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(57)【要約】
本発明は、ＲＡＮＫＬアンタゴニストとＴＮＦ－アルファアンタゴニストとの組み合わせ
に関し、かつ、１つ以上のエピトープ結合ドメインに連結したタンパク質足場を含むＲＡ
ＮＫＬに結合する抗原結合性構築物、それら構築物の製造方法及びその使用を提供する。
ここでこの抗原結合性構築物はそのうちの少なくとも１つがエピトープ結合ドメイン由来
であり、そのうちの少なくとも１つがペアード（対になった）ＶＨ／ＶＬドメイン由来で
ある、少なくとも２つの抗原結合部位を有する構築物である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１つ以上のエピトープ結合ドメインに連結したタンパク質足場を含む抗原結合性構築物
であって、該抗原結合性構築物は少なくとも２つの抗原結合部位を有し、そのうちの少な
くとも１つはエピトープ結合ドメインに由来し、そのうちの少なくとも１つはペアードＶ
Ｈ／ＶＬドメイン由来し、かつ該抗原結合部位の少なくとも１つはＲＡＮＫＬに結合する
ことが可能である、上記抗原結合性構築物。
【請求項２】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインがｄＡｂである、請求項１に記載の抗原結合
性構築物。
【請求項３】
　該ｄＡｂがヒトｄＡｂである、請求項２に記載の抗原結合性構築物。
【請求項４】
　該ｄＡｂがラクダ科ｄＡｂである、請求項２に記載の抗原結合性構築物。
【請求項５】
　該ｄＡｂがサメｄＡｂ（ＮＡＲＶ）である、請求項２に記載の抗原結合性構築物。
【請求項６】
　少なくとも１つのエピトープ結合性ドメインが、ＣＴＬＡ－４（Ｅｖｉｂｏｄｙ）；リ
ポカリン；プロテインＡのＺドメイン（Ａｆｆｉｂｏｄｙ、ＳｐＡ）、Ａドメイン（Ａｖ
ｉｍｅｒ／Ｍａｘｉｂｏｄｙ）などのプロテインＡ由来分子；ＧｒｏＥｌ及びＧｒｏＥＳ
などの熱ショックタンパク質；トランスフェリン（ｔｒａｎｓ－ｂｏｄｙ）；アンキリン
リピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；ペプチドアプタマー；Ｃ型レクチンドメイン（Ｔ
ｅｔｒａｎｅｃｔｉｎ）；ヒトγクリスタリン及びヒトユビキチン（ａｆｆｉｌｉｎｓ）
；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼインヒビターのスコーピオントキシンクニッツ（ｓ
ｃｏｒｐｉｏｎｔｏｘｉｎｋｕｎｉｔｚ）型ドメイン；並びにフィブロネクチン（アドネ
クチン）より選択される足場に由来する、請求項１～５のいずれか１項に記載の抗原結合
性構築物。
【請求項７】
　該エピトープ結合ドメインがＡｆｆｉｂｏｄｙ、アンキリンリピートタンパク質（ＤＡ
ＲＰｉｎ）及びアドネクチンより選択される足場に由来する、請求項６に記載の抗原結合
性構築物。
【請求項８】
　該結合構築物が２以上の抗原に対する特異性を有する、請求項１～７のいずれかに記載
の抗原結合性構築物。
【請求項９】
　少なくとも１つのペアードＶＨ／ＶＬドメインがＲＡＮＫＬに結合可能な、請求項１～
８のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項１０】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインがＲＡＮＫＬに結合可能な、請求項１～９の
いずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項１１】
　該抗原結合性構築物がＲＡＮＫＬ及びＴＮＦより選択される２つ以上の抗原に結合可能
な、請求項１～１０のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項１２】
　該タンパク質足場がＩｇ足場である、請求項１～１１のいずれかに記載の抗原結合性構
築物。
【請求項１３】
　該Ｉｇ足場がＩｇＧ足場である、請求項１２に記載の抗原結合性構築物。
【請求項１４】
　該ＩｇＧ足場がＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４より選択される、請求項１
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３に記載の抗原結合性構築物。
【請求項１５】
　該タンパク質足場が一価抗体を含む、請求項１４に記載の抗原結合性構築物。
【請求項１６】
　該ＩｇＧ足場が抗体の全てのドメインを含む、請求項１２～１４のいずれか１項に記載
の抗原結合性構築物。
【請求項１７】
　４つのエピトープ結合ドメインを含む、請求項１～１６のいずれかに記載の抗原結合性
構築物。
【請求項１８】
　２つのエピトープ結合ドメインが同じ抗原に対する特異性を有する、請求項１７に記載
の抗原結合性構築物。
【請求項１９】
　全てのエピトープ結合ドメインが同じ抗原に対する特異性を有する、請求項１９に記載
の抗原結合性構築物。
【請求項２０】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインが１～１５０のアミノ酸を含むリンカーを介
して該Ｉｇ足場に直接連結される、請求項１～１９のいずれかに記載の抗原結合性構築物
。
【請求項２１】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインが１～２０のアミノ酸を含むリンカーを介し
て該Ｉｇ足場に直接連結される、請求項２０に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２２】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインが配列番号３～８に示されたいずれかの配列
又はその組み合わせより選択されたリンカーを介して該Ｉｇ足場に直接連結される、請求
項２１に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２３】
　少なくとも１つのエピトープ結合ドメインがヒト血清アルブミンに結合する、請求項１
～２２のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項２４】
　軽鎖のＮ末端でＩｇ足場と連結したエピトープ結合ドメインを含む、請求項１２～２３
のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２５】
　重鎖のＮ末端でＩｇ足場と連結したエピトープ結合ドメインを含む、請求項１２～２３
のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２６】
　軽鎖のＣ末端でＩｇ足場に連結したエピトープ結合ドメインを含む、請求項１２～２３
のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２７】
　重鎖のＣ末端でＩｇ足場に連結したエピトープ結合ドメインを含む、請求項１２～２３
のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物。
【請求項２８】
　４つの抗原結合部位を有し、同時に４つの抗原に対して結合することが可能な、請求項
１～２７のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項２９】
　医療における使用のための、請求項１～２８のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項３０】
　骨粗鬆症、又は関節リウマチ、びらん性関節炎、乾癬性関節炎、リウマチ性多発筋痛症
、強直性脊椎炎、若年性関節リウマチ、パジェット病、骨形成不全症、骨粗鬆症、運動又
はその他による膝、足首、手、股関節部、肩若しくは脊椎の損傷、背痛、特に関節の狼瘡
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及び変形性関節症などの関節炎疾患の治療のための医薬の製造における使用のための、請
求項１～２９のいずれかに記載の抗原結合性構築物。
【請求項３１】
　治療量の請求項１～２８のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物を投与することを含
む、骨粗鬆症、又は関節リウマチ、びらん性関節炎、乾癬性関節炎、リウマチ性多発筋痛
症、強直性脊椎炎、若年性関節リウマチ、パジェット病、骨形成不全症、骨粗鬆症、運動
又はその他による膝、足首、手、股関節部、肩若しくは脊椎の損傷、背痛、特に関節の狼
瘡及び変形性関節症などの関節炎疾患に罹患した患者の治療方法。
【請求項３２】
　骨粗鬆症、又は関節リウマチ、びらん性関節炎、乾癬性関節炎、リウマチ性多発筋痛症
、強直性脊椎炎、若年性関節リウマチ、パジェット病、骨形成不全症、骨粗鬆症、運動又
はその他による膝、足首、手、股関節部、肩若しくは脊椎の損傷、背痛、特に関節の狼瘡
及び変形性関節症などの関節炎疾患の治療のための、請求項１～２８のいずれか１項に記
載の抗原結合性構築物。
【請求項３３】
　請求項１～２８のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物の重鎖をコードする、ポリヌ
クレオチド配列。
【請求項３４】
　請求項１～２８のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物の軽鎖をコードする、ポリヌ
クレオチド。
【請求項３５】
　請求項１～３４のいずれかに記載の抗原結合性構築物の重鎖及び軽鎖をコードする１つ
以上のポリヌクレオチド配列を含む、形質転換又はトランスフェクトされた組換え宿主細
胞。
【請求項３６】
　請求項３５に記載の宿主細胞を培養する工程及び抗原結合性構築物を単離する工程を含
む、請求項１～２８に記載の抗原結合性構築物の生産方法。
【請求項３７】
　請求項１～２８のいずれか１項に記載の抗原結合性構築物及び製薬上許容可能な担体を
含む医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　抗体を治療用途に用いることは周知である。
【０００２】
　抗体は、少なくとも２つの重鎖と２つの軽鎖を含むヘテロ多量体糖タンパク質である。
ＩｇＭを除いて、通常、インタクト抗体は約１５０Ｋｄａのヘテロテトラマー糖タンパク
質であり、２つの同じ軽鎖（Ｌ）と２つの同じ重鎖（Ｈ）により構成される。通常、各軽
鎖は１つの共有結合性ジスルフィド結合により重鎖に結合するが、別々の免疫グロブリン
アイソタイプの重鎖間のジスルフィド結合の数は変化する。それぞれ重鎖と軽鎖は鎖内ジ
スルフィド架橋も有する。各重鎖には、一端に可変ドメイン（ＶＨ）があり、続いて多く
の定常領域がある。各軽鎖は、可変ドメイン（ＶＬ）と、他端に定常領域を有する；軽鎖
の定常領域は重鎖の最初の定常領域と並び、また、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメ
インと並んでいる。ほとんどの脊椎動物種由来の抗体の軽鎖は、定常領域のアミノ酸配列
に基づいたカッパおよびラムダと呼ばれる２つのタイプの１つに割り付けられる。ヒト抗
体は、重鎖の定常領域のアミノ酸配列によって、５つの異なるクラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭに割り付けられる。ＩｇＧとＩｇＡは、さらにサブクラス、
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４、ならびにＩｇＡ１およびＩｇＡ２に細
分化することができる。種変異体はマウスとラットで認められ、少なくともＩｇＧ２ａ、
ＩｇＧ２ｂがある。抗体の可変ドメインは、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる特別の
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変異性を示す特定の領域により、該抗体に結合特異性を付与する。可変領域の中で、より
保存される領域はフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。インタクト重鎖と軽鎖の可変
ドメインはそれぞれ３つのＣＤＲによって連結されている４つのＦＲを含む。各鎖の中の
ＣＤＲはＦＲ領域により他方の鎖のＣＤＲとごく接近して置かれ、抗体の抗原結合性部位
の形成に寄与する。定常領域は、抗体の抗原への結合に直接関係しないが、抗体依存性細
胞媒介性細胞毒性（ＡＤＣＣ）への関与やＦｃγ受容体への結合による食作用、新生児の
Ｆｃ受容体（ＦｃＲｎ）による半減期／クリアランス速度、および補体カスケードのＣ１
ｑコンポーネントによる補体依存性細胞毒性、等種々のエフェクター機能を示す。
【０００３】
　ＩｇＧ抗体の構造の性質とは、２つの抗原結合性部位があり、その両方が同じエピトー
プに特異的である、というものである。従って、それらは一重特異性である。
【０００４】
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性がある抗体
である。そのような抗体を作る方法は、当業者には既知である。本来、二重特異性抗体の
組み換え産生は、２つのＨ鎖が異なる結合特異性を有する場合の２つの免疫グロブリンＨ
鎖Ｌ鎖ペアの同時発現に基づいている。Millstein et al, Nature 305 537-539 (1983), 
WO93/08829 and Traunecker et al EMBO, 10, 1991, 3655-3659参照。ＨとＬ鎖の任意組
み合わせが可能なために、組み合わせ可能な１０種の異なる抗体構造の混合物が産生され
、その内の１つだけが所望の結合特異性を有する。別のアプローチでは、少なくともヒン
ジ部、ＣＨ２およびＣＨ３領域の一部を含む重鎖定常領域に対し所望の結合特異性を備え
た可変ドメインを融合させることが含まれる。少なくとも１つの融合体中にある軽鎖結合
に必要な部位を含んでいるＣＨ１領域を有することが好ましい。ＤＮＡコードしたこれら
の融合体、また、所望ならＬ鎖を、別々の発現ベクトルに挿入し、適切な宿主生物へ同時
導入する。２つあるいは３つすべての鎖のコード配列を１つの発現ベクトルに挿入するが
、それは可能である。１つのアプローチでは、二重特異性抗体は１つのアーム中の一つ目
の結合特異性を有するＨ鎖、および、別のアーム中の二つ目の結合特異性を提供するＨ－
Ｌ鎖ペアから構成される。WO94/04690参照。また、Suresh et al Methods in Enzymology
 121, 210, 1986も参照のこと。別のアプローでチは、単一のドメイン結合部位を含む抗
体分子を含んでいる（WO2007/095338に記述）。
【０００５】
　ＲＡＮＫＬ（核内転写因子カッパＢ配位子の受容体活性化因子）はＴＮＦファミリーの
メンバーで、破骨細胞形成と骨吸収に関係する。ＲＡＮＫおよびそのリガンドＲＡＮＫ－
Ｌは、骨吸収を調節するために共同で作用するが、これは骨再構築であり通常の生理機能
の一部である。通常の生理機能では、ＲＡＮＫは破骨細胞前駆物質上で発現する。しかし
、ＲＡＮＫＬは骨芽ストローマ細胞およびＴ細胞上で発現する。骨芽細胞とＴ細胞は破骨
細胞形成と骨吸収を生ずる破骨細胞の成長を促進する。ＲＡＮＫＬは、骨粗鬆症、治療誘
発骨喪失、慢性関節リウマチ等の一連の疾患を包含する骨破壊に重要な役割を果たすと考
えられ、転移性疾患と多発性骨髄腫における骨破壊や腫瘍成長という悪循環を増幅させる
。軟骨退化と共に関節骨侵食は、関節リウマチと変形性関節症で起こる２つの構造変化で
ある。ＲＡＮＫＬは破骨細胞の形成、機能および生存に不可欠な要因である。関節では、
ＲＡＮＫ－Ｌは、ＲＡ患者の滑膜中のＴ細胞および繊維芽細胞様滑膜細胞上で発現する。
関節滑膜中のＲＡＮＫ－Ｌが、滑膜のパンヌス軟骨／軟骨下骨境界で見つかった成熟した
破骨細胞の成長を促進しており、この細胞が慢性関節リウマチ患者の局所的骨侵食の原因
であることが研究により実証された。
【０００６】
　腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）は、恐らくＴＮＦファミリーの最もよく知られた
メンバーである。患者にとって、抗ＴＮＦ剤により、ＲＡ疾患進行に実質的な変化を生じ
、抗ＴＮＦ治療は多くの臨床試験で軟骨を保護し、Ｘ線画像が変化することが明らかにな
った。メトトレキサート、レミケード、またはエントラセプト（Ｅｎｔｒａｃｅｐｔ）で
、積極的に治療した患者は、骨喪失の実質的な抑制が認められた。
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【発明の概要】
【０００７】
　本発明は治療に使用されるＴＮＦアルファアンタゴニストとＲＡＮＫＬアンタゴニスト
の組み合わせに関する。
【０００８】
　本発明は、特に、１つまたは複数のエピトープ結合ドメインにリンクされたタンパク質
足場を含む抗原結合性構築物に関し、この抗原結合性構築物は少なくとも２つの抗原結合
性部位を有し、その内の少なくとも１つがエピトープ結合ドメイン由来で、またその内の
少なくとも１つがペアード（対になった）ＶＨ／ＶＬドメイン由来であり、また、抗原結
合性部位の少なくとも１つがＲＡＮＫリガンドに結合する。
【０００９】
　また、本発明は、本明細書記載のうちのいずれかの抗原結合性構築物の重鎖をコードし
たポリヌクレオチド配列、および本明細書記載のうちのいずれかの抗原結合性構築物の軽
鎖をコードしたポリヌクレオチドを提供する。このポリヌクレオチドは、等価のポリペプ
チド配列に相当するコード配列を示すが、このポリヌクレオチド配列を、開始コドン、適
切なシグナル配列および停止コドンと共に発現ベクターに挿入することができることは理
解されるであろう。本発明はさらに組み換え型の形質転換または形質移入した宿主細胞を
提供し、この宿主細胞は本明細書記載のいずれかの抗原結合性構築物の重鎖、および軽鎖
をコードした１つまたは複数のポリヌクレオチドを含む。
【００１０】
　さらに、本発明は本明細書記載のいずれかの抗原結合性構築物の産生方法を提供し、こ
の方法は、第１および第２のベクターを含む宿主細胞を適切な培地、例えば無血清培地中
で培養するステップを含み、前記第１のベクターが本明細書記載のいずれかの抗原結合性
構築物の重鎖をコードしたポリヌクレオチドと、前記第２のベクターが本明細書記載のい
ずれかの抗原結合性構築物の軽鎖をコードしたポリヌクレオチドを含む。本発明はさらに
本明細書記載の抗原結合性構築物および製薬上許容可能なキャリアを含む医薬品組成物を
提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図２】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図３】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図４】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図５Ａ】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図５Ｂ】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図５Ｃ】図１～５は抗原結合性構築物の例を示す。
【図６】図６は抗原結合性構築物の模式図を示す。
【図７】図７はＴＮＦα及びＲＡＮＫＬブリッジングＥＬＩＳＡの結果を示す。ＢＰＣ１
８４６はＲＡＮＫＬ及びＶＥＧＦ両方への結合を示すことを確認した。ＢＰＣ２６０９、
ＤＭＳ４０００及びネガティブコントロール抗体は両方の標的に対する結合を示さない。
【００１２】
　定義
本明細書で使われる用語「タンパク質足場」は、これに制限されるものではないが、免疫
グロブリン（Ｉｇ）足場，例えば、ＩｇＧ足場を含み、これは４鎖または２鎖抗体であっ
てもよく、または抗体のＦｃ領域のみを含んでもよく、あるいは１つまたは複数の抗体由
来の定常領域を含んでもよい。また、この定常領域は、ヒトまたは霊長類起源であっても
、ヒトまたは霊長類定常領域の人工キメラであってもよい。このようなタンパク質足場は
、１つまたは複数の定常領域の他に抗原結合性部位を含んでもよい。例えば、タンパク質
足場がＩｇＧ全体を含む場合もある。このようなタンパク質足場は、他のタンパク質ドメ
イン、例えばエピトープ結合ドメインまたはＳｃＦｖドメイン、等の抗原結合性部位を有
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するタンパク質ドメインに結合可能である。
【００１３】
　「ドメイン」は、他のタンパク質とは独立した三次構造を有する折り畳まれたタンパク
質構造である。通常、ドメインは領域タンパク質の多様な機能特性の原因であり、多くの
場合、残りのタンパク質および／またはドメインの機能を失うことなく、付加、除去また
は他のタンパク質に移動可能である。「抗体単一可変領域」は、抗体可変ドメインの配列
特性を含む、折り畳まれたポリペプチド領域である。従って、これは完全抗体可変ドメイ
ン、および、例えば、１つまたは複数のループが抗体可変ドメインの特性を有しない配列
、または切断されたまたはＮやＣ末端延長部を含む抗体可変ドメイン、並びに少なくとも
全長領域の結合活性と特異性を保持している可変ドメインの折り畳まれた断片、により置
換された場合、等の修飾可変ドメインを含む。
【００１４】
　語句「免疫グロブリン単一可変ドメイン」は、別の可変領域またはドメインに独立に抗
原またはエピトープに特異的に結合する抗体可変ドメイン（ＶＨ，ＶＨＨ，ＶＬ）を指す
。免疫グロブリン単一可変ドメインは、他の、別の可変領域または可変ドメインと共にあ
る種のフォーマット（例えば、ホモまたはヘテロ多量体）で存在できる。この場合、他の
領域またはドメインは、単一免疫グロブリン可変ドメインによって抗原結合が要求されて
いない（すなわち、免疫グロブリン単一可変ドメインは新たな可変ドメインとは独立に抗
原に結合する）。本明細書で使われる場合、「ドメイン抗体」または「ｄＡｂ」は、抗原
に結合が可能な「免疫グロブリン単一可変ドメイン」と同じである。免疫グロブリン単一
可変ドメインは、ヒト抗体可変ドメインであってもよいが、他の種、例えばげっ歯類（例
はWO00/29004で開示），テンジクザメおよびラクダＶＨＨｄＡｂ、等由来の単一抗体可変
ドメインを含んでもよい。ラクダＶＨＨはラクダ，ラマ，アルパカ，ヒトコブラクダ，お
よびグアナコ等の種由来の免疫グロブリン単一可変ドメインポリペプチドであり、これは
元々軽鎖の欠けた重鎖抗体を産生する。このＶＨＨ領域は、当業者に利用可能な標準的な
方法によりヒト化されてもよく、この領域も本発明による「ドメイン抗体」と考えられる
。本明細書で使われる「ＶＨ」はラクダＶＨＨドメインを含む。ＮＡＲＶは、テンジクザ
メを含む軟骨魚類で特定された別のタイプの免疫グロブリン単一可変ドメインである。ま
た、これらの領域は、新規抗原受容体可変領域（通常、Ｖ（ＮＡＲ）またはＮＡＲＶと省
略）としても知られる。詳細は、Mol. Immunol. 44, 656-665 (2006)および US200500435
19A参照。
【００１５】
　用語「エピトープ結合ドメイン」は、別の可変領域またはドメインとは独立に、抗原ま
たはエピトープに特異的に結合するドメインを指す。これは、ドメイン抗体（ｄＡｂ）、
例えばヒト、ラクダまたはサメの免疫グロブリン単一可変ドメインであってもよく、また
は下記を含む群から選択された足場の誘導体であってもよい。ＣＴＬＡ－４（Ｅｖｉｂｏ
ｄｙ）；リポカリン；プロテインＡ由来分子、例えばプロテインＡのＺ－領域（アフィボ
ディ，ＳｐＡ），Ａ－領域（アビマー／マキシボディ（Ｍａｘｉｂｏｄｙ））；熱ショッ
クタンパク質、例えばＧｒｏＥＬとＧｒｏＥＳ；トランスフェリン（トランスボディ（Ｔ
ｒａｎｓ－ｂｏｄｙ））；アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；ペプチドア
プタマー；Ｃ－タイプレクチン領域（テトラネクチン）；ヒトγクリスタリンおよびヒト
ユビキチン（ａｆｆｉｌｉｎ）；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼ阻害剤のスコーピオ
ントキシンクニッツタイプドメイン；およびフィブロネクチン（アドネクチン（ａｄｎｅ
ｃｔｉｎ））；このドメインは、天然のリガンド以外のリガンドに結合させるためにタン
パク質工学による操作が行われたものである。
【００１６】
　ＣＴＬＡ－４（細胞毒性Ｔリンパ球関連抗原４）は主にＣＤ４＋Ｔ細胞上に発現するＣ
Ｄ２８ファミリー受容体である。その細胞外ドメインは可変ドメイン様Ｉｇフォールドを
有する。抗体のＣＤＲに対応するループは、異種の配列と置換して異なる結合特性を出す
ことができる。異なる結合特異性有するように操作されたＣＴＬＡ－４分子は、Ｅｖｉｂ
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ｏｄｙとして知られている。詳細は、Journal of Immunological Methods 248 (1-2), 31
-45 (2001)を参照のこと。
【００１７】
　リポカリンは細胞外タンパク質ファミリー で、ステロイド, ビリン, レチノイドおよ
び脂質、等の小さな疎水性の 分子を輸送する。これらは、円錐形構造の開口端に多くの
ループがある強固なβ－シート二次構造を有し、これは別の標的抗原に結合するように操
作できる。Ａｎｔｉｃａｌｉｎはサイズが１６０－１８０アミノ酸で、リポカリン由来で
ある。詳細は、Biochim Biophys Acta 1482: 337-350 (2000), US7250297B1 およびUS200
70224633を参照のこと。
【００１８】
　アフィボディは、黄色ブドウ球菌のプロテインＡ由来の足場で、抗原結合するように操
作できる。このドメインは約５８アミノ酸のらせん状束からなる。ライブラリは表面残基
の無作為化により生成されている。詳細は、Protein Eng.Des.Sel.17, 455-462 (2004) 
および EP1641818A1を参照のこと。
【００１９】
　アビマーは、Ａ－ドメイン足場ファミリー由来の多ドメインタンパク質である。約３５
アミノ酸の未変性ドメインは、明確なジスルフィド結合構造をとっている。多様性は、Ａ
－ドメインファミリー中の天然変異の混ぜ合わせにより生成されている。詳細は、Nature
 Biotechnology 23(12), 1556 - 1561 (2005) and Expert Opinion on Investigational 
Drugs 16(6), 909-917 (June 2007)を参照のこと。
【００２０】
　トランスフェリンは、単量体血清輸送糖タンパク質である。トランスフェリンは許容表
面ループに挿入する操作により別の標的抗原に結合させることができる。操作したトラン
スフェリン足場の例には、トランスボディがある。詳細は、J. Biol.Chem 274, 24066-24
073 (1999)参照。
【００２１】
　設計アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）は、膜内在性タンパク質の細胞骨
格への連結を媒介するタンパク質ファミリーであるアンキリン由来である。アンキリンの
一回の繰り返しは３３残基のチーフで、２つのα－らせんとβ－回転を含む。これらは、
各繰り返し中の一つ目のα－らせんとβ－回転の残基を無秩序化することにより標的抗原
に結合するよう操作できる。これらの結合面を、分子の数を増やすことにより増加させる
ことができる（親和性成熟の方法）。詳細は、J. Mol. Biol. 332, 489-503 (2003), PNA
S 100(4), 1700-1705 (2003)とJ. Mol. Biol. 369, 1015-1028 (2007) および US2004013
2028A1参照。
【００２２】
　フィブロネクチンは、抗原に結合させるように操作できる足場である。アドネクチンは
、ヒトＩＩＩ型フィブロネクチン（ＦＮ３）における１５繰り返し単位の内の１０番目の
ドメインの天然アミノ酸配列骨格からなる。β－サンドイッチの一端のループは操作によ
りアドネクチンに特異的に目的治療標的を認識させることができる。詳細は、Protein En
g. Des. Sel. 18, 435-444 (2005), US20080139791, WO2005056764 および US6818418B1
参照。
【００２３】
　ペプチドアプタマーはコンビナトリアル認識分子で、定常性足場タンパク質で構成され
、このタンパク質の典型的例には、活性部位に挿入された制限付き可変ペプチドループを
含むチオレドキシン（ＴｒｘＡ）がある。詳細は、Expert Opin.Biol. Ther. 5, 783-797
 (2005)参照。
【００２４】
　ミクロボディは、長さ２５－５０アミノ酸の自然発生のマイクロタンパク質由来で、３
－４システインブリッジを含む。マイクロタンパク質の例には、ＫａｌａｔａＢ１、コノ
トキシンおよびノッティン（ｋｎｏｔｔｉｎ）がある。マイクロタンパク質は、ループを



(9) JP 2012-518398 A 2012.8.16

10

20

30

40

50

有し、これをマイクロタンパク質全体の折り畳みに影響を与えないで２５アミノ酸まで含
有するように操作できる。操作されたノッティンドメインの詳細については、WO20080987
96参照。
【００２５】
　他のエピトープ結合ドメインには、別の標的抗原の結合特性を操作するための足場とし
て使われてきたタンパク質、例えばヒトγ－クリスタリンおよびヒトユビキチン（ａｆｆ
ｉｌｉｎ），ヒトプロテアーゼ阻害剤のｋｕｎｉｔｚタイプドメイン，Ｒａｓ－結合タン
パク質ＡＦ－６のＰＤＺドメイン、サソリ毒（カリブドトキシン），Ｃ－タイプレクチン
ドメイン（テトラネクチン）がある（これらは、Handbook of Therapeutic Antibodies (
2007, edited by Stefan Dubel) の７章Non-Antibody ScaffoldsおよびProtein Science 
15:14-27 (2006)でレビューされている）。本発明のエピトープ結合ドメインは、これら
の代替タンパク質ドメイン由来であってもよい。
【００２６】
　本明細書で使われる用語「ペアード（対になった）ＶＨドメイン」，「ペアードＶＬド
メイン」，および「ペアードＶＨ／ＶＬドメイン」は、それらのパートナー可変ドメイン
ペアとペアの場合のみ抗原に特異的に結合する抗体可変ドメインを指す。いずれの対形成
でも常に１つのＶＨと１つのＶＬがあり、用語「ペアードＶＨドメイン」はＶＨパートナ
ーを指し、用語「ペアードＶＬドメイン」はＶＬパートナーを指し、用語「ペアードＶＨ

／ＶＬドメイン」は一緒の２つのドメインを指す。
【００２７】
　本発明の一実施形態では、抗原結合性部位は、少なくとも、Ｋｄ値１ｍＭで抗原に結合
し、例えばＢｉａｃｏｒｅ（登録商標）で測定してＫｄ値１０ｎＭ，１ｎＭ，５００ｐＭ
，２００ｐＭ，１００ｐＭ，で各抗原に結合する。
【００２８】
　本明細書で使われる用語「抗原結合性部位」は、抗原に特異的に結合可能な構築物上の
部位を指し、単一ドメイン，例えばエピトープ結合ドメインであっても、標準的抗体上に
認められるペアードＶＨ／ＶＬドメインであってもよい。本発明の一部の態様では、単一
鎖Ｆｖ（ＳｃＦｖ）ドメインは抗原結合性部位を提供できる。
【００２９】
　用語「ｍＡｂ／ｄＡｂ」および「ｄＡｂ／ｍＡｂ」は、本明細書では本発明の抗原結合
性構築物を指す。この２つの用語は、本明細書では相互に置き換え可能な使い方が可能で
、同じ意味が意図されている。
【００３０】
　用語「定常重鎖１」は本明細書では、免疫グロブリン重鎖のＣＨ１ドメインを指す。
【００３１】
　用語「定常軽鎖」は本明細書では、免疫グロブリン軽鎖の定常ドメインを指す。
【００３２】
　発明の詳細な説明
本発明はＲＡＮＫＬアンタゴニストとＴＮＦアルファアンタゴニストを含む組成物を提供
する。また、本発明は治療に使用するためのＲＡＮＫＬアンタゴニストとＴＮＦアルファ
アンタゴニストの組み合わせを提供する。本発明はまたＲＡＮＫＬアンタゴニストをＴＮ
Ｆアルファアンタゴニストと併用して投与することにより疾患を治療する方法を提供する
。ＲＡＮＫＬアンタゴニストとＴＮＦアルファアンタゴニストを別々に投与しても、順次
投与しても、同時に投与してもよい。
【００３３】
　このようなアンタゴニストは、抗体であっても、エピトープ結合ドメイン、例えばｄＡ
ｂやアドネクチンであってもよい。アンタゴニストは、別々の分子の組み合わせとして、
同時に投与、すなわち同時投与（ｃｏ－ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ）、あるいは互いを例
えば２０時間以内、または１５時間以内、または１２時間以内、または１０時間以内、ま
たは８時間以内、または６時間以内、または４時間以内、または２時間以内、または１時
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【００３４】
　さらなる実施形態では、アンタゴニストは２つ以上の抗原に結合できる１つの分子とし
て存在する。例えば、本発明はＲＡＮＫＬとＴＮＦアルファに結合可能な、またはＲＡＮ
ＫＬおよびＴＮＦＲ１に結合可能な、またはＲＡＮＫＬおよびＴＮＦＲ２に結合可能な二
重標的化分子を提供する。
【００３５】
　本発明はタンパク質足場を含む抗原結合性構築物を提供する。この足場は１つまたは複
数のエピトープ結合ドメインに結合し、当該抗原結合性構築物は少なくとも２つの抗原結
合性部位を有し、少なくともその内の１つがエピトープ結合ドメイン由来であり、また少
なくともその内の１つがペアードＶＨ／ＶＬドメイン由来であり、またこの抗原結合性部
位の少なくとも１つがＲＡＮＫリガンドに結合する。
【００３６】
　このような抗原結合性構築物は、タンパク質足場を含み，この足場は、例えばＩｇＧ等
のＩｇ足場、例えば１つまたは複数のエピトープ結合ドメインに結合するモノクローナル
抗体、例えば結合構築物は少なくとも２つの抗原結合性部位を有するドメイン抗体で、そ
の内の少なくとも１つがエピトープ結合ドメイン由来であり、また抗原結合性部位の少な
くとも１つがＲＡＮＫリガンドに結合している。また、本発明はこれを産生する方法およ
び使用、特に治療で使用する方法に関する。
【００３７】
　本発明による抗原結合性構築物の一部の例を図１～５に示す。
【００３８】
　本発明の抗原結合性構築物はまたｍＡｂ、ｄＡｂや二重特異性抗体とも呼ばれる。 
　一実施形態では、本発明の抗原結合性構築物のタンパク質足場は、Ｉｇ足場、例えばＩ
ｇＧ足場またはＩｇＡ足場である。ＩｇＧ足場は、抗体の全てのドメイン（すなわち、Ｃ
Ｈ１，ＣＨ２，ＣＨ３，ＶＨ，ＶＬ）を含んでもよい。本発明の抗原結合性構築物はＩｇ
Ｇ１，ＩｇＧ２，ＩｇＧ３，ＩｇＧ４またはＩｇＧ４ＰＥから選択されたＩｇＧ足場を含
んでもよい。
【００３９】
　本発明の抗原結合性構築物は少なくとも２つの抗原結合性部位を有し、例えば２つの結
合部位をの内、一つ目の結合部位は抗原上の第１のエピトープに特異性を有し、二つ目の
結合部位は同じ抗原上の第２のエピトープに特異性を有する。さらなる実施形態では、４
つの抗原結合性部位，または６つの抗原結合性部位，または８つの抗原結合性部位，また
は１０個以上の抗原結合性部位を有する。一実施形態では、抗原結合性構築物は１以上の
抗原に対して、例えば、２つ以上の抗原，例えば２つの抗原，または３つの抗原，または
４つの抗原に対して特異性を有する。
【００４０】
　別の態様では、本発明は、２つ以上の式Ｉの構造を含むホモダイマーの少なくとも１つ
を含むＲＡＮＫＬに結合可能な抗原結合性構築物に関する：
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【化１】

【００４１】
　式中、
Ｘは、定常重鎖ドメイン２および定常重鎖ドメイン３を含む定常抗体領域を表し；
Ｒ１、Ｒ４、Ｒ７およびＲ８はエピトープ結合ドメインから独立に選択されたドメインを
表し；
Ｒ２は、定常重鎖１，およびエピトープ結合ドメインからなる群から選択されたドメイン
を表し；
Ｒ３は、ペアードＶＨおよびエピトープ結合ドメインからなる群から選択されたドメイン
を表し；
Ｒ５は、定常軽鎖、およびエピトープ結合ドメインからなる群より選択されたドメインを
表し；
Ｒ６は、ペアードＶＬおよびエピトープ結合ドメインからなる群から選択されたドメイン
を表し；
ｎは、０，１，２，３および４から独立に選択された整数を表し；
ｍは、０および１から独立に選択された整数を表し、
定常重鎖１および定常軽鎖ドメインは会合しており；
少なくとも１つのエピトープ結合ドメインが存在し；
さらに、Ｒ３がペアードＶＨドメインを表す場合は、Ｒ６はペアードＶＬドメインを表し
、これにより２つのドメインが一緒に抗原に結合可能となる。
【００４２】
　一実施形態では、Ｒ６はペアードＶＬを表し、Ｒ３はペアードＶＨを表す。
【００４３】
　さらなる実施形態では、Ｒ７とＲ８のどちらか、または両方がエピトープ結合ドメイン
を表す。
【００４４】
　またさらなる実施形態では、Ｒ１とＲ４のどちらか、または両方がエピトープ結合ドメ
インを表す。
【００４５】
　一実施形態では、Ｒ４が存在する。
【００４６】
　一実施形態では、Ｒ１、Ｒ７およびＲ８はエピトープ結合ドメインを表す。
【００４７】
　一実施形態では、Ｒ１、Ｒ７、Ｒ８およびＲ４はエピトープ結合ドメインを表す。
【００４８】
　一実施形態では、（Ｒ１）ｎ，（Ｒ２）ｍ，（Ｒ４）ｍおよび（Ｒ５）ｍ＝０，すなわ
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ち存在せず、Ｒ３はペアードＶＨドメインであり，Ｒ６はペアードＶＬドメインであり，
Ｒ８はＶＨｄＡｂであり，およびＲ７はＶＬｄＡｂである。
【００４９】
　別の実施形態では、（Ｒ１）ｎ，（Ｒ２）ｍ，（Ｒ４）ｍおよび（Ｒ５）ｍは０，すな
わち存在せず、Ｒ３はペアードＶＨドメインであり，Ｒ６はペアードＶＬドメインであり
，Ｒ８はＶＨｄＡｂであり，および（Ｒ７）ｍ＝０すなわち存在しない。
【００５０】
　別の実施形態では、（Ｒ２）ｍ，および（Ｒ５）ｍは０，すなわち存在せず、Ｒ１はｄ
Ａｂであり，Ｒ４はｄＡｂであり，Ｒ３はペアードＶＨドメインであり，Ｒ６はペアード
ＶＬドメインであり，（Ｒ８）ｍと（Ｒ７）ｍ＝０、すなわち存在しない。
【００５１】
　本発明の一実施形態では、エピトープ結合ドメインはｄＡｂである。
【００５２】
　いずれかの本明細書記載の抗原結合性構築物は１つまたは複数の抗原を中和することが
でき、例えばＲＡＮＫＬの中和およびＴＮＦアルファの中和も可能であることは、理解さ
れるであろう。
【００５３】
　本発明の抗原結合性構築物に関連して本明細書で使われる用語「中和する」およびその
文法的変形体は、本発明の抗原結合性構築物の存在下、このような抗原結合性構築物の無
い場合の標的の活性に比較して、全体的または部分的に標的の生物活性が低下することを
意味する。これに限定されないが、中和が、１つまたは複数のリガンドのブロッキング、
受容体を活性化するリガンドの阻害、受容体の発現低下、またはエフェクター機能への作
用、によるものであってもよい。
【００５４】
　中和のレベルはいくつかの方法、例えば、ＭＲＣ－５細胞中のＩＬ－８分泌物アッセイ
により測定可能である。この測定法は、実施例４に記載のように実施される。このアッセ
イでは、ＴＮＦαの中和は、中和する抗原結合性構築物の存在下でＩＬ－８分泌の阻害を
評価することにより測定される。中和を評価する他の方法で、例えば中和する抗原結合性
構築物の存在下、リガンドとその受容体間の結合低下を評価することにより測定する方法
は、当業者には既知であり、例えばＢｉａｃｏｒｅ（登録商標）アッセイがある。
【００５５】
　本発明の別の態様では、少なくとも実質的に本明細書で例示されているものと等価な中
和活性を有する抗原結合性構築物が提供される。
【００５６】
　本発明の抗原結合性構築物はＲＡＮＫＬに対して特異性を有し、例えばＲＡＮＫＬに結
合可能なエピトープ結合ドメイン、および／またはＲＡＮＫＬに結合するペアードＶＨ／
ＶＬを含む。抗原結合性構築物はＲＡＮＫＬに結合可能な抗体を含んでもよい。抗原結合
性構築物はＲＡＮＫＬに結合可能なｄＡｂを含んでもよい。
【００５７】
　一実施形態では、本発明の抗原結合性構築物は、例えばＲＡＮＫＬおよびＴＮＦαに結
合可能な場合のように１つ以上の抗原に対し特異性を有する。一実施形態では、本発明の
抗原結合性構築物はＲＡＮＫＬおよびＴＮＦαに結合でき、別の実施形態では、本発明の
抗原結合性構築物はＲＡＮＫＬおよびＴＮＦＲ１に結合でき、別の実施形態では本発明の
抗原結合性構築物は、ＲＡＮＫＬおよびＴＮＦＲ２に結合可能である。
【００５８】
　本明細書記載のいずれかの抗原結合性構築物が、例えば実施例５に記載されたような適
切なアッセイを使った化学量論的解析により測定して、同時に２つ以上の抗原に結合可能
であってもよいことは理解されよう。
【００５９】
　このような抗原結合性構築物の例には、ＲＡＮＫＬアンタゴニストであるエピトープ結
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合ドメインを有するＴＮＦα抗体、重鎖のＣ末端やＮ末端または軽鎖のＣ末端やＮ末端に
結合した抗ＲＡＮＫＬｄＡｂ、または重鎖のＣ末端やＮ末端または軽鎖のＣ末端やＮ末端
に結合したＲＡＮＫＬナノボディがある。実施例には、配列番号３８の重鎖配列および／
または配列番号３９の軽鎖配列を含み、重鎖と軽鎖の片方または両方がＲＡＮＫＬに結合
する１つまたは複数のエピトープ結合ドメインをさらに含む抗原結合性構築物，例えば配
列番号４０または配列番号４１のナノボディが含まれる。
【００６０】
　一実施形態では、抗原結合性構築物は、抗ＲＡＮＫＬエピトープ結合ドメインに結合し
た抗ＴＮＦα抗体を含み，この抗ＴＮＦα抗体が配列番号３８と３９で記述される抗体と
同じＣＤＳを有する。
【００６１】
　一実施形態では、抗原結合性構築物は、配列番号４２の重鎖を含み、さらなる実施形態
では、これが配列番号３９の軽鎖と組み合わせられることになる。
【００６２】
　このような抗原結合性構築物の例には、ＴＮＦαアンタゴニストであるエピトープ結合
ドメインを有するＲＡＮＫＬ抗体、例えば，重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖のＣ末端
やＮ末端に結合した抗ＴＮＦα ｄＡｂがある。このような抗原結合性構築物の他の例に
は、重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖のＣ末端やＮ末端に結合した抗－ＴＮＦαアドネ
クチンを有するＲＡＮＫＬ抗体、例えば、配列番号２４，２５，３０，３１，３２または
３６の重鎖配列、および／または配列番号２６，２７，２８，２９，３３，３４，３５ま
たは３７の軽鎖配列を含み、重鎖と軽鎖の１つまたは両方が配列番号１のエピトープ結合
ドメインに結合している抗原結合性構築物がある。
【００６３】
　一実施形態では、抗原結合性構築物は、ＴＮＦαアンタゴニストであるエピトープ結合
ドメインに結合した抗ＲＡＮＫＬ抗体を含み、抗ＲＡＮＫＬ抗体が配列番号２４，２５，
３０，３１，３２または３６の重鎖配列および配列番号２６，２７，２８，２９，３３，
３４，３５ｏｒ３７の軽鎖配列を有する抗体と同じＣＤＳを有する。
【００６４】
　このような抗原結合性構築物例には、アンタゴニストであるエピトープ結合ドメインを
有するＴＮＦＲ１抗体、例えば、重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖のＣ末端やＮ末端に
結合した抗ＲＡＮＫＬｄＡｂがある。このような抗原結合性構築物の他の例には、抗ＲＡ
ＮＫＬエピトープ結合ドメインであるＴＮＦＲ２抗体、例えば、重鎖のＣ末端やＮ末端、
または軽鎖のＣ末端やＮ末端に結合した抗ＲＡＮＫＬｄＡｂがある。
【００６５】
　このような抗原結合性構築物の例には、ＴＮＦアルファアンタゴニストであるエピトー
プ結合ドメインを有するＲＡＮＫＬ抗体、例えば、重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖の
Ｃ末端やＮ末端に結合した抗ＴＮＦＲ１ｄＡｂ、例えば、配列番号２４，２５，３０，３
１，３２または３６の重鎖配列および／または配列番号２６，２７，２８，２９，３３，
３４，３５または３７の軽鎖配列を有し、重鎖と軽鎖の１つまたは両方が配列番号２のエ
ピトープ結合ドメインに結合している抗原結合性構築物がある。
【００６６】
　このような抗原結合性構築物の他の例には、抗ＴＮＦＲ２エピトープ結合ドメインを有
する抗ＲＡＮＫＬ抗体、例えば、重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖のＣ末端やＮ末端に
結合した抗ＴＮＦＲ２ｄＡｂがある。
【００６７】
　このような抗原結合性構築物の他の例には、１つまたは複数の重鎖のＣ末端やＮ末端、
または軽鎖のＣ末端やＮ末端に結合した抗ＴＮＦアルファエピトープ結合ドメインを有す
る抗ＲＡＮＫＬ抗体がある。このＴＮＦアルファエピトープ結合ドメインは、ＴＮＦアル
ファｄＡｂで、WO04003019（参照により本明細書に組み込まれる）で開示されたいずれか
のＴＮＦアルファ、特にＴＡＲ１－５－１９，ＴＡＲ１－５、およびＴＡＲ１－２７と記
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載されているｄＡｂから選択される。本明細書の請求項に組み込むために開示を提供する
という明白な意図を持って、本発明の内容に適用するための可変ドメインとアンタゴニス
トの実施例として、あたかも本明細書に明示的に記載されているかのように、これらの具
体的配列とWO04003019の関連開示は参照により本明細書に組み込まれる。
【００６８】
　このような抗原結合性構築物の他の例には、重鎖のＣ末端やＮ末端、または軽鎖のＣ末
端やＮ末端に結合した１つまたは複数の抗ＴＮＦＲ１エピトープ結合ドメインを有する抗
ＲＡＮＫＬ抗体がある。このＴＮＦＲ１エピトープ結合ドメインは、ＴＮＦＲ１ｄＡｂで
、WO04003019 （参照により本明細書に組み込まれる）にあるいずれかのＴＮＦＲ１ｄＡ
ｂ配列、特にＴＡＲ２－１０，およびＴＡＲ２－５と記載されているｄＡｂから選択され
るＴＮＦＲ１ｄＡｂか、または、WO2006038027 （参照により本明細書に組み込まれる）
のいずれかのＴＮＦＲ１ｄＡｂ配列、特に配列番号３２～９８，１６７～１７９，３７３
～４０１，４３１，４３３～５１７および６２７のＴＮＦＲ１ｄＡｂ配列から選択される
ＴＮＦＲ１ｄＡｂ、または、WO2008149144 （参照により本明細書に組み込まれる）のい
ずれかのＴＮＦＲ１ｄＡｂ配列、特にＤＯＭ１ｈ－１３１－５１１，ＤＯＭ１ｈ－１３１
－２０１，ＤＯＭ１ｈ－１３１－２０２，ＤＯＭ１ｈ－１３１－２０３，ＤＯＭ１ｈ－１
３１－２０４，ＤＯＭ１ｈ－１３１－２０５と記載されているｄＡｂから選択されるＴＮ
ＦＲ１ｄＡｂまたは、WO2008149148 （参照により本明細書に組み込まれる）のいずれか
のＴＮＦＲ１ｄＡｂ配列、特にＤＯＭ１ｈ－１３１－２０６として記載されているｄＡｂ
配列から選択される。
【００６９】
　本明細書の請求項に組み込むために開示を提供するという明白な意図を持って、本発明
の内容に適用するための可変ドメインとアンタゴニストの実施例として、あたかも本明細
書に明示的に記載されているかのように、これらの具体的配列およびWO2006038027とWO20
08149144の開示は参照により本明細書に組み込まれる。
【００７０】
　また、このような抗原結合性構築物は、同じまたは異なる抗原特異性を有し、重鎖のＣ
末端および／またはＮ末端、および／または、軽鎖のＣ末端および／またはＮ末端に結合
した１つまたは複数の追加のエピトープ結合ドメインを有してもよい。
【００７１】
　本発明の一実施形態では、本明細書記載の発明に従った、ＡＤＣＣおよび／または補体
活性化またはエフェクター機能を低減するように定常領域を含む抗原結合性構築物が提供
される。このような一実施形態では、重鎖定常領域は、ＩｇＧ２またはＩｇＧ４アイソタ
イプの本来の無効化定常領域または変異ＩｇＧ１定常領域を含んでもよい。適切な修飾の
例は、EP0307434に記載されている。一例では、位置２３５および２３７（ＥＵインデッ
クスナンバリング、すなわち、ｋａｂａｔナンバリング）のアラニン残基の置換が含まれ
る。
【００７２】
　一実施形態では、本発明の抗原結合性構築物は、Ｆｃ機能、例えばＡＤＣＣおよびＣＤ
Ｃ活性の１つまたは両方を有する。このような抗原結合性構築物は、軽鎖上、例えば、軽
鎖のＣ末端上にエピトープ結合ドメインを含んでもよい。
【００７３】
　また、本発明は、エピトープ結合ドメインを抗体の軽鎖上に配置することにより、特に
、エピトー結合ドメインを軽鎖のＣ末端上に配置することにより抗原結合性構築物のＡＤ
ＣＣおよびＣＤＣ機能を維持する方法を提供する。
【００７４】
　本発明は、また、エピトープ結合ドメインを抗体の重鎖上に配置することにより、特に
、エピトー結合ドメインを重鎖のＣ末端上に配置することにより抗原結合性構築物のＣＤ
Ｃ機能を低減させる方法を提供する。
【００７５】
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　一実施形態では、抗原結合性構築物は、ドメイン抗体（ｄＡｂ）であるエピトープ結合
ドメインを含み、例えば、エピトープ結合ドメインがヒトＶＨまたはヒトＶＬであっても
、ラクダＶＨＨまたはサメｄＡｂ（ＮＡＲＶ）であってもよい。一実施形態では、抗原結
合性構築物は、下記の群から選択された足場誘導体であるエピトープ結合ドメインを含む
。ＣＴＬＡ－４（Ｅｖｉｂｏｄｙ）；リポカリン；プロテインＡ由来分子例えばプロテイ
ンＡのＺドメイン（アフィボディ，ＳｐＡ），Ａドメイン（アビマー／マキシボディ）；
ＧｒｏＥＬやＧｒｏＥＳ等の熱ショックタンパク質；トランスフェリン（トランスボディ
）；アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；ペプチドアプタマー；Ｃ－タイプ
レクチンドメイン（テトラネクチン）；ヒトγクリスタリンおよびヒトユビキチン（ａｆ
ｆｉｌｉｎ）；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼ阻害剤のスコーピオントキシンクニッ
ツタイプドメイン；およびフィブロネクチン（アドネクチン）；このドメインは、天然の
リガンド以外のリガンドに結合させるためにタンパク質工学による操作が行われたもので
ある。
【００７６】
　本発明の抗原結合性構築物は、アドネクチンであるエピトープ結合ドメインに結合した
タンパク質足場、例えば、重鎖のＣ末端に結合したアドネクチンを有するＩｇＧ足場を含
んでもよく、またはアドネクチンに結合したタンパク質足場、例えば、重鎖のＮ末端に結
合したアドネクチンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または，アドネクチンに結合し
たタンパク質足場、例えば、軽鎖のＣ末端に結合したアドネクチンを有するＩｇＧ足場を
含んでもよく、または，アドネクチンに結合したタンパク質足場、例えば、軽鎖のＮ末端
に結合したアドネクチンを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００７７】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばＣＴＬＡ－４である
エピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したＣＴＬ
Ａ－４を有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したＣ
ＴＬＡ－４を有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合し
たＣＴＬＡ－４を有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したＣ
ＴＬＡ－４を有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００７８】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばリポカリンであるエ
ピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したリポカリ
ンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したリポカ
リンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合したリポ
カリンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したリポカリン
を有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００７９】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばＳｐＡであるエピト
ープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したＳｐＡを有す
るＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したＳｐＡを有する
ＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合したＳｐＡを有するＩ
ｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したＳｐＡを有するＩｇＧ足場を
含んでもよい。
【００８０】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばアフィボディである
エピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したアフィ
ボディを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したア
フィボディを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合し
たアフィボディを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したア
フィボディを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８１】
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　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばａｆｆｉｍｅｒであ
るエピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したａｆ
ｆｉｍｅｒを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合し
たａｆｆｉｍｅｒを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に
結合したａｆｆｉｍｅｒを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結
合したａｆｆｉｍｅｒを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８２】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばＧｒｏＥＬであるエ
ピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したＧｒｏＥ
Ｌを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したＧｒｏ
ＥＬを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合したＧｒ
ｏＥＬを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したＧｒｏＥＬ
を有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８３】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばトランスフェリンで
あるエピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したト
ランスフェリンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結
合したトランスフェリンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ
末端に結合したトランスフェリンを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ
末端に結合したトランスフェリンを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８４】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばＧｒｏＥＳであるエ
ピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したＧｒｏＥ
Ｓを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したＧｒｏ
ＥＳを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合したＧｒ
ｏＥＳを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したＧｒｏＥＳ
を有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８５】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばＤＡＲＰｉｎである
エピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合したＤＡＲ
Ｐｉｎを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端に結合したＤ
ＡＲＰｉｎを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽鎖のＮ末端に結合し
たＤＡＲＰｉｎを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、軽鎖のＣ末端に結合したＤ
ＡＲＰｉｎを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８６】
　他の実施形態では、抗原結合性構築物は、タンパク質足場、例えばペプチドアプタマー
であるエピトープ結合ドメインに結合したＩｇＧ足場、例えば、重鎖のＮ末端に結合した
ペプチドアプタマーを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、重鎖のＣ末端
に結合したペプチドアプタマーを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、例えば、軽
鎖のＮ末端に結合したペプチドアプタマーを有するＩｇＧ足場を含んでもよく、または、
軽鎖のＣ末端に結合したペプチドアプタマーを有するＩｇＧ足場を含んでもよい。
【００８７】
　本発明の一実施形態では、４つのエピトープ結合ドメイン、例えば４つのドメイン抗体
があり、２つのエピトープ結合ドメインが同じ抗原に対し特異性を有してもよく、抗原結
合性構築物中に存在する全てのエピトープ結合ドメインが同じ抗原に対し特異性を有して
もよい。
【００８８】
　本発明のタンパク質足場は、リンカーを使ってエピトープ結合ドメインに連結してもよ
い。適切なリンカーの例は、長さで１アミノ酸～１５０アミノ酸，または１アミノ酸～１
４０アミノ酸，例えば、１アミノ酸～１３０アミノ酸，または１～１２０アミノ酸，また
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は１～８０アミノ酸，または１～５０アミノ酸，または１～２０アミノ酸，または１～１
０アミノ酸，または５～１８アミノ酸のアミノ酸配列であってもよい。このような配列は
、それ自身の三次構造を有してもよく、例えば、本発明のリンカーが単一可変ドメインを
含んでもよい。一実施形態では、リンカーのサイズは、単一可変ドメインと同等である。
適切なリンカーは、サイズが１～２０オングストロームであってもよく、例えば、１５オ
ングストローム未満，または１０オングストローム未満，または５オングストローム未満
であってもよい。
【００８９】
　本発明の一実施形態では、少なくとも１つのエピトープ結合ドメインはＩｇ足場に直接
に結合し、この足場は、１～１５０アミノ酸、例えば、１～２０アミノ酸、例えば１～１
０アミノ酸からなるリンカーを有している。このようなリンカーは、配列番号３～８で示
されるもののいずれか１つから選択することができ、例えば、リンカーは「ＴＶＡＡＰＳ
」であってもよく、またはリンカーは「ＧＧＧＧＳ」であってもよく、または、これらリ
ンカーの複合であってもよい。本発明の抗原結合性構築物で使用するリンカーは、単体で
も他のリンカー、１つまたは複数のＧＳ残基のセット、例えば、「ＧＳＴＶＡＡＰＳ」ま
たは「ＴＶＡＡＰＳＧＳ」または「ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ」またはこれらのリンカーの複
合であってもよい。
【００９０】
　一実施形態では、エピトープ結合ドメインは、リンカー「（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍ」に
よりＩｇ足場に結合している。別の実施形態では、エピトープ結合ドメインは、リンカー
「（ＧＧＧＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍ」によりＩｇ足場に結合している。別の実施形態では、エ
ピトープ結合ドメインは、リンカー「（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍ」によりＩｇ足場に
結合している。別の実施形態では、エピトープ結合ドメインは、リンカー「（ＧＳ）ｍ（
ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ」によりＩｇ足場に結合している。別の実施形態では、エピトープ
結合ドメインは、リンカー「（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍ」によりＩｇ足場
に結合している。別の実施形態では、エピトープ結合ドメインは、リンカー「（ＰＡＶＰ
ＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍ」によりＩｇ足場に結合している。別の実施形態では、エピトープ結
合ドメインは、リンカー「（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍ」によりＩｇ足場に結合してい
る。別の実施形態では、エピトープ結合ドメインは、リンカー「（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（Ｇ
Ｓ）ｍ」によりＩｇ足場に結合している。この全ての実施形態で、ｎ＝１～１０，および
ｍ＝０～４，およびｐ＝２～１０である。
【００９１】
　このようなリンカーに例には、（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝１およびｍ＝１（配
列番号５１），（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝２およびｍ＝１（配列番号５２），（
ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝１（配列番号５３），（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ
）ｍここでｎ＝４およびｍ＝１，（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝２およびｍ＝０，（
ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝０，（ＰＡＳ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４
およびｍ＝０がある。
【００９２】
　このようなリンカーに例には、（ＧＧＧＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝２およびｍ＝０
（配列番号５４），（ＧＧＧＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝３およびｍ＝０（配列番号５
４），（ＧＧＧＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝４およびｍ＝０がある。
【００９３】
　このようなリンカーに例には、（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳ）ｐここでｐ＝１およびｍ＝
１，（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳ）ｐここでｐ＝２およびｍ＝１，（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰ
Ｓ）ｐここでｐ＝３およびｍ＝１，（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳ）ｐここでｐ＝４およびｍ
＝１），（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳ）ｐここでｐ＝５およびｍ＝１，または（ＧＳ）ｍ（
ＴＶＡＡＰＳ）ｐここでｐ＝６およびｍ＝１がある。
【００９４】
　このようなリンカーに例には、（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝２およびｍ＝
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１（配列番号６９），（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝３およびｍ＝１（配列番
号７０），（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝４およびｍ＝１，（ＴＶＡＡＰＳ）

ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝２およびｍ＝０，（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝３お
よびｍ＝０，（ＴＶＡＡＰＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝４およびｍ＝０がある。
【００９５】
　このようなリンカーに例には、（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝１および
ｍ＝０（配列番号８），（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝２およびｍ＝１（
配列番号４６），（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝３およびｍ＝１（配列番
号４７），または（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝４およびｍ＝１（配列番
号４８），（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝５およびｍ＝１（配列番号４９
），（ＧＳ）ｍ（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐここでｐ＝６およびｍ＝１（配列番号５０）があ
る。
【００９６】
　このようなリンカーに例には、（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝２および
ｍ＝１，（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝３およびｍ＝１，（ＴＶＡＡＰＳ
ＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝４およびｍ＝１，（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここ
でｐ＝２およびｍ＝０，（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝３およびｍ＝０，
（ＴＶＡＡＰＳＧＳ）ｐ（ＧＳ）ｍここでｐ＝４およびｍ＝０がある。
【００９７】
　このようなリンカーに例には、（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝１およびｍ＝
１（配列番号５６），（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝２およびｍ＝１（配列番
号５７），（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝１（配列番号５８），
（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝１，（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）

ｍここでｎ＝２およびｍ＝０，（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝０
，（ＰＡＶＰＰＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝０がある。
【００９８】
　このようなリンカーに例には、（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝１およびｍ＝
１（配列番号５９），（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝２およびｍ＝１（配列番
号６０），（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝１（配列番号６１），
（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝１，（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）

ｍここでｎ＝２およびｍ＝０，（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝０
，（ＴＶＳＤＶＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝０がある。
【００９９】
　このようなリンカーに例には、（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝１およびｍ＝
１（配列番号６２），（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝２およびｍ＝１（配列番
号６３），（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝１（配列番号６４），
（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝１，（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）

ｍここでｎ＝２およびｍ＝０，（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝３およびｍ＝０
，（ＴＧＬＤＳＰ）ｎ（ＧＳ）ｍここでｎ＝４およびｍ＝０がある。
【０１００】
　別の実施形態では、エピトープ結合ドメイン，例えばｄＡｂ、およびＩｇ足場の間には
リンカーが存在しない。別の実施形態では、エピトープ結合ドメイン，例えばｄＡｂ、は
リンカー「ＴＶＡＡＰＳ」によりＩｇ足場に結合する。別の実施形態では、エピトープ結
合ドメイン，例えばｄＡｂ、はリンカー「ＴＶＡＡＰＳＧＳ」によりＩｇ足場に結合する
。別の実施形態では、エピトープ結合ドメイン，例えばｄＡｂ、はリンカー「ＧＳ」によ
りＩｇ足場に結合する。
【０１０１】
　一実施形態では、本発明の抗原結合性構築物は、少なくとも１つの抗原結合性部位、例
えばヒト血清アルブミンに結合可能な少なくとも１つのエピトープ結合ドメイン、を含む
。
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【０１０２】
　一実施形態では、少なくとも３つの抗原結合性部位があり、例えば４または５または６
または８または１０抗原結合性部位があり、この抗原結合性構築物は少なくとも３または
４または５または６または８または１０抗原に結合可能であり、例えば、３または４また
は５または６または８または１０抗原に同時に結合可能である。
【０１０３】
　また、本発明は医薬に使用するための、例えば、骨粗鬆症、または、慢性関節リウマチ
，びらん性関節炎，乾癬性関節炎，リウマチ性多発筋痛症，強直性脊椎炎，若年性慢性関
節リウマチ，パジェット病，骨形成不全症，骨粗鬆症，運動や他の原因による膝，足首，
手，股関節部，肩または脊椎の損傷，背部痛，狼瘡（特に関節）および骨関節炎、等の関
節炎の治療薬製造に使用するための抗原結合性構築物を提供する。
【０１０４】
　本発明は、骨粗鬆症，または、慢性関節リウマチ，びらん性関節炎，乾癬性関節炎，リ
ウマチ性多発筋痛症，強直性脊椎炎，若年性慢性関節リウマチ，パジェット病，骨形成不
全症，骨粗鬆症，運動や他の原因による膝，足首，手，股関節部，肩または脊椎の損傷，
背部痛，狼瘡（特に関節）および骨関節炎、等の関節炎の患者を治療する方法を提供し、
これは、本発明の治療量の抗原結合性構築物の投与を含む。
【０１０５】
　本発明の抗原結合性構築物は、骨粗鬆症、または、慢性関節リウマチ，びらん性関節炎
，乾癬性関節炎，リウマチ性多発筋痛症，強直性脊椎炎，若年性慢性関節リウマチ，パジ
ェット病，骨形成不全症，骨粗鬆症，運動や他の原因による膝，足首，手，股関節部，肩
または脊椎の損傷，背部痛，狼瘡（特に関節）および骨関節炎、等の関節炎、またはＲＡ
ＮＫ－ＬやＴＮＦアルファの過剰産生に関わる他の任意の疾患の治療に使うことができる
。
【０１０６】
　本発明の抗原結合性構築物は、何らかのエフェクター機能を有しうる。例えば、タンパ
ク質足場がエフェクター機能を有する抗体由来のＦｃ領域を含む場合、例えば、タンパク
質足場がＩｇＧ１由来のＣＨ２およびＣＨ３を含む場合である。エフェクター機能のレベ
ルは、既知の技術、例えば、ＣＨ２ドメインの変異により、例えば、ＩｇＧ１ ＣＨ２ド
メインが２３９および３３２および３３０から選択された位置に１つまたは複数の変異を
有する場合、例えば、変異がＳ２３９ＤおよびＩ３３２ＥおよびＡ３３０Ｌから選択され
、その抗体が強化されたエフェクター機能を有するようにする技術、および／または、例
えば、本発明の抗原結合性構築物のグリコシレーションプロファイルを変えてＦｃ領域の
フコシル化を減少させる技術、等の技術により変えることができる。
【０１０７】
　本発明に使われるタンパク質足場には、抗体の全てのドメインを含む全モノクローナル
抗体足場を含み、または、本発明のタンパク質足場は、一価抗体のような従来にない構造
を含んでもよい。このような一価抗体は、重鎖のヒンジ部がホモ二量体化しないように修
飾されたペアード重鎖と軽鎖を含んでもよい（このような一価抗体は、WO2007059782に記
述されている）。他の一価抗体は、機能的可変領域とＣＨ１領域が欠けた第２の重鎖と二
量体化するペアード重鎖と軽鎖を含んでもよい。この場合、ホモ二量体よりもヘテロ二量
体を形成するように第１と第２の重鎖を修飾して、２つの重鎖と１つの軽鎖を有する一価
抗体ができる（このような一価抗体は、WO2006015371に記載されている）。このような一
価抗体は、本発明のエピトープ結合ドメインが結合できるタンパク質足場を提供可能であ
る。
【０１０８】
　本発明に使われるエピトープ結合ドメインは、別の可変領域またはドメインと独立して
、抗原またはエピトープに特異的に結合するドメインであり、これは、ドメイン抗体であ
っても、または下記の群から選択された足場の誘導体であるドメインであってもよい。Ｃ
ＴＬＡ－４（Ｅｖｉｂｏｄｙ）；リポカイン；プロテインＡ誘導分子、例えばプロテイン
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ＡのＺドメイン（アフィボディ，ＳｐＡ），Ａドメイン（アビマー／マキシボディ）；熱
ショックタンパク質、例えばＧｒｏＥＬおよびＧｒｏＥＳ；トランスフェリン（トランス
ボディ）；アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；ペプチドアプタマー；Ｃタ
イプレクチンドメイン（テトラネクチン）；ヒトγクリスタリンおよびヒトユビキチン（
ａｆｆｉｌｉｎ）；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼ阻害剤のスコーピオントキシンク
ニッツタイプドメイン；およびフィブロネクチン（アドネクチン）；このドメインは、天
然のリガンド以外のリガンドに結合させるためにタンパク質工学による操作が行われた。
一実施形態では、これはドメイン抗体であってもよく、また他の適切なドメイン、例えば
、ＣＴＬＡ－４，リポカリン，ＳｐＡ，アフィボディ，アビマー，ＧｒｏＥＬ，トランス
フェリン，ＧｒｏＥＳおよびフィブロネクチンからなる群から選択されたドメインであっ
てもよい。一実施形態では、これはｄＡｂ、アフィボディ，アンキリンリピートタンパク
質（ＤＡＲＰｉｎ）およびアドネクチンから選択されてもよい。別の実施形態では、これ
は、アフィボディ，アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）およびアドネクチン
から選択されてもよい。別の実施形態では、これは、ドメイン抗体、例えば、ヒト，ラク
ダまたはサメ（ＮＡＲＶ）ドメイン抗体から選択されたドメイン抗体であってもよい。
【０１０９】
　エピトープ結合ドメインは、１つまたは複数の位置でタンパク質足場に結合可能である
。この位置には、タンパク質足場のＣ末端およびＮ末端，例えば、ＩｇＧの重鎖のＣ末端
重鎖および／または軽鎖のＣ末端，または例えばＩｇＧの重鎖のＮ末端および／または軽
鎖のＮ末端が挙げられる。
【０１１０】
　一実施形態では、第１のエピトープ結合ドメインがタンパク質足場に結合し、第２のエ
ピトープ結合ドメインが第１のエピトープ結合ドメインに結合し、例えばタンパク質足場
がＩｇＧ足場の場合は、第１のエピトープ結合ドメインＩｇＧ足場の重鎖のＣ末端に結合
してもよく、そのエピトープ結合ドメインがそのＣ末端の位置で第２のエピトープ結合ド
メインに結合でき、または例えば、第１のエピトープ結合ドメインは、ＩｇＧ足場の軽鎖
のＣ末端に結合してもよく，その第１のエピトープ結合ドメインは、そのＣ末端の位置で
第２のエピトープ結合ドメインにさらに結合してもよく，または例えば、第１のエピトー
プ結合ドメインは、ＩｇＧ足場の軽鎖のＮ末端に結合してもよく、その第１のエピトープ
結合ドメインはそのＮ末端の位置で第２のエピトープ結合ドメインにさらに結合してもよ
く，または例えば、第１のエピトープ結合ドメインは、ＩｇＧ足場の重鎖のＮ末端に結合
してもよく、その第１のエピトープ結合ドメインは、そのＮ末端の位置で第２のエピトー
プ結合ドメインにさらに結合してもよい。
【０１１１】
　エピトープ結合ドメインがドメイン抗体である場合は、一部のドメイン抗体が足場内の
特定の位置に適合することがある。
【０１１２】
　本発明で使用するドメイン抗体は、通常のＩｇＧの重鎖および／または軽鎖のＣ末端で
結合可能である。さらに、一部のｄＡｂは、通常の抗体の重鎖および軽鎖の両方のＣ末端
に結合できる。
【０１１３】
　ｄＡｂのＮ末端が抗体定常ドメイン（ＣＨ３またはＣＬのいずれか）に融合している構
築物の場合は、ペプチドリンカーは、ｄＡｂが抗原に結合するのを支援することができる
。事実、ｄＡｂのＮ末端は、抗原結合活性に関わる相補性決定領域（ＣＤＲＳ）の近傍に
配置される。従って、短いペプチドリンカーは、エピトープ結合ドメインおよびタンパク
質足場に対する定常ドメインの間のスペーサーとして作用し、これによりｄＡｂ ＣＤＲ
をより容易に抗原に近づけることができ、従って高い親和性での結合が可能となる。
【０１１４】
　ｄＡｂがＩｇＧに結合する環境は、融合しようとする抗体鎖によって異なる：ＩｇＧ足
場の抗体軽鎖のＣ末端で融合する場合は、各ｄＡｂが抗体ヒンジとＦｃ部の近くに配置さ
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れることが期待される。このようなｄＡｂは相互に大きく離れていると思われる。通常の
抗体では、Ｆａｂ断片間の角度、および各Ｆａｂ断片とＦｃ部間の角度は非常に大きく変
動する。ｍＡｂ、ｄＡｂの場合はＦａｂ断片間の角度は多くは異ならないが、一方、各Ｆ
ａｂとＦｃ部間の角度には、一部の角度制約が観察されることがある。ＩｇＧ足場の抗体
重鎖のＣ末端で融合した場合、各ｄＡｂはＦｃ部のＣＨ３ドメインの近くに配置されるこ
とが期待される。これはＦｃ受容体（例えば、ＦｃγＲＩ，ＩＩ，ＩＩＩおよびＦｃＲｎ
）へのＦｃ結合特性に影響することは期待できない。理由は、これらの受容体が、ＣＨ２
ドメイン（ＦｃγＲＩ，ＩＩおよびＩＩＩクラスの受容体の場合）またはＣＨ２およびＣ

Ｈ３ドメイン間のヒンジ（例えば、ＦｃＲｎ受容体の場合）と結合しているからである。
このような抗原結合性構築物の別の特徴は、両ｄＡｂが相互に空間的に接近していること
が期待され、適切なリンカーにより与えられた柔軟性があるという条件下、これらのｄＡ
ｂはホモ二量体でさえ形成でき、従って、Ｆｃ部の「ジップド（ｚｉｐｐｅｄ）」四次構
造化を促進し、この構築物の安定性を高めることができる。
【０１１５】
　このような構造の考察は、エピトープ結合ドメインに結合する最も適切な位置、例えば
、ｄＡｂのタンパク質足場（例えば、抗体）上の位置、の選択の助けとなり得る。
【０１１６】
　抗原のサイズ、その局在化（血液中または細胞表面上），その四次構造（単量体または
多量体）は変動可能である。通常の抗体は、ヒンジ部が存在することによりアダプター構
築物として機能するように元々設計されているが、Ｆａｂ断片の先端での２つの抗原結合
性部位の方向は大きく変動でき、従って抗原の分子特性とその環境を受け入れることが可
能である。対照的に、抗体または他のタンパク質足場に結合したｄＡｂは、直接的あるい
は間接的に構造的柔軟性が少ない。
【０１１７】
　ｄＡｂの溶液中結合状態と方法の理解も有益である。インビトロでｄＡｂは単量体での
存在が多く、溶液中ではホモ二量体か多量体が多いという根拠が蓄積されてきた（Reiter
 et al. (1999) J Mol Biol 290 p685-698; Ewert et al (2003) J Mol Biol 325, p531-
553, Jespers et al (2004) J Mol Biol 337 p893-903; Jespers et al (2004) Nat Biot
echnol 22 p1161-1165; Martin et al (1997) Protein Eng. 10 p607-614; Sepulvada et
 al (2003) J Mol Biol 333 p355-365）。これはＩｇドメインと一緒のインビボで観察さ
れた多量体発生、例えば、ベンスジョーンズタンパク質（免疫グロブリン軽鎖の二量体 (
Epp et al (1975) Biochemistry 14 p4943-4952; Huan et al (1994) Biochemistry 33 p
14848-14857; Huang et al (1997) Mol immunol 34 p1291-1301)およびamyloid fibers (
James et al. (2007) J Mol Biol. 367:603-8)、を強く想起させる。
【０１１８】
　例えば、溶液中では二量体化する傾向のドメイン抗体を軽鎖のＣ末端よりもＦｃ部のＣ
末端に結合させることが望ましいという可能性もある。理由は、Ｆｃ部のＣ末端への結合
により本発明の抗原結合性構築物との関連で、これらのｄＡｂを二量体化させると思われ
るためである。
【０１１９】
　本発明の抗原結合性構築物は、単一抗原に特異的な抗原結合性部位を含んでもよく、２
つ以上の抗原または単一抗原上の２つ以上のエピトープに対し特異的な抗原結合性部位を
有してもよく、また、抗原結合性部位のそれぞれが同じまたは異なる抗原上の別々のエピ
トープに対し特異的であってもよい。
【０１２０】
　特に、本発明の抗原結合性構築物は、ＲＡＮＫＬ関連疾患，骨粗鬆症，または関節炎慢
性関節リウマチ，びらん性関節炎，乾癬性関節炎，リウマチ性多発筋痛症，強直性脊椎炎
，若年性慢性関節リウマチ，パジェット病，骨形成不全症，骨粗鬆症，運動や他の原因に
よる膝，足首，手，股関節部，肩または脊椎の損傷，背部痛，狼瘡（特に関節）および骨
関節炎、等の関節炎の治療に有用であり得る。
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【０１２１】
　本発明の抗原結合性構築物は、本発明の抗原結合性構築物のためのコード配列を含む発
現ベクターを有する宿主細胞の形質移入により産生可能である。発現ベクターまたは組換
えプラスミドは、宿主細胞に対する複製および発現、および／または分泌を制御できる通
常の制御配列の操作環境にこれらのコード配列を置くことにより産生可能である。調節配
列には、プロモータ配列，例えば、ＣＭＶプロモータ，および他の既知抗体から得られた
シグナル配列が含まれる。同様にして、相補的抗原結合性構築物の軽鎖または重鎖をコー
ドしたＤＮＡ塩基配列を有する第２の発現ベクターを産生できる。特定の実施形態では、
この第２の発現ベクターは、コード配列と選択可能なマーカーに関することを除いて第１
の発現ベクターに同じにして、各ポリペプチド鎖が機能的に発現していることを可能な限
り確実にする。あるいは、抗原結合性構築物のための重鎖と軽鎖コード配列を単一のベク
ター上に、例えば、同じベクター中に２つの発現カセットに入れて、置いてもよい。
【０１２２】
　選択された宿主細胞は、第１と第２のベクターの両方を使って通常の技術により同時形
質移入され（または、単純に単一のベクターで形質移入され）、組換えまたは合成軽鎖と
重鎖の両方を含む本発明の形質移入した宿主細胞が作られる。この形質移入した細胞は、
次に通常の技術により培養され本発明の操作された抗原結合性構築物が産生される。組換
え重鎖および／または軽鎖の会合を含む抗原結合性構築物はアッセイ、例えば、ＥＬＩＳ
ＡやＲＩＡ、により培養物からスクリーニングされる。同様の通常の技術を採用して、他
の抗原結合性構築物を構築することが可能である。
【０１２３】
　本方法で採用されたクローニングおよびサブクローニングステップのための適切なベク
ター、および、本発明の組成物の作成は当業者により選択されうる。例えば、通常のクロ
ーニングベクターのｐＵＣシリーズを使用可能である。１つのベクター、ｐＵＣ１９、は
市販品で、Ａｍｅｒｓｈａｍ（バッキンガムシャー州，英国）またはＰｈａｒｍａｃｉａ
（ウプサラ、スウェーデン）、等のサプライハウスから入手可能である。さらに、容易に
複製可能で、多くのクローニングサイトと選択可能な遺伝子（例えば、抗生物質耐性）を
有し、容易に操作できる、いずれのベクターもクローニングの目的に使用可能である。従
って、クローニングベクターの選択は本発明における制約因子ではない。
【０１２４】
　また、発現ベクターを、異種のＤＮＡ塩基配列の発現、例えば哺乳動物のジヒドロ葉酸
還元酵素遺伝子（ＤＨＦＲ）、を増幅するための適切な遺伝子により特徴づけることがで
きる。他の好ましいベクター配列には、ポリＡシグナル配列、例えば、ウシ成長ホルモン
（ＢＧＨ）由来の配列、およびβ‐グロビンプロモータ配列（ｂｅｔａｇｌｏｐｒｏ）が
含まれる。本明細書で使える発現ベクターは、当業者にはよく知られた技術により合成し
てもよい。
【０１２５】
このようなベクターの構成要素、例えば、レプリコン，選択遺伝子，エンハンサー，プロ
モータ，シグナル配列、等、は市販または天然の入手源から入手してもよく、また、選択
宿主中の組換えＤＮＡの生成物の発現および／または分泌の誘導に使用される既知手順に
より合成してもよい。哺乳動物、細菌、昆虫、酵母、および真菌の発現に関する技術分野
で既知の多くのタイプがある他の適切な発現ベクターもこの目的に選択してもよい。
【０１２６】
　また、本発明は、本発明の抗原結合性構築物のコード配列を含む組換えプラスミドを形
質移入された細胞株を包含する。これらクローニングベクターのクローニングと他の操作
に有用な宿主細胞もまた従来からあるものである。しかし、種々の大腸菌株由来の細胞は
、本発明の抗原結合性構築物作成におけるクローニングベクターや他のステップの複製に
使うことができる。
【０１２７】
　本発明の抗原結合性構築物の発現のための適切な宿主細胞または細胞株には、哺乳動物
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細胞、例えば、ＮＳ０，Ｓｐ２／０，ＣＨＯ（例えば、ＤＧ４４），ＣＯＳ，ＨＥＫ，繊
維芽細胞（例えば、３Ｔ３），および骨髄細胞、例えば、これはＣＨＯまたは骨髄細胞中
で発現してもよい、が含まれる。ヒト細胞を使って、分子をグリコシレーションパターン
で修飾させてもよい。あるいは、他の真核細胞株を採用してもよい。哺乳動物宿主細胞の
選択および形質転換，培養，増幅，スクリーニングと生成物産生および精製の方法は、当
業者には既知である。例えば、前述のSambrook et alを参照。
【０１２８】
　細菌細胞は、組換えＦａｂの発現のため、または本発明の他の実施形態のために適切な
宿主細胞として有用であり得る（例えば、Pluckthun, A., Immunol. Rev., 130:151-188 
(1992)参照）。しかし、細菌細胞で発現したタンパク質は、折り畳まれていないまたは不
適切に折り畳まれた形式または非グリコシル化形式になる傾向があるため，細菌細胞中で
産生されたいずれの組換えＦａｂも抗原結合能力の保持の観点でスクリーニングしなけれ
ばならなくなる。細菌細胞で発現された分子が正しく折り畳まれた形式で産生された場合
は、その細菌細胞は望ましい宿主となるだろう。あるいは、別の実施形態で、分子が細菌
宿主中で発現され、引き続き再折り畳みされることが可能である。例えば、発現に使われ
る種々の大腸菌株は、バイオテクノロジーの分野で宿主細胞としてよく知られている。種
々の枯草菌、ストレプトマイセス，他の桿菌等の株もまたこの方法に採用できる。
【０１２９】
　所望の場合は、当業者に既知の酵母細胞株もまた、昆虫細胞、例えば、ショウジョウバ
エと鱗翅類、およびウイルス発現システムと同様に、宿主細胞として入手可能である。例
えば、Miller et al., Genetic Engineering, 8:277-298, Plenum Press (1986)、および
本明細書に引用の文献を参照のこと。
【０１３０】
　ベクターが作成される一般的な方法、本発明の宿主細胞を産生するために必要な形質移
入方法、およびこのような宿主細胞から本発明の抗原結合性構築物を産生するために必要
な培養方法、は全て従来からの技術であってもよい。典型的には，本発明の培養方法は無
血清培養方法で，通常細胞を無血清懸濁液中で培養する。同様に、本発明の抗原結合性構
築物を一度産生した後、細胞培養内容物を当分野の標準的手法、例えば、硫安塩析法，ア
フィニティーカラム，カラムクロマトグラフイー，ゲル電気泳動法、等、により精製して
もよい。このような技術は、当該分野の技術の範囲内にあり本発明を制限するものではな
い。例えば、改変抗体の調製に関しては、WO 99/58679 および WO 96/16990に記載されて
いる。
【０１３１】
　抗原結合性構築物のさらに別の発現法では、トランスジェニック動物中での発現を使用
してもよい。この例は、U.S. Patent No.4,873,316に記載されている。これは、動物カゼ
インプロモータを使った発現システムであり、このプロモータは、遺伝子導入で哺乳動物
に取り込んだ場合、雌のミルク中に所望の組換えタンパク質を産生させる。
【０１３２】
　本発明のさらなる態様では、本発明の抗体を産生する方法を提供し、この方法は本発明
の抗体の軽鎖および／または重鎖をコードしたベクターで形質転換または形質移入した宿
主細胞を培養し、これにより産生された抗体を回収するステップを含む。
【０１３３】
　本発明に従って、本発明の抗原結合性構築物を産生する方法が提供され、この方法は、
　　（ａ）抗原結合性構築物の重鎖をコードした第１のベクターを提供するステップと；
　　（ｂ）抗原結合性構築物の軽鎖をコードした第２のベクターを提供するステップと；
　　（ｃ）哺乳動物宿主細胞（例えば、ＣＨＯ）を前記第１と第２のベクターで形質転換
するステップと；
　　（ｄ）抗原結合性構築物を前記宿主細胞から前記培地へ分泌を促す条件下で、ステッ
プ（ｃ）の宿主細胞を培養するステップと；
　　（ｅ）分泌されたステップ（ｄ）の抗原結合性構築物を回収するステップと、
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を含む。
【０１３４】
　所望の方法で発現された後、抗原結合性構築物のインビトロ活性を適切なアッセイによ
り調査する。現在よく使われるＥＬＩＳＡアッセイ方式を採用し、標的に対する抗原結合
性構築物の定性および定量評価を行う。さらに、他のインビトロアッセイを使って、通常
のクリアランス機序にも関わらす体の中に残留している抗原結合性構築物を評価するため
実施されるヒトの臨床試験の前に中和性能を確認する。
【０１３５】
　治療の用量と持続時間は、ヒトの循環系における本発明の分子の相対的持続時間に関係
し、治療条件と患者の全体的健康状態に依存して当業者により調節可能である。最大の治
療効果を得るためには、長期間にわたる（例えば、４～６ヶ月間）反復投薬（例えば、週
一回または２週間に一回）が、必要となる可能性があることが想定される。
【０１３６】
　本発明の治療薬の投与方法は、宿主に薬剤を送達する任意の適切なルートであってよい
。本発明の抗原結合性構築物，および医薬品組成物は、非経口投与、すなわち、皮下（ｓ
．ｃ．），髄腔内，腹腔内，筋肉内（ｉ．ｍ．），静脈内（ｉ．ｖ．），または鼻腔内の
投与に特に有用である。
【０１３７】
　本発明の治療薬は、有効量の本発明の抗原結合性構築物を製薬上許容可能なキャリア中
の有効成分として含む医薬品組成物として調製されてもよい。本発明の予防薬としては、
好ましくは生理的ｐＨに緩衝され注射の準備ができた形の、抗原結合性構築物を含む水性
懸濁液または水溶液が好ましい。非経口投与用組成物は、通常、本発明の抗原結合性構築
物の溶液、または製薬上許容可能なキャリア、好ましくは水性キャリア、に溶解したその
カクテルを含む。種々の水性キャリアは、例えば、０．９％食塩水，０．３％グリシン，
等を用いてもよい。これらの溶液は、無菌状態で、通常、粒子状物質の無い状態にされる
。これらの溶液は、通常のよく知られた滅菌技術（例えば、濾過）により無菌にされる。
組成物は、適切な生理学的条件に必要とされる、例えば、ｐＨ調節剤および緩衝剤等のよ
うな製薬上許容可能な補助物質を含んでもよい。このような製剤処方での本発明の抗原結
合性構築物の濃度は、広く変動可能で、すなわち、重量％で約０．５％未満から，通常、
約１％または少なくとも約１％、そして１５～２０％までになり、また、選択された具体
的な投与方法に従って流体容量，粘性、等に基づき一次的に選択される。
【０１３８】
　従って、本発明の筋肉内注射用医薬品組成物は、１ｍＬの無菌緩衝水、および約１ｎｇ
～約２００ｍｇ、例えば、約５０ｎｇ～約３０ｍｇ、または、より好ましくは，約５ｍｇ
～約２５ｍｇ，の本発明の抗原結合性構築物を含むように調製され得る。同様に、本発明
の点滴静注用医薬品組成物は、約２５０ｍｌの無菌リンゲル液，および約１～約３０ｍｇ
、好ましくは５ｍｇ～約２５ｍｇの１ｍｌ当たりのリンゲル液中の本発明の抗原結合性構
築物を含むように調製され得る。非経口投与組成物を調製する実際の方法は既知で、当業
者には明らかであり、さらに詳細は、例えば、Remington's Pharmaceutical Science, 15
th ed., Mack Publishing Company, イーストン，ペンシルベニア州、に記載されている
。本発明の静脈内投与可能な抗原結合性構築物製剤の調製については、Lasmar U and Par
kins D “The formulation of Biopharmaceutical products”, Pharma. Sci. Tech. tod
ay, page 129-137, Vol.3 (3rd April 2000), Wang, W "Instability, stabilisation an
d formulation of liquid protein pharmaceuticals", Int. J. Pharm 185 (1999) 129-1
88, Stability of Protein Pharmaceuticals Part A and B ed Ahern T.J., Manning M. 
C., New York, NY: Plenum Press (1992), Akers, M. J."Excipient-Drug interactions 
in Parenteral Formulations", J. Pharm Sci 91 (2002) 2283-2300, Imamura, K et al 
"Effects of types of sugar on stabilization of Protein in the dried state", J Ph
arm Sci 92 (2003) 266-274,Izutsu, Kkojima, S."Excipient crystalinity and its pro
tein-structure-stabilizing effect during freeze-drying”, J Pharm. Pharmacol, 54
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 (2002) 1033-1039, Johnson, R, “Mannitol-sucrose mixtures-versatile formulation
s for protein lyophilization”, J. Pharm. Sci, 91 (2002) 914-922, Ha, E Wang W, 
Wang Y. j. “Peroxide formation in polysorbate 80 and protein stability”, J. Ph
arm Sci, 91, 2252-2264,(2002)、を参照のこと。この全内容は参照により本明細書に組
み込まれ、具体的に参照される。
【０１３９】
　医薬品として用いる場合、本発明の治療薬はユニット剤形として存在することが好まし
い。適切な治療有効量は当業者には容易に決定可能である。適切な用量は患者の体重によ
り計算され、例えば、０．０１～２０ｍｇ／ｋｇ，例えば０．１～２０ｍｇ／ｋｇ，例え
ば１～２０ｍｇ／ｋｇ，例えば１０～２０ｍｇ／ｋｇまたは例えば１～１５ｍｇ／ｋｇ，
例えば１０～１５ｍｇ／ｋｇの範囲であってもよい。本発明の有効ヒト治療条件の使用に
関して、適切な用量は０．０１～１０００ｍｇ，例えば０．１～１０００ｍｇ，例えば０
．１～５００ｍｇ，例えば５００ｍｇ，例えば０．１～１００ｍｇ，または０．１～８０
ｍｇ，または０．１～６０ｍｇ，または０．１～４０ｍｇ，または例えば１～１００ｍｇ
，または１～５０ｍｇ，の範囲内の本発明の抗原結合性構築物であってもよく、これらは
非経口、例えば、皮下、静脈内、または筋肉内投与できる。このような用量は、必要なら
、医師により選択された適切な時間間隔で反復してもよい。本明細書記載の抗原結合性構
築物は、貯蔵のための冷凍乾燥が可能で、使用に先立ち適切なキャリア中で再構成できる
。この技術は、通常の免疫グロブリンで有効であることが示され、既知技術の凍結乾燥と
再構成技術を用いることができる。
【０１４０】
　当技術分野で既知のいくつかの方法を使って本発明に使われるエピトープ結合ドメイン
を見つけることが可能である。
【０１４１】
　用語「ライブラリ」は、ポリペプチドまたは核酸の不均一混合物を指す。ライブラリは
、それぞれ単一ポリペプチドまたは核酸配列を有するメンバーからなる。この点で、「ラ
イブラリ」は「レパートリー」と同義である。ライブラリメンバー間の配列の差異は、ラ
イブラリ中に存在する多様性の原因である。ライブラリはポリペプチドまたは核酸の単純
な混合物の形を取ってもよく、また、核酸のライブラリで形質転換された生命体または細
胞の形、例えば、細菌、ウイルス、動物、または植物、等の形であってもよい。一実施例
では、それぞれの生命体または細胞は１つのみまたは限られた数のライブラリメンバーを
含む。都合のいいことに、核酸によってコードされたポリペプチドを発現させるために核
酸が発現ベクターの中に組み込まれる。一態様では、従って、ライブラリは宿主生物の集
合体の形を取ることができ、各生命体は、発現して対応するポリペプチドメンバーを産生
することが可能な核酸型の単一ライブラリメンバーを含んだ１つまたは複数の発現ベクタ
ーのコピーを含む。従って、この宿主生物の集合体は多様なポリペプチドの大きなレパー
トリーをコードする可能性を有している。
【０１４２】
　「ユニバーサルフレームワーク」は、Ｋａｂａｔの定義（“Sequences of Proteins of
 Immunological Interest”, 米国保健社会福祉省）の配列中に保存された抗体領域に対
応する単一抗体フレームワーク配列、またはＣｈｏｔｈｉａとＬｅｓｋの定義（Chothia 
and Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917）によるヒト生殖細胞系列免疫グロブリン
レパートリーまたは構造に対応する単一抗体フレームワーク配列である。これは、単一フ
レームワークでも、これらのフレームワークの集合体であってもよく、たとえ高頻度可変
領域にのみある変異だったにしても、実質的にいかなる結合特異性の誘導も許容すること
が認められてきた。
【０１４３】
　本明細書で定義されたアミノ酸およびヌクレオチド配列の整合性と相同性，類似性また
は同一性は、一実施形態中で調製され、デフォルトのパラメーターを使ってＢＬＡＳＴ２
 Ｓｅｑｕｅｎｃｅアルゴリズムにより測定されている(Tatusova, T. A. et al., FEMS M
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icrobiol Lett, 174:187-188 (1999))。
【０１４４】
　ディスプレイシステム（例えば、核酸のコード化機能、および、核酸によりコードされ
たペプチドまたはポリペプチドの機能特性とリンクしたディスプレイシステム）が、本明
細書記載の方法中で、例えば、ｄＡｂまたは他のエピトープ結合ドメインの選択において
、使われた場合、選択されたペプチドまたはポリペプチドをコードした核酸のコピー数を
増幅するまたは増やすことは、好都合なことが多い。これは、本明細書記載の方法や他の
適切な方法を使って追加のラウンドのために、あるいは、追加のレパートリー（例えば、
親和性成熟レパートリー）を調製するために、十分な量の核酸および／またはペプチドま
たはポリペプチドを得る効率的な手段を提供する。従って、一部の実施形態では、エピト
ープ結合ドメイン選択方法は、ディスプレイシステム（例えば、ファージディスプレイの
ような、核酸のコーディング機能および核酸によりコードされたペプチドまたはポリペプ
チドの機能特性とリンクしたディスプレイ）の使用を含み、選択されたペプチドまたはポ
リペプチドをコードした核酸のコピー数を増幅するまたは増やすことをさらに含む。核酸
は、任意の適切な方法、例えば、ファージ増幅，細胞増殖またはポリメラーゼ連鎖反応、
を使って増幅可能である。
【０１４５】
　一実施例では、この方法は核酸のコーディング機能および核酸によりコードされたポリ
ペプチドの物理的、化学的、および／または機能的特性にリンクしたディスプレイシステ
ムを用いる。このようなディスプレイシステムは、複数の複写可能な遺伝子パッケージ（
ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｃｋａｇｅ）、例えば、バクテリオファージまたは細胞（細菌）、
を含むことができる。ディスプレイシステムは、ライブラリ、例えば、バクテリオファー
ジディスプレイライブラリ、を含んでもよい。バクテリオファージディスプレイはディス
プレイシステムの一例である。
【０１４６】
　多くの適切なバクテリオファージディスプレイシステム（例えば、一価のディスプレイ
および多価のディスプレイシステム）が記載されてきた（例えばGriffiths et al., U.S.
 Patent No. 6,555,313 B1（参照により本明細書に組み込まれる）；Johnson et al., U.
S. Patent No. 5,733,743 （参照により本明細書に組み込まれる）； McCafferty et al.
, U.S. Patent No. 5,969,108 （参照により本明細書に組み込まれる）； Mulligan-Keho
e, U.S. Patent No. 5,702,892 （参照により本明細書に組み込まれる）； Winter, G. e
t al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994); Soumillion, P. et al., Appl. Bioch
em. Biotechnol. 47(2-3):175-189 (1994);　Castagnoli, L. et al., Comb. Chem. High
 Throughput Screen, 4(2):121-133 (2001)、参照)。バクテリオファージディスプレイシ
ステムで提示されたペプチドまたはポリペプチドは、いずれの適切なバクテリオファージ
、例えば、線状ファージ（例えば、ｆｄ，Ｍ１３，Ｆ１），溶菌ファージ（例えば、Ｔ４
，Ｔ７，ラムダ），またはＲＮＡファージ（例えば、ＭＳ２）、上にも提示可能である。
【０１４７】
　通常、適切なファージコートタンパク質（例えば、ｆｄ ｐＩＩＩタンパク質）との融
合タンパク質としてペプチドまたはファージポリポリペプチドのレパートリーを提示する
ファージライブラリは、産生されるか提供される。融合タンパク質は、ペプチドまたはポ
リペプチドファージコートタンパク質の先端、または所望なら内部の位置、にペプチドま
たはポリペプチドを提示できる。例えば、提示されたペプチドまたはポリペプチドは、ｐ
ＩＩＩのアミノ末端からドメイン１まで存在可能である（ｐＩＩＩのドメイン１はＮ１と
も呼ばれる）。提示されたポリペプチドは、直接ｐＩＩＩに（例えば、ｐＩＩＩのドメイ
ン１のＮ末端）またはリンカーを使ってｐＩＩＩに融合可能である。所望なら，融合体は
タグ（例えば、ｍｙｃエピトープ，Ｈｉｓタグ）をさらに含むこともできる。ファージコ
ートタンパク質との融合タンパク質として提示されたペプチドまたはポリペプチドのレパ
ートリーを含むライブラリは、任意の適切な方法を用いて産生可能である。例えば、提示
されたペプチドまたはポリペプチドをコードしたファージベクターライブラリやファージ
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ミドベクターを、適切な宿主細菌中に導入し、生成した細菌を培養してファージを産生す
る（例えば、適切なヘルパーファージを使って、または必要ならプラスミドを補完して）
。ファージライブラリは、培養物から任意の適切な方法、例えば、沈降法および遠心分離
法、により回収可能である。
【０１４８】
　ディスプレイシステムは任意の所望量の多様性を含むペプチドまたはポリペプチドのレ
パートリーを含むこともできる。例えば、このレパートリーは生命体、生命体のグループ
、所望組織または所望細胞型、により発現された自然発生のポリペプチドに対応するアミ
ノ酸配列を有するペプチドまたはポリペプチドを含むことも、または、無秩序のまたは無
秩序化されたアミノ酸配列を有するペプチドまたはポリペプチドを含むこともできる。希
望するなら、このポリペプチドは、共通のコアまたは足場を共有することができる。例え
ば、レパートリーまたはライブラリ中の全ポリペプチドが、プロテインＡ，プロテインＬ
，プロテインＧ，フィブロネクチンドメイン，アンチカリン（Ａｎｔｉｃａｌｉｎ），Ｃ
ＴＬＡ４，所望の酵素（例えば、ポリメラーゼ，セルラーゼ），または免疫グロブリンス
ーパーファミリー由来のポリペプチド，例えば、抗体または抗体断片（例えば、抗体可変
ドメイン）から選択された足場をベースにすることも可能である。このようなレパートリ
ーやライブラリ中のポリペプチドは、無秩序または無秩序化されたアミノ酸配列の規定領
域および共通アミノ酸配列の領域を含むことができる。特定の実施形態では、レパートリ
ー中の全てまたは実質的に全てのポリペプチドが所望のタイプ、例えば、所望の酵素（例
えば、ポリメラーゼ）または所望の抗体の抗原結合性断片（例えば、ヒトＶＨまたはヒト
ＶＬ）、である。一部の実施形態では、ポリペプチドディスプレイシステムはポリペプチ
ドのレパートリーを含み、その中の各ポリペプチドは抗体可変ドメインを含む。例えば、
レパートリー中の各ポリペプチドはＶＨ，ＶＬまたはＦｖ（例えば、単鎖Ｆｖ）を含んで
もよい。
【０１４９】
　アミノ酸配列の多様性を、任意の適切な方法を使って、ペプチドまたはポリペプチドま
たは足場の任意の所望の領域に導入可能である。例えば、アミノ酸配列の多様性を、標的
部位、例えば、任意の適切な変異誘発性（例えば、低忠実性ＰＣＲ，オリゴヌクレオチド
媒介または部位特異的変異，ＮＮＫコドンを使った多様化）または任意の他の適切な方法
を使って、多様化ポリペプチドをコードした核酸ライブラリを調製することにより、抗体
可変ドメインの相補性決定領域または疎水性ドメイン、に導入可能である。所望なら、多
様化すべきポリペプチドの領域を無秩序化できる。レパートリーを構成するポリペプチド
のサイズは、概して選択できる問題であり、均一なポリペプチドサイズは必要ではない。
レパートリー中のポリペプチドは、少なくとも三次構造（少なくとも１つのドメインを形
成する）を有することができる。
【０１５０】
　選択／単離／回収
エピトープ結合ドメインまたはドメインの集合体は、適切な方法を使って、レパートリー
またはライブラリ（例えば、ディスプレイシステム中の）から選択、単離、および／また
は回収可能である。例えば，ドメインは選択可能な特性（例えば、物理的特性，化学的特
性，機能特性）に基づいて選択または単離される。適切な選択可能な特性には、レパート
リー中のペプチドまたはポリペプチドの生物活性，例えば，一般的リガンド（例えば、ス
ーパー抗原）に対する結合性，標的リガンド（例えば、抗原，エピトープ，基質）に対す
る結合性，抗体に対する結合性（例えば、ペプチドまたはポリペプチド上に発現したエピ
トープ経由），および触媒能力が含まれる（例えば、Tomlinson et al., WO 99/20749; W
O 01/57065; WO 99/58655参照）。
【０１５１】
　一部の実施形態では、実質的に全てのドメインが共通の選択可能特性を共有するペプチ
ドまたはポリペプチドのライブラリまたはレパートリーからプロテアーゼ耐性ペプチドま
たはポリペプチドが選択および／または単離される。例えば、ドメインを、実質的に全て



(28) JP 2012-518398 A 2012.8.16

10

20

30

40

50

のドメインに共通の一般的リガンドに結合する，共通の標的リガンドに結合する，共通の
抗体に結合する（または結合される），または共通の触媒能力を有するライブラリまたは
レパートリーから選択することができる。この選択のタイプは、所望の生物活性を有する
親のペプチドまたはポリペプチドに基づいたレパートリーまたはドメインを調製する際、
例えば、免疫グロブリン単一可変ドメインの親和性成熟を行う場合、に特に有用である。
【０１５２】
　共通の一般的リガンドに対する結合性に基づいた選択では、元のライブラリまたはレパ
ートリーの成分である全てまたは実質的に全てのドメイを含むドメインのコレクションま
たは集合体が得られる。例えば，標的リガンドまたは一般的リガンドに結合しているドメ
イン、例えばプロテインＡ，プロテインＬまたは抗体は、パニングまたは適切な親和性マ
トリックスを使って選択、単離、および／または回収ができる。パニングは、リガンド（
例えば、一般的リガンド，標的リガンド）の溶液を適切な容器（例えば、チューブ，ペト
リ皿）に加え、リガンドを容器の壁表面上に沈着または被覆させることにより成し遂げら
れる。過剰リガンドを洗い流し、ドメインを容器に加え、この容器をペプチドまたはポリ
ペプチドが固定化したリガンドと結合するための適切な条件下で維持する。非結合ドメイ
ンは、洗い流され、結合ドメインは、任意の適切な方法、例えば、削り取りやｐＨを下げ
ることによって回収できる。
【０１５３】
　適切なリガンド親和性マトリックスは、通常、固体担体またはビーズ（例えば、アガロ
ース）を含み、これに対しリガンドが共有結合的または非共有結合的に連結される。親和
性マトリックスは、ドメインがマトリックス上のリガンドに結合するための適切な条件下
、バッチプロセス，カラムプロセスまたは任意の他の適切なプロセスを使って、ペプチド
またはポリペプチド（例えば、プロテアーゼとインキュベートされたレパートリー）と結
合させることができる。親和性マトリックスと結合しないドメインを洗い流すことができ
、結合したドメインを、低ｐＨバッファー，マイルドな変性剤（例えば、尿素）、または
リガンドとの結合で競合するペプチドまたはドメインで溶出、等の任意の適切な方法で溶
出し、回収する。一実施例では、ビオチン化した標的リガンドは、レパートリー中のドメ
インが標的リガンドに結合するために適切な条件下、レパートリーと結合する。結合ドメ
インは、固定化したアビジンストレプトアビジン（例えば、ビーズ上の）を使って回収さ
れる。
【０１５４】
　一部の実施形態では、一般的または標的リガンドは、抗体またはその抗体の抗原結合性
断片である。ライブラリまたはレパートリーのペプチドまたはポリペプチド中で実質的に
保存されたペプチドまたはポリペプチドの構造的特徴と結合する抗体または抗原結合断片
は、特に一般的リガンドとして有用である。プロテアーゼ耐性ペプチドまたはポリペプチ
ドの単離，選択および／または回収のためのリガンドとしての使用に適切な抗体と抗原結
合性断片は、モノクローナルまたはポリクローナルであってもよく、任意の適切な方法で
調製できる。
【０１５５】
　ライブラリ／レパートリー
プロテアーゼエピトープ結合ドメインをコードする、および／または、これを含むライブ
ラリは、任意の適切な方法を使って調製または入手可能である。ライブラリは、目的のド
メインまたは足場（例えば、ライブラリから選択されたドメイン）に基づくドメインをコ
ードするように設計することも、または、本明細書記載の方法を使って別のライブラリか
ら選択することも可能である。例えば，ドメインが豊富なライブラリは、適切なポリペプ
チドディスプレイシステムを使って調整可能である。
【０１５６】
　所望のタイプのドメインのレパートリーをコードしたライブラリは、任意の適切な方法
を使って容易に産生可能である。例えば，所望のタイプのポリペプチド（例えば、免疫グ
ロブリン可変ドメイン）をコードした核酸配列を得ることができ、それぞれが１つまたは
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複数の変異を含む核酸のコレクションが調製できる。例えば、エラープローンポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）システムを使って核酸を増幅することにより、化学的変異誘発によ
り(Deng et al., J. Biol. Chem., 269:9533 (1994)) 、または細菌突然変異誘発株を使
って(Low et al., J. Mol. Biol., 260:359 (1996)) 調整可能である。
【０１５７】
　他の実施形態では、核酸の特定の領域を多様化の標的にすることができる。選択位置を
変異させる方法も当業者にはよく知られており、これには、例えば、ＰＣＲを使う場合ま
たは使わない場合の、不適正なオリゴヌクレオチドまたは変性オリゴヌクレオチドの使用
が含まれる。例えば，合成抗体ライブラリは、抗原結合ループに対する変異を標的にして
作られてきた。無秩序または半無秩序抗体Ｈ３およびＬ３領域を、生殖細胞系列免疫グロ
ブリンＶ遺伝子セグメントに付加して、変異フレームワーク領域を有する大ライブラリが
構築されている(Hoogenboom and Winter (1992) supra; Nissim et al. (1994) supra; G
riffiths et al. (1994) supra; DeKruif et al. (1995) supra)。このような多様化は、
拡張され、一部または全ての他の抗原結合ループを含むまでになっている(Crameri et al
. (1996) Nature Med., 2:100; Riechmann et al. (1995) Bio/Technology, 13:475; Mor
phosys, WO 97/08320, supra)。他の実施形態では、核酸の特定の領域を多様化の標的に
でき、例えば，２段階ＰＣＲ戦略では１回目のＰＣＲ生成物を「メガプライマー（ｍｅｇ
ａ－ｐｒｉｍｅｒ）」として用いる(例えば、Landt, O. et al., Gene 96:125-128 (1990
)参照)。標的の多様化は、例えば、ＳＯＥ ＰＣＲを使っても達成できる(例えば、Horton
, R.M. et al., Gene 77:61-68 (1989) 参照)。
【０１５８】
　選択位置での配列多様性は、ポリペプチドの配列を特定するコード配列を変え、多くの
アミノ酸（例えば２０全部またはそのサブセット）をその位置に組み込むことにより得る
ことができる。ＩＵＰＡＣ命名法を使って説明するが、最も用途の広いコドンは、ＮＮＫ
であり、これはＴＡＧ停止コドンと同様に全アミノ酸をコードする。ＮＮＫコドンは、必
要な多様性を導入するために使用可能である。同じ目的を有する他のコドンＮＮＮも使用
でき、これは追加の停止コドンＴＧＡとＴＡＡを作り出す。このような標的化手法は、標
的領域中の全配列空間を調査対象にすることができる。
【０１５９】
　一部のライブラリは、免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーであるドメイン（
例えば、抗体またはその一部）を含む。例えば、ライブラリは既知の主鎖構造を有するド
メインを含むことができる。（例えば、Tomlinson et al.,WO99/2074９参照）。ライブラ
リは適切なプラスミドまたはベクター中で調製できる。本明細書で使われるベクターは、
異種のＤＮＡを細胞の中に導入し、それの発現および／または複製をするために使われる
離散した要素を指す。任意の適切なベクターを使うことができ、これにはプラスミド（例
えば、細菌性プラスミド），ウイルスまたはバクテリオファージベクター、人工染色体、
およびエピソームベクターが含まれる。このようなベクターは、単純クローニングおよび
突然変異生成のために使うことができ、または、発現ベクターライブラリの発現を促進す
るために使うことができる。ベクターおよびプラスミドは、通常１つまたは複数のクロー
ニング部位（例えば、ポリリンカー）、複製開始点、および少なくとも１つの選択可能な
マーカー遺伝子を含む。発現ベクターは、ポリペプチドの転写と翻訳促進エレメント、例
えば、エンハンサー，プロモータ，転写終結信号，シグナル配列，等をさらに含むことが
できる。これらのエレメントは、このような発現ベクターが、発現に適切な条件下維持さ
れた場合（例えば、適切な宿主細胞中で）、ポリペプチドが発現し、産生されるようにポ
リペプチドをコードしたクローン化挿入断片に作動可能なようにリンクされた状態に配置
することが可能である。
【０１６０】
　クローニングおよび発現ベクターは、通常、１つまたは複数の選択宿主細胞中でベクタ
ーに複製させる核酸配列を含む。典型的には、クローニングベクター中では，この配列は
、ベクターに宿主染色体ＤＮＡとは独立に複製させ、複製開始点または自己複製配列を含
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む配列である。このような配列は、種々の細菌、酵母およびウイルスでよく知られている
。プラスミドｐＢＲ３２２由来の複製開始点は、大抵のグラム陰性細菌に対し適切で、２
ミクロンプラスミド開始点は、酵母に適切であり、また種々のウイルス開始点（例えば、
ＳＶ４０，アデノウイルス）は、哺乳動物細胞中に入れるクローニングベクターに有用で
ある。これらがコス細胞のような高レベル複製が可能な哺乳動物細胞で使われるのでなけ
れば、通常、複製開始点は哺乳類の発現ベクターには必要でない。
【０１６１】
　クローニングまたは発現ベクターは、選択可能マーカーとも呼ばれる選択遺伝子を含む
ことができる。このようなマーカー遺伝子は、選択培養培地中で成長した形質転換宿主細
胞の生存または成長に必要なタンパク質をコードしている。従って、選択遺伝子を含むベ
クターで形質転換されなかった宿主細胞は、その倍地中で生存しないことになる。典型的
な選択遺伝子は、抗生物質と他の毒素、例えば、アンピシリン，ネオマイシン，メトトレ
キサートまたはテトラサイクリン，に耐性を付与し、栄養要求性欠如を補完し，または成
長培地中で得られない重要な栄養素を補給する、タンパク質をコードしている。
【０１６２】
　適切な発現ベクターは多くの要素を含むことができる。例えば、複製開始点，選択可能
マーカー遺伝子，１つまたは複数の発現調節エレメント，例えば、転写調節エレメント（
例えば、プロモータ，エンハンサー，ターミネーター）および／または１つまたは複数の
翻訳信号，シグナル配列またはリーダー配列，等を含むことができる。発現調節エレメン
トおよび信号またはリーダー配列は、もしあれば、ベクターまたは他のソースから供給を
受けることができる。例えば，抗体鎖をコードしたクローン化核酸の転写および／または
翻訳調節配列は、直接発現に使用可能である。
【０１６３】
　プロモータは、所望の宿主細胞中の発現のために組み込んでもよい。プロモータは、構
成的であっても誘導可能であってもよい。例えば，プロモータは、核酸の転写を命令する
ように、抗体、抗体鎖またはその一部をコードした核酸に作動可能なようにリンクされて
もよい。種々の適切な原核生物用プロモータ（例えば、β－ラクタマーゼおよびラクトー
スプロモータシステム，アルカリフォスファターゼ，トリプトファン（ｔｒｐ）プロモー
タシステム，大腸菌用のｌａｃ，Ｔ３，Ｔ７プロモータ）および真核生物（例えば、シミ
アンウイルス４０初期または後期プロモータ，ラウス肉腫ウイルス末端反復配列プロモー
タ，サイトメガロウイルスプロモータ，アデノウイルス後期プロモータ，ＥＧ－１ａプロ
モータ）宿主が入手可能である。
【０１６４】
　さらに、発現ベクターは、通常、ベクターを保持している宿主細胞の選択に用いる選択
可能マーカー，および，複製可能な発現ベクターの場合には、複製開始点を含む。抗生物
質または薬剤耐性を付与する産物をコードした遺伝子は、共通の選択可能マーカーであり
、原核生物（例えば、β－ラクタマーゼ遺伝子（アンピシリン耐性），テトラサイクリン
耐性用Ｔｅｔ遺伝子）および真核細胞（例えば、ネオマイシン（Ｇ４１８またはジェネテ
シン），ｇｐｔ（ミコフェノール酸），アンピシリン，またはヒグロマイシン耐性遺伝子
）で使用可能である。ジヒドロ葉還元酵素標識遺伝子は、種々の宿主中でメトトレキサー
トにより選択を可能にする。宿主の栄養要求性マーカーの遺伝子産物をコードした遺伝子
（例えば、ＬＥＵ２，ＵＲＡ３，ＨＩＳ３）は、酵母中の選択マーカーとして使われるこ
とが多い。ウイルス（例えば、バキュロウイルス）またはファージベクター，および宿主
細胞のゲノムに統合可能なベクター，例えば、レトロウイルスベクター、の使用もまた意
図されている。
【０１６５】
　原核生物（例えば、大腸菌等の細菌細胞）または哺乳動物細胞中での発現に適切な発現
ベクターには、例えば，ｐＥＴベクター（例えば、ｐＥＴ－１２ａ，ｐＥＴ－３６，ｐＥ
Ｔ－３７，ｐＥＴ－３９，ｐＥＴ－４０，Ｎｏｖａｇｅｎ他），ファージベクトル（例え
ば、ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ，Ｐｈａｒｍａｃｉａ），ｐＲＩＴ２Ｔ（プロテインＡ融合ベク
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ター，Ｐｈａｒｍａｃｉａ），ｐＣＤＭ８，ｐＣＤＮＡ１．１／ａｍｐ，ｐｃＤＮＡ３．
１，ｐＲｃ／ＲＳＶ，ｐＥＦ－１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ），
ｐＣＭＶ－ＳＣＲＩＰＴ，ｐＦＢ，ｐＳＧ５，ｐＸＴ１ (Stratagene, La Jolla, CA), p
CDEF3　(Goldman, L.A.,　et al., Biotechniques, 21:1013-1015 (1996)),ｐＳＶＳＰＯ
ＲＴ（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ），ｐＥＦ－Ｂｏｓ(Mizushima, S
., et al., Nucleic Acids Res., 18:5322 (1990)) 等、が挙げられる。種々の発現宿主
，例えば、原核細胞（大腸菌），昆虫細胞（ショウジョウバエＳｃｈｎｉｅｄｅｒ Ｓ２
細胞，Ｓｆ９），酵母（Ｐ．ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，Ｓ．ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）および哺乳動物細胞（例えば、コス細胞）での使用に適切な発現ベク
ターが入手可能である。
【０１６６】
　ベクターの一部の実施例は、ポリペプチドライブラリメンバーに相当するヌクレオチド
配列の発現を可能とする発現ベクターである。従って、一般的および／または標的リガン
ドによる選択は、ポリペプチドライブラリメンバーを発現する単一クローンの別々の増殖
と発現により行われる。上述のように、具体的な選択ディスプレイシステムは、バクテリ
オファージディスプレイである。従って、ファージまたはファージミドベクターは使用可
能である。例えば、ベクターは大腸菌複製開始点（二本鎖複製用）および、ファージ複製
起点（一本鎖ＤＮＡの産生用）を有するファージミドベクターであってもよい。このよう
なベクターの操作および発現は、当業者にはよく知られている (Hoogenboom and Winter 
(1992) supra; Nissim et al. (1994) supra)。簡単に述べれば、ベクターは、ファージ
ミドおよび発現カセット上流のラックプロモータに選択性を付与するβ－ラクタマーゼ遺
伝子を含むことができる。この遺伝子は、適切なリーダー配列，多重クローニング部位，
１つまたは複数のペプチドタグ，１つまたは複数のＴＡＧ停止コドンおよびファージタン
パク質ｐＩＩＩを含むことができる。従って、大腸菌の種々の抑制因子および非抑制因子
株を使って、また、グルコース，イソ－プロピルチオ－β－Ｄガラクトシド（ｉｓｏ－ｐ
ｒｏｐｙｌｔｈｉｏ－β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ）（ＩＰＴＧ）またはＶＣＳＭ１
３等のヘルパーファージを添加して、ベクターは、発現のないプラスミドとして複製する
ことができ、大量のポリペプチドライブラリメンバーのみ、または産物ファージ（この内
の一部はポリペプチド－ｐＩＩＩ融合体で、その表面に少なくとも１つのコピーを含む）
、を産生することができる。抗体可変ドメインは、標的リガンド結合部位および／または
一般的リガンド結合部位を含んでもよい。特定の実施形態では、一般的リガンド結合部位
は、プロテインＡ，プロテインＬまたはプロテインＧ等のスーパー抗原のための結合部位
である。可変ドメインは、任意の所望の可変ドメイン，例えば、ヒトＶＨ（例えば、ＶＨ

１ａ，ＶＨ１ｂ，ＶＨ２，ＶＨ３，ＶＨ４，ＶＨ５，ＶＨ６），ヒトＶλ（例えば、Ｖλ
ｌ，Ｖλｌｌ，Ｖλｌｌｌ，ＶλｌＶ，ＶλＶ，ＶλＶＩまたはＶκ１）またはヒトＶＫ
（例えば、Ｖκ２，Ｖκ３，Ｖκ４，Ｖκ５，Ｖκ６，Ｖκ７，Ｖκ８，Ｖκ９またはＶ
κ１０）に基づくものであってもよい。
【０１６７】
　またさらなる技術カテゴリーには、レパートリーの人工区分への選別が含まれ、これは
遺伝子とその遺伝子産物との結びつきを利用する。例えば，所望の遺伝子産物をコードし
た核酸が、油中水乳剤を使って形成されたマイクロカプセル中で選択可能となる選択シス
テムが、WO99/02671, WO00/40712 および Tawfik & Griffiths (1998) Nature Biotechno
l 16(7), 652-6に記載されている。所望の活性を有する遺伝子産物をコードした遺伝因子
がマイクロカプセル中に区分けされ、次に、転写、および／または翻訳されてそれぞれの
遺伝子産物（ＲＮＡまたはタンパク質）をマイクロカプセル内に産生する。引き続き、所
望の活性を有する遺伝子産物を産生する遺伝子因子が選別される。この手法によって、種
々の方法で所望の活性を検出することにより目的の遺伝子産物を選択できる。
【０１６８】
　エピトープ結合ドメインの解析
　ＥＬＩＳＡを含む当業者に周知の方法によって、ドメインのその特異的抗原又はエピト



(32) JP 2012-518398 A 2012.8.16

10

20

30

40

50

ープに対する結合を試験することができる。一例として、結合は、モノクローナル抗体を
用いたＥＬＩＳＡを用いて試験される。
【０１６９】
　それぞれの回の選別で生産したファージの集団を、「ポリクローナル」ファージ抗体を
同定するために、選択した抗原又はエピトープに対する結合によりＥＬＩＳＡによってス
クリーニングすることができる。これら集団由来の、単一の感染させたバクテリアのコロ
ニーからのファージをその後、「モノクローナル」ファージ抗体を同定するためにＥＬＩ
ＳＡによってスクリーニングすることができる。抗原又はエピトープに結合する可溶性抗
体断片のスクリーニングもまた所望され、これもまた、例えばＣ－又はＮ－末端タグに対
する試薬を用いたＥＬＩＳＡによって実施することができる（例えばＷｉｎｔｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９４）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１２，４３３～５５及び
そこで引用された文献を参照のこと）。
【０１７０】
　ＰＣＲ産物のゲル電気泳動（Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．１９９１，上記；Ｎｉｓｓｉｍ
　ｅｔ　ａｌ．１９９４，上記）、プロービング（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９２　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７，７７６）又はベクターＤＮＡのシークエンス
により、選択したファージモノクローナル抗体の多様性を評価することができる。
【０１７１】
　ｄＡｂの構造
　ｄＡｂが、本明細書に記載したファージディスプレイ技術に用いるために選択したＶ遺
伝子レパートリーから選択される場合には、これらの可変ドメインは普遍的なフレームワ
ーク領域を含み、そのため、本明細書で定義したような特定の一般的リガンドによって認
識されるようになる可能性がある。普遍的なフレームワーク、一般的リガンドなどの使用
については国際公開第９９／２０７４９に記載されている。
【０１７２】
　Ｖ遺伝子レパートリーが使用される場合には、ポリペプチド配列における多様性が可変
ドメインの構造的ループ内に局在する場合もある。それぞれの可変ドメインとその相補対
との相互作用を高めるために、ＤＮＡシャッフリング又は変異生成によって、いずれの可
変ドメインのポリペプチド配列をも変化させてもよい。ＤＮＡシャッフリングは当業者に
周知であり、かつ、例えばＳｔｅｍｍｅｒ，１９９４，Ｎａｔｕｒｅ，３７０：３８９～
３９１及び米国特許第６，２９７，０５３号に記載され、この両方は引用することにより
本明細書に組み入れられる。突然変異生成のその他の方法もまた当業者に周知である。
【０１７３】
　ｄＡｂ構築物作成における使用のための足場
　ｉ．主鎖構造の選択
　免疫グロブリンスーパーファミリーの全てのメンバーは、ポリペプチド鎖については類
似した折り畳み部分を共有する。例えば、抗体はそれらの一次配列に関しては高度に多様
化しているが、配列の比較及び結晶学的な構造は予想に反して、６つの抗体の抗原結合ル
ープのうちの５つ（Ｈ１、Ｈ２、Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）が限られた数の主鎖構造、又は標準
的な構造をとることを明らかにした（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ（１９８７）Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１９６：９０１；Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎ
ａｔｕｒｅ，３４２：８７７）。ループ長及び鍵となる残基の解析はさらに、大部分のヒ
ト抗体に見られるＨ１、Ｈ２、Ｌ１、Ｌ２及びＬ３の主鎖構造の予測を可能にした（Ｃｈ
ｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：７９９；Ｔｏ
ｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）ＥＭＢＯ　Ｊ．，１４：４６２８；Ｗｉｌｌ
ｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２６４：２２０）。Ｈ３
領域は、（Ｄセグメントの使用により）配列、長さ及び構造においてはより多様であるが
、ループ及び抗体フレームワークの鍵となる位置における特定の残基の長さ及び存在又は
残基の型に依存して、短いループ長においてはＨ３領域もまた限られた数の主鎖構造を形
成する（Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２６３：８
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００；Ｓｈｉｒａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，３９９：１
）。
【０１７４】
　ｄＡｂはＶＨドメインライブラリ及び／又はＶＬドメインライブラリなどのドメインラ
イブラリから有利に構築される。１つの態様においては、特定のループ長及び鍵となる残
基がメンバーの主鎖構造を保証するように選択されてドメインライブラリが設計されるこ
とが知られている。都合の良いことに、これらは天然に見られる、上記で議論されたよう
な機能を果たさない可能性を最小限にするための、免疫グロブリンスーパーファミリーの
実際の構造である。生殖細胞系Ｖ遺伝子セグメントは、抗体又はＴ細胞受容体ライブラリ
を構築するための、１つの好適な基礎となるフレームワークとして機能するが、その他の
配列もまた役立つ。変異も低頻度で生じ得るが、機能性メンバーの少数が、その機能に影
響を及ぼさない程度に変化した主鎖構造を有する可能性がある程度である。
【０１７５】
　標準的な構造の理論もまた、リガンドによってコードされる異なる主鎖構造の数の評価
、リガンド配列に基づく主鎖構造の予測、及び標準的な構造に影響を及ぼさない多様化の
ための残基の選択のために役立つ。ヒトＶκドメインにおいては、Ｌ１ループは４つの標
準的な構造のうちの１つをとることができ、Ｌ２ループは単一の標準的な構造を有し、ヒ
トＶκドメインの９０％がＬ３ループにおける５つの標準的な構造のうちの１つをとるこ
とができることが知られている（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）上記）
；従って、Ｖκドメインのみにおいては、異なる種類の主鎖構造を作り出すために、異な
る標準的な構造が結合することが可能である。ＶλドメインがＬ１、Ｌ２及びＬ３ループ
の異なる種類の標準的な構造をコードするし、Ｖκ及びＶλドメインがＨ１及びＨ２ルー
プの複数の標準的な構造をコードする任意のＶＨドメインと対合することが可能な場合に
は、これら５つのループで見られる標準的な構造な組み合わせの数は非常に多くなる。こ
のことは、様々な種類の結合特異性を生産するためには、主鎖構造の多様性の生成が必須
である可能性を意味する。しかしながら、予想に反し、見いだされた単一の既知の主鎖構
造に基づいて抗体ライブラリを構築することにより、実質的に全ての抗原を標的とするた
めの十分な多様性の生成のためには主鎖構造における多様性は必要とされない。さらに驚
くべきことに、単一の主鎖構造はコンセンサス構造である必要もなく、単一の天然に生じ
る構造を全ライブラリの基礎として用いることが可能である。従って、一つの特定の態様
においては、ｄＡｂは単一の既知の主鎖構造を有する。
【０１７６】
　選択された単一の主鎖構造が、問題となる免疫グロブリンスーパーファミリータイプの
分子間ではありふれたものになってもよい。その構造をとる十分な数の天然に生じる分子
が観察される場合、その構造はありふれたものとなる。従って、１つの態様においては、
天然に生じる免疫グロブリンドメインのそれぞれの結合ループの異なる主鎖構造は個別に
検討され、その後、異なるループにおける所望の主鎖構造の組み合わせを有する、天然に
生じる可変ドメインが選択される。何も得られかった場合には、最も近似した等価物を選
択することができる。異なるループにおける所望の主鎖構造の組み合わせは、所望の主鎖
構造をコードする生殖細胞系遺伝子セグメントを選択することにより作出することができ
る。一例として、選択した生殖細胞系遺伝子セグメントは、天然にしばしば発現し、特に
、それらは全ての天然の生殖細胞系遺伝子セグメント中で最も頻繁に発現するものであっ
てもよい。
【０１７７】
　ライブラリの設計においては、６つの抗原結合ループそれぞれの異なる主鎖構造の頻度
を個別に検討してもよい。Ｈ１、Ｈ２、Ｌ１、Ｌ２及びＬ３においては、２０％から１０
０％の範囲で天然に生じる分子の抗原結合ループを構成する、指定された構造が選択され
る。典型的には、その観察される頻度は３５％を超え（すなわち３５％から１００％の間
）、そして理想的には、５０％を超える、又は６５％を超えさえもする。Ｈ３ループの大
部分が標準的な構造を有さないため、標準的な構造を示す、それらのループ間でありふれ
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た主鎖構造を選択することが好ましい。ループのそれぞれにおいては、天然のレパートリ
ーにおいて最も頻繁に観察される構造がされに選択される。ヒト抗体においては、それぞ
れのループにおける、最も一般的な標準的な構造（ＣＳ）は以下の通りである：Ｈ１－Ｃ
Ｓ１（発現レパートリーの７９％）、Ｈ２－ＣＳ３（４６％）、Ｌ１－ＶκのＣＳ２（３
９％）、Ｌ２－ＣＳ１（１００％）、Ｌ３－ＶκのＣＳ１（３６％）（計算はκ：λ率が
７０：３０であるとみなす。Ｈｏｏｄｅｔ　ａｌ．（１９６７）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．，４８：１３３）。標準的な構造を
有するＨ３ループについては、９４番の残基から１０１番の残基である、塩橋を有する７
つの残基のＣＤＲ３の長さ（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｕ
．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ及びＨｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ）
が最も一般的であることが見いだされた。ＥＭＢＬデータライブラリには、この構造を形
成するために必要とされる長さのＨ３及び鍵となる残基を有するヒト抗体配列が少なくと
も１６あり、及びタンパク質データバンク中には、抗体モデリングの基礎として使用可能
な少なくとも２つの結晶学的な構造が存在する（２ｃｇｒ及び１ｔｅｔ）。最も頻繁に発
現する生殖細胞系遺伝子セグメントの標準的な構造の組み合わせは、ＶＨセグメント３－
２３（ＤＰ－４７）、ＪＨセグメントＪＨ４ｂ、ＶκセグメントＯ２／Ｏ１２（ＤＰＫ９
）及びＪκセグメントＪκ１である。ＶＨセグメントＤＰ４５及びＤＰ３８もまた適して
いる。これらのセグメントをさらに、所望の単一の主鎖構造を有するライブラリを構築す
るための基礎として、組み合わせることによって使用することができる。
【０１７８】
　また別の方法としては、単離において、それぞれの結合ループの天然に生じる異なる主
鎖構造に基づいて単一の主鎖構造を選択する代わりに、天然に生じる主鎖構造の組み合わ
せが単一の主鎖構造を選択するための基礎として使用される。抗体の場合には、例えば、
任意の２つ、３つ、４つ、５つ、６つの抗原結合ループの天然に生じる標準的な構造の組
み合わせを決定することができる。ここで、選択される構造は天然に生じる抗体において
ありふれたものであってもよく、かつ、天然のレパートリーにおいて最も頻繁に見られる
ものであってもよい。従って、ヒト抗体においては、例えば、５つの抗原結合ループであ
るＨ１、Ｈ２、Ｌ１、Ｌ２及びＬ３の天然の組み合わせについて検討する場合には、最も
頻繁にみられる標準的な構造の組み合わせを決定し、その後、単一の主鎖構造を選択する
ための基礎として、Ｈ３ループにおける最も一般的な構造と組み合わせる。
【０１７９】
　標準的な配列の多様化
　選択された複数の既知の主鎖構造又は単一の既知の主鎖構造を有することから、構造的
及び／又は機能的多様性を有するレパートリーを生成するために、分子の結合部位を多様
にすることにより、ｄＡｂを構築することができる。このことは、それらがそれらの構造
及び／又それらの機能において十分な多様性を有するように変異が生成され、幅のある活
性を提供することができることを意味する。
【０１８０】
　所望の多様性は、典型的には、１つ以上の位置において選択した分子を多様化すること
により生成される。変化させる位置は、ランダムに選ぶこともでき、又は選択してもよい
。多様化はその後、非常に膨大な数の変異を生成する、在住アミノ酸を任意のアミノ酸又
は、天然若しくは合成のそのアナログにより置換すること、又は限定数の変異を生成する
、在住のアミノ酸を１つ以上の定義されたアミノ酸サブセットにより置換する、ランダム
化によって達成できる。
【０１８１】
　それらの変異を導入する様々な方法が報告されている。分子をコードする遺伝子中にラ
ンダムな突然変異を導入するためには、変異性ＰＣＲ（Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２６：８８９）、化学的突然変異生成（Ｄｅｎｇ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６９：９５３３）又はバクテ
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リアの突然変異誘発遺伝子株（Ｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
．，２６０：３５９）を用いることができる。選択した位置に変異を導入するための方法
も当該分野においては周知であり、これらにはＰＣＲの使用を介した又は介さない、ミス
マッチオリゴヌクレオチド又は変性オリゴヌクレオチドの使用が含まれる。例えば、複数
の合成抗体ライブラリが抗原結合ループに対するターゲティング突然変異によって作出さ
れた。ヒト破傷風トキソイド結合ＦａｂのＨ３領域が、新しい種類の結合特性を作出する
ためにランダム化された（Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４４５７）。変異のないフレームワーク領域を有す
る巨大ライブラリを生産するために、Ｈ３及びＬ３領域のランダム化又はセミランダム化
が生殖細胞系Ｖ遺伝子セグメントに付加された（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ＆Ｗｉｎｔｅｒ（
１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：３８１；Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４４５７；Ｎｉｓｓｉ
ｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）ＥＭＢＯＪ．，１３：６９２；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９４）ＥＭＢＯＪ．，１３：３２４５；Ｄｅ　Ｋｒｕｉｆ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９５）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２４８：９７）。それらの変異は、いくつか又は
全てのその他の抗原結合ループを含むように拡大された（Ｃｒａｍｅｒｉ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．，２：１００；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９５）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１３：４７５；Ｍｏｒｐｈｏｓｙｓ，国際
公開第９７／０８３２０号，上記）。
【０１８２】
　ループランダム化はＨ３のみに対しては約１０１５を超える構造を作出し、その他の５
つのループについても類似した数の変異を生成する可能性があるため、全ての可能な組み
合わせを発現するライブラリを構築するために現在の形質転換技術を用いること、又は無
細胞系を用いることさえも適してはいない。例えば、これまでに構築された最も巨大なラ
イブラリのうちの１つにおいては、この設計のライブラリにおいて可能な多様性のただ１
つの画分である、６ｘ１０１０の異なる抗体が生成された（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９４）上記）。
【０１８３】
　１つの実施形態においては、分子の所望の機能を作出する又は変化させることに直接含
まれるそれらの残基のみが多様化される。多くの分子においては、その機能は標的に結合
することであり、さらに、分子の全体のパッキング又は選択した主鎖構造の維持に重要な
残基を変化させることを避けるために、多様性は標的結合部位に集中させる必要がある。
【０１８４】
　１つの態様においては、抗原結合部位におけるそれらの残基のみが多様化されたｄＡｂ
ライブラリが使用される。これらの残基は特にヒト抗体レパートリーにおいて多様であり
、かつ、高品質な抗体／抗原複合体と結合することが知られている。例えば、Ｌ２におい
ては、天然に生じる抗体の５０及び５３番目の位置が変化すると抗原と結合することが観
察されることが知られている。反対に、ライブラリにおいては２つが変化したのに対し、
標準的な方法では、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１、上記）によって定義された複
数の７残基である、相当する相補性決定領域（ＣＤＲ１）における全ての残基を多様化さ
せただろう。このことは、幅のある抗原結合特性を作出するためには、機能的な多様性に
関する十分な改良が必要とされることを示す。
【０１８５】
　天然においては、抗体の多様性は、ナイーブ初代レパートリーを作出するための生殖細
胞系Ｖ、Ｄ及びＪ遺伝子セグメントの体細胞組換え（いわゆる生殖細胞系及び接合多様性
）、並びに生じた再構成Ｖ遺伝子の体細胞超変異の、２つの過程の結果である。ヒト抗体
配列の解析により、初代レパートリーにおける多様性が抗原結合部位の中心に集中してい
ること、一方で体細胞超変異は初代レパートリーにおいて高度に保存される抗原結合部位
の末端の領域にまで多様性を広げることが示された（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２５６：８１３を参照のこと）。この相補性はお
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そらく配列間隔を検索するための効果的な方法として発展し、そして明かに抗体に特有で
はあるが、その他のポリペプチドレパートリーに対しても容易に適用することができる。
多様化した残基は、標的への結合部位を形成する残基のサブセットである。標的結合部位
における異なる（重複を含む）残基のサブセットは、必要に応じて選択の異なる段階にお
いて多様化される。
【０１８６】
　抗体レパートリーの例においては、初代「ナイーブ」レパートリーは抗原結合部位のい
くつかの、しかし全てではない、残基が多様化された場合に作出される。この文脈で本明
細書で使用される場合、「ナイーブ」又は「ダミー」という用語は、予め決められた標的
を有しない抗体分子を意味する。これらの分子は、多様な抗原刺激に曝されていない胎児
及び新生児患者の場合と同様に、免疫多様化を受けていない患者の免疫グロブリン遺伝子
によってコードされる分子に類似する。このレパートリーはその後、抗原又はエピトープ
の種類によって選択される。必要に応じて、さらなる多様性をその後、最初のレパートリ
ーにおいて多様化された領域の外側に導入することができる。この成熟したレパートリー
を改変した機能、特異性又は親和性によって選択することができる。
【０１８７】
　本明細書において記載された配列は、実質的に同一な配列、例えば少なくとも９０％同
一な配列、本明細書で記載された配列と例えば少なくとも９１％、又は少なくとも９２％
、又は少なくとも９３％、又は少なくとも９４％、又は少なくとも９５％、又は少なくと
も９６％、又は少なくとも９７％、又は少なくとも９８％、又は少なくとも９９％同一な
配列を含むことを理解されたい。
【０１８８】
　核酸については、「実質的な同一性」という用語は、２つの核酸又はその示された配列
を、最適にアライン又は比較した場合に、適切なヌクレオチドの挿入又は欠損を含めて、
少なくとも約８０％のヌクレオチドが、通常は少なくとも約９０％から９５％、及びより
好ましくは少なくとも約９８％から９９．５％のヌクレオチドが同一であることを示す。
また、実質的な同一性は、選択的なハイブリダイゼーションの条件下でセグメントが相補
鎖にハイブリダイズする場合にも存在する。
【０１８９】
　ヌクレオチド及びアミノ酸配列については、「同一」という用語は、適切な挿入又は欠
損を含めて最適にアライン及び比較した場合の２つの核酸又はアミノ酸配列の同一性の度
合いを意味する。また、実質的な同一性は、選択的なハイブリダイゼーションの条件下で
ＤＮＡセグメントが相補鎖にハイブリダイズする場合にも存在する。
【０１９０】
　２つの配列間の同一性のパーセンテージは、その２つの配列を最適にアライメントする
ために導入することが必要とされるギャップ及びそれぞれのギャップの長さを考慮した、
その配列が共有している同一の位置の数の関数である（すなわち、％同一性＝同一の位置
の数／全位置の数ｘ１００）。２つの配列間の配列の比較及び同一性のパーセンテージの
決定は、以下の限定しない実施例に記載した数学的アルゴリズムを用いて行うことができ
る。
【０１９１】
２つのヌクレオチド配列間の同一性のパーセンテージは、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマ
トリックス並びに４０、５０、６０、７０、又は８０のギャップウェート及び１、２、３
、４、５、又は６の長さウェートを使用してＧＣＧソフトウェア中のＧＡＰプログラムを
用いて決定することができる。２つのヌクレオチド又はアミノ酸配列間の同一性のパーセ
ンテージもまたＡＬＩＧＮｐｒｏｇｒａｍ（ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０）に組み込まれたＥ
．Ｍｅｙｅｒｓ及びＷ．Ｍｉｌｌｅｒ（Ｃｏｍｐｕｔ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｓｃｉ．、４：
１１～１７（１９８８））のアルゴリズムを用い、ＰＡＭ１２０ウェート残基表、１２の
ギャップ長ペナルティ及び４のギャップペナルティを使用して決定することができる。加
えて、２つのアミノ酸配列間の同一性のパーセンテージはＧＣＧソフトウェア中のＧＡＰ
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プログラム中に組み込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎ及びＷｕｎｓｃｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．４８：４４４～４５３（１９７０））のアルゴリズムを用い、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２マ
トリックス又はＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか及び１６、１４、１２、１０、８、
６、又は４のギャップウェートと１、２、３、４、５、又は６の長さウェートを使用して
決定することができる。
【０１９２】
　一例として、本発明のポリペプチド配列は、配列番号２４によってコードされる参照配
列と１００％同一であってもよく、又は同一性のパーセンテージが１００％未満になるよ
うな特定の整数までのアミノ酸変異を、参照配列と比較して、含んでいてもよい。それら
の変異は、少なくとも１つのアミノ酸欠損、保存置換及び非保存置換を含む置換、又は挿
入からなる群より選択される。ここで前記変異は、参照配列若しくは参照配列中の１つ以
上の隣接したグループのアミノ酸中に個別に散在して、参照ポリペプチド配列のアミノ－
又はカルボキシ－末端又はそれら末端位置の間の任意の位置に生じてもよい。指定された
同一性のパーセンテージにおけるアミノ酸変異の数は、配列番号２４によってコードされ
るポリペプチド配列中のアミノ酸の総数とそれぞれの同一性のパーセンテージの数字上の
パーセンテージ（１００で割る）とを掛け、その後、配列番号２４によってコードされる
ポリペプチド配列中のアミノ酸の数から得られた数値を引くことによって決定する、又は
：
【数１】

【０１９３】
であり、
式中ｎａはアミノ酸変異の数、ｘａは配列番号２４によってコードされるポリペプチド配
列中のアミノ酸の総数、及びｙは、例えば７０％の場合には０．７０、８０％の場合には
０．８０、８５％の場合には０．８５などであり、並びにここでｘａ及びｙの数値がいず
れの整数でもない場合には、ｘａから引く前に、最も近い整数まで切り捨てる。
【実施例】
【０１９４】
　実施例１：抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦ抗原結合性構築物の構築
　この実施例は予測上のものである。
【０１９５】
　抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦ抗原結合性構築物の設計
　本明細書中で記載した抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦアルファ又は抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦＲ
１抗原結合性構築物は、抗ＲＡＮＫＬ抗体の重鎖又は軽鎖を任意選択のリンカーを介して
抗ＴＮＦアルファ又は抗ＴＮＦＲ１エピトープ結合ドメインに結合させること、又は抗Ｔ
ＮＦ抗体の重鎖又は軽鎖を任意選択のリンカーを介して抗ＲＡＮＫＬエピトープ結合ドメ
インに結合させることによって生成することができる。
【０１９６】
　本明細書中で記載した抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦアルファ又は抗ＲＡＮＫＬ／抗ＴＮＦＲ
１抗原結合性構築物は、抗ＴＮＦアルファ又は抗ＴＮＦＲ１抗体の重鎖又は軽鎖を任意選
択のリンカーを介して抗ＲＡＮＫＬエピトープ結合ドメインに結合させることによって生
成することができる。
【０１９７】
　抗原結合性構築物の実施例を示す模式図を図６に示した。
【０１９８】
　本発明に役立つ様々な抗ＲＡＮＫＬ抗体可変重及び可変軽ドメインのアミノ酸配列の例
を配列番号１０～２３に示した。完全な抗体重又は軽鎖を形成するために、これらを好適
な定常領域と結合させることができる。
【０１９９】
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　本発明に役立つ様々な抗ＲＡＮＫＬ抗体の完全長重鎖及び軽鎖のアミノ酸配列の例を配
列番号２４～３７に示した。
【０２００】
　本発明に役立ち、かつ、配列番号２２及び２３の可変重及び可変軽ドメイン配列、及び
配列番号３６及び３７の完全長重鎖及び軽鎖配列を含む抗体の詳細については国際公開第
２００３００２７１３号において記載された。
【０２０１】
　抗ＲＡＮＫＬ可変ドメイン配列のさらなる例を表１に示した。
【表１】

【０２０２】
　好適なリンカー配列の例を配列番号３～８に示した。又はそれらの代わりに、ＣＨ３ド
メイン又はＣＬドメインとエピトープ結合ドメインとの間の十分な結合を提供できる、任
意の天然に生じる又は合成のリンカー配列が使用可能である。
【０２０３】
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　本発明に役立つ抗ＴＮＦ抗体の完全長重鎖及び軽鎖のアミノ酸配列を配列番号３８及び
３９に示した。
【０２０４】
　本発明に役立つ抗ＴＮＦαエピトープ結合ドメインドメイン（抗ＴＮＦαアドネクチン
の例において）の例を配列番号１に示した。
【０２０５】
　本発明に役立つ抗ＴＮＦＲ１エピトープ結合ドメイン（抗ＴＮＦＲ１ｄＡｂの例におい
て）の例を配列番号２に示した。
【０２０６】
　本発明に役立つ抗ＲＡＮＫＬエピトープ結合ドメイン（抗ＲＡＮＫＬナノボディの例に
おいて）の例を配列番号４０及び４１に示した。
【０２０７】
　分子生物学及び発現
　抗ＲＡＮＫＬ抗原結合性構築物の重鎖又は軽鎖をコードしているＤＮＡ発現ベクターは
、ＰＣＲによる重複するオリゴヌクレオチドからのデノボ構築、又は重複ＰＣＲ技術、又
は部位特異的突然変異生成、又は制限酵素を使用したクローニング、又はその他の組換え
技術（例えばＧａｔｅｗａｙクローニングなど）を含む標準的な分子生物学的技術によっ
て生成することができる。
【０２０８】
　これらのタンパク質を発現させるためには、融合タンパク質を分泌させるために、Ｎ末
端に直接シグナルペプチド配列を付加する必要がある。好適なシグナルペプチド配列の例
を配列番号９に示した。ＤＮＡ配列を得るために、シグナルペプチド配列を含む完全長融
合タンパク質を逆に形質転換することもできる。いくつかの例では、発現を改良するため
のＤＮＡ配列におけるコドンの最適化が有効である可能性がある。発現を促進するために
、コザック配列及び停止コドンが付加される。クローニングを促進するためには、制限酵
素を５’及び３’末端に含ませることができる。同様に、いくつかの例においては制限酵
素部位にアミノ酸配列を合わせて変えることが必要ではあるが、ドメインのシャッフリン
グを促進するために、コード配列中に制限酵素部位組み入れることもできる。
【０２０９】
　抗ＲＡＮＫＬ抗体の重及び軽鎖をコードしている有効な配列のクローンを共に形質転換
し、そしてＥ．ｃｏｌｉ又はＣＨＯ－Ｋ１、ＣＨＯ－ｅ１Ａ、ＨＥＫ２９３、ＨＥＫ２９
３－６Ｅなどの真核細胞株又はその他の一般的な発現細胞株などの様々な発現系において
発現させることができる。
【０２１０】
　哺乳類の発現系においては、抗原結合性構築物は上清から回収することができ、そして
プロテインＡセファロースなどの精製技術によって精製することができる。
【０２１１】
　その後、抗原結合性構築物をＲＡＮＫＬ及びＴＮＦへの結合及び生物学的活性を評価す
る数多くのアッセイにおいて試験することができる。様々なアッセイには、当業者に周知
の競合ＥＬＩＳＡ、受容体中和ＥＬＩＳＡ、ＢＩＡｃｏｒｅなどのＥＬＩＳＡ又は細胞を
用いたアッセイが含まれる。
【０２１２】
　実施例２：ＲＡＮＫＬ二重特異性抗体の設計及び構築
　クローニングを促進するため、抗ＴＮＦα　ｍＡｂ　ＶＨポリヌクレオチド配列をＨｉ
ｎｄＩＩＩ及びＳｐｅＩ部位を含むように改変した。最終的な抗ＴＮＦα　ｍＡｂ　ＶＨ
をコードしているポリヌクレオチド断片をデノボのＰＣＲを用いた技術及び重複オリゴヌ
クレオチドを用いて構築した。ヒト化抗ＲＡＮＫＬ　ＶＨＨに融合したヒトＩｇＧ１定常
領域をコードしている哺乳類発現ベクター中に、ＰＣＲ産物をクローニングした。このこ
とは、抗ＲＡＮＫＬ　ＶＨＨがＴＶＡＡＰＳＧＳリンカー（配列番号４３及び４２、ＢＰ
Ｃ１８４６の重鎖のＤＮＡ及びタンパク質配列）を介して抗ＴＮＦα　ｍＡｂ重鎖のＣ末
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端に融合することを可能にした。
【０２１３】
　ＢＰＣ１８４６（配列番号４３（重鎖）及び配列番号４４（軽鎖））をコードしている
発現プラスミドを、２９３ｆｅｃｔｉｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、１２３４７０１９）を
用いてＨＥＫ２９３－６Ｅ細胞中に一過的に形質転換した。表２はこれら配列の詳細を示
す。
【０２１４】
　２４時間後、細胞培養に栄養としてトリプトンを添加した。４～５日後に上清を回収し
、この上清を実施例３に記載した結合アッセイに用いた。
【表２】

【０２１５】
　実施例３：ＴＮＦα及びＲＡＮＫＬブリッジングＥＬＩＳＡ法
　９６ウェル高結合プレートを１μｇ／ｍＬのＴＮＦα（ＲｎＤＳｙｓｔｅｍｓ、２１０
－ＴＡ－０１０／ＣＦ）でコーティングし、＋４℃で一晩インキュベートした。このプレ
ートを０．０５％のＴｗｅｅｎ２０を含むトリス緩衝食塩水で２回洗った。２００μＬの
ブロッキング溶液（ＤＰＢＳ緩衝液中に５％ＢＳＡ）をそれぞれのウェルに加え、そして
このプレートを室温で少なくとも１時間インキュベートした。その後、再び洗いの工程を
行った。希釈していない上清（ＢＰＣ１８４６）又は２μｇ／ｍＬの精製した抗体（対照
抗体：ＢＰＣ２６０９、ＤＭＳ４０００、ＳｉｇｍａＩｇＧ）から、プレートに渡り、Ｂ
ＰＣ１８４６、ＤＭＳ４０００（抗ＴＮＦα及び抗ＶＥＧＦ二重特異性抗体）、ＢＰＣ２
６０９（抗ＩＬ４及び抗ＲＡＮＫＬ二重特異性抗体）及びネガティブコントロール抗体（
ＳｉｇｍａＩｇＧ１、Ｉ５１５４）をブロッキング溶液中で連続して希釈した。１時間イ
ンキュベートした後、プレートを洗った。ビオチン化ＲＡＮＫＬ（０．２２ｍｇ／ｍＬ、
バッチ：Ｎ１４０８１－１０、１２／１１／０９）をブロッキング溶液中で５００倍に希
釈し、そして５０μＬをそれぞれのウェルに加えた。プレートをさらに１時間インキュベ
ートし、その後再度洗った。Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ－ペルオキシダーゼ（Ｓｉｇｍａ、Ｅ
２８８６）をブロッキング溶液中で１０００倍に希釈し、そして５０μＬをそれぞれのウ
ェルに加えた。プレートを１時間インキュベートした。再度洗いの工程を行った後、５０
μｌのＯＰＤＳｉｇｍａＦａｓｔ基質溶液をそれぞれのウェルに加え、そして１５分後に
、５０μＬの２Ｍ硫酸を加えることによって反応を停止させた。ＶｅｒｓａＭａｘ　Ｔｕ
ｎａｂｌｅ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ
ｓ）を利用し、標準的なエンドポンドプロトコールを用いて４９０ｎｍで吸光度を測定し
た。
【０２１６】
　図７はＴＮＦα及びＲＡＮＫＬブリッジングＥＬＩＳＡの結果を示し、そしてＢＰＣ１
８４６がＲＡＮＫＬ及びＶＥＧＦの両方と同時に結合することができることを確認した。
ＢＰＣ２６０９、ＤＭＳ４０００及びネガティブコントロール抗体は両方の標的に対する
結合を示さない。
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　実施例４：ＭＲＣ－５／ＴＮＦアッセイ
　この実施例は予測上のものである。
【０２１８】
　ヒトＴＮＦ－ａのヒトＴＮＦＲ１への結合の阻害及びＩＬ－８分泌物の中和における試
験分子の能力は、ヒト肺繊維が細胞ＭＲＣ－５細胞を用いて決定することができる。試験
試料の希釈系列をＴＮＦ－アルファ（５００ｐｇ／ｍｌ）（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）と１時
間インキュベートする。これをその後、ＭＲＣ－５細胞（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＣＣＬ
－１７１）の懸濁液を用いて１対２に希釈する（５ｘ１０３細胞／ウェル）。一晩インキ
ュベートした後、試料を１対１０に希釈し、そしてＩＬ－８放出を、ＩＬ－８の濃度を抗
ＩＬ－８（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号２０８－ＩＬ）でコーティングしたポリ
スチレンビーズ、ビオチン化抗ＩＬ－８（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号ＢＡＦ２
０８）及びストレプトアビジンＡｌｅｘａｆｌｕｏｒ６４７（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ、カタログ番号Ｓ３２３５７）を用いて決定する、ＩＬ－８　ＡＢＩ　８２００
　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ（ＦＭＡＴ）を用いて決定する。
【０２１９】
　実施例５：抗原結合性構築物の化学量論性評価（Ｂｉａｃｏｒｅ（商標）を用いる）
　この実施例は予測上のものである。
【０２２０】
　抗ヒトＩｇＧを、最初にアミンカップリングによってＣＭ５バイオセンサーチップ上に
固定化する。単一の濃度のＲＡＮＫＬ又はＴＮＦを通過させた後に、抗原結合性構築物を
この表面上に補足する。この濃度は、結合表面及び観察される結合シグナルを最大のＲ－
ｍａｘに達するまで飽和させるのに十分な濃度である。化学量をその後、下記の式を用い
て算出する：
化学量＝Ｒｍａｘ＊Ｍｗ（リガンド）／Ｍｗ（被分析物）＊Ｒ（固定化又は補足されたリ
ガンド）。
【０２２１】
　同時に１つ以上の被分析物の結合について化学量を算出する場合には、飽和抗原濃度の
異なる抗原を順番に通過させ、その後上述の通りに化学量を算出する。この試験はＢｉａ
ｃｏｒｅ３０００を利用し、ＨＢＳ－ＥＰランニングバッファーを用いて２５℃で行うこ
とができる。
【０２２２】
配列
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【０２２６】
　配列番号１（抗ＴＮＦ－アルファ　アドネクチン）
　ＶＳＤＶＰＲＤＬＥＶＶＡＡＴＰＴＳＬＬＩＳＷＤＴＨＮＡＹＮＧＹＹＲＩＴＹＧＥＴ
ＧＧＮＳＰＶＲＥＦＴＶＰＨＰＥＶＴＡＴＩＳＧＬＫＰＧＶＤＤＴＩＴＶＹＡＶＴＮＨＨ
ＭＰＬＲＩＦＧＰＩＳＩＮＨＲＴ
【０２２７】
　配列番号２（抗ＴＮＦＲ１　ｄＡｂ）

【０２２８】
　配列番号３（Ｇ４Ｓリンカー）
　ＧＧＧＧＳ
【０２２９】
　配列番号４（リンカー）
　ＴＶＡＡＰＳ
【０２３０】
　配列番号５（リンカー）
　ＡＳＴＫＧＰＴ
【０２３１】
　配列番号６（リンカー）
　ＡＳＴＫＧＰＳ
【０２３２】
　配列番号７（リンカー）
　ＧＳ
【０２３３】
　配列番号８（リンカー）
　ＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２３４】
　配列番号９（実施例　シグナルペプチド　配列）
　ＭＧＷＳＣＩＩＬＦＬＶＡＴＡＴＧＶＨＳ
【０２３５】
　配列番号１０（ヒト化重鎖可変領域配列ＨＺＶＨ２Ａ４－２（８６）直線的グラフト）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＲＹＧＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＴＩＳＳＧＧＳＹＩＹＹＰＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＬＤＧＹＮＹＲＷＹＦＤＶＷＧＱＧＴＭＶＴＶ
ＳＳ
【０２３６】
　配列番号１１（ヒト化重鎖可変領域配列ＨＺＶＨ２Ａ４－１Ｓ４９Ａ（８７））
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＲＹＧＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＡＴＩＳＳＧＧＳＹＩＹＹＰＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＬＤＧＹＮＹＲＷＹＦＤＶＷＧＱＧＴＭＶＴＶ
ＳＳ
【０２３７】
　配列番号１２（ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＬＣ２Ａ４－２直線的グラフト）
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　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２３８】
　配列番号１３（ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＬＣ２Ａ４－３Ｑ３Ｖ（９０））
　ＤＩＶＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２３９】
　配列番号１４（ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＬＣ２Ａ４－１Ｑ３Ｖ、Ｓ６０Ｄ（８８）
）　ＤＩＶＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱ
ＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬ
ＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４０】
　配列番号１５（ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＬＣ２Ａ４－４Ｓ６０Ｄ（８９））
　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４１】
　配列番号１６－ヒト化重鎖可変配列ＨＺ１９Ｈ２２－２（９３）Ｙ２７Ｆ、Ｔ３０Ｋ、
Ｒ６６Ｋ、Ａ７１Ｔ、９３Ｔ、９４Ｔ
　ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＦＴＦＫＧＴＹＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＤＰＡＮＧＮＴＫＹＤＰＫＦＱＧＫＶＴＩＴＴＤＴＳＴＳＴＡ
ＹＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＴＴＱＦＨＹＹＧＹＧＧＶＹＷＧＱＧＴＭＶＴＶＳ
Ｓ
【０２４２】
配列番号１７－ヒト化重鎖可変配列ＨＺ１９Ｈ２２－４（９４）Ｙ２７Ｆ、Ｔ２８Ｎ、Ｆ
２９Ｉ、Ｔ３０Ｋ、Ａ７１Ｔ、９３Ｔ、９４Ｔ
　ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＦＮＩＫＧＴＹＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＤＰＡＮＧＮＴＫＹＤＰＫＦＱＧＲＶＴＩＴＴＤＴＳＴＳＴＡ
ＹＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＴＴＱＦＨＹＹＧＹＧＧＶＹＷＧＱＧＴＭＶＴＶＳ
Ｓ
【０２４３】
　配列番号１８－ヒト化重鎖可変配列ＨＺ１９Ｈ２２－５（９５）Ｖ２Ｉ、Ｙ２７Ｆ、Ｔ
２８Ｎ、Ｆ２９Ｉ、Ｔ３０Ｋ、Ｒ６６Ｋ、Ｖ６７Ａ、Ａ７１Ｔ、Ｔ７５Ｐ、Ｓ７６Ｎ、９
３Ｔ、９４Ｔ
　ＱＩＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＦＮＩＫＧＴＹＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＤＰＡＮＧＮＴＫＹＤＰＫＦＱＧＫＡＴＩＴＴＤＴＳＰＮＴＡ
ＹＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＴＴＱＦＨＹＹＧＹＧＧＶＹＷＧＱＧＴＭＶＴＶＳ
Ｓ
【０２４４】
　配列番号１９－ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－４（９８）直線的グラフト
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４５】
　配列番号２０－ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－２（９６）Ｉ５８Ｖ、Ｆ７
１Ｙ
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
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ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４６】
　配列番号２１－ヒト化軽鎖可変領域配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－３（９７）Ｆ７１Ｙ
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４７】
　配列番号２２－αＯＰＧＬ－１重鎖可変領域（ＡＭＧ－１６２ＶＨ）
　ＥＶＱＬＬＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＡＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＧＩＴＧＳＧＧＳＴＹＹＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＫＤＰＧＴＴＶＩＭＳＷＦＤＰＷＧＱＧＴＬＶＴ
ＶＳＳ
【０２４８】
　配列番号２３－αＯＰＧＬ－１軽鎖可変領域（ＡＭＧ－１６２ＶＬ）
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＲＧＲＹＬＡＷＹＱＱ
ＫＰＧＱＡＰＲＬＬＩＹＧＡＳＳＲＡＴＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＲＬ
ＥＰＥＤＦＡＶＦＹＣＱＱＹＧＳＳＰＲＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴ
【０２４９】
　配列番号２４－ヒト化重鎖配列ＨＺＶＨ２Ａ４－２（８６）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＲＹＧＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＴＩＳＳＧＧＳＹＩＹＹＰＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＬＤＧＹＮＹＲＷＹＦＤＶＷＧＱＧＴＭＶＴＶ
ＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴ
ＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴ
ＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬ
ＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦ
ＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮ
ＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲ
ＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰ
ＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨ
ＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２５０】
　配列番号２５－ヒト化重鎖配列ＨＺＶＨ２Ａ４－１（８７）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＲＹＧＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＡＴＩＳＳＧＧＳＹＩＹＹＰＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＬＤＧＹＮＹＲＷＹＦＤＶＷＧＱＧＴＭＶＴＶ
ＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴ
ＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴ
ＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬ
ＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦ
ＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮ
ＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲ
ＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰ
ＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨ
ＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２５１】
　配列番号２６（ヒト化軽鎖配列ＨＺＬＣ２Ａ４－２（９１））
　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
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ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２５２】
　配列番号２７（ヒト化軽鎖配列ＨＺＬＣ２Ａ４－３（９０））
　ＤＩＶＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２５３】
　配列番号２８（ヒト化配列ＨＺＬＣ２Ａ４－１（８８））
　ＤＩＶＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２５４】
　配列番号２９（ヒト化軽鎖配列ＨＺＬＣ２Ａ４－４（８９））
　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＤＶＳＴＡＶＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＴＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＨＹＳＳＰＲＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２５５】
　配列番号３０（ヒト化重鎖配列ＨＺ１９Ｈ２２－２（９３））
　ＱＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＡＳＧＦＴＦＫＧＴＹＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＱＧＬＥＷＭＧＲＩＤＰＡＮＧＮＴＫＹＤＰＫＦＱＧＫＶＴＩＴＴＤＴＳＴＳＴＡ
ＹＭＥＬＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＴＴＱＦＨＹＹＧＹＧＧＶＹＷＧＱＧＴＭＶＴＶＳ
ＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶ
ＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱ
ＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧ
ＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮ
ＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧ
ＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤ
ＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰ
ＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹ
ＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２５６】
　配列番号３１（ヒト化重鎖配列ＨＺ１９Ｈ２２－４（９４））
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【０２５７】
　配列番号３２（ヒト化重鎖配列ＨＺ１９Ｈ２２－５（９５））

【０２５８】
　配列番号３３（ヒト化軽鎖配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－４（９８））
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ
ＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱ
ＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧ
ＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２５９】
　配列番号３４（ヒト化軽鎖配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－２（９６））
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧｖＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤｙＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ
ＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱ
ＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧ
ＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２６０】
　配列番号３５（ヒト化軽鎖配列ＨＺＫ１９Ｈ２２－３（９７））
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＳＡＳＳＳＶＳＹＭＹＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＴＳＮＬＡＳＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤｙＴＬＴＩＳＲＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＷＳＮＦＰＬＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ
ＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱ
ＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧ
ＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２６１】
　配列番号３６（αＯＰＧＬ－１重鎖配列（ＡＭＧ－１６２ＶＨ））
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　ＥＶＱＬＬＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＡＭＳＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＧＩＴＧＳＧＧＳＴＹＹＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＫＤＰＧＴＴＶＩＭＳＷＦＤＰＷＧＱＧＴＬＶＴ
ＶＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶ
ＴＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧ
ＴＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬ
ＬＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫ
ＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬ
ＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳ
ＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴ
ＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮ
ＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２６２】
　配列番号３７（αＯＰＧＬ－１軽鎖配列（ＡＭＧ－１６２ＶＬ））
　ＥＩＶＬＴＱＳＰＧＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＲＧＲＹＬＡＷＹＱＱ
ＫＰＧＱＡＰＲＬＬＩＹＧＡＳＳＲＡＴＧＩＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＲＬ
ＥＰＥＤＦＡＶＦＹＣＱＱＹＧＳＳＰＲＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦ
ＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮ
ＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨ
ＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２６３】
　配列番号３８（抗ＴＮＦ抗体重鎖）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＲＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＤＤＹＡＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＡＩＴＷＮＳＧＨＩＤＹＡＤＳＶＥＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＳＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＫＶＳＹＬＳＴＡＳＳＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶ
ＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴ
ＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴ
ＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬ
ＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦ
ＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮ
ＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲ
ＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰ
ＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨ
ＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
【０２６４】
　配列番号３９（抗ＴＮＦ抗体軽鎖）
　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＲＮＹＬＡＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＴＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＶＡＴＹＹＣＱＲＹＮＲＡＰＹＴＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰ
ＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳ
ＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱ
ＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ
【０２６５】
　配列番号４０（抗ＲＡＮＫＬナノボディＲＡＮＫＬ１３）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＲＴＦＲＳＹＰＭＧＷＦＲＱ
ＡＰＧＫＥＲＥＦＶＡＳＩＴＧＳＧＧＳＴＹＹＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＰＥＤＴＡＶＹＳＣＡＡＹＩＲＰＤＴＹＬＳＲＤＹＲＫＹＤＹＷＧＱＧ
ＴＱＶＴＶＳＳ
【０２６６】
　配列番号４１（ヒト化抗ＲＡＮＫＬナノボディＲＡＮＫＬ１３ｈｕｍ５）
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　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＰＭＧＷＦＲＱ
ＡＰＧＫＧＲＥＦＶＳＳＩＴＧＳＧＧＳＴＹＹＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＰＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＹＩＲＰＤＴＹＬＳＲＤＹＲＫＹＤＹＷＧＱＧ
ＴＬＶＴＶＳＳ
【０２６７】
　配列番号４２（ＢＰＣ１８４６重鎖）
　ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＲＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＤＤＹＡＭＨＷＶＲＱ
ＡＰＧＫＧＬＥＷＶＳＡＩＴＷＮＳＧＨＩＤＹＡＤＳＶＥＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＳＬ
ＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＫＶＳＹＬＳＴＡＳＳＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶ
ＳＳＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴ
ＶＳＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴ
ＱＴＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬ
ＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦ
ＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮ
ＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲ
ＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰ
ＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨ
ＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫＴＶＡＡＰＳＧＳＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬ
ＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＳＹＰＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＧＲＥＦＶＳＳＩＴＧＳＧＧＳＴＹＹ
ＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹＬＱＭＮＳＬＲＰＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＹＩ
ＲＰＤＴＹＬＳＲＤＹＲＫＹＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ
【０２６８】
　配列番号４３（ＢＰＣ１８４６重鎖のポリヌクレオチド配列）
　ＧＡＧＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＣＧＧＣＧＧＡＣＴＧＧＴＧＣＡＧ
ＣＣＣＧＧＣＡＧＡＡＧＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＡＧＣＴＧＴＧＣＣＧＣＣＡＧＣＧＧＣＴ
ＴＣＡＣＣＴＴＣＧＡＣＧＡＣＴＡＣＧＣＣＡＴＧＣＡＣＴＧＧＧＴＧＡＧＧＣＡＧＧＣ
ＣＣＣＴＧＧＣＡＡＧＧＧＣＣＴＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＣＧＣＣＡＴＣＡＣＣＴＧＧ
ＡＡＴＡＧＣＧＧＣＣＡＣＡＴＣＧＡＣＴＡＣＧＣＣＧＡＣＡＧＣＧＴＧＧＡＧＧＧＣＡ
ＧＡＴＴＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＣＧＧＧＡＣＡＡＣＧＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＣＴＧＴＡ
ＣＣＴＧＣＡＧＡＴＧＡＡＣＡＧＣＣＴＧＡＧＡＧＣＣＧＡＧＧＡＣＡＣＣＧＣＣＧＴＧ
ＴＡＣＴＡＣＴＧＴＧＣＣＡＡＧＧＴＧＴＣＣＴＡＣＣＴＧＡＧＣＡＣＣＧＣＣＡＧＣＡ
ＧＣＣＴＧＧＡＣＴＡＣＴＧＧＧＧＣＣＡＧＧＧＣＡＣＡＣＴＡＧＴＧＡＣＣＧＴＧＴＣ
ＣＡＧＣＧＣＣＡＧＣＡＣＣＡＡＧＧＧＣＣＣＣＡＧＣＧＴＧＴＴＣＣＣＣＣＴＧＧＣＣ
ＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＣＣＡＧＣＧＧＣＧＧＣＡＣＡＧＣＣＧＣＣＣＴＧＧ
ＧＣＴＧＣＣＴＧＧＴＧＡＡＧＧＡＣＴＡＣＴＴＣＣＣＣＧＡＡＣＣＧＧＴＧＡＣＣＧＴ
ＧＴＣＣＴＧＧＡＡＣＡＧＣＧＧＡＧＣＣＣＴＧＡＣＣＡＧＣＧＧＣＧＴＧＣＡＣＡＣＣ
ＴＴＣＣＣＣＧＣＣＧＴＧＣＴＧＣＡＧＡＧＣＡＧＣＧＧＣＣＴＧＴＡＣＡＧＣＣＴＧＡ
ＧＣＡＧＣＧＴＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＧＧＣＡＣＣＣＡ
ＧＡＣＣＴＡＣＡＴＣＴＧＴＡＡＣＧＴＧＡＡＣＣＡＣＡＡＧＣＣＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣ
ＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＣＣＣＡＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＡ
ＣＣＣＡＣＡＣＣＴＧＣＣＣＣＣＣＣＴＧＣＣＣＴＧＣＣＣＣＣＧＡＧＣＴＧＣＴＧＧＧ
ＡＧＧＣＣＣＣＡＧＣＧＴＧＴＴＣＣＴＧＴＴＣＣＣＣＣＣＣＡＡＧＣＣＴＡＡＧＧＡＣ
ＡＣＣＣＴＧＡＴＧＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＣＣＣＣＣＧＡＧＧＴＧＡＣＣＴＧＴＧＴＧＧ
ＴＧＧＴＧＧＡＴＧＴＧＡＧＣＣＡＣＧＡＧＧＡＣＣＣＴＧＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＡＡ
ＣＴＧＧＴＡＣＧＴＧＧＡＣＧＧＣＧＴＧＧＡＧＧＴＧＣＡＣＡＡＴＧＣＣＡＡＧＡＣＣ
ＡＡＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＡＧＣＡＧＴＡＣＡＡＣＡＧＣＡＣＣＴＡＣＣＧＧＧＴＧＧ
ＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＧＡＣＣＧＴＧＣＴＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＴＧＧＣＴＧＡＡＣＧＧ
ＣＡＡＧＧＡＧＴＡＣＡＡＧＴＧＴＡＡＧＧＴＧＴＣＣＡＡＣＡＡＧＧＣＣＣＴＧＣＣＴ
ＧＣＣＣＣＴＡＴＣＧＡＧＡＡＡＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＡＧＧＣＣＡＡＧＧＧＣＣＡＧＣ
ＣＣＡＧＡＧＡＧＣＣＣＣＡＧＧＴＧＴＡＣＡＣＣＣＴＧＣＣＣＣＣＴＡＧＣＡＧＡＧＡ
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ＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＡＡＧＡＡＣＣＡＧＧＴＧＴＣＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＴＧＧＴＧ
ＡＡＧＧＧＣＴＴＣＴＡＣＣＣＣＡＧＣＧＡＣＡＴＣＧＣＣＧＴＧＧＡＧＴＧＧＧＡＧＡ
ＧＣＡＡＣＧＧＣＣＡＧＣＣＣＧＡＧＡＡＣＡＡＣＴＡＣＡＡＧＡＣＣＡＣＣＣＣＣＣＣ
ＴＧＴＧＣＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＴＧＧＣＡＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＴＡＣＡＧＣＡＡＧ
ＣＴＧＡＣＣＧＴＧＧＡＣＡＡＧＡＧＣＡＧＡＴＧＧＣＡＧＣＡＧＧＧＣＡＡＣＧＴＧＴ
ＴＣＡＧＣＴＧＣＴＣＣＧＴＧＡＴＧＣＡＣＧＡＧＧＣＣＣＴＧＣＡＣＡＡＴＣＡＣＴＡ
ＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＧＣＣＴＧＡＧＣＣＴＧＴＣＣＣＣＴＧＧＣＡＡＧＡＣＣＧＴＧ
ＧＣＣＧＣＣＣＣＣＴＣＧＧＧＡＴＣＣＧＡＧＧＴＣＣＡＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧ
ＧＣＧＧＡＧＧＣＣＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＣＧＧＣＧＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧＧＣＴＧＡＧ
ＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＧＧＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＣＡＧＣＴＡＣＣＣＣＡＴＧ
ＧＧＣＴＧＧＴＴＴＡＧＧＣＡＧＧＣＴＣＣＣＧＧＣＡＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＧＴＴＣＧ
ＴＧＴＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＧＧＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＴＣＴＡＣＣＴＡＣＴＡＣＧＣ
ＣＧＡＣＡＧＣＧＴＧＡＡＧＧＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＡＴＣＡＧＣＣＧＣＧＡＣＡＡＣ
ＧＣＣＡＡＧＡＡＣＡＣＣＣＴＧＴＡＣＣＴＧＣＡＧＡＴＧＡＡＣＡＧＣＣＴＧＡＧＧＣ
ＣＣＧＡＧＧＡＴＡＣＣＧＣＣＧＴＧＴＡＣＴＡＴＴＧＣＧＣＣＧＣＣＴＡＣＡＴＣＡＧ
ＧＣＣＣＧＡＣＡＣＣＴＡＣＣＴＧＡＧＣＣＧＧＧＡＣＴＡＣＡＧＧＡＡＧＴＡＣＧＡＣ
ＴＡＣＴＧＧＧＧＣＣＡＧＧＧＣＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＡＧＣＡＧＣ
【０２６９】
　配列番号４４（抗ＴＮＦ抗体軽鎖のポリヌクレオチド配列）
　ＧＡＴＡＴＣＣＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＧＣＣＣＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＡＧＣＧＣＣ
ＴＣＴＧＴＧＧＧＣＧＡＴＡＧＡＧＴＧＡＣＣＡＴＣＡＣＣＴＧＣＣＧＧＧＣＣＡＧＣＣ
ＡＧＧＧＣＡＴＣＡＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＧＧＣＣＴＧＧＴＡＴＣＡＧＣＡＧＡＡＧＣＣ
ＴＧＧＣＡＡＧＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣＴＧＣＴＧＡＴＣＴＡＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＡＣＣ
ＣＴＧＣＡＧＡＧＣＧＧＣＧＴＧＣＣＣＡＧＣＡＧＡＴＴＣＡＧＣＧＧＣＡＧＣＧＧＣＴ
ＣＣＧＧＣＡＣＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧＣＣＴＧＣＡＧＣＣ
ＣＧＡＧＧＡＣＧＴＧＧＣＣＡＣＣＴＡＣＴＡＣＴＧＣＣＡＧＣＧＧＴＡＣＡＡＣＡＧＡ
ＧＣＣＣＣＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣＧＧＣＣＡＧＧＧＣＡＣＣＡＡＧＧＴＧＧＡＧＡＴＣＡ
ＡＧＣＧＴＡＣＧＧＴＧＧＣＣＧＣＣＣＣＣＡＧＣＧＴＧＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣＣＣＣＣ
ＣＡＧＣＧＡＴＧＡＧＣＡＧＣＴＣＡＡＧＡＧＣＧＧＣＡＣＣＧＣＣＡＧＣＧＴＧＧＴＧ
ＴＧＴＣＴＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＴＴＣＴＡＣＣＣＣＣＧＧＧＡＧＧＣＣＡＡＡＧＴＧＣ
ＡＧＴＧＧＡＡＡＧＴＧＧＡＣＡＡＣＧＣＣＣＴＧＣＡＧＡＧＣＧＧＣＡＡＣＡＧＣＣＡ
ＧＧＡＧＡＧＣＧＴＧＡＣＣＧＡＧＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＧＡＣＴＣＣＡＣＣＴＡＣ
ＡＧＣＣＴＧＡＧＣＡＧＣＡＣＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＧＣＡＡＧＧＣＣＧＡＣＴＡＣＧ
ＡＧＡＡＧＣＡＣＡＡＡＧＴＧＴＡＣＧＣＣＴＧＣＧＡＡＧＴＧＡＣＣＣＡＣＣＡＧＧＧ
ＣＣＴＧＴＣＣＡＧＣＣＣＣＧＴＧＡＣＣＡＡＧＡＧＣＴＴＣＡＡＣＣＧＧＧＧＣＧＡＧ
ＴＧＣ
【０２７０】
　配列番号４５
ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２７１】
　配列番号４６
　ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２７２】
　配列番号４７
　ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２７３】
　配列番号４８
　ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２７４】
　配列番号４９
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　ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰ
ＳＧＳ
【０２７５】
　配列番号５０
　ＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳＴＶＡＡＰ
ＳＧＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２７６】
　配列番号５１
　ＰＡＳＧＳ
【０２７７】
　配列番号５２
　ＰＡＳＰＡＳＧＳ
【０２７８】
　配列番号５３
　ＰＡＳＰＡＳＰＡＳＧＳ
【０２７９】
　配列番号５４
　ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
【０２８０】
　配列番号５５
　ＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳＧＧＧＧＳ
【０２８１】
　配列番号５６
　ＰＡＶＰＰＰＧＳ
【０２８２】
　配列番号５７
　ＰＡＶＰＰＰＰＡＶＰＰＰＧＳ
【０２８３】
　配列番号５８
　ＰＡＶＰＰＰＰＡＶＰＰＰＰＡＶＰＰＰＧＳ
【０２８４】
　配列番号５９
　ＴＶＳＤＶＰＧＳ
【０２８５】
　配列番号６０
　ＴＶＳＤＶＰＴＶＳＤＶＰＧＳ
【０２８６】
　配列番号６１
　ＴＶＳＤＶＰＴＶＳＤＶＰＴＶＳＤＶＰＧＳ
【０２８７】
　配列番号６２
　ＴＧＬＤＳＰＧＳ
【０２８８】
　配列番号６３
　ＴＧＬＤＳＰＴＧＬＤＳＰＧＳ
【０２８９】
　配列番号６４
　ＴＧＬＤＳＰＴＧＬＤＳＰＴＧＬＤＳＰＧＳ
【０２９０】
　配列番号６５
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　ＰＡＳ
【０２９１】
　配列番号６６
　ＰＡＶＰＰＰ
【０２９２】
　配列番号６７
　ＴＶＳＤＶＰ
【０２９３】
　配列番号６８
　ＴＧＬＤＳＰ
【０２９４】
　配列番号６９
　ＴＶＡＡＰＳＴＶＡＡＰＳＧＳ
【０２９５】
　配列番号７０
　ＴＶＡＡＰＳＴＶＡＡＰＳＴＶＡＡＰＳＧＳ

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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