗原部分において変化する3つのBAITタンパク質、例えば、B
AIT-MOG35-55、BAIT-OVA323-339(抗原特異性対照)、およびBAIT-GFP(in vitroでの特性評
価のため)などを生成する。MOG-IgG(すなわち、正常な非特異的IgG骨格上のMOG35-55)を
、対照として用いる。BAIT分子のためのベクターの構築を、3つのステップに分割するこ
とができる。第1に、3つのモジュールのそれぞれを、以前に用いられた10、pBSSKベクタ
ー中にクローニングする。次いで、pBSSK-svCD20-hIgG4-Agを、pBSSK-svCD20ベクターに
基づいて生成する。最後に、svCD20-hIgG4-Ag断片全体を、哺乳動物発現ベクターpSec-Ta
g2A中にライゲートする。得られるベクターはpSec-svCD20-hIgG4-Ag-Tag2である。BAITタ
ンパク質の発現および精製は、確立された手順によるものである。精製されたBAITタンパ
ク質を、以下に記載のように広く特徴付ける。
【００５２】
　あるいは、B細胞標的化部分が異なる様々な発現カセットを、pFuse-hIgG4-Fc2(Invitro
gen)などの商業的に入手可能なhIgG4融合タンパク質発現ベクター中にクローニングする
。続いて、BAITタンパク質を発現させ、確立されたプロトコールにしたがって精製する。
【００５３】
　以下の表2は、例示的なBAITベクターの一覧を示す。mBAITベクターは、マウス抗体配列
に基づくものである。
【００５４】
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【表２】

【００５５】
方法
　いくつかの実施形態においては、BAIT融合タンパク質療法を、単独で独立型有効療法と
して用いる。いくつかの実施形態においては、選択的なB細胞枯渇手法を、BAIT融合タン
パク質療法を用いずに用いる。いくつかの実施形態においては、本発明は、寛容原性BAIT
融合タンパク質療法を部分的B細胞枯渇と組み合わせることを含む。いくつかの実施形態
においては、本発明の療法を用いて、MS、または他の自己免疫疾患、または本明細書で考
察される他の状態を処置する。
【００５６】
　本発明の一態様においては、単独で、または例えば、選択的B細胞標的化剤と組み合わ
せて用いられるBAIT融合タンパク質は、免疫学的自己寛容を再確立し、多発性硬化症(MS)
に関するものなどの疾患症状を改善することができる。
【００５７】
　かくして、いくつかの態様において、本発明は、2つの相互に関連する戦略を用いる：1
つは、IgG1抗マウスCD20 mAbなどの選択的B細胞枯渇剤を用いる除去のために病原性B細胞
を標的化することである。例えば、IgG1アイソタイプマウス抗マウスCD20 mAbはB細胞を
部分的に枯渇させることがわかっている4、5。かくして、IgG1アイソタイプは、濾胞性(F
O)B細胞を完全に枯渇させるが、辺縁帯(MZ)B細胞を大きく使わず、寛容原性抗原提示を支
持すると考えられる。第2のものは、本明細書に記載の新規BAIT融合タンパク質により容
易にされる、寛容原性抗原提示のために有益なB細胞を標的化することである。寛容原性
レジメとして、BAITは現在のリツキシマブ媒介性B細胞枯渇療法および/または他のMS疾患
修飾薬を補完することができる。新しい選択的B細胞枯渇試薬が開発されるため、これら
のものを開発プロトコールに組み込むことができる。
【００５８】
　いくつかの実施形態においては、B細胞を部分的に枯渇させる新しく開発されたヒト化
抗CD20 mAbは、リツキサンよりも少ない副作用で疾患を制御するのにより有効である。BA
ITはリツキサンと競合しないが、寛容原性抗原提示細胞として働くリツキサン処置後の新
しく出現したナイーブな休止B細胞を標的化し、関連するCNS抗原に対する自己寛容を再確
立することにより、それを補完する。
【００５９】
　本明細書に記載のBAIT融合タンパク質療法を、MSのための寛容原性タンパク質療法のた
めのプラットフォームとして適合させることができる。CNS融合物IgG(例えば、非特異的
包括的IgGとフレームを合わせたMOG：MOG-IgG)自体が寛容原性であり得ることが知られて
いる9。本明細書に記載のBAIT融合物などの、B細胞による取込みを選択的に標的化する融
合タンパク質は、より有効な寛容原であり得る。さらに、選択的B細胞枯渇療法を、CNS抗
原を含む寛容原性BAIT融合タンパク質と組み合わせることは、臨床症状を軽減するのによ
り有効であり得る。これは、ヒトCD20トランスジェニックマウス(hCD20、C57Bｌ/6バック
グラウンド)におけるEAEのMOGペプチド誘導を用いる実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)モデ
ルによって示される。
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【００６０】
　かくして、MSの基本的な自己免疫特徴をモジュレートするために、新規B細胞特異的寛
容原性融合タンパク質BAITを生成し、特徴付ける。BAIT融合タンパク質を、単独で、また
は療法のB細胞枯渇ラウンドの後の回復期の間に投与することができる。さらに、リツキ
シマブによる完全なB細胞枯渇は、必ずしも病原性B細胞を標的化するための最良の戦略で
あるとは限らない。実際、有益な抗原特異的B細胞および調節的B細胞の枯渇は、意図しな
い結果を示し得る5。これは、部分的には、感染またはさらには進行性多巣性白質脳症な
どの、リツキシマブで処置された患者において見られる副作用を説明する。したがって、
FO B細胞を完全に枯渇させるが、寛容原性MZ B細胞は大きく使わないでおく、部分的B細
胞枯渇剤、IgG1アイソタイプ抗マウスCD20 mAbが提供される。かくして、本発明のいくつ
かの実施形態は、異なる目的を有する2つの革新的なB細胞標的化方法を組み合わせる。Ig
G1抗マウスCD20により媒介される部分的B細胞枯渇は、病原性B細胞を含有するFO B細胞を
一時的に除去するが、BAIT融合タンパク質は、CD4+ T細胞への寛容原性抗原提示のために
新しく生成されたナイーブな休止B細胞および残りの寛容原性MZ B細胞に標的化される。
かくして、本発明は、BAIT融合タンパク質などの、選択的B細胞除去活性を有するヒト化
抗CD20 mAbを含む。BAITまたは選択的B細胞枯渇は独立型療法として作用することができ
るが、組合せ療法も利点を提供することができる。それぞれの可能性を、MSのマウスモデ
ルを用いる以下の実験において詳細に検査することができる。
【００６１】
　例として図3Bに記載されるBAITタンパク質を取れば、3つの例示的な特性を、BAITタン
パク質中で具現化することができる：融合タンパク質をB細胞に特異的に指向させる抗ヒ
トCD20一本鎖抗体(svCD20)；FcRまたは補体によるエフェクター機能を活性化することな
く寛容効果を増強するヒトIgG4重鎖の定常領域；および標的化T細胞に対して提示し、抗
原特異的寛容を誘導する抗原モジュール。svCD20は、マウスIgG2a抗CD20抗体を発現するB
9E9ハイブリドーマ細胞から元々クローニングされた。svCD20は、抗CD20抗体に由来する
連結されたVHおよびVL鎖と、その間の(Gly4Ser1)3リンカー(配列番号1)とから構成される
15。BAITタンパク質中のsvCD20配列は、レンチウイルスベクター系によりコードされるも
のと同じである。
【００６２】
　有益なB細胞を使わないでおくものなどの、さらに選択的なB細胞枯渇は、完全な枯渇の
ものと比較してMSの処置においてより高い効能を有する。IgG1アイソタイプ抗マウスCD20
 mAbは、末梢B細胞を部分的にのみ枯渇させることが示されている4、5。IgG2aアイソタイ
プ抗マウスCD20 mAbはFO B細胞とMZ B細胞の両方を完全に枯渇させるが、IgG1抗マウスCD
20抗体はFO B細胞のみを枯渇させるが、MZ B細胞は大きく使わないでおき、寛容を支持す
る5。事実、IgG2a抗体は、寛容を容易にしなかった。C3活性化が抗CD20抗体を用いるMZ B
細胞の枯渇のための要件であるため19、MZ B細胞がIgG1アイソタイプ抗マウスCD20抗体に
よって使わないでおかれる理由は、おそらく、このマウスIgGサブクラスが補体を固定す
ることができないことによるものである。
【００６３】
　かくして、BAIT MOG35-55寛容原性タンパク質を用いる療法は、ナイーブなB細胞を標的
化し、寛容のためにCNSエピトープを効率的に提示する。さらに、選択的B細胞枯渇後にMZ
 B細胞を使わないでおく組合せ療法は、CNS抗原に対するCD4+ T細胞の寛容を再確立し、M
Sのためのマウスモデルにおいて疾患症状を改善するのに役立つ。
【実施例】
【００６４】
〔実施例１〕
BAIT融合タンパク質の生成および特性評価
全体戦略
　この提唱される試験における重要なステップの1つは、BAIT分子の設計を最適化し、所
望の特徴を有する融合タンパク質を生成することである。BAIT分子の3つの基本モジュー
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ルは、(1)B細胞標的化モジュール、(2)IgG4重鎖定常領域の部分、および(3)CNS抗原モジ
ュールである。B細胞標的化モジュールについては、抗CD20 mAb B9E9からクローニングさ
れた、抗CD20一本鎖抗体を、分子のN末端上に操作することができる。あるいは、抗CD19
一本鎖抗体配列を用いることができる。
【００６５】
　上記のように、BAIT融合タンパク質は、枯渇のためにB細胞を標的化するように設計さ
れていない。その代わりに、それは寛容原性抗原提示のために寛容原をB細胞中に指向さ
せるためのビヒクルとして用いられる。したがって、IgG Fc領域により媒介される補体活
性化、オプソニン化およびADCC機能は、BAIT分子の設計において望ましくない。この理由
から、IgG4は補体を固定しないため、ヒトIgG4の重鎖定常領域を用いることができる。さ
らに、IgG4重鎖のヒンジ領域を突然変異させて、FcγR1結合活性を無効化することができ
る。
【００６６】
　抗原モジュールについては、脳炎誘発性MOG35-55配列を用いることができる。MOG35-55
は、マウスおよびヒトにおいて非常に保存されており、BAIT融合タンパク質の寛容原性を
、MOG35-55/CFA誘導性マウスEAEモデルにおいて試験することができ、生成物を将来の臨
床試験において用いることができる。さらに、好都合のクローニング部位を操作して、抗
原モジュールに隣接させ、他のヒトCNS抗原が、原理証明実験後に、MOG35-55をコードす
るDNAを容易に置き換えることができる。
【００６７】
　それぞれの成分をPCRクローニングし、pBSSKベクター中に個別に挿入することができる
。高忠実度Taq DNAポリメラーゼ(Invitrogen)を、全てのPCR反応のために用いることがで
きる。第1に、pBSSK-svCD20-hIgG4-MOG35-55を、示された制限部位を用いて構築すること
ができる。次いで、哺乳動物発現ベクターpSec-Tag2-svCD20-hIgG4-MOG35-55を、pBSSKベ
クターに由来する全融合断片をpSec-Tag2ベクター中にクローニングすることにより構築
することができる。
【００６８】
　あるいは、B細胞標的部分が異なる様々な発現カセットを、pFuse-hIgG4-Fc2(Invitroge
n)などの、市販のhIgG4融合タンパク質発現ベクター中にクローニングした。詳細なクロ
ーニング手順およびその後の特性評価は以下の通りである。
【００６９】
pBSSK-svCD20-hIgG4-CNS抗原(BAIT)分子の設計および構築
pBSSK-svCD20
　オリゴヌクレオチドプライマー、CD20-フォワード5'- agaggaagcttatggctcaggttca -3'
(配列番号20)およびCD20-リバース5'- agagcgaattccttcagctccagct -3'(配列番号21)を設
計した。下線で示された、HindIIIおよびEcoRI部位を、それぞれ、フォワードおよびリバ
ースプライマー中に含有させた。さらに、単一ヌクレオチド「g」を、HindIII部位とsvCD
20配列の間でフォワードプライマー中に含有させて読み枠を維持した。鋳型としてpCG-H-
αCD20ベクター(Kneissl SおよびBuchholz CJにより親切に提供された)を用いて、プライ
マー対はマウス抗ヒトCD20 mAbクローンB9E9から誘導されるsvCD20をコードする断片を増
幅する。PCR断片を、HindIIIおよびEcoRI制限部位を用いてpBSSKベクター中にクローニン
グすることができる。
【００７０】
pBSSK-hIgG4
　RNAを、IgG4抗第VIII因子抗体(クローン2C11)を分泌するヒトB細胞ハイブリドーマから
単離することができる。cDNAを、オリゴdTプライマーを用いて逆転写することができる。
RNAseHを用いて鋳型RNAを除去した後、cDNAをPCR鋳型として用いることができる。ヒトIg
G4重鎖のコンセンサス定常領域に基づいてオリゴヌクレオチドプライマー対を設計した：
IgG4-フォワード5'- agagagaattccttccaccaa -3'(配列番号22)およびIgG4-リバース5'- a
cccacactagttttacccagagaca -3'(配列番号23)。5'末端に、プライマーはEcoRIまたはSpeI
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部位を含有する(下線で示される)。CH3ドメインの末端の停止コドン「tga」は、リバース
プライマー中には含まれない。増幅されたPCR断片(CH1-ヒンジ-CH2-CH3)を、EcoRIおよび
SpeI制限部位を用いてpBSSKベクター中にクローニングすることができる。得られるベク
ターにおいて、hIgG4の36bpのヒンジ領域(agtccaaatatggtcccccatgcccatcatgcccag (配列
番号24))を、製造業者の指示書にしたがって部位特異的突然変異誘発キット(Stratagene)
を用いて欠失させることができる。
【００７１】
pBSSK-MOG35-55
　MSのマウスモデルにおいてBAITを試験するために、マウスMOG35-55をコードする配列(M
EVGWYRSPFSRVVHLYRNGK (配列番号25))に基づいてオリゴヌクレオチドプライマーを設計し
た：MOG35-55-フォワード5'- agcagactagtatggaggtgggt -3' (配列番号26)およびMOG35-5
5-リバース5'- attatgcggccgccttgccatttcggt -3' (配列番号27)。このフォワードおよび
リバースプライマーは、それぞれ、5'および3'末端にSpeIおよびNotI部位を含有する。マ
ウスMOGをコードするベクター(Dr. Joan Goverman, University of Washingtonにより親
切に提供された)を、PCR鋳型として用いることができる。増幅された断片を、制限部位Sp
eIおよびNotIを用いてpBSSKベクター中にクローニングすることができる。位置42のプロ
リン置換によってのみマウスMOG35-55と異なるヒトMOG35-55は、DR2トランスジェニック
マウスにおいて脳炎誘発性である20。ヒトMOG35-55を含有するベクターを、将来の臨床試
験のために、上記の部位特異的突然変異誘発を用いてpBSSK-mMOG35-55に基づいて生成す
ることができる。
【００７２】
pBSSK-svCD20-hIgG4-MOG35-55、-OVA323-339、および-GFP
　次に、IgG4断片を、pBSSK-hIgG4ベクターから切断し、EcoRIおよびSpeI制限部位を用い
てpBSSK-svCD20ベクター中にライゲートすることができる。得られるベクターは、pBSSK-
svCD20-hIgG4と呼ばれる。pBSSK-svCD20-hIgG4-mMOG35-55を構築するために、マウスMOG
断片をSpeIおよびNotI部位を介して切断した後、その断片を、同じ酵素で消化されたpBSS
K-svCD20-hIgG4ベクター中にライゲートすることができる。
【００７３】
　pBSSK-svCD20-hIgG4-OVA323-339およびpBSSK-svCD20-hIgG4-GFPを、pBSSK-svCD20-hIgG
4ベクターに基づいて構築することができる。隣接するSpeIおよびNotI部位を有するOVA32
3-339およびGFPを、関連するベクターからPCR増幅することができる。OVA323-339のため
のオリゴヌクレオチドプライマー対は、フォワード5'- agcgcactagtaagatatctcaagct -3'
 (配列番号28)、リバース5'- attatgcggccgcgcctgcttcattga -3’ (配列番号29)である。
GFPのためのプライマー対は、フォワード5'- actccactagtatggtgagcaa -3' (配列番号30)
およびリバース5'- attatgcggccgccttgtacagctcgt-3' (配列番号31)である。PCR産物を、
SpeIおよびNotI制限酵素で消化し、SpeI/NotI消化されたpBSSK-svCD20-hIgG4中にライゲ
ートすることができる。
【００７４】
　さらに、上記で作製されたベクターに基づいて、本発明者らは、svCD20成分を欠くさら
なる対照として役立つ、pBSSK-hIgG4-MOG35-55 (本明細書ではMOG-IgGと呼ばれるMOG35-5
5IgGおよびpBSSK-hIgG4-GFP (Ig-GFP))も生成することができる。サブクローニング戦略
の概要を、以下の表3に示す。
【００７５】
svCD20-hIgG4-MOG35-55寛容原(BAIT)の発現および精製
　哺乳動物発現のために、svCD20-IgG4-MOG35-55を含有する挿入物を、HindIIIおよびNot
I消化によりpBSSK-svCD20-hIgG4-MOG35-55ベクターから切り出すことができる。次いで、
得られた断片を、HindIII/NotI消化されたpSecTag2ベクター中にライゲートすることがで
きる。得られるベクターは、pSec-svCD20-hIgG4-MOG35-55-Tag2である。pSecTagベクター
中で発現される組換えタンパク質を、そのC末端上でc-Mycエピトープおよび6個のタンデ
ムヒスチジンタグ(配列番号32)と融合させることができる。挿入物全体を配列決定して、
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配列とコード枠が正確であることを確保することができる。対照発現ベクターpSec-svCD2
0-hIgG4-OVA323-339-Tag2およびpSec-svCD20-hIgG4-GFP-Tag2を、同様に生成することが
できる。
【００７６】
　CHO-K1細胞(ATCC)を用いて、BAITおよび他の対照融合タンパク質を発現させることがで
きる。BAITの発現のために、CHO-K1細胞に、標準的なリン酸カルシウム法を用いて、svCD
20-IgG4-MOG35-55を一過的にトランスフェクトすることができる。好適な組込み物をゼオ
シン耐性について選択することができる。ゼオシン耐性クローンからの上清を、融合タン
パク質中のC末端融合されたc-Mycタグの検出のためにドットブロットプロトコールを用い
て組換え融合タンパク質発現についてスクリーニングすることができる。
【００７７】
【表３】

【００７８】
　高効率クローンを同定した後、細胞を、懸濁液中での培養に適合させることができ、大
規模懸濁培養からの上清中の融合タンパク質を、製造業者の指示書にしたがってNi-NTAア
ガロースカラム(Qiagen、Valencia、CA、USA)上でのアフィニティクロマトグラフィーに
より精製することができる。精製を、Bio-Rad HPLCユニットを用いて実行することができ
る。最も高い標的融合タンパク質を有する画分を、OD280での吸光度によりモニタリング
し、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)、次いで、クマ
シーブルーR-250染色、ウェスタンブロット分析および質量分析により評価することがで
きる(以下を参照されたい)。同じ技術を用いて、培養上清100mlあたりミリグラムスケー
ルの異なる部分のマウスIgG1重鎖と一緒に融合されたFVIIIドメインを含む融合タンパク
質を産生することができる。
【００７９】
　6ウェルプレート中に播種された接着性CHO細胞に、pSec-svCD20-Ig-MOG35-55 (BAIT-MO
G)、pSec-svCD20-Ig-OVA323-335 (BAIT-OVA)、またはpSec-svCD20-Ig-GFP (BAIT-GFP)を
トランスフェクトした。48時間後、上清または細胞溶解物サンプルを収集し、4～12%のPA
GEゲル中で分離させ、抗ヒトIgGまたはGFPと共にブロットした。モノマーBAIT融合物の予
想サイズは、BAIT-MOG、BAIT-OVA、およびBAIT-GFPについて、それぞれ、約67、67、およ
び92KDである。抗ヒトIgGまたは抗GFP抗体を用いて検出された主要な特異的バンドは、予
想より小さかった。これは、発現されたタンパク質が完全長ではないことを本発明者らに
示していた。さらに、GFP部分は、細胞溶解物中でのみ検出可能であったが、上清サンプ
ル中ではそうではなかった。これらの結果は、細胞内分解および非効率的なタンパク質輸
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送をもたらし得る、発現されたBAIT融合物の不適切な折り畳みの可能性を示唆していた。
【００８０】
　この潜在的な問題に対処するために、本発明者らは、以下により詳細に説明されるよう
に、抗原成分(例えば、MOGまたはFVIII)がsvCD20の下流にあり、IgG部分の上流にあるBAI
T融合物を設計した。
【００８１】
BAIT融合タンパク質のGMP製造
　BAIT融合タンパク質の臨床品質のGMP製造のために、上記のpSecTag2ベクター中の抗原
モジュールの末端に停止コドンを導入することができる。かくして、c-Mycおよび6個のタ
ンデムヒスチジンタグ(配列番号32)は、融合タンパク質の一部ではない。精製ステップ中
に、プロテインAカラムを、Ni-NTIカラムの代わりに用いることができる。
【００８２】
BAITタンパク質の特性評価
分子量
　BAIT融合タンパク質の天然の分子質量を、非変性PAGEゲル電気泳動を用いて見積もるこ
とができる。精製されたBAIT融合タンパク質(0.1μg)を、ローディングバッファー(1mMリ
ン酸ナトリウム、pH7.0および50mM NaCl)中で混合し、標準的なプロトコールにしたがっ
て7.5%非変性ポリアクリルアミドゲル中で分離させることができる。融合タンパク質の天
然の分子質量を、タンパク質標準と比較することにより見積もることができる。
【００８３】
抗体結合および特異性
　融合タンパク質の結合能力を、本発明者らがCD20について陽性であることを知っている
RajiヒトB細胞株を用いてアッセイすることができる。精製された融合タンパク質BAIT-GF
Pを、4℃で1時間、0.1～20μg/mlの濃度でRaji細胞(106個)に添加することができる。PBS
中で3回洗浄した後、細胞を、GFP蛍光についてフローサイトメトリーにより分析すること
ができる。バックグラウンド染色を、svCD20ドメインを含有しないIg-GFP融合タンパク質
を用いることにより決定することができる。
【００８４】
　融合タンパク質のB細胞特異的結合を決定するために、ヒトCD20トランスジェニックマ
ウスに由来する脾細胞、ならびにヒトPBMCを用いることができる。精製されたBAIT-GFPを
、4℃で1時間、標準的な濃度で細胞(106個)に添加することができる。洗浄後、異なる細
胞集団中のGFP陽性細胞のパーセンテージを、フローサイトメトリーにより決定すること
ができる。ゲーティング戦略は、B細胞(CD19+)、マクロファージ(F4/80+)、樹状細胞(CD1
1c+)、好中球(Ly-6G+)、非白血球(CD45-)、T細胞(CD4+、CD8+CD3+)、血小板/巨核球(CD41
+)である。
【００８５】
B細胞の形質導入
　寛容原性抗原提示のために、表面結合した融合タンパク質はB細胞によって内在化され
る必要がある。融合タンパク質がB細胞によって内在化され得るかどうかを決定するため
に、精製されたBAIT-GFPを、ヒトCD20トランスジェニックマウスに由来する脾臓B細胞に
添加し、37℃で30分～6時間インキュベートすることができる。洗浄後、細胞を、室温で5
min、トリプシンで処理して、表面結合したGFP融合タンパク質を除去し、蛍光強度をフロ
ーサイトメトリーにより分析することができる。細胞を対照Ig-GFPと共にインキュベート
することにより、バックグラウンド蛍光を決定することができる。脾臓B細胞の異なる集
団間の形質導入効率を、FO (CD19+CD23highCD21low)、MZ (CD19+CD23lowCD21high)、B1 B
 (CD19+CD23lowIgMhighCD93-CD43+)、および形質芽球(CD19+IgMhighVLA4lowCD138+)につ
いて比較することができる。
【００８６】
in vitroでのT細胞増殖アッセイおよびアネルギー/抑制のためのアッセイ
　BAIT融合タンパク質によるB細胞形質導入を、in vitroで96ウェル平底プレート中で以
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下のように検査することもできる。ヒトCD20トランスジェニックマウス(C57BL/6バックグ
ラウンド)に由来する照射された(1500rad)脾臓B細胞(2x105個/100μl)に、37℃で4時間、
BAIT-MOG35-55 (FACSの結果に基づく濃度で)またはBAIT-OVA323-339をパルスすることが
できる。2D2(MOG特異的TCRトランスジェニック)に由来するCD4+ T細胞(0.5x105個/100μl
)またはMOG35-55/CFA免疫化マウスに由来するリンパ節細胞(1x105個/100μl)を、各ウェ
ルに添加することができる。MOG35-55およびOVA323-339を、それぞれ、陽性および陰性対
照として用いることができる。BAIT-OVA323-339に対するOT-II OVA特異的TCRトランスジ
ェニック細胞の応答を、同様に試験することができる。37℃で48h後、細胞に1μCiの3H-
チミジンをさらに12～16hパルスし、3H-チミジンの取込みを、以前の刊行物21にしたがっ
て標準的な方法により決定することができる。BAIT-MOG35-55またはOVAペプチドを含有し
ないウェルから得られたCPMを差し引いて、デルタCPMを得ることができる。
【００８７】
　BAIT-MOG35-55が2D2 T細胞を刺激することができない場合、それらがその後の2段階ア
ッセイにおいてアネルギー化されたか、または抑制的になるかどうかを決定するべきであ
る。基本的には、「アネルギー」について、BAITで予備培養されたT細胞(24ウェル培養に
由来する)を洗浄した後、最適な用量のMOG35-55および新鮮に照射された脾臓細胞APCで「
チャレンジ」し、増殖およびサイトカイン産生(IFNγ、IL-4)についてアッセイすること
ができる。
【００８８】
　抑制(およびTreg誘導)についてアッセイするために、BAITで予備培養された細胞(2D2、
MOG免疫化またはナイーブなC57Bl/6マウスに由来する)を、様々な比で(標的2D2 T細胞を
一定に保持する)CFSE-標識された2D2脾細胞に添加し、CFSE希釈を、フローサイトメトリ
ーを用いて測定することができる。さらに、2D2-FoxP3GFP脾臓細胞を一次培養物中で用い
て、FoxP3+TregがBAIT-MOG35-55との培養時に増加するかどうかを決定することができる
。
【００８９】
in vivoでの寛容アッセイ
　この計画の長期目標は、臨床試験における使用に向けたステップとして、EAEにおける
療法としてBAIT-MOG35-55を用いることである。上記の予備的in vitro分析に基づいて、C
57Bl/6マウスを、予防的に処置した後、CFA+百日咳中のMOGペプチドで免疫するか、また
は(より重要なことには)次の目的で概略されるように、本発明者らの標準的なEAEプロト
コールにおける症状出現の後に処置することができる。
【００９０】
他のBAITタンパク質
　一本鎖抗CD19 mAb配列を、上記のように、融合物のN末端でクローニングして、svCD20
配列を置き換えることができる。BAIT MOG35-55はアネルギーまたは抑制を誘導すること
ができるが、2D2細胞と共にFoxP3+細胞の増加が予想される。調節的T細胞抑制アッセイは
、当業界でよく確立されている。MS患者からのOb.1A 12 T細胞クローンを用いて、翻訳の
ためにMBPペプチドを用いてBAIT構築物を改変することができる。IgG4重鎖タンパク質の
さらなる突然変異を作製して、FcγR結合活性を防止する、BAIT分子中のそれぞれの成分
の位置を調整する、および/または最終融合産物中のc-mycおよび6個のタンデムヒスチジ
ンタグ(配列番号32)を除去することができる。
【００９１】
〔実施例２〕
MSのためのマウスモデルにおける選択的B細胞枯渇剤と共に/それなしで用いられるBAIT融
合タンパク質の寛容原性効果の決定
全体戦略
　本発明は、疾患症状を軽減するだけでなく、根本的な自己免疫問題に対処することがで
きる、MSのための有効な新規生物療法を確立する。BAIT-MOG35-55を、MZ B細胞を使わず
、寛容を支持する部分的B細胞枯渇剤であるIgG1抗マウスCD20 mAbと組み合わせて試験す
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ることができる。BAIT-MOG35-55が、MSのためのマウスモデルであるEAEにおいて、それ自
体で(一般のMOG-IgGよりも良好に)、または有効な療法としての部分的B細胞枯渇と共に作
用することができるかどうかを決定するべきである。さらに、MS患者のPBMC再構成Rag2-/
-マウスにおけるBAIT寛容原性融合タンパク質療法を試験することができる。最初に、C57
BL/6バックグラウンドのヒトCD20トランスジェニックマウス(hCD20 Tg；認可されたMTAの
下でDr. Mark Shlomchikにより提供された)を、in vivoでの実験におけるドナーとレシピ
エントの両方として用いる。B細胞上で発現されるhCD20トランスジーンは、融合タンパク
質中のsvCD20により認識される(および上記で検証される)。重要なことに、これらのB細
胞は、内因性マウスCD20を依然として発現し、IgG1抗マウスCD20抗体を用いる枯渇を可能
にする。疾患誘導のために、活性MOG35-55により誘導された慢性EAEモデルを、この試験
において用いる。疾患経過を、以前の刊行物21、23、24において用いられた標準的な0～5
のスコアリングシステムを用いて毎日評価することができる。さらに、脊髄組織に関する
組織学的評価(以下を参照されたい)を、様々な時点で実施して、寛容原性療法の際に進行
し得る潜在的なCNS修復および再ミエリン化を検査することができる。
【００９２】
MSのマウスモデルにおける寛容原性融合タンパク質BAITの効果の決定
　BAIT-MOG35-55単独での投与が寛容原性であり、MOG35-55により誘導されるEAEに対する
治療効果を有するかどうかを決定するべきである。この実験において、6～8週齢のメスhC
D20 Tgマウス(n=8)を、4mg/mlのマイコバクテリウム・ツベルクロシス(Mycobacterium tu
berculosis) H37Ra(DIFCO、Detroit、MI)を含有するCFA中に乳化された100μgのMOG35-55
ペプチドを用いる標準的なプロトコール(尾の側面および基部への皮下注射)で0日目にEAE
について積極的に誘導することができる。0日目および48h後に、マウスはまた、0.2mlのP
BS中の200ngの百日咳毒素(Sigma-Aldrich)を腹腔内的に受けることができる。
【００９３】
　-7日目(予防的)または+10日目(治療的)で開始して、マウスに、100μgのBAIT-MOG35-55
、100μgのBAIT-OVA323-339(特異性対照)、MOG-IgGまたはPBS(ビヒクル対照)を、5日間に
わたって毎日i.v.注射することができる。疾患経過および組織病理を、以下に記載のよう
に評価することができる。45日目に、処置群および対照群からのマウスを、0.9%の生理食
塩水、次いで、冷4%パラホルムアルデヒドでかん流し、脊髄を取り出し、4%パラホルムア
ルデヒド中で後固定し、切片をルクソールファストブルー/過ヨウ素酸-Schiff-ヘマトキ
シリンで染色し、光学顕微鏡により分析して、脱髄および炎症病変を評価することができ
る。炎症を、0=炎症なし、1=軟髄膜および血管周囲空間のみにおける炎症細胞、2=脊髄実
質における軽度の炎症浸潤、3=実質における中程度の炎症浸潤、4=実質における重度の炎
症浸潤としてスコア化することができる。脱髄を、0=脱髄なし、1=軽度の脱髄、2=中程度
の脱髄、3=重度の脱髄としてスコア化することができる。
【００９４】
　CNS修復および再ミエリン化に対するBAIT-MOG35-55の潜在的な効果を検査するために、
別のコホートのhCD20 Tgマウス(n=5)を、疾患誘導のために最初にMOG35-55/CFA/百日咳毒
素で免疫することができる。BAIT-MOG、BAIT-OVAまたはPBSの投与を、疾患のピーク(約21
日目)の間に開始することができる。マウスを、毎日および実験の終わりに(免疫化の45日
後)スコア化し、脊髄組織病理を上記のように実施することができる。CNS炎症および脱髄
状態を、BAIT-MOG35-55群と対照群との間で比較することができる。
【００９５】
MSのためのマウスモデルにおける選択的FO B細胞枯渇の効果の決定
　IgGアイソタイプの抗マウスCD20 mAb(Biogen Idecにより提供される)は、B細胞枯渇に
関して異なる効果を有することが以前に見出された。かくして、IgG2a抗CD20 mAbは完全
なB細胞枯渇を媒介するが、IgG1抗CD20抗体はMZ B細胞を大きく使わず、寛容を支持する5

。BAIT処置とは無関係のMSのためのMOG誘導性マウスモデルにおけるIgG1対IgG2a抗CD20 m
Abの効果を比較する。6～8週齢のメスhCD20 Tgマウス(n=8)を、上記のようにEAEについて
積極的に誘導することができる。マウスを、-7日目または7日目にIgG1抗CD20抗体、IgG2a
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抗CD20抗体、またはPBS(ビヒクル)で処置することができる。疾患経過を、上記のスコア
リングシステムを用いて免疫化後に毎日評価することができる。さらに、実験の終わり(
通常は45日目)に、脊髄を上記のように脱髄の証拠について検査することができる。
【００９６】
MSのためのマウスモデルにおける組合せ療法(B細胞枯渇 + BAIT処置)の効果の決定
　最後に、選択的FO B細胞枯渇と、BAIT-MOG35-55療法とを組み合わせる戦略を、MOG誘導
性EAEにおいて評価することができる。メスの6～8週齢のhCD20 Tgマウス(n=8)を、MOG35-
55/CFA/百日咳毒素を用いて0日目に積極的に誘導することができる。疾患誘導の2週間前
に、マウスに、250μg(約10mg/kg)のIgG1抗CD20抗体をi.v.注射することができる。+7日
目に開始して、マウスに、100μgのBAIT-MOG35-55、100μgのBAIT-OVA323-339(特異性対
照)、MOG-IgGまたはPBS(ビヒクル対照)を5日間にわたって毎日、i.v.注射することができ
る。疾患経過およびCNS組織病理を、上記のセクションに記載のように追跡することがで
きる。
【００９７】
予想される転帰、潜在的なチャレンジ、および代替戦略
　この試験は、寛容原性抗原提示のためのB細胞の標的化およびCNS抗原特異的CD4+ T細胞
に対する寛容の誘導に焦点を合わせたものである。したがって、MOG35-55ペプチドにより
誘導されるマウスEAEを選択して、提唱される療法の効能を評価した。異なるアイソタイ
プの抗マウスCD20抗体を用いるB細胞枯渇の効果は、以前にも報告されている5(Zhang AH
ら、Blood. 2011)。単回用量の抗CD20 mAbを用いた場合、B細胞枯渇のピークは約2週で起
こる。その後、B細胞レパートリーはゆっくりと、徐々に回復する。組合せ療法戦略にお
けるBAIT-MOG35-55注射の開始時までに、新しく出現したナイーブな休止B細胞および残存
するMZ B細胞は、B細胞特異的寛容原性融合タンパク質のための理想的な標的である。BAI
T処置は、MOG-IgGよりも有効である(または低用量で有効である)と予想され、IgG1抗CD20
枯渇との組合せ療法はEAEを治療的に処置する際にさらにより有効であり得る。B細胞表面
CD20が、プロセッシングおよび提示にとって必要とされるようにB細胞により効率的にエ
ンドサイトーシスされない場合、融合物中のsvCD20を、抗CD19一本鎖抗体により置き換え
ることができる。しかしながら、ヒトCD19トランスジェニックマウスは初期のB細胞発生
において重大な欠陥を有すると報告されたため25、抗マウスCD19一本鎖配列を融合物中で
使用し、野生型マウスを原理証明EAE実験のために使用することができる。
【００９８】
〔実施例３〕
　以下により詳細に説明され、図3Bに例示されるように、構成：B細胞-標的化分子-抗原-
IgG4Hを有するBAIT融合物を設計および構築した。
【００９９】
BAIT発現ベクターの構築
　svCD20-FVIII2191-2210およびsvCD20-OVA323-339をコードする2つのpFuse発現ベクター
を構築した。さらに、svCD19-MOG35-55-hIgG4をコードするpFuse発現ベクターも生成した
。抗マウスsvCD19に基づくBAITタンパク質を、mBAITと省略して、抗ヒトCD20 scFvに基づ
くこれらの融合物を区別した。
【０１００】
　図5は、B細胞標的化モジュールにおいて異なるBAITおよびmBAIT発現カセットを例示す
る。前者は、ヒトB細胞またはヒトCD20トランスジェニックマウスB細胞に特異的である抗
ヒトCD20一本鎖可変断片(svCD20)を用いる。後者は、標的化のために抗マウスCD19 scFv(
msvCD19)を用いることによりマウスB細胞にとって特異的である。クローニングおよびタ
ンパク質発現を容易にするために、市販のhIgG4融合タンパク質発現ベクター、pFuse-hIg
G4-Fc2(Invivogen)を用いた。scFv-抗原断片を、EcoRIおよびEcoRV制限部位を用いて、IL
-2シグナル配列とヒトIgG4ヒンジとの間でpFuse-hIgG4-Fc2ベクター中にクローニングし
た。svCD20-抗原またはmsvCD19-抗原cDNA断片を、CHO細胞中での発現のためにコドン最適
化し(配列番号2および5を参照されたい)、GenScriptにより合成した。他の抗原、例えば
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、FVIII C2およびA2ドメインを含有するBAITおよびmBAIT発現ベクターを、抗原成分に隣
接する同じ制限部位を用いて生成することができる。OVA323-329またはOVAを含有するBAI
Tを、抗原特異性対照として用いた。
【０１０１】
　さらに、mBAIT-MOG35-55のための発現ベクターを生成した。EcoRIおよびEcoRV/BamHIに
隣接したsvCD19-MOG35-55 DNA断片を、GenSriptにより合成した。svCD19-MOG35-55挿入物
を、EcoRIおよびBamHIを用いて中間体pUC57-svCD19-MOG35-55ベクターから切り出した後
、EcoRI/BglII消化されたpFuse-hIgG4-Fc2ベクター中にライゲートした。続いて、挿入物
のサイズを確認した後、正確な発現ベクターのコロニーを、図6に例示されるような制限
分析によってスクリーニングした。
【０１０２】
〔実施例４〕
BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339融合タンパク質の生成
　BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339融合タンパク質を、上記の発現ベクターに
よって発現させた。BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339融合タンパク質の発現お
よび分泌は、一過的にトランスフェクトされたCHO細胞中で成功した。
【０１０３】
　図7により例示されるように、挿入物を、制限分析(図7A、図7B)により分析および確認
し、ゲル精製し、EcoRI/BglII消化されたpFuse-hIgG4-Fc2発現ベクター中にクローニング
した。正確な挿入物を有するベクターについてスクリーニングするためにEcoRIおよびNco
Iを用いる制限分析の後、選択されたベクターをさらなるトランスフェクションおよびタ
ンパク質発現分析のために精製した。
【０１０４】
　具体的には、ウェスタンブロット分析を実施して、発現を検証した(図7C)。CHO細胞に
、pFuse-BAIT-FVIII2191-2210またはBAIT-OVA323-339プラスミドDNAをトランスフェクト
した。トランスフェクションの48h後に上清を収集し、NuPage 4～12%Bis-Trisゲル中での
ウェスタンブロットによりタンパク質発現を分析した。還元条件下で、ただ1つの主要バ
ンドが、両タンパク質について約56KDのサイズで検出された。非還元条件を用いるウェス
タンブロットにより示されるように、大部分のBAIT融合タンパク質が、ポリマーの形態に
あった。用いたブロッティング抗体は、モノクローナル抗ヒトIgG抗体(λ鎖特異的)およ
びHRPウサギ抗マウスIgG抗体(H+L)であった。
【０１０５】
〔実施例５〕
安定にトランスフェクトされたCHO細胞株の生成
　本実施例は、BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339融合タンパク質のための安定
にトランスフェクトされたCHO細胞株が確立され、これらの株中でのBAITタンパク質発現
が検証されたことを示すものである。
【０１０６】
　6ウェルプレート中の接着性CHO細胞に、リポフェクタミンLTX試薬を用いて、2.5μgのp
Fuse-BAIT-FVIII2191-2210またはBAIT-OVA323-339プラスミドDNAをトランスフェクトした
。トランスフェクトされた細胞を、500μg/mlのゼオシンを用いて20日間にわたって選択
した。次いで、選択された安定にトランスフェクトされたCHO細胞を、8%CO2、37℃で、12
5rpmにて振盪しながら、1xGlutaMax、0.5x pen-strepおよび100μg/mlゼオシンを含有す
る無血清FreeStyle CHO培地を用いて懸濁培養条件に適合させた。80mlの合計容量で250ml
のポリカーボネート使い捨てフラスコ中、1X10E5個/mlで細胞を播種した。上清サンプル
を懸濁培養液から毎日収集し、細胞数を計測した。図8Aの細胞増殖曲線は、生細胞が全て
のデータ点で95%を超えていたことを示す。
【０１０７】
　還元条件下でNuPage 4～12%Bis-Trisゲル中の安定にトランスフェクトされたCHO細胞か
らの上清サンプルに対して、ウェスタンブロット分析を実施した。図8Bにおいて、レーン
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2～6および7～11は、それぞれ、BAIT-FVIII2191-2210およびBAIT-OVA323-339安定株から
の1～5日目の上清サンプルであった。BAITタンパク質発現のレベルは、懸濁培養の日数に
わたって蓄積し、約56KDでのただ1つの単一バンドが両融合タンパク質について検出され
た。用いたブロッティング抗体は、モノクローナル抗ヒトIgG抗体(λ鎖特異的)およびHRP
ウサギ抗マウスIgG抗体(H+L)であった。
【０１０８】
〔実施例６〕
BAIT融合タンパク質の効能の決定
　一度、それぞれのBAIT融合タンパク質の発現が、トランスフェクトされたCHO細胞中で
検証されたら、BAIT融合タンパク質を確立されたプロトコールに従って精製する。
【０１０９】
　BAITについてはヒトPBMC B細胞またはヒトCD20トランスジェニックマウスに由来する脾
臓B細胞を、mBAITについてはC57Bl/6マウス脾臓B細胞を用いて、in vitroでのB細胞特異
的結合を検査する。続いて、in vitroでの取込み/提示を、社内で生成されたFVIII2191-2
210特異的ヒトT細胞株、ならびにBAIT-OVA323-339およびmBAIT-MOG35-55について、それ
ぞれ、OT-IIおよび2D2トランスジェニックマウスに由来するT細胞を用いるT細胞増殖アッ
セイによって分析することができる。
【０１１０】
　さらに、多発性硬化症に関するBAIT-MOG35-55の効能を、ヒトCD20トランスジェニック
マウスを用いて検査する。さらに、阻害剤を用いる多発性硬化症および血友病Aに関するm
BAIT-MOG35-55およびmBAIT-A2/mBAIT-C2の効能を、それぞれ、マウスモデルにおいて検査
する。
【０１１１】
〔実施例７〕
BAIT融合タンパク質BAIThCD20-FVIII2191-2210のin vitroでのB細胞特異的結合
　BAIT融合タンパク質(BAIThCD20-FVIII2191-2210)の結合能力を、CD20について陽性であ
ることが知られるRajiヒトB細胞株を用いてアッセイした。Raji細胞(5x105個)を、37℃で
1時間、1μgの精製されたBAIThCD20-FVIII2191-2210と共にインキュベートした。次いで
、細胞を、BAIT融合タンパク質のヒトIgG4 Fc領域を認識するAPC抗ヒトIgG抗体で染色し
た。PBSバッファーで3回洗浄した後、フローサイトメトリーにより細胞を分析した。細胞
をライブシングレット上でゲート化した。データは、BAIT融合タンパク質がCD20+B細胞に
結合したことを示す。図9を参照されたい。
【０１１２】
　ヒトPBMC B細胞のB細胞に結合するBAIT融合タンパク質の能力も実施した。ヒトPBMCを
、ビオチン化されたBAIThCD20-FVIII2191-2210と共にインキュベートするか、または対照
として未処理のままにした。インキュベーション後、細胞を、4℃で15分間、ヒトFcR遮断
試薬(Miltenyi Biotech)で遮断した。細胞を、FITC結合ストレプトアビジン、APC eFluo7
80(生存能力染料)およびCD19-APCで細胞外染色した後、PE結合ストレプトアビジンで細胞
内染色した。洗浄後、異なる細胞集団中の細胞外および細胞内細胞のパーセンテージを、
フローサイトメトリーにより決定した。重複ドットプロット(示さず)により、CD19+B細胞
のみがFITC-ストレプトアビジン陽性であることが示され、これはB細胞特異的結合を示し
ている。4℃でのインキュベーションと比較して、37℃で1時間のインキュベーション後に
も有意な数のB細胞がPE-ストレプトアビジン陽性であったが、これは、BAIT融合タンパク
質のB細胞取込みを示唆している。
【０１１３】
　37℃で60min、ビオチン化されたBAIThCD20-FVIII2191-2210で処理され、上記のように
染色された細胞の共焦点画像を取得した(示さず)。非重複細胞外および細胞内蛍光シグナ
ルは、BAIT融合タンパク質のB細胞結合および取込みを示す。
【０１１４】
〔実施例８〕
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特異的CD4+エフェクターT細胞の増殖応答に対するBAIT融合タンパク質BAIT-FVIII2191-22
10の効果
　社内で生成されたFVIII2191-2210特異的ヒトT細胞株を用いるT細胞増殖アッセイにより
、BAIT融合タンパク質BAIT-TVIII2191-2210のin vitroでの取込み/提示を分析した。HLA 
DR1/DR2ドナーからのヒトB細胞を、抗CD19磁気ビーズ(Miltenyi)を用いて精製し、2μg/m
lのCD40L + 10ng/mlのIL-4で3日間活性化させた。次いで、活性化されたB細胞を、1μg/m
lのBAIThCD20-FVIII2191-2210、BAIThCD20-OVA323-339または組換えFVIIIの非存在下また
は存在下、5:1の比で増殖染料eFluor 450標識17195 Tエフェクターと共に同時培養した。
3日後、17195 Tエフェクターの増殖状態を、eFluor 450蛍光シグナルの希釈に基づいてフ
ローサイトメトリーによって評価した。図10を参照されたい。この実験は、BAIT融合物の
FVIII2191-2210エピトープが、活性化ヒトB細胞によって適切にプロセッシングされ、特
異的T細胞に提示されたことを示す。
【０１１５】
　休止B細胞に対するT細胞の増殖応答に対するBAIT融合タンパク質の効果も試験した。HL
A DR1/DR2ドナーに由来する精製されたヒトB細胞を、1μg/mlのBAIThCD20-FVIII2191-221
0、BAIThCD20-OVA323-339または組換えFVIIIの非存在下または存在下、5:1の比で標識171
95 Tエフェクターと共に直接同時培養した。17195 Tエフェクターの増殖応答を、上記の
ように評価した。図10を参照されたい。この実験は、BAIThCD20-FVIII2191-2210またはFV
IIIをパルスした休止B細胞が特異的T細胞の増殖応答を支援しなかったことを示す。T細胞
増殖の非存在は、活性を抑制しながらT細胞アネルギーまたは細胞集団を誘導することに
より、休止B細胞による抗原提示が寛容を支持することを示唆する(この結果に関する可能
性の低い代替的説明は、休止B細胞がBAITにより送達される抗原を取込み、提示すること
ができなかったということである)。
【０１１６】
　HLA DR1/DR2ドナーに由来するヒトPBMCを、5μg/mlのBAIThCD20-FVIII2191-2210もしく
はBAIThCD20-OVA323-339、または1μg/mlの組換えFVIIIの非存在下または存在下、20:1の
比で標識17195 Tエフェクターと共に同時培養した。17195 Tエフェクターの増殖応答を、
上記のように評価した。図10を参照されたい。この実験は、BAIThCD20-FVIII2191-2210を
パルスされたヒトPBMCが特異的T細胞の増殖応答を支援しなかったことを示す。上記で考
察されたように、この結果は、BAIT融合タンパク質を用いることによる抗原の送達が寛容
誘導を支持することを示している。
【０１１７】
〔実施例９〕
ナイーブなマウスにおいてFVIIIに対する寛容を誘導するFVIII BAITのin vivoでの効能
　FVIII BAIT融合タンパク質がFVIIIナイーブマウスにおいて寛容原性であることを示す
ために、トランスジェニックFVIIIノックアウトマウスに、FVIII BAIT融合タンパク質を
投与した後、FVIIIを投与し、FVIIIに対する免疫応答を評価することができる。
【０１１８】
　例えば、0日目に、第1群に10μgのmBAIT-FVIII C2を静脈内投与し、第2群に10μgのmBA
IT-OVAを注射し、第3群に50μgのmBAIT-FVIII C2を注射し、第4群に50μgのmBAIT-OVAを
注射することができる。次いで、7、14および21日目に、血液を引き出して、FVIIIに対す
る免疫応答を決定することができる。さらに、マウスを安楽死させて、リンパ球増殖およ
びELIspotアッセイのために脾臓を取得することができる。
【０１１９】
　第2群および第4群はFVIIIに対する寛容を示さないと予想される。第1群および第3群は
、おそらく用量依存的様式で、FVIIIに対する寛容を示し得る。
【０１２０】
〔実施例１０〕
FVIII免疫化マウスに対する寛容を誘導するFVIII BAITのin vivoでの効能
　FVIII BAIT融合タンパク質がFVIIIで免疫された被験体にとって寛容原性であることを
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示すために、FVIIIノックアウトマウスをFVIIIで免疫し、FVIII BAIT融合タンパク質を投
与し、FVIIIに対する免疫応答をBAIT処置の前後で評価することができる。
【０１２１】
　例えば、マウスに、0、7および14日目にrFVIII(100μlのPBS中の1μg；i.v.)を投与す
ることができる。21日目に、血液を引き出して、FVIIIに対する免疫応答を決定すること
ができる。マウスを無作為に4つの群に分割することができる。28、35および42日目に、
第1群に、10μgのmBAIT-FVIII C2を静脈内投与し、第2群には10μgのmBAIT-OVAを静脈内
投与し、第3群には50μgのmBAIT-FVIII C2を静脈内投与し、第4群には50μgのmBAIT-OVA
を静脈内投与することができる。35、42および49日目に、血液を引き出して、FVIIIに対
する免疫応答を決定することができる。49日目に、マウスにrFVIII(100μlのPBS中の1μg
；i.v.)を投与することができる。56日目に、血液を引き出して、FVIIIに対する免疫応答
を決定することができる。さらに、マウスを安楽死させて、リンパ球増殖およびELIspot
アッセイのために脾臓を取得することができる。
【０１２２】
　第2群および第4群はFVIIIに対する寛容を示さないと予想される。第1群および第3群は
、おそらく用量依存的様式で、FVIIIに対する寛容を示し得る。
【０１２３】
〔実施例１１〕
MOG35-55ペプチド/CFA/PTで誘導されたEAEマウスにおいて寛容を誘導するMOG BAITのin v
ivoでの効能
　多発性硬化症に対するMOG BAIT融合タンパク質の効能を、実験的自己免疫性脳脊髄炎(E
AE)を誘導したマウスにおいて示すことができる。
【０１２４】
　例えば、マウスに、CFA中で乳化されたMOG35-55ペプチドを用いてEAEを誘導することが
できる(0日目)。また、0日目および2日目に、マウスに、百日咳毒素(PT)(200μlのPBS中
の50ng)を腹腔内投与することができる。EAEの臨床兆候を、7日目に開始して毎日評価す
ることができる。EAEマウスを、4つの群に無作為に割り当てることができる。7、14、21
および28日目に、第1群に10μgのmBAIT-MOG35-55を静脈内投与し、第2群には10μgのmBAI
T-OVAを静脈内投与し、第3群には50μgのmBAIT-MOG35-55を静脈内投与し、第4群には50μ
gのmBAIT-OVAを静脈内投与することができる。35日目に、マウスを安楽死させて、ミエリ
ン免疫組織化学染色のために脊髄サンプルを取得することができる。
【０１２５】
　第1群および第3群は、おそらく用量依存的様式で、EAEからの保護を示すと予想される
。
【０１２６】
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