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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）　配列番号３４を含む重鎖ＣＤＲ１領域、配列番号３３を含む重鎖ＣＤＲ２領域
、及び配列番号３２を含む重鎖ＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域；並びに
　（ｂ）　配列番号３７を含む軽鎖ＣＤＲ１領域、配列番号１４５を含む軽鎖ＣＤＲ２領
域、及び配列番号３５を含む軽鎖ＣＤＲ３領域を含む、軽鎖可変領域
を含む、ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【請求項２】
　（ａ）　配列番号８６を含む重鎖可変領域、並びに
　（ｂ）　配列番号９３を含む軽鎖可変領域
を含む、ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【請求項３】
　（ａ）　請求項２に記載の抗体の重鎖可変領域と少なくとも９５％同一であって、配列
番号３４を含む重鎖ＣＤＲ１領域、配列番号３３を含む重鎖ＣＤＲ２領域、及び配列番号
３２を含む重鎖ＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域、及び
　（ｂ）　請求項２に記載の抗体の軽鎖可変領域と少なくとも９５％同一であって、配列
番号３７を含む軽鎖ＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配列番号１４５を含む軽鎖ＣＤＲ２
領域、及び配列番号３５を含む軽鎖ＣＤＲ３領域を含む、軽鎖可変領域
を含む、ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【請求項４】
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　（ａ）　配列番号３４を含む重鎖ＣＤＲ１領域、配列番号３３を含む重鎖ＣＤＲ２領域
、及び配列番号３２を含む重鎖ＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域；並びに
　（ｂ）　配列番号３７を含む軽鎖ＣＤＲ１領域、配列番号３６を含む軽鎖ＣＤＲ２領域
、及び配列番号３５を含む軽鎖ＣＤＲ３領域を含む、軽鎖可変領域
を含む、ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【請求項５】
　重鎖可変領域が配列番号６を含み、かつ軽鎖可変領域が配列番号７を含む、請求項４に
記載の抗体。
【請求項６】
　（ａ）　配列番号８２を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９１を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｂ）　配列番号８３を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９２を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント：
　（ｃ）　配列番号８４を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９３を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｄ）　配列番号８５を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９１を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｅ）　配列番号８５を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９３を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｆ）　配列番号８６を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９４を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｇ）　配列番号８７を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９５を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｈ）　配列番号８８を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９６を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｉ）　配列番号８９を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９７を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｊ）　配列番号９０を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９８を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｋ）　配列番号８６を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９５を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；
　（ｌ）　配列番号８９を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９３を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント；又は
　（ｍ）　配列番号８９を含む重鎖可変領域を有する重鎖、及び配列番号９５を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、若しくは当該重鎖及び当該軽鎖により形成される抗原結合領域を
含む抗原結合フラグメント
を含む、ヒトＰＡＩ－１に特異的に結合するヒト化モノクローナル抗体。
【請求項７】
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　それを必要とする被験体に、薬学的有効量の請求項１～６のいずれか１項に記載のＰＡ
Ｉ－１抗体を、経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与
することを含む、プラスミン生成を回復させるための薬剤。
【請求項８】
　増加したレベルの線維化組織を含む状態を処置する、請求項７に記載の薬剤。
【請求項９】
　状態が、線維症、皮膚線維症、全身性硬化症、肺線維症、特発性肺線維症、間質性肺疾
患、慢性肺疾患、肝線維症、腎線維症、慢性腎臓病、血栓症、静脈及び動脈血栓症、深部
静脈血栓症、末梢肢虚血、播種性血管内凝固血栓症、血栓溶解を伴うか若しくは伴わない
急性虚血発作、又はステント再狭窄である、請求項８に記載の薬剤。
【請求項１０】
　ＰＡＩ－１抗体が、請求項１～６のいずれか１項に記載の抗体を含む、請求項７、８又
は９のいずれか１項に記載の薬剤。
【請求項１１】
　増加したレベルのＰＡＩ－１又はＰＡＩ－１に対する増加した感受性に起因する状態を
処置するための医薬の製造のための、薬学的有効量の請求項１～６のいずれか１項に記載
のＰＡＩ－１抗体の使用であって、患者に経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入
により、又は局所的に投与することを含む、上記使用。
【請求項１２】
　ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体であって、以下の：
　配列番号８８又は８９のアミノ酸配列と少なくとも９０％同一であり、そして配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領
域、及び配列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域；並びに
　配列番号９１、９３、９４、９５、９６又は９７のアミノ酸配列と少なくとも９０％同
一であり、そして配列番号３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配
列番号１４５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領域、及び配列番号３５のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ３領域を含む、軽鎖可変領域；
を含む、上記単離されたモノクローナル抗体。
【請求項１３】
　ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体であって、以下の：
　配列番号８８又は８９のアミノ酸配列と少なくとも９５％同一であり、そして配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領
域、及び配列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域；並びに
　配列番号９１、９３、９４、９５、９６又は９７のアミノ酸配列と少なくとも９５％同
一であり、そして配列番号３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配
列番号１４５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領域、及び配列番号３５のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ３領域を含む、軽鎖可変領域；
を含む、上記単離されたモノクローナル抗体。
【請求項１４】
　ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体であって、以下の：
　配列番号８８又は８９のアミノ酸配列と少なくとも９６％同一であり、そして配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領
域、及び配列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、重鎖可変領域；並びに
　配列番号９６又は９７のアミノ酸配列と少なくとも９６％同一であり、そして配列番号
３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配列番号１４５のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ２領域、及び配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、軽
鎖可変領域；
を含む、上記単離されたモノクローナル抗体。
【請求項１５】
　ＰＡＩ－１に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体であって、以下の：
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　配列番号８８又は８９のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域；並びに
　配列番号９６又は９７のアミノ酸配列と少なくとも９６％同一であり、そして配列番号
３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配列番号１４５のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ２領域、及び配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、軽
鎖可変領域；
を含む、上記単離されたモノクローナル抗体。
【請求項１６】
　重鎖可変領域は配列番号８９のアミノ酸配列を含み、並びに、軽鎖可変領域は配列番号
９７のアミノ酸配列と少なくとも９６％同一であり、そして配列番号３７のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ１領域、配列番号３６又は配列番号１４５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２領
域、及び配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３領域を含む、請求項１５に記載の単
離されたモノクローナル抗体。
【請求項１７】
　請求項１２～１６のいずれか１項に記載の単離されたモノクローナル抗体の薬学的有効
量の、それを必要とする患者のプラスミン生成を回復するための医薬の製造のための使用
。
【請求項１８】
　医薬は、経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与する
ことができる、請求項１７に記載の使用。
【請求項１９】
　医薬は、増加したレベルの線維化組織を含む状態を処置する、請求項１７に記載の使用
。
【請求項２０】
　状態は、線維症、全身性硬化症、間質性肺疾患、慢性肺疾患、慢性腎臓病、末梢肢虚血
、血栓溶解を伴うか若しくは伴わない急性虚血発作、又はステント再狭窄である、請求項
１９に記載の使用。
【請求項２１】
　医薬は、皮膚線維症、肺線維症、特発性肺線維症、肝線維症、又は腎線維症を含む状態
を処置する、請求項２０に記載の使用。
【請求項２２】
　医薬は、静脈血栓症及び動脈血栓症、深部静脈血栓症、又は播種性血管内凝固血栓症を
含む状態を処置する、請求項２０に記載の使用。
【請求項２３】
　請求項１２～１６のいずれか１項に記載の単離されたモノクローナル抗体を含む、容器
。
【請求項２４】
　容器は、充填済みシリンジ、バイアル、又は自動注射器である、請求項２３に記載の容
器。
【請求項２５】
　請求項２３又は２４に記載の容器、及び、単離されたモノクローナル抗体の投与及び／
又は使用のためのラベル又は指示書を含む、キット。
【請求項２６】
　プラスミン生成を回復するための、又は、増加したレベルの線維化組織、線維症、全身
性硬化症、間質性肺疾患、慢性肺疾患、慢性腎臓病、末梢肢虚血、血栓溶解を伴うか若し
くは伴わない急性虚血発作、ステント再狭窄、皮膚線維症、肺線維症、特発性肺線維症、
肝線維症、腎線維症、静脈血栓症及び動脈血栓症、深部静脈血栓症、若しくは播種性血管
内凝固血栓症を処置するための医薬を製造するための、請求項１２～１６のいずれか１項
に記載の単離されたモノクローナル抗体の薬学的有効量の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、米国仮出願第61/865,451号（2013年8月13日出願）、及び欧州特許出願第143
05757.8号（2014年5月22日出願）（これらはそれら全体として参照により本明細書に加入
される）に対する優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　背景
　プラスミノーゲン活性化因子阻害剤-1型(PAI-1)は、プラスミン生成に関与する鍵とな
るセリンプロテアーゼである組織型プラスミノーゲン活性化因子(tPA)及びウロキナーゼ
型プラスミノーゲン活性化因子(uPA)の主要阻害剤である。PAI-1は、血管コンパートメン
トにおけるプラスミノーゲン活性化を阻害することにより線維素溶解を調節する。線維素
溶解は、凝固カスケードの活性化により形成されるフィブリン血栓を分解するための緊密
に協調したプロセスである。凝固/線維素溶解バランスの調節不全は、出血又は血栓性疾
患のような異常な止血事象をもたらす。PAI-1はまた、受容体に結合したプラスミノーゲ
ンがウロキナーゼ受容体(uPAR)に結合したウロキナーゼにより主に活性化される細胞周囲
コンパートメント（血管内及び組織の）におけるプラスミノーゲン活性化の鍵となる調節
因子である。細胞周囲タンパク質分解を阻害することにより、PAI-1は、細胞外マトリッ
クス(ECM)分解、増殖因子活性化及びECMからの放出、マトリックスメタロプロテイナーゼ
(MMP)活性化並びに細胞アポトーシスのような多数の細胞昨日を調節する。近年、PAI-1の
プロテアーゼ非依存性効果が、(ビトロネクチン、ヘパリン、グリコサミノグリカンのよ
うな)補因子、uPAR-ウロキナーゼ複合体又は細胞受容体(LRP:低密度リポタンパク質受容
体関連タンパク質)又は接着/脱接着、遊走、増殖及び細胞内生物活性のような細胞機能に
影響を及ぼすインテグリンとのその相互作用により同定された。これらの細胞機構及び抗
線維素溶解効果により、PAI-1の病原性の役割が、腫瘍成長及び転移、線維症、急性心筋
梗塞並びにアテローム性動脈硬化症、肥満及び糖尿病のような代謝障害において確立され
てきた。
【０００３】
　ヒトSERPINE1(PAI-1)遺伝子は、第７染色体に局在化し、８つのイントロン及び９つの
エクソンからなり、そして12,169bのサイズを有する(非特許文献１)。PAI-1は、SERPIN(
セリンプロテアーゼ阻害剤)スーパーファミリーからの約50kDa(379アミノ酸)の単鎖糖タ
ンパク質であり、これは活性コンホメーションで合成されるがビトロネクチン(Vn)が存在
しない場合は自発的に潜在性になる。PAI-1の主要補因子であるビトロネクチンは、表面
上に露出された約２０個のアミノ酸である反応性中心ループ（RCL)を有する活性コンホメ
ーションを安定化させる。PAI-1の２つの主要な標的(tPA及びuPA)の阻害の機構は自殺阻
害である。PAI-1のRCL領域は、ベイトペプチド結合(R346-M347、P1-P’1とも呼ばれる)を
有し、これはこのセリンプロテアーゼについての切断部位を有する。tPA又はuPAとのミカ
エリス複合体を最初に形成し、次いで触媒三残基はベイトペプチド結合と反応してアシル
-酵素複合体を形成し、これがP1-P’1ペプチド結合の切断後に強いコンホメーション変化
を誘導する。コンホメーション変化は、プロテアーゼはアシル酵素としてPAI-1と共有結
合したまま、切断されたRCLのβ-ストランドへの挿入を生じる。非生理的環境下で、この
アシル-酵素複合体の加水分解は、切断されたPAI-1及び遊離活性プロテアーゼの放出を誘
導し得る(非特許文献２)。
【０００４】
　PAI-1は、非常に変動するレベル(nM範囲)でかつt-PA又はuPA濃度よりも過剰に血中で循
環する。PAI-1は構造的柔軟性を示し、そして３つのコンホメーションのうちの１つで見
出され得る:(1) 潜在(latent）コンホメーション、(2)活性コンホメーション、又は(3)基
質コンホメーション(図1を参照のこと)。PAI-1は、潜在性移行（latency transition）を
1.5～3倍減少させるビトロネクチンとの非共有結合複合体(Kd約1nM)として主に見出され
る。ビトロネクチンに対する潜在的か、切断されたか又は複合体化したPAI-1の親和性は
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有意に減少される。マトリックス結合ビトロネクチンもまた、PAI-1とともに細胞周囲の
空間に局在化する。内皮細胞、単球、マクロファージ及び血管平滑筋細胞はこのPAI-1を
合成し、次いでこれが血小板(α顆粒で)により潜在形態で大量に貯蔵され得る。PAI-1は
、溶液中でtPA及びuPAの速く特異的な阻害剤(二次速度定数106～107M-1s-1を有する）で
あるが、フィブリン又はそれらの細胞受容体のいずれかに結合したプロテアーゼに対して
不活性である。トロンビン、プラスミン、活性化プロテインCのような他のプロテアーゼ
もまたPAI-1により阻害されるが効率はより低い。
【０００５】
　ヒトPAI-1のいくつかの3D構造が、1992年に最初の１つが記載されてから(非特許文献３
)、潜在コンホメーションで解析されている。これらの3D構造としては、基質でのPAI-1の
変異体形態(非特許文献４)、安定化された活性コンホメーション(非特許文献５)、ビトロ
ネクチン-ソマトメジンBドメインに複合体化したPAI(非特許文献６)又はRCLループからの
阻害ペンタペプチドと複合体化したPAI(非特許文献７)が挙げられる。より最近には、潜
在コンホメーションのマウスPAI-1構造が、Dewildeら(非特許文献８)により解明され、そ
してRCL位置におけるヒトPAI-1との差異、ゲート領域及びα-ヘリックスAの位置を明らか
にした。PAI-1における構造/機能の関係は、この多機能セルピンの様々な活性に関与する
ドメインの位置を特定するために６００より多い変異体タンパク質を使用することにより
調べられた(非特許文献９による概説)。
【０００６】
　PAI-1は、肝細胞、脂肪細胞、メサンギウム細胞、線維芽細胞、筋線維芽細胞、及び上
皮細胞を含むほとんど全ての細胞型により合成され得るので、その発現は、生理的（例え
ば、血漿PAI-1レベルの概日変動)及び病理的条件(例えば、肥満、代謝症候群、インスリ
ン抵抗性、感染、炎症性疾患、癌)下で大いに変動する。PAI-1は急性期タンパク質と考え
られている。PAI-1 mRNA発現の転写調節は、いくつかのサイトカイン及び成長因子(例え
ば、TGFβ、TNFα、EGF、FGF、インスリン、アンギオテンシンII及びIV)、ホルモン(例え
ば、アルドステロン、グルココルチコイド、PMA、高グルコース)並びにストレス因子(例
えば、低酸素、反応性酸素種、リポ多糖類)により誘導される。
【０００７】
　さらに、PAI-1遺伝子のプロモーター（位置-６７５）における多型は発現レベルに影響
を及ぼす。4G対立遺伝子はPAI-1レベルを増加させ、そして4G/4G変異体(集団の約25%にお
いて発生する)は、5G/5G(25%発生及び4G/5G 50%発生)と比較して血漿PAI-1レベルの約２
５％の増加を誘導する。4G/4G多型は、心筋梗塞(非特許文献１０)、特定の型の肺線維症(
特発性間質性肺炎)(非特許文献１１)に関連付けられており、そして4G/4G遺伝子型ドナー
群は、間質性線維症及び尿細管萎縮に起因する移植腎喪失についての独立した危険因子で
ある(非特許文献１２)。
【０００８】
　いくつかの病原性の役割が、動脈血栓症及び静脈血栓症、急性心筋梗塞、及びアテロー
ム性動脈硬化症のような血栓性疾患においてPAI-1に起因すると考えられてきた。インス
リン抵抗性症候群及び肥満のような代謝障害へのその関与はよく認識されている。PAI-1
はいくつかの器官の線維化促進（profibrotic）因子としても知られており、線維性組織
において過剰発現されることが示されている(すなわち、肝臓、肺、腎臓、心臓、腹部癒
着、皮膚:瘢痕又は強皮症)(非特許文献１３により概説される)。PAI-1ノックアウト(KO)
マウスは、肝臓(胆管結紮又は生体異物)、腎臓(一側尿管閉塞モデル(UUO))、肺(ブレオマ
イシン吸入)のような様々なモデルにおいて線維症から保護されるが(非特許文献１４;非
特許文献１５;非特許文献１６)、一方で心臓においてこの欠失は誘導された線維症から保
護されるが(非特許文献１７)、年齢依存性心選択的線維症になりやすい(非特許文献１８)
。siRNAによるPAI-1発現の下方調節(非特許文献１９)又は化学化合物による阻害(非特許
文献２０;非特許文献２１)は、肺線維症を減少させると報告されたが、一方で野生型のPA
I-1過剰発現(非特許文献２２)又はビトロネクチン結合のみを保持するがtPA阻害剤機能を
保持しないPAI-1変異体は肺線維症を増悪させる(非特許文献２３)。
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【０００９】
　胆管結紮(BDL)肝線維症は、PAI-1を中和する抗体により減弱されるが(特許文献１)、一
方でsiRNAにより下方調節はBDL及び生体異物誘導肝線維症を減弱させる(非特許文献２４)
。PAI-1 KOマウスは、BDLにおいて胆汁うっ滞性誘導肝損傷及び線維症から(非特許文献２
５;非特許文献２６;非特許文献２７)、そしてアンジオテンシンII誘導肝線維症(非特許文
献２８)から保護された。
【００１０】
　PAI-1 KOマウスは、UUOモデル(非特許文献２９)において、糖尿病性腎症において(非特
許文献３０)及びアンジオテンシンII誘導腎症において(非特許文献３１;概説については
、非特許文献３２及び非特許文献３３を参照のこと)腎線維症から保護される。対照的に
、PAI-1過剰発現マウスは、より重症の線維症及びUUO後の増加したマクロファージ動員を
示す(非特許文献３４;非特許文献３５)。非阻害性（Non-inhibitory）PAI-1変異体(PAI-1
 R)は、ラットにおける実験的糸球体腎炎(thy1)において、尿タンパク質発現及び糸球体
マトリックス蓄積を減少させることにより線維症の発生からマウスを保護することが示さ
れた(非特許文献３６)。PAI-1をブロックするペプチドは、コラーゲン3、4及びフィブロ
ネクチン蓄積をUUOマウスにおいて阻害する(非特許文献３７)。
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【非特許文献２２】Eitzman et al., J. Clin. Invest. 97:232, 1996
【非特許文献２３】Courey et al., Blood 118:2313, 2011
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　多数の病理の標的としてのPAI-1は、最近の２０年間、その活性を阻害するか又はその
発現を調節しようとする集中した研究の焦点であった。化学化合物(Suzuki et al., Expe
rt Opin. Investig. Drugs 20:255, 2011)、モノクローナル抗体(Gils and Declerk, Thr
omb Haemost; 91:425, 2004)、ペプチド、変異体(Cale and Lawrence, Curr. Drug Targe
ts 8:971, 2007)、siRNA又はアンチセンスRNAがその様々な機能を阻害するか又はその発
現を調節するために設計されてきた。しかし、集中した研究にもかかわらず、PAI-1の治
療的に有効なモジュレーターを開発する問題はなお解決されないままである。従って、PA
I-1媒介ヒト病理の処置における使用のための、PAI-1活性を阻害する新規な薬剤の必要性
が当該分野において存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　開示の要旨
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子１型(PAI-1)に特異的に結合する単
離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで抗体は重鎖可変領域、
［該重鎖可変領域は、配列番号6のCDR1(配列番号34)、CDR2(配列番号33)、及びCDR3(配列
番号32)を含む］、並びに軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号7のCDR1(配列番
号37)、CDR2(配列番号36)、及びCDR3(配列番号35)を含む］を含む。さらなる局面におい
て、重鎖は、配列番号6を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号7を含む軽鎖可
変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号6と99%、98%、97%、96
%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配列番号7と99
%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。全ての同一性%近似
値は、最小同一性%を示し;記載される値よりも高い同一性%もまた本開示に包含される。
【００１５】
　別の局面において、(a) 重鎖フレームワーク領域、配列番号34を含む重鎖CDR1領域、配
列番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b) 軽鎖フレ
ームワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号36を含む軽鎖CDR2領域、及び
配列番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロー
ナル抗体が本明細書で開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号6の重鎖
フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であ
る重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号7のフレームワーク領域と9
9%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワーク
領域を含む。
【００１６】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤1型(PAI-1)に特異的に結合す
る単離されたモノクローナル抗体が本明細書に開示され、ここで抗体は、重鎖可変領域、
［該重鎖可変領域は、配列番号2のCDR1(配列番号22)、CDR2 (配列番号21)、及びCDR3(配
列番号20)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号3のCDR1(配列番
号25)、CDR2(配列番号24)、及びCDR3(配列番号23)を含む］を含む。さらなる局面におい



(9) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

40

50

て、重鎖は、配列番号2を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号3を含む軽鎖可
変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号2と99%、98%、97%、96
%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配列番号3と99
%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００１７】
　さらなる局面において、(a) 重鎖フレームワーク領域、配列番号22を含む重鎖CDR1領域
、配列番号21を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号20を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フ
レームワーク領域、配列番号25を含む軽鎖CDR1領域、配列番号24を含む軽鎖CDR2領域、及
び配列番号23を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書で開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号26の重
鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一で
ある重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号3のフレームワーク領域
と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワー
ク領域を含む。
【００１８】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書で開示され、ここで抗体は重鎖可変領域、
［該重鎖可変領域は、配列番号4のCDR1(配列番号28)、CDR2(配列番号27)、及びCDR3(配列
番号26)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号5のCDR1(配列番号3
1)、CDR2(配列番号30)、及びCDR3(配列番号29)を含む］を含む。さらなる局面において、
重鎖は、配列番号4を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号5を含む軽鎖可変領
域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号4と99%、98%、97%、96%、9
5%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配列番号5と99%、9
8%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００１９】
　さらなる局面において、(a) 重鎖フレームワーク領域、配列番号28を含む重鎖CDR1領域
、配列番号27を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号26を含む重鎖CDR3領域;並びに(b) 軽鎖
フレームワーク領域、配列番号31を含む軽鎖CDR1領域、配列番号30を含む軽鎖CDR2領域、
及び配列番号29を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノク
ローナル抗体が本明細書において開示される。特定の局面において、抗体重鎖は配列番号
4の重鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%
同一である重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号5のフレームワー
ク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレー
ムワーク領域を含む。
【００２０】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書で開示され、ここで該抗体は、重鎖可変領
域、［該重鎖可変領域は、配列番号8のCDR1(配列番号40)、CDR2(配列番号39)、及びCDR3(
配列番号38)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号9のCDR1(配列
番号43)、CDR2(配列番号42)、及びCDR3 (配列番号41)を含む］を含む。さらなる局面にお
いて、重鎖は、配列番号8を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号9を含む軽鎖
可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号8と99%、98%、97%、
96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配列番号9と
99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００２１】
　別の局面において、(a) 重鎖フレームワーク領域、配列番号40を含む重鎖CDR1領域、配
列番号39を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号38を含む重鎖CDR3領域;並びに(b) 軽鎖フレ
ームワーク領域、配列番号43を含む軽鎖CDR1領域、配列番号42を含む軽鎖CDR2領域、及び
配列番号41を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロー
ナル抗体が本明細書で開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号8の重鎖
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フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であ
る重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号9のフレームワーク領域と9
9%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワーク
領域を含む。
【００２２】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書で開示され、ここで該抗体は、重鎖可変領
域、［該重鎖可変領域は、配列番号10のCDR1(配列番号52)、CDR2(配列番号51)、及びCDR3
(配列番号50)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号11のCDR1(配
列番号55)、CDR2(配列番号54)、及びCDR3(配列番号53)を含む］を含む。さらなる局面に
おいて、重鎖は、配列番号10を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号11を含む
軽鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号10と99%、98%、
97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は配列番号
11と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００２３】
　さらなる局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号52を含む重鎖CDR1領域
、配列番号51を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号50を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フ
レームワーク領域、配列番号55を含む軽鎖CDR1領域、配列番号54を含む軽鎖CDR2領域、及
び配列番号53を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書で開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号10の重
鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一で
ある重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号11のフレームワーク領域
と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワー
ク領域を含む。
【００２４】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、重鎖
可変領域、［該重鎖可変領域は、配列番号12のCDR1(配列番号58)、CDR2(配列番号57)、及
びCDR3(配列番号56)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号13のCD
R1(配列番号61)、CDR2(配列番号60)、及びCDR3(配列番号59)を含む］を含む。さらなる局
面において、重鎖は、配列番号12を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号13を
含む軽鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号12と99%、9
8%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配
列番号13と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００２５】
　別の局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号58を含む重鎖CDR1領域、配
列番号57を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号56を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレー
ムワーク領域、配列番号61を含む軽鎖CDR1領域、配列番号60を含む軽鎖CDR2領域、及び配
列番号59を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナ
ル抗体が本明細書において開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号12の
重鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一
である重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号13のフレームワーク領
域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワ
ーク領域を含む。
【００２６】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、重鎖
可変領域、［該重鎖可変領域は、配列番号14のCDR1(配列番号64)、CDR2(配列番号63)、及
びCDR3(配列番号62)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号15のCD
R1(配列番号67)、CDR2(配列番号66)、及びCDR3(配列番号65)を含む］を含む。さらなる局
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面において、重鎖は、配列番号14を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、配列番号15を
含む軽鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号14と99%、9
8%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配
列番号15と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００２７】
　さらなる局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号64を含む重鎖CDR1領域
、配列番号63を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号62を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フ
レームワーク領域、配列番号67を含む軽鎖CDR1領域、配列番号66を含む軽鎖CDR2領域、及
び配列番号65を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書において開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号
14の重鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%
同一である重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号15のフレームワー
ク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレー
ムワーク領域を含む。
【００２８】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、重鎖
可変領域、［該重鎖可変領域は、配列番号16のCDR1(配列番号70)、CDR2(配列番号69)、及
びCDR3(配列番号68)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号17のCD
R1(配列番号73)、CDR2(配列番号72)、及びCDR3(配列番号71)を含む］を含む。
【００２９】
　さらなる局面において、重鎖は、配列番号16を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、
配列番号17を含む軽鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番
号16と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可
変領域は、配列番号17と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一で
ある。
【００３０】
　さらなる局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号70を含む重鎖CDR1領域
、配列番号69を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号68を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フ
レームワーク領域、配列番号73を含む軽鎖CDR1領域、配列番号72を含む軽鎖CDR2領域、及
び配列番号71を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書において開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号
16の重鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%
同一である重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号17のフレームワー
ク領域99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレーム
ワーク領域を含む。
【００３１】
　一局面において、ヒトプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合
する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、重鎖
可変領域、［該重鎖可変領域は、配列番号80のCDR1(配列番号46)、CDR2(配列番号45)、及
びCDR3(配列番号44)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号81のCD
R1(配列番号49)、CDR2(配列番号48)、及びCDR3(配列番号47)を含む］を含む。
【００３２】
　さらなる局面において、重鎖は、配列番号80を含む重鎖可変領域を含み、かつ軽鎖は、
配列番号81を含む軽鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番
号80と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可
変領域は、配列番号81と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一で
ある。
【００３３】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号46を含む重鎖CDR1領域、配列
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番号45を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号44を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレーム
ワーク領域、配列番号49を含む軽鎖CDR1領域、配列番号48を含む軽鎖CDR2領域、及び配列
番号47を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル
抗体が本明細書において開示される。特定の局面において、抗体重鎖は、配列番号80の重
鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一で
ある重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号81のフレームワーク領域
と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレームワー
ク領域を含む。
【００３４】
　別の局面において、プラスミノーゲン活性化因子阻害剤１型(PAI-1)に特異的に結合す
る単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、重鎖可
変領域、［該重鎖可変領域は、配列番号18のCDR1(配列番号76)、CDR2(配列番号75)、及び
CDR3(配列番号74)を含む］、及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号19のCDR1
(配列番号79)、CDR2(配列番号78)、及びCDR3(配列番号77)を含む］を含む。さらなる局面
において、重鎖は、重鎖配列番号18を含む可変領域を含み、軽鎖は、配列番号19を含む軽
鎖可変領域を含む。さらなる局面において、重鎖可変領域は、配列番号18と99%、98%、97
%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつ軽鎖可変領域は、配列番号
19と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００３５】
　(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号76を含む重鎖CDR1領域、配列番号75を含む重鎖C
DR2領域、及び配列番号74を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレームワーク領域、配列
番号79を含む軽鎖CDR1領域、配列番号78を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号77を含む軽鎖
CDR3領域を含む、単離されたモノクローナル抗体。特定の局面において、抗体重鎖は、配
列番号18の重鎖フレームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、
又は90%同一である重鎖フレームワーク領域を含み、かつ抗体軽鎖は、配列番号19のフレ
ームワーク領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽
鎖フレームワーク領域を含む。
【００３６】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号33を含む重鎖CDR1領域、配列
番号146を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレー
ムワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び
配列番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロー
ナル抗体が本明細書において開示される。
【００３７】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号147を含む重鎖CDR1領域、配列
番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレーム
ワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号36を含む軽鎖CDR2領域、及び配列
番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル
抗体が本明細書において開示される。
【００３８】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号147を含む重鎖CDR1領域、配列
番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレーム
ワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び配
列番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナ
ル抗体が本明細書において開示される。
【００３９】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号146を含む重鎖CDR1領域、配列
番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレーム
ワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び配
列番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナ
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ル抗体が本明細書において開示される。
【００４０】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号34を含む重鎖CDR1領域、配列
番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレーム
ワーク領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び配
列番号35を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナ
ル抗体が本明細書において開示される。
【００４１】
　さらなる局面において、重鎖可変領域、［ここで重鎖可変領域は、配列番号6のCDR1(配
列番号34)、CDR2(配列番号33)、及びCDR3(配列番号32)を含む］、及び軽鎖可変領域、［
ここで軽鎖可変領域は、配列番号7のCDR1(配列番号37)、CDR2(配列番号36)、及びCDR3(配
列番号35)を含む］を含む単離されたモノクローナル抗体とPAI-1上の本質的に同じエピト
ープに結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示される。
【００４２】
　特定の局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号76を含む重鎖CDR1領域、
配列番号75を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号74を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレ
ームワーク領域、配列番号79を含む軽鎖CDR1領域、配列番号78を含む軽鎖CDR2領域、並び
に配列番号77を含む軽鎖CDR3領域を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書において開示される。
【００４３】
　一局面において、ヒトPAI-1に特異的に結合するヒト化モノクローナル抗体が本明細書
において開示され、ここで該抗体は:(a)配列番号82を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若
しくはその抗原結合フラグメント、及び配列番号91を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若
しくはその抗原結合フラグメント;(b)配列番号83を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若し
くはその抗原結合フラグメント、及び配列番号92を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若し
くはその抗原結合フラグメント;(c)配列番号84を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しく
はその抗原結合フラグメント、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しく
はその抗原結合フラグメント; (d)配列番号85を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しく
はその抗原結合フラグメント、及び配列番号91を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しく
はその抗原結合フラグメント;(e)配列番号85重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗
原結合フラグメント、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗
原結合フラグメント;(f)配列番号86を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原
結合フラグメント、及び配列番号94を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原
結合フラグメント;(g)配列番号87を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結
合フラグメント、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結
合フラグメント;(h)配列番号88を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合
フラグメント、及び配列番号96を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合
フラグメント;(i)配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フ
ラグメント、及び配列番号97を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フ
ラグメント;(j)配列番号90を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラ
グメント、及び配列番号98を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラ
グメント;(k)配列番号86を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグ
メント、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグ
メント;(l)配列番号86を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメ
ント、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;(m)配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメント
、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメント
;又は(n)配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
トを含む。さらなる局面において、ヒト化重鎖可変領域は、以前に開示されたヒト重鎖可
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変領域のいずれかと99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり
、かつヒト化軽鎖可変領域は、以前に開示されたヒト軽鎖可変領域のいずれかと99%、98%
、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である。
【００４４】
　一局面において、(a)重鎖フレームワーク領域、及び配列番号86を含む重鎖可変領域、
並びに(b)軽鎖フレームワーク領域、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を含む、PAI-1に
特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示される。特定の
局面において、単離されたモノクローナル重鎖は、配列番号86の重鎖フレームワーク領域
と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である重鎖フレームワー
ク領域を含み、かつ単離されたモノクローナル抗体軽鎖は、配列番号93のフレームワーク
領域と99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一である軽鎖フレーム
ワーク領域を含む。特定の他の局面において、単離されたモノクローナル抗体重鎖は、配
列番号86の重鎖フレームワーク領域と95%同一である重鎖フレームワーク領域を含み、か
つ単離されたモノクローナル抗体軽鎖は、配列番号93のフレームワーク領域と95%同一で
ある軽鎖フレームワーク領域を含む。
【００４５】
　別の局面において、ヒトPAI-1に特異的に結合するヒト化モノクローナル抗体が本明細
書で開示され、ここで該抗体は、配列番号154を含む重鎖可変領域を有する重鎖、又はそ
の抗原結合フラグメント;及び配列番号153を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、又はその抗
原結合フラグメントを含む。別の局面において、ヒトPAI-1に特異的に結合するヒト化モ
ノクローナル抗体が本明細書において開示され、ここで該抗体は、配列番号155を含む重
鎖可変領域を有する重鎖、又はその抗原結合フラグメント、及び配列番号153を含む軽鎖
可変領域を有する軽鎖、又はその抗原結合フラグメントを含む。さらなる局面において、
ヒト化重鎖可変領域は、以前に開示されたヒト重鎖可変領域のいずれかと99%、98%、97%
、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり、かつヒト化軽鎖可変領域は、以
前に開示されたヒト軽鎖可変領域のいずれかと99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%
、91%、又は90%同一である。
【００４６】
　別の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで該抗体は、配列番号158を含むポリペプチドに結合する。別
の実施態様において、単離されたモノクローナル抗体は、配列番号158を含むポリペプチ
ドのフラグメントに結合する。さらに別の実施態様において、PAI-1に特異的に結合する
単離されたモノクローナル抗体は、配列番号156及び／又は配列番号158を含むポリペプチ
ドに結合する。別の実施態様において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロー
ナル抗体は、配列番号156、配列番号158、及び／又は配列番号157を含むポリペプチドに
結合する。なお別の実施態様において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクロー
ナル抗体は、配列番号1の残基160、262、296-297、300～307、及び／又は310～316に対す
る特異的結合親和性を含む。特定の実施態様において、本明細書に開示される単離された
モノクローナル抗体は、 配列番号1の少なくとも残基311、312、及び313(D-Q-E)と相互作
用する。特定の実施態様において、抗体により結合されるPAI-1はヒトPAI-1である。他の
実施態様において、抗体により結合されるPAI-1はヒトPAI-1の活性形態である。
【００４７】
　他の実施態様において、本明細書に開示されるPAI-1に特異的に結合する単離されたモ
ノクローナル抗体は、配列番号161を含むポリペプチドに結合する。なお他の実施態様に
おいて、単離されたモノクローナル抗体は、配列番号159及び／又は配列番号161を含むポ
リペプチドに結合する。なお他の実施態様において、単離されたモノクローナル抗体は、
配列番号159、配列番号160、及び／又は配列番号161を含むポリペプチドに結合する。な
お別の実施態様において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体は、
カニクイザル（cyno）-PAI-1(配列番号162)の残基44～64及び／又は残基307～321に対す
る特異的結合親和性を含む。特定の実施態様において、抗体により結合されるPAI-1はカ
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ニクイザル-PAI-1である。他の実施態様において、抗体により結合されるPAI-1は、カニ
クイザル-PAI-1の潜在形態である。
【００４８】
　さらなる局面において、PAI-1への開示された抗体のいずれかの結合を競合的に阻害す
る単離されたモノクローナル抗体が本明細書において開示される。一実施態様において、
本明細書において開示される単離されたモノクローナル抗体のうちのいずれかと結合につ
いて競合するか、かつ/又は競合的に阻害する、単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示される。特定の実施態様において、単離されたモノクローナル抗体は、競
合するか又はヒトPAI-1への結合を競合的に阻害する。特定の実施態様において、単離さ
れたモノクローナル抗体は、競合するか又は配列番号156、配列番号157、及び／若しくは
配列番号158を含むポリペプチドへの結合を競合的に阻害する。別の実施態様において、
単離されたモノクローナル抗体は、競合するか、又は配列番号159、配列番号160、及び／
若しくは配列番号161を含むポリペプチドへの結合を競合的に阻害する。一実施態様にお
いて、単離された抗体は、配列番号156、157、及び／又は158を含むポリペプチドへの結
合について、(a)重鎖フレームワーク領域、配列番号34を含む重鎖CDR1領域、配列番号33
を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖CDR3領域;並びに(b)軽鎖フレームワーク
領域、配列番号37を含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号3
5を含む軽鎖CDR3領域を含む単離されたモノクローナル抗体と競合する。
【００４９】
　別の局面において、本明細書に開示される単離されたモノクローナル抗体のいずれかを
コードするヌクレオチドが本明細書において開示される。
【００５０】
　一局面において、PAI-1の増加した発現又はPAI-1に対する増加した感受性に起因する状
態を処置する方法が本明細書で開示され、該方法は、患者又は他の被験体に、薬学的有効
量のPAI-1抗体を、経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に
投与することを含む。
【００５１】
　一局面において、患者又はそれを必要とする他の被験体に、薬学的有効量のPAI-1抗体
を、経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与することを
含む、プラスミン生成を回復する方法が本明細書において開示される。本明細書に開示さ
れる非経口投与としては、静脈内、点滴、動脈内、腹腔内、筋内、皮下、直腸又は膣、静
脈内、動脈内、皮下、及び筋内の非経口投与形態が挙げられる。いくつかの実施態様にお
いて、患者又は他の被験体への投与は、複数回投与を含む。別の局面において、プラスミ
ン生成を回復させる方法は、増加したレベルの線維化組織を含む状態の治療的処置を促進
する。いくつかの局面において、この状態は線維症を特徴とする。いくつかの局面におい
て、状態は、線維症、皮膚線維症、全身性硬化症、肺線維症、特発性肺線維症、間質性肺
疾患、及び慢性肺疾患である。他の局面において、プラスミン生成は、肝線維症、慢性腎
臓病を含む腎線維症、血栓症、静脈血栓症及び動脈血栓症、深部静脈血栓症、末梢肢虚血
、播種性血管内凝固血栓症、血栓溶解を伴うか若しくは伴わない急性虚血発作、又はステ
ント再狭窄の治療的処置を促進する。
【００５２】
　別の局面において、患者又は他の被験体に、経口的に、注射用液剤により非経口的に、
吸入により、又は局所的に投与することを含む、PAI-1の増加した発現又はPAI-1に対する
増加した感受性に起因する状態を処置するための医薬の製造のための、薬学的有効量のPA
I-1抗体の使用が本明細書に開示される。
【００５３】
　一局面において、医薬は、増加したレベルの線維化組織を含む状態を処置するためのも
のである。いくつかの局面において、状態は線維症を特徴とする。いくつかの局面におい
て、状態は、線維症、皮膚線維症、全身性硬化症、肺線維症、特発性肺線維症、間質性肺
疾患、及び慢性肺疾患である。他の局面において、医薬は、肝線維症、慢性腎臓病を含む
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腎線維症、血栓症、静脈血栓症及び動脈血栓症、深部静脈血栓症、末梢肢虚血、播種性血
管内凝固血栓症、血栓溶解を伴うか若しくは伴わない急性虚血発作、又はステント再狭窄
を含む状態を処置するためのものである。
【００５４】
　別の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで抗体は肺線維症を阻害する。特定の実施態様において、抗体
は、被験体の肺における線維症を阻害する。特定の実施態様において、抗体は、特発性肺
線維症(IPF)を有する被験体の肺において線維症を阻害する。いくつかの実施態様におい
て、本明細書において開示される単離されたモノクローナル抗体は、被験体においてフィ
ブリン分解の増加を誘導する。特定の実施態様において、抗体は、被験体の血漿中のフィ
ブリン分解を増加させる。いくつかの他の実施態様において、本明細書において開示され
る単離されたモノクローナル抗体は、被験体の肺におけるコラーゲン蓄積を阻害する。い
くつかの実施態様において、被験体はIPFを有する。いくつかの他の実施態様において、
本明細書において開示される単離されたモノクローナル抗体は、被験体の気管支肺胞洗浄
液(BALF)中のD-ダイマーレベルを増加させる。いくつかの実施態様において、被験体はIP
Fを有する。いくつかの他の実施態様において、本明細書において開示される単離された
モノクローナル抗体は、PAI-1に特異的に結合し、ここで抗体は、被験体における線維症
に起因した肺質量増加を阻害する。一実施態様において、被験体はIPFを有する。
【００５５】
　別の局面において、患者に経口的に、注射溶液剤により非経口的に、吸入により、又は
局所的に投与することを含む、PAI-1の増加した発現又は増加した感受性に起因する状態
を処置するための医薬の製造のための、薬学的有効量のPAI-1抗体の使用が本明細書にお
いて開示され、ここで状態は特発性肺線維症である。
【００５６】
　別の局面において、その患者又は他の被験体に、薬学的有効量のPAI-1抗体を、経口的
に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与することを含む、プラ
スミン生成を回復する方法が本明細書において開示され、ここでプラスミン生成は、特発
性肺線維症の治療的処置を促進する。
【００５７】
　別の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで抗体は、被験体において線維素溶解活性を回復する。特定の
実施態様において、抗体は、急性虚血発作を有する被験体において線維素溶解活性を回復
する。急性虚血発作は、血栓溶解を伴っていても伴っていなくてもよい。いくつかの実施
態様において、単離されたモノクローナル抗体は血餅溶解を回復する。特定の実施態様に
おいて、抗体はインビトロで血餅溶解を回復する。なお他の実施態様において、抗体はイ
ンビトロで約2nMのIC50で血餅溶解を回復する。
【００５８】
　他の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで抗体は、被験体におけるフィブリン分解（fibrin breakdown
）を回復する。いくつかの実施態様において、被験体は急性虚血発作を有する。
【００５９】
　別の局面において、経口的に、注射溶液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的
に患者に投与する言を含む、PAI-1の増加した発現又はPAI-1に対する増加した感受性に起
因する状態を処置するための医薬の製造のための、薬学的有効量のPAI-1抗体の使用が本
明細書において開示され、ここで状態は血栓溶解を伴うか又は伴わない急性虚血発作であ
る。
【００６０】
　別の局面において、患者又はそれを必要とする他の被験体に、薬学的有効量のPAI-1抗
体を、経口的に、注射溶液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与すること
を含む、プラスミン生成を回復する方法が本明細書において開示され、ここでプラスミン
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生成は、血栓溶解を伴うか又は伴わない急性虚血発作の治療的処置を促進する。
【００６１】
　別の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで抗体は、被験体において癒着（adhesions）の形成を阻害す
る。いくつかの実施態様において、癒着形成は手術又は外傷の後である。いくつかの実施
態様において、被験体における癒着形成は腹部である。他の実施態様において、癒着形成
は、被験体の肩部、骨盤、心臓、脊椎、手、及び他の身体領域において発生する。
【００６２】
　別の局面において、経口的に、注射溶液剤により非経口的に、吸入により、局所的に患
者に投与することを含む、PAI-1の増加した発現又はPAI-1に対する増加した感受性に起因
する状態を処置又は予防するための医薬の製造のための、薬学的有効量のPAI-1抗体の使
用が本明細書に開示され、ここで状態は腹部癒着形成である。
【００６３】
　別の局面において、患者又はそれを必要とする他の被験体に、薬学的有効量のPAI-1抗
体を、経口的に、注射溶液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与すること
を含む、プラスミン生成を回復する方法が本明細書において開示され、ここでプラスミン
生成は、癒着形成の処置又は予防を促進する。いくつかの実施態様において、被験体にお
ける癒着形成は腹部である。
【００６４】
　別の局面において、PAI-1/ビトロネクチン複合体に結合する単離されたモノクローナル
抗体が本明細書において開示される。別の局面において、PAI-1基質コンホメーション（s
ubstrate conformation）を誘導することによりPAI-1活性を中和する単離されたモノクロ
ーナル抗体が本明細書において開示される。一実施態様において、抗体は、プラスミン生
成を回復するか又は回復する能力がある。別の実施態様において、単離されたモノクロー
ナル抗体は、フィブロネクチン分解を誘導するか又は誘導する能力がある。さらに別の実
施態様において、単離されたモノクローナル抗体は、マトリックスメタロプロテイナーゼ
（MMP)活性化を誘導するか又は誘導する能力がある。
【００６５】
　別の局面において、本明細書に開示される単離されたモノクローナル抗体は、抗体フラ
グメントである。いくつかの実施態様において、抗体は単鎖Fv抗体である。他の実施態様
において、重鎖及び軽鎖は、可動性のリンカーにより接続されて単鎖抗体を形成する。他
の実施態様において、抗体はFab、Fab’、又は(Fab’)2抗体である。
【００６６】
　別の局面において、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体が本明細
書において開示され、ここで抗体は結晶化された抗体である。一実施態様において、モノ
クローナル抗体A44のFab’フラグメントを含む単離された結晶が本明細書において開示さ
れ、ここでFab’フラグメントは、軽鎖配列 配列番号7及び重鎖配列　配列番号6からなる
。別の実施態様において、軽鎖配列　配列番号93及び重鎖配列　配列番号86を含むFab’
フラグメントを含む単離された結晶が本明細書において開示される。一実施態様において
、単離された結晶は、アシメトリックな単位セル寸法　a=105Å、b=152 Å及びc=298Åを
含む。一実施態様において、単離された結晶はP212121空間群に属する。別の実施態様に
おいて、単離された結晶は、x線回折の3.3Å分解能を含む。一実施態様において、単離さ
れた結晶は、結晶化された抗体の生物学的活性を保持する。いくつかの実施態様において
、単離された結晶は、結晶化された抗体の可溶性の対応するものよりもインビボでより大
きな半減期を有する。
【００６７】
　一局面において、(a)PAI-1に特異的に結合する結晶化された抗体、及び(b)結晶を包埋
又は封入する少なくとも１つの薬学的賦形剤を含む医薬組成物が本明細書において開示さ
れる。
【００６８】
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　別の局面において、薬学的に許容しうる担体及び治療有効量の本明細書に開示される抗
体のうちのいずれかを含む医薬組成物が本明細書において開示される。
【００６９】
　一局面において、PAI-1、又はそのフラグメント、及びビトロネクチンから構成される
複合体を用いて哺乳動物を免疫することを含む、PAI-1に対する抗体を生成する方法が本
明細書において開示される。
【００７０】
　別の局面において、tPA活性阻害剤としてのPAI-1の機能をブロックするその能力につい
てELISAでPAI-1抗体をスクリーニングする方法が本明細書において開示され、該方法は：
(a)PAI-1をELISAプレートに結合させる工程;(b)ELISAプレートをPAI-1抗体とともにイン
キュベートする工程; (c)ELISAプレートをtPAとともにインキュベートする工程;(d)標識
した抗tPA抗体とともにELISAプレートをインキュベートする工程;及び(e)標識された抗tP
A抗体により発せられるOD405を測定する工程を含み;ここでポジティブな記録(reading）
は、PAI-1抗体がPAI-1に結合するがPAI-1とtPAとの間の共有結合の形成をブロックすると
いうことを示し、かつネガティブな記録は、PAI-1抗体がPAI-1とのtPAの相互作用をブロ
ックすることを示す。
【００７１】
　別の局面において、ハイブリドーマをスクリーニングする方法が本明細書において開示
される。特定の実施態様において、スクリーニングする方法は、抗マウス固定抗PAI-1抗
体を使用する逆スクリーニング方法を含む。他の実施態様において、スクリーニング方法
は、リガンドとして又は固定されたビトロネクチンに対して遊離PAI-1を使用する順方向
（forward）スクリーニングアッセイを含む、又は（comprises or）。特定の実施態様に
おいて、この方法は、PAI-1/ビトロネクチン複合体に対する抗体の親和性を決定するため
に適用される。いくつかの実施態様において、この方法は:ビトロネクチンを表面に固定
する工程;表面に固定されたビトロネクチンとPAI-1を接触させ、それにより複合体を形成
する工程;複合体を含む表面を抗体と接触させる工程;複合体に結合した抗体を未結合の抗
体と分離する工程;複合体に結合した抗体を検出し、そして複合体に結合した抗体のレベ
ルを分析して、複合体に対する抗体の親和性を決定する工程を含む。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１】図1は、PAI-1と、組織型プラスミノーゲン活性化因子(tPA)及びウロキナーゼ型
プラスミノーゲン活性化因子(uPA)のセリンプロテアーゼとの間の機構の略図を示す。PAI
-1は、構造的柔軟性を示し、そしてそれがビトロネクチン（Vn)に結合した場合に潜在コ
ンホメーション又は活性コンホメーションで存在し得る。PAI-1のRCL領域は、セリンプロ
テアーゼによる切断部位であるベイトペプチド結合(P1-P1’とも呼ばれる)を保有する。t
PA又はuPAとのミカエリス複合体が初めに形成し、次いで触媒三残基はベイトペプチド結
合と反応してアシル-酵素複合体を形成し、これが、P1-P’1ペプチド結合の切断後に、強
いコンホメーション変化を誘導する。アシル酵素は、セリンプロテアーゼ(tPA)からの触
媒三残基からのセリン残基（黒三角）とさらなる加水分解を受ける基質（黒丸）からのア
ミノ酸との間の共有結合により形成される不安定な複合体である。コンホメーション変化
は、プロテアーゼがPAI-1とアシル酵素として共有結合したままで、β-ストランド中への
切断されたRCLの挿入を引き起こす。非生理的環境下で、このアシル-酵素複合体の加水分
解は、切断されたPAI-1及び遊離活性プロテアーゼの放出を誘導し得る。
【図２】図2は、実施例２に記載されるような結合ELISAにおける抗体滴定についての典型
的な標準曲線を示す。抗体31C9、33B8及び33H1は、陽性対照であり、そしてIgG1は陰性対
照としてのものであった。
【図３】図3は、実施例４に記載されるように、PAI-1のtPAとの相互作用をブロックする
抗体を選択するための機能的ELISAについての表現曲線を示す。抗体33H1は陽性対照であ
り、IgG1は陰性対照であり、そしてA44を陽性抗体クローンとして同定した。
【図４】図4は、実施例４に記載される発色アッセイにおけるA44及び市販の抗体(33B8及



(19) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

40

50

び33H1)によるtPAの活性をブロックするヒトPAI-1の中和を示す。
【図５】図5は、異なる融合により産生された抗体の選択による、tPAの活性をブロックす
るヒトPAT-1の中和を示す(実施例４を参照のこと)。
【図６】図6は、ヒトPAI-1及びそのオルソログが同様の効力で発色アッセイにおいてヒト
tPA活性をブロックするということを示す。
【図７】図7は、実施例４に記載される発色アッセイにおける、A44及び33B8(市販)抗体に
よるヒトtPAのブロッキング活性のカニクイザル(cyno)及びマウスPAI-1の中和を示す。
【図８】図8は、抗体33H8(PAI-1を活性コンホメーションから潜在コンホメーションへと
変換する)、33H1(PAI-1を活性コンホメーションから基質コンホメーションへと変換する)
及びA44がPAI-1のtPAとの相互作用をブロックする作用機序のSDS-Page分析を示す。レー
ン1:分子量標準;レーン2:PAI-1のみ;レーン3:tPAのみ;レーン4:tPAの存在下でのPAI-1;レ
ーン5:33B8 +PAI-1 +tPA;レーン6:33H1+PAI-1+tPA;レーン7:A44+PAI-1+tPA;レーン8:mAb
はアイソタイプ対照抗体である。
【図９】図9は、抗体33H8(PAI-1を活性コンホメーションから潜在コンホメーションへと
変換する)、33H1(PAI-1を活性コンホメーションから基質コンホメーションへと変換する)
並びに融合物C26、E16及びE21から生じた抗体がPAI-1のtPAとの相互作用をブロックする
作用機序のSDS-Page分析を示す。レーン1:分子量標準;レーン2:PAI-1のみ;レーン3:tPAの
み;レーン4:tPAの存在下でのPAI-1;レーン5:33B8 +PAI-1 +tPA;レーン6:33H1+PAI-1+tPA;
レーン7: C26+PAI-1+tPA;レーン8:E16+PAI-1+tPA;レーン9:E21+PAI-1+tPA;レーン10:mAb
はアイソタイプ対照抗体である。
【図１０】図10は、抗体33H8(PAI-1を活性コンホメーションから潜在コンホメーションへ
と変換する)、33H1(PAI-1を活性コンホメーションから基質コンホメーションへと変換す
る)並びに融合物A39、B109及びC45から生じた抗体がPAI-1のtPAとの相互作用をブロック
する作用機序のSDS-Page分析を示す。レーン1:分子量標準;レーン2:PAI-1のみ;レーン3:t
PAのみ;レーン4:tPAの存在下でのPAI-1;レーン5:33B8 +PAI-1 +tPA;レーン6:33H1+PAI-1+
tPA;レーン7:A39+PAI-1+tPA;レーン8: B109+PAI-1+tPA;レーン9:C45+PAI-1+tPA;レーン10
:mAbはアイソタイプ対照抗体である。
【図１１】図11は、以下のマウス抗体の軽鎖の整列を示す:A105(配列番号3)、A39(配列番
号5)、A44(配列番号7)、A71(配列番号9)、A75(配列番号81)、B109(配列番号11),B28(配列
番号13)、C45(配列番号15)、E16(配列番号17)、及びE21(配列番号19)。CDRは太字で強調
されている。
【図１２】図12は、以下のマウス抗体の重鎖の整列を示す:A105(配列番号2)、A39(配列番
号4)、A44(配列番号6)、A71(配列番号8)、A75(配列番号80)、B109(配列番号10)、B28(配
列番号12)、C45(配列番号14)、E16(配列番号16)、及びE21(配列番号18)。IMGTにより定義
されるCDRは太字で強調されている。
【図１３】図13は、マウスA44軽鎖(配列番号7)とvk1(配列番号101)及びvlambda3(配列番
号102)との整列を示す。
【図１４】図14は、マウスA44重鎖(配列番号6)とvh2(配列番号103)及びvh4(配列番号104)
との整列を示す。
【図１５】図15は、全ての構築物が整列されたクローンA44ヒト化VLを示す。全ての整列
された配列(配列番号91～98)は、表２５において以下にさらに記載される。黒い枠はCDR
ドメインを表す。強調された残基は、整列ですぐ上の残基と配列が異なる。残基の番号付
けはIMGTにより記載されるとおりである。
【図１６】図16は、全ての構築物が整列されたクローンA44ヒト化VHを示す。全ての整列
された配列(配列番号82～90)を表２５において以下に更に記載する。黒い枠はCDRドメイ
ンを表す。強調された残基は、整列においてすぐ上の残基と配列が異なる。残基番号付け
はIMGTにより記載されるとおりである。
【図１７】図17は、PAI-1活性の阻害パーセントをmAb濃度の関数としてプロットし、そし
てIC50をBiostat speedソフトウェアを使用してImaxを決定したことを示す。
【図１８】図18は、均一性組み換え6-Hisタグ化Fab A44の精製を示す。
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【図１９】図１９は、固定されたAPG抗体へのヒトPAI-1グリコシル化結合のシングルカイ
ネティクス（single kinetic）分析を使用したBiacore 2000を用いたSPR分析を示す。シ
ングルサイクルカイネティクス（single-cycle kinetic）からのセンサーグラムを灰色で
示す。適合モデルを黒色で示す。
【図２０】図２０は、ELISAによるUK-PAI-1複合体形成検出により決定した、APG、APGv2
、及びAPGv4抗体によるヒト血漿PAI-1中和を示す。PAI-1活性の阻害パーセントを、APG、
APGv2、又はAPGv4抗体の濃度の関数としてプロットした。
【図２１】図２１は、時間(分)の関数として340nmでの吸光度読み取りによる比濁法動力
学的測定により検出した、tPA 1nM及びPAI-1 3nMの存在下でのA44V11(1、3又は10nM)によ
るヒト血漿血餅溶解の回復を示す。
【図２２】図２２は、時間(分)の関数として340nmでの吸光度により検出した、tPA 1nM及
びPAI-1 3nMの存在下でのヒトIgG1陰性対照(1、3又は10nM)によるヒト血漿血餅溶解の回
復の不在を示す。
【図２３】図２３は、様々な濃度でのA44V11又はヒトIgG1アイソタイプ陰性対照によるヒ
ト血漿血餅溶解の回復を示す。
【図２４】図２４は、時間(分)の関数として340nmでの吸光度により検出した、tPA 1nM及
びPAI-1 3nMの存在下での3nMのAPG、APGV2又はAPGV4によるヒト血漿血餅溶解の回復を示
す。
【図２５】図２５は、様々な濃度でのAPG変異体2及び4によるヒト血漿血餅溶解の回復を
示す。
【図２６】図２６は、50nMでのA44V11又はIgGアイソタイプ対照mAb及びTGFβ 5ng/mlによ
る処置後４８時間でのヒトLL29筋線維芽細胞上清での免疫ブロット抗PAI-1を示す。
【図２７】図２７は、PBS(対照)、プラスミノーゲン(Pg)、A44v11及びプラスミノーゲン(
A+Pg)又は陰性のヒトIgG及びプラスミノーゲン(Neg+Pg)で４８時間細胞処理した後のヒト
初代肺線維芽細胞における一般的(generic）MMP活性を示す。
【図２８】図２８は、腹腔内（i.p.）投与による10mg/kgでのA44若しくはIgG1又はPBSで
の4日目の処置の7日後及び9日後の時点のブレオマイシン処置マウスからの気管支肺胞洗
浄液(BALF)中(A)及び肺溶解物(B)中のヒト活性PAI-1レベルを示す。ELISA(#HPAIKT Molec
ular Innovation)により決定された活性PAI-1。阻害のパーセンテージを、A44ブレオマイ
シン（bleo）とIgG bleoとの間の差異を、IgG bleoと未処置(PBS)マウス群との間の差異
で割ることにより計算した。
【図２９】図２９は、ELISA(Asserachrom D-Di、Diagnostica Stago)により決定した、i.
p.投与による10mg/kgのA44若しくはIgG1又はPBSを用いた４日目の処置の７日後及び９日
後のブレオマイシン処置マウスからのBALF中のマウスD-ダイマーレベルを示す。IgGと比
較したA44により誘導されたD-ダイマーの倍（Fold)増加が示される。
【図３０】図３０は、4日目から２０日目まで３日ごとのPBS(ビヒクル)、IgG1又はA44 10
mg/kgのi.p.投与後に食塩水又はブレオマイシン処置のいずれかの２１日後のトランスジ
ェニックヒト化マウスからの右肺質量を示す。
【図３１】図３１は、4日目から２０日目まで３日ごとのPBS(ビヒクル)、IgG1又はA44 10
mg/kgのi.p.投与後に食塩水又はブレオマイシン処置のいずれかの２１日後のトランスジ
ェニックヒト化マウスにおけるヒドロキシプロリン肺含有量を示す。
【図３２】図３２は、LPSチャレンジ(100ug/kg静脈内（iv）)の24時間前にA44V11(A)mAb(
n=5)又はIgG1アイソタイプ対照(B)(n=4)(5mg/kg腹腔内（ip）)で処置されたサルからの血
漿中の活性PAI-1レベルを示す。血液サンプルを、示された時点で採取し、そして活性PAI
-1レベルをELISA (Molecular Innovationからの# HPAIKT)を使用して血漿中で決定した。
【図３３】図３３は、LPSチャレンジ(100ug/kg iv)の２４時間前にA44V11(A)mAb (n=5)又
はIgG1アイソタイプ対照(B)(n=4)(5mg/kg ip)により処置されたサルからの肝臓生検にお
ける活性PAI-1 レベルを示す。肝臓生検を、麻酔されたサルにおいて示された時点に採取
し、そして活性PAI-1レベルを、ELISA(Molecular Innovationからの#HPAIKT)を使用して
溶解物中で決定した。
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【図３４】図３４は、LPSチャレンジ(100ug/kg iv)の24時間前にA44V11(A)mAb(n=5)又はI
gG1アイソタイプ対照(B)(n=4)(5mg/kg ip)により処置されたサルからの血漿中のD-ダイマ
ーレベルを示す。血液サンプルを示された時点に採取し、そしてD-ダイマーレベルをELIS
Aを使用して血漿中で測定した。
【図３５】図３５は、LPSチャレンジ(100ug/kg iv)の２４時間前にA44V11(A)mAb(n=5)に
より又はIgG1アイソタイプ対照(B)(n=4)(5mg/kg ip)で処置されたサルからの血漿中のプ
ラスミンα2抗プラスミン(PAP)複合体レベルを示す。血液サンプルを示された時点で採取
し、そしてPAPレベルを、ELISA(Diagnostica Stagoからの# Asserachrom PAP)を使用して
血漿中で決定した。
【図３６】図３６は、腹腔内液(IPF)及び子宮角溶解物中の活性PAI-1のレベルを示す。腹
腔内液(A)及び子宮角溶解物(B)中の活性PAI-1レベル。6時間及び７日目の時点で、活性PA
I-1レベルは、アイソタイプ対照抗体で処置された動物と比較して、A44V11抗体で処置さ
れた動物において腹腔内液(IPF)及び子宮角(UH)溶解物の両方でより低く、７２時間の時
点では差異は観測されなかった。(* スチューデントｔ検定により計算してp<0.001)
【図３７】図３７は、同種（homogeneity）組み換え6-Hisタグ化（tagged）Fab A44の精
製の別の例を示す。
【図３８】図３８は、ヒトwt PAI-1タンパク質と複合体化した同種組み換え6-Hisタグ化F
ab A44の精製を示す。
【図３９】図３９(a)は、Fab A44/PAI-1複合体の複合体結晶化を示し、そして図39(b)は
最もよく最適化された結晶を示す。
【図４０】図４０は、Fab A44/PAI-1複合体の棒状単結晶を示す。
【図４１】図４１は、Fab A44認識 ヒトPAI-1の活性形態及びcyno PAI-1の潜在形態を示
す。
【図４２】図４２は、(A)活性ヒトPAI-1、及び(B)潜在cyno PAI-1でのFab A44により認識
されたPAI-1エピトープを示す。
【図４３】図４３は、Fab A44/PAI-1複合体の重鎖パラトープを示す。
【図４４】図４４は、Fab A44/PAI-1複合体の軽鎖パラトープを示す。
【図４５】図４５は、カニクイザル、ヒト、ラット、及びマウスPAI-1の推定A44結合エピ
トープの配列整列を示す。配列は、配列番号1(PAI-1ヒト)、配列番号162(PAI-1カニクイ
ザル)、配列番号163 (PAI-1マウス)、及び配列番号164(PAI-1ラット)から抜粋される。
【図４６】図４６は、マウスPAI-1構造のヒトPAI-1/A44V11複合体との比較を示す。
【図４７】図４７は、ヒトPAI-1/A44V11複合体の構造及びPAI-1へのビトロネクチン結合
のモデルを示す。
【図４８】図４８は、cyno-PAI-1の消化性ペプチド包括度（coverage）(配列番号162)を
示す;95.3%配列範囲が１５０個の重複する消化性ペプチドから得られる。
【図４９】図４９は、未結合(円線)、APGv2-結合(x-線)及びA44v11-結合(ひし形線)の状
態のカニクイザル（cyno）-PAI-1ペプチドについての代表的な重水素取り込みプロットを
示す。残基の範囲/位置は配列番号162からのものである。(A)大部分の消化性ペプチドは
、cyno-PAI-1単独といずれかのmAbと結合したcyno-PAI-1との間で差異を示さなかった。(
B)、残基44～64に及ぶペプチドは、両方のmAb-結合状態において交換からの同様の保護を
示した。(C)、295～322を組み込んだペプチドは、両方のmAb-結合状態においてより少な
い重水を取り込むが保護の大きさはA44v11についてより高い。
【図５０】図５０は、cyno-PAI-1単独及びA44v11に結合したcyno-PAI-1の水素/重水素交
換(HDX)比較を示す。(A)、上の未結合状態及び下の結合状態を含む平均相対的部分交換の
バタフライプロット（butterfly plot）。線は10秒、1分、5分、及び240分の時点に取得
されたデータに対応する。(B)において、cyno-PAI-1単独又はA44v11に結合したcyno-PAI-
1についての上記の（A)におけるプロットからの差異データ(ダルトン)のプロット。
【図５１】図５１は、cyno-PAI-1単独及びAPGv2に結合したcyno-PAI-1のHDX比較を示す。
(A)において、上の未結合状態及び下の結合状態を含む平均相対的部分交換のバタフライ
プロット。線は10秒、1分、5分、及び240分の時点に取得されたデータに対応する。(B)に
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おいて、cyno-PAI-1単独又はAPGv2に結合したcyno-PAI-1についての上記のパネル（A)か
らの差異データ(ダルトン)のプロット。
【図５２】図５２は、A44v11に結合したcyno-PAI-1及びAPGv2に結合したcyno-PAI-1のHDX
比較を示す。(A)において、上のAPGv2結合状態及び下のA44v11結合状態を含む平均相対的
部分交換のバタフライプロット。線は10秒、1分、5分、及び240分の時点に取得されたデ
ータに対応する。(B)において、APGv2又はA44v11に結合したcyno-PAI-1についての上記パ
ネル（A)からの差異データ(ダルトン)のプロット。
【図５３】図５３は、HDX MSにより決定されたcyno-PAI-1:A44v11エピトープを示す。A44
v11抗体結合状態で交換からの保護を示すcynoPAI-1(配列番号162)の残基は太字で示され
る。結晶化研究から決定されたcyno-PAI-1:A44v11エピトープの残基を枠に示す。
【発明を実施するための形態】
【００７３】
　詳細な説明
　本発明は、ヒトPAI-1に特異的に結合してPAI-1の生物学的機能を調節する抗体及びその
フラグメントを提供する。このような抗体は、PAI-1関連疾患又は障害(例えば、線維症)
を処置するために特に有用である。本発明はまた、医薬組成物、さらにはPAI-1抗体をコ
ードする核酸、組み換え発現ベクター及びこのような抗体、又はそのフラグメントを製造
するための宿主細胞を提供する。インビトロ又はインビボのいずれかで、PAI-1を検出す
るため、又はPAI-1活性を調節するために本明細書に開示される抗体を使用する方法もま
た本発明に包含される。
【００７４】
　I. 定義
　本発明がより容易に理解され得るために、特定の用語が最初に定義される。
【００７５】
　本明細書で使用される用語「ヒトPAI-1」は、以下に記載されるアミノ酸配列を含むか
又はそれからなるペプチドを指す:
VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTGGETQQQIQAAMGFKIDDKGMAPALRHLYK
ELMGPWNKDEISTTDAIFVQRDLKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVERARFIINDWVKTHTKGMISNLLGKGAVDQL
TRLVLVNALYFNGQWKTPFPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQTNKFNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFIAAP
YEKEVPLSALTNILSAQLISHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADFTSLSDQEPLHVAQA
LQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARMAPEEIIMDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP (配列番号1)、又はそ
のフラグメント。
【００７６】
　本明細書で使用される用語「抗体」は、ジスルフィド結合により相互接続された４つの
ポリペプチド鎖、２つの重(H)鎖及び２つの軽(L)鎖を含む免疫グロブリン分子、さらには
その多量体(例えば、IgM)を指す。各重鎖は、重鎖可変領域(VH又はVHと省略される)及び
重鎖定常領域(CH又はCH)を含む。重鎖定常領域は、３つのドメイン、CH1、CH2及びCH3を
含む。各軽鎖は、軽鎖可変領域(VL又はVLと省略される)及び軽鎖定常領域(CL又はCL)と省
略される。軽鎖定常領域は１つのドメイン(CL1)を含む。VH及びVL領域は、より保存され
たフレームワーク領域(FR)と呼ばれる領域が組み入れられた、相補性決定領域（CDR)と呼
ばれる超可変性の領域へとさらに細分され得る。各VH及びVLは、アミノ末端からカルボキ
シ末端へと以下の順序で配置された３つのCDR及び４つのFRから構成される:FR1、CDR1、F
R2、CDR2、FR3、CDR3、FR4。
【００７７】
　本明細書で使用される用語抗体の「抗原結合フラグメント」は、抗原に特異的に結合し
て複合体を形成する、いずれかの天然に存在する、酵素により得られる合成又は遺伝子操
作されたポリペプチド又は糖タンパク質を含む。抗体の抗原結合フラグメントは、例えば
、完全抗体分子から、いずれかの適切な標準的技術、例えばタンパク質分解消化、又は抗
体可変ドメイン及び場合により定常ドメインをコードするDNAの操作及び発現を含む組み
換え遺伝子操作技術を使用して誘導され得る。抗原結合部分の非限定的な例としては:(i)
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Fabフラグメント;(ii)F(ab’)2フラグメント;(iii)Fdフラグメント;(iv)Fvフラグメント;
(v)単鎖Fv(scFv)分子;(vi)dAbフラグメント;及び(vii)抗体の超可変性領域(例えば、単離
された相補性決定領域(CDR))を模倣したアミノ酸残基からなる最小認識単位が挙げられる
。他の操作された分子、例えば二特異性抗体（diabodies）、三特異性抗体（triabodies
）、四特異性抗体（tetrabodies）及びミニボディ（minibodies）もまた表現「抗原結合
フラグメント」内に包含される。
【００７８】
　本明細書で使用される用語「CDR」又「相補性決定領域」は、重鎖及び軽鎖ポリペプチ
ドの両方の可変領域内に見られる不連続な抗原結合部位を意味する。これらの特定の領域
は、Kabat et al.、J. Biol. Chem. 252、6609-6616 (1977)及びKabat et al.、Sequence
s of protein of immunological interest. (1991)、及びChothia et al.、J. Mol. Biol
. 196:901-917 (1987)及びMacCallum et al.、J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996)により
記載されており、 ここで定義は、互いに対して比較した場合のアミノ酸残基の重複又は
サブセットを含む。Kabat定義は配列変動性に基づく。全ての種の全てのIG及びTR V領域
についてのIMGT一意的番号付けは、可変領域の構造の高い保存に依存する(Lefranc、Mp e
t al.、Dev comp. Immunol. 27:55-77、2003)。5,000より多くの配列を整列した後に設定
されるIMGT番号付けは、フレームワーク及びCDRの定義を考慮にいれ、かつ組み合わせる
。Clothia定義は、構造的ループ領域の位置に基づく。接触定義(MacCallum et al.)は、
複合体結晶構造及び抗体-抗原相互作用の分析に基づく。上記に引用された参考文献の各
々により定義されるとおりにCDRを包含するアミノ酸残基は、比較のために示される。本
明細書に開示される一実施態様において、用語「CDR」は、Kabat定義により定義されるCD
Rである。本明細書に開示される別の実施態様において、CDRはIMGTにより定義されるCDR
である。
【００７９】
　本明細書において使用される用語「フレームワーク(FR)アミノ酸残基」は、Ig鎖のフレ
ームワーク領域におけるアミノ酸を指す。本明細書において使用される用語「フレームワ
ーク領域」又は「FR領域」は、可変領域の一部であるが、CDRの一部ではないアミノ酸残
基を含む(例えば、CDRの接触定義を使用して）。従って、可変領域フレームワークは、約
100～120アミノ酸長であるが、CDRの外側のアミノ酸しか含まない。
【００８０】
　本発明はまた、本明細書において開示される抗体のCDRアミノ酸配列における「保存的
アミノ酸置換」、すなわち、抗原、すなわちPAI-1への抗体の結合を無効にしないアミノ
酸改変を包含する。保存的置換は、その位置でのアミノ酸残基の極性又は電荷に対してほ
とんど影響がないか又は全く影響がないような、ネイテイブでない残基でのネイテイブア
ミノ酸残基の置換である。例えば、保存的置換は、ポリペプチド中の非極性残基のいずれ
かの他の非極性残基での置き換えから生じる。さらに、ポリペプチド中のいずれかのネイ
テイブ残基はまた、以前に「アラニンスキャニング変異誘発」(Cunningham et al.、Scie
nce 244:1081-85 (1989))について記載されたように、アラニンで置換され得る。保存的
アミノ酸置換は、１つのクラスのアミノ酸の、同じクラスのアミノ酸による置換を含み、
この場合、クラスは一般的な物理化学的アミノ酸側鎖特性、及び例えば標準的Dayhoff頻
度交換マトリックス（frequency exchange matrix）又はBLOSUMマトリックスにより決定
される、天然に見いだされる相同タンパク質中の高い置換頻度により定義される。アミノ
酸側鎖の６つの一般的なクラスが分類されており、これには以下が含まれる:クラスI(Cys
);クラスII(Ser、Thr、Pro、Ala、Gly);クラスIII(Asn、Asp、Gln、Glu);クラスIV(His、
Arg、Lys);クラスV(Ile、Leu、Val、Met);及びクラスVI(Phe、Tyr、Trp)。例えば、別の
クラスIIIの残基、例えばAsn、Gln、又はGluの代わりにAspを用いることは、保存的置換
である。従って、PAI-1抗体中の予測非必須アミノ酸残基は、同じクラスからの別のアミ
ノ酸残基で置き換えられる。抗原結合を除去しないアミノ酸保存的置換を同定する方法は
当該分野で周知である(例えば、Brummell et al.、Biochem. 32:1180、1993; Kobayashi 
et al. Protein Eng. 12:879、1999;及びBurks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:
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412、1997を参照のこと)。保存的アミノ酸置換についての一般的な規則を以下の表１に示
す。
【００８１】
【表１】

【００８２】
　保存的アミノ酸置換はまた、生体系における合成によるよりもむしろ化学的ペプチド合
成により典型的に組み込まれる天然に存在しないアミノ酸残基も包含する。これらとして
は、ペプチド模倣物、及びアミノ酸部分の他の逆又は反転した形態が挙げられる。
【００８３】
　アミノ酸配列に対する保存的改変(及びコードヌクレオチドに対する対応する改変)は、
天然に存在するPAI-1抗体の特徴と類似した機能的及び化学的特徴を有するPAI-1抗体を生
じると期待される。対照的に、PAI-1抗体の機能的又は化学的特徴における実質的な改変
は、(a)例えば、シート若しくはらせんコンホメーションのような、置換の領域における
分子骨格の構造、(b)標的部位における分子の電荷又は疎水性、又は(c)側鎖の体積を維持
することに対するそれらの効果が有意に異なる置換を選択することにより達成され得る。
天然に存在する残基は、共通の側鎖特性に基づくグループにわけられ得る:
　1)疎水性:ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile;
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　2)中性親水性:Cys、Ser、Thr;
　3)酸性:Asp、Glu;
　4)塩基性:Asn、Gln、His、Lys、Arg;
　5)鎖配向に影響を及ぼす残基:Gly、Pro;及び
　6)芳香族:Trp、Tyr、Phe。
【００８４】
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの１つのメンバーの、別のクラスのメンバーの
交換を含み得る。このように置換された残基は、非ヒトPAI-1抗体と相同なヒトPAI-1抗体
の領域中に、又はその分子の相同でない領域中に導入され得る。
【００８５】
　特定の局面において、重鎖又は軽鎖可変領域は、本明細書に開示される可変領域配列の
いずれかと99%、98%、97%、96%、95%、94%、93%、92%、91%、又は90%同一であり得る。
【００８６】
　本明細書で使用される用語「に特異的に結合する」は、1ｘ10-6M、1ｘ10-7M、1ｘ10-8M
、1ｘ10-9M、1ｘ10-10M、1ｘ10-11M、1ｘ10-12M又はそれ以下より低いKdで抗原に結合す
る抗体又はその抗原結合フラグメントの能力を指す。この用語はまた、非特異的抗原につ
いてのその親和性よりも少なくとも2倍高い親和性で抗原に結合する抗体又はその抗原結
合フラグメントの能力を包含し指す。
【００８７】
　本開示はまた、競合結合を決定するための当該分野で公知のいずれかの方法、例えば本
明細書に記載されるイムノアッセイにより決定して、本明細書に開示されるエピトープへ
の抗体の結合を競合的に阻害する抗体を提供する。特定の実施態様において、この抗体は
、エピトープへの結合を、少なくとも95%、少なくとも90%、少なくとも85%、少なくとも8
0%、少なくとも75%、少なくとも70%、少なくとも60%、又は少なくとも50%競合的に阻害す
る。
【００８８】
　本明細書で使用される用語「抗原」は、抗体又はその抗原結合フラグメントにより認識
される結合部位又はエピトープを指す。
【００８９】
　本明細書で使用される用語「ベクター」は、連結されている別の核酸分子を輸送するこ
とができる核酸分子を指すことを意図される。ベクターの一種は「プラスミド」であり、
これはさらなるDNAセグメントが結合され得る環状二本鎖DNAループを指す。別の種類のベ
クターはウイルスベクターであり、ここでさらなるDNAセグメントはウイルスゲノムに結
合され得る。特定のベクターは、それらが導入されている宿主細胞において自己複製する
ことができる(例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクター及びエピソーム哺乳動物ベク
ター)。他のベクター(例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入の
際に宿主細胞のゲノム中に組み込まれ得、そしてそれにより宿主ゲノムと一緒に複製され
る。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結されている遺伝子の発現を方向
づけることができる。このようなベクターは、本明細書で「組み換え発現ベクター」(又
は単純に、「発現ベクター」)と呼ばれる。一般に、組み換えDNA技術において有用な発現
ベクターは、しばしばプラスミドの形態である。用語「プラスミド」及び「ベクター」は
、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、発現ベクターのこのような他の形態、例
えばウイルスベクター(例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルス及びアデノ随
伴ウイルス)を含むことを意図され、これらは等価な機能を果たす。
【００９０】
　多数の発現ベクター系が、本発明の目的のために使用され得る。例えば、１つのクラス
のベクターは、牛パピローマウイルス、ポリオーマウイルス、アデノウイルス、ワクシニ
アウイルス、バキュロウイルス、レトロウイルス(RSV、MMTV又はMOMLV)又はSV40ウイルス
のような動物ウイルス由来であるDNAエレメントを利用する。その他は、内部リボソーム
結合部位を有するポリシストロニック系の仕様を含む。さらに、それらの染色体にDNAを
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組み込まれた細胞は、トランスフェクトされた宿主細胞の選択を可能にする１つ又はそれ
以上のマーカーを導入することにより選択され得る。マーカーは、栄養要求性宿主へ原栄
養性、殺生物剤抵抗性(例えば、抗生物質)又は銅のような重金属に対する抵抗性を提供し
得る。選択可能なマーカー遺伝子は、発現させようとするDNA配列に直接連結されても、
同時形質転換により同じ細胞中に導入されてもいずれでもよい。さらなるエレメントもま
た、mRNAの最適な合成のために必要とされ得る。これらのエレメントとしては、シグナル
配列、スプライスシグナル、さらには転写プロモーター、エンハンサー、及び終止シグナ
ルが挙げられ得る。特定の実施態様において、クローンされた可変領域遺伝子は、上で考
察されたように合成の、重鎖及び軽鎖定常領域遺伝子(例えばヒト)と一緒に発現ベクター
中に挿入される。
【００９１】
　より一般的に、抗体又はそのフラグメントをコードするベクター又はDNA配列が製造さ
れると、発現ベクターは適切な宿主細胞中に導入され得る。すなわち、宿主細胞が形質転
換され得る。宿主細胞へのプラスミドの導入は、当業者に周知の様々な技術により達成さ
れ得る。これらとしては、限定されないが、トランスフェクション(電気泳動及びエレク
トロポレーションを含む)、原形質融合、リン酸カルシウム沈降、細胞融合、エンベロー
プ（enveloped）DNAを用いた細胞融合、マイクロインジェクション、及びインタクトなウ
イルスでの感染が挙げられる。Ridgway、A. A. G.「Mammalian Expression Vectors」 Ch
apter 24.2、pp. 470-472 Vectors、Rodriguez and Denhardt、Eds. (Butterworths、Bos
ton、Mass. 1988)を参照のこと。本明細書に開示される実施態様は、エレクトロポレーシ
ョンによる宿主へのプラスミド導入である。形質転換された細胞を、軽鎖及び重鎖を産生
するために適した条件下で増殖させ、そして重鎖又は軽鎖タンパク質合成についてアッセ
イする。例となるアッセイ技術としては、酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)、ラジオイム
ノアッセイ(RIA)、又は蛍光活性化セルソーター分析(FACS)、免疫組織化学などが挙げら
れる。
【００９２】
　本明細書で使用される用語「形質転換」は、遺伝子型を変化させ、そして結果的にレシ
ピエント細胞における変化を生じる、レシピエント宿主細胞へのDNAの導入のことを参照
するために広い意味で使用されるものとする。
【００９３】
　「宿主細胞」は、組み換えDNA技術を使用して構築され、そして少なくとも１つの非相
同遺伝子をコードするベクターを用いて形質転換された細胞を指す。組み換え宿主からの
ポリペプチドの単離のための方法の記載において、用語「細胞」及び「細胞培養物」は、
そうではないと明確に特定されていなければ、抗体の供給源を示すために交換可能に使用
される。換言すると、「細胞」からのポリペプチドの回収は、沈降した全細胞から、又は
培地及び懸濁した細胞の両方を含有する細胞培養物からのいずれかを意味し得る。
【００９４】
　当然のことながら、この用語は、特定の対象の細胞だけでなく、このような細胞の子孫
も指すと意図される。特定の改変が突然変異又は環境の影響に起因して後続の世代におい
て発生し得るので、このような子孫は、実際には、親細胞と同一でないかもしれないが、
本明細書において使用される用語「宿主細胞」の範囲内に含まれる。
【００９５】
　本明細書で使用される用語「処置する」、「処置すること」、及び「処置」は、本明細
書において記載される治療的又は予防的な手段を指す。「処置」方法は、疾患若しくは障
害の1つ若しくはそれ以上の症状、若しくは疾患若しくは障害の再発を予防、治癒、遅延
、重症度を低減、もしくは寛解するため、又はこのような処置が存在しない場合に期待さ
れる生存を超える被験体の生存を延長させるために、被験体、例えばPAI-1関連疾患若し
くは障害（例えば、線維性疾患)を有するか又はこのような疾患若しくは障害にかかりや
すい被験体に、本明細書に開示される抗体又は抗原結合フラグメントを投与することを使
用する。
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　本明細書で使用される用語「PAI-1関連疾患又は障害」は、PAI-1の変更されたレベル又
は活性が見られる、疾患状態に関連する症状を伴うか又は伴わない疾患状態を含む。例と
なるPAI-1関連疾患又は状態としては様々な種類の線維症が挙げられる。
【００９７】
　本明細書で使用される用語「有効量」は、被験体に投与された場合に、本明細書に記載
されるようなPAI-1関連疾患又は障害の処置、予後又は診断を達成するために十分である
、PAI-1に結合する抗体又はその抗原結合フラグメントの量を指す。治療有効量は、処置
される被験体及び疾患状態、被験体の体重及び年齢、疾患状態の重症度、投与方法などに
依存して変化し、これらは当業者により容易に決定され得る。投与のための投薬量は、本
明細書において開示される抗体又はその抗原結合フラグメント例えば、約1ng～約10,000m
g、約1μg～約5,000mg、約1mg～約1,000mg、約10mg～約100mgの範囲に及び得る。投薬計
画は、最適な治療応答を生じるように調整され得る。有効量はまた、抗体又はその抗原結
合フラグメントのいずれかの毒性又は有害な効果（すなわち、副作用）が最少にされるか
有益な効果がそれを上回る量である。
【００９８】
　本明細書で使用される用語「被験体」又は「哺乳動物」は、いずれかのヒト又は非ヒト
動物を含む。
【００９９】
　本明細書で使用される用語「エピトープ」は、パラトープとして知られる抗体分子の可
変領域における特異的抗原結合部位と相互作用する抗原決定基を指す。単一の抗原が１つ
より多いエピトープを有していてもよい。従って、異なる抗体は、抗原の異なる領域に結
合し得、そして異なる生物学的効果を有し得る。エピトープは、構造的（conformational
）又は線状のいずれでもよい。構造的エピトープは、線状ポリペプチド鎖の異なるセグメ
ントから空間的に並置されたアミノ酸により生じる。線状エピトープは、ポリペプチド鎖
中の隣接するアミノ酸残基により生じるものである。
【０１００】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲において使用される、単数形「a」、「an」、及び
「the」は、そうではないと明確に指示されていなければ、複数の言及を含むということ
をここで指摘する。
【０１０１】
　II. 抗PAI-1抗体
　一局面において、本発明は、ヒトPAI-1に特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラ
グメントを提供する。本明細書に開示される例となるVH、VL及びCDRアミノ酸配列及びヌ
クレオチド配列は表2に示される。表２に示されるCDR領域はIMGTにより定義される。
【０１０２】
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【表２】

【０１０３】
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【表３】

【０１０４】
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【表４】

【０１０５】
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【表５】

【０１０６】
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【表６】

【０１０７】
　別の実施態様において、本発明は、同じエピトープに結合するか又は配列番号6及び7に
それぞれ示されるVH及びVL領域アミノ酸配列を含む抗体又はその抗原結合フラグメントを
競合的に阻害する抗PAI-1抗体を提供する。このような抗体は、例えば、表面プラズモン
共鳴(SPR)ベースの競合アッセイを含む通例の競合結合アッセイを使用して同定され得る
。
【０１０８】
　III. 改変された抗PAI-1抗体
　特定の実施態様において、本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、１つ又はそれ以上の
改変を含み得る。本明細書に開示される抗PAI-1抗体の改変された形態は、当該分野で公
知のいずれかの技術を使用して製造され得る。
【０１０９】
　i) 免疫原性の減少
　特定の実施態様において、本明細書に開示される抗PAI-1抗体、又はその抗原結合フラ
グメントは、当該分野で認識された技術を使用して免疫原性を減少させるために改変され
る。例えば、抗体又はそのフラグメントは、キメラ化（chimerized）、ヒト化（humanize
d）、又は脱免疫化（deimmunized）され得る。
【０１１０】
　一実施態様において、本明細書に開示される抗体、又はその抗原結合フラグメントはキ
メラであってもよい。キメラ抗体は、抗体の異なる部分が異なる動物種由来である抗体、
例えばマウスモノクローナル抗体由来の可変領域及びヒト免疫グロブリン定常領域を有す
る抗体である。キメラ抗体又はそのフラグメントを製造する方法は当該分野で公知である
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。例えば、Morrison、Science 229:1202、1985; Oi et al.、BioTechniques 4:214、1986
; Gillies et al.、J. Immunol. Methods 125:191、1989;米国特許第5,807,715号;同第4,
816,567号;及び同第4,816,397号（これらはそれらの全体として参照により本明細書に加
入される）を参照のこと。「キメラ抗体」の製造のために開発された技術(Morrison et a
l.、Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851、1984; Neuberger et al.、Nature 312:604、1984;
 Takeda et al.、Nature 314:452、1985)は、上記分子の合成に使用され得る。例えば、
マウス抗PAI-1抗体分子の結合特異性をコードする遺伝子配列は、適切な生物学的活性の
ヒト抗体分子由来の配列と一緒に融合され得る。本明細書で使用されるキメラ抗体は、異
なる部分が異なる動物種由来である分子、例えばマウスモノクローナル抗体由来の可変領
域及びヒト免疫グロブリン定常領域を有するもの、例えばヒト化抗体である。
【０１１１】
　別の実施態様において、本明細書に開示される抗体、又はその抗原結合フラグメントは
ヒト化されている。ヒト化抗体は、非ヒト抗体由来の１つ又はそれ以上の相補性決定領域
(CDR)及びヒト抗体分子由来のフレームワーク領域を含む結合特異性を有する。しばしば
、ヒトフレームワーク領域におけるフレームワーク残基は、抗原結合を変更するか又は改
善するために、CDRドナー抗体からの対応する残基で置換される。これらのフレームワー
ク置換は、当該分野で周知の方法により、例えば、抗原結合に重要なフレームワーク残基
を同定するためのCDR及びフレームワーク残基の相互作用のモデリング並びに特定の位置
における異常なフレームワーク残基を同定するための配列比較により同定される。例えば
、Queen et al.、U.S. Patent No. 5,585,089; Riechmann et al.、Nature 332:323、198
8（これらはそれら全体として参照に本明細書に加入される）を参照のこと。抗体は、例
えば、CDR-グラフティング(EP 239,400;国際公開第WO 91/09967号;米国特許第5,225,539
号;同第5,530,101号;及び同第5,585,089号)、ベニアリング（veneering）又はリサーフェ
イシング（resurfacing）(EP 592,106; EP 519,596;Padlan、Molecular Immunology 28:4
89、1991; Studnicka et al.、Protein Engineering 7:805、1994; Roguska. et al.、PN
AS 91:969、1994)、並びに鎖シャッフリング（chain shuffling）(米国特許第5,565,332
号)を含む当該分野で公知の様々な技術を使用してヒト化することができる。
【０１１２】
　特定の実施態様において、免疫認識の間又は免疫認識時の抗体の分子可動性の影響に基
づくヒト化方法が使用される(国際公開第WO2009/032661号（その全体として参照により本
明細書に加入される）を参照のこと）。タンパク質可動性は、タンパク質分子の分子運動
に関連する。タンパク質可動性は、タンパク質全体、タンパク質の一部、又は単一のアミ
ノ酸の、互いに有意に異なるコンホメーションの集団に適合する能力である。タンパク質
可動性についての情報は、タンパク質X線結晶学実験(例えば、Kundu et al.、Biophys. J
. 83:723、2002を参照のこと)、核磁気共鳴実験(例えば、Freedberg et al.、J. Am. Che
m. Soc. 120:7916、1998を参照のこと)を行うことにより、又は分子力学(MD)シミュレー
ションを実行することにより得ることができる。タンパク質のMDシミュレーションはコン
ピュータで行われ、そして原子の互いとの物理的相互作用を計算することにより、一定期
間にわたる全てのタンパク質原子の動きを決定することが可能になる。MDシミュレーショ
ンの出力は、シミュレーションの期間にわたる調べられたタンパク質の軌跡である。軌跡
は、タンパク質コンホメーションの集合であり、スナップショットとも呼ばれ、これはシ
ミュレーションの期間にわたって周期的に、例えば１ピコ秒（ｐｓ）ごとにサンプリング
される。スナップショットの集合を分析することにより、タンパク質アミノ酸残基の可動
性を定量することができる。従って、可動性残基は、その中にその残基が存在するポリペ
プチドの状況で異なるコンホメーションの集合に適合するものである。MD法は当該分野で
公知であり、例えばBrooks et al. 「Proteins: A Theoretical Perspective of Dynamic
s、Structure and Thermodynamics」(Wiley、New York、1988)を参照のこと。Amber(Case
 et al. J. Comp. Chem. 26:1668、2005; Brooks et al. J. Comp. Chem. 4:187、1983;
及びMacKerell et al.(1998) 「The Encyclopedia of Computational Chemistry」 vol. 
1:271-177、Schleyer et al.、eds. Chichester: John Wiley & Sonsを参照のこと)又はI
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mpact(Rizzo et al. J. Am. Chem. Soc.; 122:12898、2000を参照のこと)のようないくつ
かのソフトウェアは、MDシミュレーションを可能にする。
【０１１３】
　大部分のタンパク質複合体は、比較的大きな平らな埋まっている表面を共有し、そして
結合パートナーの可動性は、それらの柔軟性の原因を提供し、それらが互いにコンホメー
ション的に適合することを可能にするということが示された(Sundberg and Mariuzza、St
ructure 8、R137-R142、2000)。このようにして、「誘導された適合（induced fit）」の
例は、タンパク質－タンパク質相互作用において主要な役割を果たすことが示された。さ
らに、徐々に増加する一連のデータがあり、タンパク質が実際は多様な形状、サイズ及び
組成のリガンドに結合するということ(Protein Science 11:184-187、2002)、並びにコン
ホメーション多様性が異なるパートナーを認識する能力の必死な構成要素であると思われ
るということを示した(James et al.、Science 299:1362、2003)。可動性残基は、タンパ
ク質－タンパク質パートナーの結合に関与する(Grunberg et al.、Structure 14、683、2
006)。
【０１１４】
　可動性残基は、メモリーB細胞により認識されて免疫原性応答を誘発する可能性のある
相互作用領域の集合を生じる様々なコンホメーションに適合し得る。従って、抗体は、改
変された抗体により示されるコンホメーションの集合及び認識領域の集合がヒト抗体によ
り適合されるものと可能な限り似るように、フレームワークからの多数の残基を改変する
ことによりヒト化され得る。これは、限られた数の残基を:(1)親mAbの相同性モデルを構
築し、MDシミュレーションを実行すること;(2)可動性残基を分析すること、及び非ヒト抗
体分子の最も可動性の残基の同定、さらには異質性又は分解反応のもとである可能性のあ
る残基又はモチーフを同定すること;(3)親抗体と最も類似した認識領域の集合を示すヒト
抗体を同定すること;(4)変異しようとする可動性残基、異質性及び分解の基でありかつ変
異もされる可能性のある残基又はモチーフを決定すること;並びに(5)既知のT細胞又はB細
胞エピトープの存在をチェックすることにより改変することにより達成され得る。可動性
残基は、本明細書において教示されるように暗溶媒モデルを使用してMD計算を使用して見
出され得、これはシミュレーションの期間にわたる水溶媒のタンパク質原子との相互作用
を説明する。
【０１１５】
　一連の可動性残基が可変軽鎖及び重鎖内で同定されると、目的の抗体とよく類似した一
連のヒト重鎖及び軽鎖可変領域フレームワークが同定される。これは、抗体ヒト生殖系列
配列のデータベースに対して一連の可動性残基に関して、例えば、BLAST検索を使用して
行われ得る。また、親mAbの動力学を生殖系列標準構造のライブラリの動力学と比較する
ことによっても行われ得る。CDR残基及び隣接する残基は、抗原についての高親和性が保
存されることを確実にするために検索から排除される。次いで可動性残基は置き換えられ
る。
【０１１６】
　いくつかのヒト残基が類似した相同性を示す場合、選択はヒト化抗体の溶液挙動に影響
を及ぼす可能性のある残基の性質によっても促進される。例えば、極性残基は、疎水性残
基上の露出した可動性ループにしばしば存在する。不安定性及び異質性の発生源となる残
基もまた、たとえそれらがCDRで見出されても、変異される。これは、スルホキシド形成
が酸素ラジカルから生じ得るので露出されたメチオニン、Asp-Proジペプチドの結合のよ
うな酸に不安定な結合のタンパク質分解切断(Drug Dev. Res. 61:137、2004)、露出した
アスパラギン残基とそれに続く小さいアミノ酸、例えばGly、Ser、Ala、H is、Asn又はCy
sとともに見られる脱アミド部位(J. Chromatog. 837:35、2006)及びN-グリコシル化部位
、例えばAsn-X-Ser/Thr部位を含む。典型的には、露出したメチオニンはLeuで置換され、
露出したアスパラギンはグルタミン若しくはアスパラギン酸で置き換えられ、又はそれに
続く残基が変更される。グリコシル化部位(Asn-X-Ser/Thr)については、Asn又はSer/Thr
残基が変更される。
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【０１１７】
　得られた複合抗体配列を、既知のB細胞又は線状T細胞エピトープの存在についてチェッ
クする。例えば、公開で利用可能なImmune Epitope Data Base(IEDB)(PLOS Biol.(2005) 
3(3)e91)を用いて検索が行われる。既知のエピトープが複合配列内に見られる場合、別の
組のヒト配列を、取り込んで置換する。従って、米国特許第5,639,641号のサーフェイシ
ング法と異なり、B細胞媒介及びT細胞媒介の両方の免疫原性応答がこの方法により対処さ
れる。この方法はまた、CDRグラフティング(米国特許第5,530,101号)で観察されることが
ある活性喪失の問題を回避する。さらに、安定性及び溶解性の問題もまた、操作及び選択
の過程で考慮され、低免疫原性、高抗原親和性及び改善された生物物理学的特性について
最適化された抗体を生じる。
【０１１８】
　いくつかの実施態様において、脱免疫（de-immunization）は、抗体、又はその抗原結
合フラグメントの免疫原性を減少させるために使用され得る。本明細書で使用される用語
「脱免疫」は、T細胞エピトープを改変するための抗体、又はその抗原結合フラグメント
の変更を含む(例えば、国際公開第WO9852976A1号、同第WO0034317A2号)。例えば、出発抗
体由来のVH及びVL配列が分析され得、そして相補性決定領域(CDR)及び配列内の他の鍵と
なる残基に関連してエピトープの位置を示すヒトT細胞エピトープ「マップ」が、各V領域
から生成され得る。T細胞エピトープマップからの個々のT細胞エピトープは、最終抗体の
活性を変更する危険性の低い代替のアミノ酸置換を同定するために分析される。アミノ酸
置換の組み合わせを含む様々な代替のVH及びVL配列が設計され、そしてこれらの配列は、
本明細書に開示される診断方法及び処置方法における使用のために様々なPAI-1特異的抗
体又はそのフラグメントにその後組み込まれ、次いで機能について試験される。典型的に
は、12と24との間の変異抗体が生成され、試験される。次いで、改変されたV領域及びヒ
トC領域を含む完全な重鎖及び軽鎖遺伝子が発現ベクター中にクローンされ、そしてそれ
に続くプラスミドが完全抗体の産生のために細胞株に導入される。次いで抗体を、適切な
生化学的アッセイ及び生物学的アッセイにおいて比較し、そして最適な改変体を同定する
。
【０１１９】
　ii) エフェクター機能及びFc改変
　本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、1つ又はそれ以上のエゲクター機能を媒介する抗
体定常領域(例えば、IgG定常領域、ヒトIgG定常領域、ヒトIgG1又はIgG4定常領域)を含み
得る。例えば、抗体定常領域に対する補体のC1成分の結合が補体系を活性化し得る。補体
の活性化は、オプソニン作用及び細胞病原体の溶解において重要である。補体の活性化は
また炎症応答を刺激し、そして自己免疫過敏性にも関与し得る。さらに、抗体は、抗体Fc
領域上のFc受容体結合部位が細胞上のFc受容体(FcR)に結合して、Fc領域を介して様々な
細胞上の受容体に結合する。IgG(ガンマ受容体)、IgE(イプシロン受容体)、IgA(アルファ
受容体)及びIgM(ミュー受容体)を含む様々なクラスの抗体に特異的な多数のFc受容体があ
る。細胞表面上のFc受容体への抗体の結合は、貪食及び抗体被覆粒子の分解、免疫複合体
のクリアランス、キラー細胞による抗体被覆標的細胞の溶解(抗体依存性細胞介在性細胞
傷害、又はADCCと呼ばれる)、炎症性メディエータの放出、経胎盤伝達（placental trans
fer）及び免疫グロブリン産生の制御を含む多数の重要かつ多様な生物学的応答を誘発す
る。特定の実施態様において、本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントは、Fc-
ガンマ受容体に結合する。代替の実施態様において、本明細書に開示される抗PAI-1抗体
は、1つ若しくはそれ以上のエフェクター機能(例えば、ADCC活性)を欠いているか又はFc
受容体に結合することができない定常領域を含み得る。
【０１２０】
　本明細書に開示される特定の実施態様は、1つ又はそれ以上の定常領域ドメイン中の少
なくとも１つのアミノ酸が欠失されているか、そうでなければ、ほぼ同じ免疫原性の完全
な未変更抗体と比較した場合に、減少若しくは増強されたエフェクター機能、非共有結合
で二量体化する能力、身体中の特定の部位に（例えば、腫瘍の部位又は特定期間に）局在
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化する増加した能力、減少した血漿半減期、又は増加した血清半減期のような望ましい生
化学的特徴を生じるように変更された抗PAI-1抗体を含む。例えば、本明細書に記載され
る診断及び処置方法における使用のための、特定の抗体、又はそのフラグメントは、免疫
グロブリン重鎖と類似するが、1つ又はそれ以上の重鎖ドメインの少なくとも一部を欠く
ポリペプチド鎖を含むドメイン欠失抗体である。例えば、特定の抗体において、改変され
た抗体の定常領域の１つのドメイン全体が欠失され、例えば、CH2ドメインの全て又は一
部が欠失される。
【０１２１】
　特定の他の実施態様において、抗PAI-1抗体は、異なる抗体アイソタイプ由来の定常領
域(例えば、ヒトIgG1、IgG2、IgG3、又はIgG4の２つ又はそれ以上由来の定常領域)を含む
。他の実施態様において、抗PAI-1抗体は、キメラヒンジ(すなわち、異なる抗体アイソタ
イプのヒンジドメイン由来のヒンジ部分、例えば、IgG4分子由来の上部ヒンジドメイン及
びIgG1中間ヒンジドメインを含むヒンジ)を含む。一実施態様において、抗PAI-1抗体は、
ヒトIgG4分子由来のFc領域また他はその部分及びその分子のコアヒンジ領域におけるSer2
28Pro変異(Kabat番号付け)を含む。
【０１２２】
　特定の抗PAI-1抗体において、Fc部分は、当該分野で公知の技術を使用してエフェクタ
ー機能を増加するか又は減少させるように変異され得る。例えば、定常領域ドメインの欠
失又は不活化（点変異又は他の手段による）は、循環する改変された抗体のFc受容体結合
を減少させ得、それにより腫瘍局在化を増加させる。他の場合、本発明と一致する定常領
域の改変は、補体結合を緩和し、従って結合した細胞毒の血清半減期及び非特異的結合を
減少させるかもしれない。定常領域のさらに他の改変は、ジスルフィド結合又はオリゴ糖
部分を改変するために使用され得、増加した抗原特異性又は可動性に起因して増強された
局在化を可能にする。腫瘍局在化、体内分布及び血清半減期のような、改変の得られた生
理学的プロフィール、バイオアベイラビリティ及び他の生化学的効果は、過度の実験なし
に、周知の免疫学的技術を使用して容易に測定及び定量され得る。
【０１２３】
　特定の実施態様において、本明細書において開示される抗体において使用されるFcドメ
インはFc変異体である。本明細書で使用される用語「Fc変異体」は、そのFcドメインが由
来する野生型Fcドメインと比較して少なくとも１つのアミノ酸置換 を有するFcドメイン
を指す。例えば、ここでFcドメインはヒトIgG1抗体由来であり、上記ヒトIgG1 Fcドメイ
ンのFc変異体は、上記Fcドメインと比較して少なくとも１つのアミノ酸置換を含む。
【０１２４】
　Fc変異体のアミノ酸置換は、Fcドメイン内のいずれかの位置（すなわち、いずれかの欧
州協定（EU convention）アミノ酸位置)に位置し得る。一実施態様において、Fc変異体は
、ヒンジドメイン又はその部分に位置するアミノ酸位置に置換を含む。別の実施態様にお
いて、Fc変異体は、CH2ドメイン又はその部分に位置するアミノ酸位置に置換を含む。別
の実施態様において、Fc変異体は、CH3ドメイン又はその一部に位置するアミノ酸位置に
置換を含む。別の実施態様において、Fc変異体は、CH4ドメイン又はその部分に位置する
アミノ酸位置に置換を含む。
【０１２５】
　本明細書に開示される抗体は、エフェクター機能又はFcR結合における改善（例えば、
減少又は増強）を付与することが公知であるいずれかの当該分野で認められたFc変異体を
使用し得る。上記Fc変異体は、例えば、国際PCT公開WO88/07089A1、WO96/14339A1、WO98/
05787A1、WO98/23289A1、WO99/51642A1、WO99/58572A1、WO00/09560A2、WO00/32767A1、W
O00/42072A2、WO02/44215A2、WO02/060919A2、WO03/074569A2、WO04/016750A2、WO04/029
207A2、WO04/035752A2、WO04/063351A2、WO04/074455A2、WO04/099249A2、WO05/040217A2
、WO05/070963A1、WO05/077981A2、WO05/092925A2、WO05/123780A2、WO06/019447A1、WO0
6/047350A2、及びWO06/085967A2又は米国特許第5,648,260号;同第5,739,277号;同第5,834
,250号;同第5,869,046号;同第6,096,871号;同第6,121,022号;同第6,194,551号;同第6,242
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,195号;同第6,277,375号;同第6,528,624号;同第6,538,124号;同第6,737,056号;同第6,821
,505号;同第6,998,253号;及び同第7,083,784号、（これらは各々、参照により本明細書に
加入される）に開示されるアミノ酸置換のいずれか１つを含み得る。１つの例となる実施
態様において、本明細書に開示される抗体は、EU位置268にアミノ酸置換(例えば、H268D
又はH268E)を含むFc変異体を含み得る。別の例となる実施態様において、本明細書に開示
される抗体は、EU位置239におけるアミノ酸置換(例えば、S239D又はS239E)又はEU位置332
におけるアミノ酸置換(例えば、I332D又はI332Q)を含み得る。
【０１２６】
　特定の実施態様において、本明細書に開示される抗体は、抗体の抗原非依存性エフェク
ター機能、特に抗体の循環半減期を変更するアミノ酸置換を含みFc変異体を含み得る。こ
のような抗体は、これらの置換を欠く抗体と比較した場合にFcRnへの増加した又は減少し
た結合を示し、従って、それぞれ血清中で増加した又は減少した半減期を有する。FcRnに
対する改善された親和性を有するFc変異体は、より長い血清半減期を有すると予想され、
そしてこのような分子は、投与された抗体の長い半減期が望ましい場合、例えば、慢性疾
患又は障害を処置するために、哺乳動物を処置する方法において有用性を有する。対照的
に、減少したFcRn結合親和性を有するFc変異体は、より短い半減期を有すると期待され、
そしてこのような分子は、例えば、短縮された循環時間が有利であり得る場合、例えばイ
ンビボ診断画像化法のため、又は出発抗体が長期間循環中に存在する場合に毒性副作用を
有する状況において、哺乳動物に投与するためにも有用である。減少したFcRn結合親和性
を有するFc変異体はまた、胎盤を通過する可能性が低く、従って、妊婦における疾患又は
障害の処置においても有用である。さらに、減少したFcRn結合親和性が望ましいかもしれ
ない他の適用としては、脳、腎臓又は肝臓局在化が望ましい適用が挙げられる。一つの例
となる実施態様において、本明細書に開示される変更された抗体は、脈管構造から腎糸球
体の上皮を横切る減少した輸送を示す。別の実施態様において、本明細書に開示される変
更された抗体は、血液脳関門(BBB)を横切って、脳から脈管性間隙中への減少された輸送
を示す。一実施態様において、変更されたFcRn結合を有する抗体は、Fcドメインの「FcRn
結合ループ」内に１つ又はそれ以上のアミノ酸置換を有するFcドメインを含む。FcRn結合
ループは、アミノ酸残基280～299(Kabat番号付けに従う)から構成される。FcRn結合活性
を変更した例となるアミノ酸置換は、国際PCT公開第WO05/047327号（参照により本明細書
に加入される）に開示される。特定の例となる実施態様において、本明細書に開示される
抗体、又はそのフラグメントは、以下の置換の１つ又はそれ以上を有するFcドメインを含
む:V284E、H285E、N286D、K290E及びS304D(Kabat番号付け)。
【０１２７】
　他の実施態様において、本明細書に記載される診断及び処置方法における使用のための
抗体は、グリコシル化を減少させるか除去するように変更された定常領域、例えばIgG1又
はIgG4重鎖定常領域を有する。例えば、本明細書に開示される抗体はまた、抗体のグリコ
シル化を変更するアミノ酸置換を含むFc変異体を含み得る。例えば、このFc変異体は、減
少したグリコシル化を有し得る(例えば、N-又はO-連結グリコシル化)。例となる実施態様
において、Fc変異体は、通常はアミノ酸位置297(EU番号付け)に見いだされるN-連結グリ
カンの減少したグリコシル化を含む。別の実施態様において、抗体は、グリコシル化モチ
ーフ、例えば、アミノ酸配列NXT又はNXSを含有するN-連結グリコシル化モチーフの近傍又
はそのグリコシル化モチーフ内にアミノ酸置換を有する。特定の実施態様において、抗体
は、アミノ酸位置228又は299(EU番号付け)にアミノ酸置換を含むFc変異体を含む。より特
定の実施態様において、抗体は、S228P及びT299A変異(EU番号付け)を含むIgG1又はIgG4定
常領域を含む。
【０１２８】
　減少又は変更されたグリコシル化を付与する例となるアミノ酸置換は、国際PCT公開第W
O05/018572号（本明細書に参照により加入される）に開示される。特定の実施態様におい
て、本明細書に開示される抗体、又はそのフラグメントは、グリコシル化を除去するよう
に改変される。このような抗体又はそのフラグメントは、「アグリ（agly）」抗体、又は
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そのフラグメント（例えば、「アグリ」抗体)と呼ばれ得る。理論には拘束されないが、
「アグリ」抗体、又はそのフラグメントは、インビボで改善された安全性及び安定性プロ
フィールを有し得ると考えられている。例となるアグリ抗体、又はそのフラグメントは、
IgG4抗体の脱グリコシル化（aglycosylated）Fc領域を含み、これはFc-エフェクター機能
を欠いており、それによりPAI-1を発現する正常重要臓器に対するFc媒介毒性についての
可能性を除去する。さらに他の実施態様において、本明細書に開示される抗体又はそのフ
ラグメントは、変更されたグリカンを含む。例えば、抗体は、Fc領域のAsn297におけるN-
グリカン上のフコース残基の減少した数を有し得、すなわち、脱フコシル化（afucosylat
ed）される。別の実施態様において、抗体は、Fc領域のAsn297におけるN-グリカン上に変
更された数のシアル酸残基を有し得る。
【０１２９】
　iii) 共有結合
　本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、共有結合がその同族エピトープへの抗体の特異
的結合を妨げないように、抗体への分子の共有結合により改変され得る。例えば、限定と
してではなく、本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントは、グリコシル化、アセ
チル化、ペグ化（pegylation）、リン酸化、アミド化、保護/ブロック基による誘導体化
、タンパク質分解切断、細胞リガンド又は他のタンパク質への連結などにより改変され得
る。多数の化学修飾のいずれかが、特定の化学的切断、アセチル化、ホルミル化などを含
むがこれらに限定されない公知の技術により行われ得る。さらに、誘導体は、1つ又はそ
れ以上の非古典的アミノ酸を含有し得る。
【０１３０】
　本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントはさらに、N末端若しくはC末端で異種
ポリペプチドに組み換えにより融合されても、ポリペプチド若しくは他の組成物に化学的
に結合されてもよい（共有結合及び非共有結合を含む)。例えば、抗PAI-1抗体は、検出ア
ッセイにおける標識、及び異種ポリペプチド、薬物、放射性核種、又は毒素のようなエフ
ェクター分子として有用な分子に組み換えにより融合されても結合されてもよい。例えば
、国際PCT公開第WO92/08495号;同第WO 91/14438号;同第WO89/12624号;米国特許第5,314,9
95号;及びEP396,387を参照のこと。
【０１３１】
　抗PAI-1抗体は、インビボ半減期を増加させるため、又は当該分野で公知の方法を使用
するイムノアッセイにおける使用のために異種ポリペプチドに融合され得る。例えば、一
実施態様において、PEGは本明細書に開示される抗PAI-1抗体に結合されてそれらのインビ
ボでの半減期を増加させることがきる(Leong、S. R.、et al.、Cytokine 16:106、2001; 
Adv. in Drug Deliv. Rev. 54:531、2002;又はWeir et al.、Biochem. Soc. Transaction
s 30:512、2002)。
【０１３２】
　さらに、本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、それらの精製又は検出を容易にするた
めのペプチドのようなマーカー配列に融合され得る。特定の実施態様において、マーカー
アミノ酸配列は、ヘキサ-ヒスチジンペプチド、例えば、とりわけpQEベクター(QIAGEN、I
nc.、9259 Eton Avenue、Chatsworth、Calif.、91311)で提供されるタグであり、これら
の多くは市販されている。例えば、Gentz et al.、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-
824、1989に記載されるように、ヘキサ-ヒスチジンは、融合タンパク質の便利な精製を提
供する。精製に有用な他のペプチドタグとしては、限定されないが、インフルエンザ赤血
球凝集素タンパク質由来のエピトープに対応する「HA」タグ(Wilson et al.、Cell 37:76
7、1984)、及び「フラッグ」タグが挙げられる。
【０１３３】
　本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、非結合体化形態で使用され得、又は例えば、分
子の治療特性を改善するため、標的検出を容易にするため、又は患者の画像化又は治療の
ために、様々分子のうちの少なくとも１つに結合されてもよい。本明細書に開示される抗
PAI-1抗体は、精製が行われる場合、精製の前又は後のいずれかに標識されても結合体化
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されてもよい。特に、本明細書に開示される抗PAI-1抗体は、治療剤、プロドラッグ、ペ
プチド、タンパク質、酵素、ウイルス、脂質、生物応答調節剤、医薬品、又はPEGに結合
され得る。
【０１３４】
　本発明はさらに、診断剤又は治療剤に結合された抗PAI-1抗体を包含する。抗PAI-1抗体
は、例えば、所定の処置又は予防レジメンの有効性を決定するために、臨床試験手順の一
部として、例えば免疫細胞障害（例えば、CLL)の発生又は進行をモニタリングするために
、診断上使用され得る。検出は、抗PAI-1抗体を検出可能な物質にカップリングすること
により容易にされ得る。検出可能な物質の例としては、様々な酵素、補欠分子族、蛍光物
質、発光物質、生物発光物質、放射性物質、様々な陽電子放出断層撮影を使用する陽電子
放出金属、及び非放射性常磁性金属イオンが挙げられる。例えば、本発明に従う診断法と
しての使用のための抗体に結合され得る金属イオンについては米国特許第4,741,900号を
参照のこと。適切な酵素の非限定的な例としては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカ
リホスファターゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ、又はアセチルコリンエステラーゼが挙げ
られ;適切な補欠分子族複合体の非限定的な例としては、ストレプトアビジン/ビオチン及
びアビジン/ビオチンが挙げられ;適切な蛍光物質の非限定的な例としては、ウンベリフェ
ロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリ
アジニルアミン　フルオレセイン、ダンシルクロリド又はフィコエリトリンが挙げられ;
発光物質の非限定的な例としては、ルミノールが挙げられ;生物発光物質の非限定的な例
としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、及びエクオリンが挙げられ;そして適切な放
射性物質の非限定的な例としては、125I、131I、111In又は99Tcが挙げられる。
【０１３５】
　本明細書に開示される診断方法及び処置方法における使用のための抗PAI-1抗体は、細
胞毒(例えば、放射性同位体、細胞傷害性薬物、又は毒素)治療剤、細胞分裂阻害剤、生物
毒素、プロドラッグ、ペプチド、タンパク質、酵素、ウイルス、脂質、生物学的応答調節
物質、医薬品、免疫学的活性リガンド(例えば、リンホカイン又は得られた分子が腫瘍細
胞及びT細胞のようなエフェクター細胞の両方に結合する他の抗体)、又はPEGに結合され
得る。
【０１３６】
　別の実施態様において、本明細書に開示される診断及び処置方法における使用のための
抗PAI-1抗体は、腫瘍細胞成長を減少させる分子に結合され得る。他の実施態様において
、開示された組成物は、薬物又はプロドラッグにカップリングされた、抗体又はそのフラ
グメントを含み得る。本明細書に開示されるなお他の実施態様は、リシン、ゲロニン、緑
膿菌外毒素（Pseudomonas exotoxin）又はジフテリア毒素のような特定の生体毒素又はそ
れらの細胞傷害性フラグメントに結合された抗体又はそのフラグメントの使用を含む。ど
の結合した抗体又は結合していない抗体を使用するかという選択は、癌の種類及び段階、
補助処置の使用(例えば、化学療法又は外部放射)並びに患者の状態に依存する。当然のこ
とながら、当業者は、本明細書中の教示を考慮してこのような選択を容易に行い得る。
【０１３７】
　当然のことながら、以前の研究において、同位体で標識された抗腫瘍抗体が、動物モデ
ルにおいて、そしていくつかの場合にはヒトにおいて、腫瘍細胞を破壊するために首尾よ
く使用された。例となる放射性同位体としては:90Y、125I、131I、123I、111In、105Rh、
153Sm、67Cu、67Ga、166Ho、177Lu、186Re及び188Reが挙げられる。放射性核種は、核DNA
において多重鎖切断を引き起こす電離放射線を生じることによって作用し、細胞死を引き
起こす。治療用結合体を製造するために使用される同位体は、典型的には短い経路を有す
る高エネルギーアルファ粒子又はベータ粒子を生じる。このような放射性核種は、それら
が近接している細胞、例えば結合体が結合付着しているか又は進入している腫瘍細胞を死
滅させる。これらは局在化していない細胞に対してほとんど影響を及ぼさないか又は全く
影響を及ぼさない。放射性核種は本質的に非免疫原性である。
【０１３８】
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　IV. 抗PAI-1抗体、又はその抗原結合フラグメントの発現
　上記のように単離した遺伝子材料を操作して本明細書に開示される抗PAI-1抗体を得た
後、特許請求される抗体、又はそのフラグメントの望ましい量を製造するために使用され
得る宿主細胞中への導入のための発現ベクターに典型的には遺伝子を挿入する。
【０１３９】
　他の実施態様において、本明細書において開示される抗PAI-1抗体又はそのフラグメン
トは、ポリシストロニック構築物を使用して発現され得る。このような発現系において、
抗体の重鎖及び軽鎖のような複数の目的の遺伝子産物が、単一のポリシストロニック構築
物から産生され得る。これらの系は、内部リボソーム進入部位(IRES)を有利に使用して、
真核生物宿主細胞において比較的高レベルの本明細書に開示されるポリペプチドを得る。
適合IRES配列は、米国特許第6,193,980号（参照により本明細書に加入される）に開示さ
れる。当業者は、このような発現系が本出願において開示される全範囲のポリペプチドを
効率的に産生するために使用され得るということを理解するだろう。
【０１４０】
　一実施態様において、抗体発現のために使用される宿主細胞株は、哺乳動物起源のもの
であり;当業者は、そこで発現させようとする所望の遺伝子産物に最も適した特定の宿主
細胞株を決定することができる。例となる宿主細胞株としては、限定されないが、DG44及
びDUXB11(チャイニーズハムスター卵巣系統、DHFRマイナス)、HELA(ヒト子宮頸癌)、CVI(
サル腎臓系統)、COS(SV40 T抗原を含むCVIの誘導体)、R1610(チャイニーズハムスター線
維芽細胞) BALBC/3T3(マウス線維芽細胞)、HAK(ハムスター腎臓系統)、SP2/O(マウス骨髄
腫)、BFA-1c1BPT(ウシ内皮細胞)、RAJI(ヒトリンパ球)、293(ヒト腎臓)が挙げられる。一
実施態様において、細胞株は、それらから発現された抗体の変更されたグリコシル化、例
えば脱フコシル化（afucosylation）を提供する(例えば、PER.C6.RTM.(Crucell)又はFUT8
-ノックアウトCHO細胞株(Potelligent.RTM.細胞)(Biowa、Princeton、N.J.))。一実施態
様において、NS0細胞が使用され得る。CHO細胞は、特定の具体的な実施態様において使用
され得る。宿主細胞株は、典型的には商業サービス、American Tissue Culture Collecti
on又は公開された文献から入手可能である。
【０１４１】
　インビトロ製造は、大量の所望のポリペプチドを得るためのスケールアップを可能にす
る。組織培養条件下での哺乳動物細胞培養のための技術は当該分野で公知であり、そして
エアリフト反応器若しくは連続撹拌反応器中の均質な懸濁培養物、又は例えば中空繊維、
マイクロカプセル中、アガロースマイクロビーズ若しくはセラミックカートリッジ上の、
固定された若しくは捕捉された細胞培養物を含む。必要又は望ましい場合、ポリペプチド
の溶液を、通常のクロマトグラフィー方法、例えばゲルろ過、イオン交換クロマトグラフ
ィー、DEAE-セルロース上でのクロマトグラフィー又は(免疫-)親和性クロマトグラフィー
により精製することができる。
【０１４２】
　本明細書に開示される抗PAI-1抗体、又はそのフラグメントをコードする遺伝子はまた
、細菌又は酵母又は植物細胞のような、発現された非哺乳動物細胞であり得る。この関連
で、当然のことながら、様々な細菌のような単細胞非哺乳動物微生物もまた形質転換され
得る;すなわち、培養又は発酵において増殖することができるもの。形質転換の影響を受
けやすい細菌としては、腸内細菌科（enterobacteriaceae）、例えば大腸菌（Escherichi
a coli）又はサルモネラ（Salmonella）の系統;バチルス科（Bacillaceae）、例えば枯草
菌（Bacillus subtilis）;肺炎球菌（Pneumococcus）;連鎖球菌（Streptococcus）、及び
インフルエンザ菌（Haemophilus influenzae）のメンバーが挙げられる。さらに当然のこ
とながら、細菌で発現された場合、ポリペプチドは封入体の一部になり得る。ポリペプチ
ドは、単離され、精製され、次いで機能性分子へと組み立てられなければならない。
【０１４３】
　原核生物に加えて、真核生物微生物もまた使用され得る。出芽酵母（Saccharomyces ce
revisiae）、すなわち一般的なパン酵母は、多数の他の系統が一般に利用可能であるが真
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核生物微生物の中で最も一般的に使用される。酵母類における発現のために、例えば、プ
ラスミドYRp7(Stinchcomb et al.、Nature、282:39 (1979); Kingsman et al.、Gene、7:
141 (1979); Tschemper et al.、Gene、10:157 (1980))が一般的に使用される。このプラ
スミドは、トリプトファンにおいて成長する能力を欠く酵母の変異株についての選択マー
カーを生じるTRP1遺伝子を既に含有している、例えばATCC番号44076又はPEP4-1(Jones、G
enetics、85:12 (1977))。次いで、酵母宿主細胞ゲノムの特徴としてのtrpl障害（lesion
）の存在は、トリプトファンの存在しない場合の成長により形質転換を検出するために有
効な環境を提供する。
【０１４４】
　V. 抗PAI-1抗体の医薬製剤及び投与方法
　別の局面において、本発明は、抗PAI-1抗体、またはそのフラグメントを含む医薬組成
物を提供する。
【０１４５】
　本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントを製造し、そして被験体に投与する方
法は、周知であるか、又は当業者により容易に決定される。本明細書に開示される抗体、
又はそのフラグメントの投与経路は、経口的、非経口的、吸入により又は局所的であり得
る。本明細書で使用される用語非経口的は、静脈内、動脈内、腹腔内、筋内、皮下、直腸
又は膣投与を含む。非経口投与の静脈内、動脈内、皮下及び筋内の形態は、特定の実施態
様において使用され得る。全てのこれらの投与形態は、本明細書に開示される範囲内であ
ると明確に考慮されるが、投与のための形態は、注射用液剤、特に静脈内又は動脈内注射
又は点滴用のものだろう。通常は、注射用の適切な医薬組成物は、緩衝液(例えば、酢酸
、リン酸又はクエン酸緩衝液)、界面活性剤(例えばポリソルベート)、場合により安定剤(
例えばヒトアルブミン)などを含み得る。しかし、本明細書における教示と適合する他の
方法において、ポリペプチドは、有害な細胞集団の部位に直接送達することができ、それ
により患部組織の治療剤への曝露を増加させる。
【０１４６】
　非経口投与のための製剤は、滅菌の水性又は非水性の液剤、懸濁剤、及び乳剤を含む。
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、オリーブ油のよう
な植物油、及びオレイン酸エチルのような注射可能有機エステルである。水性担体として
は、食塩水及び緩衝化媒体を含む、水、アルコール性/水性溶液、エマルション又は懸濁
液が挙げられる。本発明において、薬学的に許容しうる担体としては、限定されないが、
0.01～0.1M(例えば0.05M)リン酸緩衝液又は0.8%食塩水が挙げられる。他の一般的な非経
口ビヒクルとしては、リン酸ナトリウム溶液、リンゲルブドウ糖、ブドウ糖及び塩化ナト
リウム、乳酸リンゲル、又は固定油が挙げられる。静脈内ビヒクルとしては、流体及び栄
養補給剤、電解質補給剤、例えば、リンゲルブドウ糖に基づくものなどが挙げられる。例
えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤、及び不活性ガスなどのような保存料及び他の添加剤
も存在し得る。より詳細には、注射使用に適した医薬組成物としては、滅菌水性液剤(水
溶性の場合)又は注射用液剤若しくは分散の即時製剤のための分散及び滅菌粉末が挙げら
れる。このような場合、組成物は無菌でなくてはならず、そして容易な注射可能性（syri
ngability）が存在する程度まで流動性であるべきである。これは製造及び貯蔵の条件下
で安定であるべきであり、そして一実施態様において、細菌及び真菌のような微生物の夾
雑作用に対して守られる。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール(例えば、グリ
セロール、プロピレングリコール、及び液体ポリエチレングリコールなど)、及びそれら
の適切な混合物を含有する溶媒又は分散媒体であり得る。適切な流動性は、例えば、レシ
チンのようなコーティングの使用により、分散の場合には必要な粒径の維持により、及び
界面活性剤の使用により維持され得る。微生物の活動の防止は、様々な抗菌剤及び抗真菌
剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール
などにより達成され得る。特定の実施態様において、等張剤、例えば糖類、マンニトール
のような多価アルコール、ソルビトール、又は塩化ナトリウムが組成物中に含まれる。注
射可能組成物の長期吸収は、吸収を遅らせる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウ
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ム及びゼラチンを組成物中に含めることによって起こり得る。
【０１４７】
　いずれの場合も、滅菌注射用液剤が、活性化合物(例えば、それ自体又は他の活性剤と
組み合わせた抗体)を必要量で、必要に応じて、本明細書に列挙された成分のうちの1つ又
は組み合わせとともに適切な溶媒中に組み込み、続いて滅菌ろ過することにより製造され
得る。一般的に、分散は、基本的な分散媒体及び上に列挙したものからの必要な他成分を
含有する滅菌ビヒクル中に、活性化合物を加えることにより製造される。滅菌注射用液剤
の製造のための滅菌粉末の場合、製造方法は、真空乾燥及び凍結乾燥であり得、これによ
り、活性成分と、その前もって滅菌ろ過した溶液からのさらなる望ましい成分との粉末が
得られる。注射用の製剤を処理し、アンプル、バッグ、瓶、シリンジ又はバイアルのよう
な容器中に充填し、そして当該分野で公知の方法に従って無菌条件下で密封する。さらに
、製剤は、同時係属の米国出願第09/259,337号及び米国出願第09/259,338号（これらはそ
れぞれ参照により本明細書に加入される）に記載されるようなキットの形態で包装され販
売され得る。このような製造品は、一実施態様において、添付の組成物が自己免疫障害又
は新生物障害に罹患しているか又はそれらの素因を有する被験体を処置するために有用で
あるということを示すラベル又は添付文書を有する。
【０１４８】
　上記の状態の処置のための、本明細書に開示される安定化された抗体又はそのフラグメ
ントの有効用量は、投与手段、標的部位、患者の生理状態、患者がヒト又は動物のどちら
か、投与される他の薬物、及び処置が予防的か又は治療的かを含む多くの様々な要因によ
って変わる。通常は、患者はヒトであるが、トランスジェニック哺乳動物を含む非ヒト動
物も処置され得る。処置投薬量は、安全性及び有効性を最適化するために当業者に公知の
通常の方法を使用して用量設定され得る。
【０１４９】
　本明細書に開示される抗体を用いた受動免疫については、投薬量は、宿主体重の例えば
、約0.0001～100mg/kg、そしてより通常には0.01～5mg/kg(例えば、0.02mg/kg、0.25mg/k
g、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kgなど)の範囲に及び得る。例えば、投薬量は、1
mg/体重kg又は10mg/体重kg又は1～10mg/kgの範囲内、又は特定の実施態様では少なくとも
1mg/kgであり得る。上記範囲の中間用量もまた本明細書に開示される範囲内であることが
意図される。
【０１５０】
　被験体は、毎日、一日置きに、毎週、又は実証的分析により決定されたいずれかの他の
スケジュールに従ってこのような用量を投与され得る。例となる処置は、長期にわたって
、例えば少なくとも6ヶ月の複数回投薬量での投与を伴う。さらなる例となる処置計画は
、2週間ごとに1回又は1月に1回又は3～６ヶ月ごとに１回の投与を伴う。例となる投薬ス
ケジュールは、連続した日に1～10mg/kg若しくは15mg/kg、一日置きに30mg/kg、又は毎週
60mg/kgを含む。いくつかの方法において、異なる結合特異性を有する２つ又はそれ以上
のモノクローナル抗体が同時に投与され、この場合、投与される各抗体の投薬量は示され
た範囲内であり得る。
【０１５１】
　本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントは、多数の場合に投与され得る。単一
の投薬間の間隔は、例えば、毎日、毎週、毎月または毎年であり得る。間隔はまた、患者
におけるポリペプチド又は標的分子の血中レベルを測定することにより示されるように不
規則であり得る。いくつかの方法において、投薬量は、特定の血漿抗体又は毒素濃度、例
えば1～1000ug/ml又は25～300ug/mlを達成するように調整される。あるいは、抗体又はそ
のフラグメントは、徐放性製剤として投与され得、この場合、より少ない頻度の投与が必
要である。投薬量及び頻度は、患者における抗体の半減期によって変わる。一般に、ヒト
化抗体は、最も長い半減期を示し、続いてキメラ抗体及び非ヒト抗体である。一実施態様
において、本明細書において開示される抗体又はそのフラグメントは、非結合体化形態で
投与され得る。別の実施態様において、本明細書において開示される抗体は、結合体化形
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態で複数回投与され得る。なお別の実施態様において、本明細書において開示される抗体
又はそのフラグメントは、非結合体化形態で投与され、次いで結合体化形態で、又はその
逆で投与され得る。
【０１５２】
　投与の投薬量及び頻度は、処置が予防的又は治療的のどちらかによって変わる。予防的
適用において、本発明の抗体又はそのカクテルを含有する組成物は、患者の抵抗性を増強
するために、まだ疾患状態ではない患者に投与される。このような量は、「予防的有効用
量」であると定義される。この使用において、この場合もまた正確な量は、患者の健康状
態、及び全身免疫に依存するが、一般的には用量あたり0.1～25mg、特に用量あたり0.5～
2.5mgの範囲に及ぶ。比較的低い投薬量が、長期間にわたって比較的低頻度の間隔で投与
される。一部の患者は、彼らの寿命の残りの間処置を受け続ける。
【０１５３】
　治療適用において、比較的短い間隔での比較的高い投薬量(例えば、用量あたり抗体約1
～400mg/kg、放射性免疫複合体については5～25mgがより一般に使用され、より高い用量
が細胞毒-薬物結合分子に使用される)が、疾患の進行が減少されるか又は終結するまで、
そして特定の実施態様では、患者が疾患の症状の部分的又は完全な寛解を示すまで必要と
されることがある。その後、患者は予防的養生法を施され得る。
【０１５４】
　一実施態様において、被験体は、本明細書に開示されるポリペプチドをコードする核酸
分子（例えば、ベクター中）で処置され得る。ポリペプチドをコードする核酸についての
用量は、患者あたり約10ng～1g、100ng～100mg、1ug～10mg、又は30～300ug DNAの範囲に
及ぶ。感染性ウイルスベクターについての用量は、用量あたり10～100又はそれ以上のウ
イルス粒子で変化する。
【０１５５】
　治療剤は、予防的又は治療的処置のために、非経口的、局所的、静脈内、経口的、皮下
、動脈内、頭蓋内、腹腔内、鼻腔内又は筋内の手段により投与され得る。筋内注射又は静
脈内注入は、本明細書に開示される抗体の投与のために使用され得る。いくつかの方法に
おいて、治療抗体又はそのフラグメントは、頭蓋中に直接注入される。いくつかの方法に
おいて、抗体又はそのフラグメントは、徐放性組成物またはMedipadTMデバイスのような
デバイスとして投与される。
【０１５６】
　本明細書に開示される薬剤は、場合により、処置を必要とする障害又は状態の処置（例
えば、予防的又は治療的）において有効である他の薬剤と組み合わせて投与され得る。さ
らなる薬剤は、当該分野で認められ、特定の障害のために通常投与されるものである。
【０１５７】
　本明細書に開示される90Y標識抗体の有効単回処置投薬量（すなわち、治療有効量）は
、約5と約75mCiとの間の範囲に及び、そして一実施態様では、約10と約40mCiの範囲に及
ぶ。131I標識抗体の有効単回処置非骨髄切除（non-marrow ablative）投薬量は、約5と約
70mCiとの間の範囲に及び、そして一実施態様では、約5と約40mCiとの間の範囲に及ぶ。1
31I標識抗体の有効単回処置切除投薬量（Effective single treatment ablative dosages
）(すなわち、自家骨髄移植を必要とし得る)は、約30と約600mCiとの間の範囲に及び、そ
して一実施態様では約50と約500mCi未満との間の範囲に及ぶ。キメラ改変抗体と併せて、
マウス抗体と比べてより長い循環半減期のために、ヨウ素-131標識キメラ抗体の有効単回
処置非骨髄切除投薬量は、約5と約40mCiとの間の範囲に及び、そして一実施態様では、約
30mCi未満である。例えば、111In標識についての画像化基準は、典型的には約5mCi未満で
ある。
【０１５８】
　多くの臨床経験が131I及び90Yで得られたが、他の放射標識が当該分野で公知であり、
そして類似した目的のために使用されてきた。なお他の放射性同位体が画像化のために使
用される。例えば、本発明の範囲と適合するさらなる放射性同位体としては、限定されな
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いが、123I、125I、32P、57Co、64Cu、67Cu、77Br、81Rb、81Kr、87Sr、113In、127Cs、1
29Cs、132I、197Hg、203Pb、206Bi、177Lu、186Re、212Pb、212Bi、47Sc、105Rh、109Pd
、153Sm、188Re、199Au、225Ac、211A 213Biが挙げられる。この点において、アルファ、
ガンマ、及びベータ放射体は、全て本発明に適合性である。さらに、本開示を考慮して、
当業者は、どの放射性核種が選択された処置経過に適合するかを過度の実験をすることな
く容易に決定することができると考えられる。この目的のために、臨床診断において既に
使用されたさらなる放射性核種としては、125I、123I、99Tc、43K、52Fe、67Ga、68Ga、
の他に111Inが挙げられる。抗体はまた、標的化免疫療法における可能性のある使用のた
めの様々な放射性核種で標識されている(Peirersz et al. Immunol. Cell Biol. 65: 111
、1987)。これらの放射性核種としては、188Re及び186Reの他により低い程度で199Au及び
67Cuが挙げられる。米国特許第5,460,785号は、このような放射性同位体に関するさらな
るデータを提供し、そして本明細書に参照により加入される。
【０１５９】
　以前に考察されたように、本明細書に開示される抗体又はそのフラグメントは、哺乳動
物障害のインビボ処置のための薬学的有効量で投与され得る。この関連で、当然のことな
がら、開示された抗体又はそのフラグメントは、投与を容易にし、そして活性薬剤の安定
性を増進するように製剤化される。特定の実施態様において、本発明に従う医薬組成物は
、生理食塩水、非毒性緩衝液、保存料などのような薬学的に許容しうる非毒性の滅菌担体
を含む。本出願の目的のために、治療剤に結合されるか又は結合されていない、本明細書
に開示される抗体の薬学的有効量は、標的への有効な結合を達成し、かつ利益を達成する
ため、例えば疾患若しくは障害の症状を寛解するため、又は物質若しくは細胞を検出する
ために、十分な量を意味するように保持されるものとする。腫瘍細胞の場合、ポリペプチ
ドは、特定の実施態様において、新生物又は免疫反応性細胞上の選択された免疫反応性抗
原と相互作用することができ、そしてそれらの細胞の死滅の増加をもたらす。当然のこと
ながら、本明細書に開示される医薬組成物は、薬学的有効量のポリペプチドを提供するた
めに単回又は複数回用量で投与され得る。
【０１６０】
　本開示の範囲に沿って、本明細書に開示される抗体は、上述の処置方法に従って、治療
効果又は予防効果を生じるために十分な量でヒト又は他の動物に投与され得る。本明細書
に開示されるポリペプチドは、本明細書に開示される抗体を従来の薬学的に許容しうる担
体又は希釈剤と公知の技術に従って混合することにより製造された従来の投薬形態でこの
ようなヒト又は他の動物に投与され得る。薬学的に許容しうる担体又は希釈剤の形態及び
特徴は、混合しようとする活性成分の量、投与経路及び他の周知の変数によって決定され
るということは当業者に認識されるだろう。当業者は、本発明に従う1つ又はそれ以上の
ポリペプチド種を含むカクテルが特に有効であるというこを証明し得るということをさら
に理解するだろう。
【０１６１】
　VI. PAI-1関連疾患又は障害を処置する方法
　本明細書に開示される抗PAI-1抗体又はそのフラグメントは、PAI-1活性を拮抗するため
に有用である。従って、別の局面において、本発明は、それを必要とする被験体に、本明
細書に開示される1つ又はそれ以上の抗PAI-1抗体又はその抗原結合フラグメントを含む医
薬組成物を投与することにより、PAI-1関連疾患又は障害を処置するための方法を提供す
る。
【０１６２】
　処置の影響を受けやすいPAI-1関連疾患又は障害としては、限定することなく、腎臓、
肝臓若しくは肺線維症のような病態生理学的状態、又は腹部癒着形成が挙げられる。
【０１６３】
　腹腔内癒着の発生は、ヒトの病気の主な原因である。癒着の合併症は、生命を脅かす腸
閉塞ほど深刻になり得るが、慢性骨盤痛及び女性における不妊もまた腹膜癒着の一般的な
続発症である。癒着の大部分は手術により生じるが、いくつかの場合には、炎症、子宮内
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膜症、化学性腹膜炎、放射線療法、異物反応、及び継続的な外来腹膜透析により引き起こ
されることも示された。腹膜損傷は、フィブリン沈着をもたらす局所炎症応答を引き起こ
す。組織プラスミノーゲン活性化因子(tPA)の減少並びにプラスミノーゲン活性化因子阻
害剤PAI-1及びPAI-2の増加により引き起こされる腹膜線維素溶解活性における外傷後の機
能不全は、沈着されたフィブリンを可能にして永久癒着へと組織化されると考えられてい
る。
【０１６４】
　Seprafilm（R）のような現在入手可能で有効な処置選択肢は、オープンアクセス(開腹
術)においてのみ使用について制限を有し、開腹術で使用することができない。可能性の
ある処置の探索は継続している。
【０１６５】
　特定の例となる実施態様において、本明細書に開示される抗体は、腎線維症及び関連す
る急性腎損傷のほかに末期腎不全の主原因である慢性腎臓疾患を処置するために支給され
得る。
【０１６６】
　当業者は、通常の実験により、どれほどの有効非毒性量の抗体（又はさらなる治療剤）
がPAI-1関連疾患又は障害を処置する目的のためになるかを決定することができるだろう
。例えば、ポリペプチドの治療活性量は、被験体の疾患状態(例えば、ステージI対ステー
ジIV)、年齢、性別、医学的合併症(例えば、免疫抑制状態又は疾患)及び体重、並びに被
験体において所望の応答を誘発する抗体の能力のような因子によって変化し得る。投薬計
画は、最適な治療応答を提供するために調整され得る。例えば、いくつかの分割用量が毎
日投与されてもよく、又は用量は、治療状況の緊急状態により示されるに従って比例的に
減少されてもよい。しかし一般に、有効投薬量は、1日あたり体重1キログラムあたり約0.
05～100ミリグラムの範囲、一実施態様では1日あたり体重1キログラムあたり約0.5～10ミ
リグラムの範囲であると期待される。
【０１６７】
　本明細書に開示される異なる局面及びそれらの実施態様は、互いに組み合わせることが
できる。さらに、上記のこれらの局面及びそれらの実施態様のいずれも、本明細書以下に
記載される特定の局面及び実施態様のいずれかと組み合わせることができる。
【０１６８】
　本発明を説明するためにさらに役立ついくつかの特定の局面及び実施態様が以下に示さ
れる:
【０１６９】
　特定の局面及び実施態様の説明
　項目１．　(a) 重鎖フレームワーク領域及び重鎖可変領域、［該重鎖可変領域は、配列
番号34を含む重鎖CDR1領域、配列番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重鎖
CDR3領域を含む］;並びに
　(b)　軽鎖フレームワーク領域及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号37を
含む軽鎖CDR1領域、配列番号145を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号35を含む軽鎖CDR3領
域を含む］
を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【０１７０】
　項目２．　（a） 重鎖フレームワーク領域及び配列番号86を含む重鎖可変領域、並びに
　（b）　軽鎖フレームワーク領域及び配列番号93を含む軽鎖可変領域
を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【０１７１】
　項目３．　（a）　項目２の抗体の重鎖可変領域と少なくとも95%同一である重鎖可変領
域、及び／又は
　（b）　項目２の抗体の軽鎖可変領域と少なくとも95%同一である軽鎖可変領域
を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
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【０１７２】
　項目４．　項目１の抗体と本質的に同じエピトープに結合する、単離されたモノクロー
ナル抗体。
【０１７３】
　項目５．　(a)　重鎖フレームワーク領域及び重鎖可変領域、［該重鎖可変領域は、配
列番号34を含む重鎖CDR1領域、配列番号33を含む重鎖CDR2領域、及び配列番号32を含む重
鎖CDR3領域を含む］;並びに
　(b)　軽鎖フレームワーク領域及び軽鎖可変領域、［該軽鎖可変領域は、配列番号37を
含む軽鎖CDR1領域、配列番号36を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号35を含む軽鎖CDR3領域
を含む］
を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【０１７４】
　項目６．　重鎖可変領域が配列番号6を含み、かつ軽鎖可変領域が配列番号7を含む、項
目５に記載の抗体。
【０１７５】
　項目７．　項目５に記載の抗体と本質的に同じエピトープに結合する、単離されたモノ
クローナル抗体。
【０１７６】
　項目８．　ヒトPAI-1に特異的に結合するヒト化モノクローナル抗体であって、該抗体
は:
　(a)　配列番号82を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号91を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(b)　配列番号83を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号92を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(c)　配列番号84を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト; 
　(d)　配列番号85を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号91を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(e)　配列番号85を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(f)　配列番号86を含む重鎖可変領域を有する、若しくはその抗原結合フラグメント、
及び配列番号94を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメント;
　(g)　配列番号87を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(h)　配列番号88を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号96を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(i)　配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号97を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(j)　配列番号90を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号98を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(l)　配列番号86を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
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ト、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;
　(m)　配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号93を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト;又は
　(n)　配列番号89を含む重鎖可変領域を有する重鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト、及び配列番号95を含む軽鎖可変領域を有する軽鎖、若しくはその抗原結合フラグメン
ト
を含む。
【０１７７】
　項目９．　（ａ）　配列番号22を含む重鎖CDR1領域、配列番号21を含む重鎖CDR2領域、
及び配列番号20を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号25を含む軽鎖CDR
1領域、配列番号24を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号23を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖
可変領域、
　（ｂ）　配列番号28を含む重鎖CDR1領域、配列番号27を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号26を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号31を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号30を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号29を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｃ）　配列番号40を含む重鎖CDR1領域、配列番号39を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号38を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号43を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号42を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号41を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｄ）　配列番号46を含む重鎖CDR1領域、配列番号45を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号44を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号49を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号48を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号47を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｅ）　配列番号52を含む重鎖CDR1領域、配列番号51を含む重鎖CDR2領域、及びを配列
番号50含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号55を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号54を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号53を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｆ）　配列番号58を含む重鎖CDR1領域、配列番号57を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号56を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号61を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号60を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号59を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｇ）　配列番号64を含む重鎖CDR1領域、配列番号63を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号62を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号67を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号66を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号65を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域、
　（ｈ）　配列番号70を含む重鎖CDR1領域、配列番号69を含む重鎖CDR2領域、及び配列番
号68を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号73を含む軽鎖CDR1領域、配
列番号72を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号71を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域;
又は
　（ｉ）　配列番号76を含む重鎖CDR1領域、配列番号75を含む重鎖CDR2領域、並びに配列
番号74を含む重鎖CDR3領域を含む重鎖可変領域;並びに配列番号79を含む軽鎖CDR1領域、
配列番号78を含む軽鎖CDR2領域、及び配列番号77を含む軽鎖CDR3領域を含む軽鎖可変領域
を含む、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【０１７８】
　項目１０．　項目8又は項目9のヒト化モノクローナル抗体とPAI-1上の本質的に同じエ
ピトープに結合する、PAI-1に特異的に結合する単離されたモノクローナル抗体。
【０１７９】
　項目１１．　それを必要とする被験体に、薬学的有効量のＰＡＩ－１抗体を、経口的に
、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投与することを含む、プラス
ミン生成を回復させる方法。
【０１８０】
　項目１２．　増加したレベルの線維化組織を含む状態を処置する、項目１１に記載の方
法。
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【０１８１】
　項目１３．　状態が、線維症、皮膚線維症、全身性硬化症、肺線維症、特発性肺線維症
、間質性肺疾患、慢性肺疾患、肝線維症、腎線維症、慢性腎臓病、血栓症、静脈及び動脈
血栓症、深部静脈血栓症、末梢肢虚血、播種性血管内凝固血栓症、血栓溶解を伴うか若し
くは伴わない急性虚血発作、又はステント再狭窄である、項目１２に記載の方法。
【０１８２】
　項目１４．　ＰＡＩ－１抗体が、項目１～１０のいずれか１項に記載の抗体を含む、項
目１１、１２又は１３のいずれか１項に記載の方法。
【０１８３】
　項目１５．　増加したレベルのＰＡＩ－１又はＰＡＩ－１に対する増加した感受性に起
因する状態を処置するための医薬の製造のための、薬学的有効量のＰＡＩ－１抗体の使用
であって、患者に経口的に、注射用液剤により非経口的に、吸入により、又は局所的に投
与することを含む、上記使用。
【実施例】
【０１８４】
　本発明は、以下の実施例によりさらに説明され、これら実施例は、さらなる限定と解釈
されるべきではない。配列表、図面並びに本出願全体を通じて引用される全ての参考文献
、特許及び公開された特許出願は、参照により本明細書に明示的に加入される。
【０１８５】
　さらに、本発明に従って、従来の分子生物学、微生物学、及び組み換えDNA技術が当該
分野の技術範囲内で使用され得る。このような技術は、文献中に十分に説明されている。
例えば、Sambrook、Fritsch & Maniatis、Molecular Cloning:  A Laboratory Manual、S
econd Edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、Ne
w York(本明細書では「Sambrookら、1989」); DNA Cloning:A Practical Approach、Volu
mes I及びII(D.N. Glover編1985); Oligonucleotide Synthesis(M.J. Gait編1984);Nucle
ic Acid Hybridization [B.D. Hames & S.J.Higgins編(1985)];Transcription And Trans
lation [B.D. Hames & S.J. Higgins編(1984)];Animal Cell Culture [R.I. Freshney編(
1986)]; Immobilized Cells And Enzymes[IRL Press、(1986)];B. Perbal、A Practical 
Guide To Molecular Cloning (1984);F.M. Ausubelら(編)、Current Protocols in Molec
ular Biology、John Wiley & Sons、Inc. (1994)を参照のこと。
【０１８６】
　実施例１: ハイブリドーマ生成:PAI-1タンパク質を用いたマウスの免疫及び抗体生成
　ヒト(h)及びカニクイザル(cyno)活性PAI-1(グリコシル化形態又は非グリコシル化形態)
に対して交差反応性であり、かつPAI-1の阻害活性を中和してプラスミンの下流産生を回
復し、それにより腎臓、肝臓若しくは肺線維症の処置のための有効な治療（therapeutic
）又は腹部癒着形成及びケロイド瘢痕形成の予防となる抗体が開発された。モノクローナ
ル抗体によるPAI-1阻害機能の中和は、３つの機構の分類に入ると記載されている:(1)立
体障害によりtPA若しくはuPAに対してPAI-1をブロックする、(2)PAI-1を潜在（latent）
コンホメーションへと変換する、又は(3)PAI-1を基質（substrate）コンホメーションへ
と変換する。
【０１８７】
　a) 抗原
　PAI-1は、ビトロネクチンに対するサブナノモル（subnanomolar）の親和性でのその結
合により安定化された活性コンホメーションで細胞から分泌される。PAI-1は、37℃で数
分以内、室温で数時間以内に活性コンホメーションから潜在コンホメーションへと自発的
コンホメーション変化を受ける。ビトロネクチンに結合されると、PAI-1はコンホメーシ
ョン変化により抵抗性となり、これにより活性コンホメーションのPAI-1の半減期が数分
から数時間へと延長される。免疫された動物における活性コンホメーションPAI-1半減期
を延長させるために、そしてマウス免疫系が活性PAI-1コンホメーションを認識するのを
可能にするために、ビトロネクチン及びPAI-1の複合体を免疫化に使用した。
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　昆虫細胞において産生されたヒトグリコシル化PAI-1を、Innovative Research(カタロ
グ番号IGLYHPAI-A)から購入した。ビトロネクチン(カタログ番号IHVN)及びtPA(カタログ
番号HTPA-TC)もInnovative Researchから購入した。免疫原を製造するために、PAI-1をビ
トロネクチンと１：１モル比で1時間室温にて、又はtPAと1:1モル比で15分間37℃にてイ
ンキュベートした。全ての免疫原を、滅菌食塩水を希釈剤として使用して準備した。
【０１８９】
　b) 免疫化
　当該分野で公知の標準的ハイブリドーマ製造プロトコルを実施して抗体を製造した。文
献に以前に記載された標準的なアプローチは、PAI-1のみ又はPAI-1/tPA複合体を使用した
。本発明者らは、代わりにPAI-1の活性コンホメーションに対する抗体を生成した。PAI-1
/ビトロネクチン複合体をPAI-1に対する抗体の生成への新しいアプローチとして使用した
。抗体を生成するために、以下に概要を説明した三本の柱からなる方策を取った:
　(1) 融合パートナーとしてマウス骨髄腫細胞株を用いた融合のためのマウス脾細胞を得
てハイブリドーマを製造するための、PAI-1/ビトロネクチン複合体を用いたマウスの古典
的免疫化;
　(2) 融合パートナーとしてマウス骨髄腫細胞株を用いた融合のためのマウス脾細胞を得
てハイブリドーマを製造するための、PAI-1/tPA複合体を用いたマウスの古典的免疫化;及
び
　(3) 融合パートナーとしてマウス骨髄腫細胞株を用いた融合のためのマウス脾細胞を得
てハイブリドーマを製造するための、PAI-1のみを用いたマウスの古典的免疫化。
【０１９０】
　抗原(PAI-1のみ、Vn/PAI-1複合体、tPA/PAI-1複合体)あたり３匹のマウスを研究に使用
した。これらのマウスは、9～20週齢無感作雌性BALB/cマウス(Charles River、系統コー
ド028)であった。０日目に、９匹のマウスを、PAI-1単独、Vn/PAI-1又はtPA/PAI-1複合体
を用いてリン酸緩衝化食塩水(PBS)中で腹腔内で免疫した。マウスあたり抗原合計10ugを
、マウスあたり総体積200μlで１：１体積対体積比のSigma Adjuvant System (Sigmaカタ
ログ番号6322)と混合した。１４日目に、マウスを同じ量の抗原で追加免疫し、そして０
日目と同じように準備した。21日目に、PAI-1特異的抗体価評価のために血液サンプルを
採取した。PAI-1/tPA複合体で免疫したマウスは、PAI-1に対する非常に低い特異的反応性
及び高い抗tPA力価を示し、そして下流融合には使用されなかった。
【０１９１】
　51日目に、最も高い抗PAI-1特異的抗体価及びPAI-1が複合体化されたタンパク質(すな
わち、Vn又はtPAのいずれか)に対して最も低い力価を有するがマウス及びラットPAI-1オ
ルソログに対する最も高い力価を有するマウスを融合のために選択した。融合に選択した
マウスを、上記のように、マウスあたり総体積200μlで１：１の比のSigma Adjuvant Sys
tem(Sigmaカタログ番号6322)と混合したマウスあたり抗原合計10ugとしてPAI-1のみ又はP
AI-1/Vn複合体でPBS中で追加免疫した。55日目に、マウスをCO2チャンバにより屠殺し、
血液を心臓穿刺により集め、そして脾臓をハイブリドーマ産生のために採取した。他の４
匹のマウスは後の時点に同じ手順を受けた(最初のマウスを融合に使用した2～4ヶ月後)。
【０１９２】
　血清滴定を、PAI-1のみ及びPAI-1/tPAについて３匹のマウスで、そしてPAI-1/Vnについ
て２匹のマウスで、実施例２に記載されるELISAプロトコルを使用して行った(結合ELISA)
。
【０１９３】
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【表７】

【０１９４】
　PAI-1/tPA複合体で免疫されたマウスは、高特異的力価基準に達せず、融合には使用さ
れなかった(表3)。表３に示される血清力価に基づいて、PAI-1に対して高い特異的力価を
有する合計５匹のマウスを融合のために選択した。
【０１９５】
　b) 融合
　PAI-1に対して最も高い特異的力価を有する５匹のマウスを融合のために選択した。融
合の日に、マウスをCO2チャンバで屠殺し、血液を心臓穿刺により集め、そして脾臓を取
り出し、無血清ハイブリドーマ融合培地(IMDM; Iscoveの変法ダルベッコ培地500ml (HyCl
one SH30259.01)10mlを含有するペトリ皿に置いた。脾細胞を線維弾性膜から鉗子により
絞り出し、そして無血清IMDM　10mlで2回洗浄した(初期スピンを含む)。
【０１９６】
　細胞をCountess自動セルカウンターで計数した。次いで、融合パートナー細胞(骨髄腫:
FO(ATCC 参照CRL-1646))及び脾細胞を１つの50mlチューブで1:2～1:10(細胞数)の比で混
合し、そして970rpmで10分間(低速スピン)遠心沈殿させて軟らかいペレットを形成した。
75mM Hepes 50%質量/体積、Rocheカタログ番号783641(10783641001)中の予熱した(37℃)1
ml PEG(PEG 1500）を1分間にわたって細胞ペレットに1滴ずつ滴下し、そして細胞をPEGの
液滴を加えるごとに混合した。ペレットをPEGとともにさらに1分間インキュベートし、続
いて、１０のうち最初の１ｍｌが３０秒間にわたって加えられるように無血清IMDM培地10
mlを1分間にわたって加えた。生存能を保存するために細胞を１０分間970rpmで低速スピ
ンにかけた。融合した細胞を96ウェルプレートに選択培地(200ml Gibco Hybridoma (SFM 
番号12045)、20ml 10% HyClone SuperLow IgG Defined FBS(番号SH30898.03)、2mlペニシ
リン/ストレプトマイシン、4ml(ハイブリドーマ融合及びクローニング栄養補助剤(Roche 
Diagnostics 11 363 735 001 (50X))及びHAT 4ml(ヒポキサンチン-アミノプテリン-チミ
ジン)(Sigma-Aldrich 番号HO262(50X))中200ulでプレーティングした。約１０～１４日後
、又はウェル中のの培地が黄色に変わったときに融合はスクリーニングの準備が整った。
次いで発生したハイブリドーマからの上清を、PAI-1及びPAI-1/Vn複合体に結合している
抗体の存在についてELISA(実施例２)により試験した。
【０１９７】
　実施例２:　PAI-1-ビトロネクチン複合体に対する特異性についてのハイブリドーマ上
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　選択された５匹のマウスの脾臓からの各融合は、第一段階一次スクリーンとしてPAI-1/
Vn複合体への結合についてスクリーニングする必要がある約5000クローンを生じた。ハイ
ブリドーマ上清の一次スクリーニングを、PAI-1又はPAI-1-ビトロネクチン複合体のいず
れかに対してELISAを使用して並行して行い、ビトロネクチンに複合体化したPAI-1に特異
的に結合するハイブリドーマを選択した。ELISAに使用した材料は以下である:Immulon 4 
HBX ELISAプレート(Dynax カタログ番号N0541216);ヒトモノマービトロネクチン 5ug/ml(
Innovative Research カタログ番号IHVN);グリコシル化ヒトPAI-1(活性形態)(Molecular 
Innovations カタログ番号GLYHPAI-A);いくつかの融合の非グリコシル化マウスPAi-1(Mol
ecular Innovations カタログ番号MPAI-A);HRP-ヤギ抗マウスIgG(H+L)である二次抗体(Ja
ckson ImmunoResearch Labs 番号115-035-166);及びABTS基質:Roche Diagnostics(番号11
 204 521 001)。
【０１９８】
　使用した対照抗体は:
　a)　33B8、PAI-1に対するマウスモノクローナル阻害抗体(IgG1; Innovative Research 
カタログ番号IMA-33B8);
　b) 33H1、PAI-1に対するマウスモノクローナル阻害抗体(IgG1; Innovative Research 
カタログ番号IMA-33H1);
　c) 31C9、PAI-1に対するマウスモノクローナル非阻害抗体(IgG1; Innovative Research
 カタログ番号IMA-31C9);及び
　d) 1B7.11、IgG1アイソタイプ対照抗体(抗TNP mAb-ATCC(カタログ番号TIB-191)から購
入したハイブリドーマ細胞株から自社で製造
であった。
【０１９９】
　ELISA法は以下のとおりであった:PBS中5ug/ml Vnで終夜４℃にて50ul/ウェルでコーテ
ィングされたプレート;翌日、プレートを１時間200ul PBS (BSA/PBS)中1%ウシ血清アルブ
ミンでブロックした;プレートを200ul/ウェルPBSで４回洗浄した;1%BSA/PBS中2ug/mlの活
性PAI-1をプレートに50ul/ウェルで加え、そして１時間インキュベートした;プレートを2
00ul/ウェルPBSで４回洗浄した;1%BSA/PBS中の抗体希釈物又は、元の９６ウェルプレート
からのハイブリドーマ上清をELISAプレートに50ul/ウェルで加えた;プレートを１時間室
温(RT)でインキュベートした;プレートを200ul/ウェルPBSで４回洗浄した; 1%BSA/PBS中
のHRP-抗マウスIgG 50ul 1:2000を加え、そして１時間室温でインキュベートした;プレー
トを200ul/ウェル PBSで４回洗浄した;ABTS基質(１つの丸剤を5mlに溶解)を50ul/ウェル
でプレートに加え、次いでプレートをBioTek Synergy HT機器でOD405を使用して読み取っ
た。結合ELISAにおける抗体滴定のための典型的標準曲線を図２に示す。抗体31C9、33B8
及び33H1は陽性対照としての役目を果たし、そしてIgG1は陰性対照としての役目を果たし
た。表4は、生成された約5000のクローンのうち、675クローンがPAI-1及びPAI-1/Vnの両
方への結合について陽性であったことを示す。次いでこれらのクローンをPAI-1親和性に
ついてスクリーニングした。
【０２００】
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【表８】

【０２０１】
　実施例３: 親和性ランク付けによるハイブリドーマ上清のBiacoreスクリーニング
　低いオフレート（off-rate）を有する高親和性抗体のさらなる選択をBiacoreにより行
った。Biacoreハイブリドーマ上清スクリーニングを:(1)抗マウス固定化抗PAI-1抗体を使
用する逆スクリーニング、又は(2)遊離PAI-1をリガンドとして若しくは固定化Vnに対して
使用する順（forward）スクリーニングアッセイ
　使用した機器は、実時間での生体分子相互作用分析(BIA)のために設計されたBIACORE 2
000又はBIACORE 3000(GE Healthcare)であった。使用したセンサーチップは、表面上にカ
ルボキシメチル化デキストランマトリックスを有するCM5チップ(GE Healthcare)であった
。各センサーチップは４つの平行なフローセル(Fc)を有していた。全てのフローセルを、
チップ製造についての製造者のプロトコルに従って標準的なアミンカップリングにより抗
マウスIgG Fc mAbとカップリングした。
【０２０２】
　Biacore逆スクリーニングアッセイにおいて、ELISA陽性ハイブリドーマ上清を選択し、
そして0.2μmフィルターに通してろ過した後、Biacoreチップ表面に注入した。各ハイブ
リドーマ上清を、フローセルFc2～Fc4のうちの１つのフローセル上に注入し、そしてハイ
ブリドーマ上清中のIgGは、抗マウスIgG Fc mAbによりチップ表面に捕捉されただろうが
、Fc1は参照細胞上にそのまま残っていた。次いでPBS中のヒトPAI-1タンパク質をFc1～Fc
4に注入した。PBS緩衝液もまたブランクとしてチップ表面に注入した。Fc1及びブランク
緩衝液実行のシグナルを差し引いた後、上清からの抗体のPAI-1タンパク質に対する結合
親和性(KD)/解離速度(kd)を分析し、そしてScrubber 2ソフトウェアを使用してランク付
けした。
【０２０３】
　Biacore順スクリーニングアッセイにおいて、精製されたヒトビトロネクチンタンパク
質をCM5チップフローセルFc1～Fc4に固定した。ヒト又はカニクイザルPAI-1を全てのフロ
ーセル上に捕捉した。次いでろ過した選択されたハイブリドーマ上清を、Fc1を除いてフ
ローセルあたり１つの捕捉されたPAI-1上に注入し、Fc1は参照フローセルとして保存した
。PBS緩衝液もブランクとしてチップ表面上に注入した。Fc1及びブランク緩衝液実行のシ
グナルを差し引いた後、ハイブリドーマ上清中の抗体のビトロネクチン捕捉PAI-1に対す
る結合親和性を、Scrubber 2ソフトウェア(バージョン2.0a、2005; BioLogic Software、
BioLogic Software Rty Ltd.、116 Blamey Court、Campbell、ACT 2612 Australia)を使
用して分析しランク付けした。
【０２０４】
　表5は、融合A、B、C、D及びEからの陽性及び陰性抗体クローンの選択を示す。多数の抗
体がスクリーニングされたため、全てのデータが示されているとは限らない。ヒト及びカ
ニクイザルPAI-1タンパク質に対する優れた(kd<10-4 1/秒)結合解離速度を示した抗体ク
ローンのみを、機能的発色アッセイのために選択した。
【０２０５】
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【表９】

【０２０６】
　実施例４: PAI-1のtPAとの相互作用をブロックする抗体を選択するためのハイブリドー
マ上清スクリーニングのための機能性ELISA
　機能性抗体の選択を可能にするために、新しいELISAを、PAI-1に結合するだけの抗体を
、tPA阻害剤としてPAI-1の機能をブロックした抗体(機能性ELISA)に対して識別すること
を可能にするために開発した。
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　ハイブリドーマ上清を、tPA-PAI-1相互作用をブロックする能力を有する異なるクロー
ンからのハイブリドーマ上清を同定するために、新しい機能性ELISAでスクリーニングし
た。機能性ELISAの設計は以下のとおりである:(1)抗体がPAI-1に結合するが、抗体結合は
PAI-1とtPAとの間の共有結合の形成をブロックしない場合、その抗tPA抗体は、PAI-1を通
じてプレートに結合したtPAに結合し、そして陽性記録を生じる;(2)抗体がPAI-1をブロッ
クし、それによりPAI-1コンホメーションを変化させるか又は立体障害のいずれかによりt
PA相互作用をブロックする場合、その抗tPA抗体はプレートに結合することができず、記
録は陰性(より低いOD405)である。並行して、ハイブリドーマ上清を、実施例２に記載さ
れるELISAにおいてPAI-1に対する結合について試験した。ハイブリドーマ上清中の抗体の
量は未知であるので、対照記録より低いもの（すなわち、アイソタイプ対照記録より低い
)は、目的の抗体の同定とみなされた。上清中の変化する抗体濃度に起因して、いくつか
の場合のブロッキングは部分的にしかなかった。
【０２０８】
　ストレプトアビジン被覆プレート(NUNC 番号436014)を、1% BSA/PBS中50ul/mlの2ug/ml
ビオチン-PAI-1(N-末端ビオチン標識活性フラクションを有するヒトPAI-1;Molecular Inn
ovations カタログ番号NTBIOPAI-A)とともに室温（RT)で２時間インキュベートした。プ
レートを１時間200ul 1%BSA/PBSでRTにてブロックし、そして200ul/ウェル　PBSで４回洗
浄した。精製された抗体希釈物及びハイブリドーマ上清を、50ul/ウェルでウェルに加え
、そして15分間インキュベートした。プレートを200ul/ウェル PBSで4回洗浄した。二本
鎖tPA(Innovative Research カタログ番号HTPA-TC）を1ug/mlでプレートに50ul/ウェルで
加え、そして30分間RTでインキュベートした。プレートを200ul/ウェル PBSで４回洗浄し
た。抗tPA HRP結合体化抗体(Life Span Technologies、カタログLS-C39721)を1:3000希釈
でプレートに加え、そして45分間インキュベートした。プレートを200ul/ウェル PBSで４
回洗浄した。ABTS基質(5ml中に１つの錠剤を溶解;Roche Diagnostics 番号11 204 521 00
1)を50ul/ウェルでプレートに加え、そして発色のための時間を取った。プレートをBioTe
k Synergy HT機器でOD405を使用して読み取った。IgGアイソタイプ対照より低い値のODは
PAI-1へのtPA結合のブロッキングを示す。
【０２０９】
　いくつかの場合、機能性ELISAは、Biacore上清スクリーニングの前に行われ、そしてハ
イブリドーマ開発により重要である選択工程の役割を果たす。陽性対照として33H1、陰性
対照としてIgG1及び同定された陽性抗体クローンとしてA44を用いた代表曲線を図３に示
す。
【０２１０】
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【表１０】

【０２１１】
　200超の上清をスクリーニングした。表6は陽性及び陰性ハイブリドーマ上清の選択を示
す。融合あたり約10のハイブリドーマが、機能性ELISAにおいてtPAへのPAI-1の結合をブ
ロックする能力を示した。ハイブリドーマ上清からのデータに基づいて、ハイブリドーマ
を配列決定及び中規模抗体製造のために選択した。D4は非グリコシル化PAI-1に十分に結
合しなかったが、これはグリコシル化PAI-1へのそのBiacore結合に基づいて精製及び配列
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決定のために選択された。精製された抗体を、親和性動力学についてBiacoreで、そして
市販の抗体と比較した効力について発色及び細胞アッセイにおいてさらに特徴付けした。
【０２１２】
　実施例５:　5’-RACE(cDNA末端の高速増幅)による配列決定及びマウス抗体精製
　一連の融合から精製された特異的標的に対する抗体は同じ配列を有し得る。抗体生成の
初期段階で抗体遺伝子配列決定を行うことにより、いずれかの重複した可能性のある抗体
を除去し、そして正確な抗体遺伝子配列が抗体選択及びヒト化さらにはキメラ抗体構築を
導いた。
【０２１３】
　5’-RACEは、mRNAの3’末端又は5’末端での規定された中間部位と未知の配列との間の
メッセンジャーRNAテンプレートからの核酸配列の増幅のための手順である。この片側（s
ingle-sided）特異性を用いた増幅の方法論は、「片側（one-sided）」PCR又は「固定（a
nchored）」PCRとして記載されている。リード抗体の元の可変マウス抗ヒトPAI-1抗体配
列を、5’-RACE cDNA配列決定により決定し、そしてN末端タンパク質配列決定により確認
した。
【０２１４】
　可変重鎖(VH)及び軽鎖(VL) IgG配列を決定するために、ハイブリドーマ細胞からの総RN
Aを、RNeasyミニキット(QIAGEN、カタログ番号74104)を使用して製造者の指示に従って単
離した。手短には、細胞(5ｘ106細胞)を、キットのRLT緩衝液350ulに溶解し、続いてスピ
ンカラム上に総RNAを捕捉した。RNAをキットのTE緩衝液で溶出し、氷上で貯蔵した。
【０２１５】
　第一の鎖のcDNAを、SMARTerTM RACE cDNA増幅キット(ClonTech、カタログ番号634923)
を使用して製造した。5’-RACEプロトコルを、製造者の指示に従って実行した。VH及びVL
鎖cDNAを、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)によりSMARTerTMキットで供給される5’-プライマ
ー並びに以下に記載される3’VH及びVL遺伝子特異的プライマーを使用して別々に増幅し
た:
　重鎖3’-プライマー: 5’-TATGCAAGGCTTACAACCACA -3’ (配列番号105)
　軽鎖3’-プライマー: 5’-CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAG -3’ (配列番号106)
【０２１６】
　増幅されたVH及びVL遺伝子を、TOPO TAクローニングキット(Invitrogen、カタログ番号
K4520-01)を使用してTOPOベクターに別々にクローンした。これらの手順を製造者の指示
に従って実行した。細菌を形質転換するために、反応混合物をコンピテントなE. coli細
胞に加え、そして氷上で20分間インキュベートした。E.coli細胞及び反応混合物の入った
チューブを、42℃で40秒間加熱し、そしてリット（lit）のSOC培地２５０マイクロリット
ルを加えた。E.coliを37℃で60分間振盪しながら300rpmでインキュベートした後、細菌を
、１ｍｌあたり１００マイクログラムのアンピシリンを含有するLB寒天プレート上に広げ
、続いて37℃で終夜インキュベートした。
【０２１７】
　挿入されたVH及びVL遺伝子のPCRによる確認の際に、５つの細菌クローンを選択し、そ
してプラスミドDNA製造のために１ｍｌあたり100マイクログラムのアンピシリンを含有す
るLB培地で増殖させた。プラスミドDNAを、QIAprep Spin Miniprep Kit(QIAGEN、カタロ
グ番号27104)を使用して製造者の指示に従って単離した。ハイブリドーマのVH及びVL IgG
遺伝子をSanger法により配列決定し、そしてCDRを接触（Contact）定義(MacCallumら)を
使用して決定した。
【０２１８】
　モノクローナル抗体をCELLineバイオリアクターフラスコ(Wilson Wolf Manufacturing 
Corp.;カタログ番号CL350又はカタログ番号CL1000)において製造者の指示に従って無血清
培地(Gibcoカタログ番号12045)で製造し、そしてプロテインA/Gクロマトグラフィー(GE H
ealthcare Life Sciences、カタログ番号28-4083-47及び28-4082-53)により精製した。精
製した抗体を、Biacoreで親和性動力学についてさらに特徴づけし、そして発色及び細胞
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アッセイにおいて市販の抗体と比較した効力について特徴づけした。
【０２１９】
　実施例６: 精製した抗体を使用する機能性発色アッセイ
　精製した抗体を、PAI-1をブロックする能力について発色アッセイで試験した。PAI-1は
tPA機能を阻害し、従って、PAI-1をブロックする抗体はtPA機能の回復を生じるだろう。
発色アッセイは、1つ又はそれ以上のペプチド結合を加水分解することによりそれらの天
然の基質（タンパク質及びペプチド）に作用するタンパク質分解酵素を利用する。この方
法は、通常は、特定のアミノ酸に隣接するペプチド結合のみが切断されるという意味で高
度に特異的である。発色基質は、タンパク質分解酵素と反応して定量可能な色の形成を生
じるペプチドである。発色基質は合成により製造され、そして酵素の天然基質の選択性と
類似した選択性を有するように設計される。酵素切断後に放出された場合に色を生じる化
学基が発色基質のペプチド部分に結合される。色の変化は分光測定で追跡することができ
、そしてタンパク質分解活性に比例する。
【０２２０】
　発色アッセイを使用して、tPA阻害剤としてPAI-1機能を中和する抗体の能力を確認した
。tPAは発色基質S2288からpNAを放出することができる。溶液中のS228は無色であるが、t
PAへの曝露及びその後のpNAの放出後、溶液はOD405で読み取ることができる黄色を生じる
。色形成を2～3時間にわたって観察し、酵素反応の動力学を決定することができる。PAI-
1は濃度依存性様式でtPAの酵素活性をブロックし得る。
【０２２１】
　2段階発色アッセイを行った。全ての試薬は、それらが基質溶液に加えられる段階まで1
0x濃度であった。第一の段階において、tPA阻害におけるPAI-1の効力を、発色アッセイ(
固定tPA濃度を用いたPAI-1滴定)を使用して測定した。PAI-1滴定曲線を分析してtPA活性
をブロックするPAI-1についてのIC50を決定した。その後、曲線から計算したIC80を、PAI
-1ブロッキング機能を中和しtPA 酵素活性を回復する能力についてのさらなる抗体照合の
ために選択した。等体積(25ul)のtPA(14nM)(Innovative Research、カタログ番号IHTPA-T
C)及びグリコシル化(活性形態）ヒトPAI-1(Molecular Innovations、カタログ番号GLYHPA
I-A)又は非グリコシル化(活性形態)マウスPAI-1(Molecular Innovations カタログ番号IM
PAI)を混合し、そして108nMで開始したPAI-1の3倍段階希釈及び固定濃度のtPAを使用して
インキュベートした。全てのタンパク質希釈を1%BSA/PBSで作製した。混合物を９６ウェ
ルマイクロタイタープレートのウェルで１５分間室温でインキュベートした。次いで、製
造者の指示に従って希釈した200ul発色基質S2288(1.25mM)(Chromogenix、カタログ番号S-
820852)をウェルに加え、そして２時間にわたる１０分毎の405nmでのOD405吸光度変化を
記録して残留tPA活性を測定した。対照のために、バックグラウンドをtPAの不在下で測定
し(酵素反応無し)、陽性対照はPAI-1無し(100% tPA活性)であり、そして陰性対照はtPAの
１０倍過剰のPAI-1であった(tPA活性の完全なブロック）。33B8、A44、33H1及びIgG1につ
いての代表的な曲線については図４を参照のこと。
【０２２２】
　第二工程のために、抗体の機能特性を、活性PAI-1を阻害してtPA機能を回復するそれら
の能力をPAI-1中和アッセイを使用して評価することより決定した。この工程のために、
活性PAI-1 12.5ul(56nM)を、等体積の、1% BSA(Sigma、カタログ番号A3059)を含有するPB
S(Invitrogen、カタログ番号14190-144)又は2uMで開始した抗体の段階３倍希釈のいずれ
かとともにインキュベートした。対照及び未知の抗体を、3nM PAI-1及びtPAを混合物に加
えて、0.1～300nMの範囲に及ぶ濃度（５倍希釈）でインキュベートした。全ての成分を１
０倍濃度で室温にてインキュベートし、そしてさらに、tPAによる切断の際に透明から黄
色へと変色するtPA基質S2288で１０倍希釈した。サンプルをOD 405で2時間１０分ごとに3
7℃で読み取った。この混合物を、抗体－抗原複合体形成を達成するために、96ウェルマ
イクロタイタープレートのウェル中で30分間室温にて反応させた。次いで、tPA 25ul(tPA
活性のIC80に対応する14nM)をウェルに加え、そして１５分間室温でインキュベートした
。最後に、製造者の指示に従って希釈した200ul 1.25mM基質S2288をこの混合物に加えた
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。405nmにおける吸光度変化を記録して、残留tPA活性を2時間１０分毎に測定した。１０
０パーセントPAI-1活性を、抗体の存在しない場合に観察されたPAI-1活性として定義する
。抗体によるPAI-1活性の中和を、抗体の存在下で測定された残留PAI-1活性から計算した
。対照は、アイソタイプ対照（陰性）としてのIgG1並びに陽性対照としての33H1 mAb及び
33B8 mAbであった。B28、E16、E21、A75及びIgG1についての代表的な曲線については図５
を参照のこと。
【０２２３】
　ヒトtPAを阻害するヒトPAI-1のオルソログを、２段階発色アッセイシステムにおいて試
験した。オルソログの滴定を、ヒトPAI-1について上に記載されるように行い(滴定の代表
的曲線については図６を参照のこと)、そしてtPA活性を発色法により決定した（カニクイ
ザル及びマウスPAI-1に対する33B8及びA44についての代表的曲線については図７を参照の
こと)。アッセイにおいて使用したヒトtPAの最終濃度は1.4nMであった。12.5ul活性PAI-1
(56nM)を、等体積の、1%BSA含有PBS又は2uMで開始した抗体の段階３倍希釈のいずれかと
ともにインキュベートした。この混合物を９６ウェルマイクロタイタープレートのウェル
中で３０分間室温にて反応させた。次いで、tPA(14nM)25ulをウェルに加え、そして１５
分間室温でインキュベートした。反応を終わらせるために、200 ul tPA基質S2288(Chromo
genix) (1.25mM)を混合物に加えた。オルソログPAI-1はMolecular Innovationsから入手
した:マウスPAI-1(野生型活性フラクション;カタログ番号MPAI);ラットPAI-1(野生型活性
フラクション;カタログ番号RPAI);及びウサギPAI-1(安定変異体;カタログ番号RbPAI-I91L
) カニクイザルPAI-1(活性カニクイザルPAI-1)をE.coliにおいて自家製造した。Biacore
スクリーニングにおけるウサギ及びラットオルソログの不十分なオフレート(データ示さ
ず)のために、これらのオルソログに対する抗体のスクリーニングは行わなかった。
【０２２４】
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【表１１】

【０２２５】
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【表１２】

【０２２６】
　各融合からの１つ又はそれ以上の抗体は、このアッセイにおいてカニクイザル（ｃyno
）及びヒトPAI-1阻害機能の両方をブロックする能力を示し、約14の抗体は中程度から強
いブロッキング活性を有していた。A39及びB28は、これら２つの抗体がグリコシル化hPAI
-1をブロックしたがヒト又はカニクイザル非グリコシル化PAI-1に対して活性を有してい
なかったという点で独特のプロフィールを有していた。C26を除いて抗体はどれもマウスP
AI-1活性を有効にブロックすることができなかった（ヒトPAI-1の１０倍以内)。
【０２２７】
　実施例７: モノクローナル抗体についての作用機構
　モノクローナル抗体は、３つの異なる機構によりPAI-1を阻害することができる:a)立体
障害により、b)結合の際にPAI-1を潜在コンホメーションへと変換することにより、及びc
)阻害剤の代わりにtPAコンホメーションの基質へとPAI-1を変換することにより(「基質コ
ンホメーション」)。PAI-1はセリンプロテアーゼとの相互作用の際にtPAと共有結合する
。
【０２２８】
　発色アッセイ及びSDS-PAGE技術を、抗体作用機構を同定するために使用した。モノクロ
ーナル抗体(又は対照抗体)、PAI-1及びtPAの間の反応を、機能性発色アッセイのために上
記のように行った。サンプルをLaemmliサンプル緩衝液と混合し、そして非還元条件下でS
DS-PAGEゲル上にロードし、そして３０分間実行した。その後、ゲルをクーマシーブルー
で染色してタンパク質、複合体及びPAI-1の切断形態を可視化した。公知の作用機構を有
する対照モノクローナル抗体を比較器（comparators）として使用した。33B8はPAI-1を潜
在コンホメーションへと変換することが知られており、そして33H1はPAI-1を基質コンホ
メーションに変換することが知られている。このアッセイは、基質コンホメーションを確
実に同定し得るが。潜在コンホメーション又は立体障害を区別することができない。代表
的なSDSゲルを図８、９及び１０に示す。
【０２２９】
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【表１３】

【０２３０】
　A44、C26、C45及びE21は、PAI-1形態　活性コンホメーションを基質コンホメーション
に変換することによりPAI-1活性をブロックする。A39及びB109は、異なる作用機構を有す
るが、アッセイは、これらの抗体がPAI-1を活性コンホメーションから潜在コンホメーシ
ョンに変化させることによりPAI-1活性をブロックするのか立体障害によりブロックする
のかを区別することができなかった。
【０２３１】
　実施例８: 精製された抗体結合動力学
　動力学測定において、抗体を逆に25℃で評価した。逆アッセイにおいて、PAI-1抗体を
、CM5チップ上に準備された抗マウスIgG Fc抗体に捕捉させ、続いて40nMで始めてPAI-1タ
ンパク質(ヒト又はカニクイザル)の段階2倍希釈を行う。大量輸送制限を避けるために高
流量を選択した。２０００秒間を解離時間にとって選択した抗体の遅いオフレートに適応
させた。抗体－PAI-1結合の各回の後にチップをグリシン-HCl、pH1.7緩衝液により再生さ
せた。動力学データ分析を、Biacore BIAevaluationソフトウェアを使用して行った。セ
ンサーグラム（sensorgrams）を、参照フローセル値及びブランク緩衝液値を差し引くこ
とにより二重参照した。センサーグラムを、局所Rmaxを用いたシミュレートした動力学（
simulated kinetics）1:1(Langmuir)モデルを使用することによりフィッティングした。
試験した抗体についてのデータを以下の表９に示す。
【０２３２】
【表１４】

【０２３３】
　代表的な抗体の結合動力学を、Biacore順（forward）アッセイにおいてビトロネクチン
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トロネクチンタンパク質をフローセル Fc1-Fc4においてアミンカップリングによりCM5チ
ップ上に固定した。次いで、ヒトPAI-1を、リガンドとしてフローセルFc2-Fc4においてビ
トロネクチン表面に捕捉した。Fc1は参照セルとして保存された。抗体を40nMから開始し
て２倍希釈し、Fc1-4に注入した。動力学的データ分析を、Biacore BIAevaluationソフト
ウェアを使用して行った。センサーグラムは、最初に参照セル値及びブランク緩衝液値を
差し引くことにより二重参照され、次いで1:1(Langmuir)モデルによりフィッティングし
、全体Rmaxとともに使用した。
【０２３４】
【表１５】

【０２３５】
　表10におけるデータは、A44 が遊離ヒトPAI-1の他にビトロネクチン複合体のPAI-1にも
結合するということを示した。
【０２３６】
　実施例９: 初代ヒトサイボにおける機能性アッセイ
　初代ヒト細胞による下流プラスミン産生を回復する各抗体の能力をさらに調べるために
、プラスミン生成アッセイを使用した。発色アッセイにおいて高い有効性及びBiacoreに
おいて良好な親和性を示した抗体のみをこのアッセイにおいて使用し試験した。
【０２３７】
　1日目に、ヒト初代肝星細胞(Sciencell CA、カタログ番号SC5300)を、飢餓培地(DMEM G
ibco+glutamax-1 4.5g/L D-グルコース、ピルビン酸(31966-021)、0.2%ウシ胎仔血清gold
 PAA(A11-152))中20000細胞/ウェルで37℃にて5% CO2下でプレーティングした。２日目に
、PAI-1活性を中和するために、抗体を組み換えPAI-1(Molecular Innovation、カタログ
番号IGLYHPAI-A、組み換えグリコシル化ヒトPAI-1、最終濃度 5nM)とともに１５分間室温
でプレインキュベートした。同時に、tPA (Molecular Innovations (カタログ番号HTPA-T
C)、レッドフェノール（red phenol）を含まないDMEM中5nM)を細胞とともに１５分間37℃
でインキュベートした。未結合のtPAを洗浄した後、PAI-1/mAb混合物を細胞に加え、次い
で残留tPA活性を、添加及びglu-プラスミノーゲン/基質混合物(Glu-Pg:Sigmaカタログ番
号9001-91-6;0.5μM最終濃度)及びプラスミン発色基質:(CBS00.65 Stago カタログ番号00
128、0.5mM最終濃度)により測定した。
【０２３８】
　プラスミンに対するプラスミノーゲン活性化を、37℃に温度調節した分光光度計(IEMS
、Thermofisher)を使用した４５秒毎のA405/492の動力学的読み取りにより検出した。Bio
liseソフトウェア(Thermofischer)は、発色基質切断の最大速度を計算した:プラスミン生
成はVmaxで表される:１分あたりのA405/492nmの最大速度(mDO/分)を計算した。次いでPAI
-1阻害を、参照(100%阻害)としてtPA単独及びPAI-1(mAb無し、阻害無しとして)を用いて
計算し、そしてBiostat speedソフトウェアを使用してプロットしてIC50及びImaxを計算
した。
【０２３９】
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【０２４０】
　実施例１０: Biacore競合アッセイによる抗体結合エピトープ調査
　優れた結合活性及びブロッキング活性を有する抗PAI-1抗体の選択された群を、Biacore
競合アッセイにおけるそれらの潜在的な結合エピトープについて調べた。アッセイにおい
て、新しく同定された抗体のほかに、ヒトPAI-1上の既知の結合部位を有するいくつかの
市販の抗PAI-1抗体を、ヒトPAI-1タンパク質に対する結合について競合するように設定し
た。各抗体を、CM5チップのフローセル上に標準的アミンカップリング反応を使用して固
定した。クローンB28を除く全ての試験した抗体は、アミンカップリング後に結合部位活
性を保持していた。ヒトPAI-1タンパク質を、チップ上に固定された抗体に捕捉し、続い
て各抗体を検体として注入した。固定された抗体とヒトPAI-1上の異なる結合部位を有す
る検体抗体のみが、Biacoreにおいてさらなる結合シグナルを示す。競合実験を各固定抗
体について2回繰り返し、そして結果を以下の表に示す。
【０２４１】
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【表１７】

【０２４２】
　A44が固定され、PAI-1に結合する場合、C45(検体抗体)は、A44が結合しているPAI-1に
結合することができない。従って、C45は、A44がPAI-1上で結合する同じ結合部位につい
て競合し(表１２において「c/c」と示される)、又はPAI-1に結合しているA44は、PAI-1へ
のC45の結合を妨げる。この分析は、実験が逆順に繰り返された場合に裏付けられる。具
体的には、C45が固定された抗体であり、そしてPAI-1に結合する場合、検体抗体としての
A44は、C45に結合したPAI-1に結合することができない(表12において「c/c」と示される)
。同様の分析において、A71及びA75はPAI-1上の同じ部位について競合する。Biacore分析
により、A44及びC45、さらにはA71及びA75が、PAI-1に結合する場合に互いに競合するか
又は互いに妨害するということが裏付けられた。
【０２４３】
　反対に、市販の抗体、33H1及び33B8は、A44と競合しない。A44が固定された抗体であり
、かつPAI-1に結合される場合、33H1及び33B8の両方が、A44に結合しているPAI-1になお
結合することができる(表１２において「b/b」と示される)。これは逆実験において確認
される。PAI-1が固定された33H1又は固定された33H8に結合される場合、A44はなおPAI-1
に結合することができる。従って、市販の抗体33H1及び33B8は、PAI-1へのA44の結合と競
合せず、妨害もしない。
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【０２４４】
　興味深いことに、いくつかの固定化された抗体(すなわち、B109)は、検体抗体(すなわ
ち、33B8)の捕捉されたPAI-1タンパク質への結合をブロックしたが;固定された抗体の位
置を検体抗体と交換した場合(例えば、チップ上の対を反転させる)、抗体対はもはやPAI-
1への結合について互いに競合しない。例えば、B109がPAI-1に結合した固定化された抗体
である場合、33B8はPAI-1に結合することができなかった。しかし、33B8がPAI-1に結合し
ている固定された抗体である場合、B109はPAI-1に結合することができなかった。この結
果に関する１つの可能な説明は、固定された抗体がPAI-1に結合される場合、PAI-1は第二
の又は検体抗体にとって都合の悪いコンホメーションへと変わり得、そして検体抗体の結
合を妨げるということである(例えば、B109が固定された抗体であり、かつ33B8が検体抗
体である場合)。しかし、抗体対が逆の場合、固定抗体はPAI-1のコンホメーションが比較
的変化しないような様式で結合し得、従って、検体抗体が結合したPAI-1に結合すること
が可能となる(すなわち、検体抗体B109は、固定された抗体33B8により結合したPAI-1に結
合することができる)。従って、33B8とB109との間で観察された競合は、PAI-1上で重複し
た結合部位に起因するのではなく、B109に結合した場合のPAI-1におけるコンホメーショ
ン変化に起因するようであった。
【０２４５】
　別の興味深い観察は、アミンカップリングを介して固定された場合にB28がヒトPAI-1へ
の結合を喪失したということであり、これはB28のCDR領域が第一級アミノ基を有するアミ
ノ酸を含むということを示唆した。
【０２４６】
　実施例１１: ヒト化のためのマウスモノクローナル抗体の選択
　表13は、実行した５つの融合から最も活性なモノクローナル抗体を特徴づけるインビト
ロデータの要約を示す。これらのデータに基いて、A44はBiacoreにおいて最も高い親和性
を有しながら、発色アッセイ及びプラスミン生成において最も有効であったので、A44を
ヒト化のために選択した。
【０２４７】
【表１８】

【０２４８】
　表１に示される重鎖及び軽鎖配列は図１２において整列され、そしてIMGTにより定義さ
れるCDRは、太字で強調される。表１３に示されるインビトロデータに基づいて、A44をヒ
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ト化のために選択した。
【０２４９】
　実施例１２: 抗PAI-1 A44 Fabの操作: 不要な配列モチーフのヒト化、安定化及び変異
　PAI-1に対するA44マウス抗体の配列モチーフをヒト化し、安定化し、そして最適化する
ために以下で考察されるいくつかのアプローチが取られた。
【０２５０】
　1) ヒト化
　使用したヒト化プロトコルは、PCT/US08/74381(US20110027266)（その全体として参照
により本明細書に加入される）に記載されている。マウスA44の可変軽(VL)及び可変重(VH
)配列を、 Molecular Operating Environment(MOE; v. 2010.10; Chemical Computing Gr
oup)で抗PAI-1 A44 軽鎖(LC)及び重鎖(HC)の相同性モデルを構築するために使用した。以
下のテンプレートを使用した: 軽鎖フレームワーク - 1D5I(フレームワーク領域において
94%同一性)、重鎖フレームワーク - 3KSO(フレームワーク領域において96%同一性)、L1 -
 1D5I (94%同一性)、L2 - 1D5I (94%同一性)、L3 - 1AXS (72%同一性)、H1 - 1IC7 (82%
同一性)、H2 - 1MBU (68%同一性)及びH3 - 2WDB (62%同一性)。Trpが最初の残基であるた
め、H3ループは特にモデル作成が困難であった。2WDBもまた、より短いループであるが、
ループの開始にTrp及びH3ループの末端に同じPhe-Asp-Tyr配列を有する。Glu-105(LC)及
びHis-99の側鎖を再構築し、そしてその後のモデルを、MOEに実装されている標準的手順
を使用してエネルギー最小化した。Generalized Born暗溶媒中１．１ナノ秒（ｎｓ）間５
００Kの温度でのタンパク質骨格に対する制限を用いて、マウスA44の最小3D相同性モデル
の分子動力学(MD)シミュレーションを続いて行った。１０の多様なコンホメーションをこ
の最初のMD実行から１００ピコ秒（ｐｓ）ごとに最後の1ns間抽出した。次いでこれらの
多様なコンホメーションを、タンパク質骨格に対する制限なく、300Kの温度で2.3ns間MD
シミュレーションにかけた。次いで、10のMD実行のそれぞれについて、MD軌道（trajecto
ry）からの最後の2,000スナップショット（1psごとに１つ）を使用して、各マウスA44ア
ミノ酸について、参照medoid位置と比較したその平均二乗偏差（root mean square devia
tions）(rmsd)を計算した。所定のアミノ酸の10の別々のMD実行での平均rmsdを全てのA44
マウスアミノ酸の全体平均rmsdと比較することにより、アミノ酸が、MDの間に見られるよ
うに、T細胞受容体と相互作用し、免疫応答の活性の原因であるように考えられるほど十
分に可動性であるかどうかを決定する。37アミノ酸を、CDR及びその周辺5オングストロー
ムの近辺を除いて、マウスA44抗体において可動性と同定した。
【０２５１】
　次いで、62の最も可動性のマウスA44アミノ酸の20ns(10ｘ2ns)の間の動きを、49のヒト
生殖系列相同性モデルの対応する可動性アミノ酸の動きと比較し、これらはそれぞれ10ｘ
2ns MDシミュレーションで実行された。49のヒト生殖系列モデルを、7つの最も一般的な
ヒト生殖系列軽鎖(vk1、vk2、vk3、vk4、vlambda1、vlambda2、vlambda3)及び７つの最も
一般的なヒト生殖系列重さ(vh1a、vh1b、vh2、vh3、vh4、vh5、vh6)を系統的に組み合わ
せることにより構築した。vk1-vh2ヒト生殖系列抗体は、マウスA44抗体の可動性アミノ酸
と比較して、その可動性アミノ酸の0.58 4D類似性を示した;従って、vk1-vh2生殖系列抗
体を、可動性アミノ酸に焦点を合わせてA44抗体をヒト化するために使用した。vlambda3-
vh4ヒト生殖系列は、第二の最も高い4D類似性、0.57を示し、そしてまたA44抗体のヒト化
のための基礎として使用された。マウスA44とvk1-vh2アミノ酸との対になったアミノ酸会
合のために、2つの配列を、２つの対応する相同性モデルのアルファ炭素の最適3D重ねあ
わせに基づいて整列させた。マウスA44とvlambda3-vh4との間の対になったアミノ酸会合
を、同様の方法で行った。図13は、マウスA44 軽鎖のvk1及びvlambda3との整列を示す。
図14は、マウスA44重鎖のvh2及びvh4との整列を示す。
【０２５２】
　2) 安定化
　a) 知識ベースのアプローチ
　それらのそれぞれの標準（canonical）配列に対して低い発生頻度を有する軽鎖及び重



(67) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

鎖のアミノ酸（CDRを除く）は、最も頻繁に見いだされるアミノ酸(ΔΔGth>0.5kcal/mol
に変異されることを提案された;(E. Monsellier、H. Bedouelle. J. Mol. Biol. 362、20
06、p. 580-593))。このLC及びHCについてのコンセンサス変異の最初のリストは、最も近
いヒト生殖系列(vk1-vh2)中に見いだされるアミノ酸に限られていた。CDRの周辺付近(5オ
ングストローム「Vernier」帯(J. Mol. Biol. 224、1992、p. 487-499))における提案さ
れた変化は、考慮から外された。これにより、LCにおける２つの安定化変異(表15を参照
のこと)及びHCにおける５つの安定化変異(表16を参照のこと)が生じる。他の基準は、抗P
AI-1 A44抗体の潜在的安定化についてこれらの変異を検討するために考慮された。これら
の基準は、表面でのヒドロパシーの都合の良い変化又は変異体の分子動力学ベースの推定
される安定化であった。また、さらなる安定化変異は、文献(E. Monsellier & H. Bedoue
lle、J. Mol. Biol.、362、2006、p. 580-593; B.J. Steipe et al. J. Mol. Biol、1994
、240、188-192)において成功したと報告しており、考慮したが(表17及び18を参照のこと
)、さらなる変異は示唆されなかった。
【０２５３】

【表１９】

【０２５４】
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【０２５５】
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【表２１】

【０２５６】
【表２２】

【０２５７】
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　b) 3D及びMDベースのアプローチ
　3D及びMDベースのアプローチは以前に報告されている(Seco J.、Luque F.J.、Barril X
.、J. Med. Chem. 2009 Apr 23:52(8):2363-71; Malin Jonsson et al.、J. Phys. Chem.
 B 2003、107:5511-5518)。抗体の疎水性領域は、二成分溶媒(水中20%イソプロパノール
、20ns産生（production）シミュレーション)におけるFabの分子動力学シミュレーション
を分析することにより明確に同定された。Schrodingerのmaestroソフトウェア(v. 8.5.20
7)内の疎水性表面マップを使用したさらなる分析を完了した。これら２つの方法により分
析されたタンパク質表面は非常に親水性であった。これら両方の技術を用いても、表面上
のいずれかの疎水性パッチに寄与する残基は存在せず、従って抗凝集変異は示唆されなか
った。
【０２５８】
　3) グラフティングによるヒト化
　グラフティング技術を使用するヒト化は以前に報告されている(P. T. Jones、P.H. Dea
r、J. Foote、M.S. Neuberger、G. Winter、Nature 1986、321:522-525)。ヒト化は、抗P
AI1 A44可変ドメイン軽鎖及び重鎖に最も近い２つのヒト生殖系列を同定することにより
開始した。これは、系統的に列挙された全てのヒト生殖系列に対してBLAST検索を行うこ
とにより行った(カッパ及びラムダ鎖についてのV及びJドメイン;重鎖についてのV、D及び
Jドメインの全ての可能な組み合わせ)。BLAST検索を、国立生物工学情報センター（Natio
nal Center for Biotechnology Information）(NCBI)により提供されるSequence Informa
tion Retrieval and Analysis (SIRA)サービスに連結されたインターネットアプリケーシ
ョンを使用して行った。
【０２５９】
　最も近いヒト生殖系列は、それぞれ抗PAI1 A44可変ドメイン軽鎖及び重鎖に対して70%
及び67%の配列同一性で同定された。内部VBASE生殖系列を使用して、軽鎖はV　I-O18(約6
4%同一性)遺伝子座に近いことが見出され、そして重鎖はVH4サブファミリーの4-30(約69%
同一性)に近いことが見出された。CDR領域(Kabatに基づく)及びVernier残基は、mA44 軽
鎖(A44LC)及びIGVK1-33-01_IGKJ4-01(IGVK1)について斜字で示される。J. Mol. Biol.、1
992、224、487において定義されるVernier残基は、下線を引かれる。ヒト化変異(ボール
ド体）は、上で定義されるCDR及びVernier帯残基(マウスにおいても下線を引かれる)を除
いて、２つの整列された配列の対比較を行うことにより得られた。マウス軽鎖からのT46L
及びQ69T並びにマウス重鎖におけるM2V(Vernier帯残基)を、グラフティングアプローチに
よりヒト化の一部として大部分保存されたヒト生殖系列配列に変異させた(LC5a、HC5a)。
別の変異体において、これらの３つのVernier帯残基を、元のマウス配列において見られ
るように保持した(LC5b、HC5b)。
【０２６０】
mA44 - 軽鎖(配列番号141)
【化１】

【０２６１】
IGKV1-33-01_IGKJ4-01 (配列番号107)
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【化２】

【０２６２】
mA44 - 重鎖(配列番号140)
【化３】

【０２６３】
IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 (配列番号108)
【化４】

【０２６４】
　それぞれ抗PAI1 A44可変ドメイン軽鎖及び重鎖に対して59%及び58%配列同一性を有する
次に最も近いヒト生殖系列を同定した。内部VBASE生殖系列を使用して、この軽鎖は、Vκ
III-L6 (約56%同一性)遺伝子座に近いことが見出され、そして重鎖はVH6サブファミリー
の6-01遺伝子座に近いことが見出された。CDR領域(Kabatに基づく)及びVernier領域は斜
字で示される。Vernier領域(J. Mol. Biol.、1992、224、487において定義されるとおり)
及び下線を引かれる（and underlined）。ヒト化変異は、上で定義されボールド体で示さ
れるCDR及びVernier帯の残基(マウスにおいても下線を引かれる)を除いて、２つの整列さ
れた配列の対比較を行うことにより得られた。
【０２６５】
　mA44 - 軽鎖(配列番号141)
【化５】

【０２６６】
　IGKV3-11-02_IGKJ4-01 (配列番号143)



(72) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

40

50

【化６】

【０２６７】
　mA44 - 重鎖(配列番号140)
【化７】

【０２６８】
　IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02  (配列番号 144)
【化８】

【０２６９】
 　4) 不要な配列モチーフの変異
　以下の配列モチーフを検討した:Asp-Pro(酸に不安定な結合)、Asn-X-Ser/Thr (グリコ
シル化、X=Pro以外のいずれかのアミノ酸)、Asp-Gly/Ser/Thr (スクシンイミド/可動性領
域におけるiso-asp形成)、Asn-Gly/His/Ser/Ala/Cys (露出した脱アミド部位)、及びMet(
露出した領域における酸化)。マウス抗PAI1 A44のVL及びVHドメインは、２つの潜在的な
グリコシル化部位を有する:LC中のN52RS(CDR2において)及びHC中のN72TS。１つの露出し
た脱アミド部位がHCのCDR1中に存在する(N31G)。３つの潜在的なスクシンイミド形成部位
が、元のマウス配列において同定されている:LC中のD56G(CDR2の末端)、及びD27S(CDR1に
おいて)及びHC中のD89T。LCの問題のあるモチーフ、N52RS及びD56Gは、両方ともCDR2にあ
る。これらの変異はCDRに発生するので、これらは以下の２つの提案された操作された配
列における変異により対処された(LC2及びLC4)。N52を保存的にGlnに変異させ、そしてD5
6をGluに変異させた。４つの既存の問題のある残基がHCにあった。最初の２つはCDR1に発
生する:潜在的スクシンイミド形成部位、D27S、及び脱アミド部位N31G。２つのさらなる
問題のあるモチーフもまた、第三のフレームワーク領域に存在する。CDR1において、スク
シンイミドの形成を避けるためにD27をEに変異させたが、N31はQに変更した。N72及びD89

をそれぞれQ及びEに変更した。これらの問題のあるモチーフは、以下に記載される操作さ
れた配列HC2a及びHC4において対処された。HC2b変異体は、N31G脱アミド部位の変異のみ
を含む。
【０２７０】
　得られたヒト化配列を、IEDBデータベース(immuneepitope.comにワールドワイドウェブ
上に見出される、バージョン２００９年６月;Vita R.、Zarebeski L.、Greenbaum J.A.、
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Emami H.、Hoof I.、Salimi N.、Damle R.、Sette A.、Peters B. The immune epitope d
atabase 2.0 Nucleic Acids Res. 2010、Jan、38 (Database issue):D854-62. Epub 2009
、Nov 11)に対して配列類似性について除去して（blasted）、配列がどれもいずれの公知
のヒトB又はT細胞エピトープも含有していないということを確実にした(BLAST検索により
得られた結果についてのカットオフとして７０％の配列同一性を使用し、そしてヒト種か
らの結果のみを考慮した)。DeClerckら(国際公開第WO 2002034776号)は、PAI-1のエピト
ープに結合する抗体を開示し、それらはどれも本明細書に開示されるエピトープには問題
がある。
【０２７１】
　マウスA44 LCについては、Kirschmannら(The Journal of Immunology、1995、155、565
5-5662)からの１つのヒトエピトープがある。これは以下に示されるように１４アミノ酸
鎖にわたり約７１％の同一性を有する。対照配列は、質量分析により確認されていない部
分的配列であった。結合データはこのペプチドについて報告されていない。このエピトー
プは、提案された全てのLV変異体で見られた。潜在的に問題のあるエピトープは、同様の
検索がHCについて行われた場合に同定されなかった。
【０２７２】
　5) 抗PAI1可変ドメインの元の配列
　CDRを太字で強調し、そしてVernier領域に(Foote及びWinter、J. Mol. Biol.、1992、2
24:487-499により定義されるとおり)下線を引いた。
【０２７３】
　軽鎖(配列番号142)

【化９】

【０２７４】
　胚性（Germinality）インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [V　I-O18]で70%
【０２７５】
　重鎖(配列番号140)
【化１０】

【０２７６】
　胚性インデックス=IGHV4-59-02_IGHD6-137-01_IGHJ4-02 [VH4 4-30]で67%
【０２７７】
　6) 操作された配列
　4Dヒト化及びグラフティングアプローチを、最も近い２つのヒト生殖系列配列に適用し
た
　a) 操作された軽鎖配列
　LC1aは、最も近い生殖系列配列vk1を使用して４Dヒト化法から誘導された７つの変異を
含有する。LC1bは、2番目に近いヒト生殖系列配列vl3に対する4Dヒト化から誘導された１
２の変異を有する。LC2は、LC1aと比較してCDR2において２つのさらなる変異を含有する
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D56G)に対処する。LC3は、さらなる２つの安定化変異を含む、最も近い生殖系列配列に対
する４Dヒト化からの変異を含有する。LC4は、ヒト化、安定化及び不要なモチーフ変異を
組み合わせる。CDR及びvernier帯は斜字であり、vernier残基は下線を引かれ、ヒト化変
異はボールド体であり、問題のあるモチーフは二重取り消し線であり、そして安定化変異
は下の枠に示される。図16及び17は変異の要旨を示す。
【０２７８】
　LC1a (配列番号91):
【化１１】

【０２７９】
　配列LC1aについてのさらなるヒトエピトープはIEDBデータベース中に見出されなかった
。LC1a胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で76%。
【０２８０】
　LC1b (配列番号92):
【化１２】

【０２８１】
　上のセクション４に記載されたエピトープに加えて、K39PGQSPKTLIはKPGQPPRLLIに対し
て７０％の配列同一性を有する(Kirschmann et al. J. Immun.、1995、155、5655-5662)
。このペプチドは、それが試験された全てのHLA-DR対立遺伝子に対してIC50 >100,000nM
を有すると報告されている。LC1b胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で
67%。
【０２８２】
　LC2 (配列番号93):
【化１３】

【０２８３】
　IEDBデータベースにおいて配列LC2についてのさらなるヒトエピトープは見られなかっ
た。
　LC2胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で76%。
【０２８４】
　LC3 (配列番号94):
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【化１４】

【０２８５】
　IEDBデータベースにおいて配列LC3についてのさらなるヒトエピトープは見出されなか
った。LC3胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で78%。
【０２８６】
　LC4 (配列番号95):
【化１５】

【０２８７】
　IEDBデータベースにおいて配列LC4についてのさらなるヒトエピトープは見出されなか
った。LC4胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で78%。
【０２８８】
　LC5a (配列番号96):

【化１６】

【０２８９】
　上のセクション４に記載されるエピトープに加えて、A43PKLLIYRANはAPKLLIYAASSLに対
して８０％の配列同一性を有する(Kirschmann et al. J. Immun.、1995、155、5655-5662
)。分子量はこのペプチドでは測定されず、そして結合データは報告されなかった。LC5a
胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で85%。
【０２９０】
　LC5b (配列番号97):
【化１７】

【０２９１】
　IEDBデータベースにおいて配列LC５ｂについてのさらなるヒトエピトープは同定されな
かった。
　LC5b胚性インデックス=IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]で83%。
【０２９２】
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　LC5c (配列番号98):
【化１８】

【０２９３】
　上のセクション４に記載されるエピトープに加えて、K39PGQAPRTLIはKPGQPPRLLIに対し
て８０％の配列同一性を有する(Kirschmann et al. J. Immun.、1995、155、5655-5662)
。このペプチドは、それが試験された全てのHLA-DR対立遺伝子に対してIC50 >100,000 nM
 LC5cを有すると報告された。胚性インデックス=IGKV3-11-02_IGKJ4-01 [VκIII-L6]で79
%。全ての軽鎖変異の図表は図15に示される。
【０２９４】
　b) 操作された重鎖配列
　HC1aは、最も近いヒト生殖系列配列に対する４Dヒト化法から誘導された８つの変異を
含有する。HC1bは、２番目に近い生殖系列配列に対する４Dヒト化法から誘導された６つ
の変異を含有する。HC2aは、不要な配列モチーフに対処するために、HC1aと比較した場合
に４つのさらなる変異を含有する。HC2bはCDR1における脱アミド部位(N31G)に対処するの
みである。HC3は、さらなる５つの安定化変異を含むHC1aからのヒト化変異を含有する。H
C4は、HC1aからのヒト化変異、HC3からの安定化変異及びHC2aからの問題のあるモチーフ
に対処する変異を含有する。CDR及びvernier帯は斜字で、vernier残基は下線を引かれ、
ヒト化変異はボールド体であり、問題のあるモチーフは二重取り消し線であり、そして安
定化変異は下の枠に示される。
【０２９５】
　HC1a (配列番号82):
【化１９】

【０２９６】
　IEDBデータベースにおいて配列HC1aについてヒトエピトープは同定されなかった。HC1a
胚性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で68%。
【０２９７】
　HC1b (配列番号83):

【化２０】

【０２９８】
　IEDBデータベースにおいて配列HC1bについてヒトエピトープは同定されなかった。HC1b
胚性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で73%。
【０２９９】
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　HC2a (配列番号84):
【化２１】

【０３００】
　IEDBデータベースにおいて配列HC2aについてヒトエピトープは同定されなかった。HC2a
胚性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で67%。
【０３０１】
　HC2b (配列番号85):
【化２２】

【０３０２】
　IEDBデータベースにおいて配列HC2bについてヒトエピトープは同定されなかった。HC2b
胚性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で67%。
【０３０３】
　HC3 (配列番号86):

【化２３】

【０３０４】
　IEDBデータベースにおいて配列HC3についてヒトエピトープは同定されなかった。HC3胚
性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で72%。
【０３０５】
　HC4 (配列番号87):

【化２４】

【０３０６】
　IEDBデータベースにおいて配列HC４についてヒトエピトープは同定されなかった。HC4
胚性インデックス=IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02で70%。
【０３０７】
　HC5a (配列番号88):
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【化２５】

【０３０８】
　IEDBデータベースにおいて配列HC5aについてヒトエピトープは同定されなかった。HC5a
胚性インデックス=IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59]で84%。
【０３０９】
　HC5b (配列番号89):
【化２６】

【０３１０】
　IEDBデータベースにおいて配列HC5bについてヒトエピトープは同定されなかった。HC5b
胚性インデックス=IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59]で84%。
【０３１１】
　HC5c (配列番号90):

【化２７】

【０３１２】
　IEDBデータベースにおいて配列HC5cについてヒトエピトープは同定されなかった。HC5c
胚性インデックス=IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH6 6-01]で78%。
【０３１３】
　全ての重鎖変異の図表を図16に示す。
【０３１４】
　c) 重鎖及び軽鎖変異体配列の組み合わせ
　グラフティングのために、軽鎖の３つのバージョン(LC5a、LC5b、LC5c)及び重鎖の３つ
のバージョン(HC5a、HC5b、HC5c)を作製した。LC5aは、最も近いヒト生殖系列配列に対す
るグラフティングから誘導される１６の変異を含み、かつマウスCDR及びマウスVernier帯
残基の大部分を保持する。２つのマウスVernier残基T46及びN69は、いずれのヒト生殖系
列配列にも存在せず、保存的に変異された。LC5bは、最も近いヒト生殖系列配列に対する
グラフティングから誘導された１４の変異を含有し、そしてマウスCDR及び全てのマウスV
ernie帯残基を保持していた。LC5cは、二番目に近いヒト生殖系列配列へのグラフティン
グから誘導された22の変異を含有し、そしてマウスCDR及び全てのマウスVernier帯残基を
保持していた。
【０３１５】
　HC5aは、最も近いヒト生殖系列配列へのグラフティングから誘導された20の変異を含有
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、非常に低い傾向でヒト生殖系列配列のこの位置に出現する。HC5bは、最も近いヒト生殖
系列配列へのグラフティングから誘導された２０の変異を含有し、そしてマウスCDR及び
全てのマウスVernier帯残基を保持する。HC5cは、２番目に近いヒト生殖系列配列へのグ
ラフティングから誘導された23の変異を含有し、そしてマウスCDR及び全てのマウスVerni
er帯残基を保持する。
【０３１６】
合計で１０の組み合わせを準備した(表１９にまとめる):
　・　LC1aｘHC1a (最も近い生殖系列配列に基づいて4Dヒト化に対処する変異）
　・　LC1bｘHC1b (２番目に近い生殖系列配列に基づいて４Dヒト化に対処する変異)
　・　LC2ｘHC2a (4Dヒト化及び不要な配列に対処する変異)
　・　LC2ｘHC2b (4Dヒト化及び不要な配列に対処する変異)
　・　LC1aｘHC2b (4Dヒト化及び不要な配列に対処する変異)
　・　LC3ｘHC3 (4Dヒト化及び安定化に対処する変異)
　・　LC4ｘHC4 (4Dヒト化、不要な配列及び安定化に対処する変異)
　・　LC5aｘHC5a (グラフティングによるヒト化、CDRの保持、及び3つの保存的Vernier
改変の組み込みに対処する変異)
　・　LC5bｘHC5b (グラフティングによるヒト化CDR及びVernier領域の保持に対処する変
異)
　・　LC5cｘHC5c (グラフティングによるヒト化CDR及びVernier領域の保持に対処する変
異)
【０３１７】
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【表２３】

【０３１８】
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【表２４】

【０３１９】
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【表２５】

【０３２０】
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【表２６】

【０３２１】
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【表２７】

【０３２２】
　要約すると、１０の変異体がヒト化プロセスの間に生成された。これらの変異体は発現
され、そして以下に記載されるいくつかのインビトロアッセイにおいて特徴付けされた。
【０３２３】
　7) 変異体におけるヒト化の特徴付け
　上の実施例において示されたコンピュータによるモデリングに基いて、１０の変異体を
生成した(4Dヒト化による変異体1～8及びCDRグラフティングによる変異体9～10;変異体3
及び10は、２番目に近い生殖系列に対して生成された)。ヒト化A44の軽鎖及び重鎖DNAの
可変領域をHEK293発現のために準備した。タンパク質を、対応するDNAのpXLプラスミド(N
ew England Biolabs;HCについてはNheI/Eco47III、LCについてはNheI/BsiWI)へのクロー
ニングのあとに生成した。ヒト化配列は、HEK発現に最適化されたコドン及びGeneArt(Lif
e Technologiesの子会社)により合成された遺伝子であった。得られたプラスミドを、同
時トランスフェクトし、そしてFreeStyleTM293発現系(Invitrogen、カタログ番号K9000-0
1)において一過性発現させた。変異体3及び10は不十分にしか発現せす、さらに続行しな
かった。全ての他の変異体は発現され、プロテインAカラムを使用して精製された。分析
用ゲルは、変異体6及び9における軽鎖並びに変異体5及び7における重鎖の部分的グリコシ
ル化（約５～１０％）を示した(データは示さず)。残りの８つの変異体を、hPAIを使用す
る発色アッセイ及びヒトグリコシル化PAIを使用するヒト星状細胞におけるプラスミン生
成アッセイにおいて試験した。結果を表２３に示す。
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【０３２４】
【表２８】

【０３２５】
　変異体6及び9は、プラスミン生成アッセイにおいて最も良好な効力を示したが、軽鎖に
おいて部分的(5～10%)グリコシル化を有していた。これらの結果に基づいて、新しい変異
体11～14を、変異体6及び9からの重鎖並びに変異体５及び７からの軽鎖の組み合わせを使
用して製造した。表24は、作製した全ての変異体の要約を示す。
【０３２６】
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【表２９】

【０３２７】
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【表３０】

【０３２８】
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【表３１】

【０３２９】



(89) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

40

【表３２】

【０３３０】
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【表３３】

【０３３１】
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【表３４】

【０３３２】
　不十分に発現された変異体3及び10を除く全ての変異体を、ヒト及びカニクイザルPAI-1
並びにビトロネクチン-PAI-1複合体に対してBiacoreにおいて試験した。データを表26に
示す。
【０３３３】
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【表３５】

【０３３４】
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【表３６】

【０３３５】
　Biacoreデータは、ヒト化変異体間で有意な差異を示さなかった。変異体８を除く全て
のヒト化変異体は、カニクイザルPAI-1及びヒトPAI-1の両方に対して親和性を示し、そし
てPAI-1はビトロネクチンと許容しうる範囲内で複合体化した。親A44と比較して、ヒト化
は抗体親和性を変化しないようであった。　ヒト化変異体の親和性及び有効性は発色アッ
セイ及びBiacoreアッセイにおいて有意に異ならなかったが、細胞アッセイにおいてプラ
スミン生成を回復する変異体の能力は、いくつかの変異体について親マウス抗体よりも有
意に低かった(以下の発色アッセイ及び細胞アッセイの比較をまとめた表２７を参照のこ
と）。ヒト化変異体11～14を、細胞アッセイにおいてPAI-1をブロックする能力について
試験した。
【０３３６】
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【表３７】

【０３３７】
　変異体11～14は、プラスミン生成アッセイにおいて良好な効力を示し、そしてさらなる
インビトロアッセイにおいてさらに特徴付けされた。
【０３３８】
　8)　ヒト肝臓におけるヒト化変異体の特徴付け
　ヒト化変異体１１～１４のさらなるスクリーニングを、内因的に産生されたヒトPAI-1
を使用してヒト血漿及びヒト線維性肝臓サンプルから行った。　PAI-1活性を、９６ウェ
ルプレートに固定されたウロキナーゼと安定な複合体を形成するこのセルピンの能力を測
定することにより評価した。未結合のPAI-1を洗浄した後、uPA-PAI-1複合体を、ポリクロ
ーナル抗PAI-1抗体の使用により検出した。次いで、結合したポリクローナル抗PAI-1抗体
(これはサンプル中の活性PAI-1に比例する）を、二次抗体に結合した西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（Molecular Innovation Cat. No. HPAIKT)を使用して検出した。様々な濃度のA
44ヒト化変異体を、ヒト又はカニクイザル組み換えPAI-1(0.31nM最終濃度)のいずれかと
室温で１５分間インキュベートし、次いで上記のELISAを使用してuPA-PAI-1複合体により
機能的活性PAI-1について試験した。サンプルをヒトPAI-1標準と比較した。高活性PAI-1
レベルを有する高BMI患者からのヒト血漿を４倍希釈し、そして増加する量のA44ヒト化変
異体とともにインキュベートした。残りの活性PAI-1レベルを、ELISAにより検出されたuP
A-PAI-1複合体を使用して決定した。カニクイザル組み換えPAI-1中和もまた、プラスミン
生成により試験して交差反応性を確認した。
【０３３９】
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【表３８】

【０３４０】
　ヒト線維性肝臓サンプル（肝臓結腸転移の外科切除からBiopredic International、Ren
nes、Franceにより提供される)を以下のようにホモジナイズした:計量した凍結肝臓サン
プルを、セラミックビーズ(Cat No 03961-1-003、Bertin Technology、France)を入れた
乾燥チューブ中でPrecellysホモジナイザー(Bertin Technology、France;4℃、6800rpmで
2x30秒)を使用してホモジナイズし、次いで1ml/gの溶解緩衝液(NaCl TBS中1.5M-Tris緩衝
液0.1M Tris+0.15M NaCl pH7.4)を使用して溶解した。4℃で5000gにて10分間の遠心分離
後に、上清中の肝臓溶解物を採取し、そして-80℃で凍結して貯蔵した。標準的BCAアッセ
イを使用した総タンパク質濃度並びに活性及び総PAI-1レベル(Mol Innov カタログ番号HP
AIKT及びカタログ番号MPAIKT-TOTにより提供されるUK-PAI複合ELISAにより決定される)を
、Biostat Calibrationソフトウェアを使用してA450nmに対して標準ヒトPAI-1濃度をプロ
ットすることにより製造者の指示に従って行った。2.5nMの活性PAI-1まで希釈された肝臓
溶解物とともにインキュベートした増加する濃度のA44ヒト化変異体を、以前に記載され
るように評価してデータを分析した。PAI-1活性の阻害(mAbを用いないPAI-1活性は0%阻害
であり、IgG1ではPAI-1の有意でかつ用量依存性の阻害は発生しなかった)を各mAb濃度に
ついて計算した。PAI-1活性の阻害パーセントをmAb濃度の関数としてプロットし、そして
IC50を決定し、ImaxはBiostat speedソフトウェアを使用した。データを図17及び表２９
に示す。
【０３４１】

【表３９】

【０３４２】
　上のデータに基いて、A44-hv11を、追加の構造研究並びに追加のインビトロ及びインビ
ボ研究におけるさらなる特徴付けのために選択した。 
【０３４３】
　実施例１３：　グラフティングによるAPG抗体のヒト化
　グラフティング技術を使用したヒト化は以前に報告されている(P. T. Jones、et al.、
Nature 1986、321:522-525)。抗PAI1マウス抗体APGのヒト化は、独国特許出願第DE200015
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3251号からのマウス軽鎖(配列番号148)及びマウス重鎖(配列番号149)で開始した;このマ
ウス抗体はDebrock et al.、Biochimica et Biophysica Acta、1337(2):257-266 (1997)
にも記載されている。マウス抗体のHC及びLC鎖の生殖系列及び基準クラスを同定すること
により、それぞれmuIGHV1-39及びmuIGKV14-111が得られた。次に、抗PAI1 APG可変ドメイ
ン軽鎖及び重鎖に近いヒト生殖系列のリストを同定し、そして同一性パーセントによりラ
ンク付けした。両方の工程は、系統的に列挙される全てのヒト生殖系列に対してBLAST検
索を実行することにより行われた(カッパ及びラムダ鎖についてのV及びJドメイン;重鎖に
ついてのV、D及びJドメインの全ての可能な組み合わせ)。BLAST検索を、http://www.imgt
.org.で提供されるIMGT/DomainGapAlignツールを使用して実行した(Ehrenmann、et al. C
old Spring Harbor Protocols 2011.6 (2011)を参照のこと)。最も近いヒト生殖系列は、
抗PAI1 APG可変ドメイン軽鎖及び重鎖に対してそれぞれ67.4%及び63.3%の配列同一性を有
すると同定された。IMGTデータベースを使用して、軽鎖はHuIGKV1-33に近いことが見出さ
れ、そして重鎖はHuIGHV1-46に近かった。適合する基準クラスを有する抗PAI1 APG可変ド
メイン重鎖に対して最も近いヒト生殖系列は、62.2%の配列同一性を有するHuIGHV7-4-1で
あると見出された。
【０３４４】
　CDR領域(APGについてのKabat及びIMGTの組み合わせに基づく)及びVernier残基は、親マ
ウスAPG(mAPG)軽鎖(配列番号148)、IGKV1-33-01_IGKJ4-01(IGKV1a)(配列番号107)及びIGK
V1-33-01_IGKJ2-02(IGKV1b)(配列番号150)について斜字で示される(以下の表３０を参照
のこと)。Foote、et al. J. Mol. Biol. 224(2):487-99 (1992)において定義されるVerni
er残基は下線を引かれる。上で定義されたCDR及びVernier帯残基(mAPG配列においても下
線を引かれる、表30)を除いて、２つの整列された配列の対比較を行うことによりヒト化
変異(ボールド体)を得た。マウスAPG抗体に対してさらなる操作は行わなかった。これら
のヒト化抗体をAPGv2及びAPGv4と名付けた。
【０３４５】
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【０３４６】



(98) JP 6696899 B2 2020.5.20

10

20

30

40

50

【表４１】

【０３４７】
操作された配列
　4Dヒト化及びグラフティングアプローチを、上記のヒト生殖系列配列マッチに適用した
。操作された軽鎖配列については、APGv2はヒトIGKV1-33生殖系列に接合されたマウス軽
鎖CDRを含有する(IGKV1-33-01_IGKJ2-01を用いてAPGv2胚性インデックス=94%)。操作され
た重鎖配列については、APGv2及びAPGv4は、それぞれヒトIGHV7-4-1及びIGHV1-46生殖系
列に接合されたマウス重鎖CDRを含有する(APG_VH2胚性インデックス=IGHV7-4-1-02_IGHD6
-25-01_IGHJ4-02で91%;APG_VH4胚性インデックス=IGHV1-46-01_IGHD6-25-01_IGHJ4-02)で
91%。上の表30を参照のこと。
【０３４８】
　重鎖及び軽鎖変異体配列の組み合わせ
　グラフティングのために、１つのバージョンの軽鎖(APGv2_VL2; 配列番号153)及び２つ
のバージョンの重鎖(APGv2_VH2; 配列番号154及びAPGv4_VH4; 配列番号155)を作製した。
APG_VL2は、最も近い生殖系列配列へのグラフティングから誘導された15の変異を含有し
、マウスCDR及びVernier帯残基を保持する。APG_VH2は、適合する基準クラスを有する最
も近い生殖系列配列へのグラフティングから誘導された21の変異を含有し、マウスCDR及
びVernier帯残基を保持する。APG_VH4は、最も近いヒト生殖系列配列へのグラフティング
から誘導された２０の変異を含有し、マウスCDR及びVernier帯残基を保持する。このグラ
フティングプロトコルについてのCDRの限界設定は、文献において利用可能な様々な異な
る定義に大まかに基づく。
【０３４９】
　・　APG_VL2ｘAPG_VH2 (CDR及びVernier領域を保持するグラフティングによるヒト化に
対処する変異)
　・　APG_VL2ｘAPG_VH4(CDR及びVernier領域を保持するグラフティングによりヒト化に
対処する変異)
　２つのmAPG変異体は、このヒト化キャンペーンの間に生成され、これらはAPGv2及びAPG
v4と名付けられた。これらの変異体を発現させ、そして以下に記載されるいくつかのイン
ビトロアッセイにおいて特徴付けした。
【０３５０】
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　実施例１４：　表面プラズモン共鳴によるAPG抗体についての親和性動力学
　ヒトグリコシル化PAI-1(GLYHPAI-A、Molecular Innovation)に対する親和性を、マウス
APG及び２つのヒト化変異体(APGv2及びAPGv4)についてBiacore 2000機器(GE Healthcare
、Uppsala、Sweden)を使用して表面プラズモン共鳴（SPR)により調べた。
【０３５１】
　第一に、センサーチップCM5(GE Healthcare、Uppsala、Sweden)の表面を、マウス及び
ヒト抗Fc(抗ヒトIgG (Fc)抗体及び抗マウスIgG抗体キット、GE Healthcare)の捕捉のため
の通常のアミンカップリングを使用して準備した。全てのモノクローナル抗体(mAb)を、H
BS-EPランニングバッファを使用して5nMに希釈した。各々の精製されたmAbを、３分間異
なるフローセル表面上に捕捉した。ヒトPAI-1を様々な濃度(2.5、5、10、20及び40nM)で
注入し、中間に短い解離時間及び最後に長い解離時間を用いた(接触時間:120秒、短い解
離:90秒;長い解離:1800秒、流量:50μl/分)。各回の抗体-PAI-1結合後にグリシン-HCｌ、
ｐH１．７緩衝液によりチップを再生した。動力学データ分析を、Biacore BIAevaluation
ソフトウェアを使用して行った。センサーグラムを、参照フローセル値及びブランク緩衝
液値を差し引くことにより二重参照した。センサーグラムを、局所Rmaxを用いたシミュレ
ートした動力学1:1(Langmuir)モデルを使用してフィッティングした。(図19を参照のこと
)。３つのAPG抗体についてのデータを表３１に示す。
【０３５２】
【表４２】

【０３５３】
　実施例１５：　ヒト血漿におけるAPG抗体の特徴付け
　マウスAPG並びにヒト化変異体APGv2及びAPGv4を、本明細書に開示される機能性アッセ
イに従って、PAI-1をブロックするそれらの能力についてスクリーニングした(例えば、上
位の実施例６及び９を参照のこと)。手短には、PAI-1活性を、９６ウェル上に固定された
ウロキナーゼと安定な複合体を形成するこのセルピンの能力により評価した。未結合のPA
I-1を洗浄した後、uPA-PAI-1複合体を、ポリクローナル抗PAI-1抗体を使用することによ
り検出した。次いで、結合したポリクローナル抗PAI-1抗体(サンプル中の活性PAI-1に比
例する)を、二次抗体に結合された西洋ワサビペルオキシダーゼを使用して製造者の指示
に従って検出した(Molecular Innovation、カタログ番号HPAIKT)。
【０３５４】
　様々な濃度のAPGヒト化変異体(APGv2、APGv4)又は親マウスAPG抗体を、１５分間室温で
、高活性PAI-1レベルを有する未希釈のヒト血漿とインキュベートした。残留活性PAI-1レ
ベルを、uPA-PAI-1複合体検出を使用してELISAにより(例えば、実施例６を参照のこと)製
造者の指示に従って決定した。
【０３５５】
　PAI-1活性の阻害を、各mAb濃度について計算した。PAI-1活性の阻害パーセントを、APG
ヒト化変異体(APGv2、APGv4)又は親マウスAPG抗体の濃度の関数としてプロットした。Bio
stat speedソフトウェアを使用して、３つの独立した実験(二連で)の後にIC50及びImaxを
決定した(図20を参照のこと)。データを以下の表３２に示す。
【０３５６】
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【表４３】

【０３５７】
　実施例１６：　ヒト血漿における血餅溶解アッセイ:A44V11、mAPG、及びAPG変異体活性
　繊維素溶解系は、脳卒中を有する患者においてしばしば変化する。血餅溶解アッセイは
、フィブリン分解の程度を測定することにより線維素溶解活性を決定するために使用され
得る。一般的には、Lindgren、A. et al. Stroke 27:1066-1071 (1996)を参照のこと。血
餅溶解アッセイは他所で詳細に記載されている。例えば、Beebe、et al. Thromb. Res. 4
7:123-8 (1987); Tilley et al.、J. Vis. Exp.67:e3822を参照のこと。
【０３５８】
　A44V11及び他のPAI-1中和抗体の機能的活性を、ヒト血漿血餅溶解アッセイを使用して
決定した。手短には、ここで適用されるアッセイは、tPA及び血餅溶解を阻害することが
知られている濃度のPAI-1の存在下で組織因子/Ca2+の混合物を使用して血餅形成を誘導す
る。フィブリン重合は、340nmでの吸光度測定により検出された比濁法（turbidimetry）
の増加を誘導する。抗体が血餅溶解を回復する能力を、正常ヒト血小板欠乏血漿と、増加
する濃度の抗体をインキュベートすることにより決定した。
【０３５９】
　手短には、血餅溶解実験はマイクロタイタープレートで行われた。クエン酸（Citrated
）ヒト血漿(Biopredic International、Rennes、France)を、アッセイ緩衝液(NaCl、Tris
-HCl pH=7.4)中に希釈した抗PAI-1抗体又はアイソタイプコントロールIgGとともにインキ
ュベートした。室温で15分間インキュベートした後、ヒトグリコシル化PAI-1(GLYHPAI-A
、Molecular Innovation)を最終濃度3nMまで加え、そしてさらに１０分間インキュベート
した。次いでt-PA(sctPA、Molecular Innovation)を、最終濃度1nMまで加えた。血餅形成
を、カルシウムアッセイ緩衝液(CaCl2)中7.5mMの最終濃度に希釈された組織因子(Innovin
（R）、Siemens Healthcare Diagnostics、Marburg、Germany)を含む活性化混合物により
誘導した。
【０３６０】
　340nmでの吸光度の動的読み取りを、iEMSマイクロプレートリーダー(ThermoFischer)又
はSpectrostarNano(BMG Labtech)を用いて３０秒ごとに５時間行った。血餅溶解に対する
効果を定量するため、血餅形成と血餅溶解との間のバランスを反映する曲線下面積(AUC)
を、GraphPad Prismソフトウェアを使用して計算した。抗体処理後の血餅溶解の回復を、
以下の計算に従って決定した:
【数１】

　IC50及びImaxを、Biostat speedソフトウェアを使用して計算した。
【０３６１】
　1nM濃度のt-PAは、２時間以内の正常血漿の完全な溶解を生じた。3nM濃度のPAI-1は、t
-PA誘導血餅溶解を阻害した。t-PA又はPAI-1のいずれかのみ添加は血餅形成に影響を及ぼ
さなかった。t-PA又はPAI-1のどちらも添加しないと血餅形成に影響を及ぼさなかった。
【０３６２】
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　A44V11抗PAI-1抗体は、ヒト血小板欠乏血漿血餅溶解を回復したが(図21を参照のこと)
、アイソタイプIgG1は回復しなかった(図22を参照のこと)。A44V11は、100nMで103%のIma
xとともに２ｎMのIC50を示した(図23を参照のこと)。
【０３６３】
　APG抗PAI-1抗体のヒト化変異体もまた、ヒト血小板欠乏血漿血餅溶解を回復した(図24
を参照のこと)。APGv2は、2.1nMのIC50及び114%のImaxを100nMで示した。APGv4は、2.8nM
のIC50及び116%のImaxを100nMで示した(図25を参照のこと)。血餅溶解データを以下の表
３３にまとめる。
【０３６４】
【表４４】

【０３６５】
　実施例１７：　初代ヒト肺細胞におけるPAI-1のA44V11中和の評価
　PAI-1の中和に対する抗体A44V11の効果を、肺細胞ベースの系で調べた。TGFβは、最も
協力で広範な線維形成促進性サイトカインであると考えられた。TGFβは、PAI-1発現を誘
導し、そしてt-PA及びプラスミンの活性、さらには培養されたマウス胚線維芽細胞(NIH3T
3細胞)におけるコラーゲン分解を誘導することが示された。Liu、R-M. Antioxid Redox S
ignal. 10(2): 303-319 (2008)を参照のこと。ATCC (Manassas、Virginia)からの初代肺
線維芽細胞系統LL29(CCL-134)及びLL97A(CCL-191)を、12ウェルプレートで1ウェルあたり
200,000細胞で終夜プレーティングした。細胞を、A44V11抗体又はアイソタイプコントロ
ール(IgG)及びTGFβ(R&D Systems、Minneapolis、Minn.、カタログ番号100-B-001)ととも
に5ng/mlの濃度で４８時間インキュベートした。４８時間後、細胞上清を採取し、そして
ウェスタンブロットによりPAI-1形態の検出のためにウサギpAb抗PAI-1(abcam、ab66705)
を用いて分析した。
【０３６６】
　TGFβ刺激後にA44V11抗体で処理された細胞は、二重線としてPAI-1バンドを示し、これ
はPAI-1の切断された形態に対応する(図26、レーン5を参照のこと)。対照IgGで処理され
た細胞は、この二重線形成を示さない(図26、レーン6)。この研究は、A44V11での初代ヒ
ト肺細胞の処理が、内因性PAI-1基質コンホメーションを誘導し、これによりPAI-1がプロ
テアーゼにより切断されることが可能となる。
【０３６７】
　実施例１８：　A44V11はMMPの活性化を増加させる
　プラスミンは、線維性組織の主要なタンパク質性成分であるコラーゲンを含む大部分の
ECMタンパク質を分解することができる酵素であるMMPを活性化する。この点において、プ
ラスミンはしばしばMMPの一般活性化因子として挙げられる(Loskutoff、et al. J. Clin.
 Invest. 106(12):1441-43 (2000)を参照のこと)。PAI-1は、プラスミン生成をブロック
し、続いて線維芽細胞アポトーシスを阻害することによりMMP活性化及びマトリックス分
解を減少させる。MMPの活性化を刺激するA44v11の能力を、肺細胞ベースの系で調べた。A
TCC (Manassas、Virginia)からの初代肺線維芽細胞LL29(CCL-134)及びLL97A(CCL-191)を
、１２ウェルプレートにおいて１ウェルあたり250,000細胞の濃度で終夜プレーティング
した。細胞を48時間A44V11又はアイソタイプコントロール(IgG)及びLys-プラスミノーゲ
ン(Molecular Innovation、カタログ番号HGPG-712)とともに0.1μMの濃度でインキュベー
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トした。４８時間後、細胞上清を採取し、そして様々なMMP(例えば、MMP-1、2、3、7、8
、9、12、13、及び14を含む)の活性を、Sensolyte 520 Generic MMPアッセイキット(AnaS
pec、Fremont、CA、カタログ番号71158)を使用して製造者の指示に従って検出した。
【０３６８】
　図27に示されるように、A44V11はヒト肺線維芽細胞においてプラスミン依存性MMPの活
性化を刺激する。この図表は、２つの代表的な別々の実験を示す。A44V11及びプラスミノ
ーゲンで処理された細胞は、陰性IgG1抗体で処理された細胞と比較して、実質的に増加し
た活性化を示した。この研究は、A44V11がプラスミン媒介現象においてMMPを活性を刺激
するということを実証する。
【０３６９】
　実施例１９：　肺線維症マウスモデル（ブレオマイシンチャレンジ）におけるA44V11の
有効性の分析
　ブレオマイシンにより誘導される実験的肺線維症は、十分な文献により支持される線維
化の十分に研究されたモデルである。肺線維症のこのモデルは、ヒトにおいて見られるも
のに類似しており、そして潜在的治療剤の効果さらには基本的研究を評価するために使用
されている(例えば、Molina-Molina et al. Thorax 61:604-610 (2006)を参照のこと)。
【０３７０】
　ブレオマイシン処置マウス(線維症モデル)における薬力学的研究
　ヒトPAI-1を発現するトランスジェニックマウス(ヒト化PAI-1トランスジェニックマウ
ス)を、マウスPAI-1(SERPINE1)遺伝子CDS(エクソン及びイントロン)(NCBI Ref. No. NM_0
08871)を対応するヒト野生型PAI-1遺伝子CDS(NCBI参照番号NM_000602.3; NC_000007.13)(
Klinger、K.W. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:8548 (1987)を参照のこと)で、
内因性マウスPAI-1遺伝子制御配列の制御下でC57BL/6ｘ129マウス(The Jackson Laborato
ry、Bar Harbor、Maine)において置き換えることにより生成した。分子クローニング及び
トランスジェニックマウスの生成は、従来の技術に従って、そして製造者及びブリーダー
の指示に従って行われた。ヒトPAI-1の発現及びマウスPAI-1の非発現は接合マウスにおい
て確認された。mRNA及びタンパク質レベルの両方が、それぞれ標準的qPCR及びELISAによ
り確認された。8～９週齢体重22～25gの雌性接合ヒト化PAI-1トランスジェニックマウス
を、これらの手順に使用した。齧歯動物食餌及び水を自由に与えた。
【０３７１】
　マウスに、0.9% NaClに溶解したBleomycin（R）(Sanofi、France)50μlを、マイクロス
ペイヤー（microspayer）による気管内注射により2mg/kgの用量で投与した。対照マウス
に0.9% NaCl　50μlを投与した。これらの手順のために、マウスをイソフルラン(TEM、Lo
rmont、France)で吸入により麻酔し、次いで18Gカニューレを挿管した。カニューレを酸
素/イソフルラン混合物を供給した人工呼吸器に接続して麻酔を維持した。麻酔後に、mic
rosprayerをブレオマイシン注入のために肺に直接カニューレで導入した。次いでマウス
を抜管して麻酔から回復させた。4日目に、３つの群で無作為化した後、PBS中10mg/kg(1m
g/ml)でのA44v11又は陰性対照マウスIgG1のいずれかの腹腔内投与により1回処置した。
【０３７２】
　ブレオマイシンチャレンジ後の指定された時点(7日目又は9日目)に、マウスをキシラジ
ン/ケタミン混合物で麻酔し、そして開胸により安楽死させた。クエン酸被覆チューブで
の心臓内採取により血液収集を行った。左気管支をクランプし、そして左肺を取り出し、
組織学的分析のために制御された圧力下で固定器(FineFix（R）、Leica Biosystems、Buf
falo Grove、IL)を用いて固定した。次いでカニューレを、気管支肺胞洗浄(BAL)手技(0.9
%NaCl 1.5mlを注入し、そして0.5mlの3回の注射で回収)のために気管中に配置した。次い
で右肺の４つの葉を採取し、２つに切り、そしてタンパク質分析のために溶解した。全て
の実験は欧州倫理法（European ethical lows）に従って行われ、内部倫理礼譲（interna
l ethical comity）(CEPAL、sanofi)により認められた。
【０３７３】
　A44V11レベルを、被覆ビオチン化ヒトPAI-1プレートを用いてELISA(Molecular Innovat
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ion、カタログ番号HPAIKT)を使用して決定し、そしてスルホタグ標識された二次抗マウス
IgGを使用して検出した(MesoScale Discovery、Gaithersburg、Maryland)。7日間、マウ
スをA44V11で処置し、結果は血漿中200nM、BALF中11nM、そして肺溶解物中12nMであった
。
【０３７４】
　図28に示されるように、４日目の単回腹腔内用量(10mg/kg)のA44V11の投与は、ブレオ
マイシンチャレンジの７日後に屠殺された動物におけるBAL液及び肺溶解物の阻害におい
てヒト活性PAI-1のほとんど完全な阻害を達成した。９日目の動物について、A44V11(10mg
/kg)は肺溶解物においてヒト活性PAI-1のほとんど完全な阻害を達成するが、BALFにおい
て部分的な阻害しか達成しなかった。
【０３７５】
　フィブリン分解産物であるD-ダイマーは、フィブリン分解の程度を評価するために測定
され得る。フィブリン分解を測定するために、BALF中のD-ダイマーのレベルをELISA(Asse
rachrom D-Di、Diagnostica Stago、Asnieres、France)により製造者の指示に従って検出
した。A44V11処置群のBALF中のD-ダイマーレベルは、IgG1陰性対照群と比較した場合に、
7日目に約2.8倍、そして9日目に1.6倍増加し、A44V11処置がフィブリン分解を増加させる
ということを示唆した(図29を参照のこと)。
【０３７６】
　ブレオマイシンでチャレンジしたマウス肺における線維症の減少におけるA44V11活性を
さらに評価するためにさらなる研究を行った。これらの研究のために、研究期間の長さが
ブレオマイシンチャレンジから２１日であり、かつ抗体での処置(10mg/kgでのA44V11又は
IgG1対照抗体のいずれか)が４日目に開始して２０日目まで３日ごとに繰り返されたこと
を除いて、上記の薬力学研究と類似したプロトコルをマウスに受けさせた。ブレオマイシ
ンチャレンジ後21日目に、動物を上記のように屠殺した。
【０３７７】
　肺重量の増加は、増加した線維症の指標であることが知られている。線維症の尺度とし
ての右肺重量を、全ての実験群においてマウスについて決定した。図３０に示されるよう
に、ブレオマイシン滴下注入は、10mg/kgでのA44V11抗体の繰り返し投薬により部分的に
阻害された右肺重量の増加を誘導する。IgG1陰性対照抗体を使用した繰り返し投薬は、ブ
レオマイシンチャレンジに起因する右肺重量の増加を阻害しなかった。A44V11処置マウス
におけるブレオマイシン誘導右肺重量増加の減少は、IgG1陰性対照抗体で処置された同様
のブレオマイシン誘導マウスと比較した場合に、統計的に有意であった(p<0.001)。統計
分析を、１要因ANOVA、続いてNewman-Keuls検定により行った。この結果は、A44V11がヒ
ト化PAI-1マウス肺におけるブレオマイシン誘導線維症を阻害するが、対照IgG1抗体は阻
害しないということを示す。
【０３７８】
　肺におけるコラーゲン蓄積は、線維症の別の公知の指標である。コラーゲン蓄積をアッ
セイするために、２１日目に屠殺したマウスからの肺組織を準備し、HPLCにより分離し、
続いてヒドロキシプロリンを測定した。この技術は他所、例えばHattori、et al. J Clin
 Invest. 106(11):1341-1350 (2000)で詳述される。手短には、肺組織を酸性条件(6M HCl
)下で２２時間105℃にて加水分解し、続いてエバポレートすることにより準備した。第一
級アミンは、OPA(フタルアルデヒド)により肺組織においてブロックされ、そしてプロリ
ン/ヒドロキシプロリンは、NBD(4-クロロ-7-ニトロベンゾフラザン)(Santa Cruz Biotech
.、Santa Cruz、CA)を使用して特異的に標識された。次いで加水分解産物を、SynergiTM 
4 μm Hydro-RP 80Å、LC Column 150ｘ3mmカラム(Phenomenex、Torrance、CA、カタログ
番号00F-4375-Y0)でHPLC(Shimazu Corp.、Kyoto、Japan)をアセトニトリルグラジエント
下で分離した。既知の量のヒドロキシプロリンの標準曲線を、ピークを定量するために参
照として使用した。定量されたデータの代表を図３１に示す。
【０３７９】
　ヒドロキシプロリン含有量により検出された肺コラーゲン蓄積は、ブレオマイシンチャ
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レンジ動物において増加した。肺コラーゲン蓄積のこの増加は、of 10mg/kgでのA44V11抗
体の繰り返し投薬により統計的に減少した(p<0.08)(図31を参照のこと)。IgG1陰性対照抗
体を使用した繰り返し投薬は、ブレオマイシンチャレンジに起因する肺コラーゲン蓄積の
増加を阻害しなかった。A44V11処置マウスにおけるブレオマイシン誘導コラーゲン蓄積増
加の減少は、IgG1陰性対照抗体で処置された同様のブレオマイシン誘導マウスと比較した
場合に統計的に有意であった(p<0.05)。A44V11処置マウスは、IgG1対照処置マウスよりも
約４４％少ない、コラーゲン蓄積の増加を示した。
【０３８０】
　実施例２０：　サルにおけるLPSチャレンジモデルにおけるA44V11活性の評価
　サルにおける急性リポ多糖(LPS)チャレンジモデルを、インビボでのA44V11のPAI-1中和
有効性を決定するために適用した。LPSチャレンジモデルは、Hattori、et al. J Clin In
vest. 106(11):1341-1350 (2000)に記載されている。サル血漿及び肝臓サンプルにおける
A44V11 mAbのPAI-1に対する活性を評価した。具体的には、実験は、A44V11(5mg/kg、IP)
又はIgG1(陰性対照、5mg/kg、腹腔内投与)のいずれかで予め処置された（24時間前）麻酔
したサルにおけるPAI-1の血漿及び組織レベルに対する高容量のLPS(100μg/kg-IV)の影響
を評価するように設計された。実験は欧州倫理法（European ethical lows）に従って行
われ、内部倫理礼譲（internal ethical comity）(CEPAL、sanofi)により認められた。
【０３８１】
　体重４～９ｋｇのカニクイザル（Cynomolgus Macaca fascicularis）(雄性及び雌性)を
、長期麻酔(少なくとも8時間)前に終夜絶食させ、これは Zoletil50(Virbac、Taguig Cit
y、Philippines)の0.12～0.16mL/kgでの筋内（IM）導入、続いて空気/酸素及びイソフル
ラン(1～3%)の気体混合物の吸入を含んでいた。サルの体温を加熱パッドを使用して生理
的範囲内に維持した。カテーテル挿入後、LPS(Serotype 0127-B8)を、副橈側皮静脈（cep
halic accessory vein）において1分のボーラスとして100μg/kg(0.4 mL/kg)の用量で投
与した。様々な時点で、血液サンプル及び肝臓サンプルを採取した。血液サンプル(クエ
ン酸/EDTA)を採取し、そして遠心分離して血小板欠乏血漿を単離した。肝臓生検及び終末
剖検（terminal necropsy）を-80℃で貯蔵した。
【０３８２】
　活性PAI-1、D-ダイマー及びプラスミン-α2抗プラスミンレベルを、市販のELISAアッセ
イ(Mol. Innovation、カタログ番号HPAIKT; Asserachrom D-Dimer; Plasmin-A2 antiplas
min、Diagnostica Stago)を使用して製造者の指示に従って決定した。
【０３８３】
　血漿中で、A44v11を投与された全てのサルにおいて、活性PAI-1レベルは約30ng/mlから
10ng/ml未満に減少した(図32(A)を参照のこと)。LPS投与(100ug/kg)後の活性PAI-1レベル
の増加はなかった(図32(A)を参照のこと）。対照的に、陰性IgG1対照で処置されたサルは
、LPS投与後の活性PAI-1レベルの強い増加を示し、最大値は約4時間の時点で発生した(約
50～約250ng/ml)。(図32(B)を参照のこと)。従って、陰性IgG1対照での処置は、LPS投与
後に強く増加した血漿中の活性PAI-1レベルを減少させない(図32(B)を参照のこと)。
【０３８４】
　肝臓生検溶解物において、同様の現象が観察された。A44V11 mAbで処置されたサルは、
LPS処置後の活性PAI-1レベルの増加を示さなかった。(図33(A))。対照的に、LPS投与は、
陰性IgG1対照処置サルからの肝臓生検溶解物中の活性PAI-1の強い増加(3ng/mgまで)を誘
導した。(図33(B)を参照のこと)。
【０３８５】
　PAI-1中和と当時に、A44V11処置サルにおけるD-ダイマーレベル(図34(A)を参照のこと)
は、一般に陰性IgG対照処置サルより高いことが見出され(図34(B)を参照のこと)、従って
サルにおけるA44V11処置が血漿におけるフィブリン分解の増加も誘導するということを示
唆した。
【０３８６】
　最後に、A44V11処置サルの血漿サンプルは、陰性IgG対照処置サルにおけるPAPレベルと
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比較した場合、プラスミン-α2抗プラスミン(PAP)複合体の増加したレベルを示した。(図
35(A)及び(B)を参照のこと)。PAP複合体及びD-ダイマーのA44V11の存在下での増加は、プ
ラスミン生成の増加を示す。
【０３８７】
　実施例２１：　腹部癒着マウスモデルにおけるA44V11活性の評価
　抗PAI-1抗体A44V11での処置の癒着形成に対する効果を、外科的傷害のマウス子宮角モ
デルにおいて評価した。マウス子宮角接近（approximation）及び電気焼灼手技は、漿膜
表面を分断し、子宮組織に熱損傷を引き起こし、そして治癒プロセスの間に損傷組織表面
に接近し、これが最終的に未処置の動物の100%において術後癒着を生じる。モデル及び手
術手順は、Haney A.F. et al.、(1993). Fertility and Sterility、60(3): 550-558に以
前に記載されている。
【０３８８】
　これらの癒着研究のために、PAI-1導入遺伝子を発現する上で生成された約９週齢の体
重約２０ｇのヒト化トランスジェニック雌性マウスを使用した。42匹の成熟トランスジェ
ニック雌性マウスを２つの群に分け、そしてHaney A.F. et al.、(1993)に詳細に記載さ
れるように、子宮角(UH)の間に癒着を生じるように設計された外科手技にかけた。手短に
は、各動物をIACUCガイドラインに従って手術のためにイソフルランで麻酔し、そして所
定の正中開腹術（midline laparotomy）を、剣状突起（xyphoid process）に対して約1.0
cm尾側に行った。UHを確認し、筋肉壁を通して注意深く配置された各角の１つの7-0Prole
ne縫合(Ethicon Inc.、Somerville、N.J)を用いて内側に接近させ、そして角を子宮卵管
境界（uterotubal junction）にて卵管接合部のすぐ下で一緒に結んだ。卵巣脈管供給を
損傷しないように注意した。電気焼灼損傷を誘導するために、双極電気焼灼器ユニット(V
alley Lab Surgistat、Solid state Electrosurgery Unit、モデル番号B-20)を約2x6mmの
領域にわたって各子宮角の内側表面に使用した。焼灼器ユニットを以下のように設定した
:ボルト100、130Hz、50-60アンペア。3mm幅の焼灼器先端を、３に設定した純粋な凝固電
流で使用し、電圧供給（power）を開始し、そして１つの角あたり２つの熱傷スポットで1
秒間接触させた。筋肉切開を5-0 Vicryl、BV-1テーパー針(Ethicon Inc.)を用いて連続縫
合パターンで閉じた。皮膚を5-0 Prolene、BV-1テーパー針(Ethicon Inc.)を用いて水平
マットレス縫合パターンで閉じた。
【０３８９】
　UH損傷を作製した後、群1の動物を、体積0.16mLのアイソタイプ対照抗体(30mg/kg)で処
置し、これは焼灼器熱傷に適用された。群2の動物を、同じやり方で体積0.16mLのA44V11
抗体(30mg/kg)で処置した。各群について、動物を6時間(n=5)、72時間(n=4)、又は7日目(
n=12)に安楽死させた。(以下の表34を参照のこと)。７２時間と７日目に安楽死の予定を
入れていた動物には、手術の４８時間後に抗体の第二の用量(30mg/kg)を腹腔内(IP)注射
した。
【０３９０】
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【表４５】

【０３９１】
　有効性評価及び分析:
　示された時点に動物を安楽死させ、そして癒着の形成を評価した。手短には、角の長さ
を、子宮分岐（uterine bifurcation）から卵管の直下に配置した接近縫合までで測定し
た。子宮角を囲む２つの外部縫合を除去し、そして子宮角間の癒着の長さを、顕微鏡を用
いて測定し、文書で記録し、そして存在又は不在（有り／無し）として書き留めた。また
、癒着形成に含まれるいずれの組織も記録するが、付着領域の長さには含まれないかもし
れない。子宮角間の付着した長さの平均パーセントの分布を、Shapiro-Wilk検定を使用し
て正常性についてチェックした。これらの群を、正常に分布していた場合はTukey Kramer
分析を使用して、そして正常に分布していなかった場合はWilcoxon順位和分析を使用して
互いに比較した。全ての場合において、p値≦0.05を統計的に有意とみなした。A44V11で
処置された動物は、接近した子宮角間の癒着形成の長さの有意に低いパーセントを示した
(表35を参照のこと)。
【０３９２】

【表４６】

【０３９３】
　活性PAI-1及びtPAレベルの検出
　安楽死後に、評価のために動物の血液(血漿)、腹腔内液(IPF)、及び子宮角サンプルを
集めた。サンプル収集は従来の技術を使用して行った。血漿、IPF、及び子宮角サンプル
を、活性PAI-1及びtPAレベルについてELISAを使用して評価した。(Human PAI-1 Activity
 ELISAキット、カタログ番号HPAIKT、Molecular Innovations、Novi、MI)。データをExce
l、JMP、及びPrism Graphパッドソフトウェアを使用して処理した。全ての場合において
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、p値≦0.05を統計的に有意とみなした。6時間及び７日の時点で、減少したレベルの活性
PAI-1が、アイソタイプ対照に対してA44V11で処置された動物において腹腔内（IP）液及
び子宮角溶解物において見られた。(図36を参照のこと)。アイソタイプ対照に対して、IP
F中6時間での減少したレベルの活性PAI-1は、A44で処置された動物においてIP液中6時間
の時点で示された統計的に有意な結果であった。(スチューデントt検定によりp<0.001)。
【０３９４】
　実施例２２：　ヒト化抗体A44V11の結晶構造
　Fab A44V11の発現及び精製
　組み換えFab(rFab)を、一過性トランスフェクトしたHEK293細胞から、軽鎖又はC末端Hi
sタグ化重鎖をコードする２つのプラスミドを使用して得た。遠心分離及びフィルタリン
グ後に、細胞上清からのrFabを固定化金属親和性樹脂に適用した。樹脂から溶出した後、
rFabをPBSに対して広く透析して4℃で貯蔵した。
【０３９５】
　カニクイザル（Macaca fascicularis）PAI-1（カニクイザル（cynomolgous）又はcyno 
PAI-1とも呼ばれる）の供給源:
　組み換え成熟カニクイザルPAI-1(24-402)を、E. coliにおいて封入体として発現させ、
そして組み換えタンパク質を従来の方法を使用して精製した。
【０３９６】
　ヒトPAI-1の供給源:
　組み換え成熟ヒトPAI-1(24-402)をMolecular Innovations Inc.（カタログ番号CPAI)か
ら購入した。これをBerkenpasら(1995、EMBO J.、14、2969-2977)により記載されるよう
に、変異(N150H、K154T、Q319L、M354I)を導入することにより活性コンホメーションで安
定化させた。
【０３９７】
　複合体の製造及び精製:
　組み換えFab及び抗原を、1.5:1のモル比で混合し、30分間室温でインキュベートし、そ
して複合体を、25mM MES pH6.5、150mM NaClで平衡化したSuperdex 200 PGカラム(GE Hea
lthcare)で分取サイズ排除によりさらに精製した。
【０３９８】
　Fab A44V11+Cyno PAI-1複合体の結晶化
　複合体を、10mg/mlまで25mM MES pH6.5、150mM NaCl中で濃縮した。16～24%エタノール
、100mM Tris pH8.5中で結晶化した。エチレングリコール(30%)を凍結保護物質として使
用した。結晶は、3.3Åに空間群P321(a=b=193Å、c=144Å)でESRFのID29ビームライン（b
eamline）で回折した。データをXDS及びScala(GlobalPhasing Ltd.、Cambridge、UK)の組
み合わせで処理した。
【０３９９】
　複合体Fab A44V11/Cyno-PAI-1の構造決定:
　Fab可変ドメインのモデルを、Maestro (Schrodinger、New York、NY)においてPrimeを
使用して構築した。定常ドメインを、公開された構造3FO2から得た。ヒトPAI-1の２つの
異なるモデルを使用した:潜在コンホメーションを1LJ5から得、活性コンホメーションを1
OC0から得た。Matthews計数(VM、タンパク質分子量の単位あたりの結晶体積）の計算は、
非対称単位中に４つまでの複合体が存在することを示唆する(VM 2. 2により90キロダルト
ン(KD)の複合体サイズが推測される）。分子置換をPhaser(CCP4 suite)(McCoy、et al. J
. Appl. Cryst.40: 658-674 (2007)を使用して行い、これは潜在PAI-1の２つのモノマー
及びFabの２つの可変ドメインを同定した。さらなる密度は定常ドメインについて明らか
に現れ、これは手動で配置されなければならなかった。4.3のVM(71%溶媒)に対応するこの
解を、充填の一貫性についても注意深く調べた。構造をBuster(GlobalPhasing)を用いて
非結晶学的対称性を使用してRfree29.2%(Rfactor 25.8%)まで精密化した。定常ドメイン
は、結晶充填により安定化されず、そして電子密度マップにおいて不十分に分解された。
【０４００】
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　Fab A44V11+ヒトPAI-1複合体の結晶化
　タンパク質結晶化は、ｘ線結晶学法による生体分子構造決定の障害である。タンパク質
結晶化の成功は、結晶化実験において使用されるタンパク質分子の品質に直接比例し、こ
の場合、最も重要な品質基準は溶液中のタンパク質の純度及び均一性（分子及びコンホメ
ーションの両方）である。
【０４０１】
　最初に、PAI-1/Fab mAb複合体構造を決定するために、天然mAb A44を使用して、パパイ
ン消化によりそのFabフラグメントを製造した。このFab大規模製造は、複合体化してヒト
野生型(wt)PAI-1タンパク質との複合体で精製される不均一Fabフラグメントを生じた。得
られたタンパク質複合体を、7mg/ml濃度まで濃縮し、そして２つの異なる温度4℃及び19
℃で８００の個々の結晶化条件下で結晶化のためにスクリーニングした。結晶化にヒット
すつものは検出されなかった。タンパク質複合体均一性を改善するために、組み換え6-Hi
sタグ化Fab A44を製造し、生成し、そしてヒト野生型PAI-1タンパク質と複合体化させた
（図36を参照のこと)。
【０４０２】
　複合体結晶化スクリーニングは、20%PEG10K+0.1M酢酸ナトリウムpH4.6条件下で最初の
結晶化ヒットという結果となった。従来の結晶化法による結晶化最適化、マイクロシード
マトリックスシーディング（Microseed Matrix Seeding）、及びインサイチュトリプシン
分解（Trypsinolysis）結晶化は、結晶の質を有意に改善しなかった。最も良好な得られ
た結晶は針状であり、構造決定には不十分な分解能（１０Å）でｘ線を回折した。
【０４０３】
　複合体結晶の結晶化での失敗は、複合体のコンホメーション不均一性により潜在的に説
明され得る。野生型PAI-1分子は、３つの異なるコンホメーション（活性、潜在及び基質)
を取ることが知られており、これが結晶化を妨害し得る。結晶の品質を改善するために、
潜在PAI-1との複合体の6-Hisタグ化A44 Fabを製造した。(図37を参照のこと)。
【０４０４】
　対応する複合体を製造し、そして6-Hisタグ化Fab A44/wt PAI-1タンパク質複合体に以
前に使用した条件下で新たに結晶化についてスクリーニングした。試験した１０００を超
える条件からの唯一の結晶化ヒットは、20% PEG3350+0.2M nH4アセテート+4% MPD+50mM M
es pH6の条件下の複合体について同定された(図39(a)を参照のこと)。広範の最適化後に
、3D結晶を得た。シンクロトロン高強度X線ビームを使用したX線回折試験は、回折の証拠
を示さなかった(図39(b)を参照のこと、代表的な最適化された結晶を示す)。
【０４０５】
　タンパク質の部分の可動性を減少させるために、A44 Fabフラグメントを組み換えによ
り製造することを決定したが、以前に使用した6-Hisのような人工的なタグは用いなかっ
た。首尾良い結晶化のための機会をさらに増やすために、PAI-1の活性形態変異体(N150H
、K154T、Q319L、M354I)をMolecular Innovations(カタログ番号CPAI、Novi、MI)から購
入し、そして人工タグを欠いたFab A44タンパク質との複合体製造のために使用した。複
合体を25mM MES pH 6.5、150mM NaCl中12mg/mlに濃縮した。許容しうる棒状の単結晶を10
 % PEG3350、100mM硫酸アンモニウムで得て、30%エチレングリコールを加えることにより
凍結保護した(図40を参照のこと)。これらの結晶は、3.7Åに回折し、そして広範な凍結
保護最適化後に、構造決定に適したｘ線回折データセットを得た(3.3Å)。データセット
をシンクロトロンSOLEIL(Saint-Aubin、France)のビームラインProxima 1で3.3Åまでデ
ータセットを集めた。空間群はP212121 (a=105、b=152 c=298)。データをXDSmeスクリプ
ト(XDS ref、Xdsme ref)を使用して処理した。
【０４０６】
　複合体Fab A44V11/ヒト-PAI-1の構造決定:
　Pointless(CCP4)は、空間群認識において40%の信頼性しか示さなかった。結果として、
最初の分子置換をAmore(CCP4)を用いて行い、P222点群の全ての可能な空間群変形を試験
した:P212121は明確に確認された。Phaser (Phaser、CCP4)を用いた最終分子置換は、対
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称性単位においてFabの活性PAI-1/可変ドメインの４つのダイマーを同定した。定常ドメ
インを電子密度マップに手動で加えた。構造をBuster(GlobalPhasing)を用いて非結晶学
的対称性を使用して、Rfree 28%(Rfactor 24.1%)まで精密化した。
【０４０７】
　エピトープ及びパラトープ構造解析
　エピトープ及びパラトープ領域を、カニクイザル及びヒト複合体において形成されたと
同定し、これらの複合体を比較した。結晶構造を、ヒト及びカニクイザルPAI-1との複合
体のA44V11について3.3Åまで決定した。両方の構造の重ねあわせ(図40を参照のこと)は
、A44V11のパラトープがPAI-1の潜在形態及び活性形態の両方に類似しているということ
を示す。Fab A44は、ヒトPAI-1の活性形態及びカニクイザルPAI-1の潜在形態を認識した
。図42は、活性ヒトPAI-1(図42(A))、及び潜在カニクイザルPAI-1(図42(B))の両方におい
てFab A44により認識されるPAI-1エピトープを示す。パラトープ認識潜在コンホメーショ
ンは、活性コンホメーションを認識するパラトープの一部である。
【０４０８】
　相互作用の表面領域の分析から見られるように、PAI-1は主にA44V11の重鎖と相互作用
する。活性ヒトPAI-1と重鎖との相互作用の表面積(４つの複合体の平均)は674Å2である
。活性ヒトPAI-1と軽鎖との間の相互作用の表面積(４つの複合体の平均)は372Å2である
。潜在カニクイザルPAI-1と重鎖との間の表面積(２つの複合体の平均)は703Å2である。
潜在カニクイザルPAI-1と軽鎖都の間の相互作用の表面積(２つの複合体の平均)は360Å2

である。重鎖及び軽鎖のパラトープの描写についてはそれぞれ図43及び44を参照のこと。
【０４０９】
　パラトープのA44V11部分の残基を以下の表３６に示す。斜体の残基は活性PAI-1との相
互作用に関与するが潜在形態とは関与せず、一方下線を引いた残基は潜在形態とだけ相互
作用している。全ての他の残基は両方の接触面に関与する。
【０４１０】
【表４７】

【０４１１】
　ヒト及びカニクイザルPAI-1分子の異なるコンホメーションにもかかわらず、同じ残基
がFab A44との相互作用に関与する(ヒトPAI-1の配列において以下に示される太字の残基)
(配列番号1):
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【化２８】

【０４１２】
　ヒトPAI-1についてのA44V11結合エピトープの略記は以下のとおりである:
　E-X-X-Q (配列番号156);
　L-X-R  (配列番号157);
　T-D-X-X-R-Q-F-Q-A-D-F-T-X-X-S-D-Q-E-P-L (配列番号158)
【０４１３】
　要約すれば、FabA44を認識するPAI-1のカニクイザル及びヒトエピトープは、両方のコ
ンホメーションにおいて同一である。Fab A44はヒト及びカニクイザルPAI-1の両方を認識
するが、マウスPAI-1もラットPAI-1も認識しないようである。
【０４１４】
　実施例２３：　A44V11特異性及び交差反応性の決定
　A44V11の特異性及び反応性を決定するために、A44V11エピトープの配列(上記参照)を使
用して、ScanProsite (SIB Swiss Institute of Bioinformatics)データベースを用いた
モチーフ検索を使用して他のタンパク質中の類似したエピトープを検索した。さらなる詳
細については、Artimo、P. et al.  Nucleic Acids Res. 40(W1):W597-603 (2012)を参照
のこと。検索において見つけられた全てのエピトープ配列マッチはPAI-1に関連付けられ
、A44V11抗体がPAI-1に特異的であることを示唆した。
【０４１５】
　A44V11エピトープを、コンピュータプロファイリング及びMed-SuMoに従って分子モデリ
ングを使用して、他の公知のx線構造(3D検索)とも比較し、これらは例えば水素結合、電
荷、疎水性及び芳香族基を含む、タンパク質表面上の生化学的昨日を検出及び比較する。
Med-SuMo分子モデリングは、Jambon、et al. Bioinformatics 21(20):3929-30 (2005)に
おいてさらに記載される。A44V11エピトープの3D検索は、ヒトアルファ-1-抗トリプシン(
AAT1)中の類似したモチーフを突き止めた。しかし、さらなる調査の際に、AAT1モチーフ
はA44V11エピトープとの間に、A44V11が結合しないような有意な差異を有することがわか
った。従って、A44V11エピトープの配列パターン及び３Dパターン分析は、他のヒトタン
パク質との最少の交差反応性があるだろうということを示唆する。
【０４１６】
　A44V11についてのヒト及びカニクイザルPAI-1エピトープを、マウス及びラットPAI-1由
来の帝産されたエピトープと比較した。配列は、配列番号1(PAI-1ヒト)、配列番号162(PA
I-1カニクイザル)、配列番号163(PAI-1マウス)、及び配列番号164(PAI-1ラット)から抜粋
された。ラット及びマウスPAI-1は、ヒトPAI-1とそれぞれ75%及び79%の配列同一性を有す
る。異なるPAI-1配列の整列は、それらのそれぞれのエピトープにおいてラット/マウスと
ヒト/カニクイザルとの間になお有意な差異を示し、A44V11がラットPAI-1もマウスPAI-1
も認識しないようであるということを示唆する(図45を参照のこと)。例えば、マウスPAI-
1アミノ酸Ser300、Thr302、Gln314は、ヒト/カニクイザルPAI-1対応物と異なる。これら
の残基における差異は、マウスPAI-1はA44V11によって認識されることができないような
、提案されたエピトープにおける変化を表す。複合体ヒトPAI-1/A44V11の構造とのマウス
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PAI-1の構造比較(図46)は、A44V11抗体からヒト及びマウス活性の両方を得ることは不可
能だろうということをさらに示す。
【０４１７】
　A44V11について同定されたエピトープをさらに立証するために、ヒト及びカニクイザル
A44V11エピトープを、ビブロネクチン（vibronectin）の結合領域と比較した。ビブロネ
クチン（vibronectin）のソマトメジンBドメインとの複合体のヒトPAI1の構造は公開され
ている(1OC0)。これら２つの複合体の構造を比較した(図47を参照のこと)。構造比較は、
A44V11の結合がビブロネクチンとのPAI-1の相互作用に影響を及ぼさないことを示唆する
。
【０４１８】
　A44V11エピトープを、他の公開された抗PAI1抗体のエピトープと比較した。A44V11エピ
トープの重なりは他の公開された抗PAI-1抗体MA-55F4C2及びMA-33H1とは見られず、これ
らは128～156領域の残基に結合する(Debrock et al. Thromb Haemost、79:597-601 (1998
))。
【０４１９】
　最後に、A44V11抗体の特異性及び交差反応性の欠如をBiacoreにより確認した。推定固
有配列及びA44V11エピトープの3D構造に基づいて、分子モデル研究は、A44V11がヒト及び
カニクイザルPAI-1に特異的であることを強く示す。
【０４２０】
　実施例２４：　水素/重水素交換質量分析(HDX MS)によるエピトープマッピング
　質量分析(MS)によりモニタリングした水素/重水素交換(HDX)を、本明細書に開示される
PAI-1結合抗体に適用して、各抗体のエピトープをさらに特徴付けした。 HDX MSは、同じ
タンパク質の多数の状態を比較するために特に有用な技術である。タンパク質治療学への
HDX MSの詳細な方法論及び応用は、Wei、et al.、Drug Discovery Today、19(1): 95-102
 (2014)に開示される。手短には、水性、全-H2O 溶媒が独特の分光学的特性を有する水素
の同位体で置き換えられる場合、この交換プロセスに従うことができる。最も最新のHDX
実験には、重水素化又は「重」水(D2O)が使用される。特に、骨格窒素に結合された水素(
骨格アミド水素とも呼ばれる)は、タンパク質コンホメーションを調べるために有用であ
る。例えば、Marcsisin、et al. Anal Bioanal Chem. 397(3): 967-972 (2010)を参照の
こと。タンパク質の露出した動的領域は、速く交換し、保護された柔軟性のない領域はよ
り遅く交換する。全ての関連する状態(pH、温度、イオン強度など）は一定に維持される
ので、構造の差異のみ（溶媒接近性、水素結合)がこの交換に影響を及ぼす。抗体とPAI-1
との相互作用は、抗原の特定の部分の標識をブロックし、従って結合の部位（エピトープ
）に基づく異なる読み出しを生じる。
【０４２１】
　実験方法:
　カニクイザル-PAI-1(10uM)、A44v11に結合したカニクイザル-PAI-1(それぞれ10μm)及
びAPGv2に結合したカニクイザル-PAI-1(それぞれ10μm)をPBS中、pH7.2で準備した。タン
パク質溶液を、１時間室温でインキュベートすることにより結合平衡に到達させた。<50p
MのKd値に基づいて、抗体:抗原複合体の各々は、以下に記載される標識条件下で>99%結合
された。
【０４２２】
　重水素交換、クエンチング、及びサンプル注入を、自動化ロボット工学システム(LEAP 
Tech.、Carrboro、NC)により操作した。タンパク質溶液のアリコートを標識緩衝液(99.9%
D2O中PBS、pD7.2)で１０倍に希釈し、そして２０℃で１０秒間、１分、５分、又は４時間
インキュベートした。重水素交換時点の終わりに、等体積の予め冷却した(0℃)100mMリン
酸ナトリウム、4Mグアニジン塩酸塩、0.5M TCEP、pH2.5に標識溶液50μLを加えることに
より標識反応をクエンチした。非重水素化対照を同一のやり方でH2O中PBSで１０倍希釈す
ることにより調製した。
【０４２３】
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　それぞれのクエンチされたサンプル(50μL、各タンパク質50pmol)を、HDX Technology 
(Waters Corp.、Milford、MA)を用いてWaters nanoAcquityに直ぐに注入した。タンパク
質をオンラインで、２０℃に保持した2.1mmｘ30mm Enzymate BEHペプシンカラム(Waters 
Corp.)を用いて消化した。全てのクロマトグラフィー要素を、超高速液体クロマトグラフ
ィー(UPLC)システムの冷却チャンバ内で0.0±0.1℃に保持した。生じたペプチドを捕捉し
、そして３分間100μL/分で脱塩し、次いで1.0ｘ100.0 mm ACQUITY UPLC HSS T3カラム(W
aters Corp.)で12分、2～40%アセトニトリル:水グラジエントを40μL/分で用いて分離し
た。重水素レベルは、逆交換について補正されず、そして相対的と報告された。全ての比
較実験を同一の条件下で、逆交換補正の必要を否定して行った。全ての実験を三連で行っ
た。注入の間のペプチドキャリーオーバーを、1.5Mグアニジン塩酸塩、0.8%ギ酸、及び4%
アセトニトリル50μLを各実行後カラム全体に注入することにより除去した。
【０４２４】
　質量スペクトルを、標準エレクトロスプレー源(Waters Corp.)を備えHDMSeモードで操
作されたWaters Synapt G2-Si機器を用いて得た。機器設定は以下のとおりであった:キャ
ピラリーは3.5kVであり、サンプリングコーンは30Vであり、ソースオフセットは30Vであ
り、ソース温度は80℃であり、脱溶媒和温度は175℃であり、コーンガスは50L/時間、脱
溶媒和ガスは600L/hであり、そしてネブライザーガスは6.5barであった。質量スペクトル
を50～1700のm/z範囲にわたって得た。質量精度を、ロックマスプローブによる100fmol/u
Lヒト[Glu1]-フィブリノペプチドBの同時注入により各実行を通して維持した。
【０４２５】
　非重水素化消化性ペプチドのMSE同定を、ProteinLynx Global Serverソフトウェア(Wat
ers Corp.)を使用して行った。各ペプチドの重水素取り込みを、DynamX 2.0ソフトウェア
(Waters Corp.)を使用して決定した。相対的重水素レベルを、非重水素化ペプチドの同位
体分布の重心を、重水素標識ペプチドの対応する重心から差し引くことにより計算した。
重水素取り込みプロットを、ソフトウェアにより自動的に生成した。
【０４２６】
　PAI-1の状態についての重水素取り込みのモニタリング
　オンラインペプシン消化の後、150の重複するカニクイザル-PAI-1消化性ペプチドを同
定し、95.3%の配列包括度を生じた(図48を参照のこと)。重水素取り込みを、３つの異な
るタンパク質の状態について全１５０ペプチドにおいてモニタリングした(10秒～4時間):
(1) カニクイザル-PAI-1単独;(2)カニクイザル-PAI-1に結合したA44v11;及び(3)カニクイ
ザル-PAI-1に結合したAPGv2。
【０４２７】
　カニクイザル-PAI-1ペプチドの大部分は、３つの状態の間でほとんど同一の重水素取り
込みを示し、これはこれらの領域においてカニクイザル-PAI-1といずれかのｍAbとの間に
相互作用がないことを示す。図49(A)を参照のこと、これはこの結果を伴う１つの代表的
なペプチド領域を示す(残基139～152)。対照的に、 残基44～64を組み込んだペプチドは
、A44v11又はAPGv2のいずれかに結合された場合に交換からの有意な保護（減少した重水
素取り込み）を示した(図49(B))。さらに、残基295～322を組み込んだペプチドもまた、A
44v11又はAPGv2のいずれかに結合された場合に交換からの有意な保護を示した(図49(C))
。この領域について、保護の大きさは、カニクイザル-PAI-1がAPGv2よりもむしろA44v11
に結合された場合により大きかった(図49(C)を参照のこと)。このことは、A44v11がカニ
クイザル-PAI-1に結合された場合にAPGv2よりも大きい交換からの全体の保護をもたらし
得るということを示す。
【０４２８】
　比較研究:
　比較研究のために、重水素取り込みを、３つのカニクイザル-PAI-1の状態のそれぞれか
ら生成された１５０のペプチドの全てについてモニタリングした。(一般的には、Wei、et
 al.、Drug Discovery Today、19(1): 95-102 (2014)を参照のこと)。３つの状態のそれ
ぞれからのデータプロットを互いに比較し、そしてデータ解釈を容易にするためにバタフ
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ライプロットを生成した（例えば図50(A)、51(A)、及び52(A)を参照のこと)。各バタフラ
イプロットについて、ｘ軸は、比較された１５０のペプチドのそれぞれの計算されたペプ
チド中点位置ｉであり;y軸は平均相対的部分交換(比)である。
【０４２９】
　差異プロットも、カニクイザル-PAI-1の状態間の各比較について生成した(例えば、図5
0(B)、51(B)、及び52(B)を参照のこと)。これらのプロットにおいて、１つの状態からの
重水素取り込みを、他のものから差し引いて、同様にバタフライプロットにプロットした
。各ペプチドについての差異の合計を垂直のバーで表す。水平の破線は、個々の測定値(
±0.5Da)又は差異の合計(±1.1Da)のいずれかが測定の誤差を超え、そして２つの状態の
実際の差異とみなされ得る値を表す。この技術に関するさらなる詳細は、Houde D. et al
.、J. Pharm. Sci. 100(6):2071-86 (2011)に開示される。
【０４３０】
　最初に、カニクイザル-PAI-1単独をA44v11:カニクイザル-PAI-1結合状態と比較した(図
50)。この比較についてのバタフライプロットを図50(A)に示す。この比較についての差異
プロットを図50(B)に示す。A44v11に結合されたカニクイザル-PAI-1と遊離形態カニクイ
ザル-PAI-1との間の観察された差異は、カニクイザル-PAI-1の２つの領域に主に位置する
。１つの領域はN末端に近く(残基44～64)そして他の領域はC末端に近い(残基307～321)(
図50(B)を参照のこと)。
【０４３１】
　次に、カニクイザル-PAI-1単独をAPGv2:カニクイザル-PAI-1結合状態と比較した(図51)
。この比較についてのバタフライプロットを図51(A)に示す。この比較についての再プロ
ットを図51(B)に示す。APGv2に結合されたカニクイザル-PAI-1と遊離形態カニクイザル-P
AI-1との間の観察された差異は主にカニクイザル-PAI-1の２つの領域に位置している。１
つの領域はN末端に近く、そして他方はC末端日欠く、これはA44v11:カニクイザル-PAI-1
の結果と同様である。カニクイザル-PAI-1とのA44v11及びAPGv2複合体は、結合状態にあ
る場合に減少した重水素取り込みを示すペプチドを共有し、これは２つの抗体のエピトー
プが類似していることを示し得る。
【０４３２】
　最後に、２つの抗体結合カニクイザル-PAI-1抗体を互いに比較した(図52)。この比較に
ついてのバタフライプロットを図52(A)に示す。この比較についての差異プロットを図52(
B)に示す。A44v11:カニクイザル-PAI-1とAPGv2:カニクイザル-PAI-1との間の観察された
差異はカニクイザル-PAI-1のC末端領域に位置する（図52(B)を参照のこと)。
【０４３３】
　実施例２５：　抗体A44v11及びAPGv2のエピトープ比較
　HDX MSを使用して、A44v11及びAPGv2抗体のエピトープをさらに規定した。HDX MSにお
いて生成された重複ペプチドを使用することにより、抗体エピトープは、ペプチドレベル
の解明よりも僅かに良好に精密化され得る(例えば、図48を参照のこと)。A44V11結合と結
合して交換からの有意な保護を示したペプチドについてのHDX MSデータをさらに分析して
、カニクイザル-PAI-1:A44v11相互作用についてのエピトープを決定した。カニクイザル-
PAI-1のA44V11エピトープのHDXデータは、結晶学的アプローチを使用して決定されたエピ
トープと一致することが見出された。HDX MSを使用して同定されたカニクイザル-PAI-1の
A44V11エピトープは図53に示され(太字)、そして以下に略記形式で示される:
　T-T-G-G-E-T-R-Q-Q-I-Q (配列番号159);
　R-H-L  (配列番号160);
　T-D-M-X-X-X-F-Q-A-D-F-T-S-L-S-N-Q-E-P-L-H-V   (配列番号161)
【０４３４】
　APGv2が結合して交換からの有意な保護を示したカニクイザル-PAI-1ペプチドについて
のHDX MSデータを、カニクイザル-PAI-1:APGv2相互作用についてのエピトープをさらに決
定するために分析した。A44v11及びAPGv2についてのHDX MSエピトープマッピングデータ
は、図５２に一般的に見られるように、エピトープが同じ領域にあるということを示す。
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残基307～321の領域において、同じペプチドは、A44v11及びAPGv2の両方について抗体結
合状態で保護を示す。しかし、保護の大きさは、カニクイザル-PAI-1がAPGv2よりもむし
ろA44v11に結合した場合により高い(図49(C)を参照のこと)。この知見は図52(B)において
より明らかであり、これはカニクイザル-PAI-1の残基307～321領域において差異ピークを
示す。これは、カニクイザル-PAI-1とA44V11及びAPGv2抗体のそれぞれとの間の特異的接
触において差異があることを示す。従って、A44V11及びAPGv2の両方のエピトープはPAI-1
の類似した領域に位置するが、各抗体についてのエピトープは同じではないようである。

【図１】 【図２】
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