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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＬＲＰ／ＬＲに対して特異的に指向し、およびアミノ酸配列の配列番号２を備える、単
鎖抗体分子。
【請求項２】
　アミノ酸配列の配列番号２を持つ、請求項１記載の単鎖抗体分子。
【請求項３】
　ヌクレオチド配列の配列番号１を備える、ｃＤＮＡ。
【請求項４】
　ヌクレオチド配列の配列番号１を含む、ｃＤＮＡ。
【請求項５】
　請求項３または４記載のｃＤＮＡを運ぶ、複製ベクターまたは発現ベクター。
【請求項６】
　組換えアデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）である、請求項５記載のベクター。
【請求項７】
　請求項５または６記載の複製ベクターまたは発現ベクターを用いて形質転換される、宿
主細胞。
【請求項８】
　それが哺乳類細胞である、請求項７記載の宿主細胞。
【請求項９】
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　それがタイプＣ２．７の筋肉細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１０】
　それが仔ハムスター腎細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１１】
　それがタイプＰＣ１２の神経細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１２】
　それがタイプＮ２ａの神経細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１３】
　それがタイプＧＴ１の神経細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１４】
　それがＮＩＨ３Ｔ３細胞である、請求項８記載の宿主細胞。
【請求項１５】
　請求項６記載の宿主細胞を、本発明に従う抗体分子の発現に有効な条件下に培養する工
程を含む、請求項１または２記載の抗体分子の生産をするための方法。
【請求項１６】
　請求項１または２記載の本発明に従う抗体分子を、薬学的に許容される希釈剤および／
または媒体との組合せにおいて備える、診断上の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体の分野に関わり、それは、プリオンタンパク質の細胞表面受容体、37kD
a/67kDaラミニン受容体に対して向けられる。特に、本発明は、単鎖(single-chain、1本
鎖)抗体に関し、これは、双方の37kDaの前駆体形態のラミニン受容体(37kDa LRP)及び67k
Daの高-親和性形態のラミニン受容体(67kDa LR)を特異的に認識する。
【背景技術】
【０００２】
　プリオンタンパク質は、ヒツジ、マウス及びハムスターにおけるスクレピー、ウシの伝
達性海綿状脳疾患(ubertragbare spongiforme Encephalopathie von Rindern、BSE)、ミ
ンクにおける伝達性海綿状脳疾患(TME)、クールー、ゲルスマン・ストロイスラー・シェ
インカー症候群(Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome、GSS)、人類におけるクロィ
ツフェルド-ヤコブ疾病(CJD)及び到死性家族性不眠症(FFI)のような極めて異なる形態の
伝達性海綿状脳疾患(TSEs)の発生に関与し、完全にではないにしても、PrPsc、遍在性細
胞性プリオンタンパク質PrPcの異例なイソ形態から主として構成される(例えば、Aguzzi(
アガジ)及びWeissmann(ワイスマン)、1998年;Lasmezas(ラスメザス)及びWeiss(ワイス)、
2000年;Prusiner(プルシナー)等、1998年を参照)。
【０００３】
　PrPcが、プリオンタンパク質の細胞表面受容体、37kDa LRP/67kDa LRに対し特異的に結
合することは、国際公開第98/53838号パンフレット(WO 98/53838号)から、及びRieger(リ
ーガー)等(Rieger et al.,1997年)から知られる。WO 98/53838号から、及び欧州特許出願
公開(EP-A-)第1 127 894号明細書から、及びRieger等(Rieger等、1997年)から、ラミニン
受容体の、ハムスター及びマウスのような、スクレピーに感染した動物の組織におけるレ
ベルが増加することが、知られる。
【０００４】
　Gauczynski(ガウクチンスキ)等、2001bは、37kDa LRP/67kDa LRが、PrPcについて受容
体として機能することを示す。双方の分子上の結合部位がマッピングされ(Hundt(フント)
等、2001年)、ヘパラン硫酸プロテオグリカン(HSPGs)がPrPcについての補因子又は共同受
容体(Corezeptoren)として識別された(Hundt等、2001年)。
【０００５】
　37kDaのラミニン受容体前駆体(37kDa LRP、p40、LBP)は、67kDaの高親和性ラミニン受
容体(67kDa LR)の前駆体タンパク質である(Rao(ラオ)等、1989年;Yow(ヨウ)等、1988年)
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。67kDaの形態は、最初に腫瘍細胞から分離されたもので(Lesot(レソト)等、1983年; Mal
inoff(マリノフ)及びWicha(ウィヒャ)、1983年;Rao等、1983年)、そこでは、タンパク質
がラミニンに対して高い親和性を持つ。
【０００６】
　37kDa/67kDaのラミニン受容体は、更に腫瘍組織において過剰発現される(Lesot等、198
3年;Malinoff及びWicha、1983;Rao等、1983年)。
【０００７】
　ラミニンは、細胞外基質の糖タンパク質であり、そこでは、それは、細胞の付着、運動
、分化及び成長に関与する(Beck(ベック)等、1990年)。双方の形態のラミニン受容体は、
哺乳類細胞において一緒に存在しており、それは、膜画分(フラクション)の免疫学的調査
によって示すことが可能であった(Gauczynski等、2001b)。
【０００８】
　37kDaの形態はまた、細胞質ゾルにおいても生じ、そこでは、それは、リボソームに関
連し、及びタンパク質翻訳において務めを引き受けることができる(Auth(オウス)及びBra
wermann(ブロウマン)、1992年;Sato(サトウ)等、1999年)。核におけるこのタンパク質の
存在もまた議論されており、そこでは、それは、構造の維持にも関与しているはずである
(Kinoshita(キノシタ)等、1998年;Sato等、1996年)。
【０００９】
　LRP/LRは、多機能性タンパク質であり、これは、遺伝子産物p40からのものであり、2種
の異なる形態をとり得、種々の細胞区画で生じ、及びそこで異なる機能を発揮する。37kD
a/67kDaのラミニン受容体のアミノ酸配列は、哺乳類において、高い相同性を持ちながら
、高度に保存される(Rao等、1989年)。アミノ酸配列の進化分析(Evolutionsanalyse)を用
いることで、回文配列(palindromische Sequenz)LMWWMLがラミニンに結合する能力に関与
することを示すことが可能となった。この配列は37kDa LRPのPrP-結合領域に位置する(Ar
dini(アーディニ)等、1998年;Hundt等、2001年;Rieger等、1997年)。
【００１０】
　リボソームタンパク質p40は、最初にはラミニンと結合する能力を所有していなかった
が(Auth及びBrawermann、1992年)、進化(Evolution)の過程において、アミノ酸の交換、
及びエラスチン(Hinek(ハインク)等、1988年;Salas(サラス)等、1992年)及び糖質(Kohlen
hydratketten)鎖(例えば、Ardini等、1998年;Mecham(メカム)、1991年;Rieger等、1999年
を参照)にも結合し得るラミニン-結合細胞表面タンパク質への翻訳後の変化の導入によっ
て発展したと考えられる。
【００１１】
　ラミニン受容体ファミリーは、多くの真核細胞において高度に保存され(Keppel(ケッペ
ル)及びSchaller(シャラー)、1991年;Wewer(ヴェーヴェ)等、1986年)、及びまた、古細菌
(Archaea)においても見出すことができる(Ouzonis(ウーゾニス)等、1995年)。37kDa LRP
は、蚊の細胞上のベネズエラウマ脳炎ウイルスについての受容体として機能し(Ludwig(ラ
ドヴィグ)等、1996年)、その一方、67kDaの形態は、シンドビスウイルスについての受容
体として明らかに用いることできる(Wang(ワン)等、1992年)。
【００１２】
　37kDaの形態から67kDaのタンパク質への転換の基礎をなす処理に関し、双方のタンパク
質が37kDaの成分から構成され、多数の提案が成熟タンパク質のより一層大きな質量を説
明してきたことが既知である。37kDaのタンパク質のホモ二量体化、及びまた別の成分へ
の結合も議論されている(Castronovo(カストロノボ)等、1991年;Landowski(ランドフスキ
)等、1995年)。しかし、他の調査は、脂肪酸によって安定化されるヘテロ二量体を提案す
る(Buto(ブト)等、1998年)。最近、67kDaのラミニン受容体もまた、活性化ヒトTリンパ球
上で生じ、及びそこでインテグリンと一緒に、ラミニンに対して強い親和性を持つことが
示された(Canfield(キャンフィールド)及びKhakoo(ハクー)、1999年)。
【００１３】
　しかし、現在、37kDa/67kDaの多型が終局的に説明されてないことを強調すべきである
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【００１４】
　37kDa/67kDaのラミニン受容体は、哺乳類のゲノムにおける多数の遺伝子によって表現
される。人類において、26種の、マウスでは6種のコピーがある(Fernandez(フェルナンデ
ス)等、1991年;Jackers(ジャッカーズ)等、1996b)。遺伝子は、7種のエキソン及び6種の
イントロンから構成され、ほとんどの遺伝子のコピーはおそらく偽遺伝子である(Jackers
、1996b)。マウスにおいて、6種の遺伝子の少なくとも2種は、活性であり、及び染色体9
上に位置付けられる徴候がある(Douville(ドゥーヴィル)及びCarbonetto(カルボーネット
)、1992年;Fernandez等、1991年)。TRIBE-MCL、タンパク質ファミリーの検出のためのア
ルゴリズムの援助により(Enright(エンライト)等、2002年)、5種のLRP遺伝子が、関連の
あるマウスゲノムの配列データバンク(www.ensembl.org)の選別(スクリーニング)用のプ
ログラムを用いるときに識別された。驚くべきことに、最近、染色体9上に、マウスにお
けるプリオン疾病の潜伏期間(Inkubationszeit)に影響する遺伝子座が位置付けされるこ
とが示された(Stephenson(ステファンソン)等、2000年)。
【００１５】
　37kDa LRPについてコードする遺伝子は、Saccharomyces cerevisiae(サッカロミセス・
セレビシエ、出芽酵母)(Davis(デイビス)等、1992年)、Arabidopsis thaliana(シロイヌ
ナズナ)(Garcia-Hernandez(ガルシア-エルナンデス)等、1994年)、Drosophila melanogas
ter(キイロショウジョウバエ)(Melnick(メリニク)等、1993年)、ウニのUrechis caupo(ウ
レヒス・カウポ)(Rosenthal(ローゼンタール)及びWordeman(ウォードマン)、1995年)、Ch
lorohydra veridissima(クロロヒデラ・エルディシマ)(Keppel及びSchaller、1991年)、C
andida albicans(カンジダ・アルビカンス)(Lopez-Ribot(ロベズ-リボー)等、1994年)、
及び古細菌のHaloarcula marismortui(ハロアルキュラ・マリスモルツイ)(Ouzonis(ウー
ゾニス)等、1995年)、及び哺乳類(例えば、Gauczynski等、2001a;Leucht(ロイヒ)及びWei
ss(ワイス)、2002年;Rieger等、1999年を参照)のような、多くの異なる種で識別されてい
る。
【００１６】
　WO 98/53838号から、そして(sowie)後の刊行物(Leucht等、2003年)から、多クローン性
LRP抗体のW3が、培養された神経細胞におけるPrPSCの複製を妨げることが知られている。
一般に、これは、37kDa LRP/67kDa LRに対する抗体が、完全に、プリオンの複製を少なく
とも細胞培養物において抑え得ることを示す。興味深いことに、次いで、細胞はまた、追
加の2週間の更なる培養の後、LRP/LR抗体が添加されない場合、PrPSCがないままであった
(Leucht等、2003年)。一般に、これは、LRP/LR抗体が、プリオン-感染した細胞培養物の
プリオン感染を完全に直すことができることを示す。
【００１７】
　さらに、EP-A-1 127 894号明細書から、LRP/LR抗体を、プリオン疾病の認識のために診
断上で採用することができ、その理由は、LRP/LRのレベルがスクレピーに感染した齧歯類
の組織において増加するからであることが知られている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　LRP/LRに対する多クローン性抗体は、WO 98/53838号及びEP-A-1 127 894号明細書に記
載されているが、しかし、欠点を所有しており、それは、それらが、困難を伴って選定さ
れるしかないことで、非常に大きく、及び高い免疫原性を見せる。単鎖抗体に比し、それ
らは大腸菌(E. coli)において大量に合成され得るが、これらの抗体は、制限された範囲
について利用されるに過ぎない。
【００１９】
　したがって、本発明の目的は、LRP/LRを特異的に認識する、利用可能で新しい単クロー
ン性抗体を作製することを目的とし、それは、選定するのに簡易で、小さな寸法によって
区別され、及び低い免疫原性を持つ。
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【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明の第1の局面の対象は、単鎖抗体分子であり、それは、LRP/LRに対して特異的に
向けられ、及びそれは、アミノ酸配列の配列番号2、そしてその同族体(Homologe)又はそ
の断片(Fragmente、フラグメント)、そしてその断片の同族体を備える。
【００２１】
　本発明の更なる局面の対象は、単鎖抗体分子であり、それは、LRP/LRに対して特異的に
向けられ、及びそれは、アミノ酸配列の配列番号4、そしてその同族体又はそのフラグメ
ント、そしてその断片の同族体を備える。
【００２２】
　アミノ酸配列の配列番号2又は4を備える抗体分子の同族体は、通例、アミノ酸配列の配
列番号2又は4を備える抗体分子に対し、少なくとも60、80又は100個の又はそれよりも多
くの数の隣接するアミノ酸の領域にわたって、少なくとも70％まで、好ましくは80又は90
％まで及び特に好ましくは95％まで相同性である。
【００２３】
　概して、アミノ酸配列の配列番号2又は4を備える本発明に従う抗体分子の断片、又はそ
の同族体は、少なくとも30、40、50又は60のアミノ酸のアミノ酸長さを持つ。
【００２４】
　本発明の更なる局面の対象は、名称S18を持つ抗体分子についてコードするcDNAであり
、それは、LRP/LRに対して向けられ、及びそれは、ヌクレオチド配列の配列番号1、そし
てcDNAに選択的にハイブリダイズする断片のcDNAを備える。
【００２５】
　本発明の更なる局面の対象は、名称N3を持つ抗体分子についてコードするcDNAであり、
それは、LRP/LRに対して向けられ、及びそれは、ヌクレオチド配列の配列番号3、そしてc
DNAに選択的にハイブリダイズする断片cDNAを備える。
【００２６】
　ヌクレオチド配列の配列番号1又は3を備えるcDNAへの選択的なハイブリダイゼーション
についての能力を持つcDNAは、通例、ヌクレオチド配列の配列番号1又は3を備えるcDNAに
対し、少なくとも60、80又は100個又はそれよりも多い数の隣接するヌクレオチドの領域
にわたり、少なくとも70％まで、好ましくは80又は90％まで、及び特に95％まで相同性で
ある。
【００２７】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従うcDNAを運ぶ複製又は発現のベクターである
。ベクターは、例えば、プラスミド、ウイルス又はファージのベクターであってよく、こ
れらは、複製起点、及び随意にcDNAの発現のためのプロモータ、及び随意にプロモータの
調節因子(Regulator)を備える。ベクターは、1種又はそれよりも多い種類の選定可能なマ
ーカ遺伝子、例えば、アンピシリン耐性遺伝子を含むことができる。ベクターは、インビ
トロで、例えば、cDNAに対応するRNAの生産のために、又は宿主細胞の形質移入(トランス
フェクション)のために用いることができる。適切なベクターは、例えば、ウイルスベク
ター(レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ-随伴(関連)ウイルス(Adeno-associated 
Viren, AAV))である。
【００２８】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従うcDNAの複製及び発現のためのベクターで形
質転換される宿主細胞であり、ヌクレオチド配列の配列番号1又は3又はその読み枠を備え
るcDNAが含まれる。細胞は、それらがベクターと適合性であるように選ばれる。これらの
例としては、細菌、酵母、昆虫細胞又は哺乳類細胞であり、特にE. coli細胞又は哺乳類
細胞である。
【００２９】
　本発明の更なる局面の対象は、抗体分子を生産するための処理であり、それには、本発
明に従う宿主細胞を、本発明に従う抗体分子の発現に有効な条件下に培養する工程を含む
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【００３０】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従う抗体分子を、薬学的に許容される希釈剤及
び/又は媒体(Trager、担体、賦形剤)と組み合せて備える、薬学的組成物である。
【００３１】
　さらに、好適例において、上述の薬学的組成物はプリオン疾病の処置のために適切であ
る。
【００３２】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従う抗体分子を、許容される希釈剤及び/又は
媒体と組み合せて備える、診断上の組成物である。
【００３３】
　上述する抗体分子はまた、それらのアミノ酸配列の一部分が失われている(欠失してい
る)もの(即ち、配列番号2又は4において表されるアミノ酸配列の生物学的活性の表示(Ent
faltung)について本質的な配列を備えるだけの抗体分子)、それらのアミノ酸配列の一部
分が他のアミノ酸によって置き換えられているもの(即ち、アミノ酸が同様の特性のアミ
ノ酸によって置き換えられているもの)、及び他のアミノ酸が、それらのアミノ酸配列の
一部分においてそれに加えられるか、又は挿入されているものを備える。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　図1は、単鎖(単鎖抗体)scFvの概略的描写を、全長を持つFab及びFc部分から構成される
抗体と比較して示す。そのscFvは、重鎖(VH)の1部分及び軽鎖(VL)の1部分から構成される
。双方の部分は、抗原認識に関与する抗体のFab部分から起因する。VH及びVLはリンカー(
YOL)によってつながれる。
【００３５】
　図2は、GST::LRPに対して向けられるscFV抗体の選別のために用いた未処理(naive)のsc
Fvバンクを概略的に示す。未処理バンクは、およそ2×109個のクローンを含み、及び脾臓
又はPBLs(末梢血リンパ球)からのそれぞれのcDNAのPCR増幅後に、重鎖(VH)及び軽鎖(VL)
についてのコード領域の組合せによって生じた。
【００３６】
　図3は、良好な折り畳み特性及び高い発現率を持つ選定した枠組み(フレームワークス)
から構成され、及びそれらのCDR3領域において無作為化(ランダム化)された配列を備える
合成scFvバンクを概略的に示す。バンクは、およそ1×109個のクローンを含む。
【００３７】
　図4は、ファージ提示法(Phage-Display)を用いる選別処理を概略的に示す。この処理に
おいて、図2及び図3に示す未処理又は合成のscFvバンクを採用する。WO 98/53838号に記
述の抗原GST::LRPを、ポリスチレン管上に不動化(immobilisiert)した。GST::LRPに結合
するscFvが存在するファージだけを選定する。非特異的に結合するファージを洗い流す。
これらのファージの増幅に続いて、これらを3種の連続的な選定ラウンドを用いることで
濃縮する(angereichert werden)。
【００３８】
　図5は、3種の選定ラウンドの後に未処理のscFvバンクから得られるクローンのぺリプラ
ズマ性粗抽出物(periplasmatischen Rohextrakten)のELISAを示す。抽出物を、組換えGST
::LRP融合タンパク質上で試験した。結果を、図7において表の形態で示す。K=二次抗体だ
け。
【００３９】
　図6は、3種の選定ラウンドの後に合成scFvバンクから得られるクローンのぺリプラズマ
性粗抽出物のELISAを示す。抽出物を、組換えGST::LRP融合タンパク質上で試験した。結
果を、図7に表の形態で示す。K=二次抗体だけ。
【００４０】
　図7は、図5及び図6からのELISAsの結果を概略的に編集する。未処理バンクの場合(図5)
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における48種のクローンの32種(66％)、及び合成バンクからの47種のクローンの25種(53
％)が、陽性のシグナルを示した。さらに、未処理バンクからの13種のクローン及び合成
バンクからの6種のクローンの、GST(融合相手(Fusionspartner)を伴わない)上での再試験
を遂行した。GSTは認識されなかったが、それは、scFvsだけが融合タンパク質のLRP部分
を認識することを結論付けさせる。未処理バンクからの13種のクローンのcDNAsの、BstNI
を用いる制限分析(Restriktionsanalyse)は、10種のクローンが同じであったことを示し
た(10/13)。更なるクローンを2回識別した(2/13)。1種のクローン(N37)は個々の制限パタ
ーンを示した。
【００４１】
　図8は、合成(S)及び未処理(N)のscFvバンクから選定される個々のクローンによる組換
えGST::LRPの検出を示す。ELISA(図5及び図6)を用いることで識別された選定クローンを
、ウェスタンブロットにおいて試験した。各トラックにおいて、rec.(組換え)GST及びバ
キュロウイルス系(システム)において発現するGST::LRPの混合物を、12％強度(igen、濃
度)のSDS-PAゲル上で分離させた。タンパク質を、ニトロセルロース膜上にブロットした
。ブロットの個々のトラックを切り離し、及び個々の細条を、未処理及び合成のバンクか
らの選定した個々のscFvsのぺリプラズマ性抽出物又はそれぞれの対照と共に温置(インキ
ュベーション)した。WO 98/53838号から既知の多クローン性抗-LRP抗血清W3を、多クロー
ン性ヤギ抗-ラビット(野ウサギ)HRP-複合体(Konjugat)(Dianova(ダイアノバ社))を用いて
検出した。scFvsを、単クローン性マウス抗-ペンタ-ヒスチジン抗体(Qiagen(キアゲン社)
)を用い、次いでヤギ抗-マウスHRP複合体(Dianova)によって検出した。抗-ラビット-HRP:
ヤギ抗-野ウサギ複合体だけ。抗-His:更なるヤギ抗-マウスHRP複合体を伴う単クローン性
マウス抗-ヒスチジン抗体。抗-マウスHRP:ヤギ抗-マウスHRP複合体だけ。MluC5:単クロー
ン性抗-LRP抗体、これは、ウェスタンブロット分析において機能しない。
　それらのscFvsのN3、及びS18及びS23は強いシグナルを生成した。いずれのscFv抗体もr
ec.GSTを認識しなかったが、これはすべてのscFvsがLRP部分を認識することを示す。
【００４２】
　図9は、N2a細胞の表面上及び細胞内でのLRP/LRの検出を示す。
　表面:細胞を、100μg/mLの抗-LRP抗血清W3(WO 98/53838号)と共に、次いでFITC-複合化
ヤギ抗-野ウサギIgGと共に温置した。
　scFv抗-LR/LRP N3及びS18を、各場合において18μg/mLで採用し、及び単クローン性抗-
His抗体(1:20;Dia900)を用い、次にFITC-複合化ヤギ抗-マウスIgGによって検出した。
　細胞内:細胞を、3％パラホルムアルデヒドを用いて固定し、及び以下の修飾を伴う上述
の抗体で染色する前に、50mM NH4Cl/20mMグリシンを用いて温置した:すべての洗浄及び温
置の工程は、室温で0.1％サポニン-含有緩衝剤(緩衝液)において遂行した。これらのscFv
の抗体を、各場合において9μg/mLまでの濃度で採用した。
【００４３】
　図10は、ジャーカット(Jurkat)細胞(ヒト、末梢血白血病T細胞)の表面上及び細胞内で
のLRP/LRの検出を示す。抗体、用いる二次及び三次抗体は、図9の説明文に記載するもの
に対応する。用いる方法は、図9に記載するものに対応するが、ジャーカット細胞が用い
られた事実は別である。
【００４４】
　図11は、組換えLRP::FLAG又は内因性LRP/LRの、SFV1-huLRP-FLAG又はSFV1-moLRP::FLAG
を用いて形質移入された仔ハムスター腎細胞(BHK)における検出を示す。BHK細胞を、いず
れかで、形質移入しないか(n.t.)、又はこの技術において専門的に熟練した者(当業者)に
既知の様式においてrec.セムリキ森林ウイルス(Semliki-Forest-Virus、SFV)のRNAs SFV1
-huLRP-FLAG又はSFV1-moLRP::FLAGを用いて形質移入した。rec.SFV RNAの調製、形質移入
、そしてウェスタンブロット又は免疫蛍光法(図12)又はFACS(図13)による分析の方法は既
に記載されている(Gauczynski等、2002年;Gauczynski等、2001b)。形質移入の24時間後、
全体の細胞抽出物をウェスタンブロットによって分析した。全体の細胞抽出物を、12％強
度のPAゲル上で分離し、次にタンパク質をPVDF膜上でブロットした。一次抗体として、sc
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Fvs S18(C)及びN3(A)(希釈は各場合において1:1000)を採用し、二次抗体のマウス抗-c-my
c(1:1000)として、三次抗体の抗-マウスHRP(セイヨウペルオキシダーゼ)として接合した
。用いる対照は、抗-LRP抗体mLRP43512(A)、そして抗-マウスIgG-HRP-接合二次抗体であ
った。負荷対照(Ladungskontrolle)として、β-アクチンレベルを定めた。この目的のた
め、抗-β-アクチン抗体(Chemicon(ケミコン社))を採用した。検出を、化学発光(Chemilu
minescenz)(Western Lightning(ウエスタン・ライトニング社)、NEN)によって遂行した。
scFvS18及びN3は特異的にrec.LRP::FLAGを認識する。S18及びN3は内因性LRP(B、C)を認識
する。N3は内因性LR(67kDa)(B)を認識する。
【００４５】
　図12は、組換えSFV RNAを用いて形質移入したBHK細胞におけるLRP/LRの免疫蛍光分析で
ある。BHK細胞を、図11に記載するように、形質移入しないか、又はrec.SFVのRNAs SFV-1
-muLRP-FLAG及びSFV-1-huLRP-FLAGを用いて形質移入した。これらのscFv抗体のS18及びN3
、そしてWO 98/53838号から既知のW3抗体を、各場合において1:100で採用した。S18及びN
3について、抗-c-myc-FITC-接合二次抗体を、各場合において1:500で採用した。W3につい
て、抗-ラビットCy2-接合抗体(1:500)を採用した。対照として、二次抗体の抗-c-myc FIT
C(1:500)だけを採用した。核をDAPIで染色した。この染色は図においては見れない。細胞
を4％パラホルムアルデヒドで固定した。細胞を透過性にしなかったが、それが細胞表面
染色を保証する。図は、scFvのS18及びN3が形質移入された細胞の表面上でLRP::FLAGを検
出することを示す。双方のscFv S18及びN3はまた、内因性LRPを検出することができる(上
から2番目及び3番目の左側図)。
【００４６】
　図13は、形質移入してないか、又は組換えSFVのRNAs SFV-1-huLRP-FLAG又はSFV-1-muLR
P-FLAGを用いて形質移入したBHK細胞のFACS分析を示す。scFVS18及びN3を、濃(Konz.)18
μg/mLにおいて採用したが、W3抗体及び抗-ガレクチン-3抗体は100μg/mLである。二次抗
体:S18及びN3についての抗-c-myc FITC-接合化、W3についての接合した抗-ラビットCy2、
及び抗-ガレク(gal)3抗体についての抗-マウスCy2-接合化(二次抗体の希釈1:500)。細胞
を透過性にしなかったが、それが細胞表面染色を保証する。図は、scFv S18及びN3が生細
胞の細胞表面上でLRP::FLAGを検出できることを示す。
【００４７】
　図14は、BSEを患うウシの血液の白血球画分における増加したLRレベルの、scFV S18に
よるウェスタンブロットにおける検出を示す。BSEを患うウシ、そして健康なウシの血液
試料(500μL)を、1×SSCを用い1:1で混合し、及び4000rpm/10分で遠心分離した。上清(浮
遊物)の除去は、1×SSCで沈殿物(ペレット)を再懸濁し、再び遠心分離し、及び上清を取
り除く。沈殿物が白くなるまで沈殿物を洗浄する。白色白血球の沈殿物を100μLのTBS中
で再懸濁する。白血球を12.5％強度のPAゲル上で分析する。対照として、バキュロウイル
ス発現系からのGST::LRPを適用する。タンパク質を、PVDF膜上に、そしてscFv抗体S18(1:
1000;およそ2μg/mL)を用いてブロットし、そしてβ-アクチンレベルの検出の対照として
、抗-β-アクチン抗体(Chemicon)を用いて測り分ける。scFv S18について:二次抗体、抗-
c-myc(1:1000)、三次抗体のヤギ抗-ラビットIgG-HRP-接合化(1:5000)。GST::LRPを、W3抗
体、sec.(二次)抗体の抗-ラビットIgG-HRPを介して接合した。図は、BSEを患うウシの白
血球画分の増加したLRRレベルを示す。
【００４８】
　図15は、BSEを患う動物の脳脊髄液(CSF)における増加したLRレベルの検出を、健康な対
照動物と比較して示す。同じ量のタンパク質を適用した。陽性対照として、GST::LRP(バ
キュロウイルス系からのrec.)を適用した。全体の脳脊髄液を、12.5％強度のPAゲル上で
分離し、及びPVDF膜上にブロットした。scFv S18及びN3を各場合において1:1000に希釈し
(各々約2μg/mL)、二次抗体のマウス抗-c-myc(1:1000)、三次抗体のヤギ抗-マウスIgG-HR
P-接合である。化学発光を介して検出する。図は、scFv S18及びN3によって、BSEを患う
ウシのCSFにおける増加したLRレベルを示す。
【００４９】
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　図16は、scFv S18及びN3が外因的にタグ(標識)付けされたPrPCの結合及び内面化(Inter
nalisierung)を妨げ得ることを概略的に示す。図は、scFv S18及びN3の作用の可能性ある
機構、はっきり言うと、プリオンタンパク質の細胞性形態の取込みの阻止(ブロッキング)
を示す。
【００５０】
　図17は、スクレピーに感染した細胞に加えられたscFv抗体S18及びN3が、スクレピーに
感染した細胞を直し得ることを概略的に示す(治療上の作用の機構)。
【００５１】
　図18は、scFv S18及びN3の予防上の作用の機構を概略的に示す。双方の抗体を非-感染
細胞に添加する場合、それらは細胞がスクレピーに感染するの妨げる(予防上の作用の機
構)。
【００５２】
　図19は、動物におけるscFv抗体S18及びN3の生体内(インビボ)での治療上の適用を概略
的に示す(受動的抗体運搬(Passiver Antibody Transfer))。(A)抗体を、最初に、好まし
くは腹腔内に、抗体の可能性のある特異な、及び非特異(即ち、炎症反応)な副作用を検出
するために、健康な動物、好ましくはハムスター又はマウス中に注入(注射)する。(B)次
いで、scFv抗体S18及びN3を、PrPSc接種後の種々の時間、-好ましくはPrPSc接種後の1日
に、腹腔内投与を始める。さらに、抗体を、次のプロトコルに従って繰り返し投与する:
各場合における200μgのscFv抗体S18及びN3の初期の投与量を、腹腔内(i.p.)に、好まし
くはC57/BL6マウス中に、プリオン株、好ましくはBSE株6PB1での腹腔内接種後の1日に投
与する。100μgのscFv S18/N3の週2回の腹腔内注入を、好ましくは更に8週間続ける。い
く種かの動物を、90日のp.i.で犠牲にし、PrPScの存在について生化学的に検討する。他
の動物を、TSE疾病の末期で検討するか、又は徴候が生じない場合は、それらの寿命の最
後で検査する。
【００５３】
　図20は、遺伝子療法及びscFv抗体S18及びN3の援助を用いるプリオン疾病の処置のため
の細胞の治療上の取り組み(アプローチ)を示す。遺伝子療法の取り組みは、S18及びN3に
ついてコードする遺伝子を動物又は人類に対して運搬するために、ウイルスベクター、好
ましくはAAVを用いる。細胞の治療の取り組みは、scFv抗体S18及びN3を分泌するカプセル
化(enkapsulierten、被包性)細胞を移植することによって遂行する。双方の取り組みを、
次の図においてより一層詳細に説明する。
【００５４】
　図21は、スクレピーに感染した細胞上でscFv S18/N3を発現し得る組換えAAVウイルスの
使用を示す。スクレピーに感染した神経細胞の、組換えS18/N3-発現AAVウイルスを用いる
感染は、これらの細胞のスクレピーを直すべきである。
【００５５】
　図22は、哺乳類(人類を含む)、好ましくはマウスにおける、生体内でS18/N3を発現する
組換えAAVウイルスを用いる遺伝子療法の取り組みを示す。(A)組換えAAVウイルスを健康
な動物の脳中に直接注入した後、scFv抗体S18及びN3の発現を、脳画分のウェスタンブロ
ット分析によって検査する。(B)マウスが、PrPScの接種の前、その間、又はその後に、組
換えS18/N3発現AAVウイルスを用いて注入される。マウスのTSE疾病の激増(Ausbruchs)の
遅れを、精神運動試験及び脳の組織学的及び免疫組織化学的分析によって定める。
【００５６】
　図23は、神経細胞から、及び概略的に筋肉細胞からのscFv抗体S18及びN3のクローン化
、発現/分泌を示す。(A)S18及びN3をコードするcDNAを、制限部位(制限酵素認識部位)Hin
dIII/NotIを介して、分泌ベクターpSecTag2B中にクローン化する。(B)神経細胞を、rec.p
SecTag2Bを用いて形質移入し、それはS18及びN3をコードする。(C)形質移入の24時間後(p
.t.)、形質移入した細胞は、ウェスタンブロットによってS18とN3の発現及び分泌を示す(
一次抗体:抗-c-myc;二次抗体:抗-マウスIgG-HRP-複合化。化学発光を介する検出)。図は
、scFv S18及びN3が、N2a細胞から分泌され得ることを示す。
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【００５７】
　図24は、S18/N3-分泌性ScN2a細胞の投与を示す。スクレピ-増殖性細胞の形質移入後、
これらはPrPScが直されるはずである。
【００５８】
　図25は、scFv S18/N3-分泌性細胞、好ましくは筋肉細胞又は神経細胞、BHK細胞又はNIH
3T3細胞による細胞治療を概略的に示すもので、それらはカプセル化され、及び人類を含
む哺乳類の脳中に移植される。scFV S18/N3の分泌を用いて、有機体の脳におけるプリオ
ンの増殖を止めるべきである。
【００５９】
　図26は、scFv S18/N3抗体のエピトープマッピングを示す。
【００６０】
　図27は、scFv S18/N3抗体のエピトープマッピングの概略的描写を示す。
【００６１】
(略号のリスト)
　Ab=抗体
　AAV=アデノ随伴ウイルス
　BHK=仔ハムスター腎細胞
　BSE=ウシ海綿状脳症疾患
　BSE+=BSEを患うウシ(カウ)
　BSE-=健康なウシ(カウ)
　CDR1/2/3=相補性決定領域1/2/3
　(s/f/nv)CJD=(散発性/家族性/新しい変異体)クロィツフェルド-ヤコブ病
　c-myc=対応する癌遺伝子からのエピトープ
　CMV=サイトメガロウイルス
　CWD=慢性消耗病
　cy2=4’-6-ジアミジン-2-フェニリンドール(phenylindole)
　dsRed=赤色蛍光タンパク質
　eGFP=強化(enhanced)緑色蛍光タンパク質
　ELISA=酵素結合免疫吸着測定法
　Fab=抗体の抗原結合部位
　Fc=抗体の定常部位
　FFI=致死性家族性不眠症
　FITC=フルオレセインイソチオシアネート
　FLAG=8個のアミノ酸DYKDDDDKから構成されるポリペプチド
　GSS=ゲルスマン・ストロイスラー・シェインカー症候群
　GST=グルタチオンS-トランスフェラーゼ
　GST::LRP=GST(N-末端)及びLRP(C-末端)の融合体
　Igκ=免疫グロブリンのκ-鎖
　i.p.=腹腔内
　ジャーカット細胞＝ヒトの、末梢血白血病T細胞
　N1-47=未処理scFvバンクから選ばれるscFv抗体
　His=ヒスチジン
　HRP=セイヨウワサビペルオキシダーゼ
　リンカー=2種のタンパク質ドメイン(領域)に接続するアミノ酸配列
　LR=67kDa形態のラミニン受容体(高親和性ラミニン受容体)
　LRP=ラミニン受容体前駆体
　Mr(K)=kDaにおける分子量標準
　pIII=ファージコートタンパク質
　polyHis=6つのヒスチジン残基から構成されるポリペプチド
　PrPC=細胞性形態のプリオンタンパク質
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　PrPSc=スクレピー形態のプリオンタンパク質
　S1-47=合成scFvバンクから選ばれるscFv抗体
　(Sc)GT1=(スクレピ-感染)視床下部神経細胞
　(Sc)N2a=(スクレピ-感染)神経芽細胞腫細胞
　W3=LRP/LR、多クローン性に対して向けられる抗体W3
　scFv=リンカーによって接続されるVL及びVHから構成される可変領域の単鎖抗体
　scFv N3=未処理scFvバンクから選ばれる単鎖抗体N3
　scFv S18=合成scFvバンクから選ばれる単鎖抗体S18
　SFV=セムリキ森林ウイルス
　TSE=伝達性海綿状脳疾患
　VL=抗体の可変領域の軽鎖
　VH=抗体の可変領域の重鎖
【００６２】
　本発明の第1の局面の対象は、単鎖抗体分子であり、それは、LRP/LRに対して特異的に
向けられ、及びそれは、アミノ酸配列の配列番号2(SEQ ID NO:2)、そしてその同族体又は
その断片、そして断片の同族体を備える。
【００６３】
　本発明の更なる局面の対象は、単鎖抗体分子であり、それは、LRP/LRに対して特異的に
向けられ、及びそれは、アミノ酸配列の配列番号4(SEQ ID NO:4)、そしてその同族体又は
その断片、そして断片の同族体を備える。
【００６４】
　アミノ酸配列の配列番号2又は4を備える抗体分子の同族体は、通例、アミノ酸配列の配
列番号2又は4を備える抗体分子に対し、少なくとも60、80又は100個の又はそれよりも多
くの数の隣接するアミノ酸の領域にわたって、少なくとも70％まで、好ましくは80又は90
％まで及び特に95％まで相同性である。
【００６５】
　概して、アミノ酸配列の配列番号2又は4、又はその同族体を備える本発明に従う抗体分
子の断片は、少なくとも30、40、50又は60個のアミノ酸の配列長さを持つ。
【００６６】
　好適例において、本発明に従う抗体分子は名称S18を持つものであり、それは、アミノ
酸配列の配列番号2を持つ。
【００６７】
　更なる好適例において、本発明に従う抗体分子は、名称N3を持つものであり、それは、
アミノ酸配列の配列番号4を持つ。
【００６８】
　本発明に従う単鎖抗体(scFv)は、抗体分子の可変性重鎖(VH)と可変性軽鎖(VL)の融合体
から構成される。双方の鎖はペプチドリンカー(YOL)を介して接続する。scFvライブラリ
から由来するscFvsは、C-末端ヒスチジンタグを運び、それは、scFvの検出のため、及びI
MACを用いるその純化のための双方に用いることができる(図1及び図2)。
【００６９】
　LRP/LRに対する抗体はまた、癌の診断についての有用なツール(道具)としても役立ち、
癌の治療法として採用することもできる。本願において記載する単鎖抗体、好ましくは名
称S18及びN3を持つ抗体分子はまた、癌の診断及び治療のために採用することもできる。
【００７０】
　図10は、単鎖抗体S18及びN3によるジャーカット細胞(ヒト、末梢血白血病T細胞)上のLR
P/LRの細胞表面認識及び細胞内認識を示す。例は、本発明に従う抗体分子S18及びN3が白
血病の診断に適切であり得ることを示す。この知見から、S18及びN3はまた、他の癌の診
断にも適切であり得る。
【００７１】
　かかる抗体は、伝達性海面状脳疾患(TSE)の診断のため及び治療のための双方に極めて
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適切である。したがって、本明細書に初めて記載する単鎖抗体はまた、プリオン疾病の診
断にも適切である。
【００７２】
　名称S18又はN3を持つ本発明に従う好適な抗体分子は、WO 98/53838号に選定抗原として
記載されたGST::LRP融合タンパク質を用いるファージ-提示技術の援助を用いて複合体の
合成及び未処理の抗体バンクから得られた。
【００７３】
　scFv抗体の選択のために用いる複合体のscFvバンクは、互いに、およそ3×109個の個々
のクローンを含んでいた(未処理のバンクはおよそ2×109個のクローンを、合成バンクは
およそ1×109個のクローンを含んだ)。未処理のIgMバンクは、脾臓又はPBLs(末梢血リン
パ球)からのそれぞれのcDNAのPCR増幅後、可変性重鎖及び軽鎖のためのコード領域の組合
せによって生じた。合成ライブラリの生産のために、ヒトscFv枠組みを選定したが、それ
は良好な折り畳み及び発現特性によって区別される。VH鎖のCDR3配列を無作為化した。
【００７４】
　親和性の選定を、各々の2種のバンクを用い、バキュロウイルス系において発現されるG
ST::LRP融合タンパク質上で遂行した。GST::LRP融合タンパク質の生産をWO 98/53838号に
おいて記載する。
【００７５】
　図2は、2×109個の異なるクローンの発生を未処理のバンクについて概略的に要約する
。図3は、合成scFv抗体バンクの発生を要約し、それは、1×109個のクローンの複雑性を
持つ。
【００７６】
　図4は、GST::LRPに対する特定の結合のためのscFv抗体の選定を概略的に要約する。
【００７７】
　第3の選定ラウンドの後、各場合における各バンクの48個の個々のクローンの粗ぺリプ
ラズマ性抽出物を、ELISAにおいて、組換え融合タンパク質GST::LRPの認識に関して試験
した(図5及び6)。未処理のバンクの場合における66％の個々のクローン、及び合成バンク
の場合における53％が、ELISAにおいて陽性シグナルを示した(図7)。
【００７８】
　組換えGST上での繰返し試験は、GST::LRP融合タンパク質が抗原として用いられたにも
関わらず、全ての抗体がGSTを認識しなかったことを示した(図7)。
　scFvをコードするDNAsのBstNIを用いる制限分析は、未処理のバンクからのあるクロー
ンを高度に濃縮されたと識別した(図7)。合成バンクから濃縮されたクローンのCDR3配列
は、2種の異なる共通配列を示した。すべてのクローンを、ウェスタンブロット分析にお
いて、組換えGST::LRP融合タンパク質の認識に関して試験した(図8)。対照として、GSTを
各痕跡(Spur)に加えたが、それは、いずれのクローンもGSTを認識しなかったことを示し
た(図8)。
【００７９】
　名称N3を持つ2種のクローン(未処理バンクからの)及びS18 (合成バンクからの)を、更
なる親和性の純化のために、Cu2+キレートカラム上で選定した。
【００８０】
　名称S18を持つ単鎖抗体は、DNA配列の配列番号1(SEQ ID NO:1)からのcDNAレベルで暗号
化される。
【００８１】
　DNAは、プラスミドpEX/HAM/LRP-S18において含まれる。プラスミドを、DSMZ、Maschero
der(マスケローダ) Weg(ウェグ) 1b, D-38124 Brunswick(ブランズウィック)において、
番号DSM15962の下に2003年2月10日に寄託した。E. coli XL1-Blue(ブルー)において形質
転換した後、scFv抗体S18の生産が可能である。
【００８２】
　名称S18を持つ単鎖抗体は、タンパク質レベルで配列の配列番号2(SEQ ID NO:2)を示す
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。
【００８３】
　名称N3を持つ単鎖抗体は、cDNAレベルでDNA配列の配列番号3(SEQ ID NO:3)から暗号化
される。
【００８４】
　DNAは、プラスミドpEX/HAM/LRP-N3において含まれる。プラスミドを、DSMZ、Mascherod
er Weg 1b, D-38124 Brunswicにおいて、番号DSM 15961の下で2003年2月10日に寄託した
。E. coli XL1-Blueに形質転換した後、scFv抗体N3の生産が可能である。
【００８５】
　名称N3を持つ抗体は、タンパク質レベルで、配列の配列番号4(SEQ ID NO:4)を示す。
【００８６】
　本発明に従う更なる具体例において、本発明に従う抗体分子を、更に、1種又はそれよ
りも多い種類の位置で、安定性を増加させるため、及び/又はそれらの生化学的及び/又は
生理物理学的特性を変化させるために、修飾する。
【００８７】
　2種の単鎖抗体S18及びN3を、種々の生化学的及び細胞生物学的系において、特定のLRP/
LR認識に関して試験した。
【００８８】
　ネズミ神経芽細胞腫細胞(N2a)を、蛍光標示式細胞走査(Fluorescence-Activated Cell 
Scanning、FACS)によって、WO 98/53838号からのLRP/LR-特異性抗体W3(多クローン性)、
及びLRP/LRの細胞表面発現のためのscFv抗体S18及びN3の援助を用いて、試験した。N2a細
胞はプリオンの増殖について理想的な細胞系である。図9は、scFv抗体S18及びN3によるN2
a細胞の表面上でのLRP/LRの検出を示す。これは、双方のscFv抗体S18及びN3が、N2a細胞
の表面上で特異的にLRP/LRを認識することを示す。
【００８９】
　37kDa/67kDa LRP/LRは、腫瘍組織上で強く発現される。例えば、転移性腫瘍細胞の表面
上である(Coggin(コギン)等、1999年;Rohrer(ローラー)等、2001年)。図10は、ジャーカ
ット細胞内及びその表面上での、37kDa/67kDa LRP/LRの、scFv抗体S18及びN3を用いる検
出を示す。ジャーカット細胞は、ヒトの、末梢血白血病T細胞である。これは、本明細書
に記載する単鎖抗体が、腫瘍細胞上でLRP/LRを認識し得、及び本発明に従う名称S18及びN
3を持つ好適な抗体が、癌の診断に適切であることを示す。
【００９０】
　本明細書に記載する名称S18及びN3を持つscFv抗体は、組換えセムリキ森林ウイルスRNA
で形質移入された仔ハムスター腎細胞におけるLRPのカルボキシ-末端に付加されたFLAGタ
グとの融合体において、組換えヒト及びネズミの37kDa/67kDa LRP/LRを、ウェスタンブロ
ット、免疫蛍光法、及び蛍光標示式細胞走査(FACS)によって認識することができる。これ
らの方法は、この技術において関連して専門的に熟練した者に既知である。図11は、ネズ
ミ及びヒトの37kDa LRP::FLAGsの、及び67kDaの形態のscFv N3による認識、及び37kDa LR
P::FLAGsの形態の、scFv S18によるBHK細胞における認識を、ウェスタンブロットによっ
て示す。図12は、ヒト及びネズミのLRP/LR-発現BHK細胞の、scFv抗体S18及びN3の援助を
用いる表面染色を示す。WO 98/53838号に記述の多クローン性抗体W3は、この点において
同様であり得る。双方のscFv抗体S18及びN3は、同様に、双方のネズミ及びヒトのLRP/LR
分子を、形質移入されたBHK細胞の表面上で、FACS分析において認識する(図13)。例は、s
cFv抗体S18及びN3が、LRP/LR分子を高度に特異的に認識することを実証する。N3及びS18
の種々のLRP/LR種が認識されるという事実は、進化の間のタンパク質の極めて強力な保存
によるものである(Ardini等、1998年)。
【００９１】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従う抗体分子を、許容される希釈剤及び/又は
媒体と併用して備える診断上の組成物である。
【００９２】
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　本発明に従う名称S18及びN3を持つ好適なscFv抗体を、伝達性海綿状脳疾患の認識のた
めの診断上のツールとして採用することができる。名称S18を持つ抗体分子は、血液の白
血球画分において、ラミニン受容体の67kDa形態の増加したレベルを認識し、名称S18及び
N3を持つ抗体分子は、BSEを患うウシの脳脊髄液において、それを認識する(図14、15)。
双方のscFv抗体は、BSEの認識のための“代用マーカ-テスト(Surrogatmarker-Test)”用
のツールとして役立つ。
【００９３】
　WO 98/53838号に記述のLRP/LR抗体W3と対照的に、本発明に従って好適に用いられる単
鎖抗体S18及びN3は、LRに対してより一層特異的であり、及び単クローン性の起源の理由
によってより一層高い特異性によって区別される。さらに、双方のscFvsは、E. coliにお
いて制限されない量で生産することができるが、多クローン性抗体W3は限られた量でしか
入手されない。
【００９４】
　同様の様式で、本発明に従い好適に用いられる名称S18及びN3を持つ抗体分子は、ヒツ
ジにおけるスクレピー、シカ科動物における慢性消耗病(CWD)、nvCJD、sCJD、fCJD、クー
ルー、ゲルスマン・ストロイスラー・シェインカー(GSS)症候群及び人類における致死性
家族性不眠症(FFI)のような、BSE以外のTSEsの診断のために用いることができる。
【００９５】
　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従う抗体分子を、薬学的に許容される希釈剤及
び/又は媒体と併用して備える薬学的組成物である。
【００９６】
　本発明に従う薬学的組成物は、伝達性海綿状脳疾患(TSEs)の治療に適切である。TSEsは
、すべての既知の形態のTSEsを意味するとして理解される。本発明に従う抗体分子の利点
は、WO 98/53838号に記述の多クローン性W3抗体、又は他の同じ特異性の単クローン性ネ
ズミ抗体と比較して、本発明に従う抗体分子のヒト起源、及びそれに関連する低免疫原性
にある。Fc部分を伴わない、及びヒト起源のscFvは、TSEを患う患者の治療を考慮して、
潜在的により一層低い免疫原性のために、多大な利点がある。
【００９７】
　本発明に従う抗体分子は、プリオンタンパク質の、37kDa/67kDaラミニン受容体への結
合及び内面化の防止のために採用することができる(図16参照)。
【００９８】
　さらに、本発明に従う抗体分子は、ScGT1、ScN2a、及びスクレピーに感染し得る他の脳
細胞のような、スクレピーに感染する細胞の処置のために採用することができる(図17)。
さらに、本発明に従う抗体分子はまた、予防のためにも採用することができる(図18)。こ
の具体例において、それらは、細胞培養物におけるプリオン疾病の激増を妨げるべきであ
る。
【００９９】
　更なる具体例において、本発明に従う抗体分子は、動物における生体内で、プリオン感
染のか、又は伝達性海綿状脳疾患の齧歯類(ハムスター、マウス)を直すために、採用する
ことができる。初めに、図19に詳述するように、本発明に従う抗体分子の可能性のある副
作用を、本発明に従う抗体分子を健康なマウス又はハムスター中に注入することによって
評価する。注入は、皮下にか、又は直接的に脳中に遂行する。哺乳類における抗体の注入
の種々の可能性は、この技術における熟練した者によく知られている。抗体の副作用は、
注入後の一定の後、マウスの寿命の最後まで(約800日)監視する。図19において示すよう
な更なる具体例において、本発明に従う抗体を、PrPscを用いた齧歯類の接種後の一定の
時間に、齧歯類中に注入する。TSEの激増における可能性のある遅延又はTSEの激増の防止
は、PrPsc蓄積(脳+脾臓)の不感時間(Todeszeitpunktes)の分析によって、及び精神運動試
験の遂行によって観察される。これらの方法は、この技術において関連して専門的に熟練
した者に既知である。
【０１００】
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　本発明の更なる局面の対象は、本発明に従う抗体の、遺伝子治療及び細胞治療の関連で
の使用である(図20)。遺伝子治療の取り組みは、本発明に従う抗体分子についてコードす
る遺伝子を、処置すべき有機体中に導入する。これまで、多数の戦略が、神経細胞へのウ
イルスベクター(レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス(AAV))を用いる
遺伝子運搬について監視されてきた。この場合、アデノ随伴ウイルス(AAV)系は最も期待
できた。AAVは、非病原性で、及びニューロンのような非分裂性細胞に感染することがで
きる。中枢神経系(CNS)中へのAAVを用いる遺伝子運搬は、効率的であり、及び細胞性のか
、又は体液性の免疫反応を活性化することなしに起こる。AAVを用いる遺伝子運搬は、パ
ーキンソン疾病(Kirik(キリク)等、2002年;Mandel(マンデル)等、1997年)、アルツハイマ
ー疾病(Klein(クライン)等、2002年)、脱髄疾病(demyelining disease)(多発性硬化症)(G
uy(ガイ)等、1998年)のような、種々の動物系の神経学的機能障害において達成され、及
びまた、脳腫瘍の処置のために好首尾であった(Ma(マー)等、2002年)。
【０１０１】
　更なる具体例において、本発明に従う抗体分子を、脳において組換えAAVウイルスによ
って発現させることができる。AAV血清型の中で、AAV2は最も高度に適合され、及び優先
的に神経細胞を変換する(transduziert)。AAVベクター、優先的には本発明に従う抗体分
子についてコードするAAV-2を、Grimm(グリム)の方法(Grimm等、1998年)に従う高-力価ウ
イルス粒子を生産するために用いる。293細胞(ヒト胚性腎細胞株)を、AAVベクターであっ
て、それが本発明に従う抗体分子についてコードするものを、AAVヘルパープラスミド(pD
G)であって、それがAAVコートタンパク質遺伝子を発現するもの、及び更にアデノ随伴ウ
イルス遺伝子であって、それがパッケージングにおいてヘルパー機能について必要なもの
と一緒に用いて、形質移入する。スクレピーに感染した神経細胞(ScGT1、ScN2a、及び更
にスクレピーに感染した脳細胞)を、組換えAAVウイルスに感染させ、それは本発明に従う
抗体分子を発現し、それらのウイルスがスクレピーの細胞を直し得ることを示すためであ
る(図21)。次に、組換えAAVウイルスを、マウス、好ましくはC57B16の脳中に注入する(図
22)。本発明に従う抗体分子の発現を、感染後に種々の時間で脳画分のウェスタンブロッ
ト分析を用いることで点検する(図22A)。組換えAAVウイルスを、PrPscでの接種の前後の
種々の時間に注入する(図22B)。マウスのTSE疾病の激増における遅延は、精神運動試験及
び脳の組織学的及び免疫組織化学的分析によって定める。
【０１０２】
　本発明の更なる具体例の対象は、本発明に従う抗体分子を生産する細胞を備える薬学的
組成物であり、薬学的組成物は、哺乳類の脳中に直接導入されるのに適切である。例えば
、これらの薬学的組成物は、本発明に従う抗体-生産細胞を含むカプセルでよい。これら
の組成物は、TSEを患う、人類を含む哺乳類を処置するのに用いることができる。この戦
略は、タンパク質、本発明の場合においては本発明に従う抗体分子を分泌し得る遺伝学的
に修飾された細胞を使用することを包含する(図20)。これらの細胞は、免疫保護高分子(I
mmunoprotektives Polymer)、例えば、硫酸セルロースにおいてカプセル化され、その細
孔によってそれが大分子、本発明の場合での抗体のようなものを放出する。この処理にお
いて、細胞は、長期間にわたって生存したままである。この技術の概要としては、Pelegr
in(プレグラン)等、1998年による論文も参照。この戦略は既に、ネズミウイルス疾病(Pel
egrin等、2000年)、及び霊長類におけるパーキンソン疾病(Date(デイト)等、2000年)及び
ラットにおけるハンチントン疾病(Emerich(エメリヒ)等、1996年)のような動物モデルに
おけるヒトの疾病の処置について好首尾に採用されている。
【０１０３】
　この処理は次の工程を求める:神経芽細胞腫細胞又は他の神経細胞(PC12)を、一時的に
か、又は安定的に、例えば、pSecTag2のような発現ベクターを用いて形質移入する(図23)
。分泌のために、Ig-κ鎖リーダ配列を用いる。神経細胞における発現のために、CMV(サ
イトメガロウイルス)のような、プロモータを用いる。N2a細胞からの本発明に従う抗体の
分泌は既に検出されているが(図23)、それはその処理が本発明に従う抗体と共に機能する
ことを実証する。スクレピ-感染神経細胞と共に、本発明に従う分泌ベクターを用いて更
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に形質移入を遂行する。これらの細胞からの双方の抗体の分泌により、細胞はスクレピー
を直すことができる(図24)。
【０１０４】
　TSEsの治療のための人類を含む哺乳類の脳中へのカプセル化細胞の移植用に、筋肉細胞
(好ましくはC2.7細胞)を用いるが、その理由は、これらをマウス中に移植する場合、これ
らが長期の時間にわたって抗体を分泌することができるからである。筋原細胞又は分化し
た筋肉細胞(好ましくはC2.7細胞)を、発現ベクターを用いて安定的に形質移入し、それが
、本発明に従う抗体を筋肉細胞-特異的プロモータの調節の下に発現する(図23)。あるい
はまた、神経細胞(PC12細胞)又は仔ハムスター腎(BHK)細胞又はNIH3T3細胞もまた、用い
ることができ、それらは、更にカプセル化及び移植のために、本発明に従う抗体を分泌す
ることができる。本発明に従う抗体分子を発現する細胞を、この技術において関連して専
門的に熟練した者に既知の様式で、カプセル化する。この処理は、Pelegrin等、1998年の
サマリーに記述されている(Pelegrin等、1998年)。ここで用いる物質は、例えば、硫酸セ
ルロースでよい(Pelegrin等、1998年)。
【０１０５】
　カプセル化細胞を、この技術において関連して専門的に熟練した者に既知の様式で、マ
ウスの脳中に移植する。AAVウイルスを用いる上述の遺伝子治療の取り組みの場合におけ
るように、最初に単鎖抗体の発現を試験する。TSE疾病に対する本発明に従う抗体の治療
上の効果を点検するために、実験動物、好ましくはマウス又はハムスターに、本発明に従
う抗体分子を発現する細胞を移植し、PrPScを接種する。マウスのTSE疾病の激増における
遅延を、精神運動試験、及び脳の組織学的及び免疫組織化学的分析によって定める。
【実施例】
【０１０６】
　本発明を、図を参照して非制限的例の援助を用いて、以下により一層詳細に説明する。
　(例)
【０１０７】
　(例1)
　(合成及び未処理のscFvバンクからのscFv S18及びN3の選定(バイオパニング))
　単鎖scFv断片の選定用に用いる抗原は、WO 98/53838号に記載のGST::LRP融合タンパク
質であった。
【０１０８】
　scFv抗体の選定用に、2種の複合体scFvバンクを用いたが、これらには、およそ3×109

個の個々のクローンが含まれる(未処理バンクはおよそ2×109個のクローン、合成バンク
はおよそ1×109個のクローンを含む)。未処理のIgMバンクを、脾臓又はPBLs(末梢血リン
パ球)からのそれぞれのcDNAのPCR増幅後に可変性重鎖及び軽鎖についてのコード領域の組
合せによって生じさせた。合成ライブラリの調製のために、ヒトscFv枠組みを選定したが
、それらは良好な折り畳み及び発現特性によって区別された。VH鎖のCDR3配列を無作為化
した。
【０１０９】
　選定を、バキュロウイルス系において発現するGST::LRP融合タンパク質上での各々の2
種のバンクを用いて遂行した。GST::LRP融合タンパク質の生産は、WO 98/53838号に記載
されている。
【０１１０】
　図2は、未処理バンクについての2×109個の異なるクローンの発生を概略的にまとめる
。図3は、合成scFv抗体バンクの発生をまとめたもので、それは1×109個のクローンの複
雑性を示す。
　図4は、GST::LRPへの特定の結合に対するscFv抗体の選定を概略的にまとめる。
【０１１１】
　第3の選定ラウンドの後、各々の場合の各バンクにおいて、48種の個々のクローンのペ
リプラズマ性粗抽出物を、ELISAにおいて組換え融合タンパク質GST::LRPの認識に関して
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試験した(図5及び6)。未処理バンクの場合においては個々のクローンの66％が、合成バン
クの場合には53％が、ELISAにおいて陽性シグナルを示した(図7)。
【０１１２】
　組換えGST上での反復試験は、すべての抗体がGSTを認識しなかったが、用いる抗原がGS
T::LRP融合タンパク質であったことを示した(図7)。
　ScFvについてコードするDNAsの、BstNIを用いる制限分析は、未処理バンクからのある
クローンを高度に濃縮されたものとして示した(図7)。合成バンクから分離されたクロー
ンのVH-CDR3配列は、2種の異なる共通配列を示す。すべてのクローンを、ウェスタンブロ
ット分析において、rec.GST::LRP融合タンパク質の認識に関して試験した(図8)。採用し
た対照はGSTであり、それはいずれのクローンもGSTを認識しなかったことを示した(図8)
。
【０１１３】
　名称N3(未処理バンクからの)及び名称S18(合成バンクからの)を持つ2種のクローンを、
Cu2+キレートカラム上での更なる親和性純化のために最も強い濃縮の理由から選定した。
【０１１４】
　単鎖抗体S18は、cDNAレベルで、DNA配列の配列番号1によって暗号化される。
【０１１５】
　DNAはプラスミドpEX/HAM/LRP-S18において含まれる。プラスミドは、DSMZ、Mascherode
r Weg 1b、D-38124 Brunswickにおいて、番号DSM 15962の下で2003年2月10日に寄託した
。E. coli XL1-Blueにおける形質転換の後、scFv抗体S18の生産が可能である。
【０１１６】
　タンパク質レベルで、S18抗体は配列の配列番号2を示す。
【０１１７】
　単鎖抗体N3は、cDNAレベルで、DNA配列の配列番号3によって暗号化される。
【０１１８】
　DNAはプラスミドpEX/HAM/LRP-S18において含まれる。プラスミドは、DSMZ、Mascherode
r Weg 1b、D-38124 Brunswickにおいて、番号DSM 15961の下で2003年2月10日に寄託した
。E. coli XL1-Blueにおける形質転換の後、scFv抗体N3の生産が可能である。
【０１１９】
　タンパク質レベルで、N3抗体は配列の配列番号4を示す。
【０１２０】
　この技術において関連して専門的に熟練した者は、scFv抗体S18及びN3を、それ自体既
知の様式において、XL1-BlueのようなE. coli株におけるプラスミドpEX/HAM/LRP-S18及び
pEX/HAM/LRP-N3の形質転換によって大量に発現させることができる。この技術において関
連して専門的に熟練した者は、発現したタンパク質S18及びN3を、IMAC(固定化金属親和性
クロマトグラフィー)によって、それ自体既知の様式で精製することができる。
【０１２１】
　代わりに、scFv抗体S18及びN3を、E. coli株RV308において発現させることができる。
この目的のため、S18及びN3についてコードするプラスミドpEX/HAM/LRP-S18及びpEX/HAM/
LRP-N3からのcDNAを、ベクターpSKK-2においてNcoI/NotIを用いることでクローン化し、
それは発現プラスミドpSKK-2-18及びpSKK-2-N3を導いた。
【０１２２】
　pSKK-2からのscFv抗体S18及びN3の発現には、PIII融合タンパク質がもはや生産されな
いという利点が包含される。さらに、シャペロンSKPがpSKK-2によって発現され、それが
タンパク質の折り畳みの改善に貢献する。その上、追加のc-mycタグをC末端で導入し、そ
れは付加的に、抗-c-myc抗体を用いることで代わりの検出を可能にする。XL1-Blueと比較
したRV308の利点は、そのより一層迅速な成長である。
【０１２３】
　scFv抗体S18及びN3の発現のために、E. coli RV308の一昼夜培養物を、pSKK-S18/N3で
形質転換する(100μg/mLのアンピシリン及び50mMのグルコースを含有する2YT培地)。100
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μg/Lのアンピシリン及び50mMのグルコースを有する2YT培地における培養物の1:10の希釈
、及び0.6-0.8のOD600に達するまでの培養を続ける(26℃、160rpm、約2時間)。培養物を7
500rpm、20℃、20分間で遠心分離する。100μg/mLのアンピシリン、0.2mMのIPTGを含有す
るYTBSの1vol(容量)において、沈殿物を再懸濁する。21℃、160rpmでの一昼夜の温置を続
ける。次いで、9000rpm、4℃、20分間での遠心分離を続ける。沈殿物を、1/20 volにおい
て冷TES緩衝液を用いて再懸濁する。1時間の温置を、氷上で随時振盪させながら続ける。
9000rpmでの遠心分離を、4℃で1時間行う。上清を、PBS(4℃)に対して一昼夜透析する。
透析した抗体溶液を、9000rpm、4℃、1時間で遠心分離する。抗体S18及びN3を、IMAC(固
定化金属親和性クロマトグラフィー)を用いることで精製する。抗体S18及びN3を、“キレ
ート化セファロース”のビーズに、一昼夜4℃で結合する。ビーズを、透析緩衝液を用い
、4℃で洗浄し、及び洗浄緩衝液を用いるビーズの洗浄を4℃で続ける。scFv S18及びN3を
、溶離緩衝液(イミダゾール)を用いて4℃で溶出させる。クーマシーブルーで染色した12
％強度のSDS PAゲル上での、scFv抗体S18及びN3の分析は、およそ30kDaのレベルでバンド
を示す。PVDF膜上でのバンドをブロットした後、双方のscFv抗体を、抗-c-myc及び抗-His
抗体を用いることで検出することが可能となった。
【０１２４】
　このようにして、生産したscFv抗体S18及びN3を、次の例における更なる適用のために
採用することができる。
【０１２５】
　(例2)
　(培養細胞上でのscFv抗体S18及びN3の、FACS、IF及びウェスタンブロッティングによる
特徴付け-腫瘍細胞(ジャーカット細胞)上での増加したLRP/LRレベルの検出)
　ネズミ神経芽細胞腫細胞(N2a)を、LRP/LRの細胞表面発現について、蛍光標示式細胞走
査(FACS)によって、WO 98/53838号からのLRP/LR特定抗体W3(多クローン性)及びscFv抗体S
18及びN3の援助を用いて試験した(図9)。N2a細胞はプリオンの増殖にとって理想的な細胞
系である。図9は、N2a細胞上でのscFv抗体S18及びN3によるLRP/LRの検出を示す。これは
、双方の単鎖抗体S18及びN3が、N2a細胞の表面上でLRP/LRを特異的に認識することを示す
。技術的な詳細を図9に対する説明文から推測することができる。
【０１２６】
　37kDa/67kDa LRP/LRは、腫瘍組織上、例えば、転移性腫瘍細胞の表面上で、強く発現さ
れる(Coggin(コギン)等、1999年;Rohrer等、2001年)。図10は、scFv抗体S18及びN3を用い
る、ジャーカット細胞における及びその表面上での37kDa/67kDa LRP/LRの検出を示す。ジ
ャーカット細胞は、ヒト、末梢血白血病T細胞である。これは、本明細書に記載する単鎖
抗体が、腫瘍細胞上でLRP/LRを認識し得ることを示し、抗体S18及びN3が、癌の診断に適
切であることを実証する。技術的な詳細を図10に対する説明文から推測することができる
。
【０１２７】
　本明細書に記載のscFv抗体S18及びN3は、組換えヒト及びネズミ37kDa/67kDa LRP/LRを
、rec.セムリキ森林ウイルスRNAで形質移入された仔ハムスター腎細胞でLRPのカルボキシ
末端に付加したFLAGタグとの融合体において、ウェスタンブロット、免疫蛍光法及び蛍光
標示式細胞走査(FACS)によって、認識することができる。これらの方法は、この技術にお
いて関連して専門的に熟練した者に既知である。図11は、ネズミ及びヒトの37kDa LRP::F
LAGsの、そして67kDaの形態のscFv N3による認識、及び37kDa LRP::FLAGsの形態の、scFv
 S18によるBHK細胞における認識を、ウェスタンブロットによって示す。図12は、ヒト及
びネズミのLRP/LR-発現BHK細胞の、scFv抗体S18及びN3の援助を用いる表面染色を示す。W
O 98/53838号に記述の多クローン性抗体W3は、同様に、これを行い得る。双方のscFv抗体
S18及びN3は、同様に、双方のネズミ及びヒトのLRP/LR分子を、形質移入されたBHK細胞の
表面上で、FACS分析において認識する(図13)。例は、scFv抗体S18及びN3がLRP/LR分子を
高度に特異的に認識することを実証する。N3及びS18の種々のLRP/LR種が認識されるとい
う事実は、進化の間のタンパク質の極めて強い保存に起因する(Ardini等、1998年)。
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　技術的な詳細を図11、12及び13に対する説明文から推測することができる。
【０１２８】
　(例3)
　(BSE診断におけるscFv抗体S18及びN3適用)
　scFv抗体S18及びN3は、伝達性海綿状脳疾患の認識のための診断上のツールとして採用
されてよい。ここでは、BSEを患うウシの血液の白血球画分におけるscFv S18、及びその
脳脊髄液におけるscFv S18及びN3が、上昇したレベルの67kDaの形態のラミニン受容体を
認識し得ることを実証する(図14及び15)。双方のscFv抗体は、BSEの認識のための“代用
マーカテスト”用のツールをして役に立つ。WO 98/53838号に記述のLRP/LR抗体W3と対照
的に、単鎖抗体S18及びN3は、LRについてより一層特異的であり、及びそれらの単クロー
ン性起源の理由から、より一層高い特異性によって区別される。さらに、双方のscFvを、
E. coliにおいて制限されない量で生産することができるが、多クローン性抗体W3は限ら
れた量でしか入手されない。実験動物からの単クローン性抗体と比較した大きな利点は、
ヒト起源の単離されたscFv分子に存する。
　技術的な詳細を図14及び15に対する説明文から推測することができる。
【０１２９】
　(例4)
　(TSE治療におけるscFv抗体S18及びN3の適用)
　単鎖抗体scFv S18及びN3を伝達性海綿状脳疾患(TSEs)の治療用に用いるべきことを請求
する。TSEsは、すべての既知の形態のTSEsを意味するものと理解される。scFv S18及びN3
の利点は、WO 98/53838号に記述の多クローン性W3抗体又は他の同じ特異性の単クローン
性ネズミ抗体と比較して、ヒト起源のscFvで、及びそれと関連する低免疫原性にある。TS
Eを患う患者の治療を考慮して、Fc部分を伴わず、及びヒト起源のscFvは、潜在的により
一層低い免疫原性のために、多大な利点がある。さらに、W3と対照的に、scFvは大量に生
産することができる。
【０１３０】
　scFv S18及びN3は、プリオンタンパク質の、それらの37kDa/67kDaラミニン受容体に対
する結合及び内面化を妨げるべきである-図16に記載するように。
【０１３１】
　scFv S18及びN3は、ScGT1、ScN2a及び他のスクレピ-感染性の脳細胞のような、スクレ
ピ-感染細胞の処置のために用いるべきである(図17)。さらに、scFv S18及びN3抗体はま
た、防止のために用いることもできる(図18)。この具体例において、それらはまた、細胞
培養物において、プリオン疾病の激増を妨げるべきである。
【０１３２】
　scFv S18及びN3は、生体内で動物において、齧歯類(ハムスター、マウス)のような動物
をプリオン感染又は伝達性海綿状脳疾患から直すために用いるべきである。最初に、図19
に詳述するように、scFv抗体S18及びN3の可能性のある副作用を、健康なマウス又はハム
スター中にscFv抗体S18及びN3を注入することによって評価する。注入を腹腔内で遂行す
る。哺乳類への抗体の注入の種々の可能性は、その技術において熟練した者によく知られ
ている。抗体の副作用は、注入後の一定の時間の後、マウスの寿命の最後まで(約800日)
監視する。図19に示すような更なる具体例において、scFv抗体を、PrPSCでの齧歯類の腹
腔内への接種の後、一定の時間に齧歯類中に腹腔内注入する。プロトコル:各場合におい
て、200μgのS18及びN3抗体の初期投与量を、腹腔内(i.p.)に、好ましくは、プリオン株
、好ましくはBSE株6PB1での腹腔内接種後の1日にC57/BL6マウスの腹腔内に注入する。I.p
.注入は週に2回、100μgのscFv S18/N3を用いて、更に好ましくは8週の間続ける。若干の
動物を、注入後(p.i.)90日で犠牲にし、PrPSCの存在を生化学的に研究する。他の動物を
、末期のTSE疾病について研究するか、又は何も徴候が現れなければ、それらの寿命の最
後を迎えるかのいずれかである。TSEの激増の可能性のある遅延、又はTSE激増の防止を、
死亡の時間、PrPSCの蓄積(脳+脾臓)の分析によって、及び精神運動試験の遂行によって観
察する。これらの方法は、この技術において関連して専門的に熟練した者に既知である。
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【０１３３】
　scFv抗体S18及びN3は、生体内で、遺伝子治療及び細胞治療を用いることで運搬される
べきである(図20)。遺伝子治療の取り組みは、scFvsについてコードする遺伝子を、処置
されるべき有機体中に導入する。これまで多数の戦略が、神経細胞へのウイルス因子(レ
ンチウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス(AAV))を用いる遺伝子運搬について
監視されてきた。この場合に、アデノ随伴ウイルス(AAV)系は最も期待できた。AAVは、非
病原性で、及びニューロンのような非分裂性細胞に感染することができる。中枢神経系(C
NS)中へのAAVを用いる遺伝子運搬は、効率的であり、及び細胞性のか、又は体液性の免疫
反応を活性化することなしに起こる。AAVを用いる遺伝子運搬は、パーキンソン疾病(Kiri
k等、2002年;Mandel等、1997年)、アルツハイマー疾病(Klein等、2002年)、脱髄疾病(多
発性硬化症)(Guy等、1998年)のような、種々の動物系の神経学的機能障害において達成さ
れ、及びまた、脳腫瘍の処置のために好首尾であった(Ma等、2002年)。
【０１３４】
　scFv S18及びN3は、脳においてrec.AAVウイルスによって発現されるべきである。AAV血
清型の中で、AAV2は最も高度に適合され、及び優先的に神経細胞を変換する。AAVベクタ
ー、優先的にはAAV-2は、scFv S18及びN3についてコードし、Grimmの方法(Grimm等、1998
年)に従う高-力価ウイルス粒子を生産するために用いる:293細胞(ヒト胚性腎細胞株)を、
AAVベクターであって、それがS18及びN3についてコードするものを、AAVヘルパープラス
ミド(pDG)であって、それがAAVコートタンパク質遺伝子を発現するもの、及び更にアデノ
随伴ウイルス遺伝子であって、それがパッケージングにおいてヘルパー機能について必要
なものと一緒に用いて、形質移入する。スクレピ-感染神経細胞(ScGT1、ScN2a、及び更に
スクレピ-感染脳細胞)を、組換えAAVウイルスに感染させ、それはscFv S18及びN3を発現
し、それらのウイルスがスクレピーの細胞を直し得ることを示す(図21)。次いで、組換え
AAVウイルスを、マウス、好ましくはC57B16の脳中に注入する(図22)。scFvs S18及びN3の
発現を、感染後に種々の時間で脳画分のウェスタンブロット分析を用いることで点検する
(図22A)。rec.AAVウイルスを、PrPscでの接種の前後の種々の時間に注入する(図22B)。マ
ウスにおけるTSE疾病の激増での遅延は、精神運動試験及び脳の組織学的及び免疫組織化
学的分析によって定める。
【０１３５】
　scFv抗体S18及びN3は、哺乳類の脳中に、抗体-生産細胞を含むカプセルを移植すること
によって、直接導入されるべきである。この具体例は、同様に、TSEを患う、人類を含む
哺乳類を処置するのに役立つ。この戦略には、タンパク質、本発明の場合においてはscFv
抗体S18及びN3を分泌し得る遺伝学的に修飾された細胞の使用が包含される(図20)。これ
らの細胞は、免疫保護重合体、例えば、硫酸セルロースにおいてカプセル化され、その細
孔によってそれが大分子、本発明の場合での抗体のようなものを放出する。この場合にお
いて、細胞は、長時間にわたって生存したままである。この技術の概要を参照(Pelegrin
等、1998年)。この戦略は既に、ネズミウイルス疾病(Pelegrin等、2000年)、及び霊長類
におけるパーキンソン疾病(Date等、2000年)及びラットにおけるハンチントン疾病(Emeri
ch等、1996年)のような動物モデルにおけるヒトの疾病の処置について好首尾に採用され
ている。
【０１３６】
　この処理は次の工程を必要とする:神経芽細胞腫細胞又は他の神経細胞(PC12)を、一時
的にか、又は安定的に、例えば、pSecTag2のような発現ベクターを用いて形質移入する(
図23)。分泌のために、Ig-κ鎖リーダ配列を用いる。神経細胞における発現のために、CM
V(サイトメガロウイルス)のような、プロモータを用いる。N2a細胞からの抗体S18及びN3
の分泌は既に検出されているが(図23)、それはその処理がscFv抗体S18及びN3と共に機能
することを実証する。スクレピ-感染神経細胞を、S18/N3分泌ベクターを用いて形質移入
する。これらの細胞からの双方の抗体の分泌を用いることで、細胞がスクレピーを直され
る(図24)。
【０１３７】
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　TSEsの治療のための人類を含む哺乳類の脳中へのカプセル化細胞の移植用に、筋肉細胞
(好ましくはC2.7細胞)を用いるが、その理由は、これらをマウス中に移植するとき、これ
らが長期の時間にわたって抗体を分泌することができるからである。筋原細胞又は分化し
た筋肉細胞(好ましくはC2.7細胞)を、発現ベクターを用いて安定的に形質移入し、それが
、scFv抗体S18及びN3を筋肉細胞-特異的プロモータの調節の下に発現する(図23)。代わり
に、抗体S18/N3を分泌し得る神経細胞(PC12細胞)又は仔ハムスター腎(BHK)細胞又はNIH3T
3細胞もまた、更にカプセル化及び移植のために、用いることができる。scFv S18/N3-発
現細胞を、この技術において関連して専門的に熟練した者に既知の様式で、カプセル化す
る。この処理は、Pelegrin等、1998年のサマリーに記述されている(Pelegrin等、1998年)
。ここで用いる物質は、例えば、硫酸セルロースでよい(Pelegrin等、1998年)。
【０１３８】
　カプセル化細胞を、この技術において関連して専門的に熟練した者に既知の様式で、マ
ウスの脳中に移植する。上述のAAVウイルスを用いる遺伝子治療の取り組みの場合におけ
るように、最初に単鎖抗体の発現を試験する。TSE疾病に対するscFv抗体の治療上の効果
を点検するために、scFv S18/N3を用いて移植した実験動物は、好ましくはPrPScで接種さ
れたマウス又はハムスターである。マウスでのTSE疾病の激増における遅延を、精神運動
試験、及び脳の組織学的及び免疫組織化学的分析によって定める。
【０１３９】
　この技術において関連して専門的に熟練した者は、例4での詳細についての技術をよく
知っている。
【０１４０】
　(例5)
　(scFv S18及びN3のエピトープマッピング)
　この技術を用い、scFv S18及びN3によって認識されるLRP上のエピトープを識別する。
この目的のため、92種の異なるペプチドを合成したが、それらは、各場合において、15個
のアミノ酸の長さを持っていた。各ペプチドのN-末端を、前のペプチドに関して3個のア
ミノ酸によって置換したが、その結果、各ペプチドが前のペプチドと12個のアミノ酸によ
って重複した。ペプチドの合成をセルロース膜上で遂行した。
【０１４１】
　図26に示すように、3種の強いシグナルが抗体S18を用いて検出された。これらは、ペプ
チドEKAVTKEEFQGEWTA、VTEEFQGEWTAPAP、及びEEFQGEWTAPAPEFTに対応する。共通のエピト
ープは、EEFQGEWTA(AA225-234)である。これは、この技術において熟練した者にとって、
scFv S18についてのLRP上のエピトープが、アミノ酸225から243までラミニン受容体上で
伸長し得る(erstreckenkonnte)ことを意味する。これを図27に概略的に例証する。
【０１４２】
　抗体N3を使用して、図26に示すように、4種のシグナルを視覚化した:
　PSVPIQQFPTEDWSA、PIQQFPTEDWSAAPT、QFPTEDWSAAPTAQA、及びTEDWSAAPTAQATEW。ここで
は、共通のエピトープは、TEDWSA(AA261-266)である。これは、この技術において熟練し
た者にとって、scFv N3についてのLRP上のエピトープが、アミノ酸261から266までラミニ
ン受容体上で伸長し得ることを意味する(図27参照)。
【０１４３】
　例5における詳細についての技術は、それが、この技術において関連して専門的に熟練
した者によく知られており、以下に詳細に説明する。
【０１４４】
　抗体結合試験を、抗体scFv S18及びN3によるLRP検出のためのウェスタンブロットと同
様に遂行した(図11と比較)。この場合において、92個のペプチドと結合した膜を、scFv抗
体S18及びN3と共に温置した(希釈1:5000)。抗体(S18)を除去するために(二次抗体(N3)を
用いて検出するために)、膜を、3回、20分間、“ストリッピング”緩衝液(8M尿素、0.5％
β-メルカプトエタノール)を用いて60℃で温置した。
【０１４５】
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【０１４６】
【図１】単鎖のscFvの概略的描写を示す。
【図２】GST::LRPに対して向けられるscFV抗体の選別のために用いた未処理のscFvバンク
を概略的に示す。
【図３】良好な折り畳み特性及び高い発現率を持つ選定した枠組みから構成され、及びそ
れらのCDR3領域において無作為化された配列を備える合成scFvバンクを概略的に示す。
【図４】ファージ提示法を用いる選別処理を概略的に示す。
【図５】3種の選定ラウンドの後に未処理のscFvバンクから得られるクローンのぺリプラ
ズマ性粗抽出物のELISAを示す。
【図６】3種の選定ラウンドの後に合成scFvバンクから得られるクローンのぺリプラズマ
性粗抽出物のELISAを示す。
【図７】図5及び図6からのELISAsの結果を編集する。
【図８】合成(S)及び未処理(N)のscFvバンクから選定される個々のクローンによる組換え
GST::LRPの検出を示す。
【図９】N2a細胞の表面上及び細胞内でのLRP/LRの検出を示す。
【図１０】ジャーカット細胞の表面上及び細胞内でのLRP/LRの検出を示す。
【図１１】組換えLRP::FLAG又は内因性LRP/LRの、SFV1-huLRP-FLAG又はSFV1-moLRP::FLAG
を用いて形質移入された仔ハムスター腎細胞における検出を示す。
【図１２】組換えSFV RNAを用いて形質移入したBHK細胞におけるLRP/LRの免疫蛍光分析で
ある。
【図１３】形質移入してないか、又は組換えSFVのRNAs SFV-1-huLRP-FLAG又はSFV-1-muLR
P-FLAGを用いて形質移入したBHK細胞のFACS分析を示す。
【図１４】BSEを患うウシの血液の白血球画分における増加したLRレベルの、scFV S18に
よるウェスタンブロットにおける検出を示す。
【図１５】BSEを患う動物の脳脊髄液における増加したLRレベルの検出を、健康な対照動
物と比較して示す。
【図１６】scFv S18及びN3が外因的にタグ付けされたPrPCの結合及び内面化を妨げ得るこ
とを概略的に示す。
【図１７】スクレピーに感染した細胞に加えられたscFv抗体S18及びN3が、スクレピーに
感染した細胞を直し得ることを概略的に示す。
【図１８】scFv S18及びN3の作用の予防上の機構を概略的に示す。
【図１９】動物におけるscFv抗体S18及びN3の生体内での治療上の適用を概略的に示す。
【図２０】遺伝子療法及びscFv抗体S18及びN3の援助を用いるプリオン疾病の処置のため
の細胞の治療上の取り組みを示す。
【図２１】スクレピーに感染した細胞上でscFv S18/N3を発現し得る組換えAAVウイルスの
使用を示す。
【図２２】哺乳類、好ましくはマウスにおける、生体内でS18/N3を発現する組換えAAVウ
イルスを用いる遺伝子療法の取り組みを示す。
【図２３】神経細胞から、及び概略的に筋肉細胞からのscFv抗体S18及びN3のクローン化
、発現/分泌を示す。
【図２４】S18/N3-分泌性ScN2a細胞の投与を示す。
【図２５】scFv S18/N3-分泌性細胞、好ましくは筋肉細胞又は神経細胞、BHK細胞又はNIH
3T3細胞による細胞療法を概略的に示す。
【図２６】scFv S18/N3抗体のエピトープマッピングを示す。
【図２７】scFv S18/N3抗体のエピトープマッピングの概略的描写を示す。
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