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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　β－Ａ４ペプチド／Ａβ４を特異的に認識可能な抗体分子を含んでなる組成物であって
、ここで、該抗体分子は、モノグリコシル化抗体分子若しくは二重グリコシル化抗体分子
であるか、又は該組成物は、該モノグリコシル化抗体分子と該二重グリコシル化抗体分子
との混合物を含み、
　該モノグリコシル化抗体分子は、重鎖（ＶＨ）の可変領域中の配列番号：２又は配列番
号：６の５２位に１つのグリコシル化アスパラギン（Ａｓｎ）を含み、該二重グリコシル
化抗体分子は、両方の抗原結合部位の重鎖（ＶＨ）の可変領域中の配列番号：２又は配列
番号：６の５２位にグリコシル化アスパラギン（Ａｓｎ）を含み、
　該抗体分子は、重鎖の可変領域に配列番号：１０で示されるＣＤＲ１、
重鎖の可変領域に配列番号：１２で示されるＣＤＲ２、
重鎖の可変領域に配列番号：１４で示されるＣＤＲ３、
軽鎖の可変領域に配列番号：１６で示されるＣＤＲ１、
軽鎖の可変領域に配列番号：１８で示されるＣＤＲ２、及び
軽鎖の可変領域に配列番号：２０で示されるＣＤＲ３を含み、
該組成物は、抗体分子の抗原結合部位が重鎖（ＶＨ）の可変領域にグリコシル化アスパラ
ギン（Ａｓｎ）を含まないことを特徴とする抗体分子を５％未満含む、組成物。
【請求項２】
　前記重鎖(VH)の可変領域中の該アスパラギン(Asn)がCDR2領域にある、請求項１記載の
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組成物。
【請求項３】
　前記β-A4ペプチド/Aβ4が、以下の配列；

又は該配列の少なくとも15アミノ酸の部分を有する、請求項１又は２記載の組成物。
【請求項４】
　前記抗体分子が、
（ａ）配列番号：1に示されるヌクレオチド配列を含む核酸分子

（ｂ）配列番号：2に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸分子

（ｃ）（ａ）若しくは（ｂ）の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列；

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4若しくは少なくとも15アミノ酸を含むその断片に結合可能
であるポリペプチドをコードする核酸分子；
（ｄ）（ａ）若しくは（ｂ）の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域若しくは少なくとも15アミノ酸
を含む配列番号：3の断片の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコード
する核酸分子であって、該β-A4ペプチド/Aβ4若しくはその断片上の2つの領域が3～6位
及び18～26位のアミノ酸を含む、核酸分子；又は
（ｅ）（ａ）～（ｄ）のいずれかに規定される核酸配列に縮重である核酸配列
によってコードされる重鎖（ＶＨ）を含む、請求項１～３いずれか記載の組成物。
【請求項５】
　前記抗体分子が
（ａ）配列番号：5、23又は25に示される核酸分子によってコードされる重鎖ポリペプチ
ド；
（ｂ）配列番号：6又は26に示されるアミノ酸配列を有する重鎖ポリペプチド；
（ｃ）（ａ）に規定される核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列：

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4又は少なくとも15アミノ酸を含むその断片に結合可能であ
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（ｄ）（ａ）に規定される核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域又は少なくとも15アミノ酸を含
む配列番号：3の断片の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコードする
核酸分子によってコードされる重鎖ポリペプチドであって、該β-A4ペプチド/Aβ4又はそ
の断片上の2つの領域は3～6位及び18～26位のアミノ酸を含む、重鎖ポリペプチド、
からなる群より選択される重鎖を含む、請求項１～４いずれか記載の組成物。
【請求項６】
　前記VH領域におけるAsnのグリコシル化が、
（ａ）バイアンテナ複合型の糖構造、
（ｂ）バイアンテナハイブリッド型の糖構造、
（ｃ）バイアンテナオリゴマンノース型の糖構造、及び
（ｄ）以下の図5又は図27：
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に提供される構造のいずれかのバイアンテナ糖構造
からなる群より選択される、請求項１～５いずれか記載の組成物。
【請求項７】
　前記糖構造がコアフコシル化を含まない、請求項６記載の組成物。
【請求項８】
　前記抗体分子が組換え産生されたものである、請求項１～７いずれか記載の組成物。
【請求項９】
　前記抗体分子がCHO細胞において産生されたものである、請求項１～８いずれか記載の
組成物。
【請求項１０】
　前記CHO細胞が、CHO K1又はCHO K1 SVである、請求項９記載の組成物。
【請求項１１】
　（ａ）哺乳動物の培養細胞中で請求項１～７いずれかに規定される抗体分子をコードす
る異種核酸分子を組換え発現させる工程、並びに
（ｂ）（ｂ１）プロテインAカラム精製、
　　　（ｂ２）イオン交換カラム精製、及び
　　　（ｂ３）サイズ排除カラム精製
の工程を含む方法によって該組換え発現した抗体分子を精製する工程
を含む、請求項１～１０いずれか記載の組成物に含まれる抗体分子の調製方法。
【請求項１２】
　前記イオン交換カラム精製が陽イオン交換クロマトグラフィーを含む、請求項１１記載
の方法。
【請求項１３】
　さらなる工程（ｃ）として、分析クロマトグラフィー及び／又はさらなる濃縮工程をさ
らに含む、請求項１１又は１２記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１１～１３いずれか記載の方法によって調製された抗体分子を含む組成物。
【請求項１５】
　診断組成物又は医薬組成物である、請求項１～１０又は１４いずれか１項記載の組成物
。
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【請求項１６】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患を予防及び／又は治
療するための医薬の調製における、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組
成物の使用であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン
症候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出
血、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障
害からなる群より選択される、使用。
【請求項１７】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患の予防及び／又は治
療のための医薬としての使用のための、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載
の組成物であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン症
候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血
、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障害
からなる群より選択される、組成物。
【請求項１８】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患を検出するための診
断キットの作製における、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成物の使
用であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン症候群、
クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血、レビ
ー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障害からな
る群より選択される、使用。
【請求項１９】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患を検出するための診
断キットとしての使用のための、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成
物であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン症候群、
クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血、レビ
ー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障害からな
る群より選択される、組成物。
【請求項２０】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患においてβアミロイ
ドプラークを分解するための医薬の調製における、請求項１～１０、１４又は１５いずれ
か１項記載の組成物の使用であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロ
パチー、ダウン症候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有
する遺伝性脳出血、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び
老化関連神経障害からなる群より選択される、使用。
【請求項２１】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患においてβアミロイ
ドプラークを分解するための医薬としての使用のための、請求項１～１０、１４又は１５
いずれか１項記載の組成物であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロ
パチー、ダウン症候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有
する遺伝性脳出血、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び
老化関連神経障害からなる群より選択される、組成物。
【請求項２２】
　βアミロイドプラーク形成に対して受動免疫するための医薬組成物の調製における、請
求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成物の使用。
【請求項２３】
　βアミロイドプラーク形成に対して受動免疫するための医薬組成物としての使用のため
の、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成物。
【請求項２４】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患に対して予防処置す
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るための医薬組成物の調製における、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の
組成物の使用であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウ
ン症候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳
出血、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経
障害からなる群より選択される、使用。
【請求項２５】
　アミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患に対して予防処置す
るための医薬組成物としての使用のための、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項
記載の組成物であって、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウ
ン症候群、クロイツフェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳
出血、レビー小体形成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経
障害からなる群より選択される、組成物。
【請求項２６】
　アミロイドβの既存プラーク又は凝集中間体が減少される、請求項２４記載の使用。
【請求項２７】
　アミロイドβの既存プラーク又は凝集中間体が減少される、請求項２５記載の組成物。
【請求項２８】
　患者におけるアミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患を診断
するための診断キットの作製における、或いはアミロイド形成及び／又はアミロイドプラ
ーク形成に関連する疾患の発症について患者の感受性を診断するための診断キットの作製
における、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成物の使用であって、該
疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン症候群、クロイツフェル
トヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血、レビー小体形成関連
痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障害からなる群より選択さ
れる、使用。
【請求項２９】
　患者におけるアミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成に関連する疾患を診断
するための診断キットとしての使用のための、或いはアミロイド形成及び／又はアミロイ
ドプラーク形成に関連する疾患の発症について患者の感受性を診断するための診断キット
としての使用のための、請求項１～１０、１４又は１５いずれか１項記載の組成物であっ
て、該疾患は、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、ダウン症候群、クロイツ
フェルトヤコブ病、オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血、レビー小体形
成関連痴呆、パーキンソン病、HIV-関連痴呆、ALS及び老化関連神経障害からなる群より
選択される、組成物。
【請求項３０】
　請求項１～１０、１４、１５、１７、１９、２１、２３、２５、２７、若しくは２９い
ずれか１項記載の組成物又は請求項１１～１３いずれか記載の方法によって調製される抗
体分子を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、少なくとも１つの抗原結合部位が重鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化
アスパラギン(Asn)を含むことを特徴とする精製された抗体分子調製物に関する。より具
体的には、β-A4ペプチド/Aβ4を特異的に認識可能であり、重鎖(VH)の可変領域における
グリコシル化を含む精製された抗体分子が提供される。本発明は、重鎖の可変領域におけ
るグリコシル化アスパラギン(Asn)を有する1つ又は2つのグリコシル化抗原結合部位を含
む抗体混合物、すなわち、重鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化Asnを含む抗体アイ
ソフォーム混合物に関する。特異的にグリコシル化された抗体アイソフォームを含む組成
物又は抗体調製物も開示される。さらに、これらの抗体の医薬使用及び診断使用が提供さ
れる。抗体アイソフォームは例えば、アミロイド形成若しくはアミロイドプラーク形成の
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医薬介入及び／又はアミロイド形成若しくはアミロイドプラーク形成の診断に使用され得
る。
【背景技術】
【０００２】
　痴呆の全症例の約70％は、認識に重要な脳領域及び神経回路の選択的損傷と関連するア
ルツハイマー病のためである。アルツハイマー病は、特に海馬の錐体神経における神経原
線維錯綜及び有芯のアミロイド沈着及び拡散した輪状を含む多くのアミロイドプラークに
よって特徴付けられる。
【０００３】
　細胞外神経炎性プラークは、「アミロイドβ」、「A-β」、「Aβ4」、「β-A4」又は
「Aβ」と呼ばれる、多量の繊維状ペプチドを主に含む；Selkoe (1994), Ann. Rev. Cell
 Biol. 10, 373-403, Koo (1999), PNAS Vol. 96, pp. 9989-9990, US 4,666,829 又はGl
enner (1984), BBRC 12, 1131を参照。このアミロイドβは「アルツハイマー前駆体タン
パク質／β－アミロイド前駆体タンパク質」（APP）に由来する。APPは内在性糖タンパク
質であり(Sisodia (1992), PNAS Vol. 89, pp. 6075を参照)、細胞膜プロテアーゼである
α－セクレターゼによってAβ配列内でエンドプロテアーゼ切断される(Sisodia (1992), 
上記引用を参照)。さらに、更なるセクレターゼ活性、特にβ－セクレターゼ活性及びγ
－セクレターゼ活性は、39アミノ酸(Aβ39)、40アミノ酸(Aβ40)、42アミノ酸(Aβ42)又
は43アミノ酸(Aβ43)のいずれかを含むアミロイド－β（Aβ）の細胞外放出をもたらす；
Sinha (1999), PNAS 96, 11094-1053; Price (1998), Science 282, 1078 ～ 1083; WO 0
0/72880 又は Hardy (1997), TINS 20, 154を参照。
【０００４】
　Aβはいくつかの天然形態を有し、ヒト形態は上記のAβ39、Aβ40、Aβ41、Aβ42 及び
Aβ43と呼ばれることに注目する。最も主要な形態であるAβ42は（N末端から始まる）ア
ミノ酸配列

を有する。Aβ41、Aβ40、Aβ39において、C末端アミノ酸であるA、IA及びVIAがそれぞれ
欠損している。Aβ43形態において、更なるトレオニン残基が上記配列（配列番号3）のC
末端に含まれる。
【０００５】
　Aβ40原線維の核化に要する時間はAβ42原線維の核化に要する時間よりも有意に長いこ
とが示された；Koo, 上記引用 and Harper (1997), Ann. Rev. Biochem. 66, 385-407を
参照。Wagner (1999), J. Clin. Invest. 104, 1239-1332に概説されるように、Aβ42は
神経炎性プラークと関連してより頻繁に見出されており、インビトロでより原線維状であ
ると考えられる。Aβ42は秩序立った非結晶化Aβペプチドの核化依存性重合における「種
」として働くことも提案された; Jarrett (1993), Cell 93, 1055-1058。
【０００６】
　修飾APPプロセシング及び／又はタンパク質沈着を含む細胞外プラークの発生は、アル
ツハイマー病だけでなく、他の神経学的障害及び／又は神経変性障害を患う被験体からも
公知である。これらの障害は、特に、ダウン症候群、オランダ人型アミロイド症を有する
遺伝性脳出血、パーキンソン病、ALS（筋萎縮性側索硬化症）、クロイツフェルトヤコブ
病、HIV関連痴呆及び運動神経障害を含む。
【０００７】
　現在まで、アミロイド関連疾患のための限定された医学介入計画だけが記載されている
。例えば、ガランタミン、リバスチグミン又はドネペジルのようなコリンエステラーゼイ
ンヒビターが軽度から中度な疾患のみを有するアルツハイマー病患者に有益であると議論
されている。しかしながら、これらの薬物のコリン作動性作用のために有害な事象もまた
報告されている。これらのコリン作動性増強処置はいくつかの症状の有益性をもたらすが
、治療応答は処置される大半の患者について満足ではない。有意な認知改善は処置された
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患者の約5％のみで生じると推定されており、処置が有意にこの進行性疾患の経過を変更
するという証拠はほとんど無い。結果として、より有効な処置及び特に疾患の進行を止め
る又は遅らせることができる処置のための大きな臨床的必要性がある。メマンチンのよう
なNMDAレセプターアンタゴニストはまた、より最近使用されている。しかし、薬理学的活
性のために有害な事象が報告されている。さらに、これらのNMDAレセプターアンタゴニス
トを用いたかかる処置は、疾患を改変するアプローチではなく、症候的アプローチとして
単に考慮され得る。
【０００８】
　アミロイド関連障害の処置のための免疫モジュレーションアプローチがまた、提案され
ている。WO 99/27944は、Aβペプチドの部分及び免疫応答を高める担体分子を含む結合体
を開示している。別の能動免疫アプローチは、Aβ断片が免疫応答を誘導するために使用
されるWO 00/72880に言及されている。
【０００９】
　一般的な抗Aβ抗体を用いる受動免疫アプローチはまた、WO 99/27944又はWO 01/62801
に提案されており、Aβの部分に対して指向された特異的ヒト化抗体がWO 02/46237、WO 0
2/088306 及びWO 02/088307に記載されている。WO 00/77178は、加水分解中のβ－アミロ
イドがとる移行状態の抗体結合を記載している。WO 03/070760は、Aβペプチド上の2つの
不連続なアミノ酸配列を認識する抗体分子を開示している。
【００１０】
　抗体の可変領域におけるグリコシル化がWallick (1988) J. Exp. Med. 168, 1099-1109
に仮定されて以来、WO 03/016466が、重鎖における任意の潜在的なグリコシル化を回避す
るために修飾されたヒト化抗Aβ抗体を記載している。
【００１１】
　本発明の基礎となる技術課題は、アミロイド障害の医学管理における有効な手段及び方
法、特に（対応する）医学介入を必要とする患者の有害なアミロイドプラークの減少のた
めの手段及び方法を提供することである。
【００１２】
　第一の局面において、本発明は、少なくとも1つの抗原結合部位が重鎖(VH)の可変領域
におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)を含むことを特徴とする精製された抗体分子を
提供する。本明細書に提供される発明の精製された抗体又は抗体組成物は特にAβ及び／
又はAβの断片に対して指向される。本明細書に提供される精製された抗体分子及び特に
本発明の抗体組成物又は抗体調製物はアミロイド形成及び／又はアミロイドプラーク形成
と関連する疾患の処置、緩和及び予防のための医薬組成物又は診断組成物の調製に有用で
ある。かかる疾患の例はアルツハイマー病である。
【００１３】
　本発明の文脈において、少なくとも1つの抗原結合部位が重鎖の可変領域におけるN結合
グリコシル化を含む精製された抗体分子が例えば、アミロイドプラークの減少に特に有用
であると見出されたことは驚きであった。さらに、本明細書に提供されるグリコシル化抗
体又は抗体組成物が、非常に効果的なプラーク結合によって例示されるようなインビボで
の血液脳関門／血管脳境界を横断する点で特に有用及び有効であることが本発明の文脈に
おいて見出されている。
【００１４】
　これは先行技術の教示と全く対比される。WO 03/016466は、重鎖のN-グリコシル化部位
を欠くように特別に設計された抗体を開示しており、可変領域フレームワークにおけるグ
リコシル化は抗体結合親和性に対してネガティブな効果があると教示する。重鎖可変CDR2
領域の脱グリコシル化形態の記載される抗－Ａβ抗体がインビトロで合成及び精製された
Ａβペプチドに顕著に高い親和性を有することが先行技術に教示されている。
【００１５】
　従って、本発明は、改善された、精製された抗体分子、又は抗体調製物、特にAβ4/Aβ
ペプチド(アミロイドβ)に対して指向され、かつインビボで非常に有効な抗体分子調製物
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に関する。本抗体分子／抗体調製物の改善は、重鎖の可変領域の少なくとも1つにおいて
、例えば該重鎖の可変領域のCDR2領域において、N-グリコシル化を含む、精製された抗体
分子の提供によるものである。上記のように、これは、かかるN-グリコシル化が例えばＡ
βに対して指向される抗体において回避されなければならないことを教示するWO 03/0164
66のような先行技術と対比される。
【００１６】
　本発明の抗体分子の例は、免疫グロブリン、例えばIgG分子である。IgGは2つの重鎖及
び2つの軽鎖を含むことを特徴とし（例えば図14に例示される）、これらの分子は2つの抗
原結合部位を含む。前記抗原結合部位は重鎖(VH)の部分及び軽鎖(VL)の部分から構成され
る「可変領域」を含む。抗原結合部位はVHドメイン及びVLドメインの並列によって形成さ
れる。抗体分子又は免疫グロブリン分子の一般情報について、Abbas “Cellular and Mol
ecular Immunology”, W.B. Sounders Company (2003)のような一般の教科書も参照され
たい。
【００１７】
　1つの局面において、例えば、本発明において特徴付けられる免疫グロブリン分子の提
供において、1つの抗原結合部位が重鎖(VH)の対応する可変領域におけるグリコシル化ア
スパラギン(Asn)を含む抗体が記載される。前記抗体は以下「モノグリコシル化抗体」と
呼ばれる；図14も参照。
【００１８】
　別の局面において、両方の抗原結合部位が対応する重鎖(VH)の可変領域におけるグリコ
シル化アスパラギン(Asn)を含む免疫グロブリン分子が提供される。前記抗体分子は以下
「二重グリコシル化抗体」と呼ばれる；図14を参照。
【００１９】
　抗原結合部位が重鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)を含まな
い免疫グロブリンは、以下「非グリコシル化抗体」と呼ばれる。
【００２０】
　モノグリコシル化抗体、二重グリコシル化抗体、及び非グリコシル化抗体は、同一のア
ミノ酸配列又は異なるアミノ酸配列を含み得る。用語「抗体」は、従って、抗体分子、特
に免疫グロブリンのような組み換え生成された抗体分子を含む。しかし、以下で議論され
るように、用語「抗体分子」はまた、単鎖抗体、又は単鎖Fv断片(scAB/scFv)又は二重特
異的抗体構築物のような、公知の免疫グロブリンのアイソフォーム及び修飾物を含み、該
アイソフォーム及び修飾物は、本明細書に定義される少なくとも1つのグリコシル化VH領
域を含むように特徴付けられる。かかるアイソフォーム又は修飾物の具体例はVH-VL又はV

L-VH形式のsc(単鎖)抗体であり得、該VHは、本明細書に記載されるグリコシル化を含む。
また、二重特異的scFvが、例えば、VH-VL-VH-VL、VL-VH-VH-VL、VH-VL-VL-VH形式で提供
され、CDR2領域中に本明細書に記載されるグリコシル化を含む。
【００２１】
　本発明の文脈において、用語「抗体」（大文字のANTIBODY）はより明確さを提供するた
めに使用される。しかし、小文字（antibody）で使用される用語「抗体」もまた、本出願
の文脈において使用される。抗体（「ANTIBODY」/「ANTIBODIES」/「antibody」及び「an
tibodies」）は互換的に使用される。
【００２２】
　モノグリコシル化抗体及び二重グリコシル化抗体は本明細書で「グリコシル化抗体アイ
ソフォーム」と呼ばれる。少なくとも1つの抗原結合部位が重鎖(VH)の可変領域における
グリコシル化アスパラギン(Asn)を含むことを特徴とする精製された抗体分子は、二重グ
リコシル化抗体及び非グリコシル化抗体から選択されるアイソフォームを含まないか、あ
るいは非常に低い程度でアイソフォームと関連するモノグリコシル化抗体、すなわち、「
精製されたモノグリコシル化抗体」である。本発明の文脈において、二重グリコシル化抗
体は、モノグリコシル化抗体及び非グリコシル化抗体から選択されるアイソフォームを含
まないか、あるいは非常に低い程度でアイソフォームと関連し、すなわち、「精製された
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二重グリコシル化抗体」である。
【００２３】
　用語「～を含まないか、あるいは非常に低い程度で」は、個々の他の（グリコシル化）
アイソフォームの完全な非存在又は多くとも10％、例えば、多くとも5％、例えば、多く
とも4％、例えば、多くとも3％、例えば、多くとも2％、例えば、多くとも1％、例えば、
多くとも0.5％、例えば、多くとも0.3％、例えば、多くとも0.2％の濃度の、別の（グリ
コシル化）アイソフォームの存在を意味する。これに関する更なる情報は以下及び添付の
実施例に提供される。
【００２４】
　本発明の文脈において、用語「モノグリコシル化抗体」は、個々の抗体分子、例えば、
免疫グロブリン、例えば、IgG、例えば、IgG1の1つの(VH)領域におけるN-グリコシル化を
含む抗体分子に関する。例えば、前記「モノグリコシル化形態」は、以下に定義されるよ
うに重鎖の1つの可変領域、例えば、位置アスパラギン「Asn 52」にグリコシル化を含む
。この「モノグリコシル化IgG1形態又はモノグリコシル化アイソフォーム」はまた、本明
細書に例示されるように、Fc-部分の十分に保存されたグリコシル化部位、例えば、非可
変Fc-部分のアスパラギンAsn 306にグリコシル化を含み得る。
【００２５】
　本発明の意味において、用語「二重グリコシル化抗体」は、重鎖(VH)領域の両方の可変
領域に本明細書に定義されるグリコシル化を含む。また、この「二重グリコシル化形態」
は、以下に詳しく説明され、添付の実施例に例示するように、両方の重鎖の可変領域、特
に位置アスパラギンAsn 52にグリコシル化を含む。この「二重グリコシル化IgG1形態又は
二重グリコシル化アイソフォーム」はまた、本明細書に例示されるように、非可変／定常
Fc-部分の十分に保存されたグリコシル化部位、特に例示される免疫グロブリンの位置306
に、グリコシル化を含み得る。添付の図14が対応する抗体分子を例示する。
【００２６】
　可変領域、例えば、重鎖の両方の可変領域(両方の(VH)-領域)におけるかかる翻訳後修
飾がない抗体は、本発明の文脈において、重鎖の可変領域におけるグリコシル化を含まな
い「非グリコシル化形態」とみなされる。なお、この「非グリコシル化形態」は、それに
も関らず抗体の定常領域(C-領域)、例えば、最も一般的にFc-部分の十分に保存されたグ
リコシル化部位、特に本明細書に定義されるように非可変／定常Fc-部分におけるアスパ
ラギン(Asn)306にグリコシル化を含み得、配列番号6も参照。
【００２７】
　重鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)は、相補性決定領域2(CDR
2 領域)に存在し得る。前記重鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)
は、以下に定義され、配列番号2に示されるように可変領域の52位（又は本明細書に開示
されるような抗体重鎖のFc-部分も含む配列番号6の52位）に存在し得る。
【００２８】
　抗体アイソフォームはまた、抗体分子の定常／可変領域部分に、例えばIgGのFc-部分に
、例えばIgG1のFc-部分に更なるグリコシル化を含み得る。前記Fc-部分のグリコシル化は
、十分に保存されたグリコシル化に関し、例えば、以下の配列：

による重鎖の位置Asn306に位置することを特徴とする。
【００２９】
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　この配列はまた、以下で明細書に記載され、CDR、CH-領域、重鎖及び2つのN－グリコシ
ル化部位(N52及びN306)が示される。

 
【００３０】
　本発明の抗体のIgG-Fc領域は、鎖間ジスルフィド結合ヒンジ領域、グリコシル化CH2ド
メイン、CH2のアスパラギン306(Asn-306)の支持N－結合オリゴ糖、及び非共有対のCH3ド
メインから構成されるホモダイマーであり得る。オリゴ糖のAsn-306のグリコシル化はバ
イアンテナ複合型であり、外腕糖の様々な付加を有する核（core）七糖骨格構造を含み得
る。
【００３１】
　オリゴ糖はFc構造及び機能に影響するか、あるいは決定する(Jefferis(1998) 
Immunol Rev. 163, 50-76)。エフェクター機能、ナンバリングされる特定のIgG-Fc/エフ
ェクターリガンド相互反応が議論されている(Jefferis (2002) Immunol Lett. 82(1-2), 
57-65 及び Krapp (2003) J Mol Biol. 325(5), 979-89)。この保存されたFc-位置Asn-30
6は、Kabat-system (Kabat (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
 5th Ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda MD.)の
「Asn-297」に対応する。
【００３２】
　例示される重鎖は、以下の配列：
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によってコードされ得る。
【００３３】
　前記重鎖はまた、（特に組み換え生成における）「リーダー配列」のような、更なる配
列を含み得る。対応する例は以下の配列：

によってコードされる。
【００３４】
　対応するアミノ酸配列は、

である。
【００３５】
　上記配列はまた、「シグナルぺプチド」を含み、該シグナルペプチドは、CHO細胞のよ
うな、宿主細胞における本発明の抗体分子の産生中の分泌経路中の宿主シグナルペプチダ
ーゼによってタンパク質切断される。
【００３６】
　あるいは、前記重鎖は以下の配列：
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に例示される組み換え生成に最適化した核酸配列によってコードされ得る。
 
【００３７】
　配列番号23として上記に示される「代替的」タンパク質配列は、更なるイントロン及び
少し異なる「リーダー配列」/「シグナル配列」のような少し異なるゲノム組織化におい
てではあるが、第一代替物と同じコード配列を含む。前記「リーダー配列」はまた、上記
に示されるように（更なる）イントロンを含み得る。当業者は容易に、従来の方法によっ
て対応するエキソン／イントロン構造を本明細書に示すような配列中に推定する立場にあ
る。
【００３８】
　本明細書に記載され、例示される抗体はまた、軽鎖を含み得、該軽鎖は以下のアミノ酸
配列

を含み得るか、あるいは有し得、
以下の核酸配列：
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【００３９】
　本明細書に記載され、例示される抗体の「軽鎖」はまた、技術的生成において特に有用
な「リーダー配列」を含み得る。対応する配列は以下の配列：
　

であり得る（又は例えば、ベクター系に含まれ得る）。
【００４０】
　前記配列は以下のアミノ酸配列

をコードする。
【００４１】
　あるいは、前記軽鎖はまた、以下の配列：
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に例示される組み換え生成に最適化した核酸配列によってコードされ得る。
【００４２】
　例示される軽鎖のための上記「配列」はまた、少し異なるゲノム構造を有する。この「
代替的配列」は異なるイントロン及び／又は更なるイントロンを含む。従って、「重鎖」
を記載する態様は、本明細書で必要な変更を加えて適用する。
【００４３】
　本発明の文脈において、用語「抗体分子」は、全長免疫グロブリン分子、例えば、IgM
、IgD、IgE、IgA、若しくはIgG1、IgG2、IgG2b、IgG3若しくはIgG4のようなIgG及びFab-
断片、Fab’-断片、F(ab)2-断片、キメラF(ab)2断片若しくはキメラFab’ 断片、キメラF
ab-断片若しくは単離VH-領域若しくはCDR-領域(該単離VH-領域若しくはCDR-領域は、例え
ば、対応する「フレームワーク」に統合される又は設計される)のようなかかる免疫グロ
ブリン分子の部分に関する。少なくとも1つの抗原結合部分／ペプチド、例えば WO 00/24
782に記載されるペプチド体に結合したビヒクルとしての抗体Fcドメインを含む二抗体分
子が用語「抗体分子」にも含まれる。従って、本発明の文脈において、用語「重鎖(VH)の
可変領域」は、全長免疫グロブリンの可変領域に限定されないだけでなく、CDR1、2、及
び/若しくは3単独又はこれらを組み合わせてのいずれかのようなCDR、該重鎖(VH)の可変
領域の対応する部分又は可変領域の対応する「フレームワーク」に関する。従って、本発
明の抗体分子はまた、抗原結合部位として、CDR又はグリコシル化重鎖(VH)の所定の可変
領域の少なくとも1つのCDRを含む、抗体構築物であり得る。本発明の抗体構築物において
該重鎖(VH)の可変領域の対応する部分は本明細書で定義されるようにグリコシル化され、
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例えば、抗原結合部位のグリコシル化アスパラギン(Asn)を含む。重鎖(VH)の可変領域の
かかる「単離部分」の例は、配列番号12に含まれ (又は配列番号11に示される核酸配列に
よってコードされる)、本明細書に例示されるCDR2領域である。さらに、用語「抗体分子
」は、キメラ抗体、ヒト化抗体又は完全ヒト化抗体のような、修飾抗体分子及び／又は改
変抗体分子に関する。
【００４４】
　前記「完全ヒト化抗体」分子はまた、「完全にヒト」の抗体として特徴付けられ、記載
される。これら全ての抗体は、先行技術で公知の方法によって作製され得る。例えば、フ
ァージディスプレイ技術によって、組み換え抗体分子は、Knappik(2000) J Mol Biol. 29
6(1), 57-86. 及び Rauchenberger(2003) J Biol Chem. 278(40), 38194-205に記載され
るように完全ヒト免疫グロブリンγ、サブクラス1フレームワーク(IgG1)を使用する、イ
ンビトロ変異の使用によって作製され得る。
【００４５】
　添付の実施例に記載されるように、用語「抗体」は、例えば、IgG分子及びIgG1に関す
る。該用語はまた、修飾又は改変のモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体並びに組
み換え又は合成的に作製／合成された抗体に関する。該用語はまた、インタクト抗体、並
びに別々にされた軽鎖及び重鎖、Fab、Fab/c、Fv、Fab’、F(ab’)2のような、その抗体
断片／部分に関する。用語「抗体分子」はまた、単鎖Fv(scFv)又は抗体融合タンパク質の
ような、抗体派生物、二官能性抗体及び抗体構築物を含む。本明細書に定義されるような
グリコシル化VH ドメイン、例えばグリコシル化VH-CDRを含む、触媒抗体及び／又はタン
パク質分解抗体も提供される。用語「抗体分子」はまた、（例えば、Aβ/Aβに対する）1
つの特性の他に、別の特性又は更なる特性を含み得る組み換え生成された抗体分子／抗体
構築物に関する。かかる構築物は、「二重特異的」構築物又は「三重特異的」構築物を含
み得るが、これに限定されない。本発明の用語「抗体分子」についての更なる詳細が以下
の明細書に提供される。
【００４６】
　上記に指摘したように、少なくとも1つの抗原結合部位、例えば、本明細書に定義され
、グリコシル化されている重鎖の少なくとも1つの可変領域に本明細書に定義されるグリ
コシル化を含む単鎖抗体、キメラ抗体、CDR移植抗体、二価抗体構築物、抗体融合タンパ
ク質、交差クローン抗体又は合成抗体も提供される。例えば、単鎖抗体が作製される場合
、本明細書に定義される「重鎖の可変領域」は、重鎖自体に限定されないが、例えば、Ig
Gのような全長免疫グロブリンの、全長抗体の重鎖に由来する対応部分に関することも意
味する。かかる部分は、対応するCDR単独又はその対応するフレームワークの部分と共に
、のいずれかであり得る。さらに、免疫グロブリン遺伝子の遺伝子バリアントがまた、本
発明の文脈において提供される。例えば、免疫グロブリン重鎖Gサブクラス1（IgG1）の遺
伝子バリアントは、CH1ドメインのG1m(17)又はG1m(3)アロタイプマーカー、又はCH3ドメ
インのG1m(1)又はG1ｍ（非－1)アロタイプマーカーを含み得る。ここで、好ましくは、Gm
(17)(z)及びGm(1)(a)アロタイプのIgGが使用される。本発明の抗体分子はまた、向上した
又は減衰したFcレセプター結合又は補体活性化を有する変異IgGのような修飾抗体又は変
異抗体を含む。1つの態様において、本発明によって提供される抗体は、完全ヒト化抗体
又は「完全にヒト」の抗体である。従って、本発明の抗体はまた、交差クローン抗体、す
なわち、本明細書に記載されるような1つ以上の親抗体又は親和性最適化抗体からの異な
る抗体領域（例えば、CDR領域）を含む抗体を含み得る。これらの交差クローン抗体はい
くつかの異なるフレームワーク、例えば、IgG-フレームワーク、例えば、(ヒト)IgG1-フ
レームワーク、IgG2aフレームワーク又はIgG2b-フレームワークの抗体であり得る。例え
ば、前記抗体フレームワークは、哺乳動物、例えば、ヒトフレームワークである。軽鎖及
び重鎖上のドメインは、同じ一般構造を有し、各ドメインは4つのフレームワーク領域を
含み、これらの配列は相対的に保存され、相補性決定領域(CDR1～3)として公知の3つの超
可変ドメインと結合されている。
【００４７】
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　本明細書で使用される場合、「ヒトフレームワーク領域」は、天然ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域に実質的に同一（約85％以上、通常、90～95％以上）であるフレー
ムワーク領域に関する。抗体のフレームワーク領域（例えば、構成性軽鎖及び重鎖が組み
合わされたフレームワーク領域）はCDRを位置づけ及び整列するために役立つ。CDRは、抗
原のエピトープに結合するために主に重要である。本明細書に記載される交差クローン抗
体が好ましい（ヒト）抗体フレームワークに存在し得るだけなく、本明細書に記載される
抗体からのCDRを含む抗体分子が免疫グロブリンフレームワークに導入され得ることに注
意されたい。フレームワークのための例は、IgG1、IgG2a及びIgG2bを含む。特に配列番号
6に示されるような抗体の重鎖のような、ヒトフレームワーク及びヒトIgG1フレームワー
クが最も好ましい。
【００４８】
　1つの態様において、抗体アイソフォームは、以下のアミノ酸:

を含むCDR1領域を重鎖可変領域に含み得る。
【００４９】
　前記CDR1は、以下の核酸配列：

によってコードされ得る。
【００５０】
　抗体アイソフォームは重鎖の可変領域に以下のCDR2：

を含み得る。
【００５１】
　前記CDR2は以下の核酸配列：

によってコードされ得る。
【００５２】
　本発明によるN-グリコシル化は、例えば前記CDR2領域に含まれ、重鎖の可変領域の対応
するAsn52に位置し、該可変領域(VH)は配列番号1に示される核酸分子によってコードされ
、配列番号2に示されるアミノ酸配列を有する。
【００５３】
　さらに、抗体アイソフォームは、以下のアミノ酸配列：

を含むCDR3を重鎖可変領域に含み得る。
【００５４】
　前記CDR3は、以下の核酸配列：

によってコードされ得る。
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【００５５】
　抗体アイソフォームは以下のCDR：

によって特徴付けられ得る軽鎖(L)を含み得る。
【００５６】
　抗体アイソフォームは、抗体の重鎖のアミノ酸配列に、例えば、(Kabat (1991) Sequen
ces of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Bethesda, Md.: National Cent
er for Biotechnology Information, National Library of MedicineのKabat-systemにお
いて、「Asn297」に対応する)非可変Fc部分のAsn306の十分に保存されたグリコシル化部
位に（Asn-X-Ser/Thrモチーフを含む先行技術で公知の)更なる潜在的なグリコシル化部位
を含み得、該重鎖は、上記、つまりは（配列番号5によってコードされる）配列番号6に提
供される配列であるか又は含む。
【００５７】
　本発明の一態様において、抗体アイソフォームは、少なくとも1つの抗原結合部位が重
鎖(VH)の可変領域におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)を含み、該VHは
 (a)   配列番号1に示されるヌクレオチド配列を含む核酸分子:
       

(b)    配列番号2に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸分子

(c)    (a)又は(b)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列 

　　　に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4又は少なくとも15アミノ酸を含むその断片に結合可
能であるポリペプチドをコードする核酸分子;
(d)    (a)又は(b)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列
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に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域又は少なくとも15アミノ酸を含
む配列番号3の断片の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコードする核
酸分子であって、該β-A4ペプチドAβ4又はその断片上の少なくとも2つの領域が、配列番
号3の3～6位及び18～26位のアミノ酸を含む、核酸分子;又は
(e)    (a)～(d)いずれかに定義される核酸配列に縮重である核酸配列
によってコードされることを特徴とする。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、用語「(a)又は(b)の核酸分子にハイブリダイズし、かつβ
-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコードする
、核酸分子」は、二重鎖核酸分子のコーディング鎖に関し、非コーディング鎖が(a)及び(
b)の上記で同定される核酸分子にハイブリダイズするという事実を当業者は認識する。
【００５９】
　上記に指摘するように、本明細書に定義されるAsn-グリコシル化を含む精製された抗体
分子は特に、グリコシル化Asnを含む可変領域が:
　　　(a)     配列番号5、23又は25に示される核酸分子によってコードされる重鎖ポリ
ペプチド;
　　　(b)     配列番号6又は26に示されるアミノ酸配列を有する重鎖ポリペプチド;
　　　(c)     (a)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列
　　　 

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4又は少なくとも15アミノ酸を含むその断片に結合可能であ
るポリペプチドをコードする核酸分子によってコードされる重鎖ポリペプチド；又は
 (d) 　(a)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列
       

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域又は少なくとも15アミノ酸を含
む配列番号3の断片の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコードする核
酸分子によってコードされる重鎖ポリぺプチドであって、該β-A4ペプチドAβ4又はその
断片上の2つの領域は3～6位及び18～26位のアミノ酸を含む、重鎖ポリぺプチド
からなる群より選択される重鎖に含まれる抗体分子として特徴付けられ得、記載され得る
。
【００６０】
　上記に同定される抗体(例えば、本発明の例示される抗体)はまた、以下のアミノ酸配列
：

を有するL鎖
又は例えば、以下の核酸配列:
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によってコードされるL鎖を含み得る。
【００６１】
　上記に記載するように、重鎖における本明細書に定義されるAsn-グリコシル化を含む精
製された抗体分子はさらに: 
　　　(a)     配列番号7、21、24又は27に示される核酸分子によってコードされる軽鎖
ポリペプチド;
　　　(b)     配列番号8、22又は28に示されるアミノ酸配列を有する軽鎖ポリペプチド;
　　　(c)     (a)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列 
　　　 

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4又は少なくとも15アミノ酸を含むその断片に結合可能であ
るポリペプチドをコードする核酸分子によってコードされる軽鎖ポリペプチド; 又は
(d)    (a)の核酸分子にハイブリダイズし、かつ以下のアミノ酸配列

に示されるβ-A4ペプチド/Aβ4上の少なくとも2つの領域又は少なくとも15アミノ酸を含
む配列番号3の断片の少なくとも2つの領域に結合可能であるポリペプチドをコードする核
酸分子によってコードされる軽鎖ポリぺプチド
からなる群より選択される軽鎖を含み得る。
【００６２】
　核酸分子／DNA配列と関連して本明細書で使用される用語「ハイブリダイゼーション」
又は「ハイブリダイズする」は、ストリンジェント又は非ストリンジェント条件下でのハ
イブリダイゼーションに関し得る。さらに特定されない場合、条件は好ましくは非ストリ
ンジェントである。前記ハイブリダイゼーション条件は例えば、Sambrook, Russell "Mol
ecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y. (2001)
; Ausubel, "Current Protocols in Molecular Biology", Green Publishing Associates
 and Wiley Interscience, N.Y. (1989), 又は Higgins and Hames (編) "Nucleic acid 
hybridization, a practical approach" IRL Press Oxford, Washington DC, (1985)に記
載される従来のプロトコールに従って確立され得る。条件の設定は十分に、当業者の範囲
内であり、当該分野で記載されるプロトコールに従って決定され得る。従って、特異的に
ハイブリダイズする配列のみの検出は通常、65°Cでの0.1xSSC、0.1%SDSのようなストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション及び洗浄条件を必要とする。相同配列又は正確に相
補的でない配列の検出のための非ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は65℃の
6xSSC、1% SDSに設定され得る。周知のように、プローブの長さ及び決定される核酸組成
がさらにハイブリダイゼーション条件のパラメーターを構成する。上記条件におけるバリ
エーションはハイブリダイゼーション実験におけるバックグラウンドを抑制するために使
用される代替ブロッキング試薬の含有及び／又は置換によって達成され得ることに注意さ
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れたい。典型的なブロッキング試薬としては、デンハルト試薬、BLOTTO、ヘパリン、変性
サケ精子DNA、及び市販で入手可能な専売製剤が挙げられる。特定のブロッキング試薬の
含有は、適合性の問題のために、上記ハイブリダイゼーション条件の改変を必要とし得る
。ハイブリダイズする核酸分子はまた、上記分子の断片を含む。かかる断片は、本明細書
中に定義される非機能的抗体分子又はその非機能的断片又はCDRをコードし、かつ少なく
とも12ヌクレオチド、好ましくは少なくとも15ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも
18ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも21ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも
30ヌクレオチド、さらにより好ましくは少なくとも40ヌクレオチド、最も好ましくは少な
くとも60ヌクレオチドの長さを有する核酸配列を表し得る。さらに、前記核酸分子のいず
れかとハイブリダイズする核酸分子はまた、これら分子の相補的な断片、派生物及び対立
バリアントを含む。さらに、ハイブリダイゼーション複合体とは、相補的G塩基及びC塩基
間並びに相補的A塩基及びT塩基間での水素結合の形成による2つの核酸配列間の複合体の
ことをいう；これらの水素結合は塩基スタッキング相互作用によってさらに安定化される
。2つの相補的核酸配列はアンチパラレルな配向で水素結合する。ハイブリダイゼーショ
ン複合体は、溶液中（例えば、Cot分析又はRot分析）又は溶液中に存在する核酸配列及び
固相支持体（例えば、膜、フィルター、チップ、ピン、又は例えば細胞が固定されたスラ
イドガラス)に固定された別の核酸配列間で形成され得る。用語相補的又は相補性とは、
許容な塩及び温度条件下で塩基対形成するポリヌクレオチドの天然結合のことをいう。例
えば、配列「A-G-T」は、相補的配列「T-C-A」に結合する。2つの単鎖分子間の相補性は
、いくつかの核酸だけが結合する「部分的」であり得るか、あるいは全相補性が単鎖分子
間に存在する場合に完全であり得る。核酸鎖間の相補性の程度は核酸鎖間のハイブリダイ
ゼーションの効率及び強度に対して有意な効果がある。これは、核酸鎖間の結合に依存す
る、増幅反応において特に重要である。
【００６３】
　用語「ハイブリダイズする配列」は、好ましくは抗体分子をコードする上記記載の核酸
配列と、少なくとも40％の配列同一性、好ましくは少なくとも50％、より好ましくは60％
、さらにより好ましくは70％、特に好ましくは少なくとも80％、より特に好ましくは少な
くとも90％、さらにより特に好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは97％同一性を示
す配列のことをいう。さらに、用語「ハイブリダイズする配列」は、好ましくは上記の本
明細書に記載される抗体分子のアミノ酸配列と、少なくとも40％の配列同一性、好ましく
は少なくとも50％、より好ましくは少なくとも60％、さらにより好ましくは少なくとも70
％、特に好ましくは少なくとも80％、より特に好ましくは少なくとも90％、よりさらに特
に好ましくは少なくとも95％、最も好ましくは少なくとも97％の同一性を有する抗体分子
をコードする配列のことをいう。
【００６４】
　本発明によれば、2つ以上の核酸配列又はアミノ酸配列の文脈において用語「同一」又
は「パーセント同一性」とは、比較のウインドウ若しくは当該分野で公知の配列比較アル
ゴリズムを用いて測定される指定領域に対して又はマニュアルのアライメント及び目視検
査によって、最大一致を比較及び整列する場合に、同じであるか、あるいは同じであるア
ミノ酸残基又はヌクレオチドの特定のパーセンテージ（例えば、60％又は65％同一性、好
ましくは70～95％同一性、より好ましくは少なくとも95％同一性）を有する2つ以上の配
列又はサブ配列のことをいう。例えば、60％～95％以上の配列同一性を有する配列は実質
的に同一であるとみなされる。かかる定義はまた、相補試験配列に適用される。好ましく
は記載される同一性は少なくとも約15～25のアミノ酸又はヌクレオチドの長さである領域
に対して、より好ましくは、約50～100のアミノ酸又はヌクレオチドの長さである領域に
対して存在する。当業者は、例えば、当該分野で公知のCLUSTALWコンピュータープログラ
ム(Thompson Nucl. Acids Res. 2 (1994), 4673-4680)又はFASTDB (Brutlag Comp. App. 
Biosci. 6 (1990), 237-245)に基づくもののようなアルゴリズムを用いて配列の間／中で
パーセント同一性をいかに決定するかを知っている。
【００６５】
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　FASTDBアルゴリズムは計算において、典型的に配列における内部非適合欠損又は付加、
すなわちギャップを考慮しないが、これは％同一性の過大評価を回避するためにマニュア
ルで補正され得る。しかしCLUSTALWは、同一性計算に配列ギャップを取り入れる。BLAST
及びBLAST2.0アルゴリズム(Altschul, Nucl. Acids Res. 25 (1997), 3389-3402; Altsch
ul, J. Mol. Evol. 36 (1993), 290-300; Altschul, J. Mol. Biol. 215 (1990), 403-41
0)が当業者に利用可能である。核酸配列のためのBLASTNプログラムはデフォルトとして11
のワード長(W)、10の期待値(E)、M=5、N=4、及び両鎖の比較を使用する。アミノ酸配列に
ついて、BLASTPプログラムは、デフォルトとして3のワード長(W)、及び10の期待値(E)を
使用する。BLOSUM62スコアリングマトリックス(Henikoff Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
 89, (1989), 10915)は、50のアライメント(B)、10の期待値(E)、M=5、N=4、及び両鎖の
比較を使用する。
【００６６】
　さらに、本発明はまた、上記のハイブリダイズ分子の配列と比較して縮重である配列の
核酸分子に関する。本発明によって使用される場合、用語「遺伝子コードの結果として縮
重である」は遺伝子コードの重複によって異なるヌクレオチド配列が同じアミノ酸をコー
ドすることを意味する。
【００６７】
　所定の抗体配列中のアミノ酸残基又はヌクレオチド残基が、例えば、配列番号1、5、23
及び25のいずれかのアミノ酸配列又はヌクレオチド配列の特定の位置に対応するかどうか
を決定するために、当業者は、当該分野で周知の手段及び方法、例えば、手動又は用語「
ハイブリダイゼーション」の定義及びホモロジーの程度と共に以下でさらに言及されるよ
うなコンピュータープログラムの使用によるいずれかのアライメントを使用し得る。
【００６８】
　例えば、ベーシックローカルアライメントサーチツールBLAST(Altschul (1997), 上記
引用; Altschul (1993), 上記引用; Altschul (1990), 上記引用)を表わすBLAST 2.0は、
部分配列アライメントをサーチするために使用され得る。上記に議論されるように、BLAS
Tは、ヌクレオチド配列及びアミノ酸配列の両方のアライメントを生じ、配列類似性を決
定する。アライメントの部分性質のため、BLASTは正確なマッチを決定する又は類似の配
列を同定することに特に有用である。BLASTアルゴリズムアウトプットの基本ユニットは
、ハイスコアリングセグメントペア(HSP)である。HSPは、任意であるが、アライメントが
部分的に最大であり、アライメントスコアがユーザーが設定した閾値又はカットオフスコ
アを満たす又は超える等しい長さの２つの配列断片から構成される。BLASTアプローチは
、クエリー配列及びデータベース配列間でのHSPを見ること、見出される任意のマッチの
統計的有意さを評価すること、及びユーザー選択閾値の有意さを満たすマッチだけを報告
することである。パラメーターEはデータベース配列マッチを報告する統計的に有意な閾
値を確立する。Eは全データベースサーチの文脈内でHSP(又はHSPセット)の機会発生の期
待頻度の上限境界として注釈される。マッチがEを満たす任意のデータベース配列がプロ
グラムアウトプットで報告される。
【００６９】
　BLAST(Altschul (1997), 上記引用; Altschul (1993), 上記引用; Altschul (1990), 
上記引用)を用いるアナログコンピューター技術はGenBank又はEMBLのようなヌクレオチド
データベースにおける同一分子又は関連分子を検索するために使用される。この分析は複
数メンブレンベースハイブリダーゼーションよりもかなり早い。また、コンピューター検
索の感度は、任意の特定マッチが正確又は類似なものとして分類されるかどうかを決定す
るために改変され得る。検索の基礎は:
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として定義されるプロダクトスコアであり、2つの配列間の類似の程度及び配列マッチの
長さの両方を考慮する。例えば、40のプロダクトスコアと共に、マッチは1-2% 誤差範囲
内で正確であり、70でマッチは正確である。より低いスコアが関連分子を同定し得るが、
類似の分子は通常15～40のプロダクトスコアを示すものを選択して同定される。配列アラ
イメントを生じる得るプログラムの別の例は当該分野で公知な、CLUSTALWコンピューター
プログラム(Thompson, Nucl. Acids Res. 2 (1994), 4673-4680)又はFASTDB(Brutlag Com
p. App. Biosci. 6 (1990), 237-245)である。
【００７０】
　1つの態様において、本発明は、VH領域におけるAsn のグリコシル化が
　　(a)　　コアフコシル化がないバイアンテナ複合型の糖構造;
　　(b)　　バイアンテナハイブリッド型の糖構造;
　　(c)　　バイアンテナオリゴマンノース型の糖構造; 及び
　　(d)　　添付の図5又は添付の図27に提供されるいずれかのバイアンテナ構造
　　からなる群より選択される、グリコシル化抗体アイソフォームを提供する。
【００７１】
　本発明の抗体の一態様において、対応する糖構造はコアフコシル化を含まない。対応す
るNグリコシル化は、コアフコシル化がなく80％までのアンテナが非常にシアリダーゼ化
される、バイアンテナ複合型(≧75%; 主に80-90%)の糖構造から主に構成され得る。マイ
ナーな糖構造はそれぞれバイアンテナハイブリッド型及びオリゴマンノース型（≦25％）
に属し、添付の図5及び27にも示される。可変領域のグリコシル化構造はタンパク質（ア
ミノ酸ポリペプチド）からのNグリコシダーゼFによる切断に耐性である。
【００７２】
　1つの態様において、ドミナント複合バイアンテナ糖構造はさらに、
-1つのアンテナ若しくは他のアンテナ又は両方のアンテナのいずれかに結合した1つ又は2
つのシアル酸を含むこと。該シアル酸はN-アセチルノイラミン酸型であり、β1,4結合ガ
ラクトース末端にα 2,3 結合で最も結合しやすい。
-コアフコシル化を欠くこと、すなわち、糖鎖の還元末端の最も内部のN-アセチルグルコ
サミンへのα1,6結合で結合するフコース残基を欠くこと
　　によって特徴付けられる。
【００７３】
　1つの態様において、ハイブリッド糖構造はさらに、
-バイアンテナ構造の1つの腕として複合型アンテナ（核糖構造に結合するラクトサミニル
ユニット(GlcNAc-Gal)）を含むこと、この腕は主にβ 1,4 結合ガラクトース末端に結合
するN-アセチルノイラミン酸を含む
-他のアンテナとして核糖構造に結合する1から3までの更なるマンノースサブユニットを
有すること
-コアフコシル化を欠くこと、すなわち、糖鎖の還元末端の最も内部のN-アセチル-グルコ
サミンへのα1,6結合で結合するフコース残基を欠くこと、
によって特徴付けられる。
【００７４】
　1つの態様において、オリゴマンノース型糖構造はさらに、
-完全な糖構造に4(Man4→GlcNAc2)、5(Man5→GlcNAc2)又は6(Man6→GlcNAc2)マンノース
サブユニットを含むこと、すなわち、典型的なN-結合核糖構造に存在する3分枝マンノー
スサブユニットを含むこと
-コアフコシル化を欠くこと、すなわち、糖鎖の還元末端の最も内側の部分のN-アセチル-
グルコサミンへのα1→6結合で結合するフコース残基を欠くこと
によって特徴付けられる。
【００７５】
　本発明の別の態様において、1つの抗原結合部位が重鎖(VH)の可変領域におけるグリコ
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シル化アスパラギン(Asn)を含むことを特徴とする抗体分子及び2つの抗原結合部位が重鎖
の可変領域におけるグリコシル化アスパラギン(Asn)を含むことを特徴とする抗体分子を
含む組成物、すなわち、モノグリコシル化抗体及び二重グリコシル化抗体を含む組成物が
提供され、以下抗体組成物と呼ぶ。用語抗体組成物はまた、本明細書に定義される少なく
とも1つのグリコシル化VH 領域、又は該VH 領域の少なくとも1つのグリコシル化CDRを含
む分子を含む組成物に関し、該分子は特に、上記のような免疫グロブリン又は免疫グロブ
リンアイソフォーム及び修飾物であり得る。例えば、該組成物はまた、グリコシル化、VH
-派生CDR領域を含む単鎖抗体(scFv)又は二重特異的分子を含み得る。本発明の抗体組成物
の更なる定義が以下に提供される。
【００７６】
　抗体組成物は、「VH非グリコシル化」抗体分子、すなわち、可変領域、特に重鎖(VH)の
可変部分における本明細書に定義されるグリコシル化を含まない抗体を、含まないか又は
非常に低い程度で単に含む。
【００７７】
　本発明の文脈において、特に本明細書に提供される抗体混合物の文脈において、用語「
非グリコシル化抗体分子を含まない又は非常に低い程度で単に含む」は、抗体組成物が、
10％未満、例えば、5％未満、例えば、4％未満、例えば、3％未満、例えば、2％未満、例
えば、1％未満、例えば、0.5％以下の本明細書に記載される非グリコシル化アイソフォー
ムを含むことを意味する。
【００７８】
　従って、1つの態様において、本発明は (該グリコシル化は重鎖の可変領域に位置する)
モノグリコシル化及び／又は二重グリコシル化抗体を含み、可変領域のグリコシル化がな
い抗体分子を含まない抗体調製物を提供する。
【００７９】
　さらに、用語「可変領域のグリコシル化がない抗体分子を含まない」は、多くとも10％
、例えば、多くとも5％、例えば、多くとも4％、例えば、多くとも3％、例えば、多くと
も2％、例えば、多くとも1％、例えば、多くとも0.5％、例えば、多くとも4％、例えば、
多くとも3％、例えば、多くとも2％、例えば、多くとも1％、例えば、多くとも0.5％、例
えば、多くとも0.3％、例えば、多くとも0.2％の本明細書に記載される非グリコシル化ア
イソフォームを含む、抗体調製物／抗体混合物／抗体プールに関する。
【００８０】
　1つの態様において、本発明は、可変領域で非グリコシル化される、例えば、重鎖の可
変領域で非グリコシル化される抗体アイソフォームを0.5％を超えて含まない、組成物を
提供する。
【００８１】
　上記に指摘したように、本発明の一態様において、モノ及び二重グリコシル化抗体、例
えば免疫グロブリンの混合物が提供され、該混合物は可変領域のグリコシル化がない抗体
分子を含まない。可変領域、例えば、重鎖の両方の可変領域（両方の(VH)-領域）におけ
るかかる翻訳後修飾がない抗体は、本発明の文脈において重鎖の可変領域におけるグリコ
シル化を含まない「非グリコシル化形態」とみなされる。しかし、この「非グリコシル化
形態」はそれにも関わらず抗体の定常領域（C領域）、例えば最も共通してFc部分の十分
に保存されたグリコシル化部位、特に本明細書に定義される非可変／定常Fc部分における
アスパラギン(Asn)306にグリコシル化を含み得る。
【００８２】
　グリコシル化抗体アイソフォーム自体又はモノグリコシル化アイソフォーム及び二重グ
リコシル化アイソフォームの組み合わせとしてのグリコシル化抗体アイソフォームは、ア
ルツハイマー病(AD)、並びにダウン症候群、オランダ人型アミロイド症を有する遺伝性脳
出血、パーキンソン病、ALS（筋萎縮性側索硬化症）、クロイツフェルトヤコブ病、HIV関
連痴呆及び運動神経障害のような他のアミロイド関連障害の処置のための非常に有用で有
利な治療抗体調製物である。グリコシル化抗体アイソフォーム自体又はモノグリコシル化
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アイソフォーム及び二重グリコシル化アイソフォームの組み合わせとしてのグリコシル化
抗体アイソフォームはまた、独自の診断ツールである。
【００８３】
　本明細書に記載される両方のグリコシル化アイソフォームはインビボで改善され、かつ
非常に効率的な脳浸透を示す。効率的な脳浸透及びアミロイド－βプラークへの特異的結
合は、PS2APPマウス、AD関連アミロイド症のマウスモデルで示され得る。
【００８４】
　さらに、有意に減少した非特異的な粘着性と共にインビトロでの免疫組織化学染色によ
る真のヒトアミロイド－βプラークのための改善された特異性が検出され得る。ヒトアミ
ロイド－βプラークの統一染色のための最小有効濃度は添付の実施例に記載されるように
、10ng／mlと決定された。
【００８５】
　添付の実施例に記載されるように、異なってグリコシル化された抗体、例えば、免疫グ
ロブリンの分離及び特徴付けによって、重鎖の可変領域のグリコシル化によってAβペプ
チドへの抗原結合、診断値、薬理学的プロフィール及び機能活性に驚くべき影響を与える
ことが明らかになった。精製された抗体分子はMS-分析、可溶性Aβに結合する結合試験(B
iacore)及びエピトープマッピング(Pepspot分析)、凝集Aβの解離並びにインビボ及びイ
ンビトロでのβ-アミロイドプラークへの結合の顕微鏡分析に提示される。
【００８６】
　本発明の一態様において、精製された抗体又は抗体組成物は、β-A4ペプチド/Aβ4を特
異的に認識可能である。
【００８７】
　従って、本明細書に記載されるように、精製された抗体又は抗体組成物は、特定の態様
において、Aβ/Aβ4の2つの領域(N-末端領域及び中央／真ん中部分)を特異的に認識可能
である抗体又は抗体組成物に関する。
【００８８】
　用語「特異的に認識する」は、本発明によれば、抗体分子が本明細書に定義されるβ-A
4の2つの領域のそれぞれの少なくとも2つのアミノ酸と特異的に相互作用可能である及び
／又は結合可能であることを意味する。該用語は、抗体分子の特異性すなわち、本明細書
に定義されるβ-A4ペプチドの特定の領域と、β-A4ペプチドの関連領域ではない別のもの
、又はAPP関連タンパク質／ペプチド／（非関連）試験ペプチドではない別のものとを区
別する能力に関する。従って、特異性は、当該分野で公知の方法、及び本明細書に開示さ
れ、かつ記載される方法によって実験で決定され得る。かかる方法は、ウェスタンブロッ
ト、ELISA-試験、RIA-試験、ECL-試験、IRMA-試験及びペプチドスキャンを含むが、これ
らに限定されない。かかる方法はまた、特に添付の実施例に例示されるKD-値の測定を含
む。ペプチドスキャン（pepspotアッセイ）は、ポリペプチド抗原の線形エピトープをマ
ップ化するために慣例的に使用される。ポリペプチドの一次配列は、互いに重複するペプ
チドを用いて活性化セルロース上で首尾よく合成される。特異的抗原／エピトープを検出
又は認識する能力を試験する抗体による特定ペプチドの認識は、当該分野で公知の化学発
光反応又は類似の手段によって、慣例の色発色(ホースラディッシュペルオキシダーゼ又
は4-クロロナフトール又は過酸化水素のような、酵素又は色素を用いる二次抗体)によっ
てスコア化される。特に化学発光反応又は二次蛍光抗体を使用する場合、反応は定量され
得る。抗体が特定セットの重複ぺプチドと反応する場合、反応に必要なアミノ酸の最小配
列を演繹し得、本発明によって提供される例示的な実施例を参照。
【００８９】
　同じアッセイにより、反応性ペプチドの２つの異なるクラスターが明らかにされ得、こ
れは、抗原ポリペプチド内の不連続な、すなわちコンホメーションエピトープの認識を示
す(Geysen (1986)、Mol. Immunol. 23、709-715)。
【００９０】
　ペプスポット(pepspot)アッセイに加え、標準的なELISAアッセイが行なわれ得る。添付
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の実施例に示されるように、小さなヘキサペプチドがタンパク質に連結され、免疫プレー
トにコートされ、試験される抗体と反応され得る。標準的な発色(例えば、ホースラディ
ッシュペルオキシダーゼを有する二次抗体および過酸化水素を有するテトラメチルベンジ
ジン)によってスコアリングが行なわれ得る。特定のウェル内での反応を例えば450nmでの
光学密度によってスコア化する。典型的なバックグラウンド(=陰性反応)は0.10Dであり得
、典型的な陽性反応は10Dであり得る。これは、陽性/陰性の差(比)が10倍を超え得ること
を意味する。さらなる詳細を添付の実施例に示す。特異性および本明細書に規定されるβ
-A4ペプチドの２つの領域を「特異的に認識する」能力を測定するためのさらなる定量的
方法を以下に示す。
【００９１】
　用語「β-A4ペプチドの２つの領域」は、例えば、配列番号3 (β-A4ペプチド)のN末端
アミノ酸3～6およびアミノ酸18～24位の中心/中央エピトープに関する２つの領域に関す
る。添付の実施例に示されるように、特に、本明細書に提供され、例示される(添付の実
施例参照)二重グリコシル化抗体Aアイソフォームは、Aβ(配列番号3に示される)のN末端
のアミノ酸1～10を含む第１の部分および中心/中央部分のアミノ酸17～26を含む第２の部
分のAβ分子の２つの部分を検出する。したがって、本明細書に提供され、本明細書に提
供される抗体のモノおよび二重グリコシル化アイソフォームを含む抗体混合物において、
２つの領域はまた、いくぶんより広がり得、そのため、例えば、アミノ酸1～10(もしくは
～11もしくは～12)、またはそのより短い部分を含むおよびアミノ酸17～26(もしくはアミ
ノ酸16～27)または例えば、アミノ酸19～26もしくは20～26)などのアミノ酸17～26を含む
より短い部分を含む。用語「β-A4ペプチド」は、本発明の状況において、本明細書にお
いて上記のAβ39、Aβ41、Aβ43、特にAβ40およびAβ42に関する。Aβ42はまた添付の配
列番号：3に示される。用語「β-A4ペプチドの２つの領域」はまた、本明細書に規定され
るβ-A4ペプチドの２つの領域またはその部分を含む「エピトープ」および／または「抗
原決定基」に関することは注目すべきである。本発明によれば、前記β-A4ペプチドの２
つの領域は、β-A4ペプチドの一次構造において(アミノ酸配列レベルで)少なくとも１つ
のアミノ酸、例えば少なくとも２つのアミノ酸、例えば少なくとも３つのアミノ酸、例え
ば少なくとも４つのアミノ酸、例えば少なくとも５つのアミノ酸、例えば少なくとも６つ
のアミノ酸隔てている。本明細書に示され、添付の実施例に示されるように、本発明の抗
体/抗体分子は、本明細書に規定されるβ-A4ペプチドの２つの領域を検出する/と相互作
用するおよび／または該領域と結合し、ここで、前記２つの領域は、(アミノ酸配列の一
次構造レベルで)少なくとも1つのアミノ酸隔てており、前記２つの領域/「エピトープ」
を隔てる配列は、7個より多くのアミノ酸、8個より多くのアミノ酸、10個より多くのアミ
ノ酸または約14個より多くのアミノ酸さえ含み得る。
【００９２】
　用語「β-A4ペプチドの２つの領域」はまた、前記２つの領域またはその部分からなる
コンホメーションエピトープまたは不連続なエピトープに関する。また、Geysen (1986)
、上記引用文中を参照。本発明の状況において、コンホメーションエピトープは、ポリペ
プチドが天然タンパク質にフォールディングされる場合に表面上で一緒になり、一次配列
で隔てた２つ以上の別々のアミノ酸配列によって規定される(Sela、(1969)Science 166、
1365およびLaver、(1990)Cell 61、553-6)。本発明の抗体分子は、本明細書に記載のβ-A
4の２つの領域または本明細書において以下に開示するその部分で構成される、および／
またはこれらを含むコンホメーションエピトープ(１つまたは複数)と特異的に結合/相互
作用すると考えられる。本発明の「抗体分子」は、(a) β-A4のアミノ酸1～11(またはそ
の部分(１つもしくは複数))を含むアミノ酸鎖、および(b) β-A4(配列番号3)のアミノ酸1
6～27(またはその部分(１つもしくは複数))を含むアミノ酸鎖に対して、同時および独立
した二重特異性を含むと考えられる。これらの鎖の断片または部分は、少なくとも２つ、
ほとんどの場合で少なくとも３つのアミノ酸を含む。
【００９３】
　抗体分子、例えば、免疫グロブリンは、とりわけ、３つの系：a)エプスタインバーウイ
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ルス核抗原を含有する一過的にトランスフェクトされたヒト胚性腎臓細胞(HEK 293 EBNA
、Invitrogen)、b)一過的にトランスフェクトされたチャイニーズハムスター卵巣細胞 (C
HO)、ならびにc)安定にトランスフェクトされたCHO細胞株(CHO K1およびCHO K1 SV、Lonz
a Biologies)で発現され得る。３つの異なる抗体分子(非、モノまたは二重グリコシル化)
は、以下に詳細に示すプロテインA精製、陽イオン交換クロマトグラフィーならびにサイ
ズカラム分離を含む、特定の精製工程によって分離され得る。
【００９４】
　本発明の一態様において、抗体分子は、例えば、CHO細胞またはHEK 293細胞、好ましく
はCHO細胞において組換えにより生成される。特定の態様において、上記同定されたグリ
コシル化パターンは、CHO細胞における発現後に得られ得る。CHO細胞は、当該技術分野で
非常によく知られており、とりわけ、CHO K1細胞またはCHO K1 SV細胞などの実験部分に
使用されるCHO細胞を含む。一般に使用されるHEK 293細胞はHEK 293 EBNAである。
【００９５】
　グリコシル化された本発明の抗体の組換え発現は、真核生物発現系、特に、CHO細胞に
おいて実施例に示すようにして行なわれる。しかしながら、さらなる発現細胞、すなわち
、真核生物細胞が構想され得る。真核生物細胞は、例えば、真菌または動物細胞を含む。
適当な真菌細胞の例は、酵母細胞、例えば、Saccharomyces属のもの、例えば、Saccharom
yces cerevisiae種のものである。適当な動物細胞は、例えば、NSO、MDCK、U2-OSHela、N
IH3T3、M0LT-4、Jurkat、PC-12、PC-3、IMR、NT2N、Sk-n-sh、CaSki、C33Aなどの、例え
ば昆虫細胞、脊椎動物細胞、例えば哺乳動物細胞である。また、ヒト細胞株が構想される
。これらの宿主細胞、例えばCHO細胞は、本発明の抗体分子に、リーダーペプチドまたは
シグナル配列除去、フォールディングおよびH(重)鎖およびL(軽)鎖の合成、ならびに最も
重要には正確な側鎖、つまり重鎖の可変領域における分子のグリコシル化を含む翻訳後修
飾を提供する。かかるシグナルペプチドまたはリーダー配列は、例えば、CHO細胞におけ
るその組換え産生中の分泌経路中に宿主シグナルペプチダーゼによってタンパク質分解的
に切断される。当該技術分野で公知のさらに適当な細胞株は、American Type Culture Co
llection (ATCC)などの細胞株寄託所から得られ得る。本発明によれば、一次細胞/細胞培
養物が宿主細胞としての機能を果たし得ることがさらに構想される。前記細胞は、特に、
昆虫(DrosophilaもしくはBlatta種の昆虫など)または哺乳動物(ヒト、ブタ、マウスもし
くはラットなど)から由来する。前記宿主細胞はまた、神経芽細胞腫細胞株などの細胞株
由来の細胞および／または細胞株から誘導された細胞を含み得る。
【００９６】
　したがって、本発明の抗体分子は、組換え発現系を用いて調製される。かかる系の一例
は、上記に指摘されるように、チャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞を用いた哺乳動物
発現系である。これらは、グルタミンシンセターゼ(GS)系 (WO 87/04462；WO 89/01036；
Bebbington、1992、Biotechnology (N Y)、10、169-75)とともに使用され得る。この系は
、GS酵素をコードする遺伝子および所望の抗体遺伝子でのCHO細胞のトランスフェクショ
ンを含む。次いで、無グルタミン培地で成長するCHO細胞が選択され、また、メチオニン
スルホキシイミン(MSX)を用いたGS酵素の阻害に供される。生存するため、細胞は、GS酵
素発現および同時にmAbの発現を増幅する。
【００９７】
　別の可能な発現系は、CHO細胞が、ジヒドロ葉酸還元酵素(dhfr-)を欠損し、成長に関し
てチミジンおよびヒポキサンチンに依存性であるCHO dhfr-系である。親CHO dhfr-細胞株
は、抗体およびdhfr遺伝子でトランスフェクトされ、したがって、dhfr+表現型のCHO細胞
形質転換体の選択が可能になる。選択は、チミジンおよびヒポキサンチンの非存在下で行
なわれる。抗体遺伝子の発現は、メトトレキサート(MTX)を用いた増幅によって増大され
得る。この薬物は、dhfr酵素の直接インヒビターであり、そのdhfr遺伝子コピー数を増幅
する耐性コロニーの単離を可能にし、したがって、これらの条件下で抗体遺伝子が充分に
働くことを可能にする。
【００９８】
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　精製された抗体分子、例えば、免疫グロブリンは、
　(a)哺乳動物細胞、例えば、CHO細胞またはHEK 293細胞中で、本明細書において上記規
定の抗体分子をコードする異種核酸分子を組み換え発現させる工程；ならびに
　(b)前記組み換え発現された抗体分子を、
　　(b1)プロテインAカラム精製工程;
　　(b2)イオン交換カラム精製工程、例えば、陽イオン交換クロマトグラフィー工程；な
らびに
任意に、
　  (b3)サイズ排除カラム精製工程
を含む方法によって精製する工程
を含む方法によって調製され得る。
【００９９】
　精製プロトコルは、さらなる濃縮工程、例えば、分析カラムを伴う例えば、透析濾過ま
たは解析工程などのさらなる工程を含み得る。該方法/プロセスはまた、例えば、濾過/ナ
ノ濾過によるウイルス不活化工程および／またはウイルス除去工程を含み得る。また、特
定のある工程が繰返される(例えば、２回のイオン交換クロマトグラフィー工程が行なわ
れ得る)こと、またはある工程(例えば、サイズ排除クロマトグラフィー)が省略され得る
ことが構想され、実現可能である。
【０１００】
　プロテインAは、ほとんどのIgG1アイソタイプのFc領域に結合する特異的リガンドの群
である。これは、いくつかのStaphylococcus aureus菌株によって合成され、それから単
離され得、クロマトグラフィービーズに連結され得る。いくつかの型のゲル調製物が市販
されている。
【０１０１】
　使用され得るプロテインAカラムの一例は、MabSelect(商標)カラムである。理想的には
、カラムは25mM Tris/HCl、25mM NaCl、5mM EDTAで平衡化され、細胞培養上清をカラムに
適用し、カラムを1M Tris/HCl pH7.2で洗浄し、100mM酢酸を用いてpH3.2で抗体が溶出さ
れる。
【０１０２】
　陽イオン交換クロマトグラフィーは、固定相の正帯電基および移動相にある試料間の相
互作用を利用する。弱い陽イオン交換体(例えば、CM Toyopearl 650(登録商標))が使用さ
れる場合、以下のクロマトグラフィー工程が行なわれる。100mM酢酸pH4での予備平衡化、
プロテインA溶出液の負荷および100mM酢酸pH4での洗浄後、抗体が溶出され、250mM酢酸ナ
トリウム(pH7.8～8.5)および500mM酢酸ナトリウム(pH7.8～8.5)工程を適用することによ
り分画される。最初の工程では、二重グリコシル化アイソフォーム画分およびモノグリコ
シル化アイソフォーム画分の混合物が通常溶出され、第２の工程を用いて、非グリコシル
化アイソフォーム画分が通常溶出される。
【０１０３】
　強力な陽イオン交換体(例えば、SP Toyopearl 650)からは、抗体は塩工程によって溶出
され得る。50mM酢酸pH5.0でのカラムの平衡化、プロテインA溶出液のpH4での負荷後に、5
0mM酢酸および210mM塩化ナトリウムを用いた最初の溶出工程が行なわれる。次いで、50mM
酢酸および350mM塩化ナトリウムの第２の溶出工程が適用される。最初の塩工程により、
二重グリコシル化アイソフォーム画分およびモノグリコシル化アイソフォーム画分の混合
物が通常溶出され、第２の塩工程により、非グリコシル化アイソフォームが通常溶出され
る。
【０１０４】
　また、抗体は、塩勾配によって強力な陽イオン交換体カラム(例えば、SP-Sepharose(登
録商標))から溶出され得る。予備平衡化、負荷およびpH4.5でカラム洗浄後、50mM MES pH
5.8から50mM MES/1M塩化ナトリウムpH5.8の塩勾配が適用される。ここで、二重グリコシ
ル化アイソフォーム、モノグリコシル化アイソフォームおよび非グリコシル化アイソフォ
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ーム画分は、通常、別々に溶出される。以下において、二重グリコシル化アイソフォーム
画分およびモノグリコシル化アイソフォーム画分は、生成物プールおよび／または所望の
抗体混合物がもたらされるようにプールされ得る。
【０１０５】
　二重-およびモノグリコシル化抗体分子、例えば、免疫グロブリンの混合物のさらなる
精製は、サイズ排除クロマトグラフィーによって行なわれ得る。有用なカラムの一例はSu
perdex 200(登録商標)カラムである。流出(running)バッファーの例としては、ヒスチジ
ン/塩化ナトリウム、例えば、10mMヒスチジン/125mM塩化ナトリウム/pH6、およびリン酸
緩衝生理食塩水(PBS)が挙げられる。
【０１０６】
　フロースルーモードにおける陰イオン交換クロマトグラフィーの後、濃縮/透析濾過は
、代替的精製工程である。Q Sepharose(登録商標)は、アニオン交換工程のための樹脂の
一例である。例えば、SPクロマトグラフィーからの溶出液は、37.5mM Tris/HCl pH7.9で
３倍に希釈され得、25mM Tris/83mM酢酸ナトリウムで予備平衡化されたQ-Sepharoseカラ
ムに通過され得る。フロースルーが回収され、pH5.5に調整され、例えば、Hydrosart 30k
D(登録商標)膜を用いた限外濾過によって濃縮される。以下において、濃縮物は、例えば
、10容量の20mMヒスチジン/HCl pH5.5に対して透析濾過され得る。
【０１０７】
　上記の精製プロトコルはまた、さらなる工程(c)として、Mono-S HR5/5カラムなどを使
用する分析クロマトグラフィー工程を含み得る。しかしながら、また、例えば、抗体分子
の濃縮のための透析濾過などのさらなる工程が構想される。
【０１０８】
　本発明の一態様において、本明細書に記載の抗体分子または上記に提供される方法によ
って調製される抗体分子を含む組成物、抗体調製物または抗体プールが提供される。本発
明のこの態様において、前記組成物は、モノまたは二重グリコシル化抗体を含む。別の態
様において、前記組成物は、モノおよび二重グリコシル化された(重鎖(１つまたは複数)
の可変領域(１つまたは複数)において)抗体を含み、前記組成物は、可変領域においてグ
リコシル化を欠く抗体分子に由来する。この態様の状況において、用語「抗体プール」は
、個々に単離され得、次いで１つの混合物に合わされるモノおよび二重グリコシル化(重
鎖(１つまたは複数)の可変領域(１つまたは複数)において)抗体の混合物に関する。本明
細書に提供される抗体混合物または抗体プールは、本明細書に規定される50%のモノグリ
コシル化抗体および50%の二重グリコシル化抗体を含み得る。しかしながら、また、30/70
～70/30比も構想される。しかし、当業者は本発明の抗体混合物において他の比もまた構
想されることを承知している。例えば、10/90または90/10、20/80または80/20ならびに40
/60または60/40もまた、本発明の状況において使用され得る。また、実施例に記載される
ように、本明細書において上記規定の二重グリコシル化およびモノグリコシル化抗体を含
む本発明の抗体混合物における特定の有用な比は、40/60～45/55の比である。
【０１０９】
　本明細書に提供される組成物は、診断組成物または医薬組成物において特に有用である
。
【０１１０】
　したがって、本発明は、
　(a)グリコシル化Asnを有する１つの抗原結合部位を含む上記規定の抗体分子;
　(b)グリコシル化Asnを有する２つの抗原結合部位を含む上記規定の抗体分子；または、
最も好ましくは、
　(c)抗体分子(a)～(b)の組合せ
を含む診断組成物または医薬組成物を提供する。
【０１１１】
　グリコシル化Asnを有する１つの抗原結合部位を含む抗体分子(１つまたは複数)および
グリコシル化Asnを有する２つの抗原結合部位を含む抗体分子(１つまたは複数)を含む本
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明細書に提供される組合せ(c)は、非グリコシル化(重鎖の可変領域に関して)アイソフォ
ームを欠く。上記に示されるように、用語「非グリコシル化(重鎖の可変領域に関して)ア
イソフォームを欠く」は、前記組合せにおいて5%未満、例えば4%未満、3%未満、2%未満、
1%未満または0.5%未満すらの抗体種が重鎖の可変領域において非グリコシル化である組合
せ/抗体プール/抗体調製物に関する。実施例に示されるように、前記組合せ/抗体プール/
抗体調製物は、非グリコシル化アイソフォームをほとんど含み得ない(0.5%未満)。所定の
抗体組成物内の所定のグリコシル化アイソフォームのパーセンテージおよび／または量(
本明細書に規定されるように、例えば、重鎖の可変領域におけるグリコシル化、とりわけ
添付の図14参照)は、当該技術分野で公知の方法によって容易に測定され得る。これらの
方法は、限定されないが、質量分析、SDS-PAGE分析イオン交換、HPLL、ELISAなどを含む
。
【０１１２】
　添付の実施例に示すように、AD患者由来のヒト脳組織の凍結切片を用いた免疫組織化学
的染色実験で、本発明の抗体による真性アルツハイマー病のβ-アミロイドプラークの特
異的および感受性の免疫修飾がインビトロで示される。また、Aβをワクチン注射された
患者由来のヒト抗Aβ抗体でも脳薄片のβ-アミロイドプラークの有効な染色が示された(H
ock、2002、Nature Medicine、8、1270-1275)。さらに、免疫修飾もまた、ヒトβ-アミロ
イドプラーク負荷を特徴とするトランスジェニック動物モデルにおいて示される(Richard
s、2003、J. Neuroscience、23、8989-9003)。類似の動物モデルにおいて、このプラーク
結合により、その除去、続いて疾患関連症状の改善がもたされることが示されたが、Fc依
存性プロセスの関与が考察された(Bard、2000、Nature Medicine、6、916-919；Wilcock
、2003、Neurobiology Disease、15、11-20；Wilcock、2004、J. Neuroscience、24、614
4-6151)。さらに、β-アミロイドプラークへの抗Aβ抗体の有効な結合は、遅い疾患進行
に相関すると報告された(Hock、2002、Nature Medicine、8、1270-1275；Hock、2003、Ne
uron、38、547-554)。ヒト脳組織のこの分析および死後分析により、小グリア細胞の食作
用がヒトにおけるプラーク除去に機械的に関与していることが示される(Nicoll、2003、N
ature Medicine、9、448-452)。したがって、本発明の抗体、または特に、医薬組成物に
含まれる抗体は、主にヒトのFcR依存性プロセスの原因となるヒトIgG1である。本発明の
抗体/本発明の混合物の効率的なβ-アミロイドプラーク免疫修飾は、薬物がヒトにおける
β-アミロイドプラークの存在を除去し、形成を予防するための受動免疫に有効であるこ
とを示唆する。
【０１１３】
　また、抗体は、好ましくは、血液脳関門を越えてその目的の場所に達するべきである。
ヒトIgGのようなサイズの大きな分子では、このプロセスは劇的に減少し、約0.1～0.2%の
血漿の抗体濃度でやっとCSF中で達成され得る。Aβペプチドに対する末梢効果を伴い得る
プラーク除去の機構は、なお、論議の的となっている主題である(Dodart、2002、Nature 
Neuroscience、5：452-457)。したがって、作製された本発明の治療抗体または対応する
本発明のモノおよび二重グリコシル化(重鎖可変領域において)の混合物はまた、可溶性単
量体AβペプチドまたはオリゴマーAβペプチド(例えば、凝集中間体) の中和もまた全体
的なアミロイド減少効果に寄与し得るため、Fc依存性プロセスの関与がなくAβ多量体を
インビトロで解重合し、かつCSF中の可溶性Aβ単量体およびオリゴマーに結合する性質を
有する(Du、2003、Brain、126：1-5)。
【０１１４】
　本発明の組成物は、固体または液体形態で、とりわけ、粉末(１種類または複数種類)、
錠剤(１種類または複数種類)、溶液(１種類または複数種類)またはエーロゾル(１種類ま
たは複数種類)の形態で投与され得る。前記組成物は、１種類以上の本発明の抗体/抗体分
子、最も好ましくは、本明細書に提供されるモノおよび二重グリコシル化抗体の混合物を
含み得る。
【０１１５】
　前記医薬組成物は、任意に薬学的に許容され得る担体および／または希釈剤を含むこと
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が好ましい。本明細書に開示する医薬組成物は、神経障害および／または神経変性障害の
処置に特に有用であり得る。前記障害としては、限定されないが、アルツハイマー病、筋
萎縮性側索硬化症(amyothrophic lateral sclerosis)(ALS)、オランダ人型アミロイドー
シスを有する遺伝性脳出血、ダウン症候群、HIV-痴呆、パーキンソン病および老化関連神
経障害が挙げられる。本発明の医薬組成物は、とりわけ、アミロイドプラーク形成の強力
なインヒビターとして、またはアミロイドプラークの解重合の強力な刺激因子として構想
される。したがって、本発明は、アミロイド形成(amyloidogenic)疾患/障害の処置に使用
される本発明の化合物を含む医薬組成物を提供する。用語「アミロイド形成疾患/障害」
には、アミロイド原線維の形成もしくは沈着および／または病原性APPタンパク質分解と
関連するか、またはそれに引き起こされる任意の疾患が含まれる。例示的なアミロイド形
成疾患としては、限定されないが、アルツハイマー病(AD)、ダウン症候群、レビー小体形
成関連痴呆、痴呆を有するパーキンソン病、軽度の認知障害、脳アミロイド血管障害およ
び血管性痴呆が挙げられる。種々のアミロイド形成疾患は、アミロイド沈着物のポリペプ
チド成分の性質によって規定および／または特徴付けられる。例えば、アミロイドβタン
パク質は、アルツハイマー病を有する被験体に見られるアミロイド沈着物に特徴的である
。
【０１１６】
　適当な医薬用担体、賦形剤および／または希釈剤の例は当該技術分野で周知であり、リ
ン酸緩衝生理食塩水溶液、水、油/水エマルジョンなどのエマルジョン、種々の型の湿潤
剤、滅菌溶液などが挙げられる。かかる担体を含む組成物は周知の従来の方法によって製
剤化され得る。適当な担体は、賦形剤、界面活性剤、張度剤などを含む、抗Aβ特異的結
合剤または抗体と合わされた場合、Aβの高い親和性結合を保持し、被験体の免疫系と非
反応性である任意の材料を含み得る。Remington's Pharmaceutical Sciences (1980)第16
版、Osol、A.編を参照のこと。これらの医薬組成物は、被験体に適当な用量で投与され得
る。適当な組成物の投与は、異なる方法、例えば、非経口、皮下、腹腔内、局所、気管支
内、肺内および鼻腔内投与ならびに、局所処置に所望される場合は、病変内投与によって
行なわれ得る。非経口投与としては、腹腔内、筋肉内、皮内、皮下静脈内または動脈内投
与が挙げられる。前記投与は、例えば、脳動脈内への部位または脳組織への直接の注射お
よび／または送達によって行なわれることが特に好ましい。本発明の組成物はまた、例え
ば、脳などの標的部位の外部または内部にバイオリスティック(biolistic)送達によって
標的部位に直接投与され得る。
【０１１７】
　本明細書に記載のグリコシル化抗体を含む医薬組成物は、所望の程度の純度を有する抗
体を任意の生理的に許容され得る担体、賦形剤、安定剤、界面活性剤、バッファーおよび
／または張度剤と混合することにより調製される。許容され得る担体、賦形剤および／ま
たは安定剤は、使用される投薬量および濃度でレシピエントに対して無毒性であり、リン
酸塩、クエン酸塩および他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸、グルタチオン、
システイン、メチオニンおよびクエン酸を含む酸化防止剤；保存剤(エタノール、ベンジ
ルアルコール、フェノール、m-クレゾール、p-クロル-m-クレゾール、メチルもしくはプ
ロピルパラベン、塩化ベンズアルコニウムまたはその組合せなど)；アルギニン、グリシ
ン、オルニチン、リシン、ヒスチジン、グルタミン酸、アスパラギン酸、イソロイシン、
ロイシン、アラニン、フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン、メチオニン、セリ
ン、プロリンおよびその組合せなどのアミノ酸；単糖類、二糖類および他の炭水化物；低
分子量(約10残基未満)のポリペプチド；ゼラチンまたは血清アルブミンなどのタンパク質
；EDTAなどのキレート化剤；トレハロース、スクロース、ラクトース、グルコース、マン
ノース、マルトース、ガラクトース、フルクトース、ソルボース、ラフィノース、グルコ
サミン、N-メチルグルコサミン(いわゆる「メグルミン」)、ガラクトサミンおよびノイラ
ミン酸などの糖類;および／またはTween、Brij プルロニック、Triton-Xもしくはポリエ
チレングリコール(PEG)などの非イオン界面活性剤が挙げられる。
【０１１８】
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　医薬組成物は、液体形態、凍結乾燥形態または凍結乾燥形態から再構成される液体形態
であり得、ここで、凍結乾燥調製物は投与前に滅菌溶液で再構成される。凍結乾燥組成物
を再構成するための標準的な手順は、ある容量の純水(典型的に凍結乾燥中に除去された
容量と等量)を添加し戻すことであるが、非経口投与用の医薬組成物の作製には、抗菌剤
を含む溶液が使用され得る。Chen (1992)Drug Dev Ind Pharm 18、1311-54もまた参照。
【０１１９】
　医薬組成物における例示的な抗体濃度は、約1mg/mL～約200mg/mlもしくは約50mg/mL～
約200mg/mL、または約150mg/mL～約200mg/mLの範囲であり得る。明白な理由のため、本明
細書に示す濃度は、液体または固体形態から正確に再構成される液体中の濃度に関するこ
とが強調される。
【０１２０】
　抗体の水性製剤は、例えば、約4.0～約7.0、または約5.0～約6.0の範囲、あるいは約5.
5のpHのpH緩衝溶液中で調製され得る。この範囲内のpHに適当なバッファーの例としては
、リン酸-、ヒスチジン-、クエン酸-、コハク酸-、酢酸-バッファーおよび他の有機酸バ
ッファーが挙げられる。バッファー濃度は、例えば、バッファーおよび製剤の所望の張度
に応じて約1mM～約100mM、または約5mM～約50mMであり得る。
【０１２１】
　張度剤は、製剤の張度を調節するために抗体製剤に含まれ得る。例示的な張度剤として
は、塩化ナトリウム、塩化カリウム、グリセリンおよびアミノ酸、糖類の群からの任意の
成分ならびにその組合せが挙げられる。
【０１２２】
　好ましくは、水性製剤は等張性であるが、高張性または低張性溶液が適当であり得る。
用語「等張性」は、生理学的塩溶液および血清などの比較されるいくつかの他の溶液と同
じ張度を有する溶液を表す。張度剤は、約5mM～約350mMの量で、特に105mM～305nMの量で
使用され得る。
【０１２３】
　界面活性剤はまた、製剤化された抗体の凝集を低下させるため、および／または製剤中
での微粒子の形成を最小限にするため、および／または吸着を低下させるために抗体製剤
に添加され得る。例示的な界面活性剤としては、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エ
ステル(Tween)、ポリオキシエチレンアルキルエーテル(Brij)、アルキルフェニルポリオ
キシエチレンエーテル(Triton-X)、ポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレンコポリマ
ー (Poloxamer、プルロニック)およびドデシル硫酸ナトリウム(SDS)が挙げられる。好ま
しいポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステルはポリソルベート20(商標Tween 20TM

で販売)およびポリソルベート80(商標Tween 80TMで販売)である。好ましいポリエチレン
ポリプロピレンコポリマーは、名称プルロニック(登録商標)F68またはポロキサマー188TM

で販売されているものである。好ましいポリオキシエチレンアルキルエーテルは、商標Br
ijTMで販売されているものである。界面活性剤の例示的な濃度は約0.001%～約1%w/vの範
囲であり得る。
【０１２４】
　また、凍結乾燥プロセス中の不安定化条件に対して不安定な活性成分(例えば、タンパ
ク質)を保護するために溶解保護剤(lyoprotectant)が添加され得る。例えば、公知の溶解
保護剤としては、糖類(グルコースおよびスクロースを含む)；ポリオール(マンニトール
、ソルビトールおよびグリセロールを含む)；ならびにアミノ酸(アラニン、グリシンおよ
びグルタミン酸を含む)が挙げられる。溶解保護剤は、一般的に約10mM～500nMの量で使用
される。
【０１２５】
　一態様において、製剤は、上記の薬剤(すなわち、グリコシル化抗体、界面活性剤、バ
ッファー、安定剤および／または張度剤)を含み、本質的に、エタノール、ベンジルアル
コール、フェノール、m-クレゾール、p-クロル-m-クレゾール、メチルもしくはプロピル
パラベン、塩化ベンズアルコニウムならびにその組合せなどの１種類以上の保存剤を含ま



(35) JP 5145241 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50

ない。別の態様において、保存剤は、例えば約0.001～約2%(w/v)の範囲の濃度で製剤中に
含まれ得る。
【０１２６】
　一態様において、本発明の抗体製剤は、
－　約1～約200mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　約0.001～約1%の少なくとも１種類の界面活性剤；
－　約1～約100mMのバッファー；
－　任意に約10～約500mMの安定剤および／または約5～約305mMの張度剤；
を含み得る、
－　約4.0～約7.0のpHの
非経口投与に適当な液体または凍結乾燥製剤である。
【０１２７】
　好ましい態様において、本発明の非経口製剤は、
－　約1～約200mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.04% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の
液体または凍結乾燥製剤である。
【０１２８】
　より好ましい態様において、本発明による非経口製剤はまた、
－　15mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.04% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMスクロース
を含み、
pH5.5の；
または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.04% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.04% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
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－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の
凍結乾燥製剤を含む。
【０１２９】
　別のより好ましい態様において、本発明による非経口製剤はまた、
－　7.5mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.022% Tween 20 w/v、
－　120mM L-ヒスチジン、
－　250 125mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　37.5mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　10mM L-ヒスチジン、
－　125mMスクロース、
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　37.5mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.01% Tween 20 w/v、
－　10mM L-ヒスチジン、
－　125mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　37.5mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　10mM L-ヒスチジン、
－　125mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　37.5mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.01% Tween 20 w/v、
－　10mM L-ヒスチジン、
－　125mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の；



(37) JP 5145241 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50

または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mM マンニトール
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　75mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　140mM塩化ナトリウム
を含み、
－　pH5.5の；
または
－　150mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMトレハロース
を含み、
－　pH5.5の、
または
－　150mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mM マンニトール
を含み、
－　pH5.5の、
または
－　150mg/mLの本明細書に記載のグリコシル化抗体もしくは抗体組成物、
－　0.02% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　140mM塩化ナトリウム
を含み、
－　pH5.5の、
または
－　10mg/mL Aβ抗体、
－　0.01% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　140mM塩化ナトリウム
を含み、
－　pH5.5の
液体製剤を含む。
【０１３０】
　一態様において、本発明の医薬組成物は、
－　10mg/mL Aβ抗体、
－　0.01% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　140mM塩化ナトリウム
を含み、
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－　pH5.5の
液体製剤である。
【０１３１】
　別の態様において、本発明の医薬組成物は、
－　75mg/mL Aβ抗体、
－　0.04% Tween 20 w/v、
－　20mM L-ヒスチジン、
－　250mMスクロース
を含み、
－　pH5.5の
凍結乾燥製剤である。
【０１３２】
　例示された製剤と関連する用語「本明細書に記載のグリコシル化抗体」は、本発明にお
いて、本明細書に規定されるモノグリコシル化抗体、本明細書に規定される二重グリコシ
ル化抗体ならびにその混合物を含み得る。
【０１３３】
　投薬計画は、担当医師および臨床因子によって決定される。医薬技術分野において周知
のように、任意の一人の患者に対する投薬量は、患者の体格、体表面積、年齢、投与され
る具体的な化合物、性別、投与の期間および経路、一般健康状態、ならびに同時に投与さ
れる他の薬物を含む多くの因子に依存する。タンパク質性医薬活性物質は、投与あたり1n
g～20mg/体重１kg、例えば、0.1mg～10mg/体重１kg、例えば、0.5mg～5mg/体重１kgの量
で存在し得る。しかしながら、特に前述の因子を考慮すると、この例示的な範囲より下ま
たは上の投与量が構想される。また、該計画が連続注入である場合、1μg～10mg/体重１
キログラム/分の範囲であるべきである。
【０１３４】
　本明細書に記載の医薬組成物は、短期作用性、高速放出、長期作用性または持続放出性
であるように製剤化され得る。したがって、医薬組成物はまた、低速放出または制御放出
に適当であり得る。
【０１３５】
　持続放出調製物は、当該技術分野で周知の方法を用いて調製され得る。持続放出調製物
の適当な例としては、マトリックスが成形された物品、例えば、フィルムまたはマイクロ
カプセルの形態である抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半透過性マトリックスが挙げ
られる。持続放出マトリックスの例としては、ポリエステル、L-グルタミン酸およびエチ
ル-L-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、ヒドロゲル、ポリラク
チド、分解性乳酸-グリコール酸コポリマーならびにポリ-D-(-)-3-ヒドロキシ酪酸が挙げ
られる。持続放出調製物中に含まれる抗体の生物学的活性のありうる損失および免疫原性
のありうる変化は、適切な添加剤を使用すること、含水率を制御すること、および特異的
ポリマーマトリックス組成物を開発することにより妨げられ得る。
【０１３６】
　進行は、定期的な評価によりモニターされ得る。組成物、すなわち、本発明のモノおよ
び／または二重グリコシル化抗体またはその混合物は、局所または全身に投与され得る。
末梢に投与される抗体は中枢神経系に入り得ることに注意されたい。とりわけ、Bard (20
00)、Nature Med. 6、916-919を参照のこと。非経口投与用の調製物としては、滅菌水性
または非水性溶液、懸濁液、およびエマルジョンが挙げられる。非水性溶媒の例は、プロ
ピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油などの植物油、およびオレイン
酸エチルなどの注射可能な有機エステルである。水性担体としては、生理食塩水および緩
衝媒体を含む、水、アルコール性/水性溶液、エマルジョンまたは懸濁液が挙げられる。
非経口ビヒクルとしては、塩化ナトリウム溶液、リンゲルのデキストロース、デキストロ
ースおよび塩化ナトリウム、乳酸化リンゲル液、または固定油が挙げられる。静脈内ビヒ
クルとしては、液体および栄養補給物、電解質補給物(リンゲルのデキストロースに基づ
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くなど)などが挙げられる。例えば、抗菌剤、抗酸化剤、キレート化薬剤、および不活性
ガスなどの保存剤および他の添加剤もまた存在し得る。さらに、本発明の医薬組成物は、
医薬組成物の意図される使用に応じてさらなる薬剤を含み得る。前記薬剤は、神経保護因
子、コリンエステラーゼインヒビター、M1ムスカリン性受容体のアゴニスト、ホルモン、
酸化防止剤、炎症のインヒビターなどの中枢神経系に作用する薬物であり得る。前記医薬
組成物は、例えば、神経伝達物質および／または神経伝達物質の代用分子、ビタミンEま
たはα-リポ酸などのさらなる薬剤を含むことが特に好ましい。
【０１３７】
　当業者、特に、限定されないが、生化学者、生物学者、化学者、製薬者および前記専門
家のグループは、容易に上記の医薬組成物を操作および作製する立場にある。担当医師な
どの医薬分野の当業者は、どのようにしてかかる医薬組成物が本明細書に規定される医薬
組成物での処置を必要とする患者に投与され得るかに精通している。かかる投与は、例え
ば、注入および／または注射による全身投与を含み得る。しかしながら、また脳への本発
明の化合物および／または化合物混合物の直接投与が構想される。例えば、化合物または
化合物混合物または化合物製剤は、脳への直接脳室内または鞘内注射、好ましくは脳実質
組織に対する影響を最小限にするために低速注入によって投与され得る。また、脳内への
低速放出移植物が使用され得る。また、例えば、本明細書に規定される抗体を産生する移
植された組換え細胞の使用による遺伝子療法アプローチが使用されることが構想される。
これらの「組換え細胞」は、本明細書に記載の抗体、特に、本発明の抗Aβ抗体の可変領
域/部分に本明細書に規定されるグリコシル化を提供し得るべきである。しかし、上記に
指摘のように、本発明の抗体/抗体混合物の１つの利点は、血液脳関門を超え、アミロイ
ドプラークに結合するその能力である。以下に記載する本発明の医薬組成物は、未知また
は病原性APP凝集もしくは病原性APPプロセッシングと関連もしくは依存するこれまでのす
べての疾患の処置のために使用され得る。これらは、アルツハイマー病およびアミロイド
-βの細胞外沈着物が役割を果たしていると思われる他の疾患の処置に特に有用であり得
る。これらは、ヒトに望ましく使用され得るが、動物処置もまた本明細書に記載の方法、
使用および組成物に包含される。
【０１３８】
　本発明の好ましい態様において、本明細書において上記に開示する本発明の組成物は、
任意に、適当な検出のための手段をさらに含む診断組成物である。診断組成物は、前述の
本発明の化合物、すなわち本明細書に記載のグリコシル化抗体の少なくとも１つを含む。
【０１３９】
　前記診断組成物は、本発明の化合物、特に、本発明のグリコシル化抗体分子、可溶性形
態/液相を含み得るが、前記化合物は固相支持体に結合/付着および／または連結されるこ
ともまた構想される。
【０１４０】
　固相支持体は、本明細書に規定される診断組成物と組み合せて使用され得るか、または
本発明の化合物は、前記固相支持体に直接結合され得る。かかる支持体は当該技術分野で
周知であり、とりわけ、市販のカラム材料、ポリスチレンビーズ、ラテックスビーズ、磁
気ビーズ、コロイド金属粒子、ガラスおよび／またはシリコンチップおよび表面、ニトロ
セルロースストリップ、膜、シート、デュラサイト(duracyte)、ウェルおよび反応トレイ
の壁、プラスチックチューブなどを含む。本発明の化合物(１つまたは複数)、特に、本発
明の抗体は、多くの異なる担体に結合され得る。周知の担体の例としては、ガラス、ポリ
スチレン、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリカーボネート、デキス
トラン、ナイロン、アミロース、天然および修飾セルロース、ポリアクリルアミド、アガ
ロース、およびマグネタイトが挙げられる。担体の性質は、本発明の目的のために可溶性
または非可溶性のいずれかであり得る。適切な標識および標識方法は上記に示し、さらに
本明細書において以下に示す。本発明の前記化合物(１つまたは複数)を固定/固定化する
ための適当な方法は周知であり、限定されないが、イオン、疎水性、共有結合相互作用な
どが挙げられる。
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【０１４１】
　本発明の診断組成物はアミロイド-βなどのAPPおよび／またはAPP-プロセッシング産物
の検出および／または定量のために、あるいは、病理学的および／または(遺伝的)修飾AP
P-切断サイドを検出および／または定量のために使用されることが特に好ましい。
【０１４２】
　添付の実施例に示すように、本発明のグリコシル化抗体分子は、間接免疫蛍光によるア
ルツハイマー病患者の脳切片内の真性ヒトアミロイドプラークの検出における診断試薬と
して特に有用である。
【０１４３】
　診断組成物に使用される本発明の前記化合物は、検出可能に標識されることが好ましい
。さまざまな技術が生体分子の標識に利用可能であり、当業者に周知であり、本発明の範
囲内とみなされる。当業者に公知の多くの異なる標識および標識方法がある。本発明に使
用され得る標識の型の例としては、酵素、放射性同位体、コロイド金属、蛍光化合物、化
学発光化合物、および生物発光化合物が挙げられる。
【０１４４】
　一般に使用される標識は、とりわけ、蛍光色素(フルオレセイン、ローダミン、テキサ
スレッドなど)、酵素 (ホースラディッシュペルオキシダーゼ、β-ガラクトシダーゼ、ア
ルカリホスファターゼなど)、放射性同位体(32Pまたは125Iなど)、ビオチン、ジゴキシゲ
ニン、コロイド金属、化学-または生物発光化合物(ジオキセタン、ルミノールもしくはア
クリジニウムなど)を含む。酵素またはビオチニル基、ヨード化、リン酸化、ビオチン化
などの共有結合などの標識手順は当該技術分野で周知である。
【０１４５】
　検出方法は、限定されないが、オートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡検査、直接および
間接酵素反応などを含む。一般に使用される検出アッセイは、ラジオアイソトープ法また
は非ラジオアイソトープ法を含む。これらは、とりわけ、ウエスタンブロッティング、オ
ーバーレイ-アッセイ、RIA (ラジオイムノアッセイ)およびIRMA (免疫放射免疫測定アッ
セイ)、EIA (酵素イムノアッセイ)、ELISA (酵素結合イムノソルベント検定法)、FIA (蛍
光イムノアッセイ)、ならびにCLIA (化学発光免疫アッセイ) を含む。
【０１４６】
　さらに、本発明は、アミロイド形成および／またはアミロイド-プラーク形成と関連す
る疾患の予防、処置および／または診断のための医薬組成物または診断組成物の調製のた
めの、本発明のグリコシル化抗体分子、または本発明の方法によって作製される抗体分子
、または本明細書に提供されるモノおよび二重グリコシル化抗体の混合物の使用を提供す
る。本明細書に記載の化合物、特に、本発明の抗体分子は、修飾または異常なAPP-プロセ
ッシングおよび／またはアミロイド形成と関連する神経系の病気の予防および／または処
置に使用されることがさらに好ましい。例えば、IgGフレームワーク、特にIgG1フレーム
ワーク内の抗体などの(操作された)免疫グロブリンの型の抗体分子、またはキメラ抗体(
特に、完全ヒト化抗体または完全抗体)、二重特異性抗体、単鎖Fv(scFv)もしくは二重特
異性scFvなどの型の抗体が、本明細書に提供される医薬組成物の調製に使用される。また
、本明細書に提供される抗体分子および混合物は、本発明の抗体分子が特異的にAβ4およ
び／またはアミロイド沈着物/プラークと相互作用し／これらを検出するため、添付の実
施例に示すような診断状況においても有用である。
【０１４７】
　したがって、本発明の化合物の本発明の使用は、例えば、β-アミロイドプラークの分
解、アミロイド(プラーク)除去またはβ-アミロイドプラーク形成に対する受動免疫によ
る改善が要求される神経障害のための医薬組成物の調製のための使用である。添付の実施
例に示されるように、本発明の抗体分子は、Aβ凝集の予防および既に形成されたアミロ
イド凝集塊の解重合に特に有用である。したがって、本明細書に記載の本発明のグリコシ
ル化抗体またはモノおよび二重グリコシル化抗体の混合物は、病原性アミロイド沈着物/
プラークの減少、アミロイドプラーク/プラーク前駆体の除去ならびにニューロン保護に
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使用される。特に、本発明の抗体分子は、アミロイドプラークのインビボ予防ならびに既
に存在するアミロイドプラーク/沈着物のインビボ除去に使用されることが構想される。
さらに、本発明の抗体分子または混合物は、AβペプチドおよびAβの凝集塊、すなわちア
ミロイド-βプラークに対する受動免疫アプローチに使用され得る。Aβ4/Aβ4沈着物の除
去は、とりわけ、Fc部分を含む本発明の抗体の医学的使用によって達成され得る。前記抗
体のFc部分は、Fc-受容体媒介免疫応答、例えば、マクロファージ(食細胞および／または
小グリア)および／またはヘルパー細胞の誘引に特に有用であり得る。Fc部分関連免疫応
答の介在のため、本発明の抗体分子は、好ましくは(ヒト)IgG1フレームワークにおけるも
のである。本明細書において論じられるように、本発明の抗体分子または抗体混合物で処
置される好ましい被験体はヒト被験体である。本発明の抗体分子のためのIgG2a-またはIg
G2b-フレームワークなどの他のフレームワークもまた構想される。IgG2aおよび(und)IgG2
b型の免疫グロブリンフレームワークが、マウスの状況、例えば、(ヒト)野生型または変
異APP、APP-断片および／またはAβ4を発現するトランスジェニックマウスの試験におい
て、例えば、本発明の抗体分子の科学的使用において特に構想される。
【０１４８】
　アミロイド形成および／またはアミロイド-プラーク形成と関連する上記の疾患は、限
定されないが、痴呆、アルツハイマー病、運動ニューロパチー、パーキンソン病、ALS (
筋萎縮性側索硬化症)、スクラピー、HIV関連痴呆ならびにクロイツフェルト‐ヤコブ病、
オランダ人型アミロイドーシスを有する遺伝性脳出血、ダウン症候群および老化関連神経
障害を含む。本明細書に提供される本発明の抗体分子および組成物はまた、アミロイド形
成および／またはアミロイドプラーク形成に関連する炎症過程の改善およびまたは予防に
有用であり得る。
【０１４９】
　したがって、本発明はまた、前記神経障害および／または神経変性障害を患う被験体お
よび／または前記神経障害および／または神経変性障害に罹患し易い被験体に、本明細書
に提供される抗Aβ抗体分子もしくは本発明のモノおよび／または二重-グリコシル化Aβ
抗体の混合物および／または本明細書において上記規定の組成物の有効量を投与する工程
を含む、神経障害および／または神経変性障害を処置、予防および／または遅延するため
の方法を提供する。本明細書に提供される処置は、本発明の化合物/組成物単独または同
時療法処置の形態、すなわち、他の薬物もしくは医薬との組合せの投与を含み得る。本発
明の特に好ましい態様において、対応する医学的介在を必要とする患者に、Aβに指向さ
れ、本明細書に提供されるモノおよび二重グリコシル化抗体を含む抗体混合物を投与する
工程を含む、神経障害および／または神経変性障害を処置、予防および／または遅延する
ための方法が提供される。
【０１５０】
　本明細書に使用される用語「処置」は、その必要がある患者への本明細書に記載のモノ
および／または二重グリコシル化抗体(もしくはその混合物)の投与が構想される。前記患
者はヒト患者であり得、一態様において、病原性APPプロセッシングに関連する障害を患
うか、または罹患しやすいヒトである。したがって、本明細書に使用される用語「処置」
は、本明細書に提供される化合物または化合物の混合物の予防的ならびに治癒的投与を含
む。
【０１５１】
　本明細書に提供される化合物および組成物によって処置される障害は、アルツハイマー
病である。おそらくアルツハイマー病であるという診断を有する患者は、この診断のNati
onal Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer
’s Disease and Related Disorders Associationの基準(NINCDS/ADRDA基準) Mckhann et
 al.、1984に基づいた。
【０１５２】
　また、本発明の状況において、「同時療法」状況における、例えば、アルツハイマー病
などのAPP関連障害の場合での本明細書に提供される化合物および／または組成物の医学
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またはガランタミンなどの認可された医薬を用いる同時療法が構想される。
【０１５３】
　また別の態様において、本発明は、本明細書に規定される少なくとも１つのグリコシル
化抗体分子、あるいは本明細書に提供される本発明のモノおよび／または二重グリコシル
化方法の混合物を含むキットを提供する。有利にも、本発明のキットは、任意に、バッフ
ァー(１種または複数種)、保存溶液および／または残留試薬あるいは医学的、科学的もし
くは診断アッセイの実施および目的に必要とされる材料をさらに含む。さらに、本発明の
キットの部分はバイアルもしくはボトル内に個々に、または容器内に組合せて、または多
容器ユニットにパッケージングされ得る。
【０１５４】
　本発明のキットは、とりわけ、本発明の方法を行なうために有利に使用され得、本明細
書に言及する種々の適用に、例えば、診断キット、研究手段または医学的手段として使用
され得る。さらに、本発明のキットは、科学的、医学的および／または診断目的に適当な
検出のための手段を含み得る。キットの製造は、好ましくは、当業者に公知の標準的な手
順に従う。
【実施例】
【０１５５】
　以下の非限定的な実施例は本発明を例示する。
【０１５６】
実施例1：クローニング技術による抗体Aの作製
　本発明によって、IgG1分子は、一般的なクローニング技術により作製された。抗体Aは
、そのコード配列およびその発現されるアミノ酸配列において、その重鎖の可変領域(VH)
を特徴とする。DNA配列にコードされる重鎖(heavy)の対応する例は以下のとおりであり、

以下の免疫グロブリンH-鎖:
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をコードする。
【０１５７】
　同じ重鎖はまた、以下の配列

に示されるさらなる「リーダー配列」を含む配列にコードされ得る。
【０１５８】
　対応するアミノ酸配列は、
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であり得る。
【０１５９】
　同様に、抗体Aの軽鎖は、以下のヌクレオチド配列:

にコードされ、以下のアミノ酸配列 (L-鎖):

をコードする。
【０１６０】
　さらにまた、「リーダー配列」が使用され得、対応する配列は、

であり得る。
【０１６１】
　この配列は、以下のアミノ酸配列

をコードする。
【０１６２】
　上記のこれらの配列は、WO 03/070760に開示されたMAB31から公知である。
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　しかしながら、例示された抗体A重鎖および軽鎖はまた、以下に示す:
a)重鎖
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配列にコードされ得る。
【０１６４】
　実施例1.1 ベクター構築
　合成ファージディスプレイライブラリーであるMorphoSys HuCAL Libraryの一次スクリ
ーニング後、第2回目の変異から生じた抗体Aの配列。抗体AのDNAは、最初にMorphoSys、G
ermanyのベクターpMorphに提供され、WO 03/070760の図2の付表p 6/43のFab発現ベクター
に相当する。本発明の目的のためのベクター構築において、ベクターpEE6.1およびpEE 14
.4 (ともに、Lonza Biologiesから市販）は、１つのベクターに両方の鎖を有する構築物
が得られるようにコードされている。添付の図1参照； WO 87/04462またはWO 89/01036参
照。以下のクローニングストラテジーを適用した。
【０１６５】
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　プライマーACGTAAGCTTGCCGCCACCATGGTGTTGCAG (センス、HindIII；配列番号29)および
プライマーACGTGAATTCCTAACACTCTCCCCTGTT (アンチセンス、EcoRI；配列番号30)を用いる
PCRによって、Ig κ鎖をベクターMS-Roche #7.9.H7_Ig_κ鎖(WO 03/070760に記載) から
単離し、pCR 2.1 Topo TA内に挿入し、挿入物を完全に配列決定した。HinDIII/EcoRI消化
によってpCR Topo 2.1 からIg κ鎖挿入物を除去し、HindIII/EcoRI挿入物としてベクタ
ーpEE14.4内にライゲートした。
【０１６６】
　プライマーACGTAAGCTTGCCGCCACCATGAAACACCTG (センス、HindIII；配列番号：31)およ
びプライマーACGTGAATTCTCATTTACCCGGAGACAG (アンチセンス、EcoRI；配列番号：32)を用
いるPCRによって、Ig γ1重鎖をベクターpMorph MS-Roche #7.9.H7_IgG1からクローニン
グし、pCR 2.1 Topo TA内に挿入し、挿入物を完全に配列決定した。HindIII/EcoRI消化に
よってpCR Topo 2.1からIg γ1重鎖挿入物を除去し、HindIII/EcoRI挿入物としてベクタ
ーpEE 6.4内にライゲートした。Notl/SalI消化によってPEE 6.4 IgG1から重鎖発現カセッ
トを除去し、単離された断片をSalI/Notl消化pEE14.4κ内に挿入し、最終の二重遺伝子構
築物pEE 14.4 mAb-31がもたらされた。
【０１６７】
実施例1.2:CHO細胞のトランスフェクションおよび抗体Aの発現
　標準的プロトコルに従いトランスフェクションを行なった。宿主細胞株CHO K1はLonza 
Biologics working cell bank (WCB) # 028-W2（Lonza, 2002, 1-179）由来であり、宿主
細胞株CHO K1 SVは Lonza Biologics master cell bank (MCB) #269-M（Lonza, 2003, 1-
87）由来であった。
【０１６８】
　WCB # 028-W2由来の接着CHO K1細胞に、リポソームトランスフェクション（Fugene, Ro
che Diagnostics）により、重鎖およびκ軽鎖遺伝子の両方を含むベクターpEE 14.4 MAb3
1をトランスフェクトした。トランスフェクション単離物をDMEM、GS補充（共にJRH Biosc
iences）、10％透析FCS（PAA Laboratories, CoS#R0-CEP 2001-083-Rev 00）および50μM
メチオニンスルフォキシミン（SigmaのMSX）中で選択した。2週間後、コロニーを選別し
て96ウェルプレートに移し、抗体産生についてELISAで試験した。抗体Aの最も高い発現を
有する4つのコロニーを連続的限界希釈によりクローン化して単一細胞由来培養物を得、
一週間後82クローンが派生し拡大培養した。
【０１６９】
　これらのクローンのうちの1つを、接着状態で48pg/細胞/日の最高特異的産生速度を有
するものとして選択した。さらに、限界希釈によりサブクローニングし、高い安定性で抗
体Aを発現する良好な産生体を得た(Pu, (1998) Mol Biotechnol, 10, 17-25)。さらに、C
HO K1細胞、MCB #269-M由来のCHO K1 SV細胞の異なる懸濁液にベクターpEE 14.4 MAb31を
、エレクトロポレーションによりトランスフェクトした。トランスフェクト体を先述と同
様に選択して得られたクローンを、限界希釈により単一細胞クローニングにかけ、抗体A
のいくつかの高い産生体クローンを得た。
【０１７０】
実施例1.3: 抗体Aを発現するクローンの懸濁培養への適合
　CHO K1クローンの最大成長特性を、種々のタンパク質加水分解物を添加したDHI培地中
で決定した：以下の改変：ダイズおよびコメ加水分解解物: 0.2％ダイズHyPep 1510およ
び0.2％コメHyPep 5603（Kerry Bioscience）、0.03％Pluronic F68（Invitrogen）、25
μM MSX（Sigma）および5％透析FCS（PAA Laboratories）を加えて、DMEM、Ham’s F12お
よびIMDMそれぞれ1:1:2（v:v:v）の割合の混合物である（Schlaeger and Schumpp, 1992,
 J Immunol Methods, 146, 111-20）、グルタミン無しDHI培地（Invitrogen）に細胞を、
最終的に適合した。FCS濃度を、細胞が無血清DHI培地中で指数関数的に増加するまで徐々
に減少した。無血清DHI培地中の一次シードバンクを数種類の組換え細胞クローン用に凍
結した。
【０１７１】
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　CHO K1 SVクローンを、ツーステップ手順(Lonza)で、10％透析FCSを含有するDMEMから2
5μM MSX（Gibco-Invitrogen）を有する化学的に規定されたCD-CHO培地中の懸濁培養に適
合させた。CD-CHOにおけるセルバンクを作製した。任意に、懸濁培養のためにおよび抗体
を発現するための基盤として、CHO細胞用の任意の他の無血清培地および無タンパク質培
地を使用した。
【０１７２】
実施例2: 抗体Aの産生
（流加発酵による）抗体Aの産生
　振盪フラスコまたはスピナー培養のいずれかにおけるストック培養物からの発酵のため
にCHOクローンを以下のように調製した：
　個々のクローンの冷凍バイアルを、100ml振盪フラスコまたは50～75mlの名目容積を有
するスピナー中、25μM MSXを含有するそれぞれの培地中で溶かした。
【０１７３】
　次いで、振盪フラスコまたはスピナーのいずれかで400～500ml容積のストック培養物に
達するように、細胞を1:5の連続的分割で拡大培養した。発酵物の接種に用いた細胞は、
溶かした後90日までのストック培養物に由来した。シード手順は、2L振盪フラスコまたは
スピナーにおける2x 1000mlの工程からなり、その後さらなる容器として10L発酵槽の接種
を続ける。あるいは、10L発酵槽は、流加容器自体または100L流加発酵槽用の接種として
機能し得た。10L発酵槽の接種まで選択培養培地中にMSXを存在させ、その後排除した。
【０１７４】
発酵プロセス:
0日目：3～4x105/ml細胞で開始（シード培養物から1:4～1:5スプリット）
2～3日目：播種の開始、細胞密度は1.5x106/mlより高くすべきである。
播種：2％/日で連続またはボーラス（bolus）播種
抗体Aアイソフォームの組成は発酵を通してイオン交換クロマトグラフィーによりモニタ
ーされた（下記参照）。
【０１７５】
　14～18日目：細胞の生存が落ち始め（50％）および期待されたタイターに達した際に、
遠心分離および／または濾過により細胞上清を回収し、濾過滅菌した。それを無菌的に保
存し、さらに次のセクションに記載されるように処理した。
【０１７６】
　標準的プロトコルに従って発酵を実施した、例えばWerner, (1993), Arzneimittelfors
chung, 43, 1242-9またはRendall, (2003). Proceedings of the 18th ESACT meeting, M
ay 11-14, 2003, 1, 701-704)を参照のこと。
【０１７７】
実施例3: 抗体Aの精製
　精製プロセスは3回のクロマトグラフィー工程および1回の透析濾過に基づく：プロテイ
ンAアフィニティークロマトグラフィー、陽イオン交換クロマトグラフィー、陰イオン交
換クロマトグラフィーおよび100kDメンブレンを使用した透析濾過。ゲルの種類およびカ
ラムサイズは1l MabSelect（GE Healthcare, Art. 17-5199, カラム直径9cm、床長さ18+/
-2cm）、0.4l CM-Toyopearl 650M（Toso Bioscience, Art. 007972, 小イオン容量=85マ
イクロ等価/ml、直径5.0cm、床長さ20+/-2cm）、1.3l Q-Sepharose FF（GE Healthcare, 
Art.17-0510-04）、直径9cm、床長さ20+/-2cmであった。カラムは室温で作動させた。画
分を2～8℃で保存した。検出は280nmであった。0.1 m2の面積を有するBiomax 100ウルト
ラフィルトレーションモジュール（Millipore Corp. Art. P2B100A01）を、濃縮および透
析濾過に使用した。
【０１７８】
プロテインAクロマトグラフィー
純水を使用して以下の溶液を調製した：
溶液A（平衡化バッファ）：25mM Tris、25mM NaCl、5mM EDTA、HClでpH 7.1+/0.1に調整
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した
溶液B（洗浄バッファ1）：100mM酢酸をNaOHでpH 4.5+/-0.1に調整した
溶液C（溶出バッファ）：100mM酢酸をNaOHでpH 3.2+/-0.1に調整した
溶液D（洗浄バッファ2）：100mM酢酸、75mM NaCl、pH 3+/-0.1
溶液E（再生バッファ）：2M塩酸グアニジン、100mM Tris、HClでpH7.5+/-0.1に調整した
溶液F（保存バッファ）：200mMベンジルアルコール、100mM酢酸、水酸化ナトリウムでpH 
5.0+/-0.1に調整した
【０１７９】
　カラムをまず3床容量の溶液Aで平衡化した。
【０１８０】
　その後、カラムに清浄した細胞培養上清を充填し（45 l, 386mg/l抗体）
5床容量の溶液Aで洗浄し、
3床容量の溶液Bで洗浄し、
3.5床容量の溶液Cで溶出して溶出物を回収し、
3カラム容量の溶液Dで洗浄し、
2カラム容量の溶液Eで再生し、
3床容量のバッファAで平衡化し、
保存のために床容量バッファFで洗浄した。
【０１８１】
　全クロマトグラフィー工程には線形的流速100cm/hを用いた。
【０１８２】
　カラム負荷は17.4g抗体/l Mabselectゲルであり、全アイソフォーム混合物の収率は96
％であった。
【０１８３】
ウイルス不活性化
純水を用いて以下の溶液を調製した：
溶液G（調整溶液）：2M酢酸ナトリウム
【０１８４】
　プロテインA溶出物のpHを濃縮酢酸または2M酢酸ナトリウム（溶液G）の添加によりpH 3
.5～3.7に調整した。15分間攪拌し、その後（than）2M酢酸ナトリウム（溶液G）を添加し
てpH 4+/-0.1に調整した。
【０１８５】
陽イオン交換クロマトグラフィー
　純水を用いて以下の溶液を調製した：
溶液H（平衡化バッファ）：100mM酢酸、NaOHでpH 4.0+/-0.1に調整した
溶液I（溶出バッファ1）：250mM酢酸ナトリウム、pHを調整せずにpH 7.8～8.5
溶液J（溶出バッファ2）：500mM酢酸ナトリウム、pHを調整せずにpH 7.8～8.5
溶液K（再生溶液）：0.5M水酸化ナトリウム
溶液L（保存バッファ）：0.01M水酸化ナトリウム
【０１８６】
　まずカラムを2床容量の溶液Kで再生して、次いで5床容量の溶液Hで平衡化した。
【０１８７】
　次に、カラムにプロテインA溶出物のアリコートを充填して1床容量の溶液Hで洗浄した
。
【０１８８】
　6床容量の溶液Iでカラムを溶出した。この工程で二重グリコシル化およびモノグリコシ
ル化アイソフォームの混合物を溶出した。次の工程で、3床容量の溶液Jを用いて非グリコ
シル化アイソフォームを溶出した。
【０１８９】
　使用後カラムを2床容量の溶液Kで再生し、このバッファ中で24時間保存し、次いで、2
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床容量の溶液Kで再度洗浄した。保存のためにカラムを3床容量の溶液Lで洗浄した。
【０１９０】
　例示クロマトグラムを図3に示す。
【０１９１】
　クロマトグラフィーの画分を下記の解析IEXで解析した。
【０１９２】
　線形的流速100cm/hを、全てのクロマトグラフィー工程に使用した。
【０１９３】
　カラム負荷は14.3g抗体/l CM-Toyopearl 650Mであり、二重グリコシル化およびモノグ
リコシル化アイソフォームの混合物の収率は79％であり、非グリコシル化アイソフォーム
の収率は6.2％であった。
【０１９４】
Q-Sepharose FFを用いたフロースルークロマトグラフィー
純水中に以下の溶液を調製した：
溶液M（希釈バッファ）：37,5mM Tris、酢酸でpH 7.9+/-0.1に調整した
溶液N（調整溶液）：2M Tris
溶液O（平衡化バッファ）：83mM酢酸ナトリウム、25mM Tris、pH 7.5+/-0.1
溶液P（再生バッファ1）：0.5M NaOH/1M NaCl
溶液Q（再生バッファ2）：0.2M酢酸/1M NaCl
溶液R（保存バッファ）：0.01M NaOH
【０１９５】
　まずCMTカラムからの溶出物（酸性）を、溶液Mで1:3に希釈し、次いで溶液NでpH 7.5に
調整した。
【０１９６】
　まずカラムを2床容量の溶液Oで平衡化して、次にCMTカラムの希釈した溶出物を、カラ
ムに通して処理しフロースルーを回収した。280nmの吸光度が0.1未満になるまで溶液Oを
有する溶液で生成物をカラムから洗い落とした（フロースルー回収）。
【０１９７】
　1.5床容量の溶液Pでカラムを再生して1時間保存し、次いで別の1.5床容量の溶液Pで再
生した。その後、2床容量の溶液Qでカラムを再生し3床容量の溶液Rで洗浄して保存した。
【０１９８】
　線形的流速100cm/hを、全てのクロマトグラフィー工程に使用した。
【０１９９】
　カラム負荷は3.5g抗体/l Q Sepharose FFであり、二重グリコシル化およびモノグリコ
シル化アイソフォームの混合物の収率は91％であった。
【０２００】
透析濾過
純水を使用して以下の溶液を調製した：
溶液S（透析濾過バッファ）：20mMヒスチジン、HClでpH 5.5に調整した
【０２０１】
　フィルターホルダーPellicon 2（Millipore Corp.）を、1ウルトラフィルトレーション
モジュール型Biomax 100（Millipore Corp.、面積=0.1m2、Art.P2B100A01）に備えた。シ
リコンチューブを備えたWATSON-MARLOW 501 Uポンプをポンピングのために使用した。バ
ッファOでシステムをすすぎ、次いで3.8リットル（1.1g抗体/l）のQSクロマトグラフィー
のフロースルー（濃縮酢酸でpH 5.5に調整）を、4～11℃の1時間以内で250～300mlに濃縮
した。次に、3リットルのバッファS（約10倍量）に対して透析濾過（V=一定）を行なった
（4～11℃）。最終的に生成物をMillipac 20フィルター（Millipore Corp.）を用いて濾
過滅菌した。ウルトラフィルトレーション/透析濾過工程の収率は91％であった。生成物
の濃度は15mg/mlであった。生成物を－70℃で凍結し得た。
【０２０２】
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画分解析のための解析IEX法
カラム：Mono-S HR 5/5（GE Healthcare, Art. 17-0547-01）
バッファ1：50mMモルフォリノエタンスルホン酸、水酸化ナトリウムでpH 5.8に調整
バッファ2：50mMモルフォリノエタンスルホン酸、1M NaCl、水酸化ナトリウムでpH 5.8に
調整
流速：1ml/分
検出：280nm
試料負荷：36～72μ
勾配：時間    ％バッファ2
        0分    0
        1      0
       25     63
       27     63
       28      0
       35      0
【０２０３】
　例示的クロマトグラムを図2に示す
【０２０４】

【０２０５】
実施例4:SDS-PAGEによる抗体Aアイソフォームの特徴づけ
　4～12％ NuPage勾配Bis-Trisゲル（Invitrogen）および対照としてマーカーMARK12（In
vitrogen）と共に標準的プロトコルを用いてSDS-PAGE解析を行なった。発酵物（Prod 01,
 02, 03）またはスピナー培養物（他全てのレーン）からの1～3μgのプロテインA精製上
清をウェルごとに流した。還元条件下での解析により、重鎖の分子量範囲中でピーク1に
ついて一本のバンド（二重グリコシル化抗体A）、ピーク2について二本のバンド（モノグ
リコシル化抗体A）およびピーク3について一本のバンド（非グリコシル化抗体A）が生じ
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た。ピーク2の二本のバンドの分子量はピーク1およびピーク2それぞれの分子量に相当し
た。
【０２０６】
　HEK 293 EBNA細胞における一過的トランスフェクション、CHO細胞における一過的トラ
ンスフェクション、およびCHO細胞における安定発現などの数種類の発現系を用いて同様
の結果が得られた。
【０２０７】
実施例5:質量分光（MS）分析による抗体Aアイソフォームの特徴づけ
　全抗体Aアイソフォームの完全抗体質量プロファイルをエレクトロスプレーイオン化質
量分析（ESI-MS）により決定した。
【０２０８】
　このために、抗体Aの試料を非還元条件下で調製した。試料を、G25ゲル濾過により2％
蟻酸および40％アセトニトリル中で脱塩し、WatersのQ-Tof2またはLCT-質量分析装置のES
I-MS分析に使用した。
【０２０９】
　分子質量による分離により非グリコシル化抗体Aとモノグリコシル化抗体A間に1623の違
いがあることが得られた。アミノ酸配列からの非グリコシル化抗体Aについての予想質量
は145,987Daであり、実験で測定した質量145,979Daと良く合致している。同様に、モノお
よび二重グリコシル化抗体Aアイソフォームは、図4に示すように1624Da異なっている。分
子質量に見られた違いは本明細書の以下により詳細に示すN-グリコシル化パターンと適合
する。
【０２１０】
実施例6: 抗体AのAsn-52グリコシル化構造
　Asn52は、重鎖可変部分の配列aaa-aaa-Asn-Ala-Ser-aaa-aaaの一部であり、N-グリコシ
ル化コンセンサス配列Asn-aaa-Ser/Thrに相当する。Asn52のN-結合グリコシル化は、抗体
AアイソフォームのトリプシンペプチドマッピングおよびAsn52を含むペプチドHC/T4質量
分析評価により確認された。非グリコシル化抗体Aのトリプシンペプチドマップにおいて
、質量で非グリコシル化HC/T4ペプチドに対応するペプチドが独占的に存在し、Asn52がグ
リコシル化されていないことを示すが、モノまたは二重グリコシル化抗体Aにおいてペプ
チドは質量でN-結合糖構造を含有するHC/T4に対応することが検出された。
【０２１１】
　トリプシンによる重鎖のペプチドHC/T4におけるコンセンサス配列のグリコシル化をさ
らに確認するために、グリコシル化HC/T4ペプチドを、グリコシル化抗体Aアイソフォーム
のペプチドマップから単離して、N-グリコシダーゼFとのインキュベーションの前後でのM
ALDI-質量分析により解析した。N-グリコシダーゼF処理の前、N-結合糖構造を含むHC/T4
ペプチドに対応する質量が得られた。しかし、N-グリコシダーゼF処理したHC/T4ペプチド
の質量は、N-グリコシダーゼFによりアスパラギンから糖鎖が除去された場合（AsnからAs
pへの転換）に予想されるような非グリコシル化HC/T4に対して予想された質量+1Daに相当
した。
【０２１２】
　Asn52に結合する糖構造におけるN-アセチル-ノイラミン酸の存在は、N-結合複合体およ
びハイブリッド型糖構造の存在をさらに示す。このためにグリコシル化抗体Aアイソフォ
ームをN-グリコシダーゼFで処理することでノイラミニダーゼの有無でAsn52でなく、Asn3
06のN-糖が除去され、変性および還元および脱塩によるHCおよびLCの分離後に解析した。
両アプローチからHCについて得られた質量は、1つまたは2つのシアル酸に対応する約291D
aまたは582Da異なっていた。このことから、複合体および／またはハイブリッド型のN-結
合糖はAsn52に結合していることも結論付けられた。
【０２１３】
　このAsn-52グリコシル化、N-グリコシル化は、主に、コアフコシル化を有さず、N-アセ
チル-ノイラミン酸を含むバイアンテナ複合型の80％までが高度にシアリダーゼ化（siali
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dated）されるバイアンテナ複合型の糖構造（≧75％；主に80～90％）からなった。少数
の糖構造はバイアンテナハイブリッドおよびオリゴマンノース型(≦25％)のそれぞれに属
した（図5または図27）。全てのAsn52グリコシル化構造に共通するのは、N-グリコシダー
ゼによる完全な抗体Aからの切断に対する耐性であった。
【０２１４】
実施例7: 抗体AのAsn306グリコシル化構造
　上記で指摘されるように、抗体Aは重鎖（HC）のFc部分のアスパラギン306（Asn306）に
結合する、バイアンテナ複合型オリゴ糖鎖からなる抗体型グリコシル化を含んだ。抗体が
、末端ガラクトシル化、シアリル化の程度およびコアフコシル化の程度において異なるか
かるバイアンテナ複合型オリゴ糖鎖の異なるアイソフォームを含むことは周知である。ま
た、コアフコシル化の程度により抗体のエフェクター機能が調節されることが広く受け入
れられるように、Fcに位置する糖鎖におけるコアフコシル化を欠損する程度が抗体のイン
ビボ効果に重要であることも知られている。
【０２１５】
　抗体Aについて、Asn306に結合するFcに位置する糖鎖中の主要な抗体の典型的なバリエ
ーション（Routier (1997), Glyoconjugate 14(2), 201-207; Raju (2003), BioProcess 
International, 44-52）は、末端ガラクトシル化およびコアフコシル化に関係することが
見出された。
【０２１６】
　末端ガラクトシル化（G0 : G1 : G2構造）の程度における不均一性は、約35～40％G0-
構造、約45％G1-構造および約15～20％G2-構造であることが決定された（構造の模式的説
明については図6または図27参照）。
【０２１７】
　コアフコシル化を欠損するFc糖構造の含有量、即ち核糖構造の最内部のN-アセチル-グ
ルコサミンに結合するフコースユニットを欠損することは、おそらく抗体に重要であり、
このフコースユニットの有無がエフェクター細胞のFcレセプターへの抗体の結合を調節し
、これらの細胞の活性化に影響を及ぼし得る。
【０２１８】
　抗体Aについて、Asn306におけるコアフコシル化を欠損する糖鎖アイソフォームの相対
含有量は、以下に記載される2つの異なる方法により測定された：
【０２１９】
A)　完全グリコシル化HCの質量分析：
　抗体Aの試料を、6M塩酸グアニジンおよび250mM TCEPの存在下で軽鎖（LC）に変性、還
元させ、HCをグリコシル化させた。還元した試料を2％蟻酸および40％アセトニトリル中
で脱塩し、WatersのQ-Tof2またはLCT質量分析装置のESI-MS分析のために使用した。得ら
れたm/zスペクトルから個々のオリゴ糖アイソフォームの相対含有量を、選択された単一m
/z状態から個々のオリゴ糖アイソフォームを含むグリコシル化HCのピーク高さにより計算
した。コアフコシル化を欠損する糖構造の相対含有量の計算のために、コアフコースを欠
くG0構造（G0-Fuc）のピーク高さをG0+（G0-Fuc）の合計と関連付けた。
【０２２０】
　オリゴ糖構造が対照実験におけるMS分析の前のN-グリコシダーゼFとのインキュベーシ
ョンにより除去されたそれぞれの炭化水素構造を、グリコシル化HCについておよびHCにつ
いて得られた質量の差に従って整列させた。
【０２２１】
B)　HPEAC-PADによる放出されたオリゴ糖のクロマトグラフィー解析：
　抗体Aの試料を、Asn306からオリゴ糖鎖を放出させるために、pH 7.2のリン酸ナトリウ
ムバッファ中のN-グリコシダーゼFとインキュベートした（Asn52の糖構造は、使用された
条件下で完全な非変性抗体からは除去されない）。放出された糖鎖を、遠心分離濾過によ
り抗体Aタンパク質から分離し、強アルカリpH（pH 13）の酢酸ナトリウム勾配を使用して
、BioLCシステムのDionexのCarbo Pac PA200カラムで解析した。使用したカラムは、フコ
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シル化オリゴ糖鎖から非フコシル化体を溶解することができた。それぞれの炭化水素構造
に対して得られた個々のピークの割当は、Carbo Pac PA200カラムで解析された適切なオ
リゴ糖標準の1つに対する保持時間を比較すること、およびMALDI質量分析により分離され
回収されたピークのモル質量を測定することのそれぞれによりなされた。コアフコシル化
を欠損する糖構造の相対含有量の計算のために、コアフコースを欠損する全構造中の面積
％の合計を作った。
 
【０２２２】
　数種類のバッチ（二重およびモノグリコシル化抗体Aアイソフォームの組合せ）および
精製された抗体Aアイソフォームのそれぞれの解析により、オリゴ糖鎖と結合した非フコ
シル化Asn306の含有量は約14％～27％（MSにより測定）および6％～26％（HPAEC－PADに
より測定）のそれぞれの範囲にあることが明らかとなった。
【０２２３】
実施例8:表面プラズモン共鳴（SPR）によるインビトロでの抗体A組成物ならびにAβ1-40
およびAβ1-42繊維に結合するアイソフォーム（例えば本発明の非、モノ、二重グリコシ
ル化抗体）についてのKD値の測定
　抗体Aの原繊維Aβへの結合は、オンラインで、表面プラズモン共鳴（SPR）により測定
され、分子相互作用の親和性は以下のように測定された：これらの測定にはBiocore2000
およびBiocore3000装置が使用された。Aβ1-40およびAβ1-42繊維は、インビトロで、10m
M酢酸Naバッファ（pH 4.0）中200μg/mlの濃度の合成ペプチドを3日間37℃でインキュベ
ーションすることで生成された。電子顕微鏡分析により両ペプチドについて原繊維構造が
確認され、Aβ1-40は主に短く（＜1ミクロン）、Aβ1-42は主に長い（＞1ミクロン）繊維
を示した。これらの繊維は、不定形の凝集物および構造をとらない沈殿物の不明確な混合
物よりもさらに密接してヒトAD脳中で凝集したAβペプチドを提示すると推定された。該
繊維を1:10に希釈し、製造業者の指示マニュアル（BIAapplication Handbook, version A
B, Biacore AB, Uppsala, 1998）に記載されるようにCM5に対して直接カップリングさせ
た。
【０２２４】
　このカップリング手順は、表面をN-ヒドロキシスクシニミドおよび塩酸1-エチル-1-(3-
ジアミノプロピル)-カルボジイミドの水性混合物と接触させることにより、表面のカルボ
ン酸基が化学的に反応性のスクシニミドエステル基に移行される際の、活性化工程および
、200～350共鳴ユニット（1共鳴ユニット（RU）はおよそ1ピコグラム/mm2の表面負荷に相
当する）の10mM酢酸バッファ（pH4.5）に溶解させた繊維と活性化表面を接触させる際の
、固定化工程を含んだ。次いで、該繊維負荷表面を、200nM≧C≧0.15nMの濃度範囲の抗体
溶液と接触させた。会合相（バッファと接触している間）および解離相（バッファと接触
した後）の間にモニターされた典型的な時間依存性応答曲線（＝センサグラム（sensogra
m））を図7に示す。
【０２２５】
　抗体AアイソフォームのAβ1-40およびAβ1-42繊維への結合に対するKD値を以下の表に
示す。簡潔に、KD値は濃度依存平衡結合応答を用いたスキャッチャード型解析により計算
した。これらの平衡結合定数は2種類の方法で得られた。
【０２２６】
　低抗体濃度における非常に遅い会合プロセスのために、平衡に達する接触間隔は非常に
長かった（図7）。にもかかわらず、かかる接触間隔はBiacore装置で実現され得、実験平
衡応答はスキャッチャード解析に供され得た。
【０２２７】
　平衡結合データもまた、短い時間に依存する会合曲線を無限大に外挿することで得られ
た。次いで、これらの理論的に得られた平衡結合レベルは、KD値の測定のために再度使用
された。
【０２２８】
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　平衡センサー応答を測定する方法とは独立して、曲線スキャッチャードプロットを得た
。曲線スキャッチャードプロットから、高い（二価）および低い（一価）親和性相互作用
が、二次親和性成熟サイクル由来の抗体Aアイソフォームについて導き出された。これら2
つの親和性は、以下の表に示される範囲の下限および上限KD値を示す：
【０２２９】

【０２３０】
　上記の表は、表面プラズモン共鳴によって測定されるように、抗体AアイソフォームとA
β1-40繊維の相互作用によって形成される、低い親和性複合体（一価）および高い親和性
複合体（二価）のKD値を示す。外挿された平衡応答（「外挿」と記される）を用いて測定
されるKD、および実験的に測定された平衡応答（「実験的」と示す）を用いて測定される
KD値が提供される。外挿値は少なくとも6回で測定され、標準偏差が提供される。実験的
および外挿平衡センサー応答を基にしたKDはこれらの標準偏差によって与えられた範囲内
で等しい。
【０２３１】
実施例9:デカペプチドを用いたペプスポット分析による抗体A組成物およびアイソフォー
ム（例えば本発明の非、モノまたは二重グリコシル化抗体）のエピトープマッピング
　エピトープ（抗原決定基）は線形または立体的であり得る。本明細書に記載される二重
エピトープ特異性は、抗体と2つの非連続的線形的ペプチドとの反応性により規定された
。
【０２３２】
　特異的なエピトープ認識の規定に使用されたエピトープマッピングアプローチは、マイ
クロプレート上にコートされたヘキサペプチドコンジュゲートによるELISA技術またはペ
プスポット技術に基づく。後者の技術により、タンパク質のPVDF膜へのウェスタンブロッ
トについて一般公知のプロトコルによる抗体の検出および定量が可能になる。
【０２３３】
　適用されたエピトープマッピング技術は線形的エピトープを特異的に検出するように設
計されるが、不連続または立体構造的エピトープのような、より空間的に複雑なエピトー
プのマッピングには適用できない。ドメインスキャンおよびコンビナトリアルペプチドア
レイのような立体構造的または不連続的エピトープマッピングに利用可能な技術は、36ア
ミノ酸（ドメイン）までの長いペプチドまたはそれぞれが12アミノ酸からなる組み合わさ
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れたペプチドを要する。
【０２３４】
　従って、適用される技術は、不連続的または不連続的に分散したエピトープのいずれか
の立体構造的エピトープが含まれることを除いて、線形的エピトープに対して特異的であ
ると考えられる。
【０２３５】
　まとめると、示されたデータは、本明細書中に規定されたAβペプチド中の2つの領域は
、単一の6量体または10量体Aβペプチドに対して調べた抗体の独特な二重エピトープの特
異性に基づいて同時に認識した独立した線形エピトープに類似することを示す。
【０２３６】
　以下のAβ（1-42）を包含するアミノ酸配列を、1アミノ酸のフレームシフトを有する43
の重複するデカペプチドに分割した。この数字は、抗体の最適な結合のためにデカペプチ
ド中に存在しなくてはならないAβ1-40配列由来の必須アミノ酸のことをいう。
【０２３７】
　ISEVKM1DAEF RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL MVGGVVI42ATV IV（配列番号：4）。
従って、DAEF RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL MVGGVVIA（配列番号:3）はAβ4/β-A4
ペプチドのアミノ酸1～42を表す。
【０２３８】
　43のデカペプチドを、N末端アセチル化および市販の供給者（Jerini  BioTools, Berli
n）によるセルロースシートへのC末端共有結合（「ペプスポット」）により合成した。セ
ルロースシートを、ロッキングプラットフォーム上で、ブロッキングバッファ（50mM Tri
s.HCl、140mM NaCl、5mM NaEDTA、0.05％NP40（Fluka）、0.25％ゼラチン（Sigma）、1％
ウシ血清アルブミン第V因子（Sigma）、pH 7.4）中のモノクローナル抗体（1μg/ml）で2
時間インキュベートした。シートをロッキングプラットフォーム上で、TBS（10mM Tris.H
Cl、150mM NaCl、pH 7.5）で3分間、3回洗浄した。次いで、フィルターペーパー上に押し
付け、カソードバッファ（25mM Tris塩基、40mM 6-アミノヘキサン酸、0.01％SDS、20％
メタノール）で湿らせ、ペプチド面を同じ大きさのPVDF膜（Biorad）に対面するように、
セミドライブロッティングスタックに転写した。
【０２３９】
　セミドライブロッティングスタックは、ペプチドシートよりもわずかに大きい新しく湿
らせたフィルターペーパー（Whatman No.3）：
カソードバッファで湿らせた3枚のペーパー
ペプチドシート
メタノールで湿らせたPVDF膜のシート
アノードバッファ1（30mM Tris塩基、20％メタノール）で湿らせた3枚のペーパー
アノードバッファ2（0.3mM Tris塩基、20％メタノール）で湿らせた3枚のペーパー
で構成された。
【０２４０】
　0.8mA/cm2のカソードとアノード間の電流密度で、セルロースシートから抗体が完全に
溶出し、PVDF膜に転写されるのに十分なように、転写を1時間行なった。PVDF膜をブロッ
キングバッファに10分間浸漬した。フルオロクロームIRdye800（Rocklandコード番号609-
132-123）で標識したヤギ抗ヒトIgG(H+L)を、Odysseyブロッキングバッファ（Li-Cor）中
に1:10,000に希釈して添加し、さらにPBS、0.05％Tween20で1:1に希釈した。膜をロッキ
ングプラットフォーム上で1時間インキュベートした。これをTBST（0.005％Tween20添加T
BS）で3x10分間洗浄した。図8に示すように、膜を乾燥させ、長波長蛍光スキャナー（Ody
ssey）を用いて、800nm蛍光でスキャンした。
【０２４１】
　抗体反応スポットの正確な割当を、PVDF膜を針で穿刺してマーキングすることで達成し
た。問題の抗体のエピトープは反応性ペプチド中の最小アミノ酸配列として規定した。各
スポット上の蛍光強度を統合して相対蛍光単位（RFU）として記録した。比較のために、2
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つのマウスモノクローナル抗体（N-末端ドメインに対する特異性を有する抗体6E10（Kim 
(1998).,）と同等であるBAP-1、および中間ドメインに対する特異性を有する抗体4G8 (Ki
m (1998),)と同等であるBAP-44）を、検出のための抗ヒトIgの代わりに抗マウスIgを用い
る以外は同じ方法で解析した。
【０２４２】
　通常、親和性成熟度および一価のFabフラグメントの完全長IgG1抗体への転換により、
ペプスポットおよびELISA解析で示される場合のエピトープ認識配列の何らかの広がりが
生じることを示しておく。これは、親和性成熟の結果として抗体抗原相互作用領域におけ
るより多くの接点の介入、または最小エピトープへのより強い結合に関連し得、隣接する
アミノ酸との弱い相互作用も検出され得る。後者は、Aβ由来ペプチドが全長IgG抗体でプ
ローブされる場合であり得る。以下の表に示すように、N末端および中間エピトープの認
識配列は、親（parent）Fabと対応する完全に成熟したIgG抗体を比較した場合、3アミノ
酸まで伸長された。しかしながら、デカペプチドはC末端アミノ酸で共有結合のために修
飾され、そのためにこのアミノ酸は立体障害のために完全長抗体に容易には接近し得ない
ことを留意しなければならない。これがあてはまる場合、最後のC末端アミノ酸がエピト
ープ認識配列に有意に寄与せず、C末端における1アミノ酸による最小認識配列の潜在的な
減少が、本発明において使用される、ペプスポット解析で考慮されなければならない。
【０２４３】

【０２４４】
　上記の表は、完全長IgG抗体の、セルロースシート上のデカペプチドへの結合のペプス
ポット解析に関する。数字は、抗体の結合のためのデカペプチド中に存在しなければなら
ないAβ1-40配列のアミノ酸位置を表す。最大限の結合を達成するために必要なフランキ
ングアミノ酸を示すために、エピトープに対するさらなる伸長が（）内に示される。
【０２４５】
実施例10:凝集したAβからビオチン化Aβの放出を誘導する抗体Aアイソフォーム（例えば
、本発明の非-、モノ-、または二重-グリコシル化抗体）を使用した脱重合アッセイ
　抗体Aアイソフォームの凝集Aβの解離を誘導する能力を試験するための実験設定は以下
の通りとした。
【０２４６】
　抗体Aアイソフォーム処理前に、ビオチン化Aβ1-40をまず、前形態Aβ1-40/Aβ1-42繊
維に組み込んだ。下記のようなストレプトアビジン-PODコンジュゲートを採用するアッセ
イを用いて、ビオチン化Aβの遊離を測定した。
【０２４７】
　水性バッファ中で数日間インキュベートした際、合成Aβは自発的に凝集して、アルツ
ハイマー病患者の脳におけるアミロイド沈着に見られるものと同様の線維性の構造を形成
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する。抗Aβ抗体および、アルブミンなどの他のAβ結合タンパク質のAβ中和能力を解析
するために、以下のインビトロアッセイがビオチン化Aβの前形成Aβ凝集物への取り込み
または遊離の測定に適している（Bohrmann (1999) J. Biol. Chem. 274, 15990-15995）
。取り込まれたビオチン化Aβ1-40の放出により測定した際に、抗体Aアイソフォームは凝
集Aβの脱重合を誘導した。
【０２４８】
実験手順：
　NUNC Maxisorbマイクロタイタープレート（MTP）を、37℃で3日間、Aβ1-40およびAβ1
-42の1:1混合物（各2μM、100μl/ウェル）でコーティングした。これらの条件下で、高
度に凝集した線維性Aβは吸着され、ウェルの表面に固定化された。次いで、コーティン
グ溶液を除去してプレートを室温で2～4時間で乾燥した。乾燥させたプレートを－20℃に
保存した。ビオチン化Aβの取り込みのために、コートされたプレートを、0.05％NaN3含
有TBS中200μl/ウェル 20nMビオチン化Aβ1-40で、37℃で一晩インキュベートした。プレ
ートを3x300μl/ウェルT-PBSで洗浄後、0.05％NaN3含有TBS中に連続希釈した抗体を添加
して37℃で3時間インキュベートした。プレートを洗浄して、ビオチン化Aβ1-40の存在に
ついて解析した。300μl T-PBSで3回洗浄後、1％BSA含有T-PBS中に1:1000希釈したストレ
プトアビジン-PODコンジュゲート（Roche Molecular Biochemicals）を添加して（100μl
/ウェル）、室温で2時間インキュベートした。ウェルをT-PBSで3回洗浄し、100μl/ウェ
ルの新しく調製したテトラメチルベンジジン（TMB）溶液を添加した。[TMB溶液の調製：1
0ml、30mMクエン酸pH 4.1（KOHで調整）+0.5ml TMB（1mlアセトン+9mlメタノール中12mg 
TMB）+0.01ml 35％H2O2]。100μl/ウェルの1N H2SO4を添加して反応を停止して、マイク
ロタイタープレートリーダー中450nmの吸光度を読んだ。
【０２４９】
　添付の図9に示すように、取り込まれたビオチン化Aβ1-40の放出により測定した際に、
抗体Aアイソフォームは凝集Aβの解離を誘導した。抗体Aアイソフォームおよびマウスモ
ノクローナル抗体BAP-1は同様に活性であったが（図9）、BAP-2、BAP-17および4G8抗体は
固定化Aβのバルク由来の遊離ビオチン化Aβにおいて明らかに効果が低かった（データ示
さず）。細胞表面完全長APPとの反応性により、BAP-1はグリコシル化抗体Aアイソフォー
ムとは明らかに異なっていた。かかる特性を有するBAP-1のような抗体は、潜在的な自己
免疫反応が誘導され得るので、治療応用には有用ではない。BAP-2は、凝集Aβ中で曝露さ
れたそのアミノ酸残基4～6の特異性にもかかわらず、このアッセイにおいて明らかに低い
活性を有し、全てのN末端特異的抗体が、論理的に前形成凝集物からのAβの放出において
同等に効果的ではないことを示していることを示すのは興味深い。このアッセイにおける
BAP-17（C末端特異的）および4G8（アミノ酸残基16～24特異的）の比較的低い効果は、凝
集Aβにおけるこれら2つのエピトープの潜在的性質のためであった。ここで使用した濃度
のBSAは凝集Aβに効果を示さなかった。
【０２５０】
　インビボにおいても関連性があり得るモノグリコシル化アイソフォームは、二重グリコ
シル化アイソフォームと比較して、インビトロにおいて凝集Aβペプチドを脱重合するよ
り高い能力を示した。
【０２５１】
実施例11:抗体A組成物およびアイソフォーム（本発明のモノおよび二重グリコシル化抗体
）を含む抗体Aは、ヒト脳脊髄液（CSF）から可溶性Aβを捕捉する
　ヒトCSF試料から可溶性Aβを捕捉する能力を免疫沈降（IP）および半定量的ウェスタン
ブロット（WB）解析により測定した。実験手順：
【０２５２】
　ヒトCSF試料の免疫沈降は以下の計画に従い行なった：
70μl　　ヒトCSF
20μl　　インキュベーションバッファ（50mM Tris、140mM NaCl、5mM EDTA、0.05％NP-4
0、1％BSA、0.25％ゼラチン、0.25％粉乳、pH 7.2
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10μl　　ストック溶液由来の抗体Aアイソフォーム（1000～10μg/ml）
100μl
【０２５３】
　溶液を4℃で1時間保持した。40μlのプロテインGセファロースビーズ（Amersham Biosc
iences #17-0618-01；PBSで洗浄、50％スラリー）を添加して4℃で2時間ローター上でイ
ンキュベートした。500g、4℃で3分間の遠心分離後、上清を除去してビーズに200μlのPB
Sを添加し、Milliporeフィルターチューブ0.45μm（Millipore #UFC3OHVNB）に移し、500
g、4℃で3分間遠心分離した。さらなる200μlのPBSをビーズに添加し、ボルテックスにか
け2000g、4℃で3分間、遠心分離した。45μlの試料バッファDTT含有1xNuPageを添加して7
0℃で10分間保持し、次いで2000g、4℃で、3分間遠心分離した。
【０２５４】
　SDS-PAGEのために、18μlのプロテインG溶出物を標準として試料バッファ中のNuPageゲ
ル10％Bis-Trisゲルに内部標準としてAβ1-42（Bachem）と共に直接充填し、MESバッファ
系で作動させた。
【０２５５】
　ゲルをHybond Cエクストラメンブレン（semi-dry system Novex）に移して、室温で3'
膜を乾燥させた。膜を予備加熱したPBSに移し、電子レンジ中600Wで3分間加熱した。Supe
rBlock Solution（Pierce）で1時間ブロッキングを行ない、T-PBS（PBS中0.1％Tween20）
中5％粉乳（Bio Rad）でさらに1時間ブロッキングした。
【０２５６】
　抗Aβ抗体W02抗体（1:1500～1:2000、The Genetics, Inc. Zurich, Switzerland）で、
ローター上で4℃で一晩かけてインキュベーションを行ない、次いでT-PBSで5分間3回洗浄
し、T-PBS中の抗マウスIgG-HRP（Dako）1:5000でRTで2時間インキュベートした。さらにT
-PBSで5分間3回洗浄し、次いで、LumiLight PlusでRTで5分間インキュベートした。ウェ
スタンブロットをデジタル化し、Alpha Innotech Digital Camera Systemを有するデンソ
メトリー（densometry）により解析した。
【０２５７】
　図10に示すように、免疫沈降およびウェスタンブロッティング実験により示されるよう
に、抗体A組成物（モノおよび二重グリコシル化抗体Aアイソフォームを含む）は、ヒトCS
F中の可溶性Aβに効率的に結合した。注意すべきことに、このアッセイにおいて、モノグ
リコシル化抗体Aは、二重グリコシル化抗体Aよりも効率的に可溶性Aβを捕捉した（図10
）。
【０２５８】
実施例12:インビトロにおける抗体A組成物およびアイソフォーム（例えば、本発明の非、
モノまたは二重グリコシル化抗体）によるヒトアミロイドプラークの免疫染色
　間接的免疫蛍光法を用いた免疫組織化学分析により、重度のアルツハイマー病患者の脳
切片から得られた真性のヒトβアミロイドプラークを染色する能力について、グリコシル
化抗体Aアイソフォームを試験した。真性のヒトβアミロイドプラークの特異的で感受性
がある染色を示した。
【０２５９】
　アルツハイマー病であると陽性に診断された患者の死体から得た側頭皮質の、非固定組
織のクリオスタット切片を、間接的免疫蛍光により標識した。連続的2工程インキュベー
ションを用いて、Cy3（# 109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Research）をコンジ
ュゲートしたアフィニティー精製ヤギ抗ヒト（GAH）IgG（H+L）により明らかとなった、
結合した抗体Aアイソフォームを検出した。対照には、どれもネガティブな結果を生じる
関連のないヒトIgG1抗体（Sigma）および二次抗体のみを含んだ。
【０２６０】
　全ての種類のβアミロイドプラークは感度良く、特異的に検出され、一貫して10ng/ml
の濃度の抗体Aで明らかにされた（図11）。
【０２６１】
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　真性ヒトアミロイドβプラークの特異的および感受性染色は、1μg/mlまでの濃度のグ
リコシル化抗体Aアイソフォームを示している。
【０２６２】
　10μg/mlの濃度で、バックグラウンド染色が見られ、非グリコシル化抗体Aアイソフォ
ームで最も顕著であった。非グリコシル化アイソフォームでは、スライドガラス表面およ
びインビトロにおける切片プロセス後に曝露されたほとんど全ての組織成分に観察される
かなり非特異的なべたつきが現れた。これはイオン性および／または疎水性相互作用を含
む非特異的な結合のために見られた。
【０２６３】
実施例13:アルツハイマー病のマウスモデルにおける抗体 Aによるインビボβアミロイド
プラーク修飾
　グリコシル化抗体Aアイソフォームを、インビボでβアミロイドプラークを免疫修飾す
る能力についてPS2APPダブルトランスジェニックマウス（Richards (2003), J. Neurosci
ence, 23, 8989-9003）の1回投与試験で試験した。グリコシル化抗体Aアイソフォームを
投与し、即ち1mg/マウスの投与を行ない、3日後動物をリン酸緩衝化生理食塩水で灌流し
、ドライアイスで脳を凍らせて、凍結切片を調製した。
【０２６４】
　インビボにおいて、両方のグリコシル化アイソフォームが、改善され、かつ高度に効率
的な脳の浸透を示した（非グリコシル化形態と比較して）。効果的な脳の浸透およびアミ
ロイドβプラークに対する特異的な結合がAD関連アミロイド症のマウスモデルであるPS2A
PPマウスで示された。
【０２６５】
　βアミロイドプラークに結合する抗体の存在は、未固定クリオスタット切片を用いて、
図12に示すヤギ抗ヒトIgG（H+L）コンジュゲートCy3（#109-165-003, Jackson Immuno Re
search）による単一標識間接免疫蛍光またはその後BAP-2-Alexa488免疫コンジュゲートで
の対比染色のいずれかで評価し、組織に存在する全てのβアミロイドプラークの位置およ
び分布を視覚化した。
【０２６６】
　免疫蛍光染色アプローチを用いて結合した抗体Aを検出した。予備冷却したスライドガ
ラスに固定させた後、切片をPBSで水和し、－20℃に予備冷却した100％アセトンで2分間
処理した。PBSで2分間、2回洗浄した。1％BSA含有PBSにより、またはUltra V block（Lab
Vision）で5分間のインキュベーション後にPBS洗浄および10％標準ヒツジ血清を有するパ
ワーブロック溶液（BioGenex）中で20分間の連続インキュベーションのいずれかで非特異
的結合部位をブロッキングした。10％標準ヒツジ血清含有PBSでの洗浄後、スライドを、1
5μg/mlの濃度のアフィニティー精製ヤギ抗ヒト（GAH）IgG（H+L）コンジュゲートCy3（#
 109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Research）で、室温、1時間インキュベート
した。BAP-2、Abに対するAlexa488をコンジュゲートしたマウスモノクローナル抗体を0.5
μg/ml濃度で用いて、室温、1時間でのインキュベーションによりアミロイドプラークに
ついて対比染色を行った。リポフスチンの自己蛍光を50mM酢酸アンモニウム中の4mM CuSO
4でインキュベートすることでクエンチングした。スライドを再蒸留（bidistilled）水で
すすいだ後2 x 500μl/スライドのPBSで洗浄して、スライドを蛍光マウンティングメディ
ウム（S3023 Dako）で封入した。
【０２６７】
　共焦点レーザー顕微鏡で画像化し、IMARISおよびCOLOCALIZATIONソフトウェア（Bitpla
ne, Switzerland）により、共局在の定量的解析のために画像処理をした。
【０２６８】
　マウス当り1mgの一回投与後、グリコシル化抗体Aアイソフォームは血液脳関門を通過し
て浸透し、インビボにおいて、3日後、全てのβアミロイドプラークに効果的な免疫修飾
／結合することが見られた。代表的な画像を図12に示す。これはアミロイドプラークを検
出できない非グリコシル化形態についての明確な対比である。



(62) JP 5145241 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50

【０２６９】
実施例14: 抗体AアイソフォームのHEK293細胞の表面で発現されるアミロイド前駆体タン
パク質（APP）への結合の調査：
　フローサイトメトリーの方法は、当該技術分野で周知である。フローサイトメトリーで
測定される蛍光の相対ユニット（例えば、FL1-H）は、それぞれの抗体の細胞表面への結
合を示した。トランスフェクトされていないHEK293細胞と比較してAPPをトランスフェク
トされたHEK293の蛍光シフトは、細胞表面APPとの好ましくない反応を示した。例示とし
て、N末端ドメインに対する抗体BAP-1およびBAP-2は、トランスフェクトされていないHEK
293細胞（図13、点線、右パネル）と比較して、HEK293/APP（図13、太線、右パネル）のF
L-1シグナルの有意なシフトを示した。同様に、BAP-44抗体（中間Aβエピトープに特異的
）は、同様のサイズシフトを示した。対照的に、全ての抗体Aアイソフォーム（図13左パ
ネル）（N末端および中間Aβエピトープに特異的）は、蛍光の有意なシフトを示さなかっ
た。トランスフェクトされていないHEK293細胞は、異なる細胞の大きさおよび表面特性の
ために、APPトランスフェクト細胞よりも高い基底蛍光を有した。FACScan装置は、Cellqu
est Proソフトウェアパッケージ（共にBecton Dickinson）と組み合わせて使用した。
【０２７０】
　抗体Aアイソフォームは細胞表面APPに対して反応性を全く欠いていた（図13）。
【０２７１】
実施例15:アルツハイマー病マウスモデルにおけるAβプラーク沈着の形態測定解析
　インビボにおける抗体A組成物または抗体Aアイソフォームのアミロイド症を低減する能
力を、抗体A組成物または抗体Aアイソフォームで5ヶ月間処理されたPS2APPマウスの脳の
定量的コンピューター補助画像解析を用いて、種々の脳領域（視床、新皮質、海馬および
鉤状回）で試験した。
【０２７２】
　そのために、PS2APPトランスジェニック雄マウスに抗体A組成物または抗体Aアイソフォ
ームおよびビヒクルをi.v.注射した。75匹の5～6月齢PS2APPマウスを、15匹ずつからなる
5つのグループ（A～E）に分けた。0日目に開始し、尾の静脈を介したボーラスi.v.注射に
より、それぞれのマウスに0.1mLのビヒクル（0mg/kg）、または抗体 A調製物（20mg/kg）
を与えた。グループA、B、C、DおよびEのPS2APPマウスにビヒクル（ヒスチジン緩衝化生
理食塩水）、上記のようなモノグリコシル化抗体Aおよび二重グリコシル化抗体Aを含み非
グリコシル化抗体Aを完全に欠いた抗体A組成物、二重グリコシル化抗体A、モノグリコシ
ル化抗体Aおよび非グリコシル化抗体Aそれぞれを与えた。
【０２７３】
　抗CD-4抗体（ATCCから市販されるハイブリドーマクローンGK 1.5）を注射して、投与さ
れたヒト抗Aβ抗体に対する免疫寛容を誘導した。抗薬物抗体のモニタリングにより、抗
体処理された動物のみが処理の16週より以降に中位の免疫応答を発生したこと、および検
出可能抗体は低親和性であるかまたは少量でのみ産生される（データ示さず）ことが示さ
れた。
【０２７４】
　処理5ヶ月後にマウスを屠殺した。視床、海馬形成および皮質領域を含む未固定の脳を
矢状面方向に切片化した。以下のように各脳半球から50枚の切片を作製した：側面レベル
（lateral level）約1.92で開始し、5つの連続的シリーズの5x 10μmおよび5x20μmの切
片を得た。連続切片の間に隙間はなく、全体で750μmの組織使用量を生じた。そのため、
連続切片シリーズはおよそ側面レベル1.20で終了する（PaxinosおよびFranklin, 2003）
。定量的形態計測解析のために10枚目毎の切片を使用した。
【０２７５】
　アミロイド沈着について切片を、5μg/mlの濃度の二重グリコシル化抗体Aアイソフォー
ムで染色した。マウスモノクローナル抗体（BAP-2）コンジュゲートAlexa-488フルオロフ
ォアを5μg/mlで使用したAβに対する染色により、同等の結果が示されたが有意な細胞内
染色および下記の画像処理作業を阻害するニューロンのバックグラウンド染色を伴った。
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検出のために、アフィニティー精製ヤギ抗ヒト（GAH）IgG（H+L）コンジュゲートCy3（# 
109-165-003、lot 49353、Jackson Immuno Research）を15μg/mlの濃度で、室温、1時間
で適用した。2x 500μl PBS/スライドでの洗浄後、スライドを蛍光マウンティングメディ
ウム（S3023, Dako）で封入した。
【０２７６】
　画像にはGenePix Personal 4100Aマイクロアレイスキャナー（Axon Instruments, 現在
Molecular Devices, CA, USA）の使用を要した。アミロイドβプラークの負荷および数を
、2つのパラメーター、つまりアミロイドβプラークで覆われた面積のパーセントおよび
アミロイドβプラークの数を用いて、コンピューター補助画像化解析の手段による偏りの
ない形態計測法を使用して測定した。プラーク負荷およびプラーク数の定量には、MCID M
7 Eliteソフトウェア（Imaging Research Inc., St. Catherines / Ontario, Canada）を
用いて行なった。スキャンした画像を細部抽出フィルター、次いで標的アクセントフィル
ターにより強調した。次いで、得られた画像を二値化して、染色強度に従い閾値を調整し
た。人工的構造、血管およびエッジ効果を、オリジナル参照画像上で同定し、次いで二値
化した画像から取り除いた。参照画像上で目的の領域の輪郭を形成した。最終定量のため
に、二値化した画像中でこれらの領域の面積およびプラークで占められた面積、ならびに
プラーク数を測定した。シングルピクセルを無視した。一般的なスプレッドシートソフト
ウェア（Microsoft Excel, Redmond / WA, U.S.A.）で計算した。プラークの大きさを＜1
00～＞1000μm2の範囲で11のグループに分けた。両側異分散t検定を用いて統計的評価を
行なった。
【０２７７】
　比較および統計的評価のために、未処理6月齢PS2APPマウスのコホート（15匹）で試験
を開始して、アミロイド症（アミロイドβプラーク病理）の基準を測定した。有意水準（
*:p≦0.05；**:p≦0.01；***:p≦0.001）を伴う結果を図15～18に示す。
【０２７８】
　視床領域においてアミロイドプラークの減少が最も顕著であった（図15）。全アミロイ
ドβプラーク表面の平均減少を抗体処理グループについて測定した：抗体A組成物につい
て64％、二重グリコシル化抗体Aについて70％、モノグリコシル化抗体Aについて81％およ
び非グリコシル化抗体Aについて44％。全アミロイドβプラーク数の平均減少は、抗体A組
成物について70％、二重グリコシル化抗体Aについて78％、モノグリコシル化抗体Aについ
て82％および非グリコシル化抗体Aについて36％であることがわかった。非グリコシル化
抗体Aについての有意さは低く、観察されたバリエーションは多かったことを記す。
【０２７９】
　脳梁と共に新皮質領域におけるアミロイドプラークの減少を図16に示す。全アミロイド
βプラーク表面の平均減少を抗体処理グループについて測定した：抗体A組成物について1
9％、二重グリコシル化抗体Aについて27％、モノグリコシル化抗体Aについて30％および
非グリコシル化抗体Aについて10％。全アミロイドβプラーク数の平均減少は、抗体A組成
物について40％、二重グリコシル化抗体Aについて46％、モノグリコシル化抗体Aについて
42％および非グリコシル化抗体Aについて11％であることが分かった。
【０２８０】
　海馬領域全体におけるアミロイドプラーク減少を図17に示す。全アミロイドβプラーク
表面の平均減少を抗体処理グループについて測定した：抗体A組成物について12％、二重
グリコシル化抗体Aについて24％、モノグリコシル化抗体Aについて24％および非グリコシ
ル化抗体Aについて6％。全アミロイドβプラーク数の平均減少は、抗体A組成物について3
6％、二重グリコシル化抗体Aについて46％、モノグリコシル化抗体Aについて37％および
非グリコシル化抗体Aについて3％であることが分かった。
【０２８１】
　アミロイド症について高い罹患性領域である鉤状回におけるアミロイドプラーク減少を
図18に示す。全アミロイドβプラーク表面の平均減少を抗体処理グループについて測定し
た：抗体A組成物について2％、二重グリコシル化抗体Aについて12％、モノグリコシル化
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抗体Aについて5％および非グリコシル化抗体Aについて1％。全アミロイドβプラーク数の
平均減少は、抗体A組成物について22％、二重グリコシル化抗体Aについて36％、モノグリ
コシル化抗体Aについて13％および非グリコシル化抗体Aについて1％であることが分かっ
た。抗体A組成物および主要なN-グリコシル化アイソフォーム（二重グリコシル化抗体Aお
よびモノグリコシル化抗体A）はアミロイドβプラーク負荷およびプラーク数を減少する
ような同等の有効性を示した。プラーク負荷の減少は、低または中位アミロイド症を伴う
領域で最も顕著であり、統計学的に有意であった。
【０２８２】
　全体的に、測定した全ての脳領域においてアミロイドβプラーク数の減少は抗体A組成
物および抗体AのAsn52グリコシル化アイソフォームを含む両方の処理後に統計的に有意で
あることが分かった。それとは対照的に、視床においてはアミロイドβプラーク数に対す
る小さな効果のみが見られ他の調査された脳領域では、抗体Aの非グリコシル化アイソフ
ォームでの処理後にアミロイドβプラーク数に対する有意な効果は見られず、本発明にお
いて詳述されるように精製後の抗体A組成物から除去される。
【０２８３】
　発明者らはまた、プラークの大きさに関してプラーク除去の能力を調べた。一般的に、
試験されたヒト抗Aβ抗体の有効性は、小アミロイドβプラークの除去について最も顕著
であることが分かった。このことは全ての脳領域で観察された（図15C、16C、17Cおよび1
8C）。対照的に、非グリコシル化抗体Aアイソフォームについては最小限の傾向または非
有意な傾向のみが観察された。
【０２８４】
　抗体Aおよび主要なAsn52グリコシル化アイソフォームの比較解析により、プラーク負荷
を低減する同等の能力が示されるが、非グリコシル化アイソフォームはプラーク低減に関
して有意な効果を示さない。
【０２８５】
実施例16:インビボにおける抗体A組成物のアミロイドβプラークへの結合の薬理動態学
　上記のようなモノグリコシル化抗体Aおよび二重グリコシル化抗体Aを含み、非グリコシ
ル化抗体Aを完全に欠く、抗体A組成物の結合動態を調べるために、2種類の投与頻度を比
較した。
【０２８６】
　そのために、PS2APPトランスジェニック雄マウスに、尾の静脈を介して隔週毎の間隔で
0.05、0.1および0.3mg/kgを4回または月毎の間隔で0.075、0.15および0.45mg/kgを3回の
いずれかでの抗体A組成物を、i.v.注射した。比較のために、隔週間隔で0.1mg/kgを1度お
よび2度投与し、1ヶ月間隔で0.15 mg/kgを2回投与した。投与の後、最後の投薬から2週間
後全てのマウスを屠殺した。視床、海馬形成および皮質領域を含む未固定のPS2APPの脳組
織を、PaxinosおよびFranklinに従って、側面約1.92 ～1.2mmで、矢状面方向の切片化の
ために調製した。クリオスタットを用いて40μmで脳を切片化した。
【０２８７】
　結合した抗体A組成物抗体を検出するために、免疫蛍光エクスビボ免疫染色アプローチ
を使用した。そのため、脳を切片化して、検出抗体、アフィニティー精製ヤギ抗ヒト（GA
H）IgG（H+L）コンジュゲートCy3（# 109-165-003, lot 49353, Jackson Immuno Researc
h）を15μg/mlの濃度で用いて、室温で、1時間インキュベートした。BAP-2、Aβに対する
マウスモノクローナル抗体コンジュゲートAlexa488フルオロフォアを0.5μg/mlの濃度で
、室温で、1時間インキュベートして、アミロイドβプラークについての対比染色を行な
った。
【０２８８】
　上述のように、Leica TCS SP2 AOBS共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて、小脳に近い後
頭部皮質の画像を記録した。IMARISソフトウェア（Bitplane, Switzerland）を用いてコ
ンピューター補助画像処理を行なった。まず、線形的シグナル記録について異なるゲイン
設定を要した2種類の最大投薬量0.3および0.45mg/kgを除いたより低い投与量について、
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ソフトウェアのトリミング機能を用いてプラークの画像を選択した。アミロイドβプラー
クの部位における結合GAH-Cy3についての読出しとして、SURPASS機能を用いて、閾値（T
）処理後の陽性3D画素を選択した。低投薬群および高投薬群それぞれについて、閾値設定
を19および12とした。アミロイドβプラーク特異性の対照として、GAH-Cy3染色の画像を
、マウスモノクローナルBAP2コンジュゲートAlexa488によって二重標識した後の染色プラ
ーク画像と比較し、異なるチャネルに記録した。
【０２８９】
　全ての画像の定量的記載に対する説明的統計は、IMARIS MeasurementProソフトウェア
モジュールを用いてなされた。平均3D画素蛍光強度（MVI）値は、低投薬群の選択された
アミロイドβプラークまたは高投薬群の画像からの全シグナルから決定された。基準MVI
（B）は装置のノイズ、組織分散シグナルおよびリポフスチンの自家蛍光のためである。
バックグラウンド補正のために、アミロイドβプラークとは別の領域での平均シグナル強
度を測定してBを決定し、その後全ての測定された画像のMVIから引いた（MVI-B=S）。プ
ラークの平均強度に類似するシグナル強度（S）値は、マウスおよび投薬群当りそれぞれ
一枚の脳切片から3～4枚の画像を得た。比較のために、シグナル強度を、以前の試験から
得られた参照試料に対して標準化した。参照として、発明者らは0.25mg/kgの単一用量投
与後のPS2APPマウスの脳切片を使用した。測定の終点は投薬の1週間後であった。
【０２９０】
　全ての測定された強度の値を、投薬の1週間後に測定された、0.25mg/kgでの抗体A組成
物の単一用量投与後に得られたアミロイドβプラークでの平均強度に対して標準化した（
以下の表参照）。免疫陽性アミロイドβプラークの平均相対蛍光強度についての標準値は
、免疫染色後のCLSMおよび投薬群当り3匹の動物から平均されたシグナル強度測定により
得られた。検出可能な抗体A組成物由来の抗体Aを有さないプラークは、低投薬群のみで観
察されたが、これは切片化処理の際に失われたプラーク表面における限定または部分的な
抗体A組成物由来抗体Aの占有のためであると思われる。そのため、免疫陽性プラークのみ
が、比較解析に含まれた。
【０２９１】
　PS2APPトランスジェニックマウスにおける抗体A組成物の複数回i.v.（ボーラス）投与
後の投薬群当りの平均相対蛍光強度を以下の表に示す：

【０２９２】
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　図19は、0.1mg/kgでの連続的な隔週投薬の数に関する抗体A組成物の結合を示す。免疫
染色の程度はかなり変動し、そのために有意さに達しなかったが2回適用後、平均強度は
増加したように見えた。4回注射後、より均一にアミロイドβプラークを免疫染色したが
、平均強度はわずかに増加しただけある。全体的に、隔週適用のデータは、適用の回数に
関連するプラーク結合の増加の傾向を明らかに示す。
【０２９３】
　図20は、0.15mg/kgでの連続的な月投薬の回数に関する抗体A組成物の結合を示す。興味
深いことに、2回および3回の適用後に同等のレベルが得られる。これは必ずしも予測され
ることではなく、遅延型ミクログリア細胞の活性化のような、除去機構における時間依存
的な差異に寄与する早期の効果の開始を示し得た。
【０２９４】
　投与投薬に関する抗体A組成物の結合効率を図21および22に示す。0.05、0.1および0.3m
g/kgでの隔週投薬（図21）および0.075、0.15および0.45mg/kgの月投薬（図22）は、投薬
量の関係を明確に示した。応答が線形的でなく、ミクログリア細胞の時間的遅延型活性化
のようなさらなる因子が観察された非線形性について寄与し得ることも明らかである。
【０２９５】
　従って、マウスAβプラークに対する抗体A組成物結合は、複数回投薬が累積的であると
いう指標を伴って、用量依存的であると結論付けることができる。
【０２９６】
実施例17:抗原依存的な細胞の貪食作用の解析
　抗体A組成物媒介性の貪食作用を測定するために、AD脳スライスからの真のAβプラーク
を、上記のようなモノグリコシル化抗体Aおよび二重グリコシル化抗体Aを含み、非グリコ
シル化抗体Aを完全に欠く異なる濃度の抗体A組成物とプレインキュベートし、生きたヒト
一次単核細胞に曝露した。
【０２９７】
　後頭部皮質領域由来の未固定ヒトAD脳組織切片を重度のAD症例（Braak段階IV）から調
製した。生きた細胞を添加する前に切片をPBSで5分間再水和した。PBS中の規定濃度で1時
間インキュベートして抗体A組成物抗体を適用した。PBSで洗浄後、生きた細胞を添加した
。予備刺激したヒト一次単核細胞を、10,000U/mlペニシリンおよび10,000mg/mlストレプ
トマイシン（Gibco # 15140-122）を含有するストック溶液由来の1％抗生物質溶液を含む
RPMI 1640（Gibco # 61870-044）メディウム中0.8および1.5 x 106/mlで使用し、5％二酸
化炭素で2～4日間37℃でインキュベートした。例えば、マクロファージコロニー刺激因子
（M-CSF）のような刺激因子の使用による予備刺激したヒト一次単核細胞の調製方法は当
該技術分野に周知である。
【０２９８】
　インキュベーション後、培養メディウムをゆっくりと除去して、PBS中2％ホルムアルデ
ヒドを用いた10分間の化学的固定により切片を保存した。残余Aβプラーク負荷の染色を
、10mg/mlの濃度のBAP-2、Aβに対するマウスモノクローナル抗体コンジュゲートAlexa48
8フルオロフォア（Molecular Probes: A-20181, モノクローナル抗体標識キット）と、室
温で1時間のインキュベーションにより行なった。
【０２９９】
　残余染色Aβプラークの免疫蛍光を測定することによりプラーク除去の定量を測定した
。Leica TCS SP2 AOBS共焦点レーザー走査型顕微鏡で画像を記録した。3のピンホールセ
ッティングのHCPL Fluotar 10x/0.30対物レンズを代わりに使用した一回の実験以外は、4
 Airyのピンホールセッティングの、HCX PL FL 20x/0.40補正対物レンズを使用して、1つ
の光学層を488nmの励起波長で記録した。全ての画像についての装置設定を一定にするこ
とで、関連する定量比較を可能にした。特に、レーザー出力、ゲインおよびオフセットを
、ダイナミックレンジ内でのシグナル強度モニタリングを可能にするように調整した。そ
れぞれの抗体A組成物濃度について、プラーク負荷の解剖的差異から生じる可能性のある
変動を最小限にするために、灰白質領域を連続切片の同等の位置で記録した。抗体A組成
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物の潜在的な競合的結合および検出抗体BAP-2を、細胞非存在下の抗体A組成物濃度で全て
測定した。関連のないヒトIgG1（Serotec, PHP010）抗体をさらなる対照として使用した
。IMARISソフトウェア（Bitplane, Switzerland）を使用して画像解析を実行した。プラ
ークに結合したBAP-2の標的を示すBAP-2陽性ピクセルの同等表面（isosurface）を強度閾
値化によって作製した。表面積および全蛍光強度値を、SurpassProソフトウェアモジュー
ルの「iso表面機能（iso surface function）」を使用して計算した。データを、一枚の
脳切片中の5つの灰白質領域から得られた平均染色面積および全体染色強度値として表し
た。シグナル基準値は装置ノイズから構成され、組織分散シグナルは無視し得ることが分
かったので全体強度シグナルから引かなかった。
【０３００】
　図23に示すように、抗体A組成物の定性効果は、ヒトAD脳切片由来のAβプラークの貪食
作用の増加を示す、Aβプラーク染色の減少により視覚化された。100ng/mlの抗体A組成物
でプレインキュベーションした後の40時間後に明確に視覚化される免疫組織化学により、
染色可能Aβプラークにおける減少が明らかにされた。該効果は、1および5mg/mlの抗体A
組成物濃度で非常に顕著であった。5mg/mlでいくつかの大きなAβプラークだけが残り、A
βプラークは実質的に、かつ徐々に細胞の貪食作用により除去される。同じ実験の面積お
よび強度で表される免疫反応シグナルに基づく定量的測定を図24に示す。
【０３０１】
　あるいは、抗体A組成物媒介性貪食作用はAβコンジュゲート蛍光ポリスチレンビーズを
用いて測定された。そのため、蛍光ビーズ（3mm、FluoresbriteカルボキシYG, Polyscien
ces Inc.）をAβとカップリングした。簡潔に、ビーズを、カップリングバッファ（50mM 
MESバッファ、pH 5.2, 1％DMSO）に懸濁および遠心分離して2回洗浄した。ペレット（お
よそ10μl）を200μlのカップリングバッファに懸濁し、20μlのカップリングバッファ中
20％EDC（エチル-ジアミノプロピル-カルボジイミド、Pierce）溶液の添加により活性化
した。20μgのAβ（1-40）またはAβ（1-42）（0.1％水酸化アンモニウム中、Bachem）の
直接の添加によりカップリング反応が開始した。一晩のインキュベーション後、ビーズを
3x 0.5mlの10mM Tris.HCl pH 8.0および3x 0.5ml保存バッファ（10mm Tris.HCl pH 8.0、
0.05％BSA、0.05％NaN3）で洗浄した。1％懸濁液を使用するまで4℃で保存した。陰性対
照としてFluoresbriteカルボキシNYO（赤色蛍光）ビーズを全てのDアミノ酸Aβ（1-40）
とカップリングした。（0.1％水酸化アンモニウム中、Bachem）。
【０３０２】
　マウス単核細胞/マクロファージ（細胞株P388D1）を、C24透明組織培養クラスターまた
はC96黒色マイクロプレート中でおよそ50％コンフルエントまで増殖させた。培地は、5％
FBS、グルタミンおよび抗生物質を含むIMEMであった。非特異的スカベンジャーレセプタ
ーをブロッキングするために、10mlのフコイダン（Fluka、水中の10mg/ml）を200mlの培
養容量に添加し、2時間インキュベートした。抗体A組成物を連続希釈で添加して30分間プ
レインキュベートした。蛍光Aβビーズ懸濁液（20μl）を添加し、3時間インキュベート
して貪食させた。細胞表面から接着凝集物を除去するために、接着した細胞を氷冷EDTAで
1回およびPBSで2回激しく洗浄した。残ったビーズを、Zeiss Axiovert 405視覚検査によ
ってモニタリングしたか、または444nm（Exc）および485nm（Em）フィルターセッティン
グを有するマイクロプレート蛍光計（Fluoroscan, Labsystems）の使用による定量のいず
れかを行なった。
【０３０３】
　蛍光フルオロビーズにカップリングした合成Aβ凝集物のP388D1細胞による貪食作用に
対する抗体A組成物の定性的効果を図25に示す。抗体A組成物の用量応答の定量的な測定を
図26に示す。2つの独立した実験により、EC50について30～200ng/mlおよびMECについて10
～60ng/mlの範囲が明らかになった。観察された変動は、インキュベーションの化学量の
差、即ちビーズ対細胞の比率によって生じると思われる。200ng/mlより高い濃度で観察さ
れたビーズ貪食の減少は、一価の抗体と限定された抗原との相互作用のためである。
【０３０４】



(68) JP 5145241 B2 2013.2.13

10

20

30

40

50

　従って、抗体A組成物は、AD脳組織切片由来のAβプラークの貪食作用を用量依存的な様
式で、効率的に誘導すると結論付けることができる。
【図面の簡単な説明】
【０３０５】
【図１Ａ】図1Aは、重鎖および軽鎖配列の挿入部位を示すプラスミドマップを示す。
【図１Ｂ】図1Bは、重鎖および軽鎖配列の挿入部位を示すプラスミドマップを示す。
【図１Ｃ】図1Cは、重鎖および軽鎖配列の挿入部位を示すプラスミドマップを示す。
【図２】図2は、解析クロマトグラム例を示す。
【図３】図3は、本文に記載のCMTカラムクロマトグラムを示す。二重グリコシル化および
モノグリコシル化アイソフォームは二重ピーク1に溶出されており、非グリコシル化アイ
ソフォームはピーク2に溶出されている。
【図４Ａ】図4Aは、抗体Aアイソフォームの全IgG ESI-MS分析を示す。主要ピークの分子
質量をDaで示す。A：非グリコシル化抗体A。
【図４Ｂ】図4Bは、抗体Aアイソフォームの全IgG ESI-MS分析を示す。主要ピークの分子
質量をDaで示す。B：モノグリコシル化抗体A。
【図４Ｃ】図4Cは、抗体Aアイソフォームの全IgG ESI-MS分析を示す。主要ピークの分子
質量をDaで示す。C：二重グリコシル化抗体A。
【図５】図5は、推定抗体N-グリコシル化パターンのスキームを示す。一部のみ生じた構
造を括弧で示す。A：複合型；B：ハイブリッド型；C：オリゴマンノース 型；GlcNAc=N-
アセチル-グルコサミン、Man=マンノース；Gal=ガラクトース；Fuc=フコース；NeuAc=N-
アセチル-ノイラミン酸。
【図６】図6は、MSおよびHPAEC-PAD分析から推定される抗体AのAsn306の炭水化物構造の
概略図を示す。一部のみ生じた構造を括弧で示す。GlcNAc=N-アセチル-グルコサミン、Ma
n=マンノース；Gal=ガラクトース；Fuc=フコース；NeuAc=N-アセチル-ノイラミン酸。
【図７】図7は、固定化原線維のAβ40 (Biacoreセンサーチップ)への抗体Aアイソフォー
ムの結合を示す。抗体濃度60nM。すべてのアイソフォームの混合物、すなわち精製前の結
合曲線もまた示す。
【図８Ａ】図8Aは、ペプスポット分析による抗体A組成物のエピトープマッピングを示す
。A)示された単一の重複デカペプチドスポットのペプスポットシグナル。
【図８Ｂ】図8Bは、ペプスポット分析による抗体A組成物のエピトープマッピングを示す
。B)単一の重複デカペプチドスポットのシグナル強度の濃度計分析。
【図９】図9は、解重合アッセイを示す。抗体A組成物および抗体Aアイソフォームは、凝
集Aβからのビオチン化Aβの放出を誘導する。
【図１０】図10は、ヒト脳脊髄液(CSF)由来の抗体Aアイソフォーム捕捉可溶性Aβを含む
抗体A組成物を示す。2つのプールにおいて解析されたアルツハイマー病患者由来4つのCSF
試料の平均。2回の免疫沈降後、プールごとにウエスタンブロットを行ない、ウエスタン
ブロットのデンシトメトリーにより捕捉されたAβを定量した。所定の一連のウエスタン
ブロットの最大Aβ値を100%とした。
【図１１】図11は、抗体Aアイソフォームでのヒトアミロイドプラークのインビトロでの
間接免疫蛍光染色を示す。10ng/mlの抗体A濃度での染色後の真性エキソビボヒトβ-アミ
ロイドプラークの非常に感受性で特異的な検出。結合された抗体Aは、(A)抗体A組成物；(
B)二重グリコシル化抗体A；(C)モノグリコシル化抗体A；および(D)非グリコシル化抗体A
についてヤギ抗ヒト(H+L)-Cy3によって示された。スケールバー=80μm
【図１２】図12は、共焦点顕微鏡検査によって示されたグリコシル化抗体Aアイソフォー
ムでのPS2APPトランスジェニックマウスプラークのインビボ免疫修飾を示す。免疫修飾に
より、抗体Aアイソフォームの1mgの単回投与の3日後の抗体Aアイソフォームのインビボ結
合が示される。抗体Aアイソフォームの分布の代表的な画像は、二重-(A)、モノ(B)、およ
び非グリコシル化(C)抗体Aアイソフォームについて示される。スケールバー=80μm。
【図１３】図13は、細胞表面APPへの抗Aβ抗体の結合分析を示す。ヒトAPP-トランスフェ
クトHEK293細胞および非トランスフェクトコントロール細胞への抗体結合をフローサイト
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メトリーによって解析した。
【図１４】図14は、抗体A非、モノおよび二重グリコシル化抗体分子(免疫グロブリン)の
スキームを示す。
【図１５Ａ】図15Aは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、視床領域におけるプラーク総表面(A）を示す。
【図１５Ｂ】図15Bは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、プラーク総数(B)を示す。
【図１５Ｃ】図15Cは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、プラーク数およびサイズ分布(C)を示す。
【図１６Ａ】図16Aは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、皮質および脳梁領域におけるプラーク総表面(A)を示す。
【図１６Ｂ】図16Bは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、皮質および脳梁領域におけるプラーク総数(B)を示す。
【図１６Ｃ】図16Cは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、皮質および脳梁領域におけるプラーク数およびサイズ分
布(C)を示す。
【図１７Ａ】図17Aは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、海馬領域におけるプラーク総表面(A)を示す。
【図１７Ｂ】図17Bは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、海馬領域におけるプラーク総数(B)を示す。
【図１７Ｃ】図17Cは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、海馬領域におけるプラーク数およびサイズ分布(C)を示す
。
【図１８Ａ】図18Aは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、鉤状回領域におけるプラーク総表面(A)を示す。
【図１８Ｂ】図18Bは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、鉤状回領域におけるプラーク総数(B)を示す。
【図１８Ｃ】図18Cは、抗体A組成物(これはモノおよび二重グリコシル化抗体Aを含む)、
二重グリコシル化ならびにモノグリコシル化抗体Aアイソフォーム(毎週20mg/kg、i.v.)ま
たはビヒクルで処置の5ヶ月後、鉤状回領域におけるプラーク数およびサイズ分布(C)を示
す。
【図１９】図19は、PS2APPマウスに1、2および4回のi.v.適用で0.1mg/kgを2週間ごとに投
与した後のアミロイド-βプラークに結合された免疫染色された抗体A組成物の蛍光強度の
測定を示す。分析は最後の注射の2週間後に行なった。
【図２０】図20は、PS2APPマウスに2および3回のi.v.適用で0.15mg/kgを毎月投与した後
のアミロイド-βプラークに結合された免疫染色された抗体A組成物の蛍光強度の測定を示
す。分析は最後の注射の2週間後に行なった。
【図２１】図21は、PS2APPマウスに、0.05、0.1および0.30mg/kgを4回の2週間ごとの注射
後のアミロイド-βプラークに結合された免疫染色された抗体A組成物の蛍光強度の測定を
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示し、用量依存アミロイド-プラーク結合を示す。分析は最後の注射の2週間後に行なった
。
【図２２】図22は、PS2APPマウスに、0.075、0.15および0.45mg/kgを3回の毎月の注射後
のアミロイド-βプラークに結合された免疫染色された抗体A組成物の蛍光強度の測定を示
し、用量依存アミロイド-プラーク結合を示す。分析は最後の注射の2週間後に行なった。
【図２３】図23は、分化した生ヒト一次マクロファージ(80万細胞/ml)とともに示された
濃度の抗体A組成物との40時間のインキュベーション後の、抗Aβマウスモノクローナル抗
体(BAP-2)を用いて、Aβに対して染色されたヒトAD脳切片を示す。結果は、アミロイド-
βプラークに対する抗体A組成物の抗原依存性細胞食作用効果を示すアミロイド負荷の減
少を示す。スケールバー=300μm。
【図２４Ａ】図24Aは、80万細胞/mlとともにインキュベートした場合のヒトAD脳切片由来
のアミロイド-βプラークの抗体A組成物の用量応答を示す。(A)はプラーク総面積を示す
。
【図２４Ｂ】図24Bは、80万細胞/mlとともにインキュベートした場合のヒトAD脳切片由来
のアミロイド-βプラークの抗体A組成物の用量応答を示す。(B)は染色強度を示す。
【図２５】図25は、0、0.1、1および10μg/mlの抗体A組成物(それぞれA～D)とともにイン
キュベートしたP388D1細胞の蛍光顕微鏡検査を示す。
【図２６】図26は、AβコンジュゲートフルオロビーズおよびP3881D1細胞を用いて抗体A
組成物の用量応答の定量的測定を示す(相対蛍光単位RFUで示す)。２つの独立した実験は
、抗体A組成物に対する相当な範囲の有効性を示す。
【図２７】図27は、重鎖の定常領域(Asn 306；最初の２つのカラム)および重鎖の可変領
域(Asn 52；３番目および４番目のカラム)における抗体Aの異なるグリカン構造を示す表
を示す。
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