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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　TNFαと特異的に結合する、安定な可溶性の抗体又は抗体誘導体であって、配列番号１
に示される配列若しくは配列番号１に示される配列から誘導される配列から成る軽鎖可変
領域(VL)が、配列番号２に示される配列若しくは配列番号２に示される配列から誘導され
る配列から成る重鎖可変領域(VH)と結合されたものを含む抗体又は抗体誘導体であり、
　前記抗体誘導体は、ミニボディー、二重特異性抗体、直鎖状抗体、一本鎖抗体、二重特
異性抗体断片、又はFab断片であり、
　前記配列が誘導された配列の場合には、配列番号１２、配列番号１３、配列番号３１、
配列番号３３、配列番号３４、配列番号３５、配列番号３６、配列番号３７、又は配列番
号３８を含む、前記抗体又は抗体誘導体。
【請求項２】
　ヒトTNFαに対する特異性を有する、請求項１に記載の抗体又は抗体誘導体。
【請求項３】
　前記VL及びVH領域がリンカーで連結された、scFv抗体である、請求項１又は２に記載の
抗体誘導体。
【請求項４】
　VL-リンカー-VHという配列構成を含む、請求項３記載のscFv抗体。
【請求項５】
　前記リンカーが、配列番号１０に示される配列を有するか、又は該配列から誘導されて
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いる、請求項３又は４記載のscFv抗体。
【請求項６】
　前記リンカーの少なくとも1のグリシンが、より極性の又は帯電したアミノ酸へと変異
している、請求項５記載のscFv抗体。
【請求項７】
　前記リンカーが、配列番号３９に示される配列を有する、請求項６記載のscFv抗体。
【請求項８】
　前記VL領域が、ヒトIgκ鎖の定常領域に融合し、前記VH領域が、ヒトIgGのCH1領域に融
合し、そして該2本の融合ポリペプチドが、鎖間のジスルフィド架橋により連結しているF
ab断片である、請求項１又は２に記載の抗体誘導体。
【請求項９】
　標識されているか、又は化学的に修飾されている、請求項１～８のいずれか一項に記載
のscFv抗体又はFab断片。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗体誘導体をコードするDNA分子。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のDNA配列を含むクローニング又は発現ベクター。
【請求項１２】
　請求項１１記載の発現ベクターで形質転換された適切な宿主細胞。
【請求項１３】
　原核細胞又は真核細胞である、請求項１２記載の宿主細胞。
【請求項１４】
　大腸菌、酵母、植物、昆虫又は哺乳動物の細胞である、請求項１２記載の宿主細胞。
【請求項１５】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体又は抗体誘導体の分子の生産方法であって、
該抗体分子の合成を可能にする条件下で請求項１２～１４のいずれかに記載の宿主細胞を
培養し、該培養物から前記抗体分子を回収することを含む、前記方法。
【請求項１６】
　医薬としての請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体又は抗体誘導体。
【請求項１７】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体又は抗体誘導体の、TNFα関連疾患の治療用
薬物の製造のための使用、又は該疾患の検出のためのインビトロ診断薬としての使用。
【請求項１８】
　TNFα関連疾患が、変形性関節症、ブドウ膜炎若しくは炎症性腸疾患である、請求項１
７に記載の使用。
【請求項１９】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体を、薬剤的に許容できる担体、希釈剤又は賦
形剤と共に含む診断薬又は治療薬組成物。
【請求項２０】
　ヒト及び/又は動物体内での遺伝子治療用途の医薬としての、請求項１１記載のベクタ
ー。
【請求項２１】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の抗体又は抗体誘導体を含有し、該抗体又は抗体誘
導体が局所または表面に投与される、TNFα関連疾患の治療剤。
【請求項２２】
　請求項１～９のいずれか１項に記載のVL及び／又はVH配列の発現ベクター中での使用。
【請求項２３】
　治療に有効な量の請求項１～９のいずれか１項に記載の、先に凍結乾燥されていない抗
体又は抗体誘導体と、pHが4.8から5.5である酢酸緩衝液と、界面活性剤と、ポリオールと
を含み、浸透圧を増大させる量(tonicifying amount)の塩化ナトリウムを含まない、安定
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な水溶性医薬製剤。
【請求項２４】
　等張性である、請求項２３記載の製剤。
【請求項２５】
　2-8℃の温度において、少なくとも1年間安定である、請求項２３又は２４記載の製剤。
【請求項２６】
　前記製剤の凍結融解を行った後に安定である、請求項２３～２５のいずれか一項に記載
の製剤。
【請求項２７】
　30℃において、少なくとも1ヶ月間安定である、請求項２３～２６のいずれか一項に記
載の製剤。
【請求項２８】
　前記ポリオールが、非還元性の糖である、請求項２３～２７のいずれか一項に記載の製
剤。
【請求項２９】
　前記非還元性の糖が、トレハロースである、請求項２８に記載の製剤。
【請求項３０】
　前記非還元性の糖が、スクロースである、請求項２８に記載の製剤。
【請求項３１】
　前記抗体が、抗体断片である、請求項２３～３０のいずれか一項に記載の製剤。
【請求項３２】
　前記抗体断片が、scFvである、請求項３１記載の製剤。
【請求項３３】
　前記抗体が、TNFαに結合する、請求項２３～３２のいずれか一項に記載の製剤。
【請求項３４】
　2-8℃の温度において、少なくとも２年間安定である、請求項２３～３３のいずれか一
項に記載の製剤。
【請求項３５】
　前記製剤中の前記抗体の濃度が、0.1 mg/ml乃至50 mg/mlである、請求項２３～３４の
いずれか一項に記載の製剤。
【請求項３６】
　前記界面活性剤が、ポリソルベートである、請求項２３～３５のいずれか一項に記載の
製剤。
【請求項３７】
　前記scFvが、TNFαに結合する、請求項３２記載の製剤。
【請求項３８】
　前記酢酸が、5-30 mMの量で存在する、請求項２３～３７のいずれか一項に記載の製剤
。
【請求項３９】
　前記酢酸が、10-30 mMの量で存在する、請求項３８記載の製剤。
【請求項４０】
　更に保存剤を含む、請求項３７～３９のいずれか一項に記載の製剤。
【請求項４１】
　前記保存剤が、ベンジルアルコールである、請求項４０記載の製剤。
【請求項４２】
　前記抗体が、30-50 mg/mlの量で存在する、請求項３７～４１のいずれか一項に記載の
製剤。
【請求項４３】
　前記緩衝液がpH5の10-30 mMの酢酸ナトリウムであり、前記ポリオールが2-10% w/vの量
のトレハロースであり、前記界面活性剤が0.01-0.1% v/vの量のポリソルベートであり、
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更に保存剤としてベンジルアルコールを含み、そして、2-8℃の温度において、少なくと
も2年間安定である、請求項４２記載の製剤。
【請求項４４】
　治療に有効な量の、先に凍結乾燥されていない抗体と、pHが4.8から5.5である酢酸緩衝
液と、界面活性剤と、ポリオールとを含み、浸透圧を増大させる量(tonicifying amount)
の塩化ナトリウムを含まない、安定な水溶性医薬製剤を収容した容器を含む製品であって
、前記抗体が、請求項１～９のいずれか一項に記載の抗体又は抗体誘導体である、製品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍壊死因子アルファ(TNFα)に結合し、その機能をブロックし、TNFα関連
疾患の診断及び／又は治療、予防若しくは回復に有用な最適化された抗体及び抗体誘導体
；それらのコード配列、産生、並びに薬理学的に適切な組成物における使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍壊死因子α(TNFα、カケクチンとしても知られる)は、エンドトキシン又は他の刺
激に応答して、単球及びマクロファージ等の多くの細胞種により産生される天然の哺乳動
物由来サイトカインである。TNFαは、炎症反応、免疫反応及び病態生理学的反応の主要
なメディエイターである(Grell,M.ら(1995) Cell, 83: 793-802)。
【０００３】
　可溶性TNFαは、前駆体である膜貫通型タンパク質の開裂により生成され(Krieglerら(1
988) Cell 53: 45-53)、分泌された17kDaのポリペプチドは、集合して可溶性のホモトリ
マー複合体を形成する(Smithら(1987), J. Biol. Chem. 262: 6951-6954；TNFの概説とし
ては、Butlerら(1986), Nature 320:584; Old (1986), Science 230: 630を参照)。これ
らの複合体は、その後多様な細胞に見出されるレセプターに結合する。この結合は、(i)
インターロイキン(IL)-6、IL-8及びIL-1等の他の炎症誘発性サイトカインの放出、(ii)マ
トリックスメタロプロテイナーゼの放出、及び(iii)内皮接着分子の発現のアップレギュ
レーションを含む多くの炎症誘発性効果をもたらし、更には血管外組織に白血球を誘引す
ることにより、炎症性の及び免疫性のカスケードを増幅させる。
【０００４】
　数多くの疾患が高いレベルのTNFαに関連し、それらの多くは、医療上非常に重要であ
る。TNFαは、例えば、関節リウマチ(rheumatoid arthritis: RA)等の慢性疾患、クロー
ン病及び潰瘍性大腸炎等の炎症性腸疾患、敗血症、鬱血性心不全、気管支ぜんそく並びに
多発性硬化症等を含む数多くのヒトの疾患においてアップレギュレートされることが示さ
れてきた。ヒトTNFαのトランスジェニックマウスは、高いレベルのTNFαを恒常的に産生
し、RAに類似する突発性の有害な多発性関節炎を発現する(Kefferら、1991, EMBO J., 10
,4025- 4031)。従ってTNFαは、炎症誘発性サイトカインと呼ばれる。
【０００５】
　現在TNFαは、多関節の炎症及び破壊により特徴付けられ、熱及び倦怠感及び疲労とい
った全身症状を伴う、慢性の、進行性且つ消耗性の疾患であるRAの発生の際の要として十
分確立されている。RAはまた、頻繁に関節軟骨及び骨の破壊に進行する慢性の滑膜炎の原
因となる。増加した濃度のTNFαは、RAを患う患者の滑液及び末梢血の両方で見出される
。TNFα遮断薬がRAを患う患者に投与される場合には、これらは炎症を低減させ、症状を
改善し、関節損傷を遅延させる(McKownら(1999), Arthritis Rheum. 42:1204-1208)。
【０００６】
　生理学的には、TNFαは特定の感染からの保護にも関連する(Cerami.ら(1988), Immunol
. Today 9:28) 。TNFαは、グラム陰性細菌のリポポリサッカライドにより活性化された
マクロファージにより放出される。TNFαはそれ自体としては、細菌性敗血症に関連する
エンドトキシンショックの発生及び病原に関係する主要な内在性のメディエーターである
と思われている(Michie,ら(1989), Br. J. Surg.76 : 670-671.; Debets .ら(1989), 第2
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回ウィーンショックフォーラム（Second Vienna Shock Forum）, 第463-466頁; Simpson
ら(1989) Crit . Care Clin. 5: 27-47; Waageら(1987). Lancet 1: 355-357; Hammerle.
ら(1989)第2回ウィーンショックフォーラム（Second Vienna Shock Forum） 第715-718頁
; Debets.ら(1989), Crit. Care Med. 17:489-497; Calandra.ら(1990), J. Infect. Dis
. 161:982-987; Revhaugら(1988), Arch. Surg. 123:162-170)。
【０００７】
　他の器官系のように、TNFαも、中枢神経系、特に多発性硬化症、ギラン・バレー症候
群及び重症筋無力症等の神経系の炎症性及び自己免疫性障害、並びにアルツハイマー病、
パーキンソン病及びハンチントン病等の神経系の変性障害において重要な役割を果たすこ
とが示されてきた。TNFαはまた、視神経炎、黄斑変性症、糖尿病性網膜症、皮膚筋炎、
筋萎縮性側索硬化症及び筋ジストロフィー等の、網膜及び筋肉の関連系の障害、並びに、
外傷性脳損傷、急性脊椎損傷及び脳卒中等の神経系の損傷にも関係する。
【０００８】
　肝炎は、数ある要因の中でも、エプスタイン・バーウイルス、サイトメガロウイルス、
及びA-E型肝炎ウイルス等のウイルス感染により引き起こされる可能性のある、別のTNFα
関連炎症性疾患である。肝炎は、門脈域及び小葉域において急性肝炎症を引き起こし、後
に線維症及び腫瘍進行に至る。
【０００９】
　TNFαは、癌において悪質液を媒介し、これは最も高い癌の罹患率及び死亡率をもたら
す(Tisdale M.J. (2004), Langenbecks Arch Surg. 389:299-305)。
　炎症、細胞の免疫応答及び多くの疾患の病態においてTNFαが果たす重要な役割により
、TNFαのアンタゴニストの探索へと導かれた。
【００１０】
　TNFαは、重要なサイトカインであり、その全身でのブロックが、臨床的に明確な感染
の頻度及び重症度を増加させるリスク、特に潜在性結核の再活性化のリスク、並びにリン
パ腫、脱髄性疾患及び心不全の誘発等の他のリスクを伴う。
【００１１】
　TNFα媒介性疾患の治療用に設計されたTNFαアンタゴニストの1種は、TNFαに特異的に
結合し、それによりその機能をブロックする抗体及び抗体断片である。抗TNFα抗体の使
用は、TNFαの遮断が、IL-1,GM-CSF,IL-6,IL-8,接着分子の減少及び組織破壊等のTNFαに
起因する効果を逆転できることを示す(Feldmannら. (1997), Adv. Immunol. 1997:283-35
0)。
【００１２】
　TNFαに対する抗体は、エンドトキシンショックの予防及び治療用に提案されてきた(Be
utlerら(1985) Science :234, 470-474)。敗血症ショックの治療における抗TNFα抗体の
使用は、Bodmerら(1993)(Critical Care Medicine, 21:441-446,1993)、Wherryら(1993)(
Critical Care Medicine, 21:436-440) 及びKirschenbaumら(1998)(Critical Care Medic
ine, 26:1625-1626)により議論されている。
【００１３】
　抗TNFαモノクロナール抗体又はそのTNFα結合断片を投与することによるヒトの神経変
性疾患の治療法は、米国特許公開公報第US2003147891号に開示されている。
【００１４】
　国際公開公報第国際公開公報第WO0149321号には、TNFαにより引き起こされる神経性疾
患及び関連疾患を治療するための抗TNFα抗体を含むTNFαブロッカーの使用が教示されて
いる。ここでは、TNFαアンタゴニストの投与により該疾患を治療する方法が提示されて
いる。
【００１５】
　国際公開公報第国際公開公報第WO03047510号には、TNFαに対する種々のモノクロナー
ル抗体及び人工抗体、それらの産生、それらを含む化合物並びに医薬における使用が開示
されている。



(6) JP 5089582 B2 2012.12.5

10

20

30

40

50

【００１６】
　TNFα媒介性疾患の治療に有用な抗体は、通常、ハイブリドーマ技術により、通常マウ
ス等の天然の供給源源から産生されるモノクロナール抗体か、又は人工抗体のいずれかで
ある。後者は、完全長の重鎖及び軽鎖を含む自然抗体、又はタンパク質分解開裂により自
然抗体からも作り出すことが可能なFab断片、又は重鎖及び軽鎖の可変領域の断片がペプ
チドリンカーにより連結される一本鎖scFv抗体のいずれかに相当する。
【００１７】
　抗体の重鎖及び軽鎖はいずれも、定常性及び可変性領域を含む。非ヒト抗体は免疫原性
であるため、抗体中のヒト様配列の含量は、しばしば所謂「ハイブリッド」抗体中におい
て増加され、これは、ヒトIgGの定常領域、及び動物抗体、殆どの場合所望の特異性を有
するマウス抗体の配列に一致する可変領域を含む。これらの可変領域は、次いで、変異導
入により典型的なヒト抗体に一層類似するように更に適合され、「ヒト化」抗体に至る。
更にこれに代わるアプローチにおいては、即ちマウス抗体の可変領域の抗原結合部位、即
ち相補性決定領域(CDR)のみがヒト抗体のフレームワークに結合され、「CDR移植―」抗体
に至る。
【００１８】
　TNFαに対するモノクロナール抗体は、先行技術において記載されてきた。Meager ら(1
087) (Hybridoma 6:305-311)には、組換えTNFαに対するマウスのモノクロナール抗体が
記載されている。Shimamoto ら(1988)(Immunology Letters 17:311-318)には、マウス体
内でのエンドトキシンショックの予防に、TNFαに対するマウスモノクロナール抗体を使
用することが記載されている。
【００１９】
　米国特許公開公報第US5919452号には、抗TNFαキメラ抗体、及びTNFαの存在に関連す
る病態の治療におけるその使用が記載されている。
　RA及びクローン病の治療における抗TNFα抗体の使用は、Feldmanら(1998) (Transplant
ation Proceedings 30:4126-4127)、Adoriniら（1997） (Trends in Immunology Today 1
8:209-211)、及びFeldmannら（1997）(Advanced Immunology 64:283-350)で議論されてい
る。このような治療に使用されるTNFαに対する抗体は、一般的に米国特許公開公報第US5
919452号に記載されるようなキメラ抗体である。
【００２０】
　米国特許公開公報第US20003187231号には、少なくとも1の結合特性が改善された非ヒト
CDR領域を有するヒト化抗TNFα抗体が開示されている。更に、国際特許出願国際公開公報
第WO 92/11383には、TNFαに特異的なCDR移植抗体を含む組換え抗体が開示されている。R
ankinら(1995) (British J. Rheumatology 34:334-342)には、RAの治療におけるそのよう
なCDR移植抗体の使用が開示されている。
【００２１】
　国際公開公報第国際公開公報第WO9211383号には、マウスのモノクロナール抗体61E7、h
TNFI、hTNF3又は101.4から得られた、組換えによるTNFα特異的ヒト化CDR移植抗体が開示
され、TNFα関連障害の診断及び／又は治療において、該抗体を産生及び使用することを
教示している。
【００２２】
　最近初めて市販されたTNFα特異的阻害剤の中でも、TNFαに対するマウス-ヒトキメラ
モノクロナール抗体(インフリキシマブ(infliximab)、レミケード(Remicade（商標）、セ
ントコア社（Centocor Corporation）／ジョンソン・エンド・ジョンソン(Johnson & Joh
nson))は、RAの治療における臨床的な有効性を示した (Elliottら（1994）, Lancet 344:
1105-1110; Maniら(1998), Arthritis &. Rheumatism 41: 1552-1563)。インフリキシマ
ブ(infliximab)はまた、炎症性腸障害であるクローン病の治療に臨床的な有効性も示した
(Baertら、(1999)、Gastroenterology 116: 22-28.)。
【００２３】
　米国特許公開公報第US22002037934号には、インフリキシマブ(infliximab)等の抗TNFα
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抗体の投与による肝炎の治療が開示されている。
　米国特許公開公報第US6428787号には、インフリキシマブ(infliximab)、CDP571及びD2E
7を含む抗TNF抗体による、神経性のTNFα関連疾患の治療が教示されている。
【００２４】
　ヒト抗TNFαモノクロナール抗体（アボット（Abbott）社）であるD2E7 (アダリムマブ(
Adalimumab))は、RA及びクローン病を治療するために開発された(国際公開公報第国際公
開公報第WO9729131号)。セルテック（Celltech）社は、クローン病を治療するための抗TN
Fαヒト化モノクロナールIgG4抗体であるCDP571 (欧州特許公開公報第EP0626389号)、及
びRAを治療するための抗TNFαヒト化モノクロナール抗体断片であるCDP870を開発してい
る。局所性障害の治療のために該抗体を局所投与することは、米国特許公開公報第US2003
185826号に開示されている。
【００２５】
　多くの一本鎖抗体(scFvs)は、特に、高い結合能力を得るために、例えばファージディ
スプレイ又はリボソームディスプレイ等の技術を用いて容易に選択できることから、多く
の異なる抗原に対して生成された。更に、scFv抗体は、治療用の完全長を有する抗体の産
生と比較して、より低いコストを伴う微生物系―において産生され得る。
【００２６】
　従来の細胞外及びインビトロでの用途に加えて、scFvsはまた細胞内での用途に対して
もうまく使用されており(Wornら、 2000, JBC, 28;275 (4) :2795-2803; Auf der Maurら
. 2002, JBC, 22;277 (47) : 45075-45085; Stocks MR, 2004, Drug Discov Today. 15; 
9 (22) : 960-966)、故に、細胞内抗原に対するscFvsが開発された。一般に、機能性scFv
sの細胞内発現は、その不安定性、不溶性及び凝集体を形成する傾向により制限される。
この理由から、細胞内の環境（例えば、核、細胞質）に典型的な還元性条件下で、特に可
溶性で安定なscFv抗体に対するインビボでのスクリーニング系は、所謂「品質管理」スク
リーニングを用いてうまく開発され(国際公開公報第WO0148017; Auf der Maur ら(2001),
 FEBS Lett. 508:407-412; Auf der Maurら(2004), Methods 34:215-224)、このような目
的のために、特に安定で可溶性のscFvフレームワーク配列の同定に至った(国際公開公報
第WO03097697)。更に、これらのフレームワークは、著しい発現レベルを示し、細胞外環
境における自然な、酸性条件下でも、向上した安定特性及び可溶特性を示す。故に、これ
らの好ましい生物物理学的及び生化学的特性は、好ましい高い産生収率へと転換し、特異
的な抗原に対するものであったこれらの抗体断片を、特定の治療分野におけるタンパク質
療法として局所的に及び／又は全身的に投与可能にする。完全長の抗体とは対照的に、sc
Fv抗体及びFab断片の両方は、例えばナチュラルキラー細胞等の単球のFcレセプターによ
り認識されるFc部分を欠くため、これらは、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害を誘起せず、
よって非標的細胞上のFcレセプターへの結合による非特異的な毒性を誘発しない。
【００２７】
　従って、現在RA等のTNFα関連障害の治療、特に、副作用の程度が低い、局所投与によ
り持続性があり、制御された治療法を提供可能な治療のための抗体について、新たな有効
な形態に対する要求が存在する。本発明は、関節炎及び他のTNFα媒介性障害の炎症過程
、又は病理学的メカニズム、特に種々の形態の痛みに対する、有効且つ継続的な治療のた
めの抗体、組成物及び方法を提供する。
　本発明で引用される全ての刊行物及び参考文献は、その全体が参照により本明細書に含
まれる。
【発明の開示】
【００２８】
　よって、本発明の一般的な目的は、インビトロ及びインビボでTNFαに特異的に結合す
る安定な可溶性抗体及び抗体誘導体を提供することにある。好ましい態様においては、該
抗体誘導体は、scFv抗体又はFab断片である。
【００２９】
　本発明のこれらの及び更なる目的を実行するために（本明細書の記載につれて、より容
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易に明らかになるものであるが）、前記の抗体及び抗体誘導体は、配列番号１に示される
配列若しくは配列番号１に示される配列から誘導される配列から成る軽鎖可変領域が、配
列番号２に示される配列若しくは配列番号２に示される配列から誘導される配列から成る
重鎖可変領域と結合されたものを含むという特徴により明らかにされ、ここで、前記配列
が誘導された配列の場合には、該配列は、前記VL領域のフレームワーク中に最大で５個の
変異を有し及び／又は前記VH領域のフレームワーク中に最大で９個の変異を有する。
【００３０】
　本発明の好ましい態様は、前記抗体及び抗体誘導体であり、ここで1又は２以上のアミ
ノ酸の変異が、フレームワーク内のいずれかの位置、好ましくはVL領域の第4番目、第46
番目、第65番目、第67番目、第70番目及び第83番目の位置から成る群から選択される1又
は２箇所以上の位置、及び／又はVH領域の第11番目、第16番目、第28番目、第43番目、第
48番目、第68番目、第70番目、第71番目、第72番目、第73番目、第76番目、第77番目、第
79番目、第93番目及び第112番目の位置から成る群から選択される1又は２箇所以上の位置
に導入される。より好ましくは、少なくとも1の変換が、VLのための配列番号3に、VHのた
めの配列番号４に存在するアミノ酸に至り、更に好ましくは、全体で最大１３箇所の変換
が存在する。
【００３１】
　最も好ましくは、前記抗体及び抗体誘導体は、配列番号１に示される配列のVL領域及び
／又は配列番号２に示される配列若しくはこれから誘導されるVH領域、又は配列番号１１
に示される配列のVL領域及び配列番号４に示される配列のVH領域を含む。本発明の抗体の
VH領域が、配列番号１のVL領域を含む場合には、好ましい態様においては、第68番目の位
置のフェニルアラニンがアラニン、ロイシン、イソロイシン又はバリンのいずれかに変異
するように、VH配列が配列番号２から誘導される。VH内での追加的な変異は任意である。
この種のscFv抗体は、配列番号３１、配列番号３３、配列番号３４、配列番号３５、配列
番号３６及び配列番号３７に示される。
【００３２】
　本発明の別の好ましい態様においては、前記抗体又は抗体誘導体は、配列番号１に示さ
れるVL配列及び配列番号２に示されるVH配列を有する抗体から誘導され、配列番号５に示
されるVL配列及び／又は配列番号６若しくは配列番号２５に示されるVH配列の対応するCD
Rに存在する残基に、少なくとも1のCDRにおいて変異される少なくとも1のアミノ酸残基を
含む。
【００３３】
　本発明の一層好ましい態様においては、前記抗体又は抗体誘導体においては、VL CDR2
、VL CDR3、VH CDR2又はVH CDR3から成る群の少なくとも1のCDRが、配列番号５に示され
るVL配列及び／又は配列番号２５若しくは配列番号６に示されるVH配列の対応するCDRに
変換される。
【００３４】
　最も好ましくは、前記抗体又は抗体誘導体は、以下のVL/VH配列の組み合わせを含む。
　配列番号７のVL配列/配列番号２のVH配列
　配列番号８のVL配列/配列番号２のVH配列
　配列番号１のVL配列/配列番号９のVH配列
　配列番号１のVL配列/配列番号２５のVH配列
　配列番号１のVL配列/配列番号２８のVH配列
　配列番号１のVL配列/配列番号２９のVH配列
　配列番号２６のVL 配列/配列番号３０のVH配列
　配列番号２７のVL 配列/配列番号３０のVH配列
【００３５】
　別の好ましい態様においては、本発明の抗体又は抗体誘導体は、ヒトTNFαに対する特
異性を有する。好ましくは、抗原結合は、≒100nM以下のKdにより特徴付けられる。更に
好ましくは、10nM以下のKdを有する抗体であり、最も好ましくは、1nM以下のKdを有する
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抗体である。
【００３６】
　本発明の抗体誘導体は、例えばFc融合体、毒素融合体、酵素活性との融合体、ミニボデ
ィー(minibodies)、二重特異性抗体（diabodies）、直鎖状抗体、一本鎖抗体、二重特異
性抗体断片、特にscFv及びFab断片等の異なる型である。
【００３７】
　本発明の別の好ましい目的は、そのVL領域及びVH領域がリンカー、好ましくはVL-リン
カー-VHという配列構成で結合されるscFvである。より好ましくは該リンカーは配列番号
１０に示される配列を有する。
【００３８】
　本発明の別の好ましい目的は、配列番号４０から誘導されるscFv抗体(TB-A)である。こ
のような抗体は変異導入により得ることができ、いずれかのフレームワーク、CDR及び／
又はリンカー配列に3個以下の突然変異を含む。好ましくはscFv抗体は、配列番号２０、
配列番号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号３１、配列番号３
２、配列番号３３、配列番号３４、配列番号３５、配列番号３６、配列番号３７又は配列
番号３８に示される配列を有する。
【００３９】
　本発明の別の好ましい目的は、ヒトIgκ（カッパ）鎖の定常領域に融合したVL領域、及
びヒトIgGのCH1領域に融合したVH領域を含むFab断片であり、これにより２本の融合ポリ
ペプチドが、鎖間のジスルフィド架橋により連結される。
【００４０】
　更に別の局面においては、本発明の抗体又は抗体誘導体、例えば抗体断片は、標識され
ているか化学的に修飾されている。
　本発明は、本発明のいずれかの抗体又は抗体誘導体をコードするDNA配列、並びに該DNA
配列を含むクローニングベクター又は発現ベクターをも提供する。更に、該DNA配列で形
質転換された適切な宿主細胞が提供され、これは優先的には、大腸菌、酵母菌又は哺乳動
物細胞である。
【００４１】
　更には、本発明の抗体又は抗体誘導体を産生するための方法であって、該抗体又は抗体
誘導体の合成を可能にする条件下において、前記抗体又は抗体誘導体のいずれかをコード
するDNAで形質転換された宿主細胞を培養し、該培養物から該分子を回収することを含む
方法が提供される。好ましくは、該方法は、大腸菌から精製されたscFv抗体又はFab断片
を提供する。
【００４２】
　本発明の別の局面は、本発明により提供される抗体又は抗体誘導体を、インビトロ診断
のための診断用具及び／又は医薬として使用することである。この使用は、任意のTNFα
関連障害において特に好ましい。
【００４３】
　本発明はまた、本発明の抗体又は抗体誘導体を、薬剤的に許容できる担体、希釈剤又は
賦形剤と共に含む組成物を包含し、該組成物はTNFα関連疾患の治療のための薬物として
使用される。
【００４４】
　更なる特徴においては、本発明は、本発明の抗体又は抗体誘導体を、好ましくはTNFα
に特異的な抗体又は抗体誘導体ではない第２の化合物と共に含む配合剤を提供する。
【００４５】
　本発明の更に別の特徴においては、本発明のscFv抗体をコードするDNA配列を含むベク
ターが遺伝子治療のために使用される。
【００４６】
　TNFα関連疾患の治療は、TNFαと抗体又は抗体誘導体の強い相互作用によるTNFαのブ
ロッキングにより達成される。好ましくは、自己免疫性障害、急性又は慢性炎症症状、癌
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関連疾患、疼痛、神経障害及び神経変性障害、感染性疾患及び心血管疾患の治療が想定さ
れる。
【００４７】
　以下に詳述される本発明及びその目的の記載を考慮すれば、本発明がよりよく理解され
、上記の説明以外の目的が明らかになるであろう。このような記載において、添付図面を
参照する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４８】
　所謂「品質管理」スクリーニング(国際公開公報第WO0148017号)において同定されるフ
レームワークを含む抗体又は抗体誘導体が、一般的に高い安定性及び／又は溶解性により
特徴付けられ、それ故にTNFαの中和等の細胞外での用途においても有用であることが見
出された。本発明は、TNFαを特異的に認識してこれに結合し、それ故にインビボでTNFα
の機能をブロックするのに適する、高い安定性及び溶解性により特徴付けられる抗体又は
抗体誘導体を提供する。該抗体又は抗体誘導体は、欧州特許公開公報第EP1479694号に開
示される、その抗原結合部位とは独立した、特に安定で可溶なフレームワークを有する抗
体を得るための「品質管理(quality control)」スクリーニングから得られた特別なフレ
ームワークにより特徴付けられる。スクリーニングで使用されるフレームワークがヒト抗
体フレームワークである場合には、これらは、ヒトへの適用に関して非免疫原性のフレー
ムワークとして考えられる。本発明の抗体のCDRは、ヒトTNFαに高い親和力(Kd = 0.4 nM
)で特異的に結合し、TNFαのレセプターへの結合をブロックできる、マウスモノクロナー
ル抗体Di62（Doringら、1994年）のCDRと同一であるか、又はこれから誘導される。更に
、Di62は、マウスL929細胞内でのヒトTNFα誘導性細胞毒性を阻害する。未決定の抗原結
合特性を有し明らかに最適なヒトレセプターフレームワーク上に、マウス抗体からCDRを
移植する分かりやすい工程であって、該フレームワークが配列番号５に示されるVL配列及
び配列番号６に示されるVH配列を有し、該配列が、(GGGGS)4リンカー（配列番号１０）に
より連結されるような工程により、以下の配列を有するscFv抗体を結果として生じ、
【００４９】
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKRLIYSAFNRYTG
VPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTHYGMNWVRQAPGQ
GLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARER
GDAMDYWGQGTLVTVSS (配列番号３+配列番号１０+配列番号４)
【００５０】
前記scFv抗体はTB-Bと称される。TB-Bは、タンパク質発現において良好な収率を示すが（
図３ａ）、TNFαに特異的に結合できなかった（図４ａ）。
【００５１】
　故に、(i)TNFαへ結合するために十分に特異的であり、(ii)効率的な産生及び精製を可
能にし、インビボでTNFαをブロックするために十分に可溶性であり、(iii)迅速な劣化を
被ることなく医薬として有用であるために十分安定であり、及び、(iv)十分に非免疫原性
である、抗体又は抗体誘導体を得るために、最高の可溶性と最高の抗原結合特性との間の
折衷が、フレームワークとCDRを変更させることにより探求された。本発明は、基準(i-iv
)の組み合わせについて最適化されたVL及びVHのための配列を提供する。(GGGGS)4リンカ
ーにより該VH（配列番号２）に連結した該VL（配列番号１）を含むscFv抗体は、TB-Aと称
される。TB-Aの配列は、配列番号４０に示される。この抗体は、依然として適度に安定且
つ可溶であり、大腸菌から発現され精製された場合、良好な収率を与え（図３Ａ）、また
凝集することがない（図3B）。TNFαに対するその結合特性は優れており、0.8 mMのKdを
有する。
【００５２】
　本発明は、様々な方法でTB-Aに存在する配列から誘導されるVL及びVH配列をも開示する
。まず第一に、VLのフレームワーク中で５箇所までの位置、及び／又はVHのフレームワー
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ク中で９箇所までの位置での点変異、特に、該フレームワークをよりTB-Bに類似させる、
即ち、VLについては配列番号３に、VHについては配列番号４に類似させる点変異が、許容
可能であることが見出された。(GGGGS)4リンカーにより連結された配列番号１１に示され
る配列のVL領域と配列番号４に示される配列のVH領域を含むscFv抗体は、VLの第46番目の
位置においてのみ、TB-Bと異なることから、TB-B R46Lと称される。TB-Bとは対照的に、
この抗体は依然として、TNFαに対する良好な結合特性(Kd≒100nM)を示す。これは、TB-A
に対するTB-B R46Lにおける変異の数が、可変領域フレームワークにおける変異のおおよ
その上限を表わすことを示唆する。
【００５３】
　本発明の好ましい態様においては、１箇所の又は２箇所での点変異のみが、TB-AのVL及
び／又はVHフレームワークに導入される。変異のための好ましいフレームワーク残基は、
VLについては第4番目、第46番目、第65番目、第67番目、第70番目及び第83番目の位置で
あり、VHについては第11番目、第16番目、第28番目、第43番目、第48番目、第68番目、第
70番目、第71番目、第72番目、第73番目、第76番目、第77番目、第79番目、第93番目及び
第112番目の位置である。該位置は、配列表の番号付けに従って番号付けがなされている
。アミノ酸の置換は、「保存的」であるか、又は置換されるアミノ酸がTB-B配列に存在す
る対応するアミノ酸とより類似するものであるか、若しくは、好ましくは、これと同一で
あることが好ましい。例えば、TB-A中のVHのA76は、TB-B中に存在するようにI76に変異さ
れてもよいが、類似する側鎖を有する別のアミノ酸、即ち、V又はL等の非極性側鎖を有す
るアミノ酸に変異されてもよい。これが、「保存的」アミノ酸置換の例である。本発明で
使用されるような「保存的」置換に適する類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリー
は、当該技術において、塩基性側鎖(K, R, H)、酸性側鎖(D, E) 、非帯電性極性側鎖(Q, 
N, S, T, Y, C)、非極性側鎖(G, A, V, L, I, P, F, M, W)、β-分枝側鎖(T, V, I)及び
芳香族側鎖(Y, F, W, H)を含むものとして定義されている。好ましい保存的変異は、VがF
(配列番号２６)又はA (配列番号２７)のいずれかに変異する、VLの第83番目の位置での変
異である。しかし、配列番号３２においては、VL中の非保存的変異はV83Eであり、これは
CDRl中の変異、即ちN31Dー、及びVH中のV79Aと組み合わされる。別の特別なTB-A変異体は
、第２番目の位置でGを置換したRを有するリンカーによりVLに結合されたVH中に保存的F6
8L置換を有する配列番号３３の変異体である。
【００５４】
　特に好ましい単一アミノ酸置換は、VL中ではR65S又はY67Sであり、VH中ではK43Q、又は
F68のV、L若しくはAへの置換である。特に好ましい二重変異は、VH中のF70L/L72R又はA76
I/S77Gである。前記変化を有するTB-A 配列を含んだScFv抗体は、L929細胞中でのTNFα 
誘導性細胞毒性を阻害する。これらのいくつかの結果を図５Ｂに示す。これらの配列は以
下の通りである：
【００５５】
　配列番号１８ = TB-A H_K43Q (TB-A H43)
　配列番号１９ = TB-A H_F68V (TB-A H68)
　配列番号２０ = TB-A H_F70L/L72R (TB-A H70/72)
　配列番号２１ = TB-A H_A76I/S77G (TB-A H76/77)
　配列番号２２ = TB-A L_L46R (TB-A L46) 
　配列番号２３ = TB-A L_R65S (TB-A L65)
　配列番号２４ = TB-A L_Y67S (TB-A L67)
【００５６】
　好ましい態様においては、上述したあらゆるVH領域を、上述したあらゆるVL領域と組み
合わせることができる。
【００５７】
　本発明の別の好ましい態様においては、TB-A及びTB-BのVL及びVH領域は、TB-A のVL領
域(配列番号１)がTB-B のVH領域(配列番号４)と組み合わされ、又はTB-B のVL領域(配列
番号４)がTB-A のVH領域(配列番号２)と結合されるように混合される。特に好ましい態様
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においては、scFvにおいて得られた該シャフルされた型は、配列番号１０に示される配列
の(GGGGS)4リンカーに連結され、それぞれscFv抗体TB-AB (配列番号１２)又はTB-BA (配
列番号１３)を生じる。該(GGGGS)4リンカーは、該抗体をより可溶性にするような、グリ
シンをより親水性の、即ち、極性の、又は帯電性のアミノ酸にするアミノ酸置換を有する
ことが可能である。これらの型の内、配列GRGGS- (GGGGS)3 (配列番号３９)を有するもの
が好ましい。
【００５８】
　TB-B様配列のVL又はVH領域を、TB-A様配列のVH又はVL領域と組み合わせることは本発明
の範囲内にあるが、ここで、TB-B/TB-A様とは、その配列が他の配列よりもTB-B/TB-Aに近
似していることを意味する。
【００５９】
　本発明の更に別の好ましい態様においては、１又は２以上のアミノ酸が、TB-Aの VL及
び／又はVH配列を有するCDR領域において変異され、VLの配列番号5及び／又はVHの配列番
号6若しくは配列番号25で示される選択された配列中に存在する対応するアミノ酸に一致
することになる。特に好ましいのは、VLのCDR (VL CDR2 若しくはVL CDR3)及び／又はVH
のCDR (CDR2若しくはCDR3) の１つにおける変異であり、最も好ましいのは、各々配列番
号7若しくは配列番号8で示されるVL配列、及び／又は配列番号25若しくは配列番号9で示
されるVH配列に至る変異である。
【００６０】
　本発明の別の好ましい態様においては、配列番号26若しくは配列番号27で示されるVL配
列は、配列番号30で示されるVH配列と結合される。本発明の更に別の好ましい態様におい
ては、配列番号1で示されるVL配列は、配列番号28若しくは配列番号29で示されるVH配列
と結合される。
　一般的に、開示された任意のVL配列は、開示された任意のVH配列と結合されても良い。
【００６１】
　本発明の目的は、抗体及び抗体断片であり、特にVL若しくはVHポリペプチド、一本鎖抗
体(scFv)又はFab断片である。scFv抗体の場合には、選択されたVL領域が、選択されたVH
領域に、可動性リンカーによりいずれの配向で連結されていてもよい。最先端の適切なリ
ンカーは、GGGGSの反復アミノ酸配列又はその変異体から構成される。本発明の好ましい
態様においては、配列番号10に示される(GGGGS)4リンカー、又は配列番号39に示されるそ
の誘導体が使用されるが、1-3反復の変異体もまた可能である(Holligerら(1993), Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448)。本発明で使用できる他のリンカーは、Alfthanら(
1995), Protein Eng. 8:725-731、Choiら(2001), Eur. J. Immunol. 31:94-106、Huら. (
1996), Cancer Res. 56:3055-3061, Kipriyanovら. (1999), J. MoI. Biol.293:41-56、
及びRooversら. (2001), Cancer Immunol. Immunother. 50:51-59. に記載されている。
【００６２】
　Fab断片の場合には、選択された軽鎖可変領域VLはヒトIgκ鎖の定常領域に融合され、
一方適切な重鎖可変領域VHはヒトIgGの第１（N末端）定常領域CH1
に融合される。本発明の典型的な態様においては、ヒトCκ領域は配列番号１４に示され
る配列を有し、Fab断片の構成に使用されるCH1領域は配列番号１５に示される配列を有す
る。図２は、Fab断片の例を示し、その中では、VL領域がヒトκ定常領域に直接連結して
、以下の配列に至り、
【００６３】
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTG VPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQ
PEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEIKRTVAAPS  VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWVDNALQSGN
SQESVTEQDSKDST YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
 (配列番号ｌ+配列番号１４) 
　及び、VH領域が第１の定常領域(CH1)に融合され、以下の配列に至るように、TB-AのVL
及びVH領域が使用される。
【００６４】
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGE PTYADKFKDRFTFSLETSASTV
YMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVT VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFSEPVTVSW
NSGALTSGVHTFP AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCTS
 (配列番号２+配列番号１５)
【００６５】
　C末端においては、鎖間のジスフフィド架橋が２つの定常領域の間に形成される。
　本発明の抗体又は抗体誘導体は、0.8-10000 nMの範囲の解離定数KdでヒトTNFαに対す
る親和性を有し得る。本発明の好ましい態様においては、Kdは10nM以下である。抗原に対
する抗体の親和性は、適切な方法(Berzofskyら. 「抗体-抗原相互作用（Antibody-Antige
n Interactions）」, in Fundamental Immunology, Paul, W.E.編集, レイヴン出版（Rav
en Press）: ニューヨーク市, ニューヨーク州(1992); Kuby, J. 「免疫学（Immunology
）」, W.H.フリーマン・アンド・カンパニー社（W. H. Freeman and Company）: ニュー
ヨーク市, ニューヨーク州) 、及びその中に記載された方法を用いて実験的に測定するこ
とができる。
【００６６】
　本発明の１つの局面においては、抗体又は抗体誘導体、特にscFv又はFab断片は、標識
される。TNFα特異的抗体又は抗体誘導体の検出可能な標識は、 これらを、当業者に周知
の方法である酵素免疫測定法(EIA)又は酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)において使用され
る酵素に結合させることで実現される (例えば、「免疫学における最新プロトコル（Curr
ent Protocols in Immunology）」, Coliganら.編集, ジョン・ワイリー・アンド・サン
ズ社（John Wiley & Sons）, 2005) 。
【００６７】
　TNFα-特異性抗体又は抗体誘導体を放射性標識することにより、放射性免疫測定法(RIA
) の使用によりTNFαを検出することが可能である(例えば Workら , 「分子生物学におけ
る実験技術及び生化学（Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biolog
y）」, ノース・ホーランド出版社（North Holland Publishing Company）, ニューヨー
ク州 (1978)を参照)。放射性同位体は、γカウンター若しくはシンチレーションカウンタ
ーの使用、又はオートラジオグラフィーにより検出できる。特に有用な同位体は、3H、13

1I、35S、14Cであり、好ましくは125Iである。
【００６８】
　本発明の抗体又は抗体誘導体は、フルオレセイン、イソチオシアネート、ローダミン、
フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン, o-フトアルデヒド(o-phthald
ehyde)及びフルオレサミン等の蛍光標識化合物、又はルミノール, イソルミノール、 テ
ロマチックアクリジニウムエステル(theromatic acridinium ester)、イミダゾールアク
リジニウム塩及びシュウ酸エステル等の化学発光化合物で標識することもできる。
【００６９】
　標識及び検出手順は当業者に周知である。例えば、それらは「抗体の使用：実験マニュ
アル：携帯型プロトコル（Using Antibodies : A Laboratory Manual: Portable Protoco
l）」 NO. I (Harlow, E.及びLane, D., 1998)から入手可能である。
【００７０】
　本発明の標識された抗体又は抗体誘導体は、診断目的、特に患者から取り出された生物
サンプル中のTNFαの検出に有用である。例えば血液、血清、リンパ液、尿、炎症性滲出
液、脳脊髄液、羊膜液、組織抽出物若しくは破砕物等のような体液、又はインサイチュで
検出するための組織学的標本等のTNFαを含有するあらゆるサンプルが使用できる。
【００７１】
　製剤（Pharmaceutical preparations）
　定義：　「医薬製剤」という用語は、抗体又は抗体誘導体の生物活性が明確に有効とな
る形態にあり、該製剤が投与される対象にとって有毒な、追加成分を含まない製剤を指す
。「薬剤的に許容される」賦形剤（媒体、添加剤）とは、対象哺乳動物に投与されること
で用いられる有効成分の有効量が適度に与えられるようになるものである。
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【００７２】
　「安定な」製剤とは、その中の抗体又は抗体誘導体が、保存の際、本質的にその物理的
安定性及び／又は化学的安定性及び／又は生物活性を保持するものである。タンパク質の
安定性を測定する種々の分析法が当該技術分野において利用可能であり、これらは例えば
「ペプチド及びタンパク質のドラッグデリバリー（Peptide and Protein Drug Delivery
）」、p.247-301、Vincent Lee 編集、Marcel Dekker社、ニューヨーク市、ニューヨーク
州、1991年出版、及びJones, A.による「高度ドラッグデリバリーレビュー（Adv. Drug D
elivery Rev.）10」p.29-90（1993）において概説されている。安定性は、選択された温
度で選択された期間測定することができる。好ましくは、製剤は、室温（約30℃）若しく
は40℃で少なくとも1ヶ月安定であり、そして／又は約2から8℃で少なくとも1年間、少な
くとも2年間安定である。更に、製剤は、好ましくは、凍結（例えば、-70℃まで）融解を
行なった後安定である。
【００７３】
　色及び／若しくは透明度の外観検査の際に、又は、紫外線光散乱若しくはサイズ排除ク
ロマトグラフィーにより測定される凝集、沈殿及び／又は変性の徴候を示さない場合、抗
体又は抗体誘導体は、医薬製剤において、「その物理的安定性を保持する」。
【００７４】
　ある時点での化学的安定性が、以下に規定される生物活性をタンパク質がなお保持して
いると考えられるようなものである場合、抗体又は抗体誘導体は、医薬製剤において、「
その化学的安定性を保持している」。化学的安定性は、化学的に変化したタンパク質を検
出して定量することにより評価することができる。化学的変化（chemical alteration）
は、例えばサイズ排除クロマトグラフィー、SDS-PAGE及び／又はマトリックス支援レーザ
ー脱離イオン化法／飛行時間質量分析法（MALDI/TOF MS）を用いて評価することのできる
大きさの変化(例えば、クリッピング（clipping）)を伴ってもよい。他種の化学的変化（
alter）には、例えば、イオン交換クロマトグラフィーにより評価することのできる荷電
変化（例えば、アミド分解の結果として起こる）を含む。
【００７５】
　ある時点での抗体の生物活性が、例えば、抗原結合アッセイで測定されるた、医薬製剤
が調製された時に示され、生物活性の約10%以内（アッセイの誤差の範囲内）にある場合
、抗体又は抗体誘導体は、医薬製剤において、「その生物活性を保持している」。抗体の
ための他の「生物活性」アッセイは、以下で詳細に説明される。
【００７６】
　「等張液」とは、対象となる製剤が実質的にヒトの血液と等浸透圧であることを意味す
る。等張製剤は一般的に約250から300 mOsmの浸透圧を有する。等張性は、例えば蒸気圧
法又は氷点降下法による浸透圧計を用いて計測することができる。
【００７７】
　「ポリオール」とは、複数の水酸基を有する物質であり、糖（還元及び非還元糖）、糖
アルコール及び糖酸を含む。ここで、好ましいポリオールは、約600 kD未満（例えば、約
120から約400 kDの範囲）の分子量を持つ。「還元糖」は、金属イオンを還元することが
でき、又はタンパク質中のリジン及び他のアミノ基と共有結合的に反応することができる
ものであり、「非還元糖」は、還元糖のこれらの特性を有しないものである。還元糖の例
として、フルクトース、マンノース、マルトース、ラクトース、アラビノース、キシロー
ス、リボース、ラムノース、ガラクトース、及びグルコースが挙げられる。非還元糖の例
として、スクロース、トレハロース、ソルボース、メレジトース及びラフィノースが挙げ
られる。マニトール、キシリトール、エリスリトール、トレイトール、ソルビトール及び
グリセロールは糖アルコールの例である。糖酸に関しては、L-グルコン酸及びその金属塩
がこれらに含まれる。製剤が凍結溶融において安定であることが望ましい場合、ポリオー
ルは、製剤内での抗体を不安定化する凍結温度（例えば、-20℃）において結晶化しない
ものが好ましい。スクロース及びトレハロースのような非還元糖は、ここで好ましいポリ
オールであり、トレハロースは溶液安定性に優れているため、トレハロースがスクロース
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より好ましい。
【００７８】
　ここで、「緩衝液」とは、その共役な酸・塩基成分の働きにより、pH変化に耐える緩衝
溶液を指す。本発明の緩衝液は、約4.5から約6.0の範囲のpHを有し；好ましくは、約4.8
から約5.5の範囲のpHを有し；最も好ましくは、約の5.0のpHを有する。この範囲にpHを調
節する緩衝液の例には、アセテート（例えば、酢酸ナトリウム）、スクシネート（例えば
、コハク酸ナトリウム）、グルコネート、ヒスチジン、シトレート及び他の有機酸緩衝剤
が含まれる。凍結溶融において安定である製剤が望ましい場合、緩衝剤は、好ましくは、
ホスフェートでない。
【００７９】
　薬理学的な意味において、本発明の文脈では、「治療有効量」の抗体又は抗体誘導体と
は、抗体又は抗体誘導体が治療に効果的な障害の、予防又は治療に有効な量を指す。「疾
患／障害」とは、抗体又は抗体誘導体の治療から利益を得るであろう、あらゆる状態であ
る。これは、哺乳動物を問題の障害に罹患させる病態を含む慢性及び急性の障害又は疾患
を含む。
【００８０】
　「保存剤」とは、製剤に含まれていてよい化合物であり、これにより製剤内での細菌作
用を本質的に減らし、従って、例えば多目的の製剤の製造が容易になるような化合物であ
る。保存剤の例となり得るものとしては、オクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウ
ム、塩化ヘキサメトニウム、塩化ベンズアルコニウム（アルキル基が長鎖化合物である塩
化アルキルベンジルジメチルアンモニウムの混合物）及び塩化ベンゼトニウムが含まれる
。他の種類の保存剤には、フェノール、ブチル及びベンジルアルコールのような芳香族ア
ルコール、メチル又はプロピルパラベンのようなアルキルパラベン、カテコール、レゾル
シノール、シクロヘキサノール、3-ペンタノール並びにm-クレゾールが含まれる。ここで
最も好ましい保存剤はベンジルアルコールである。
【００８１】
　本発明は、少なくとも1つの生理学的に許容される担体又は賦形剤と共に、1又は2種類
以上の抗体又は抗体誘導体化合物を含む医薬組成物をもまた提供する。医薬組成物には、
例えば、水、緩衝液（例えば、中性緩衝食塩水若しくはリン酸緩衝食塩水）、エタノール
、鉱油、植物油、ジメチルスルホキシド、炭水化物(例えば、グルコース、マンノース、
スクロース若しくはデキストラン)、マンニトール、タンパク質、アジュバント、ポリペ
プチド若しくはグリシンのようなアミノ酸、酸化防止剤、EDTA若しくはグルタチオンのよ
うなキレート剤及び／又は保存剤の1又は2以上が含まれていてよい。上記のように、他の
有効成分は、ここで提供される医薬組成物に（含まれてる必要はないが、）含まれていて
もよい。
【００８２】
　担体は、多くの場合、化合物の安定性又はバイオアベイラビリティを調節するために、
患者に投与する前に、抗体又は抗体誘導体に結合させてもよい物質である。このような製
剤内に用いられる担体には、一般的に生体適合性であり、そして生分解性があってもよい
。例として、担体には、血清アルブミン（例えば、ヒト又はウシの）、卵アルブミン、ペ
プチド、ポリリジン、並びにアミノデキストラン及びポリアミドアミンのような多糖とい
った一価又は多価の分子が含まれる。担体には、例えばポリラクテート、ポリグリコレー
ト、ポリ（ラクチド-コ-グリコリド）、ポリラクテート、ラテックス、スターチ、セルロ
ース又はデキストランを含むビーズ及びマイクロ粒子のような固体支持物質も含まれる。
担体には、共有結合（直接又はリンカー基を介してのいずれか）、非共有結合性相互作用
、又は混合を含む種々の状態で化合物が含まれていてよい。
【００８３】
　医薬組成物は、例えば、局所投与、経口投与、経鼻投与、直腸投与又は非経口投与を含
む、あらゆる適切な方法によって処方することができる。特定の態様おいては、経口で用
いるのに適した形態にある組成物が好ましい。このような形態には、例えば、丸剤、錠剤



(16) JP 5089582 B2 2012.12.5

10

20

30

40

50

、トローチ剤、ロゼンジ、水性若しくは油性の懸濁剤、分散性粉剤若しくは分散性顆粒剤
、エマルジョン、硬カプセル剤若しくは軟カプセル剤、又はシロップ剤若しくはエリキシ
ル剤が含まれる。更に他の態様において、ここで提供された組成物は凍結乾燥物として処
方してもよい。ここで用いられる「非経口」と言う用語には、皮下注射、皮内注射、血管
内(例えば、静脈内)注射、筋肉内注射、脊髄注射、頭蓋内注射、クモ膜下腔注射及び腹腔
内注射、並びに、同様のあらゆる注射又は浸剤の手法が含まれる。
【００８４】
　経口投与用の組成物は、医薬組成物の製造のための当該技術分野で公知のあらゆる方法
に従って調製することができ、訴求力があり、味のよい製剤を提供するために、甘味剤、
香料、着色剤、及び保存剤のような剤を1種類又は2種類以上含んでいてよい。錠剤には、
その製造に適した、生理学的に許容可能な賦形剤と混合された有効成分を含んでいてよい
。このような賦形剤には、例えば、不活性の希釈剤(例えば、炭酸カルシウム、炭酸ナト
リウム、ラクトース、リン酸カルシウム又はリン酸ナトリウム)、造粒剤及び崩壊剤（例
えば、コーンスターチ又はアルギン酸）、結合剤（例えば、デンプン、ゼラチン又はアラ
ビアゴム）並びに潤滑剤(例えば、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸又は滑石)が
含まれる。錠剤はコートされていなくてもよく、又は、胃腸管における分解及び吸収を遅
らせるために公知の手法によりコートされてもよく、これにより、より長期間の持続作用
が提供される。例えば、グリセリルモノステアレート又はグリセリルジステアレート等の
遅延物質を用いることができる。
【００８５】
　経口投与用の製剤は、有効成分が不活性な固体希釈剤（例えば、炭酸カルシウム、リン
酸カルシウム又はカオリン）と共に混合された硬ゼラチンカプセル、又は有効成分が水又
は油媒体（例えば、ピーナツオイル、流動パラフィン又はオリーブオイル）と共に混合し
た軟ゼラチンカプセルとして提供されてもよい。水性懸濁液には、水性懸濁液の製造に適
した賦形剤と混合された抗体又は抗体誘導体が含まれる。このような賦形剤には、懸濁剤
(例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、ヒドロプロピル
メチルセルロース、アルギン酸ナトリウム、ポリビニルピロリドン、トラガカントゴム及
びアラビアゴム)；及び分散剤又は湿潤剤(例えば、レシチンのような天然のホスファチド
、ステアリン酸ポリオキシエチレンのようなアルキレンオキシドと脂肪酸との縮合物、ヘ
プタデカエチレンオキシセタノールのようなエチレンオキシドと長鎖脂肪族アルコールと
の縮合物、ポリオキシエチレンソルビトールモノオレエートのようなエチレンオキシドと
脂肪酸及びヘキシトールから誘導される部分エステルの縮合物、又はポリエチレンソルビ
タンモノオレエートのようなエチレンオキシドと脂肪酸及びヘキシトール無水物類から誘
導された部分エステルの縮合物)が含まれる。水性懸濁液には、例えばエチル又はn-プロ
ピル p-ヒドロキシ安息香酸のような1種類又は2種類以上の保存剤、1種類又は2種類以上
の着色剤、1種類又は2種類以上の香料、及び1種類又は2種類以上のスクロース又はサッカ
リンのような甘味剤が含まれていてもよい。シロップ剤及びエリキシル剤はグリセロール
、プロピレングリコール、ソルビトール又はスクロースのような甘味剤と共に処方してよ
い。このような製剤には、1種類又は2種類以上の粘滑薬、保存剤、香料、及び／又は着色
剤も含まれていてよい。
【００８６】
　油性懸濁液は、植物油（例えば、ラッカセイ油、オリーブ油、ゴマ油、又はココナッツ
油）又は流動パラフィンのような鉱油に有効成分を懸濁させることにより処方することが
できる。油性懸濁液には、蜜蝋、固形パラフィン、又はセチルアルコールのような増粘剤
が含まれていてよい。上記で説明したような甘味剤、及び／又は香料を添加して、味のよ
い経口剤を提供することもできる。このような懸濁液は、アスコルビン酸のような酸化防
止剤の添加により保存されてもよい。
【００８７】
　水の添加による水性懸濁液の調製に適した、分散性粉剤及び分散性顆粒剤は、分散剤又
は湿潤剤、懸濁剤及び1種類若しくは2種類以上の保存剤と混合された有効成分を提供する
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。適切な分散剤又は湿潤剤及び懸濁剤は既に上記で言及したものによって例示される。例
えば、甘味剤、香料、着色剤のような追加的た賦形剤が存在していてもよい。
【００８８】
　医薬組成物は、水中油滴型エマルジョンの形態であってもよい。油層は、植物油（例え
ば、オリーブ油又はラッカセイ油）、鉱油（例えば、流動パラフィン）、又はその混合物
であってよい。適切な乳化剤として、天然のゴム（例えば、アラビアゴム及びトラガカン
トゴム）、天然のホスファチド（例えば、ダイズ、レシチン、及び脂肪酸及びヘキシトー
ルから誘導されるエステル又は部分エステル）、無水物（例えば、ソルビタンモノオレエ
ート）、並びに脂肪酸及びヘキシトールからエチレンオキシドにより誘導される部分エス
テルの縮合物（例えば、ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート）が含まれる。エ
マルジョンには1種類又は2種類以上の甘味剤及び／又は香料が含まれていてもよい。
【００８９】
　医薬組成物は、修飾物質が、使用される媒体及び濃度に依存して、媒体中で懸濁してい
るか溶解しているかのいずれかであるような、滅菌された注射可能な水性又は油性懸濁液
として調製することができる。このような組成物は、上記のような、適切な分散剤、湿潤
剤及び／又は懸濁剤を用いた、公知の技術に従って調製することができる。用いることの
できる許容可能な媒体及び溶媒には、1,3-ブタンジオール、リンガー溶液及び等張性の塩
化ナトリウム溶液がある。更に、滅菌された不揮発性油を、溶媒又は懸濁媒体として用い
てもよい。この目的のために、合成のモノ-又はジグリセリドを含むいずれかの滅菌され
た不揮発性油を用いることができる。更に、オレイン酸のような脂肪酸を、注射可能な組
成物の調製に用いてもよく、局所麻酔薬のようなアジュバント、保存剤及び／又は緩衝剤
が媒体に溶解していてもよい。
【００９０】
　医薬組成物は徐放製剤（例えば、投与後に修飾物質が徐々に放出されるカプセルのよう
な製剤）として処方することができる。このような製剤は、一般に公知の技術を用いて調
製され、例えば、経口、直腸、又は皮下移植、又は所望の目標部位への移植により投与す
ることができる。このような製剤中に用いられる担体には生体適合性があり、また生分解
性があってもよい；好ましくは、該製剤は比較的一定レベルの修飾物質の放出を提供する
。徐放製剤に含まれる抗体及び抗体誘導体の量は、例えば、移植部位、放出速度及び予想
される持続時間、並びに治療又は予防すべき疾患／障害の特性に依存する。
【００９１】
　ここで提供される抗体又は抗体誘導体は、検出可能な程度にTNFαに結合し、TNFαに関
連する疾患／障害を予防又は抑制するために十分な体液濃度を達成する量で、一般に投与
される。ここに記載されているような患者に対する判別可能な利益が結果として得られた
場合、投与量は有効であると考えられる。好ましい全身投与量は1日毎に体重1 kg当たり
約0.1 mgから約140 mgの範囲（1日患者一人当たり約0.5 mgから約7 g）であり、経口投与
では、一般に静脈内での投与量に比べて約5から20倍多い。１回量の剤形を製造するため
の、担体物質と組み合わせてよい可能な抗体又は抗体誘導体の量は、治療される宿主及び
特定の投与方法に応じて異なることになる。投与単位の剤形は一般的に、約1 mgから約50
0 mgの有効成分を含む。
【００９２】
　医薬組成物は、TNF-αに対する抗体又は抗体誘導体に応答性の処置条件用に包装するこ
とができる。包装された医薬組成物は、少なくとも１種類のここに記載された抗体又は抗
体誘導体を有効量保持可能な容器、及び、含まれる組成物が、患者へ投与した後、１種類
の抗体又は抗体誘導体に応答性の疾患／障害を治療するために用いられるものであること
を表示した説明書（例えば、ラベル）が含まれていてもよい。
【００９３】
　本発明の抗体又は抗体誘導体は化学修飾がなされていてもよい。好ましい修飾基はポリ
マーであり、例えば、置換されていてもよい直鎖若しくは分枝鎖のポリアルケン、ポリア
ルケニレン、又はポリオキシアルキレンポリマー又は分枝若しくは直鎖のポリサッカライ
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ドである。このようなエフェクター基はインビボにおける抗体の半減期を増加させること
ができる。合成高分子の特別な例には、置換されていてもよい直鎖又は分枝鎖のポリ（エ
チレングリコール）（PEG）、ポリ（プロピレングリコール）、ポリ（ビニルアルコール
）又はその誘導体が含まれる。特別の天然のポリマーには、ラクトース、アミロース、デ
キストラン、グリコーゲン又はその誘導体を含む。ポリマーのサイズは所望により異なる
が、一般的に、平均分子量が500 Daから50000 Daの範囲にある。抗体が組織を貫通するよ
うに設計された局所投与では、ポリマーの好ましい分子量は、およそ5000 Daである。ポ
リマー分子は抗体に結合させることができ、特にWO0194585に記載されるように、共有結
合的に結合したヒンジペプチドを介してFab断片重鎖のC末端に結合させることができる。
PEG部分の結合に関しては、「ポリ（エチレングリコール）の化学、生命工学及び生命医
学における応用（Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnological and Biomedical 
Applications）」、１９９２年、J. Milton Harris(編集)、Plenum出版、ニューヨーク、
及び「バイオメディカルサイエンスのための生体接合タンパク質カップリング法（Biocon
jugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences）」、１９９８年
、M. Aslam 及びA.Dent著、Grove出版、ニューヨーク、で言及がなされている。
【００９４】
　製剤の調製
　上記のように対象となる抗体又は抗体誘導体の調製を行なった後、これを含む医薬組成
物を調製する。処方される抗体は、先に凍結乾燥を行わず、ここで対象となる製剤は水性
製剤である。好ましくは、製剤における抗体又は抗体誘導体は、scFvのような抗体断片で
ある。製剤に存在する治療に有効な量の抗原は、例えば、所望の投与量及び投与方法を考
慮に入れて決定される。約0.1 mg/mlから約50 mg/ml、好ましくは約0.5 mg/mlから約25 m
g/ml、最も好ましくは2 mg/mlから10 mg/mlが製剤内の抗体の例示的な濃度である。
【００９５】
　水性製剤は、抗体又は抗体誘導体をpH緩衝液に含むように調製される。本発明の緩衝液
は、pHが約4.5から約6.0の範囲であり、好ましくは、約4.8から約5.5の範囲であり、最も
好ましくはpHが約5.0である。この範囲にpHを調節する緩衝液の例には、アセテート（例
えば、酢酸ナトリウム）、スクシネート（例えばコハク酸ナトリウム）、グルコネート、
ヒスチジン、シトレート及び他の有機脂肪酸緩衝液が含まれる。緩衝液の濃度は、約1 mM
から約50 mMであってよく、好ましくは、約5 mMから約30 mMであってよく、これは、例え
ば、緩衝液及び製剤の所望の等張性に依存する。好ましい緩衝液は酢酸ナトリウム（約10
 mM）、pH 5.0である。
【００９６】
　等張化剤（tonicifier）として働き、抗体を安定化することのできるポリオールが製剤
に含まれる。好ましい態様において、抗体若しくは抗体誘導体が沈殿し、及び／又は低pH
において酸化してしまうため、製剤は塩化ナトリウムのような塩を等張化させる量（toni
cifying amount）含まない。好ましい態様において、ポリオールは、スクロース又はトレ
ハロースのような非還元糖である。製剤の所望の等張性に応じて異なってよい量のポリオ
ールが、製剤に加えられる。好ましくは、水性製剤は等張性であり、この場合、製剤にお
けるポリオールの適切な濃度は、例えば、約1%から約15% w/vの範囲にあり、好ましくは
約2%から約10% w/vの範囲にある。しかし、高張又は低張の製剤もまた適している。添加
されたポリオールの量は、ポリオールの分子量に応じて変わってもよい。例えば、ジサッ
カライド（例えば、トレハロース）に比べて、より少ない量のモノサッカライド（例えば
、マンニトール）が加えられてよい。
【００９７】
　抗体又は抗体誘導体製剤に、界面活性剤も添加される。例示的な界面活性剤には、ポリ
ソルベート（例えば、ポリソルベート２０、８０等）、又はポロクサマー（poloxamer）
（例えば、ポロクサマー（poloxamer）188）のような非イオン性界面活性剤が包含される
。添加される界面活性剤の量は、製剤した抗体／抗体誘導体の凝集が減り、そして／又は
製剤における微粒子の形成が最小限となり、そして／又は吸着が減るような量である。例
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えば、界面活性剤は、約0.001%から約0.5%の量で存在してよく、好ましくは、約0.005%か
ら約0.2%の量で存在してよく、そして最も好ましくは、約0.01%から約0.1%の量で存在し
てよい。
【００９８】
　１つの態様において、製剤は、上記で規定した物質（即ち、抗体又は抗体誘導体、緩衝
液、ポリオール及び界面活性剤）を含み、そして、ベンジルアルコール、フェノール、m-
クレゾール、クロロブタノール及び塩化ベンゼトニウムのような、1種類又は2種類以上の
保存剤を実質的に含有しない。別の態様において、特に、製剤が複数回投与性（multidos
e）の製剤である場合、保存剤が製剤に含まれていてよい。保存剤の濃度は、約0.1%から
約2%の範囲であり、最も好ましくは、約0.5%から約1%の範囲である。レミントン薬学第２
１版（Remington’s Pharmaceutical Sciences 21st edition）、Osol, A. 編集.（2006
年）に記載されてるような、１種類又は２種類以上の他の薬剤的に許容される担体、賦形
剤又は安定剤が、製剤の所望の特性に悪影響を及ぼさないという条件の下で、製剤に含ま
れていてよい。許容される担体、賦形剤又は安定剤は、使用される投与量及び濃度におい
て、レシピエントにとって無毒であり、更なる緩衝剤；共溶媒；アスコルビン酸及びメチ
オニンを含む抗酸化剤；EDTAのようなキレート剤；金属錯体（例えば、亜鉛-タンパク質
錯体）；ポリエステルのような生分解性ポリマー；及び／又はナトリウムのような塩形成
対イオンを含む。
【００９９】
　インビボ投与に用いられる製剤は滅菌されていなければならない。これは、製剤の調製
の前又は後に、滅菌ろ過膜を通すろ過により容易に実現される。
【０１００】
　製剤の投与
　製剤は、抗体による治療を必要とする哺乳動物、好ましくはヒトに、静脈内一括投与若
しくは一定期間にわたる継続的点滴、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑膜内
、クモ膜下腔内、経口、局所又は吸入等の経路による公知の方法に従って、投与される。
好ましい態様において、製剤は静脈内投与により哺乳動物に投与される。このような目的
のため、製剤は例えばシリンジを用いて、又はIVラインを通して注射されてよい。
【０１０１】
　抗体の適切な投与量（治療に有効な量）は、例えば、治療すべき病状、病状の重症度及
び経過、抗体が予防目的で投与されるか又は治療目的で投与されるか、治療歴、患者の病
歴及び抗体に対する応答、用いられる抗体の種類、並びに主治医の自由裁量に依存する。
抗体又は抗体誘導体は、患者に一度で、又は一連の治療を通して、適切に投与されるが、
診断後であればいずれの時点において患者に投与されてもよい。抗体又は抗体誘導体は、
対象とする病状を治療に有用な、単一の治療として、又は他の薬又は治療と共に投与され
てもよい。
【０１０２】
　一般的な提案として、投与される抗体又は抗体誘導体の治療に有効な量は、一回の投与
であっても複数の投与であっても患者の体重に対して約0.1から約50 mg/kgの範囲であり
、使用される抗体について典型的な範囲は、約0.3から約20 mg/kgの範囲であり、例えば
、より好ましくは約0.3から約15 mg/kgの範囲で毎日投与される。しかし、他の投与計画
が有用な場合もある。この治療の経過は従来技術により容易にモニターすることができる
。
【０１０３】
　製品
　本発明の別の態様において、製品は、本発明の水性製剤を収容する、容器を含んで提供
され、そして任意にその使用説明書が提供される。適切な容器には、例えば、瓶、バイア
ル及びシリンジが包含される。前記容器は、ガラス又はプラスチックのような種々の材料
から形成することができる。例示としての容器は、3-20 ccの使い捨てのガラスバイアル
である。また、これに代わり、複数回投与用の製剤については、容器は3-100 ccのガラス
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バイアルであってよい。前記容器は製剤を収容し、ラベルが張られているか、又は付随し
ており、容器に使用方法を提示してよい。。製品は更に、他の緩衝剤、希釈剤、フィルタ
ー、針、シリンジ、及び使用説明を有する添付文書を含む、商業的及び使用者の視点から
所望される他の材料を更に含んでいてもよい。
【０１０４】
　本発明の抗体の作製
　本発明の抗体又は抗体誘導体は組換え遺伝学の分野におけるルーチン技術を用いて作製
することができる。ポリペプチドの配列を知ることにより、それらをコードするcDNAを遺
伝子合成によって作成することができる（www.genescript.com）。これらのcDNAは適切な
ベクタープラスミドにクローニングすることができる。VL及び／又はVH領域をコードする
DNAが得られたならば、例えば変異導入プライマーを用いたPCRにより、部位特異的変異導
入を行って、種々の誘導体を得ることができる。最適な「開始」配列は、VL及び／又はVH
配列内に所望される変異の数に基づいて選択することができる。好ましい配列は、TB-Aの
配列であり、そして、その誘導体、例えばscFv配列又はFab融合ペプチド配列等は、PCRに
よる変異導入及び／又はクローニング用の鋳型として選択される。
【０１０５】
　当業者によく知られた基本的なクローニング技術と変異導入技術を用いて、Fab断片を
作製するために、リンカーを結合させ、ドメインをシャフルし、又は融合体を構築するこ
とができる。本発明の一般的な方法を開示する基本的なプロトコルは、「分子クローニン
グ、実験室マニュアル（Molecular Cloning, A Laboratory Manual）」(Sambrook & Russ
ell, 第3版. 2001)及び「分子生物学における最新プロトコル（Current Protocols in Mo
lecular Biology）」 (Ausubelら., 1999)に記載されている。
【０１０６】
　scFvポリペプチドをコードする遺伝子を含むDNA配列、又は、Fab断片であれば、VL-CK
及びVH-CH1融合体（図２）をコードする２つの別々の遺伝子、又は該2つの遺伝子を含む2
シストロンオペロンをコードする遺伝子を含むDNA配列が、適切な発現ベクター、好まし
くは誘導プロモーターを有する発現ベクターにクローニングされる。それぞれの遺伝子の
上流に、翻訳を確実に行なうためのリボソーム結合部位（図２のRBS）が存在しているこ
とに留意しなければならない。また、本発明の抗体は、開示された配列から成るではなく
、むしろ該配列を含むものであるということが理解されなければならない。例えば、クロ
ーニングの計画では、１又は２，３個の追加的残基をN末端に有する抗体が存在するとこ
ろからコンストラクトを作成することが要求される。具体的には、開始コドンから誘導さ
れるメチオニンは、翻訳後に切断されていない場合、最終的なタンパク質に存在する可能
性がある。ほとんどのscFv抗体のためのコンストラクトは、N末端に追加のアラニンが生
じる。本発明の好ましい態様においては、大腸菌内のペリプラズムでの発現用の発現ベク
ターが選択される（Krebber,1997）。前記ベクターは切断可能なシグナル配列の上流にプ
ロモーターを含む。次に、抗体ペプチドのコーディング配列は、切断可能なシグナル配列
とフレームを合わせて融合される。これにより、発現されたポリペプチドを、シグナル配
列が切断される細菌のペリプラズムにターゲティングすることが可能となる。そして、抗
体はフォールディングする。Fab断片の場合、VL-CK及びVH-CH1の融合ペプチドは、双方が
移行シグナルに結合していなければならない。ペプチドがペリプラズムに到達した後、C
末端システインにおいてS-S共有結合が形成される。抗体の細胞質内での発現が好ましい
場合、前記抗体は、通常、他の細胞断片及びタンパク質から用意に分離できる封入体から
高収率で得られる。この場合、封入体は、例えば塩酸グアニジン（GndHCl）のような変性
剤中に可溶化し、また、当業者によく知られたの再生過程により、リフォールディングす
る。
【０１０７】
　scFv又はFabポリペプチドを発現するプラスミドは、適切な宿主、好ましくは、細菌、
酵母又は哺乳動物細胞、最も好ましくは、適切な大腸菌であり、例えば、ペリプラズム発
現にはJM83又は細胞質内発現にはBL21等に導入される。ポリペプチドは、ペリプラズム又
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は細胞質のいずれかから回収することができ、当業者に公知のイオン交換クロマトグラフ
ィー、逆相クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー及び／又はゲルろ過
のような標準的な技術を用いて精製することができる。
【０１０８】
　本発明の抗体又は抗体誘導体は、インビトロでの収率、可溶性及び安定性により特徴付
けることができる。TNFα、好ましくは、ヒトTNFαへの結合能を、国際公開公報第WO9729
131号に記載される組換えヒトTNFαを用いて、インビトロでELISAにより又は表面プラズ
モン共鳴法（BIACore）により試験することができ、後者の方法により、好ましくは10-3s
-1未満となるはずのkoff速度定数を測定することも可能である。10 nM以下のKd値が好ま
しい。
【０１０９】
　本発明の抗体又は抗体誘導体のインビボでの中和活性は、L929細胞毒性アッセイを用い
て評価することができる。ヒト組換えTNFαは、培養マウスL929繊維芽細胞に対して濃度
依存的に細胞毒性を示す。このTNFα誘導性の細胞毒性は、TNFα中和抗体により抑制され
る（Doring, 1994）。最大半減阻害剤濃度に相当する好ましいIC50値は、100 ngml-1以下
である。
【０１１０】
　TNFαは、種々のヒトの疾患、特に、炎症性障害、免疫障害及び免疫制御障害、敗血症
ショック、内毒素ショック及び心臓血管ショックを引き起こす感染、神経変性疾患、悪性
腫瘍疾患において、確証された病態生理学的な役割を有する。TNFαは、その数が着実に
増加している更なるヒトの疾患において、疾患関連の役割を果たすと考えられているため
、将来におけるTNFα阻害物質の臨床応用範囲の完全表示を保証する、包括的な提示のリ
ストを提供することは困難である。従って、本発明の抗体又は抗体誘導体は、以下のリス
トに列挙される疾患を治療するために適用することができるが、該リストは、完全な又は
限定的なリストとして考慮されるべきではない。
【０１１１】
　自己免疫性炎症又は慢性炎症：
慢性及び／又は自己免疫性炎症全般、免疫媒介炎症性障害全般、炎症性CNS疾患、眼、関
節、皮膚、粘膜、中枢神経系、胃腸管、尿路又は肺に影響を及ぼす炎症性疾患、ブドウ膜
炎全般、網膜炎、HLA-B27＋ブドウ膜炎、ベーチェット病、眼乾燥症候群、緑内障、シェ
ーグレン症候群、糖尿病（糖尿病性神経障害を含む）、インスリン抵抗性、関節炎全般、
関節リウマチ、変形性関節症、反応性関節炎及びライター症候群、若年性関節炎、強直性
脊椎炎、多発性硬化症、ギラン・バレー症候群、重症筋無力症、筋萎縮性側索硬化症、サ
ルコイドーシス、糸球体腎炎、慢性腎臓病、膀胱炎、乾癬（乾癬性関節炎を含む）、化膿
性汗腺炎、皮下脂肪組織炎、壊疽性膿皮症、SAPHO症候群（滑膜炎、座瘡、膿疱症、骨化
過剰症及び骨炎）、座瘡、スウィート症候群、天疱瘡、クローン病（腸外症状を含む）、
潰瘍性大腸炎、気管支喘息、過敏性肺臓炎、アレルギー全般、アレルギー性鼻炎、アレル
ギー性副鼻腔炎、慢性閉塞性肺疾患（COPD）、肺線維症、ウェゲナー肉芽腫症、川崎病、
巨細胞性動脈炎、チャーグ‐ストラウス血管炎（Churg-Strauss vasculitis）、結節性多
発性動脈炎、火傷、移植片対宿主病、宿主対移植片反応、器官又は骨髄移植後の拒絶エピ
ソード、全身性及び局所的な血管炎全般、全身性及び円板状エリテマトーデス、多発性筋
炎及び皮膚筋炎、強皮症、子癇前症、急性及び慢性膵炎、ウイルス性肝炎、アルコール性
肝炎。
【０１１２】
　急性炎症及び/又は手術後若しくは外傷後の炎症と疼痛の予防：
術後炎症の予防全般、目の手術（例えば、白内障 の手術（眼内レンズの交換） 又は緑内
障の手術)、関節手術 （関節鏡視下手術を含む）、関節関連組織（例えば靭帯）の手術、
口腔及び/又は歯科手術、低侵襲心臓血管処置（例えば、PTCA、アテレクトミー、ステン
ト留置術）、腹腔鏡下及び/又は内視鏡下での腹腔内処置並びに婦人科処置、内視鏡下泌
尿器処置 （例えば、前立腺手術、子宮鏡検査、膀胱鏡検査、間質性膀胱炎）、術中炎症
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（予防）全般。
【０１１３】
　神経性疾患及び神経変性疾患：
アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、ベル麻痺、クロイツフェルトヤコ
ブ病。
　癌：
癌性骨溶解、癌性炎症、癌性疼痛、癌性悪質液、骨転移。
【０１１４】
　疼痛：
TNFαの中枢的又は末梢的効果により生じたものかどうかに関係なく、そして、炎症性疼
痛、侵害受容性疼痛、又は神経障害性疼痛、坐骨神経痛、腰痛、手根管症候群、複合性局
所疼痛症候群（CRPS）、痛風、疱疹後神経痛、線維筋痛症、局所的疼痛状態、転移性腫瘍
に起因する慢性疼痛、月経困難として分類されるかどうかに関係ない急性疼痛及び慢性疼
痛。
　感染：
細菌性敗血症、ウィルス性敗血症、又は真菌性敗血症、結核、エイズ。
　心血管疾患：
アテローム性動脈硬化、冠状動脈疾患、高血圧症、異脂肪血症、心不全及び慢性心不全。
【０１１５】
　本発明の好ましい実施形態においては、骨関節炎又はぶどう膜炎又は炎症性腸疾患の治
療は、本発明にかかる抗体又は抗体誘導体により実現することができる。
【０１１６】
　本発明は、本発明の抗体又は抗体誘導体分子を薬剤的に許容される賦形剤、希釈剤又は
担体との組み合わせで含む組成物をも提供する。
【０１１７】
　医薬組成物は、好ましくは、治療に有効な量、すなわちTNFα関連疾患又は障害を治療
、改善又は予防するのに必要な、又は検出可能な治療効果又は予防効果を示すのに必要な
量の本発明の抗体を含む。治療に有効な投与量は、細胞培養アッセイ、又は動物モデル、
通常、げっ歯類、ウサギ、イヌ、ブタ又は霊長類のいずれかにおいて評価される。動物モ
デルは、適切な投与濃度及び投与経路を決定するためにも用いられる。本発明の抗体又は
抗体誘導体の効果を観察するのに適切な動物モデルは、急性単関節炎のラットモデルであ
る(Bolonら.(2004)、Vet. Pathol .41 : 235-243)。ヒトTNFαをラットの膝関節に関節内
注射し、該注射された関節内で急性の自己限定性単関節炎を引き起こさせる。抗TNFα抗
体（誘導体）の生物活性は、TNFα誘導性の膝関節腫脹の減少、及び又は炎症の組織学的
パラメターの減少により、定量可能である。
【０１１８】
　本発明の抗体又は抗体誘導体は非常に可溶性であるため、高い抗体濃度（60 mgml-1以
上）により、少量の適用量を用いることが可能である。
【０１１９】
　本発明の抗体又は抗体誘導体は、ヒト又は動物の体内に存在する生物活性TNFαの濃度
を低下させることが望ましいあらゆる治療において利用することができる。TNFαは体内
を循環しているか、体内の特定の部位に望ましくない程度に高い濃度で局部的に存在して
いるであろう。本発明は、以下の方法を含む、全身的並びに局所的な適用方法の全般を提
供するが、これらに限定されるものではない：経口的適用、静脈内注射、皮下注射、筋肉
内注射、関節内注射、硝子体内注射、皮内注射又は実質内注射、エアゾール吸入、皮膚、
粘膜又は眼への局所的適用、移植可能なミニポンプを介した全身的若しくは局所的放出又
は徐放を可能にする移植可能な製剤／装置を介した局所的放出、漿膜への局所的適用、く
も膜下又は脳室内適用、消化管の選択部分におけるへの制御された内腔での放出を可能に
する経口適用、適切な製剤／装置（例えばステント）からの局所的管内放出、膀胱への局
所輸送、局所内腔放出（例えば、胆管、輸尿管へ）、又は内視鏡装置を通じた局所輸送、
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又は、コンタクトレンズ（コンタクト）からの放出。好ましい適用は、関節内注射、又は
、例えば、眼への適用のような局所的適用である。双方の好ましい適用のためには、本発
明の抗体は溶液内に存在する必要がある。
【０１２０】
　本発明は、本発明の抗体又は抗体誘導体のTNFα関連疾患治療用薬物の製造のための使
用をも開示する。この場合、抗体又は抗体誘導体は、治療用組成物に含まれることになる
。該組成物は、薬物として、最も好ましくはTNFα関連疾患の予防又は治療のための薬物
として用いられる。
【０１２１】
　別の側面において、本発明のscFv抗体は遺伝子治療、特に養子細胞遺伝子治療において
用いられる。自己免疫障害とは、自己組織へ向けられた不適切な免疫応答を意味する。抗
原特異的なCD4+ T細胞及び抗原を提示した樹状細胞（DC）は、自己免疫疾患の発病におけ
る重要なメディエーターであり、従って、治療用遺伝子導入への生体外でのアプローチで
ある養子細胞遺伝子治療のための理想的な候補である。レトロウイルスにより形質転換さ
れた細胞及びルシフェラーゼ生物発光を用いることで、ターナーら.(2003, Ann. N. Y. A
cad. Sci. 998:512-519)は、多発性硬化症、関節炎、及び肥満の動物モデルにおいて原発
性のT細胞、T細胞ハイブリドーマ及びDCが、急速に及び選択的に、炎症部位に向かうこと
を実証している。インターロイキン及び抗TNFscFvのような、種々の「調節タンパク質」
の発現を引き起こすレトロウイルスベクターにより形質導入されたこれらの細胞により、
これらの免疫調節タンパク質は炎症性病巣へ輸送され、実験的な自己免疫脳炎、コラーゲ
ン誘導性の関節炎、及び非肥満性糖尿病マウスの治療が可能になる。例えば、本発明の抗
体又は抗体誘導体が、適切なレトロウイルスベクターに保持される導入遺伝子から発現さ
れる場合、該抗体又は抗体誘導体の安定可溶性フレームワークは、抗原を細胞内に輸送す
るのに特に適している。養子細胞遺伝子治療により、抗TNFαscFvが局所的に発現されそ
して分泌される。Smithら.(2003)により、TNFα中和モノクローナル抗体から得られたcsF
vは、(i)インビトロでTNFαを中和することが可能であり、(ii)全身性ではなく、関節内
で局所的にコラーゲン誘導性の関節炎を患ったマウス内でにおけるサイトカインの発現パ
ターンを変化させることが可能であることが実証されている。あるいは、遺伝子治療上の
アプローチの別の可能性として、抗TNFαscFv抗体を連続的に発現させる適切なベクター
（例えばウイルス）の、直接的な全身又は局所注射が考えられる。
【０１２２】
　本発明の配列は以下のものである。
　配列番号１　TB-AのVL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
　配列番号2　TB-AのVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
【０１２３】
　配列番号3　TB-BのVL
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKRLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
【０１２４】
　配列番号4　TB-BのVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
　配列番号5　FW2.3のVL
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCRASQGIRNELAWYQQRPGKAPKRLIYAGSILQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQYYSLPYMFGQGTKLEVKR
　配列番号6　FW2.3のVH 
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTGYFLHWVRQAPGQGLEWMGRINPDSGDTIYAQKFQDRVTLTRDTSIGTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARVPRGTYLDPWDYFDYWGQGTLVTVSS
【０１２５】
　配列番号7　TB_L2のVL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYAGSILQSGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
　配列番号8　TB_L3のVL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQYYSLPYMFGQGTKLEVKR
【０１２６】
　配列番号9　TB_H2のVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGLEWMGRINPDSGDTIYAQKFQDRFTFSLETSASTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
　配列番号10　リンカー
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
【０１２７】
　配列番号11　TB-B R46LのVL
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
【０１２８】
　配列番号12　TB-AB
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTHY
GMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１２９】
　配列番号13　TB-BA
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKRLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１３０】
　配列番号14　FabのCK
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
　配列番号15　FabのCHl
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFSEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCTS
【０１３１】
　配列番号16　TB-wtのVL
DIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCTASQSVSNDVVWYQQKPGQSPKMLMYSAFNRYTGVPDRFTGRGYGTDFTFTISSVQA
EDLAVYFCQQDYNSPRTFGGGTKLEIKR
　配列番号17　TB-wtのVH
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTHYGMNWVKQAPGKGLKWMGWINTYTGEPTYADDFKEHFAFSLETSASTVF
LQINNLKNEDTATYFCARERGDAMDYWGQGTSVTVSS
【０１３２】
　配列番号18　TB-A H_K43Q、別称TB-A H43
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
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VTVSS
【０１３３】
　配列番号19　TB-A H_F68V、別称TB-A H68
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
　配列番号20　TB-A H_F70L/L72R、別称TB-A H70/72
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTLSRETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１３４】
　配列番号21　TB-A H_A76I/S77G、別称TB-A H76/77
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
　配列番号22　TB-A L_L46R、別称TB-A L46
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKRLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１３５】
　配列番号23　TB-A L_R65S、別称TB-A L65
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１３６】
　配列番号24 TB-A L_Y67S、別称TB-A L67
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGSGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１３７】
　配列番号25　 D66Gを有するTB-AのVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKGRFTFSLETSASTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
　配列番号26　 V83Fを有するTB-AのVL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDFAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
【０１３８】
　配列番号27　 V83Aを有するTB-AのVL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDAAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKR
　配列番号28　 TB-A H43/70/71/73/77のVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTLTLDTSAGTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
【０１３９】
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　配列番号29　TB-A H43/70/71のVH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTLTLETSASTVY
MELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
【０１４０】
　配列番号30　TB-A Hll/16/43/66/70/71/73/77/93/112のVH
QVQLVQSGAEDKKPGGSVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKGRFTLTLDTSAGTVY
MELTSLTSDDTATYYCARERGDAMDYWGQGTSVTVSS
【０１４１】
　配列番号31　TB-A H_M48L/F68I
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWLGWINTYTGEPTYADKFKDRITFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４２】
　配列番号32　TB-A L_V83E H_V79A
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDEAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTAYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４３】
　配列番号33　TB-A Linker_G2R H_F68L
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGRGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRLTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４４】
　配列番号34　TB-A H_K43R/F68I
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGRGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRITFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４５】
　配列番号35　TB-A H_F68L 
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRLTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４６】
　配列番号36　TB-A H_F68A
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRATFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４７】
　配列番号37　TB-A H_F68V/F70L
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１４８】
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　配列番号38　TB-A H_F70L
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTLSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
　配列番号39　Linker G2R
GRGGSGGGGSGGGGSGGGGS
【０１４９】
　配列番号40　TB-A
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQP
EDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGTKLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY
GMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTL
VTVSS
【０１５０】
　本発明は以下の実施例を参照することにより、より完全に理解される。しかし、これら
の実施例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきものではない。全ての文
献及び特許の引用は本明細書に参照により組み入れられる。
【実施例】
【０１５１】
　実験1：scFv抗体の構築
　ヒト化抗ヒトTNFα抗体、又は、一本鎖断片（scFv）又はFab断片のような抗体誘導体を
作製するための出発原料は、マウスモノクローナル抗体Di62であった。軽鎖と重鎖の可変
領域の配列は、Doringら. (1994, MoI. Immunol. 31:1059-1067)に記載されている。この
モノクローナル抗体の特性についても、同刊行物において議論されている。簡潔に言えば
、Di62は、ヒトTNFαに対して濃度依存的に特異的に結合する。Di62は、高親和性抗体(Kd
= 0.4nM) であり、TNFαのそのレセプターへの結合をブロックすることができる。これに
加え、Di62は、ヒトTNFα誘導性の細胞毒性を、マウスL929細胞内において阻害する。
【０１５２】
　Di62を、その報告された配列に基づいて、VL-リンカー-VHという方向にあり、該リンカ
ー配列が、4個のグリシン及び１個のセリン残基から成る4回のリピート(Gly4Ser)4から構
成される、一本鎖抗体誘導体（scFv）として構築した。このscFvは、配列番号１６に示す
VLと配列番号１７に示すVHを備えており、ここで、該scFvをTB-wtと称する。
【０１５３】
　a）潜在的な免疫原性を最小化するために、上記抗体誘導体をよりヒトの配列と類似さ
せ、そしてb）該抗体誘導体をより安定で溶解性のものにすることを目的として、該抗体
誘導体をヒト化するために、TB-wt CDR配列を、安定な可溶性のヒトフレームワーク(Auf 
der Maurら. (2001), FEBS Lett. 508:407-412; Auf der Maurら. (2004), Methods 34:2
15-224)に移植した。ヒトVL-κサブグループI及びVHサブグループIを、最も近似するヒト
サブファミリーとして同定した。例えば、安定性、溶解性及び発現特性のような、有益な
生化学的並びに生物物理学的特性のために選択された、ヒトVLとVHの配列のプール(Auf d
er Maurら. (2001), FEBS Lett. 508:407-412; Auf der Maurら. (2004), Methods 34:21
5-224)から、適切なアクセプターフレームワークを選択した。これらの抗体フレームワー
クの単離と特性は、国際公開公報第WO03097697号/欧州特許公開公報EP1506236号に記載さ
れている。上記プールから、未決定の抗原結合特性を有する一本鎖抗体のフレームワーク
を適切なアクセプターとして同定した。このアクセプターは、ヒトVL-κI領域（配列番号
５）とヒトVHI領域（配列番号６）の組み合わせから成る。ここで、このアクセプターフ
レームワークを、FW2.3と称する。VLフレームワークの81個の残基のうち、TB-wtとFW2.3
は、55個の同一アミノ酸残基を共有しており、これは、67%の同一性となる。VHフレーム
ワークの87個の残基のうち、TB-wtとFW2.3は、55個の同一残基を有しており、これは、63
%の同一性となる。両一本鎖抗体誘導体は、FW2.3でより長いVH-CDR3を除くと、同一のCDR
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長を有する。CDR残基内のアミノ酸組成は、両scFvで異なっている。抗体可変領域のヒト
化については種々の方法が記載されている(Riechmannら. (1998), Nature 332:323-327; 
Padlan, E. A. (1991). MoI. Immunol. 28:489-498; Roguskaら. (1994), Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 91:969-973; Gonzalesら. (2005), Tumor Biol. 26:31-43; Ewert, S.,ら
. (2004), Methods 34:184-199)。最小のアプローチとして、最初に、即ちTB-wtからFW2.
3への全マウスCDRループの保存的転移を行った。得られたscFvは、TB-Bと称され、配列番
号３に示すVL配列と配列番号４に示すVH配列を有する。TB-wt中のCDRループは、Kabat番
号付け方式(Kabatら. (1991), 免疫関連性タンパク質の配列（Sequences of Proteins of
 Immunological Interest）, 第5版, Natl. Inst. Health, ベセスダ, メリーランド州)
により定義され、該CDRループには、以下の残基が閉じ込められていた（図１参照）：
【０１５４】
　VL
　CDRl: L24-L34 (同様のKabat番号付け) 
　CDR2 : L50-L56 (同様のKabat番号付け) 
　CDR3: L89-L97 (同様のKabat番号付け) 
　VH 
　CDRl: H31-H35 (同様のKabat番号付け)
　CDR2: H50-H66 (Kabat番号付け H50-H65) 
　CDR3: H99-H106 (Kabat番号付け H95-H102)。 
【０１５５】
　上記抗体は、TNFαに効果的に結合することができなかった（図４Ａ）。次の工程は、
これら成分のどの残基を置換すると、生じるヒト化抗体の特性が最適化されるのかを決定
することであった。
【０１５６】
　外来性のアミノ酸配列の導入により、ヒト体内における抗体又は抗体誘導体の免疫原性
のリスクが高まることから、ヒトアミノ酸残基の他のアミノ酸との置換は最小に留めるべ
きであるので（Gonzalesら. (2005), Tumor Biol. 26:31-43）、複数の変異体を構築した
。免疫原性のリスクを最小化するが依然として十分な結合活性を示すことを目的として、
ここでTB-B L46 (VLが配列番号１１; VHが配列番号４) と称する、前記変異体のうちの１
つを構築した。この変異体は、TB-Bをその基本とし、VLの第46番目の位置に、即ちRからL
への単一アミノ酸変異を1つ含む。このアミノ酸は、軽鎖の上部コア内に位置し、二量体
の接合に関与する。該アミノ酸は、L-CDR1のコンフォメーション決定に関与しており、VH
/VLのパッキングに影響を与える。この特別の位置においては、ロイシン残基が好ましい
ことが報告された(PCT/US03/19333)。TB-Bとは対照的に、scFv TB-B L46は、一定のTNFα
特異的結合を維持する（図４Ａ；Kd ≒ 100 nM）。
【０１５７】
　更にTNFα結合活性を改善するため、VLの第4番目、第46番目、第65番目、第67番目、第
70番目の残基、及び/又はVHの第28番目、第43番目、第68番目、第70番目、第71番目、第7
2番目、第73番目、第76番目、第77番目の残基の1又は2箇所以上において、1又は2個以上
の更なる置換を作り出した。ここで、全ての位置において置換を有する変異体を、TB-Aと
称する(VLが配列番号１; VHが配列番号２)。
【０１５８】
　更に、本発明に係る特定の抗TNFα抗体に関し、L-CDRl及びL-CDR2から誘導されたペプ
チドを用いた競合アッセイでは、両CDRループが、scFvの該抗原への結合に重要なことが
示された(Doringら. (1994), MoI. Immunol. 31:1059-1067)。
【０１５９】
　結合の維持に必要な非ヒト残基の数を最小化し、そして生物物理学的特性（安定性及び
可溶性）を最適化することを狙った更なる実験では、系統的変異導入とドメインシャフリ
ングを用いて、マウスVL及びVH領域並びにヒト化VL及びVH領域間の機能的差異を明らかに
した。
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【０１６０】
　ドメインシャフリングにより、二種類の変異体を得た。第一の変異体は、グリシンセリ
ンリンカー（配列番号１０）を介してTB-B由来のVH領域と連結したTB-A由来のVL領域から
構成され、TB-AB（配列番号１２）を生じた。第二の変異体、TB-BAは、前記第一の変異体
の反対であり、即ち、TB-B由来のVL領域が、TB-AのVH領域と組み合わされている（配列番
号１３）。
【０１６１】
　TB-Aの系統的変異導入により、更なる変異体を作製した。図１には、TB-AとTB-BのVL及
びVH配列の配列比較が示されている。TB-AとTB-B間では、全部で、14個のフレームワーク
残基が異なっている（アステリスク）。それらのうち、第4番目及び第70番目のVL残基、
並びに第28番目、第71番目及び第73番目のVH残基の5つの残基だけが、その大きさと特性
において僅かな差異のみを示しており、従って、この時点においては、変異導入として考
慮されなかった。以下のフレームワークの位置を、TB-B由来の対応するアミノ酸で置換し
た。これらのTB-Aの単一又は二重変異体は、以下の通りである：
【０１６２】
　TB-A H43 　KからQへ 　接合部 (配列番号１８)
　TB-A H68 　FからVへ 　外部ループVH (配列番号１９) 
　TB-A H70/72 　FからL、LからRへ 　外部ループVH (配列番号２０) 
　TB-A H76/77 　AからI、SからGへ　 外部ループVH (配列番号２１) 
　TB-A L46 　LからRへ　 接合部 (配列番号２２) 
　TB-A L65 　RからSへ　 外部ループVL 配列番号２３) 
　TB-A L67 　YからSへ　 外部ループVL (配列番号２４)
【０１６３】
　種々の要因が、抗体又は抗体誘導体の免疫原性に影響する可能性がある(Gonzalesら. (
2005), Tumor Biol. 26:31-43)。ヒト化TB-A scFvの可変領域の非ヒト含有量を更に低下
させるため、マウスVLのCDR2ループ及びCDR3ループ、並びにマウスVHのCDR2ループを、FW
2.3からの対応するヒトCDRループと置換した。得られた構築物を、ここで、それぞれTB_L
2 (配列番号７)、TB_L3 (配列番号８)、及びTB_H2 (配列番号９)と称する。
【０１６４】
　マウスモノクローナル抗体Di62の一本鎖型と、TB-B及びTB-Aの2種類のヒト化型をコー
ドするcDNAを、遺伝子合成（www.genscript.com）により作製した。標準的なクローニン
グ方法に従って、PCR誘導性の部位特異的変異導入により他の変異体（TB-B L46、TB-A H4
3、TB-A H67、TB-A H69/71、TB-A H75/76、TB-A L46、TB-A L65、TB-A L67、TB-A V83F、
TB-A V83A、TB-A D66G）の全ての点変異を導入した。PCRと最新のクローニング方法によ
り、TB-AのマウスCDRループの、FW2.3からのヒトCDRループとの置換を達成した。配列番
号２８、配列番号２９、及び配列番号３０に開示される全てのVH TB-A変異体をコードす
るcDNAを、完全長遺伝子合成により実現した。
【０１６５】
　いくつかの更なる好ましいTB-Aが、配列番号３１乃至配列番号３８に開示されている。
これらの抗体は、以下の表１に示すように、非常に安定で可溶性であることが判明した。
　全てのscFv断片を、大腸菌内でのペリプラズム生成用の発現ベクター（Krebberら. (19
97), J. Immunol. Methods 201:35-55）にクローニングした。
【０１６６】
　上記の一本鎖抗体誘導体（scFv）に加え、対応するFab断片を以下のように作製した。
選択した軽鎖可変領域（VL）をヒトIgκ鎖の定常領域に融合させ、一方で、適切な重鎖可
変領域（VH）をヒトIgGの第1（N末端）定常領域（CH1）に融合させた。ヒト脾臓cDNAライ
ブラリーから、PCRにより両ヒト定常領域を増幅すると、cκ-のための配列番号１４に示
す配列と、CH1のための配列番号１５が生じた。
【０１６７】
　実験2：ヒト化scFv又はFab抗体の発現、生産及び安定性
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　TB-wt、そのヒト化誘導体、又はFab断片をコードするプラスミドを、ペリプラズム発現
用の適切な大腸菌株（例えば、JM83）に導入した。前記scFv変異体を、例えば、BL21大腸
菌株内で、封入体としても発現させた。封入体のリフォールディングと、これに続く、例
えば、ゲルろ過等の精製により、機能的な一本鎖抗体を得た。
【０１６８】
　通常の振とうフラスコを用いた標準的な実験室培養条件下（dYT培地で、200 rpmの振と
う下で、30℃にて約3時間の誘導時間）での前記scFvのペリプラズム発現により、1リット
ルの培養毎に0.5 mgないし12 mgの範囲の発現が得られた。安定性と溶解性に基づいて選
択されたフレームワークについての我々の先の分析（Auf der Maur,ら. (2004), Methods
 34:215-224）から予想されるように、一般的に、ヒト化誘導体の配列が、アクセプター
フレームワーク（FW2.3）の配列に近似する程、バクテリア内での発現でより高い収量が
得られることが観察された。例えば、TB-Bの発現から得られる収量は、TB-Aの発現から得
られる収量よりも遥かに高い。この発見に従い、TB-A内に存在する異なったアミノ酸残基
数を減少させることで、発現収量に対するプラスの効果が示された（図３Ａ）。
【０１６９】
　本発明に係る抗体又は抗体誘導体の他の重要な特徴は、その溶解性である。図３Ｂには
、リン酸緩衝食塩水中における可溶性における、フレームワークTB-Aのドナーフレームワ
ーク（TB-wt）に対する優位性が示されている。分析用ゲルろ過においては、TB-Aは、主
にモノマー状態で移動するが（70mlにおいてピーク）、一方で、TB-wtは、凝集体を形成
する強い傾向を示す（50mlにおいてピーク）。上記に加え、TB-Aとその特定の誘導体の最
大溶解度を、PEG沈降法により評価した（Athat .DH.ら. JBC. 1981, 256;23. 12108-1211
7）。簡潔に言うと、テストタンパク質の見かけの溶解度を、ポリエチレングリコール300
0（PEG3000）の存在下で測定した。タンパク質-PEG300混合物を遠心した上澄中のタンパ
ク質濃度を測定することにより、溶解度曲線を決定した。全ての曲線は、log S (mg/ml)
がPEG3000の濃度(%、w/v)に直線的に依存していることを示した。テストタンパク質の最
大溶解度（Smax）を、0%のPEGに対する線形回帰の外挿により評価した（表１）。TB-Aに
ついては、Smaxは約70 mg/mlであると計算された。全てのテストタンパク質が、格別に良
好な可溶性を示した。第二のアプローチでは、（self-interaction -chromatography）（
SIC）と呼ばれる手法を用いて、PBS (pH 6.5で50 mMのリン酸、150 mMのNaCl)中で1 mg/m
lの濃度にある、TB-A (配列番号４０)、TB-A リンカー_G2R H_F68L (配列番号３３)、TB-
A H_K43R/F68I (配列番号３４)及びTB-A H_F68L (配列番号３５) の分子間引力/斥力を評
価した。この方法では、対象タンパク質は、多孔性の固定相に固定化されてカラムに充填
される。遊離タンパク質（移動層）と固定化タンパク質間の相互作用は、保持容量のシフ
トとして検出される。分子間引力/斥力の尺度となる、タンパク質浸透第2ヴィリオン係数
B22（protein osmotic second virion coefficient B22）を、Tessier, PMら. Biophys .
 J. 2002, 82: 1620-1632、に従って計算した (表１)。 B22がより高い正値であるほど、
テストタンパク質の分子間引力は小さく、従って、その溶解度が高い。テストタンパク質
配列の高い類似性から、異なるタンパク質のB22値が、相互に直接比較可能であると仮定
した。
【０１７０】
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【表１】

【０１７１】
　また、本発明に係る抗体又は抗体誘導体の他の関連する特徴は、その高い安定性である
。TB-A, TB-A H_M48L/F68I (配列番号３１)、TB-A リンカー_G2R H_F68L (配列番号３３)
、TB-A H_K43R/F68I (配列番号３４)及びTB-A H_F68L (配列番号３５)のタンパク質安定
性を、アンフォールディングが開始する温度を218 nmと292 nmの両方における円2色性及
び光散乱によって測定することにより評価した（表２）。この実験において、TB-Aは、53
℃の温度でアンフォールディングを開始したが、その誘導体であるTB-A H_M48L/F68I (配
列番号３１)、TB-A リンカー_G2R H_F68L (配列番号３３)、TB-A H_K43R/F68I (配列番号
３４)及びTB-A H_F68L (配列番号３５)は、増加した熱安定性を示した（56℃及び58℃）
。全てのテストタンパク質は、不可逆性の変性を示し、アンフォールディングにより沈殿
し、融解温度を決定することが可能となった。不可逆的過程における移行の中点を決定す
るため、塩酸グアニジン (GdnHCl)によりアンフォールディングを誘発し、アンフォール
ディングしたタンパク質を溶液中に維持した。このアプローチでは、蛍光放出極大を蛍光
測定法により測定して、アンフォールディングを追跡した。この装置において、TB-Aは、
2.07 MのGdnHClにおいて移行の中点を有する良好な安定性を再度示した。熱によるアンフ
ォールディングからの結果と一致して、誘導体であるTB-A リンカー_G2R H_F68L (配列番
号３３)及びTB-A H_K43R/F68I (配列番号３４)は、より高い移行中点、各2.33 Mと2.3 M
のGdnHCl、により表される増加した安定性を示した。
【０１７２】
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【表２】

【０１７３】
　ヒト血清、ヒト尿、ブタ硝子体液及びブタ前房液中のTB-Aの安定性を、各体液、又はポ
ジティブコントロールとしてのアッセイ用バッファー（TBSTM）中で37℃にて3日間インキ
ュベーションした後に、TB-AのTNFα結合活性を測定することにより評価した。TB-Aを、1
0 μMの終濃度となるまで体液で希釈した。前記インキュベーション時間の後、TB-Aの結
合定数Kdを決定するために、サンプルの希釈系列をELISAでアッセイした（図１１）。体
液のサンプルをポジティブコントロールのTBSTMサンプルと比較した場合、Kdのより高い
濃度へのシフトは、前記インキュベーション時間における活性タンパク質の減少を示すも
のとなるであろう。しかしながら、我々の実験では、そのようなシフトは検出できず、抗
体の高い安定性により、全ての体液アッセイにおいて、完全に活性なTB-Aの量が一定に保
たれたことが示されている。
【０１７４】
　実験３：ヒト化抗体誘導体の結合特性
　全てのヒト化scFv変異体の組換えヒトTNFαに対する結合特性を、ELISAにて試験した。
全変異体の解離定数（Kd）は、0.8から10'000nMを超える範囲内にあった。ヒトのアクセ
プターフレームワークに対するホモロジーの程度と、個々の結合体の親和性の間には、負
の相関関係が存在するように思われる（図４Ａ）。にも関わらず、TB-Bの配列の方に向か
う突然変異を含むいくつかのTB-A変異体は、TB-Aと同程度のヒトTNFαに対する親和度を
示した。図４Ｂには、ELISAで比較した場合に、TB-Aと類似する親和性を示す、発現収量
が向上された2種類のTB-Aの誘導体（図３Ａと比較）が示されている。
【０１７５】
　TB-Aは、発現収量の見掛け上のトレードオフと親和性との間に良好な折衷を現している
。親和性に関して、TB-Aの一本鎖型とFab断片型の間に有意差は検出できなかった（デー
タは提示されない）。
【０１７６】
　TB-AのTNFαに対する親和性と結合速度も、表面プラスモン共鳴（BIACore）で測定した
ところ、解離定数Kd= 0.8 nM、オフ速度koff  = 4.4 x 10

-4s-1及び オン速度kon = 5 x 
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105 s-1M-1という結果になった。
【０１７７】
　実験４：L929細胞毒性アッセイ
　インビボでTNFαを中和する抗体又は抗体誘導体の機能は、培養マウスL929繊維芽細胞
、又はこれに代わるものとしてヒトKYM-1骨髄肉腫細胞に対するTNFαの細胞毒性の阻害を
測定することにより試験することができる（表３）。Di62のヒト化scFv誘導体は、図５Ｂ
に示すように、L929アッセイにおいて異なる有効性を示す。いくつかのscFv誘導体は、5n
g/mlの範囲のIC50（50%の阻害を達成する抑制濃度）値を示すが、それ以外のものは、L92
9アッセイにて効果を示さなかった。ELISAのデータとL929アッセイの結果が、必ずしも相
関関係を有するわけではない。しかしながら、KYM-1データとL929の結果は、効果を認め
るためにより一層高い濃度の組換えヒトTNFと、その結果としてより一層高い濃度のアン
タゴニストを必要としたという唯一の違いを有するだけで、良好な相関関係を示した。従
って、主としてKYM-1を用いてL929の結果を確認した。テストタンパク質の直接比較のた
め、力価をTB-Aに対して正規化された相対値（EC50X / EC50TB-A）として表した。しかし
ながら、一般的に、結合体の配列がヒトアクセプターフレームワーク（FW2.3）に近似す
るにつれて、IC50値は再度高くなるものである。図５では、TB-Aの異なる誘導体の、マウ
スL929繊維芽細胞に対するTNFα誘導性細胞毒性をブロックするための力価が比較されて
いる。450nmの吸光度は、細胞の生存と相関している。
【０１７８】
　TB-Aと抗hTNFα IgGインフリキシマブ（Infliximab）（登録商標）は、L929アッセイに
おいて同程度のIC50値を示すが、一方で、ヒトTNFα誘導性細胞毒性をブロックするTB-wt
の力価は、著しく低いものであった（図５Ａ）。TB-A誘導体を、そのTNFα誘導性細胞毒
性をブロックする能力についてTB-Aと比較した場合、TB-H43を除くこれら誘導体の殆どが
、L929において低下した有効性を有する（図５Ｂ）。
【０１７９】
【表３】

【０１８０】
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　前記ELISAのデータと一致して、TB-AのscFv型とFab型の間に、TNFα誘導性細胞毒性を
ブロックする能力に有意差はない（図５Ｃ）。TB-A Fab型のIC50値は、TB- A scFv型のIC

50値の2倍よりも高く（図５Ｃ）、恐らく主として、Fab断片のより高い分子量の結果生じ
たものであろう。
【０１８１】
　実験５：抗TNFα抗体誘導体を用いた動物実験
　5.1.　実験の説明
　ESBATech社の抗TNFα抗体誘導体（scFvとFab）が、インビボでの状況においてヒトTNF
αの生物活性を機能的に中和する有効性を試験するために、最近発表された急性単関節炎
のラットモデルを用いた。このモデルについては、Bolonとその同僚によりその多くが説
明されている（ Bolonら. (2004), Vet. Pathol. 41:235-243を参照）。簡潔に言うと、
この関節炎モデル動物については、オスのLewisラットの膝関節に、ヒトTNFαが関節内注
射される。ヒトTNFα注射は、注射された関節において、急性の、自己限定性単関節炎を
引き起こす。関節炎は、関節腫脹の測定と組織学的採点法により定量化することができる
。従って、個々のTNFαアンタゴニストの生物活性は、TNFα誘導性関節腫脹の減少及び/
又は炎症の組織学的パラメターの減少により定量化することができる。
【０１８２】
　5.2.　材料と方法
　〔実験の設計〕
市販の抗体インフリキシマブ（Infliximab）（レミケード（Remicade）（登録商標））を
用いて、上記の系列の代表的なscFv抗体と、代表的なFab抗体の、適切な関節炎動物モデ
ル内でヒトTNFαの生物活性を阻害するそれぞれの能力を試験するように、本実験を設計
した。Bolonとその同僚は、先に、10マイクログラムの組換えヒトTNFαをラットの膝関節
へ関節内投与することにより、標準的な巨視的及び微視的解析により定量可能な、急性の
、自己限定性単関節炎が引き起こされることを示した。従って、この動物モデルは、局所
的に投与される抗体誘導体の治療効果を評価する理想的な系として機能した。2種類の実
験を連続して完了させた（表４及び５）。1）抗体のヒトTNFα誘導性単関節炎をブロック
する全体的な能力を評価する、基本的な効果実験；及び 2）抗体誘導体の相互の相対的効
果を評価する用量反応実験。サイトカインと抗体誘導体の両方を、以下に記載するように
、別々の注射により一回だけ投与した。使用されたサイトカインの投与量は、Bolonとそ
の同僚による発表に基づくものであったが、抗体誘導体の投与量の範囲は、利用可能な細
胞培養データと経験に基づく推測に基づくものであった。一般的な動物保護ガイドライン
に沿って実験を行った。
【０１８３】
　〔動物と飼育〕
若い成体のオスのLewisラット(6-7週で175-20Og)を無作為に処理群に選定し（n=3/コホー
ト）、そしてBolonら.（(2004), Vet. Pathol. 41:235-243）に従って飼育した。
【０１８４】
　〔サイトカインと抗体の点滴注入〕
Bolonとその同僚による記載に従って、麻酔とサイトカインの注射を行った。50マイクロ
リットルの総関節内注射量を超えさせないため、10マイクログラムの組換えヒトTNFαを1
0マイクロリットルのフィルター滅菌リン酸緩衝食塩水（PBS）中のものとして注射し、各
投与量の各抗体を40マイクロリットルのフィルター滅菌リン酸緩衝食塩水中のものとして
、サイトカインと抗体誘導体を2つの別々の関節内注射により点滴注射した。関節内投与
されたインフリキシマブ（Infliximab）/レミケード（Remicade）（登録商標）で処理さ
れた動物に、ヒトTNFαの関節内注射の3時間前に抗体誘導体を腹腔内注射した。関節内投
与された抗体で処理された全ての動物体内に、ヒトTNFα注射の5分前に各抗体投与量を注
射した。コントロールの動物には、ヒトTNFαを含まないPBSを10マイクロリットル注射し
た。　
【０１８５】
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　本実験で使用したインフリキシマブ（Infliximab）/レミケード（Remicade）（登録商
標）は、スイス国内の正式な薬局から購入した。抗ヒトTNFα特異的scFv及びFab (TB-A) 
抗体と、前記用量反応実験で非特異的コントロール抗体として用いた未処置のscFv抗体フ
レームワークを、大腸菌内で発現させて、標準的方法により精製した。リポ多糖成分は、
TNFαの潜在的な誘発因子であるので、エンドトキシンの混入を、全ての調製において、
タンパク質1ミリグラム中に10EU未満に維持した。
　組換えヒトTNFαは、ぺプロテックECリミテッド社（PeproTech EC Ltd）から購入した
。
【０１８６】
　〔関節直径の測定〕
それぞれ腹腔内若しくは関節内に投与される抗体誘導体の注射の直前、又は、コントロー
ル動物の場合は、PBS又はTNFαの注射の前に、注射される膝関節の直径を標準的なカリパ
スにより測定した。TNFα（又はコントロール動物ではPBS）の注射の48時間後、かつ動物
を安楽死させる直前に、注射された膝関節の直径を再度測定し、第一の直径測定値から第
二の直径測定値を差し引くことにより、関節腫脹を計算した（図６及び９）。
【０１８７】
　〔組織処理〕
TNFα（又はコントロール動物ではPBS）の注射の48時間後に、動物を安楽死させた。Bolo
nとその同僚により記載されるように、検死時に注射した膝を足と大腿から分離し、70%エ
タノールへの浸漬により無傷のまま固定し、標準的なヘマトキシリン・エオジン（HE）染
色を進めた。
【０１８８】
　〔形態学的分析〕
関節の炎症を測定するための組織学的採点分析を、Bolonとその同僚により記載される通
りに行った。関節の炎症を評価するための組織学的採点基準を、Bolonとその同僚に従っ
て適用した（図７、８及び１０）。
【０１８９】
　5.3.　結果
　表４に示すように、第一の一連の実験において、関節内に投与されたESBATech社のscFv
抗体、TB-A、及び対応する関節内に投与されたESBATech社のFab抗体の代表例を、それら
の関節内と腹腔内に投与されたインフリキシマブ（Infliximab）/レミケード（Remicade
）（登録商標）による急性単関節炎の誘発をブロックする能力について比較した：
【０１９０】
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【表４】

【０１９１】
　膝の直径の変化に対する治療効果（TNFα誘導性関節腫脹に対する効果の指標として）
に関して得られた結果を図６に示した。全ての抗体は、TNFα誘導性関節腫脹を完全にブ
ロックした。
【０１９２】
　関節の炎症に対する治療効果を評価するため、HE染色された組織スライドの組織学的採
点を行った。以下の基準に従って関節の炎症を採点した（代表的な採点例については図７
を参照）：
【０１９３】
　スコア 0：正常
　スコア 1：滑膜表層の軽度の肥厚
　スコア 2：滑膜表層の肥厚とサブライニング（sublining）の軽度の炎症
　スコア 3：滑膜表層の肥厚とサブライニング（sublining）の中程度の炎症
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【０１９４】
　組織学的炎症スコアに対する治療効果に関して得られた結果を図８に示す。
　組織学的炎症スコアに対して、全ての治療で同程度の効果が観察された。
【０１９５】
　第二の一連の実験において、評価対象の抗体誘導体に対する相対的な用量反応を比較し
た。表５に示すように、実験1の代表的な関節内に投与されたESBATech社のscFv抗体TB-A
及び対応する関節内に投与されたFab抗体を、関節内及び腹腔内に投与された（Inflixima
b）/レミケード（Remicade）（登録商標）及びヒトTNFαに対する結合活性が完全に欠如
した無関係のscFv抗体と、実験1と比較してより広く異なる投与量の範囲に渡って比較し
た。
【０１９６】
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【表５】

【０１９７】
　膝の直径の変化に対する治療効果（TNFα誘導性関節腫脹に対する効果の指標として）
に関して得られた結果を図９に示す。
　組織学的炎症スコアに対する治療効果に関して得られた結果を図１０に示す。
【０１９８】
　まとめると、代表的なESBATech社の抗TNFα scFv及び代表的なESBATech社の抗TNFα Fa
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非常に効果的であった。
【０１９９】
　以上に本発明の好ましい態様を示し、説明しているが、本発明はこれに限定されるもの
ではなく、以下の請求項の範囲内で、他の方法で様々に具現化可能であり、そして実行可
能であることが明確に理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【０２００】
【図１】図１は、最も高頻度な変異の範囲を区切るTB-A及びTB-Bの配列と共に、scFv抗体
のスキームを示す。アステリスクは、本発明の抗体のフレームワークにおいて、アミノ酸
の変異が許容される位置を示す。CDR（CDRはグレーの背景で強調される）の下に示された
アミノ酸は、各々のCDRにおいて使用できる。
【図２】図２は、Fab断片の発現に関する典型的なスキームを示す。
【図３Ａ】図３は、大腸菌中で発現された際のscFvsの産生収率を示す。図３Ａは、発現
されたタンパク質のSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動。
【図３Ｂ】図３Ｂは、TB-Aの優れた溶解性を示すTB-A及びTB-wtのゲルろ過分析。
【図４】図４は、ELISAにより測定されたTNFαに対する異なるscFv抗体の親和性の比較を
示す。
【図５Ａ】図５は、マウスL929繊維芽細胞中でのヒトTNFα誘導性細胞障害性の阻害を示
す。図５ＡはTB-wt及びインフリキシマブ(infliximab)とのIC50値を用いた比較における
、TB-Aの濃度依存阻害。
【図５Ｂ】図５Ｂは、ブロックTNFα誘導性細胞毒性を阻害するTB-A誘導体の比較。
【図５Ｃ】図５Ｃは、TB-AのScFv型とFab型との比較。
【図６】図６は、ラット体内でのヒトTNFα誘導性関節腫脹に対する抗体治療の効果を示
す（実験：5.3.、実験1）。
【図７】図７は、病理組織学的な炎症採点法のための採点スキームを示す。
【図８】図８は、ラット体内でのヒトTNFα誘発関節炎症に対する抗体治療の効果を示す
（実験：5.3.、実験1）。
【図９】図９は、ラット体内でのヒトTNFα誘導性関節腫脹に対する抗体治療の効果を示
す（実験：5.3.、実験2）。
【図１０】図１０は、ラット体内でのヒトTNFα誘導性関節炎症に対する抗体治療の効果
を示す（実験：5.3.、実験2）。
【図１１】図１１は、異なる体液中でのTB-Aの安定性を示す。
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