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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(i) 選択された抗原特異的抗体の可変領域または該領域の抗原結合部、ならびに
　(ii) CH2、CH3およびヒンジ領域を含む、IgG4のCH領域またはそのフラグメントであっ
て、該ヒンジ領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のヒンジ領域とのジスル
フィド結合または同一のCH領域との他の共有結合もしくは安定な非共有結合性の重鎖間結
合を形成する能力のあるアミノ酸残基を全く含まないように改変されている、IgG4のCH領
域またはそのフラグメント
を含む一価抗体であって、
かつ、CH2領域中のN-結合型グリコシル化のNSTアクセプター部位が、GST、MST、CSE、DSE
、DSP、ESP、GSP、HSE、NSE、PSP、およびSSEからなる群より選択される配列に改変され
ている、一価抗体。
【請求項２】
　前記可変領域および前記CH領域からなる、請求項1記載の一価抗体。
【請求項３】
　可変領域がVH領域である、請求項1または2記載の一価抗体。
【請求項４】
　可変領域がVL領域である、請求項1または2記載の一価抗体。
【請求項５】
　CL領域を含まない、請求項1、3、または4のいずれか一項記載の一価抗体。
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【請求項６】
　CH1領域を含む、請求項1～5のいずれか一項記載の一価抗体。
【請求項７】
　SEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミ
ノ酸置換が行われるように改変されている、請求項1～5のいずれか一項記載の一価抗体：
234位のThr（T）がAla（A）により置換されている；236位のLeu（L）がAla（A）により置
換されている；236位のLeu（L）がVal（V）により置換されている；273位のPhe（F）がAl
a（A）により置換されている；273位のPhe（F）がLeu（L）により置換されている；275位
のTyr（Y）がAla（A）により置換されている。
【請求項８】
　SEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含む、請求項1～6のいずれか一項記載の一価抗体。
【請求項９】
　273位のPhe（F）がAsp（D）により置換され、かつ／または275位のTyr（Y）がGlu（E）
により置換されている、請求項8記載の一価抗体。
【請求項１０】
　273位のPhe（F）がThr（T）により置換され、かつ／または275位のTyr（Y）がGlu（E）
により置換されている、請求項8記載の一価抗体。
【請求項１１】
　請求項1～10のいずれか一項記載の一価抗体および一つまたは複数の薬学的に許容され
る賦形剤、希釈剤、または担体を含む薬学的組成物。
【請求項１２】
　医薬として使用するための請求項1～10のいずれか一項記載の一価抗体。
【請求項１３】
　診断薬の製造における請求項1～10のいずれか一項記載の一価抗体の使用。
【請求項１４】
　請求項1～10のいずれか一項記載の一価抗体をコードする核酸構築物。
【請求項１５】
　一価抗体が産生されるように、請求項14記載の核酸構築物を含む宿主細胞を培養する段
階、および細胞培養物から該一価抗体を回収する段階を含む、請求項1～10のいずれか一
項記載の一価抗体の調製方法。
【請求項１６】
　原核細胞または真核細胞である、請求項14記載の核酸構築物を含む宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、治療適用において使用され得る一価抗体に関する。本発明はまた、一価抗体
の作製方法、このような一価抗体を含む薬学的組成物、および様々な治療適用におけるそ
の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ネイティブの抗体および免疫グロブリンは通常、二つの同一の軽（L）鎖および二つの
同一の重（H）鎖から構成される、約150,000ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である
。各々の軽鎖は、一つの共有結合性ジスルフィド結合によって重鎖に連結されているが、
ジスルフィド結合の数は様々な免疫グロブリンアイソタイプの重鎖によって異なる。各々
の軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書中ではVLと省略する）および軽鎖定常領域（本明細書
中ではCLと省略する）から構成される。各々の重鎖は、重鎖可変領域（VH）ならびにCH1
、CH2、およびCH3の三つのドメインからなる重鎖定常領域（CH）から構成される。重鎖の
CH1およびCH2は、いわゆるヒンジ領域によって相互に隔てられている。ヒンジ領域は通常
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、一つまたは複数のシステイン残基を含み、これが抗体分子におけるもう一方の重鎖のヒ
ンジ領域のシステイン残基とジスルフィド結合を形成し得る。
【０００３】
　近年、抗体は治療適用に関して大いに注目される領域となり、多くの抗体医薬が承認さ
れているかまたは治療薬としての使用に関して承認を受けるプロセスにある。治療用抗体
の所望の特徴は、処置される個別の状態に従い変化し得る。いくつかの適応、例えば、抗
体の治療効果が、抗原と、そうでなければ抗原に結合できる一つまたは複数の特定分子と
の間の相互作用をブロックすることである場合においては、抗原結合性のみが必要とされ
る。このような適応においては、その唯一の機能が抗原に結合することであるFabフラグ
メントの使用が好ましい場合がある。他の適応においては、さらなる効果、例えば補体活
性化を誘導する能力および／またはFc受容体に結合する能力、異化から保護する能力、免
疫細胞を動員する能力等もまた必要とされ得る。このような用途においては、抗体分子の
他の部分、例えばFc領域が必要とされ得る。いくつかの全長抗体は、Fabフラグメントと
して使用された場合はアンタゴニストとして作用するにもかかわらず、標的抗原への結合
に対してアゴニスト効果（これは望ましくないものとされる場合がある）を示し得る。い
くつかの例において、この効果は、二価抗体の「架橋」の原因となり得、この架橋はその
後標的の二量体化を促進し、標的の二量体化は、特に標的が受容体である場合に活性化を
もたらし得る。可溶性抗原の場合、二量体化は望ましくない免疫複合体を形成し得る。
【０００４】
　いくつかの場合、例えばFcαRIの場合における抗原への一価結合はアポトーシスシグナ
ルを誘導し得る（Kanamura et al, Blood, 2006年9月25日オンライン出版）。
【０００５】
　このように、いくつかの適応においては、一価抗体が好ましい場合がある。現在入手可
能なFabフラグメントは、それらのサイズが小さく腎臓に侵入できることおよびそれらが
ブランベル受容体（Brambell receptor）FcRnと相互作用できないことに起因して不十分
な薬物動態を示し（Junghans RP et al., Proc Natl Acad Sci USA 93(11), 5512-6(1996
)）、従ってインビボで不安定でありかつ投与後非常に迅速にクリアランスされる。
【０００６】
　Fc領域が二つのFcポリペプチドを含む、二量体の一価抗体（Fab/c）もまた記載されて
いる（GenentechによるWO200563816およびParham P, J Immunol. 131(6), 2895-902(1983
)）。
【０００７】
　このように、治療剤として使用するための安定な一価抗体に対する要望がある。
【０００８】
　全長抗体の一つまたは複数のドメイン、例えばその抗体においてジスルフィド架橋を形
成または非共有結合性の重鎖間接触を提供するのに必要なアミノ酸残基を含む領域を含む
ドメインの欠失は、一価抗体を構築する一つの方法であり得る。
【０００９】
　Igarashiら（Igarashi, TM. et al., Biochemistry 29, 5727(1990)）は、CH1ドメイン
全体が欠失されているがヒンジ領域はインタクトなままのマウスIgG2a分子の構造を記載
した。このCH1欠失抗体は、比較的小さいヒンジ角を有する伸びた構造（elongated struc
ture）として存在することが示されている。しかしこの分子は、IgGにおいて想定される
、二つの軽鎖および二つの重鎖からなる正規の四量体構成を維持しており、従って依然と
して二価であり、CH1の欠失は変異型抗体の親和性に影響するものではなかった。
【００１０】
　Larsonら（Larson, SB. et al., J Mol Biol 348, 1177(2005)）は、CH2ドメインが欠
失されたヒト化IgG1抗体の構造を記載した。このような抗体は、A形態およびB形態と呼ば
れる二つの分子形態で存在する。A形態は、ヒンジにおいて二つの鎖間ジスルフィド結合
を含むが、Bは鎖間ジスルフィド結合を含まない。B形態は約122 kDaの分子として存在し
、CH3ドメイン内の非共有結合性相互作用によって一体性が保たれているようである。こ
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の抗体は、FcRn受容体への結合およびそれを通じたリサイクルができないため、迅速な血
清クリアランスを示す。
【００１１】
　一つのみの軽鎖および一つのみの重鎖からなる二量体構造を有するIg半分子（half-mol
ecules）は、ヒトおよびマウスのプラスマ細胞腫における稀な欠失の結果物として記載さ
れている。髄外軟部組織プラスマ細胞腫（extramedullary soft-tissue plasmacytoma）
、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、形質細胞性白血病、および多発性骨髄腫
に罹患した一部の患者は、尿中にIgG半分子が排出される。半分子はまた、その血清中に
も存在することが見出された。これらの半分子の生化学的性質の研究は、これらが、重鎖
CH1、ヒンジ、およびCH2領域は正常のようであるが、CH3領域に欠失が見られるIgG1分子
からなることを示した。Spiegelbergによって分析されたIgG1半分子におけるCH3定常領域
における欠失は、5,000～8,000ダルトンを含むことが示され、そのヒンジペプチド配列は
野生型IgG1と同一であった。変異はCH3に存在するようであり、ヒンジペプチドは正常の
ようであった（Hobbs, JR et al., Clin Exp Immunol 5, 199(1969); Hobbs, JR, Br Med
 J 2, 67(1971); Spiegelberg, HL et al., Blood 45, 305(1975); Spiegelberg, HL et 
al., Biochemistry 14, 2157(1975); Seligmann ME et al., Ann Immunol (Paris) 129C,
 855-870(1978); Gallango, ML et al., Blut 48, 91(1983)）。このヒトIgG1半分子は迅
速に異化され（男性における半減期は4.3日であった）、かつ単量体形態においてはC1qま
たはヒトリンパ球、単球、もしくは好中球のFc受容体に結合できないことも示された（Sp
iegelberg, HL. J Clin Invest 56, 588(1975)）。これらの研究から、IgG1半分子はIgG
重鎖のFc部分に対する非共有結合性相互作用性を欠いておりこれがこの分子を不安定化さ
せていること、およびIgG重鎖間の相互作用を維持するにはCH3ドメインが特に重要である
ことを結論付けた。
【００１２】
　体細胞変異によって作製されたマウスIgA半分子もまた記載されている（Mushinski, JF
, J Immunol 106, 41(1971); Mushinski, JF et al., J Immunol 117, 1668(1976); Pott
er, M et al., J Mol Biol 93, 537(1964); Robinson, EA et al., J Biol Chem 249, 66
05(1974); Zack, DJ et al., J Exp Med 154, 1554(1981)）。これらの分子は全て、CH3
ドメインの欠失またはCH2～CH3間の境界に変異を含むことが示された。ヒトIgA半分子は
また、多発性骨髄腫患者においても検出された。これらの分子もまた、CH3領域に欠失を
有することが見出された（Spiegelberg, HL et al., J Clin Invest 58, 1259(1976); Ka
wai et al., Ann Acad Med Singapore 9, 50(1980); Sakurabayashi, I. et al., Blood 
53, 269(1979); Biewenga, J. et al., Clin Exp Immunol 51, 395(1983)）。
【００１３】
　ヒンジ欠失を有するヒトIgG1変異体が記載され結晶化されている（Saphire, EO. et al
., J Mol Biol 319, 95(2002)）。DobおよびMcgは、ヒンジ領域が欠失したヒトIgG1サブ
クラスのヒト骨髄腫タンパク質である。これらのヒンジ欠失IgG1分子は、二つの重鎖およ
び二つの軽鎖からなる構造を有する安定なIgを形成し、これは典型的な抗体のヘテロ四量
体構造であるが、軽鎖間で鎖間ジスルフィド結合を形成して分子を立体配座的に強く拘束
するため、エフェクター機能をほとんど～全く示さない分子である（Burton DR et al., 
J Mol Biol 319, 9(2002); Steiner, A et al., Biochemistry 18, 4068(1979); Silvert
on, EW et al., Proc Natl Acad Sci USA 74, 5140(1977); Rajan, SS et al., Mol Immu
nol 20 787(1983); Guddat, W et al., Proc Natl Acad Sci USA 90, 4271(1993); Sarma
 et al., J. Applied Cryst. 15, 476(1982); Klein, M., et al., Proc Natl Acad Sci 
USA 78, 524(1981)）。
【００１４】
　ヒンジ領域の上部分および中央部分またはヒンジ領域全体が欠失されたIgG3分子が設計
されている（Brekke, OH et al., Nature 363, 628(1993); Brekke, OH et al., Nature 
383, 103(1996)）。この完全ヒンジ欠失分子は、非還元型SDS-PAGEにおける分析により、
半分子の存在を示した。完全IgG3ヒンジの上部および下部が単一のシステインで置換され
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IgG3ヒンジの下部が単一のAlaの欠失を含む第二のヒンジ欠失分子もまた、SDS-PAGEによ
る分析によれば、半分子を含むものであった。しかし、その結果は、生理学的条件下では
、IgG3 CH3ドメイン間の非共有結合性相互作用によって二つの重鎖-軽鎖の半分子が一体
化し；従ってインタクトなIgG分子が形成されていたことを示す。
【００１５】
　対応するキメラIgG1およびIgG4抗体のセットもまた、調製されている（Horgan, C. et 
al., J Immunol 150, 5400(1993)）。抗体の抗原結合におけるIgGヒンジ領域の役割を調
査するため、ヒンジ領域を欠失したIgG1およびIgG4の両方の変異体を調製した。この変異
体は、IgG1およびIgG4重鎖遺伝子からヒンジ領域のエクソンを欠失させることによってDN
Aレベルで作製された。IgG1およびIgG4の両方のヒンジ欠失分子は二価であり、従って典
型的なヘテロ四量体構造を有することが報告された。これを支持するものとして、ヒンジ
欠失IgG4の機能的親和性は野生型IgG4よりも抗原に対する結合が良いことを示し、このこ
とはヒンジ欠失分子のアビディティがこのようにして作製されたヒンジ欠失によって影響
を受けないことを示している。
【００１６】
　ヒトIgG4分子は様々な分子形態で存在し、これはヒンジ領域における重鎖間ジスルフィ
ド結合の非存在または存在によって異なる。このように、二つ、一つ、またはゼロの重鎖
間ジスルフィド結合が形成されたIgG4分子が存在する（Schuurman, J. et al., Mol Immu
nol 38, 1(2001)）。生理学的条件下では、これらのIgG4の分子形態は、相互と平衡状態
となり得る。ヒトIgG4は、溶液中では、これらの鎖間ジスルフィド結合の非存在または存
在に関係なく、免疫グロブリンG分子において一般的な二つのIg重鎖および二つの軽鎖か
らなる四量体として存在する（Schuurman 2001 前出; Gregory, L. et al., Mol Immunol
 24, 821(1987)）。SDS-PAGE等のサイズ決定分析により実証されるように、二つの非共有
結合的に結合した半分子は、非還元条件下で変性させた場合のみ解離する（Schuurman, J
. et al., Mol Immunol 38, 1(2001); Deng, L. et al. Biotechnol Appl Biochem 40, 2
61(2004)）。鎖間ジスルフィド結合の形成に関与するヒンジ領域の残基の変異またはヒン
ジ領域の欠失は、溶液中で、二つの軽鎖および二つの重鎖からなる四量体分子からなるIg
G4分子の均質なプールを形成させた（Schuurman, J. et al. Mol Immunol 38, 1(2001); 
Horgan, C. et al. J Immunol 150, 5400(1993)）。IgG4ヒンジ欠失および変異抗体もま
た、ネイティブIgG4分子と比較して改善された抗原架橋能力を実証した（Horgan, C. (19
93) 前出）。
【００１７】
　今日、多くの研究は、IgG定常領域ドメインCH1およびCH2の変異または欠失が、IgG分子
がそれらの本来の二つの重鎖および二つの軽鎖のヘテロ四量体構成を構築するのに影響し
ないことを示している。重鎖の定常領域に様々な欠失を含む組換え抗体分子は、それらの
エフェクター機能に影響する、例えばそれらは補体を活性化できないが抗原架橋能力は維
持する、ことが示されている。さらに、一つの重鎖および一つの軽鎖を含む抗体半分子は
インビボで不安定であり、かつ／またはインビボでの半減期が短くなっていることが実証
されている。CH3領域内の／CH3領域の欠失は、ほとんどの治療目的に適合しない迅速に代
謝される半分子を提供する。
【００１８】
　従って、抗原媒介性の活性のブロックのために一価抗体（架橋がなされない）の結合が
必要となる治療適用に適した、安定な一価抗体を作製する簡単な手順に対する要望が存在
する。
【発明の概要】
【００１９】
　第一の主な局面では、本発明は
(i) 選択された抗原特異的抗体の可変領域または該領域の抗原結合部、ならびに
(ii) CH2およびCH3領域を含む、免疫グロブリンのCH領域またはそのフラグメントであっ
て、ヒンジ領域に対応する領域、および、免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合に
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は、CH領域の他の領域、例えばCH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のCH
領域とのジスルフィド結合または同一のCH領域との他の共有結合もしくは安定な非共有結
合性の重鎖間結合を形成する能力のあるアミノ酸残基を全く含まないように改変されてい
る、CH領域またはそのフラグメント
を含み、かつ、抗体の配列はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないよ
うに改変されている、一価抗体に関する。
【００２０】
　別の局面では、本発明は本明細書で定義される発明に従う一価抗体を含む薬学的組成物
に関する。
【００２１】
　さらなる局面では、本発明は本明細書で定義される疾患または障害の処置のための医薬
の調製における本発明の一価抗体の使用に関する。
【００２２】
　同様に、本発明は、本発明に従う一価抗体の治療的有効量を、そのような処置を必要と
する被験体へ投与することを含む、本明細書に記述される疾患または障害の処置方法に関
する。
【００２３】
　またさらなる局面では、本発明は本発明に従う一価抗体をコードする核酸構築物に関す
る。
【００２４】
　またさらなる局面では、本発明は、一価抗体が生産されるように本発明に従う核酸構築
物を含む宿主細胞を培養する段階、および細胞培養物から一価抗体を回収する段階を含む
本発明に従う一価抗体の調製方法に関する。
【００２５】
　本発明はまた、本発明に従う核酸を含む宿主細胞、および本発明に従う核酸構築物を含
む非ヒトトランスジェニック動物にも関する。
[請求項1001]
　(i) 選択された抗原特異的抗体の可変領域または該領域の抗原結合部、ならびに
　(ii) CH2およびCH3領域を含む、免疫グロブリンのCH領域またはそのフラグメントであ
って、ヒンジ領域に対応する領域、および、免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合
には、CH領域の他の領域、例えばCH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一の
CH領域とのジスルフィド結合または同一のCH領域との他の共有結合もしくは安定な非共有
結合性の重鎖間結合を形成する能力のあるアミノ酸残基を全く含まないように改変されて
いる、CH領域またはそのフラグメント
を含む一価抗体であって、
かつ、抗体の配列がN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変
されている、一価抗体。
[請求項1002]
　前記可変領域および前記CH領域からなる、請求項1001記載の一価抗体。
[請求項1003]
　可変領域がVH領域である、請求項1001または1002記載の一価抗体。
[請求項1004]
　可変領域がVL領域である、請求項1001または1002記載の一価抗体。
[請求項1005]
　CL領域を含まない、前記請求項1001、1003、または1004のいずれか一項記載の一価抗体
。
[請求項1006]
　重鎖が、
（i）選択された抗原特異的抗体のVH領域、または該領域の抗原結合部、および
（ii）N-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変されている請
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求項1001に定義されたCH領域
を含み、かつ軽鎖が、
（i）選択された抗原特異的抗体のVL領域、または該領域の抗原結合部、および
（ii）IgG1サブタイプの場合には、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のCL領域と
のジスルフィド結合、または同一のCL領域との他の共有結合を形成する能力のあるアミノ
酸を全く含まないように改変されている、CL領域
を含む、
重鎖および軽鎖を含む請求項1001記載の一価抗体。
[請求項1007]
　CH1領域を含む、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1008]
　IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA、またはIgD抗体、例えばIgG1、IgG2、もしくはIgG4抗体
である、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1009]
　ヒト抗体である、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1010]
　SEQ ID NO: 19に示されるCH3領域を含むが、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミ
ノ酸置換が行われるように改変されている、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体：
238位のArg（R）がGln（Q）により置換されている；239位のAsp（D）がGlu（E）により置
換されている；249位のThr（T）がAla（A）により置換されている；251位のLeu（L）がAl
a（A）により置換されている；251位のLeu（L）がVal（V）により置換されている；288位
のPhe（F）がAla（A）により置換されている；288位のPhe（F）がLeu（L）により置換さ
れている；290位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている；292位のLys（K）がArg（R
）により置換されている；292位のLys（K）がAla（A）により置換されている；302位のGl
n（Q）がGlu（E）により置換されている；および328位のPro（P）がLeu（L）により置換
されている。
[請求項1011]
　292位のLys（K）がArg（R）により置換されている、請求項1010記載の一価抗体。
[請求項1012]
　SEQ ID NO: 19に示されるCH1および／またはCH2領域をさらに含むが、ただしCH2領域は
N-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変されている、前記請
求項1010～1011のいずれか記載の一価抗体。
[請求項1013]
　SEQ ID NO: 18に示されるアミノ酸配列を有するカッパCL領域を含むが、該配列は、106
位の末端システイン残基が別のアミノ酸残基で置換されるかまたは欠失するように改変さ
れている、前記請求項1001、1003、1004、または1006～1012のいずれか一項記載の一価抗
体。
[請求項1014]
　SEQ ID NO: 17に示されるアミノ酸配列を有するラムダCL領域を含むが、該配列は、104
位のシステイン残基が別のアミノ酸残基で置換されるか欠失するように改変されている、
前記請求項1001、1003、1004、または1006～1012のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1015]
　SEQ ID NO: 19に示されるCH1領域を含むが、CH1領域は、14位のSer（S）がシステイン
残基により置換されるように改変されている、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体
。
[請求項1016]
　SEQ ID NO: 20に示されるCH3領域を含むが、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミ
ノ酸置換が行われるように改変されている、前記請求項1001～1009のいずれか一項記載の
一価抗体：234位のArg（R）がGln（Q）により置換されている；245位のThr（T）がAla（A
）により置換されている；247位のLeu（L）がAla（A）により置換されている；247位のLe
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u（L）がVal（V）により置換されている；276位のMet（M）がVal（V）により置換されて
いる；284位のPhe（F）がAla（A）により置換されている；284位のPhe（F）がLeu（L）に
より置換されている；286位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている；288位のLys（K
）がArg（R）により置換されている；288位のLys（K）がAla（A）により置換されている
；298位のGln（Q）がGlu（E）により置換されている；および324位のPro（P）がLeu（L）
により置換されている。
[請求項1017]
　288位のLys（K）がArg（R）により置換されている、請求項1016記載の一価抗体。
[請求項1018]
　SEQ ID NO: 20に示されるCH1および／またはCH2領域をさらに含むが、ただしCH2領域は
N-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変されている、前記請
求項1016～1017のいずれか記載の一価抗体。
[請求項1019]
　SEQ ID NO: 21に示されるCH3領域を含むが、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミ
ノ酸置換が行われるように改変されているが、ただしCH3領域はN-結合型グリコシル化の
アクセプター部位を全く含まないように改変されている、前記請求項1001～1009のいずれ
か一項記載の一価抗体：285位のArg（R）がGln（Q）により置換されている；296位のThr
（T）がAla（A）により置換されている；298位のLeu（L）がAla（A）により置換されてい
る；298位のLeu（L）がVal（V）により置換されている；314位のSer（S）がAsn（N）によ
り置換されている；322位のAsn（N）がLys（K）により置換されている；327位のMet（M）
がVal（V）により置換されている；335位のPhe（F）がAla（A）により置換されている；3
35位のPhe（F）がLeu（L）により置換されている；337位のTyr（Y）がAla（A）により置
換されている；339位のLys（K）がArg（R）により置換されている；339位のLys（K）がAl
a（A）により置換されている；349位のGln（Q）がGlu（E）により置換されている；352位
のIle（I）がVal（V）により置換されている；365位のArg（R）がHis（H）により置換さ
れている；366位のPhe（F）がTyr（Y）により置換されている；および375位のPro（P）が
Leu（L）により置換されている。
[請求項1020]
　339位のLys（K）がArg（R）により置換されている、請求項1019記載の一価抗体。
[請求項1021]
　SEQ ID NO: 21に示されるCH1および／またはCH2領域をさらに含むが、ただしCH22領域
はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変されている、前記
請求項1019～1020のいずれか記載の一価抗体。
[請求項1022]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミ
ノ酸置換が行われるように改変されている、前記請求項1001～1006または1008または1009
のいずれか一項記載の一価抗体：234位のThr（T）がAla（A）により置換されている；236
位のLeu（L）がAla（A）により置換されている；236位のLeu（L）がVal（V）により置換
されている；273位のPhe（F）がAla（A）により置換されている；273位のPhe（F）がLeu
（L）により置換されている；275位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている。
[請求項1023]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含む、前記請求項1001～1009のいずれか一項記載の
一価抗体。
[請求項1024]
　225位のGlu（E）がAla（A）により置換されている、請求項1023記載の一価抗体。
[請求項1025]
　234位のThr（T）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1024のいずれか記載
の一価抗体。
[請求項1026]
　236位のLeu（L）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1025のいずれか一項
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記載の一価抗体。
[請求項1027]
　236位のLeu（L）がVal（V）により置換されている、請求項1023～1025のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1028]
　236位のLeu（L）がGlu（E）により置換されている、請求項1023～1025のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1029]
　236位のLeu（L）がGly（G）により置換されている、請求項1023～1025のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1030]
　238位のLys（K）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1029のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1031]
　267位のAsp（D）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1030のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1032]
　273位のPhe（F）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1031のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1033]
　273位のPhe（F）がLeu（L）により置換されている、請求項1023～1031のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1034]
　273位のPhe（F）がAsp（D）により置換され、かつ／または275位のTyr（Y）がGlu（E）
により置換されている、請求項1023～1031のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1035]
　273位のPhe（F）がThr（T）により置換され、かつ／または275位のTyr（Y）がGlu（E）
により置換されている、請求項1023～1031のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1036]
　275位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている、請求項1023～1033のいずれか一項
記載の一価抗体。
[請求項1037]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH2領域をさらに含むが、118位のThr（T）がGln（Q）により
置換され、かつ／または296位のMet（M）がLeu（L）により置換されている、請求項1023
～1036のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1038]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH2領域をさらに含むが、以下の置換のうちの一つ、二つまた
は三つ全てが行われている、請求項1023～1037のいずれか一項記載の一価抗体：120位のM
et（M）がTyr（Y）により置換されている；122位のSer（S）がThr（T）により置換されて
いる；および124位のThr（T）がGlu（E）により置換されている。
[請求項1039]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH2領域をさらに含むが、302位のAsn（N）がAla（A）により
置換されている、請求項1023～1038のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1040]
　SEQ ID NO: 16に示されるCH2領域をさらに含むが、302位のAsn（N）がAla（A）により
置換され、かつ175位のThr（T）がAla（A）により置換され、かつ248位のGlu（E）がAla
（A）により置換されている、請求項1023～1039のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1041]
　CH領域が、全てのシステイン残基が欠失するかまたは他のアミノ酸残基で置換されるよ
うに改変されている、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
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[請求項1042]
　CH領域が、ヒンジ領域のシステイン残基が非荷電極性側鎖または非極性側鎖を有するア
ミノ酸残基で置換されるように改変されている、請求項1041記載の一価抗体。
[請求項1043]
　SEQ ID NO: 14のCH配列のアミノ酸106および109に対応するアミノ酸が欠失しているヒ
トIgG4である、前記請求項1001～1009または1022～1041のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1044]
　SEQ ID NO: 14の配列のアミノ酸残基106および109に対応するアミノ酸残基のうちの一
つがシステイン以外のアミノ酸残基によって置換され、かつSEQ ID NO: 14の配列のアミ
ノ酸残基106および109に対応するアミノ酸残基のもう一方が欠失している、ヒトIgG4であ
る、前記請求項1001～1009または1022～1041のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1045]
　少なくともSEQ ID NO: 14のCH配列のアミノ酸残基106～109に対応するアミノ酸残基が
欠失しているヒトIgG4である、前記請求項1001～1009または1022～1041のいずれか一項記
載の一価抗体。
[請求項1046]
　少なくともSEQ ID NO: 14の配列のアミノ酸残基99～110に対応するアミノ酸残基が欠失
しているヒトIgG4である、前記請求項1001～1009または1022～1041のいずれか一項記載の
一価抗体。
[請求項1047]
　CH領域が、請求項1001～1009または1022～1041のいずれか一項において指定された任意
の変異以外はSEQ ID NO: 16のアミノ酸配列を含むが、ただしCH2領域はN-結合型グリコシ
ル化のアクセプター部位を全く含まないように改変されている、前記請求項1001～1009ま
たは1022～1041のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1048]
　CH領域がヒンジ領域全体が欠失するように改変されているヒトIgG4である、前記請求項
1001～1009または1022～1041のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1049]
　CH2領域中のN-結合型グリコシル化のNSTアクセプター部位が、GST、MST、CSE、DSE、DS
P、ESP、GSP、HSE、NSE、PSP、およびSSEからなる群より選択される配列に改変されてい
る、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1050]
　配列がGST、NSE、DSE、HSE、およびSSEからなる群より選択される、請求項1049記載の
一価抗体。
[請求項1051]
　配列がGSTである、請求項1049記載の一価抗体。
[請求項1052]
　インビボで4 mg/kgの用量でヒトまたはSCIDマウスに投与された時に、7日間を超える期
間、10μg/mlを超える血漿濃度を有する、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1053]
　実施例52に開示される方法によって決定される血漿クリアランスであって、一価抗体と
して同一の可変領域を有するF(ab')2フラグメントの血漿クリアランスより10倍超遅い血
漿クリアランスを有する、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1054]
　インビボでヒトまたはSCIDマウスに投与された時に、少なくとも5日間、例えば少なく
とも14日間、例えば5日間から21日間までの血清半減期を有する、前記請求項のいずれか
一項記載の一価抗体。
[請求項1055]
　10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそれ以下の解離定数（kd）で標的に結合し
、該標的は以下から選択される、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体： エリスロ
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ポエチン、βアミロイド、トロンボポエチン、インターフェロン-α（2aおよび2b）、イ
ンターフェロン-β（1b）、インターフェロン-γ、TNFR I（CD120a）、TNFR II（CD120b
）、IL-1Rタイプ1（CD121a）、IL-1Rタイプ2（CD121b）、IL-2、IL2R（CD25）、IL-2R-β
（CD123）、IL-3、IL-4、IL-3R（CD123）、IL-4R（CD124）、IL-5R（CD125）、IL-6R-α
（CD126）、IL-6R-β（CD130）、IL-10、IL-11、IL-15BP、IL-15R、IL-20、IL-21、TCR可
変鎖、RANK、RANK-L、CTLA4、CXCR4R、CCR5R、TGF-β1，TGF-β2、TGF-β3、G-CSF、GM-C
SF、MIF-R（CD74）、M-CSF-R（CD115）、GM-CSFR（CD116）、可溶性FcRI、sFcRII、sFcRI
II、FcRn、第VII因子、第VIII因子、第IX因子、VEGF、VEGFxxxb、抗精神病薬、抗うつ薬
、抗パーキンソン病薬、抗発作薬、神経筋遮断薬、抗てんかん薬、副腎皮質ステロイド、
インスリン、インスリンの調節に関与するタンパク質または酵素、インクレチン（GIPお
よびGLP-1）またはエクセナチドおよびシタグリプチンのようなインクレチン作用模倣薬
、甲状腺ホルモン、成長ホルモン、ACTH、エストロゲン、テストステロン、抗利尿ホルモ
ン、利尿剤、ヘパリンおよびEPOのような血液製剤、β遮断薬、細胞毒性薬、抗ウイルス
薬、抗菌薬、抗真菌薬、抗寄生虫薬、抗凝固薬、抗炎症薬、抗喘息薬、抗COPD薬、バイア
グラ、アヘン製剤、モルヒネ、ビタミン（保存のためのビタミンＣのような）、LHおよび
FSHのような妊娠に関与するホルモン、性転換に関与するホルモン、避妊薬、ならびに抗
体。
[請求項1056]
　10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそれ以下の解離定数（kd）で標的に結合し
、該標的はVEGF、c-Met、CD20、CD38、IL-8、CD25、CD74、FcalphaRI、FcepsilonRI、ア
セチルコリン受容体、fas、fasL、TRAIL、肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイ
ルスのエンベロープE2、組織因子、組織因子および第VII因子の複合体、EGFr、CD4、なら
びにCD28から選択される、前記請求項1001～1054のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1057]
　細胞毒、化学療法薬、免疫抑制剤、または放射性同位元素のような治療的部分にコンジ
ュゲートされた、前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1058]
　前記請求項のいずれか一項記載の一価抗体および一つまたは複数の薬学的に許容される
賦形剤、希釈剤、または担体を含む薬学的組成物。
[請求項1059]
　一つまたは複数のさらなる治療薬をさらに含む、請求項1058記載の薬学的組成物。
[請求項1060]
　医薬として使用するための前記請求項1001～1057のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1061]
　癌、炎症状態、または自己免疫障害の処置において使用するための、前記請求項1001～
1057のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1062]
　望ましくない血管新生を含む障害の処置において使用するための、前記請求項1001～10
57のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1063]
　抗体の投与の効果を達成するためには免疫系媒介性の活性が必要ないかまたは望ましく
なく、かつ該抗体が抗原に特異的に結合する、特定の標的に対する抗体の投与により処置
可能である疾患または障害の処置において使用するための、前記請求項1001～1057のいず
れか一項記載の一価抗体。
[請求項1064]
　抗原の多量体化が望ましくない免疫複合体を形成し得、かつ抗体が該抗原に特異的に結
合する、可溶性抗原を遮断するかまたは阻害することによって処置可能である疾患または
障害の処置において使用するための、前記請求項1001～1057のいずれか一項記載の一価抗
体。
[請求項1065]
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　受容体が該受容体の二量体化によって活性化され得、かつ抗体が該受容体に特異的に結
合する、細胞膜結合型受容体を遮断するかまたは阻害することによって処置可能である疾
患または障害の処置において使用するための、前記請求項1001～1057のいずれか一項記載
の一価抗体。
[請求項1066]
　処置が一つまたは複数のさらなる治療薬を投与することを含む、前記請求項1001～1057
のいずれか一項記載の一価抗体。
[請求項1067]
　前記請求項1061～1066のいずれか一項に定義される疾患または障害の処置のための医薬
の調製における、前記請求項1001～1057のいずれか一項記載の一価抗体の使用。
[請求項1068]
　診断薬としての、前記請求項1001～1057のいずれか一項記載の一価抗体の使用。
[請求項1069]
　前記請求項1001～1056のいずれか一項記載の一価抗体をコードする核酸構築物。
[請求項1070]
　治療的有効量の、前記請求項1001～1057のいずれか一項記載の一価抗体、請求項1058記
載の薬学的組成物、または請求項1069記載の核酸構築物を、そのような処置を必要とする
被験体へ投与する段階を含む、前記請求項1061～1066のいずれか一項に定義される疾患ま
たは障害の処置方法。
[請求項1071]
　処置が一つまたは複数のさらなる治療薬を投与することを含む、請求項1070記載の方法
。
[請求項1072]
　一価抗体が産生されるように、請求項1069記載の核酸構築物を含む宿主細胞を培養する
段階、および細胞培養物から該一価抗体を回収する段階を含む、前記請求項1001～1056の
いずれか一項記載の一価抗体の調製方法。
[請求項1073]
　原核細胞、例えば大腸菌（E. coli）細胞、または真核細胞、例えば哺乳動物細胞、真
菌細胞、もしくは植物細胞である、請求項1069記載の核酸を含む宿主細胞。
[請求項1074]
　請求項1069記載の核酸構築物を含む非ヒトトランスジェニック動物。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】CD20特異的抗体7D8-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HGを、非還元型SDS-PAGEにおい
て評価した。レーン1：Marker SeuBlue plus2 prestained（Invitrogen BV, The Netherl
ands）、レーン2：内部対照、レーン3：7D8-IgG1、レーン4：7D8-IgG4、およびレーン5：
7D8-HGを示す。
【図２】還元型CNBr/7D8-HGのトリプシン消化産物において39.3分のTIC時間で溶出した[M
+3H]3+および[M+2H]2+イオン（それぞれ、m/z 676.4および1014.1）についての抽出イオ
ンクロマトグラムを示す。
【図３】還元型CNBr/7D8-HGのトリプシン消化産物由来のアミノ酸残基220～238を網羅す
るペプチド（220VAPEFLGGPSVFLFPPKPK238）（SEQ ID NO: 54）に対応するm/zシグナルの
ナノスプレー式MS/MS分析から得た生データを示す。
【図４】（AおよびB）還元型CNBr/7D8-HGのトリプシン消化産物由来のアミノ酸残基220～
238を網羅するペプチド（220VAPEFLGGPSVFLFPPKPK238）（SEQ ID NO: 54）に対応するm/z
シグナルのナノスプレー式MS/MS分析から得た生データの解釈を示す。図4Bに示された配
列はSEQ ID NO: 55およびSEQ ID NO: 56に与えられている。ハイライトされた配列は、SE
Q ID NO: 16で欠失されているSEQ ID NO: 14のアミノ酸99～110に対応する。
【図５】CD20特異的抗体7D8-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HGを、それらのCD20トランスフ
ェクト細胞に対する結合に関して評価した。
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【図６】CD20特異的抗体7D8-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HGで、ELISAプレートをコーテ
ィングした（x軸に示される濃度範囲で）。C1q結合（2μg/ml）を評価した。
【図７】A）Daudi細胞を、一定濃度範囲のCD20特異的抗体と共に10分間プレインキュベー
トした後、NHSを加えた。CDCの誘導から45分後に、細胞をPI溶液で再懸濁した。細胞の溶
解（PI陽性細胞の数）をフローサイトメトリーによって測定した。データは、PI陽性（死
）細胞の平均蛍光強度を示す。B）測定された溶解における補体の役割を評価するため、
熱不活性化血清（血清ΔT）を、10μgの抗体と共にインキュベートした細胞に加えた。デ
ータは、PI陽性（死）細胞の平均蛍光強度を示す。
【図８】Bet v 1に対するヒンジレスIgG4抗体（Betv1-HG）を、非還元型SDS-PAGEにおい
て試験した。レーン1：Marker SeaBlue plus2 prestained（Invitrogen BV, The Netherl
ands）、レーン2：内部対照、レーン3：Betv1-HG、レーン4：IgG1対照を示す。
【図９】Betv1-HG（ヒンジレスIgG4抗Bet v 1）のゲル濾過を示す。ヒンジレスrIgG4 Bet
v1-HGを含むHEK細胞由来の馴らし培地を、Superdex200カラムによって分画した。計1μg
のBetv1-HGをカラムにアプライした。そのフラクション中の、Bet v 1特異的IgG（●）を
、Bet v 1結合試験において10μlの各フラクションをインキュベートすることによって測
定した。結果は、添加した量に対する放射標識Bet v 1結合の割合として表す。点線の曲
線は、HPLCにおいて214nmの吸収（A214nm）を測定することにより追跡した精製型Betv1-I
gG4（10μg）の溶出を表す。
【図１０】Betv1-IgG1、Betv1-IgG4、およびBetv1-HGの結合を、放射免疫アッセイにおい
て試験した。プロテインGセファロースに結合させた抗体の連続希釈物に対する125I標識B
et v1の結合を試験した。
【図１１】セファロース結合型Bet v 1と放射標識Bet v 1を架橋するBetv1-IgG1、Betv1-
IgG4、およびBetv1-HGの能力を、放射免疫アッセイにおいて試験した。Bet v 1セファロ
ースに結合させた抗体の連続希釈物に対する125I標識Bet v1の結合を試験した。
【図１２】正常な7D8-IgG4、インタクトな7D8-IgG1、7D8-IgG1、F(ab')2、および7D8-IgG
1 Fabフラグメントとの比較における、マウスあたり100μgの静脈内投与後の7D8-HGのマ
ウス血漿濃度の片対数プロットを示す。
【図１３】用量／濃度-時間曲線（D/AUC）から算出された曲線下面積としての血漿クリア
ランス速度の対数プロットを示す。データは個々のマウスを表し、ml.日-1.kg-1で表す。
【図１４】A431細胞におけるEGF誘導性のEGFrのリン酸化の、抗EGFr mAb 2F8-HGによる阻
害を、2F8-IgG4および2F8-Fabフラグメントと比較して示す用量-反応曲線を示す。上パネ
ルは無血清培地における阻害曲線を示し、中パネルおよび下パネルは、それぞれ、培地に
100μg/mlおよび1000μg/mlの濃度のIVIGを添加した場合の阻害を示す。y軸は、抗ホスホ
-チロシンmAbによって検出されたリン酸化型EGFrを表し、時間分解蛍光単位（TRF単位）
で表される。x軸は、mAbの濃度μg/mlである。データ点は、4つの反復実験の平均およびS
EMである。
【図１５】時間内の濃度の片対数プロットを示す。初期血漿濃度は全て、100μg/mlのオ
ーダーであり、これはマウスの血漿区画への初期分布と一致する。ヒンジレスIgG4変種体
のクリアランスは、正常なIgG4のそれよりもわずかに速いのみであった。重要なことは、
ヒンジレス変種体のクリアランスが、同等の分子サイズを有するF(ab')2フラグメントの
それよりもずっと遅かったことである。本実験は、Fc部分が、正常な免疫系を有するマウ
スにおける血漿滞留時間に対して好ましい効果を有することを示し、内因性のIgGの存在
下であっても新生児Fc受容体（FcRn）と機能的な相互作用をするという示唆を提供する。
【図１６】EGFrタンパク質のコーティングに対する2F8-HGの結合を、ELISAにおいて、100
μg/mlの濃度のポリクローナルヒトIgG（IVIG）の存在下で、2F8-IgG4、2F8-IgG1、およ
び2F8-IgG1のFabフラグメントのそれと比較した。
【図１７】2F8-HGによるADCCの誘導を、2F8-IgG1および2F8-IgG4によるそれと比較した。
A431細胞を標的細胞として使用し、ヒト末梢血単核球をエフェクター細胞として使用した
。
【図１８】実施例において使用したプライマーの配列を示す。
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【図１９】実施例において使用したプライマーの配列を示す。
【図２０】IVIGを補充したSCIDマウスにおける7D8変種体のクリアランスを示す。図は、
上パネルにおいて、時間内のmAb 7D8変種体の濃度の片対数プロットを、および下パネル
において、総ヒトIgG濃度を示す。
【図２１】FcRn -/-マウス対野生型マウスの7D8変種体のクリアランスを示す。図は、時
間内の濃度の片対数プロットを示す。初期血漿濃度は全て、100μg/mlのオーダーであり
、これはマウスの血漿区画への初期分布と一致する。このモデルにおいては、ヒンジレス
IgG4変種体（7D8-HG）、正常ヒトIgG4（7D8-IgG4）、および7D8 IgG1由来のF(ab')2フラ
グメント（7D8-G1-F(ab')2）を比較した。
【図２２】DU-145細胞を培養し、（A）cMet-Fab、cMet-FabおよびIVIG、cMet-FabおよびH
GF、cMet-FabおよびIVIGおよびHGF（B）cMet-HG、cMet-HGおよびIVIG、cMet-HGおよびHGF
、cMet-HGおよびIVIGおよびHGFの連続希釈物と共にインキュベートした。分散を、48時間
後に、二重盲検下（14名による記録）で、顕微鏡により観察し、平均スコア±SEMをプロ
ットしている。
【図２３】DU-145細胞を培養し、10μg/mlの（A）cMet-Fab、cMet-FabおよびIVIG、cMet-
FabおよびHGF、cMet-FabおよびIVIGおよびHGF（B）cMet-HG、cMet-HGおよびIVIG、cMet-H
GおよびHGF、cMet-HGおよびIVIGおよびHGFと共にインキュベートした。分散を、48時間後
に、二重盲検下（14名による記録）で、顕微鏡により観察した。IVIGを加えたまたは加え
ていないcMet-FabおよびIVIGと共にプレインキュベートしたcMet-HGは、HGF誘導性の分散
を有意に阻害した。統計分析のために、仮の中央値3（最大分散）を用いて両側ウイルコ
クソン符号付き順位和検定を行った。
【図２４】cMet-HG（レーン1）、cMet-HGおよびIVIG（レーン2）、cMet-HGおよびHGF（レ
ーン3）、cMet-HG、IVIG、およびHGF（レーン4）、cMet-IgG1（レーン5）、cMet-IgG1お
よびIVIG（レーン6）、と共にインキュベートしたA549細胞から調製した抽出物を、4～20
％ Tris-HCl Criterion Precastゲル上でのSDS-PAGEおよびニトロセルロースメンブレン
上でのウェスタンブロットによって分離した。このメンブレンを、抗ホスホ-Met（pYpYpY
 1230 1234 1235）-ウサギIgG（Abcam, ab5662）と共に4℃で一晩インキュベートした。T
BSTで洗浄した後、二次抗体、ヤギ抗ウサギHRP, Cell Signalling, 7074を含むブロッキ
ング試薬を、ローラーバンクにおいて室温で60分間インキュベートした。このメンブレン
をTBSTで6回洗浄した。最後に、Luminol Echancerストップソリューションを用いてバン
ドを現像し、Lumiimagerで分析した。ウェスタンブロットは、ホスホ-Met（pYpYpY 1230 
1234 1235）を示す169Kdのバンドを示している。
【図２５】インビトロHIV-1中和アッセイへのHuMax-CD4またはHuMax-CD4のFabフラグメン
トの添加の開始濃度を示す。HuMax-CD4またはHuMax-CD4のFabフラグメントによる阻害のI
C50値は、4パラメータロジスティック曲線フィット法により算出し、各ウイルス構築物に
ついて示されている。
【図２６】HuMax-CD4、IgG対照を用いた腹腔内処置または未処置、およびHIV-1に感染さ
せた個々のPBMC再構成マウスのヒトT細胞の割合（％）、マウス細胞の割合（％）、なら
びにCD4およびCD8細胞の割合（％）、ならびにCD4/CD8比を示す。
【図２７】ルシフェラーゼ活性により測定した、CD4-CCR5またはCD4-CXCR4陽性細胞の様
々なHIV-1株の感染のHuMax-CD4またはHuMax-CD4のFabフラグメントによる阻害曲線（三つ
組測定値の平均）を示す。
【図２８】HuMax-CD4を用いた腹腔内処置、または未処置、およびHIV-1を感染させた個々
のPBMC再構成マウスの時間内の血漿HuMax-CD4濃度を示す。
【図２９】HuMax-CD4、IgG対照を用いた腹腔内処置または未処置、およびHIV-1を感染さ
せた個々のPBMC再構成マウスの時間内の測定されたHIV-1 RNAコピー数を示す。
【図３０】2F8-HGおよび脱グリコシル化変異体2F8-HG-GSTおよび2F8-HG-NSEの結合が、ポ
リクローナルヒトIgGの存在下および非存在下のEGFR ELISAにおいて試験された結果を示
す。
【図３１】非共有ナノエレクトロスプレイ質量分析（non-covalent nano-electrospray m
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ass spectrometry）を用いて測定した、各々のHG変異体の単量体として存在する分子の割
合を示す。HG変異体サンプルは50 mM水性酢酸アンモニウム溶液中で1μMの濃度に調製さ
れた。
【図３２】抗EGFr 2F8-HG（WT）およびその非グリコシル化変異体による、A431細胞中に
おけるEGF-誘導性EGFrリン酸化の阻害を示す用量反応曲線を示す。
【図３３】2F8-HG（WT）および2F8-IgG4と比較した、非グリコシル化変異体2F8-HG-GSTお
よび2F8-HG-NSEのクリアランス（D/AUCで表す）を示す。
【図３４】非共有ナノエレクトロスプレイ質量分析を用いて試験した、各々のHG変異体の
単量体として存在する分子の割合を示す。HG変異体サンプルは50 mM水性酢酸アンモニウ
ム溶液中で1μMの濃度に調製された。
【図３５】2F8-HG（WT）およびR277K HG変異体対照と比較した、CH3変異体のNativePAGET
M Novex（登録商標）ビストリスゲル電気泳動を示す。
【図３６】2F8-HGならびにCH3変異体の2F8-HG-T234Aおよび2F8-HG-L236Vの結合が、ポリ
クローナルヒトIgGの存在下および非存在下のEGFR ELISAにおいて試験された結果を示す
。
【図３７】2F8-HGならびにCH3変異体の2F8-HG-L236Aおよび2F8-HG-Y275Aの結合が、ポリ
クローナルヒトIgGの存在下および非存在下のEGFR ELISAにおいて試験された結果を示す
。
【図３８】抗EGFr 2F8-HG（WT）およびそのCH3変異体による、A431細胞中におけるEGF-誘
導性EGFrリン酸化の阻害を示す用量反応曲線を示す。
【図３９】2F8-HG（WT）およびR277Kと比較した、様々なモル濃度で単量体として存在す
るCH3変異体の分子の割合を示す。図39中の表は、図に示す曲線に基づいて計算された、
各CH3変異体および2F8-HG（WT）の単量体から二量体への転換のEC50値を示す。
【配列表フリーテキスト】
【００２７】
配列表の詳細な説明
　SEQ ID NO: 1：ヒトIgのCLカッパの核酸配列
　SEQ ID NO: 2：ヒトIgのカッパ軽鎖のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 3：ヒトIgのCLラムダの核酸配列
　SEQ ID NO: 4：ヒトIgのラムダ軽鎖のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 5：HuMab-7D8のVH領域の核酸配列
　SEQ ID NO: 6：HuMab-7D8のVH領域のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 7：マウス抗Betv-1のVH領域の核酸配列
　SEQ ID NO: 8：マウス抗Betv-1のVH領域のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 9：HuMab-7D8のVL領域の核酸配列
　SEQ ID NO: 10：HuMab-7D8のVL領域のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 11：マウス抗Betv1のVL領域の核酸配列
　SEQ ID NO: 12：マウス抗Betv1のVL領域のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 13：ヒトIgG4の野生型CH領域の核酸配列
　SEQ ID NO: 14：ヒトIgG4の野生型CH領域のアミノ酸配列
イタリック体で示された配列はCH1領域、ハイライトされた配列はヒンジ領域、通常の配
列はCH2領域、および下線のついた配列はCH3領域を示す。
　SEQ ID NO: 15：714位および722位の変異したヒトIgG4（SEQ ID NO: 13）のCH領域の核
酸配列
　SEQ ID NO: 16：ヒトIgG4のヒンジレスCH領域のアミノ酸配列
　SEQ ID NO: 17：ヒト定常ラムダ鎖のアミノ酸配列（アクセッション番号S25751）
　SEQ ID NO: 18：ヒト定常カッパ鎖のアミノ酸配列（アクセッション番号P01834）
　SEQ ID NO: 19：IgG1定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号P01857）。イタリ
ック体で示された配列はCH1領域、ハイライトされた配列はヒンジ領域、通常の配列はCH2
領域、および下線のついた配列はCH3領域を示す。
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　SEQ ID NO: 20：IgG2定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号P01859）。イタリ
ック体で示す配列はCH1領域、ハイライトされた配列はヒンジ領域、通常の配列はCH2領域
、および下線のついた配列はCH3領域を示す。
　SEQ ID NO: 21：IgG3定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号A23511）。イタリ
ック体で示す配列はCH1領域、ハイライトされた配列はヒンジ領域、通常の配列はCH2領域
、および下線のついた配列はCH3領域を示す。
　SEQ ID NO: 22～53：DNA構築物の調製に使用されたオリゴヌクレオチドプライマーを示
す。
　SEQ ID NO: 54：ヒンジレスIgG4のペプチド。
　SEQ ID NO: 55：IgG4の定常領域の一部
　SEQ ID NO: 56：ヒンジレスIgG4の定常領域の一部
【発明を実施するための形態】
【００２８】
発明の詳細な説明
　本発明をより容易に理解してもらうため、特定の用語を最初に定義しておく。さらなる
定義は詳細な説明を通じて示される。
【００２９】
　本明細書中で言及される「抗体」という用語には、抗体分子全体、抗原結合フラグメン
ト、一価抗体、およびそれらの単鎖が含まれる。抗体分子は、免疫グロブリンと呼ばれる
血漿タンパク質のファミリーに属し、その基本的な構成単位、免疫グロブリンフォールド
またはドメインは、多くの免疫系およびその他の生物学的認識系の分子において様々な形
で使用されている。ネイティブの抗体および免疫グロブリンは通常、二つの同一の軽（L
）鎖および二つの同一の重（H）鎖から構成される、約150,000ダルトンのヘテロ四量体糖
タンパク質である。各々の軽鎖は、一つの共有結合性ジスルフィド結合によって重鎖に連
結されているが、ジスルフィド結合の数は様々な免疫グロブリンアイソタイプの重鎖によ
って異なる。各々の重鎖および軽鎖はまた、一定間隔の鎖間ジスルフィド架橋を有し得る
。各々の軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書中ではVLと省略する）および軽鎖定常領域（本
明細書中ではCLと省略する）から構成される。各々の重鎖は、重鎖可変領域（VH）ならび
にCH1、CH2、およびCH3の三つのドメインからなる重鎖定常領域（CH）、ならびにヒンジ
領域から構成される。三つのCHドメインおよびヒンジ領域は、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4に
ついてそれぞれSEQ ID NO: 19、20、21、および14に示されている（下記参照）。軽鎖の
定常ドメインは、重鎖の第一定常ドメイン（CH1）と整列し、軽鎖の可変ドメインは重鎖
の可変ドメインと整列して、「Fabフラグメント」として公知の構造を形成する。重鎖のC

H1およびCH2は、いわゆるヒンジ領域によって相互に隔てられており、これによって、抗
体分子の「腕部」であるFabが一定範囲でスイングできる。ヒンジ領域は通常、一つまた
は複数のシステイン残基を含み、これが抗体分子におけるもう一方の重鎖のヒンジ領域の
システイン残基とジスルフィド結合を形成し得る。
【００３０】
　重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含む。抗体の定常領
域は、免疫グロブリンと、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）および古典的
補体系の第一成分（C1q）を含む宿主の組織または因子の結合を媒介し得る。
【００３１】
　免疫グロブリンは、それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づき、異なるクラ
スに割り当てることができる。免疫グロブリンには少なくとも5つの大クラス：IgA、IgD
、IgE、IgG、およびIgMがあり、これらのうちのいくつかはさらにサブクラス（アイソタ
イプ）、例えばIgG1、IgG2、IgG3、およびIgG4；IgA1およびIgA2に分類され得る。異なる
免疫グロブリンクラスに対応する重鎖定常ドメインの遺伝子は、それぞれ、アルファ（α
）、デルタ（δ）、イプシロン（ε）、ガンマ（γ）、およびミュー（μ）と呼ばれる。
免疫グロブリンのサブクラスは、異なる遺伝子、例えばγ1、γ2、γ3、およびγ4によっ
てコードされる。抗体軽鎖の遺伝子は、それらの定常ドメインのアミノ配列に基づき、二
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つの明確に異なるタイプ、カッパ（κ）およびラムダ（λ）のうちの一方に割り当てられ
る。異なる免疫グロブリンクラスのサブユニット構造および三次元配座は周知である。ヒ
ト集団には、異なる免疫グロブリンのアロタイプ、例えばIgG1重鎖についてはG1m(a)、G1
m(x)、G1m(f)、およびG1m(z)、ならびにカッパ軽鎖についてはKm1、Km1,2、およびKm3が
存在する。これらのアロタイプは、定常領域をコードする領域のアミノ酸が相違する。
【００３２】
　抗体という用語はまた、アミノ酸残基の一つまたは複数が、そのアミノ酸配列を含む抗
体の結合特性に有意な影響を及ぼさずまたは変化させずに、例えばアシル化またはグリコ
シル化によって誘導体化された、抗体の「誘導体」を包含する。
【００３３】
　本発明の文脈において、一価抗体の誘導体は、そうでないことが示されるかまたは文脈
と矛盾しない限り、例えば、一価抗体の一つもしくは複数のアミノ酸残基が化学的に改変
されている（例えば、アルキル化、アシル化、エステル形成、またはアミド形成によって
）か、または一つもしくは複数の非アミノ酸の有機および／もしくは無機原子もしくは分
子置換基（例えば、ポリエチレングリコール（PEG）基、親油性基（任意に、スペーサー
残基もしくはβ-アラニン、γ-アミノ酪酸（GABA）、L/D-グルタミン酸、コハク酸等の基
によりこのペプチドのアミノ酸配列に連結され得る）、フルオロフォア、ビオチン、放射
性核種等）を伴う一価抗体であり得、かつ同様にまたは代替的に、非必須、非天然および
／もしくは非Lアミノ酸残基を含み得る（しかし、繰り返すが、このような誘導体は、そ
れ自体は本発明から独立した特徴とみなされ、ペプチドの意味の中にこのような分子を含
めるのは本発明を説明する上で好都合だからであり、未改変のペプチドとこのような誘導
体の間のある種の等価性を示唆するためではないことが理解されるべきである）。このよ
うなアミノ酸残基の非限定的な例には、例えば、2-アミノアジピン酸、3-アミノアジピン
酸、β-アラニン、β-アミノプロピオン酸、2-アミノ酪酸、4-アミノ酪酸、6-アミノカプ
ロン酸、2-アミノヘプタン酸、2-アミノイソ酪酸、3-アミノイソ酪酸、2-アミノピメリン
酸、2,4-ジアミノ酪酸、デスモシン、2,2’-ジアミノピメリン酸、2,3-ジアミノプロピオ
ン酸、N-エチルグリシン、N-エチルアスパラギン、ヒドロキシリジン、アロヒドロキシリ
ジン、3-ヒドロキシプロリン、4-ヒドロキシプロリン、イソデスモシン、アロイソロイシ
ン、N-メチルグリシン、N-メチルイソロイシン、6-N-メチルリジン、N-メチルバリン、ノ
ルバリン、ノルロイシン、オルニチン、およびスタチンハロゲン化アミノ酸が含まれる。
【００３４】
　抗体のインビボ半減期は、例えば、Ig定常ドメインまたはIg様定常ドメインのサルベー
ジ受容体エピトープを改変し、その分子がインタクトなCH2ドメインまたはインタクトなI
g Fc領域を含まないようにすることによって改善され得る。US 6121022およびUS 6194551
を参照のこと。インビボ半減期はさらに、例えばインタクトな抗体分子の252位に対応す
る位置のロイシンをスレオニンで、インタクトな抗体分子の254位に対応する位置のセリ
ンをスレオニンで、またはインタクトな抗体分子の256位に対応する位置のフェニルアラ
ニンをスレオニンで置換することによってFc領域に変異を導入することにより増加され得
る。US 6277375を参照のこと。
【００３５】
　さらに、抗体、特にFabまたは他のフラグメントは、半減期を増加させるためにペグ化
され得る。これは、例えばFocus on Growth Factors 3, 4-10(1992)、EP 154 316、およ
びEP 401 384に記載されるような、当技術分野で公知のペグ化反応によって行われ得る。
【００３６】
　変異はまた、抗体コード配列の全体または一部に、例えば飽和変異誘発によって、無作
為に導入され得、得られる改変抗体は、結合活性および／または他の特徴についてスクリ
ーニングされ得る。
【００３７】
　「抗体誘導体」という用語は、任意の改変型の抗体、例えば抗体と別の作用物質または
抗体のコンジュゲートを意味する。
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【００３８】
　一価抗体などの抗体の「抗原結合部分」または「抗原結合ドメイン」という用語は、本
明細書中で使用する場合、抗原に特異的に結合する能力を保持する抗体の一つまたは複数
のフラグメントを意味する。抗体の抗原結合機能は、全長抗体のフラグメントによって発
揮され得ることが示されている。抗体の「抗原結合部分」という用語に包含される結合フ
ラグメントの例には、以下が含まれる：
（i）VL、VH、CL、およびCH1ドメインからなる一価フラグメントであるFabまたはFab'フ
ラグメント；
（ii）ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋によって連結された二つのFab'フラグメント
を含む二価フラグメントであるF(ab')2フラグメント；
（iii）本質的にVHおよびCH1ドメインからなるFdフラグメント；
（iv）本質的に抗体の一本のアームのVLおよびVHドメインからなるFvフラグメント；
（v）本質的にVHドメインからなるdAbフラグメント（Ward et al., Nature 341, 544-546
(1989)）；
（vi）単離された相補性決定領域（CDR）；ならびに
（vii）合成リンカーによって任意に接続され得る二つまたは複数の単離されたCDRの組み
合わせ。
【００３９】
　さらに、Fvフラグメントの二つのドメイン、VLおよびVHは別々の遺伝子によりコードさ
れるが、それらは、組換え法を用いることで、VLおよびVH領域が一価分子を形成するよう
一組にされた一つのタンパク質鎖として生成させ得る合成リンカーによって接続され得る
（単鎖抗体または単鎖Fv（scFv）として公知である。例えば、Bird et al., Science 242
, 423-426(1988)およびHuston et al., PNAS USA 85, 5879-5883(1988)を参照のこと）。
このような単鎖抗体は、そうでないことが記されるか文脈から明確に示されないかぎり、
抗体という用語に包含される。
【００４０】
　さらなる例は、
（i）免疫グロブリンヒンジ領域ポリペプチド、
（ii）ヒンジ領域に融合された免疫グロブリン重鎖CH2定常領域、および
（iii）CH2定常領域に融合された免疫グロブリン重鎖CH3定常領域
に融合された抗原結合ドメインポリペプチドを含む、抗原結合ドメイン免疫グロブリン融
合タンパク質である。
【００４１】
　抗原結合ドメインポリペプチドは、重鎖可変領域もしくは軽鎖可変領域、scFv、または
抗原に特異的に結合できる任意のその他のポリペプチドであり得る。このような結合ドメ
イン免疫グロブリン融合タンパク質はさらに、US 2003/0118592およびUS 2003/0133939に
開示されている。これらの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来技術を用いて獲得さ
れ、そのフラグメントはインタクトな抗体と同じ様式で有用性についてスクリーニングさ
れる。
【００４２】
　「抗体半分子（antibody half-molecule）」という用語は、一つのみの軽鎖および一つ
のみの重鎖を含み、水溶液中で一つの軽鎖および一つの重鎖のヘテロ二量体として存在す
ることを除いて上記の通りの抗体分子を意味するものとして本明細書中で使用される。こ
のような抗体は、抗原結合部分が一つのみしか存在しないため、本来的に一価である。
【００４３】
　ヌクレオチドまたはアミノ酸配列の文脈において、「保存的配列改変」という用語は、
そのヌクレオチド配列によってコードされるまたはそのアミノ酸配列を含む抗体の結合特
性に有意に影響しないまたは変化させない、それぞれ、ヌクレオチドおよびアミノ酸の改
変である。このような保存的配列改変には、ヌクレオチドおよびアミノ酸の置換、付加、
および欠失が含まれる。改変は、当技術分野で公知の標準技術、例えば部位特異的変異誘



(19) JP 5511654 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

発およびPCR媒介性変異誘発によってその配列に導入され得る。保存的アミノ酸置換には
、そのアミノ酸残基が、類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換されるものが含まれる。
類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当技術分野において定義されている。
これらのファミリーには、塩基性側鎖（例えばリジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性
側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖（例えばグリシン、アス
パラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン）
、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニル
アラニン、メチオニン）、β分枝側鎖（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン）、お
よび芳香族側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を
有するアミノ酸が含まれる。従って、特定の抗原に対して特異的なヒト抗体における推定
非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリー内の別のアミノ酸で置換され得る。
【００４４】
　本明細書中で使用する場合、ヒト抗体は、その抗体がヒト免疫グロブリン配列を用いる
系から、例えばヒト免疫グロブリン遺伝子を保有するトランスジェニックマウスを免疫す
ることによってまたはヒト免疫グロブリン遺伝子ライブラリをスクリーニングすることに
よって獲得される場合、特定の生殖細胞配列に「由来」するものであり、かつ選択された
ヒト抗体の可変性の遺伝子コード領域（重鎖または軽鎖のCDR3を含まない）は、核酸配列
において、生殖細胞免疫グロブリン遺伝子と少なくとも90％、より好ましくは少なくとも
95％、さらにより好ましくは少なくとも96％、97％、98％、または99％同一である。典型
的には、特定のヒト生殖細胞配列由来のヒト抗体は、生殖細胞免疫グロブリン遺伝子によ
りコードされるアミノ酸配列と、10個以下のアミノ酸の違い、より好ましくは5個以下、
またはさらにより好ましくは4、3、2、もしくは1個以下のアミノ酸の違いを示す。
【００４５】
　「エピトープ」という用語は、抗体に特異的に結合することのできるタンパク質の決定
基を意味する。エピトープは通常、化学的に活性な表面分子群、例えばアミノ酸または糖
側鎖からなり、かつ通常、特異的な三次元構造の特徴および特異的な電荷の特徴を有する
。立体配座的エピトープと非立体配座的エピトープは、変性溶媒の存在下で前者への結合
性が失われるが後者への結合性は失われない点で区別される。
【００４６】
　「不連続エピトープ」という用語は、本明細書中で使用する場合、そのタンパク質の一
次配列において離ればなれの少なくとも二つの領域から形成されるタンパク質抗原上の立
体配座的エピトープを意味する。
【００４７】
　ヌクレオチドおよびアミノ酸の配列に関して、「相同性」という用語は、適当な挿入ま
たは欠失を用いて最適に整列させ比較した場合の、二つの核酸またはアミノ酸配列の間の
同一性の程度を示す。あるいは、実質的な相同性は、DNAセグメントが、選択的なハイブ
リダイゼーション条件下でその相補鎖にハイブリダイズする場合に存在する。
【００４８】
　二つの配列間の同一性（パーセント）は、二つの配列の最適なアラインメントのために
導入する必要のあるギャップの数、各ギャップの長さを考慮した、それらの配列によって
共有される同一の位置の数の関数である（すなわち、相同性（％）＝同一位置の数／位置
の総数 × 100）。二つの配列間の配列比較および同一性（パーセント）の決定は、例え
ば以下に記載されるような数学的アルゴリズムを用いて達成され得る。
【００４９】
　二つのヌクレオチド配列間の同一性（パーセント）は、GCGソフトウェアパッケージ（h
ttp://www.gcg.comから入手可能）のGAPプログラムを、NWSgapdna.CMPマトリクスならび
に40、50、60、70、または80のギャップウェイトおよび1、2、3、4、5、または6のレング
スウェイト（length weight）で用いて決定され得る。二つのヌクレオチドまたはアミノ
酸配列間の同一性（パーセント）はまた、ALIGNプログラム（バージョン2.0）に組み込ま
れたE. MeyersおよびW. Millerのアルゴリズム（Comput. Appl. Biosci., 4, 11-17(1988
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)）を、PAM120ウェイト残基テーブル、12のギャップレングスペナルティ、および4のギャ
ップペナルティで用いることによっても決定され得る。さらに、二つのアミノ酸配列間の
同一性（パーセント）は、GCGソフトウェアパッケージ（http://www.gcg.comから入手可
能）のGAPプログラムに組み込まれたNeedlemanおよびWunsch（J. Mol. Biol. 48, 444-45
3(1970)）のアルゴリズムを、Blossum62マトリクスまたはPAM250マトリクスならびに16、
14、12、10、8、6、または4のギャップウェイトおよび1、2、3、4、5、または6のレング
スウェイトを用いて決定され得る。
【００５０】
　本明細書中で使用する場合、「宿主細胞」（または「組換え宿主細胞」）という用語は
、組換え発現ベクターが導入された細胞を意味することが意図される。このような用語は
、特定の対象の細胞だけでなく、そのような細胞の子孫をも意味することを意図している
ことが理解されるべきである。変異または環境からの影響のいずれかにより後の世代にお
いては一定の変化が生じ得るため、実際のところ、このような子孫は、その親細胞と同一
でない場合もあるが、そうであっても本明細書中で使用する場合は「宿主細胞」という用
語の範囲に含まれる。組換え宿主細胞には、例えば、トランスフェクトーマ（transfecto
ma）、例えばトランスフェクトしたCHO細胞、NS/0細胞、およびリンパ球細胞が含まれる
。単数形の「宿主細胞」という用語はまた、特定種の宿主細胞の培養物を意味する場合も
ある。
【００５１】
　本明細書中で使用する場合、「ヒト抗体」という用語は、ヒト生殖細胞免疫グロブリン
配列由来の可変領域および定常領域を有する抗体を含むことが意図される。本発明のヒト
抗体は、ヒト生殖細胞免疫グロブリン配列によってはコードされないアミノ酸残基（例え
ば、インビトロでの無作為変異誘発もしくは部位特異的変異誘発またはインビボでの体細
胞変異によって導入された変異）を含み得る。しかし、本明細書中で使用する場合、「ヒ
ト抗体」という用語は、別の哺乳動物種、例えばマウスの生殖細胞由来のCDR1もしくはCD
R2配列、または別の種、例えばマウス由来の抗体由来のCDR3領域がヒトフレームワーク配
列に移植された抗体を含むことを意図しない。
【００５２】
　本明細書中で使用する場合、「KD」（M）という用語は、特定の抗体-抗原相互作用の解
離平衡定数を意味する。
【００５３】
　本明細書中で使用する場合、「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成
物」という用語は、単一の分子組成の抗体分子の調製物を意味する。モノクローナル抗体
組成物は、特定のエピトープに対する単一の結合特異性および親和性を示す。従って、「
ヒトモノクローナル抗体」という用語は、ヒト生殖細胞免疫グロブリン配列由来の可変領
域および定常領域を有する、単一の結合特異性を示す抗体を意味する。
【００５４】
　「一価抗体」という用語は、本発明の文脈においては、抗体分子が単一の抗原分子と結
合できる、従って抗原の架橋ができないことを意味する。
【００５５】
　本明細書中で使用する場合、「核酸」、「核酸構築物」、または「核酸分子」という用
語は、DNA分子およびRNA分子を含むことを意図する。核酸分子は一本鎖または二本鎖であ
り得る。
【００５６】
　本明細書中で使用する場合、「単離された核酸」、「単離された核酸構築物」、または
「単離された核酸分子」という用語は、抗体をコードする核酸またはそのフラグメントを
参照する場合、インタクトな抗体をコードするヌクレオチド配列またはそのフラグメント
が他のヌクレオチド配列を含まない核酸分子を意味することが意図される。核酸は、アル
カリ／SDS処理、CsCl勾配、カラムクロマトグラフィ、アガロースゲル電気泳動、および
当技術分野で周知の他の技術を含む標準技術によって、他の細胞成分または他の混入物質
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、例えば他の細胞の核酸またはタンパク質から精製された場合に、単離されたまたは実質
的に純粋であり得る。F. Ausubel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing and Wiley Interscience, New York(1987)を参照のこと。
【００５７】
　核酸は、別の核酸配列と機能的関係下におかれた場合、「機能的に連結」されている。
例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、コード配列の転写に影響を及ぼす場合、そ
の配列に機能的に連結されている。スイッチ配列については、機能的に連結されるとは、
その配列がスイッチ組換えを行うことができることを指す。
【００５８】
　「生理学的条件」という場合、それはインビボ、生物内、またはインビボ条件を完全に
もしくは部分的に模倣することによって再現されたインビボ条件、例えば血液と等価な浸
透圧値を有する水溶液に存在する条件を意味する。
【００５９】
　本明細書中で使用する場合、「組換えヒト抗体」という用語は、組換え手段によって調
製、発現、作製、または単離された全てのヒト抗体、例えば（a）ヒト免疫グロブリン遺
伝子についてトランスジェニックまたはトランスクロモソーマルな動物（例えばマウス）
またはその動物から調製されたハイブリドーマから単離された抗体、（b）抗体を発現す
るよう形質転換された宿主細胞から、例えばトランスフェクトーマから単離された抗体、
（c）組換えコンビナトリアルヒト抗体ライブラリから単離された抗体、および（d）ヒト
免疫グロブリン遺伝子配列の他のDNA配列へのスプライシングを含む任意の他の手段によ
り調製、発現、作製、または単離された抗体を含む。このような組換えヒト抗体は、ヒト
生殖細胞免疫グロブリン配列由来の可変領域および定常領域を有する。このような組み換
えヒト抗体は、インビトロ変異誘発（またはヒトIg配列についてトランスジェニックな動
物が使用される場合は、インビボ体細胞変異誘発）に供され得るので、組換え抗体のVHお
よびVL領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖細胞のVHおよびVL配列に由来し関連するにもかか
わらず、インビボのヒト抗体生殖細胞レパートリーの中に本来的に存在しない可能性もあ
る。
【００６０】
　本明細書中で使用する場合、「特異的な結合」は、所定の抗原に対する抗体またはその
抗原結合フラグメントの結合を意味する。典型的には、抗体は、例えばBIAcoreにおいて
スルホンプラズモン共鳴を用いてまたはFACSもしくはELISAにおけるIC50値に基づく見か
け上の親和性として測定した場合、約10-7Mもしくはそれ未満、例えば約10-8Mもしくはそ
れ未満、例えば約10-9Mもしくはそれ未満、約10-10Mもしくはそれ未満、または約10-11M
もしくはそれ未満のKDに対応する親和性で結合し、かつ非特異的抗原（例えばBSA、カゼ
イン）または所定の抗原もしくは関係の近い抗原以外の抗原に対する結合の親和性よりも
、少なくとも10倍低い、例えば少なくとも100倍低い、例えば少なくとも1000倍低い、例
えば少なくとも10,000倍低い、例えば少なくとも100,000倍低いKDに対応する親和性で所
定の抗原に結合する。親和性が低くなる量は、抗原結合ペプチドのKDに依存し、したがっ
て抗原結合ペプチドのKDが非常に低い（すなわち、その抗原結合ペプチドが極めて特異的
である）場合、その抗原に対する親和性が非特異的抗原に対する親和性よりも低い量は、
少なくとも10,000倍であり得る。
【００６１】
　本明細書中で使用する場合、「被験体」という用語には、任意のヒトまたは非ヒト動物
が含まれる。「非ヒト動物」という用語には、全ての脊椎動物、例えば哺乳動物および非
哺乳動物、例えば非ヒト霊長類、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ウシ、マウス、ラット、ウサギ、
ニワトリ、両生類、は虫類等が含まれる。
【００６２】
　「治療的」有効用量または「治療的有効量」という場合、一定期間にわたり所望の治療
的結果を達成するのに有効な用量または量を意味するものと解釈されるべきである。本発
明の一価抗体の治療的有効用量は、当然、抗体の標的によって変化し、疾患の状態、個体
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の年齢、性別、および体重、ならびにその個体において一価抗体が所望の反応を惹起する
能力等の要因によっても変化し得る。治療的有効用量または量は、その一価抗体の治療的
に有益な効果が任意の毒性または有害な効果に勝る用量または量でもあり得る。
【００６３】
　「トランスジェニック非ヒト動物」という用語は、一つまたは複数のヒト重鎖および／
または軽鎖の導入遺伝子または導入染色体（transchromosome）を含むゲノムを有し（そ
の動物の生来のゲノムDNAに組み込まれているかまたは組み込まれていないかのいずれか
）、かつヒト抗体を発現できる非ヒト動物を意味する。例えば、トランスジェニックマウ
スは、ヒト軽鎖導入遺伝子およびヒト重鎖導入遺伝子またはヒト重鎖導入染色体のいずれ
かを有するため、抗原および／または抗原を発現する細胞で免疫した場合にヒト抗体を産
生し得る。ヒト重鎖導入遺伝子は、トランスジェニックマウス、例えばHuMAbマウス、例
えばHCo7またはHCo12マウスの場合のように、そのマウスの染色体DNAに組み込まれている
か、またはヒト重鎖導入遺伝子は、WO 02/43478に記載されるようなトランスクロモソー
マルKMマウスの場合のように、染色体外で維持され得る。このようなトランスジェニック
およびトランスクロモソーマルマウスは、V-D-J組換えおよびアイソタイプスイッチを起
こすことによって、所与の抗原に対して複数のクラスおよびアイソタイプの一価抗体（例
えばIgM、IgG、IgA、および／またはIgE）を産生することができる。
【００６４】
　本明細書中で使用する場合、「トランスフェクトーマ」という用語は、抗体を発現する
組換え真核生物宿主細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞、NS/0細胞、H
EK293細胞、植物細胞、または酵母細胞を含む真菌を含む。
【００６５】
　「処置（treatment）」または「処置する（treating）」または「処置する（treat）」
という用語は、症状または疾患状態を緩和、寛解、または根絶（治癒）することを意味す
る。
【００６６】
　「抗体価」という用語は、その抗体が反応できる抗原決定基の最大数を意味する。例え
ば、IgG抗体は、二つのFab領域を含み、二つの抗原分子または同一粒子上の二つの部位に
結合することができるので、二価を有する。
【００６７】
　「N-結合型グリコシル化のアクセプター部位」という用語は、Asn残基がグリコシル化
されやすいポリペプチド上の部位を指す。このタイプのグリコシル化の典型的なコンセン
サス部位は、Asn-X-Ser/Thrであり、XはPro以外の任意のアミノ酸であり得る。
【００６８】
　本明細書中で使用する場合、「ベクター」という用語は、それに連結された別の核酸を
輸送しその複製を誘導することのできる核酸分子を意味することが意図される。一つのタ
イプのベクターは「プラスミド」であり、これは環状の二本鎖DNAループでありその中に
追加のDNAセグメントがライゲーションされ得る。別のタイプのベクターはウイルスベク
ターであり、追加のDNAまたはRNAセグメントはウイルスゲノムにライゲーションされ得る
。一部のベクターは、導入された宿主細胞内で自律複製を行うことができる（例えば、細
菌複製起点を有する細菌ベクターおよびエピソーム型哺乳動物ベクター）。他のベクター
（例えば、非エピソーム型哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入の際に宿主細胞のゲ
ノムに組み込まれ得、それによって宿主のゲノムと一緒に複製される。さらに、一部のベ
クターは、それらに機能的に連結された遺伝子の発現を誘導することができる。このよう
なベクターは、本明細書中では、「組換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」
）と称される。一般的に、組換えDNA技術において有用な発現ベクターの多くはプラスミ
ド形式のものである。プラスミドは最も一般的に使用されているベクター形式であるため
、本明細書においては、「プラスミド」および「ベクター」は互換的に使用され得る。し
かし、本発明は、等価な機能を発揮するウイルスベクター（例えば、複製欠損型レトロウ
イルス、アデノウイルス、およびアデノ随伴ウイルス）等の他の発現ベクター形式を含む
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ことが意図される。
【００６９】
　免疫グロブリンには5つの異なるクラス、すなわちIgM、IgD、IgG、IgA、およびIgEが存
在し、これらのクラスはそれらのC領域によって区別され得る。
【００７０】
　IgGクラスの抗体の中には、いくつかのサブクラス、すなわちヒトにおいてはIgG1、IgG
2、IgG3、およびIgG4が存在する（Jefferis, R. 1990. Molecular structure of human I
gG subclasses. In The human IgG subclasses. F. Shakib, ed. Pergamon Press, Oxfor
d, p.15）。各々のIgG重鎖は、異なる遺伝子セグメントまたはエクソンによりコードされ
る、構造上関連するペプチド配列（すなわち、可変領域ドメインおよび定常領域ドメイン
）から構成される。CH1ドメインとCH2ドメインをつなぐヒンジ領域は、別のエクソンによ
りコードされる。4つのIgGサブクラスの重鎖の各々は、カッパまたはラムダのいずれかの
軽鎖と共に発現されて、二つの同一の重鎖および二つの同一のカッパまたはラムダ軽鎖か
ら構成される本質的に対称性の分子を形成し得る。重鎖間の比較は、CH1、CH2、およびCH
3の相同領域を規定する。4つのサブクラスの各々の相同領域間の比較は＞95％の配列同一
性を示す（Jefferis, R. 1990. F. Shakib, ed. Pergamon Press, Oxford, p.15）。CH1
ドメインとCH2ドメインの間の配列は、分子の屈曲性を実現することから、ヒンジ領域と
称される。CH3ドメインは対を形成し、その非共有結合性相互作用は、そのIgG分子が、穏
やかな条件下での重鎖間ジスルフィド架橋の還元後においてもその構造上の完全性を維持
するのに十分なものである。CH3ドメインの対はコンパクトでありかつ二つのドメインの
間でほぼ正確なダイアド（dyad）が形成される点でFabにおける対と似ている（Saphire, 
et al., 2002. J Mol Biol 319: 9）。これは、緊密に結合せず、それらの接触が主とし
てAsn297残基に付着する二つの糖鎖により媒介されるCH2ドメインと対照的である（Saphi
re, et al., 2002. J Mol Biol 319: 9）。
【００７１】
　このように、二つの重鎖-軽鎖ヘテロ二量体が連結された特徴的なIgGの構造は、ヒンジ
領域の重鎖間ジスルフィド架橋およびCH3ドメインの非共有結合性相互作用によって維持
されている。
【００７２】
　CH3領域における相互作用は、IgG1において重要であることが示されている。一つのみ
の軽鎖および一つのみの重鎖からなる二量体構成を有するIg半分子は、ヒトおよびマウス
のプラスマ細胞腫における稀な欠失の結果として記載されている。髄外軟部組織プラスマ
細胞腫、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、形質細胞性白血病、および多発性
骨髄腫に罹患した一部の患者は、尿中にIgG半分子を排出する。半分子はまた、その血清
中にも存在することが見出された。これらの半分子の生化学的性質の研究は、これらが、
重鎖CH1、ヒンジ、およびCH2領域は正常のようであるが、CH3領域に欠失が見られるIgG1
分子からなることを示した。
【００７３】
　本発明者らは、本願において、IgG4のヒンジ領域を除去することにより、二つの重鎖-
軽鎖ヘテロ二量体間の連結が失われているかまたは弱まった、一価抗体が生成されること
を示す。従って、他のIgGサブクラスのヒンジ領域のジスルフィド架橋を単独でまたはCH3
ドメインの相互作用における変異と組み合わせて変化させることで、これらの他のサブク
ラスについても一価抗体が形成され得る。軽鎖の相互作用を妨げるためにアミノ酸を選択
するおよび選択されたアミノ酸を改変する上で、Igサブクラスの構造に関する本質的な知
識および本発明において提供される知識を使用することは、十分に当業者の能力のうちで
ある。
【００７４】
　第一の主な局面では、本発明は、
(i) 選択された抗原特異的抗体の可変領域または該領域の抗原結合部、ならびに
(ii) CH2およびCH3領域を含む、免疫グロブリンのCH領域またはそのフラグメントであっ
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て、ヒンジ領域に対応する領域、および免疫グロブリンがIgG4サブタイプでない場合には
CH領域の他の領域、例えばCH3領域が、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のCH領域
とのジスルフィド結合または同一のCH領域との他の共有結合もしくは安定な非共有結合性
の重鎖間結合を形成する能力のあるアミノ酸残基を全く含まないように改変されている、
CH領域またはそのフラグメント
を含み、ここで抗体の配列はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないよ
うに改変されている一価抗体に関する。
【００７５】
　典型的には、 一価抗体の可変領域およびCH領域は、ペプチド結合により互いに連結し
ており、単一のオープンリーディングフレームから産生される。理論に縛られることはな
いが、本発明に従う一価抗体は、FcRnに結合する能力があると考えられる。そのような結
合は、当技術分野で公知である結合の決定方法を使用する、例えばELISAアッセイを使用
することによって決定できる。FcRnに対する本発明の一価抗体の結合は、例えば、同一の
アッセイにおいて本発明の一価抗体のVH領域およびVL領域と同一のVH領域およびVL領域を
有するF(ab')2フラグメントのFcRnに対する結合と比較することができる。一つの態様で
は、FcRnに対する本発明の一価抗体の結合は、FcRnに対するF(ab')2フラグメントの結合
より10倍超強い。
【００７６】
　一つの態様では、抗体はCH1領域を（さらに）含む。
【００７７】
　別の態様では、一価抗体は該可変領域および該CH領域からなる。
【００７８】
　別の態様では、可変領域はVH領域である。さらなる態様では、可変領域はVL領域である
。またさらなる態様では、抗体はCL領域を含まない。
【００７９】
　重要な態様では、本発明の一価抗体は重鎖および軽鎖を含み、重鎖は
（i）選択された抗原特異的抗体のVH領域、または該領域の抗原結合部、および
（ii）上記に定義されるCH領域
を含み、かつ軽鎖は
（i）選択された抗原特異的抗体のVL領域、または該領域の抗原結合部、および
（ii）IgG1サブタイプの場合には、ポリクローナルヒトIgGの存在下で、同一のCL領域と
のジスルフィド結合、または同一のCL領域との他の共有結合を形成する能力のあるアミノ
酸を全く含まないように改変されている、CL領域
を含む。
【００８０】
　典型的には、上記に定義される一価抗体の軽鎖および重鎖は、一つまたは複数のジスル
フィド結合を介して互いに連結している。そのようなジスルフィド結合では、ジスルフィ
ド結合の結合パートナーのいずれも、ヒンジ領域に対応する領域中には存在しないことは
明らかである。しかし一つの態様では、一価抗体の軽鎖および重鎖は、一つまたは複数の
アミド結合を介して互いに連結している。
【００８１】
　さらに、典型的には、軽鎖のVL領域およびCL領域は、ペプチド結合を介して互いに連結
しており、単一のオープンリーディングフレームから産生される。
【００８２】
　一つの態様において、本発明の抗体分子のVHおよびVL領域は、同じ抗原特異的な抗体由
来である。
【００８３】
　本発明によれば、抗体分子の軽鎖のCL領域の配列は、免疫グロブリンのCL領域の配列由
来であり得る。一つの態様において、CL領域は、ヒトIgGのカッパ軽鎖の定常領域である
。一つの態様において、CL領域は、SEQ ID No: 2のアミノ酸配列を含む。一つの態様にお
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いて、CL領域は、ヒトIgGのラムダ軽鎖の定常領域である。一つの態様において、CL領域
は、SEQ ID No: 4のアミノ酸配列を含む。
【００８４】
　一つの態様では、本発明の一価抗体は、例えばIgG1、IgG2、またはIgG4のようなIgG1、
IgG2、IgG3、IgG4、IgA、またはIgD抗体である。さらなる態様では、一価抗体はヒト抗体
である。
【００８５】
　本発明の一価抗体は、上記のアイソタイプの変種体でも良い。たとえば、変種IgG4抗体
は、例えば一つの変種抗体の定常ドメインおよび／または可変領域（またはそれらの任意
の一つもしくは複数のCDR）における置換、欠失、挿入、または末端への配列付加である
、一つまたは複数の適当なアミノ酸残基の変更によりIgG4抗体と相違する抗体で良い。典
型的には、アミノ酸の変更、例えば保存的置換変種は、望ましくは、その親の配列の構造
上の特徴を実質的に変化させない（例えば、アミノ酸の置換がその親の配列の機能を特徴
付ける二次構造を破壊しない傾向を有する）が、有利な特性、例えばその抗体の機能的特
性または薬物動態特性の変化、例えば半減期の増加、免疫原性の変更、別の分子に対する
共有結合性または非共有結合性の結合部位の提供、タンパク質分解に対する感受性の減少
、または酸化に対する感受性の減少に関連するものであり得る。変種体の例には、CH3領
域に改変、例えば、SEQ ID NO: 16の225、234、236、238、273、もしくは275位、または
非IgG4アイソタイプにおける対応する残基の任意の一つまたは複数の置換または欠失を有
する変種体が含まれる。これらの位置における改変は、例えば、本発明のヒンジ改変抗体
間の分子間相互作用をさらに低下させる可能性がある。他の例には、定常領域の改変、例
えば、SEQ ID NO: 16の118、120、122、124、175、248、296、302位または非IgG4アイソ
タイプにおける対応する残基の任意の一つまたは複数の置換または欠失を有する変種体が
含まれる。これらの位置における改変は、例えば、本発明のヒンジ改変抗体の半減期を増
加させる可能性がある。
【００８６】
　一つの態様では、本発明の一価抗体はSEQ ID NO: 19に示されるCH3領域を含むが、CH3
領域は、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われるように改変されている：238位
のArg（R）がGln（Q）により置換されている；239位のAsp（D）がGlu（E）により置換さ
れている；249位のThr（T）がAla（A）により置換されている；251位のLeu（L）がAla（A
）により置換されている；251位のLeu（L）がVal（V）により置換されている；288位のPh
e（F）がAla（A）により置換されている；288位のPhe（F）がLeu（L）により置換されて
いる；290位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている；292位のLys（K）がArg（R）に
より置換されている；292位のLys（K）がAla（A）により置換されている；302位のGln（Q
）がGlu（E）により置換されている；および328位のPro（P）がLeu（L）により置換され
ている。
【００８７】
　そのさらなる態様では、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われている：238位
のArg（R）がGln（Q）により置換されている；239位のAsp（D）がGlu（E）により置換さ
れている；292位のLys（K）がArg（R）により置換されている；302位のGln（Q）がGlu（E
）により置換されている；および328位のPro（P）がLeu（L）により置換されている。ま
たさらなる態様では：
（i）238位のArg（R）がGln（Q）により置換されているか、
（ii）238位のArg（R）がGln（Q）により置換され、かつ328位のPro（P）がLeu（L）によ
り置換されているか、または
（iii）上記に定義される五つの置換すべてが行われている。
【００８８】
　そのさらに別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 19に示されるCH1および／またはCH2
領域をさらに含むが、ただしCH2領域はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く
含まないように改変されている。
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【００８９】
　一つの態様では、本発明の一価抗体は、SEQ ID NO: 18に示されるアミノ酸配列を有す
るカッパCL領域を含むが、配列は106位の末端システイン残基が別のアミノ酸残基で置換
されるか欠失するように改変されている。
【００９０】
　別の態様では、本発明の一価抗体は、SEQ ID NO: 17に示されるアミノ酸配列を有する
ラムダCL領域を含むが、配列は104位のシステイン残基が別のアミノ酸残基で置換される
か欠失するように改変されている。
【００９１】
　さらなる態様では、本発明の一価抗体は、SEQ ID NO: 19に示されるCH1領域を含むが、
CH1領域は、14位のSer（S）がシステイン残基により置換されるように改変されている。
【００９２】
　異なる態様では、本発明の一価抗体はSEQ ID NO: 20に示されるCH3領域を含むが、CH3
領域は、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われるように改変されている：234位
のArg（R）がGln（Q）により置換されている；245位のThr（T）がAla（A）により置換さ
れている；247位のLeu（L）がAla（A）により置換されている；247位のLeu（L）がVal（V
）により置換されている；276位のMet（M）がVal（V）により置換されている；284位のPh
e（F）がAla（A）により置換されている；284位のPhe（F）がLeu（L）により置換されて
いる；286位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている；288位のLys（K）がArg（R）に
より置換されている；288位のLys（K）がAla（A）により置換されている；298位のGln（Q
）がGlu（E）により置換されている；および324位のPro（P）がLeu（L）により置換され
ている。
【００９３】
　そのさらなる態様では、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われている：234位
のArg（R）がGln（Q）により置換されている； 276位のMet（M）がVal（V）により置換さ
れている；288位のLys（K）がArg（R）により置換されている；298位のGln（Q）がGlu（E
）により置換されている；および324位のPro（P）がLeu（L）により置換されている。ま
たさらなる態様では：
（i）234位のArg（R）がGln（Q）により置換されているか；
（ii）234位のArg（R）がGln（Q）により置換され、かつ324位のPro（P）がLeu（L）によ
り置換されているか；または
（iii）上記に定義される五つの置換すべてが行われている。
【００９４】
　その別のさらなる態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 20に示されるCH1および／またはCH
2領域をさらに含むが、ただしCH2領域はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く
含まないように改変されている。
【００９５】
　さらに異なる態様では、本発明の一価抗体はSEQ ID NO: 21に示されるCH3領域を含むが
、CH3領域は、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われるように改変されている：2
85位のArg（R）がGln（Q）により置換されている；296位のThr（T）がAla（A）により置
換されている；298位のLeu（L）がAla（A）により置換されている；298位のLeu（L）がVa
l（V）により置換されている；314位のSer（S）がAsn（N）により置換されている；322位
のAsn（N）がLys（K）により置換されている；327位のMet（M）がVal（V）により置換さ
れている；335位のPhe（F）がAla（A）により置換されている；335位のPhe（F）がLeu（L
）により置換されている；337位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている；339位のLy
s（K）がArg（R）により置換されている；339位のLys（K）がAla（A）により置換されて
いる；349位のGln（Q）がGlu（E）により置換されている；352位のIle（I）がVal（V）に
より置換されている；365位のArg（R）がHis（H）により置換されている；366位のPhe（F
）がTyr（Y）により置換されている；および375位のPro（P）がLeu（L）により置換され
ている、
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ただしCH3領域はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全く含まないように改変さ
れている。
【００９６】
　そのさらなる態様では、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われている：285位
のArg（R）がGln（Q）により置換されている；314位のSer（S）がAsn（N）により置換さ
れている；322位のAsn（N）がLys（K）により置換されている；327位のMet（M）がVal（V
）により置換されている；339位のLys（K）がArg（R）により置換されている；349位のGl
n（Q）がGlu（E）により置換されている；352位のIle（I）がVal（V）により置換されて
いる；365位のArg（R）がHis（H）により置換されている；366位のPhe（F）がTyr（Y）に
より置換されている；および375位のPro（P）がLeu（L）により置換されている。またさ
らなる態様では：
（i）285位のArg（R）がGln（Q）により置換されているか、
（ii）285位のArg（R）がGln（Q）により置換され、かつ375位のPro（P）がLeu（L）によ
り置換されているか、または
（iii）上記に定義される10個の置換すべてが行われている。
【００９７】
　その別のさらなる態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 21に示されるCH1および／またはCH
2領域をさらに含むが、ただしCH22領域はN-結合型グリコシル化のアクセプター部位を全
く含まないように改変されている。
【００９８】
　さらなる態様では、本発明の一価抗体は、例えば、一価抗体が二量体化する能力を低下
させるため、または、例えば、FcRnに対する結合の改善により、薬物動態プロファイルを
改善するために、例えば、CH2および／またはCH3領域においてさらに改変されている。
【００９９】
　そのような改変の例には、以下の置換が含まれる（ここではSEQ ID NO: 16で与えられ
るIgG4残基を参照するが、同一の置換は、IgG1のような他のアイソタイプ中の対応する残
基でも行なうことができる。これらの対応する残基は、配列を単に整列させることによっ
て見つけることができる）：CH3領域中で、T234A、L236A、L236V、F273A、F273L、Y275A
、E225A、K238A、K238T、D267A、L236E、L236G、F273D、F273T、Y275E、およびCH2領域中
：T118Q、M296L、M120Y、S122T、T1224E、N302A、T175A、E248A、N302A。複合効果を得る
ために上述の置換のうちの二つまたはそれ以上が組み合わされる。
【０１００】
　したがって、一つの態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含む。
【０１０１】
　しかしながら、別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、
- 225位のGlu（E）がAla（A）により置換されている、および／または
- 234位のThr（T）がAla（A）により置換されている、および／または
- 236位のLeu（L）がAla（A）、Val（V）、Glu（E）、もしくはGly（G）により置換され
ている、および／または
- 238位のLys（K）がAla（A）により置換されている、および／または
- 267位のAsp（D）がAla（A）により置換されている、および／または
- 273位のPhe（F）がAla（A）もしくはLeu（L）により置換されている。
- 275位のTyr（Y）がAla（A）により置換されている。
【０１０２】
　別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、
- 225位のGlu（E）がAla（A）により置換されている、および／または
- 234位のThr（T）がAla（A）により置換されている、および／または
- 236位のLeu（L）がAla（A）、Val（V）、Glu（E）、もしくはGly（G）により置換され
ている、および／または
- 238位のLys（K）がAla（A）により置換されている、および／または
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- 267位のAsp（D）がAla（A）により置換されている、および／または
- 273位のPhe（F）がAsp（D）により置換され、かつ275位のTyr（Y）がGlu（E）により置
換されている。
【０１０３】
　別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、
- 225位のGlu（E）がAla（A）により置換されている、および／または
- 234位のThr（T）がAla（A）により置換されている、および／または
- 236位のLeu（L）がAla（A）、Val（V）、Glu（E）、もしくはGly（G）により置換され
ている、および／または
- 238位のLys（K）がAla（A）により置換されている、および／または
- 267位のAsp（D）がAla（A）により置換されている、および／または
- 273位のPhe（F）がThr（T）により置換され、かつ275位のTyr（Y）がGlu（E）により置
換されている。
【０１０４】
　一つの態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH2領域を含むが、118位のThr（
T）がGln（Q）により置換され、かつ／または296位のMet（M）がLeu（L）により置換され
ている。
【０１０５】
　一つの態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH2領域を含むが、以下の置換の
うちの一つ、二つまたは三つ全てが行われている：120位のMet（M）がTyr（Y）により置
換されている；122位のSer（S）がThr（T）により置換されている；および124位のThr（T
）がGlu（E）により置換されている。
【０１０６】
　別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH2領域を含むが、302位のAsn（N
）がAla（A）により置換されている。
【０１０７】
　さらに別の態様では、一価抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH2領域を含むが、302位のA
sn（N）がAla（A）により置換され、かつ175位のThr（T）がAla（A）により置換され、か
つ248位のGlu（E）がAla（A）により置換されている。
【０１０８】
　さらに異なる態様では、本発明の抗体はSEQ ID NO: 16に示されるCH3領域を含むが、CH
3領域は、一つまたは複数の以下のアミノ酸置換が行われるように改変されている：234位
のThr（T）がAla（A）により置換されている；236位のLeu（L）がAla（A）により置換さ
れている；236位のLeu（L）がVal（V）により置換されている；273位のPhe（F）がAla（A
）により置換されている；273位のPhe（F）がLeu（L）により置換されている；275位のTy
r（Y）がAla（A）により置換されている；277位のArg（R）がAla（A）により置換されて
いる。
【０１０９】
　好ましい置換には以下が含まれる：236位のLeu（L）のVal（V）による置換、273位のPh
e（F）のAla（A）による置換、および275位のTyr（Y）のAla（A）による置換。
【０１１０】
　本発明の一つの態様では、一価抗体は合成抗原（Tyr、Glu）-Ala-Lysに結合しない。
【０１１１】
　ヒンジ領域は、重鎖の定常ドメインのCH1領域とCH2領域の間に位置する抗体の領域であ
る。ヒンジ領域の規模は、ヒンジ領域をコードする別個のエクソンによって決定される。
ヒンジ領域は通常、一方の重鎖のヒンジ領域の一つまたは複数のシステイン残基ともう一
方の重鎖のヒンジ領域の一つまたは複数のシステイン残基の間のジスルフィド結合または
架橋の形成を通じて、抗体の4本のペプチド鎖を伝統的な四量体形態に正確に配置するの
に関与する。従って、ヒンジ領域のあらゆるアミノ酸残基がジスルフィド結合の形成に関
与できないようにするヒンジ領域の改変は、例えば、非改変型ヒンジ領域に存在するシス
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テイン残基の欠失および／または置換を含み得る。本明細書の目的上、ヒンジ領域に対応
する領域は、抗体の重鎖のCH1領域とCH2領域の間の領域を意味するものと解釈されるべき
である。本発明の文脈において、このような領域はアミノ酸残基を全く含まず（ヒンジ領
域の欠失に相当）、結果的にCH1領域とCH2領域がいかなるアミノ酸残基も介在させずに相
互に接続される場合もある。このような領域はまた、一つのみまたは数個のアミノ酸残基
しか含まない場合もあり、これらの残基は、本来のヒンジ領域のN末端またはC末端に存在
するアミノ酸残基であるとは限らない。
【０１１２】
　したがって、本発明の抗体の一つの態様では、CH領域は、CH領域のヒンジ領域に対応す
る領域がシステイン残基を全く含まないように改変されている。別の態様では、CH領域は
、少なくとも全てのシステイン残基が欠失するおよび／または他のアミノ酸残基で置換さ
れるように改変されている。さらなる態様では、CH領域は、ヒンジ領域のシステイン残基
が、非荷電極性側鎖または非極性側鎖を有するアミノ酸で置換されるように改変されてい
る。好ましくは、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸は、アスパラギン、グルタミン、セリ
ン、スレオニン、チロシン、およびトリプトファンから独立して選択され、非極性側鎖を
有するアミノ酸は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルア
ラニン、およびメチオニンから独立して選択される。
【０１１３】
　またさらなる態様では、一価抗体は、SEQ ID NO: 14のCH配列のアミノ酸106および109
に対応するアミノ酸が欠失しているヒトIgG4である。
【０１１４】
　またさらなる態様では、一価抗体は、SEQ ID NO: 14の配列のアミノ酸残基106および10
9に対応するアミノ酸残基のうちの一つがシステイン以外のアミノ酸残基によって置換さ
れ、かつSEQ ID NO: 14の配列のアミノ酸残基106および109に対応するアミノ酸残基のも
う一方が欠失しているヒトIgG4である。
【０１１５】
　またさらなる態様では、アミノ酸残基106に対応するアミノ酸残基はシステイン以外の
アミノ酸残基によって置換され、かつアミノ酸残基109に対応するアミノ酸残基は欠失し
ている。
【０１１６】
　またさらなる態様では、アミノ酸残基106に対応するアミノ酸残基は欠失し、かつアミ
ノ酸残基109に対応するアミノ酸残基はシステイン以外のアミノ酸残基によって置換され
ている。
【０１１７】
　またさらなる態様では、一価抗体は、少なくともSEQ ID NO: 14のCH配列のアミノ酸残
基106～109に対応するアミノ酸残基が欠失しているヒトIgG4である。
【０１１８】
　またさらなる態様では、一価抗体は、少なくともSEQ ID NO: 14の配列のアミノ酸残基9
9～110に対応するアミノ酸残基が欠失しているヒトIgG4である。
【０１１９】
　またさらなる態様では、CH領域はSEQ ID NO: 16のアミノ酸配列を含む。
【０１２０】
　またさらなる態様では、一価抗体は、CH領域が改変されてヒンジ領域全体が欠失してい
るヒトIgG4である。
【０１２１】
　本発明のすべての一価抗体に共通の特徴は、抗体の配列がN-結合型グリコシル化のアク
セプター部位を全く含まないように改変されているということである。
【０１２２】
　一つの態様では、CH2領域中のN-結合型グリコシル化のNSTアクセプター部位は、GST、M
ST、CSE、DSE、DSP、ESP、GSP、HSE、NSE、PSP、およびSSEからなる群より選択される配
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列に改変されている。
【０１２３】
　別の態様では、配列はGST、NSE、DSE、HSE、およびSSEからなる群より選択される。
【０１２４】
　一つの態様では、本発明の一価抗体は、生理的濃度のポリクローナルヒトIgGの存在下
で一価である。
【０１２５】
　本発明の抗体は、インビボにおいて長い半減期を持つことから、例えばインビボで相当
短い半減期を持つ同じ抗体のFABフラグメントと比較して、より長い治療域を持つという
利点がある。
【０１２６】
　さらに、長い半減期と小さいサイズのために、本発明の一価抗体は、例えば固形腫瘍に
浸透できることにより、インビボにおいてより良い分布をする可能性を持つ。これにより
、本発明の一価抗体の、例えば癌の処置のための、卓越した使用可能性が生じる。という
のは、本発明の抗体は標的分子の阻害、または疾患を処置する他の薬剤の標的特異的送達
機構のいずれかとして使用できるためである。
【０１２７】
　したがって、一つの態様において、本発明の一価抗体は、SCIDマウスにおける薬物動態
研究（例えば実施例52に示されるような）において測定した場合、4 mg/kgの用量でイン
ビボ投与された場合に、7日間を超えて10 μg/mlを上回る血漿濃度を有する。本発明の一
価抗体のクリアランス速度は当技術分野で公知の薬物動態学的方法を使用することによっ
て測定され得る。抗体は、例えば、ヒトまたは動物に静脈内注射され得（他の経路、例え
ばi.p.またはi.m.も使用され得る）、その後にいくつかの時点、例えば最初の注射後1時
間、4時間、24時間、3日、7日、14日、21日、および28日の時点で血液サンプルが静脈穿
刺により抜き取られる。抗体の血清濃度は、適当なアッセイ、例えばELISAによって決定
される。薬物動態分析は、当技術分野で公知の通りに行われ、これは実施例32に記載され
ている。本発明の一価抗体は、例えば一価抗体として頻繁に使用されているFabフラグメ
ントの血漿滞留時間よりも100倍長い血漿滞留時間を有し得る。
【０１２８】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、分子サイズが近いF(ab')2フラグメントの
血漿クリアランスよりも10倍超遅い血漿クリアランスを有する。これは、FcRnに結合する
本発明の抗体の能力を示すものであり得る。FcRnは、主要組織適合複合体クラスI関連受
容体であり、母から子への免疫グロブリン（Ig）Gの受動輸送およびIgGを細胞内分解から
保護することによって血清IgGレベルの調節に関与する（Ghetie V et al., Annu Rev Imm
unol. 18, 739-66(2000)）。一つの態様において、F(ab')2フラグメントは、本発明の一
価抗体と同じ抗原に対するものである。一つの態様において、F(ab')2フラグメントは本
発明の一価抗体と同じエピトープに対するものである。一つの態様において、F(ab')2フ
ラグメントのVH領域およびVL領域は、本発明の一価抗体のVH領域およびVL領域と同一であ
る。
【０１２９】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、インビボ投与された場合に少なくとも5日
間の半減期を有する。本発明の一価抗体の半減期は、当技術分野で公知の任意の方法、例
えば上記の方法によって測定され得る。
【０１３０】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、インビボ投与された場合に少なくとも5日
間から14日間までの半減期を有する。
【０１３１】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、インビボ投与された場合に少なくとも5日
間から21日間までの半減期を有する。
【０１３２】
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　またさらなる態様では、一価抗体はインビボでヒトまたはSCIDマウスに投与された時に
、少なくとも5日間、例えば少なくとも14日間、例えば5日間から21日間までの血清半減期
を持つ。
【０１３３】
　一つの態様では、本発明の一価抗体は、10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそ
れ以下の解離定数（kd）で腫瘍抗原に結合する。
【０１３４】
　別の態様では、本発明の一価抗体は、10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそれ
以下の解離定数（kd）で細胞表面受容体に結合し、この細胞表面受容体は受容体が二量体
化すると活性化する
【０１３５】
　さらなる態様では、一価抗体は、10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそれ以下
の解離定数（kd）で標的に結合し、標的は以下から選択される： エリスロポエチン、β
アミロイド、トロンボポエチン、インターフェロン-α（2aおよび2b）、インターフェロ
ン-β（1b）、インターフェロン-γ、TNFR I（CD120a）、TNFR II（CD120b）、IL-1Rタイ
プ1（CD121a）、IL-1Rタイプ2（CD121b）、IL-2、IL2R（CD25）、IL-2R-β（CD123）、IL
-3、IL-4、IL-3R（CD123）、IL-4R（CD124）、IL-5R（CD125）、IL-6R-α（CD126）、IL-
6R-β（CD130）、IL-10、IL-11、IL-15BP、IL-15R、IL-20、IL-21、TCR可変鎖、RANK、RA
NK-L、CTLA4、CXCR4R、CCR5R、TGF-β1，TGF-β2、TGF-β3、G-CSF、GM-CSF、MIF-R（CD7
4）、M-CSF-R（CD115）、GM-CSFR（CD116）、可溶性FcRI、sFcRII、sFcRIII、FcRn、第VI
I因子、第VIII因子、第IX因子、VEGF、VEGFxxxb、抗精神病薬、抗うつ薬、抗パーキンソ
ン病薬、抗発作薬、神経筋遮断薬、抗てんかん薬、副腎皮質ステロイド、インスリン、イ
ンスリンの調節に関与しているタンパク質または酵素、インクレチン（GIPおよびGLP-1）
またはエクセナチドおよびシタグリプチンのようなインクレチン作用模倣薬、甲状腺ホル
モン、成長ホルモン、ACTH、エストロゲン、テストステロン、抗利尿ホルモン、利尿剤、
ヘパリンおよびEPOのような血液製剤、β遮断薬、細胞毒性薬、抗ウイルス薬、抗菌薬、
抗真菌薬、抗寄生虫薬、抗凝固薬、抗炎症薬、抗喘息薬、抗COPD薬、バイアグラ、アヘン
製剤、モルヒネ、ビタミン（保存のためのビタミンＣのような）、LHおよびFSHのような
妊娠に関与するホルモン、性転換に関与するホルモン、避妊薬、ならびに抗体。
【０１３６】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、受容体の二量体化により活性化される細胞
表面受容体に特異的に結合する。一価抗体、例えば本発明の一価抗体は、しばしば、それ
らの一価的性質に起因してこのような二量体化およびそれによるこのような活性化を誘導
できないために、受容体の活性化が望ましくない疾患または障害の処置に有用であり得る
。具体的な受容体に限定するわけではないが、このような受容体の例は、erb-B1、erb-B2
、erb-B3、erb-B4、ならびにエフリンおよびエフリン受容体のメンバー、例えばエフリン
A1～A6、ephA1～A8、エフリンB1～B3、およびeph-B1～eph-B6であり得る。
【０１３７】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、標的分子に結合した場合、標的分子の多量
体化（例えば二量体化）を阻害する。繰り返すが、一価抗体、例えば本発明の一価抗体は
、しばしば、それらの一価的性質に起因してこのような多量体化を誘導できないために、
標的抗原の多量体化が望ましくない疾患または障害の処置に有用であり得る。可溶性抗原
の場合、多量体化は、望ましくない免疫複合体を形成し得る。具体的な標的に限定するわ
けではないが、このような標的の例は、Toll様受容体、例えばTLR-3およびTLR-9、または
アンジオポエチン-1、またはアンジオポエチン-2、またはTNF受容体ファミリーのメンバ
ー、例えばCD30、CD40、およびCD95であり得る。
【０１３８】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、TNF-アルファの阻害剤である。本発明の一
つの態様において、本発明の一価抗体は、一価型のアダリムマブ、エタネルセプト、また
はインフリキシマブである。
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【０１３９】
　さらなる態様では、一価抗体は、10-7 Mまたはそれ以下、例えば10-8 Mまたはそれ以下
の解離定数（kd）で標的に結合し、標的はVEGF、c-Met、CD20、CD38、IL-8、CD25、CD74
、FcalphaRI、FcepsilonRI、アセチルコリン受容体、fas、fasL、TRAIL、肝炎ウイルス、
C型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルスのエンベロープE2、組織因子、組織因子および第VII
因子の複合体、EGFr、CD4、ならびにCD28から選択される。
【０１４０】
　一つの態様では、抗VEGF一価抗体はAMD（acute macular degeneration）および他の疾
患の処置のために使用される。
【０１４１】
　一つの態様では、使用される抗VEGF一価抗体はベバシズマブ（Avastin）の一価型であ
る。
【０１４２】
　またさらなる態様では、一価抗体はヒトIgG4抗体であって、10-7 Mまたはそれ以下、例
えば10-8 Mまたはそれ以下の解離定数（kd）でc-Metに結合する。
【０１４３】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、エフェクター結合ができない。本発明の文
脈で「エフェクター結合ができない」または「エフェクター結合不可能性」という表現は
、本発明のIgG4一価抗体が補体の第一成分（C1）のC1q成分に結合できないこと、従って
補体の古典経路を介する細胞傷害性を活性化できないことを意味する。さらに、本発明の
一価抗体は、Fc受容体と相互作用できないので、Fc受容体を介するエフェクター機能、例
えば貪食作用、細胞の活性化、サイトカイン放出の誘導が誘発され得ない。
【０１４４】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、組換えDNA技術の使用によって作製される
。抗体は、組換え真核生物宿主細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞、N
S/0細胞、HEK293細胞、昆虫細胞、植物細胞、または酵母細胞を含む真菌を用いて作製さ
れ得る。この目的には、安定かつ一過的な系が使用され得る。トランスフェクションは、
多くの確立された方法、例えば電気穿孔、リポフェクチン、またはヌクレオフェクチンに
より、プラスミド発現ベクターを用いて行われ得る。あるいは、組換えウイルス、例えば
アデノウイルス、ワクシニアウイルス、またはバキュロウイルスによりコードされるタン
パク質を発現させるために感染が使用され得る。別の方法は、抗体の産生のためにトラン
スジェニック動物を使用するものであり得る。
【０１４５】
　したがって、さらなる主な局面では、本発明は本明細書に記述される本発明の一価抗体
をコードする核酸構築物に関する。一つの態様では、核酸構築物は発現ベクターである。
【０１４６】
　さらに、本発明は、一価抗体が産生されるように本発明に従う核酸構築物を含む宿主細
胞を培養する段階、および細胞培養物から一価抗体を回収する段階を含む、本発明に従う
一価抗体の調製方法に関する。
【０１４７】
　抗体をコードするDNA配列は、確立された標準的方法、例えばBeaucage et al., Tetrah
edron Lett. 22, 1859-1869(1981)に記載されるホスホアミジン（phosphoamidine）法、
またはMatthes et al., EMBO J. 3, 801-805(1984)に記載される方法によって合成により
調製され得る。ホスホアミジン法によれば、オリゴヌクレオチドは、例えば全自動DNA合
成機において合成され、精製され、アニールされ、ライゲーションされ、そして適当なベ
クターにクローニングされる。
【０１４８】
　DNAコード配列はまた、ゲノム起源またはcDNA起源であり得、例えばゲノムまたはcDNA
ライブラリを構築し、標準技術に従う合成オリゴヌクレオチドプローブを用いるハイブリ
ダイゼーションによって抗体の全てまたは一部をコードするDNA配列をスクリーニングす
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ることによって獲得され得る（Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Man
ual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor, 1989を参照のこと）。DNA配列はまた、例えばUS 46
83202またはSaiki et al. Science 239, 487-491(1988)に記載されるような特異的プライ
マーを用いるポリメラーゼ連鎖反応によって調製され得る。
【０１４９】
　DNA配列はその後、組換え発現ベクターに挿入され得る。ベクターは、組換えDNA手順に
供するのに都合の良い任意のベクターであり得る。ベクターの選択は、多くの場合、ベク
ターを導入する宿主細胞に依存する。従って、ベクターは、自律複製ベクター、すなわち
染色体外成分として存在し、その複製が染色体の複製に非依存的であるベクター、例えば
プラスミドであり得る。あるいは、ベクターは、宿主細胞に導入された場合に宿主細胞の
ゲノムに組み込まれ、組み込まれた染色体と共に複製されるベクターであり得る。
【０１５０】
　ベクターにおいて、抗体をコードするDNA配列は、適当なプロモーター配列に機能的に
接続されなければならない。プロモーターは、選択した宿主細胞において転写活性を示す
任意のDNA配列であり得、かつ宿主細胞と同種または異種のいずれかのタンパク質をコー
ドする遺伝子由来のものであり得る。哺乳動物細胞においてコードDNA配列の転写を誘導
するのに適したプロモーターの例は、CMVプロモーター、SV40プロモーター、MT-1（メタ
ロチオネイン遺伝子）プロモーター、またはアデノウイルス2主要後期プロモーターであ
る。他の適当なプロモーターは当技術分野で公知である。昆虫細胞において使用するのに
適したプロモーターは、例えば、ポリヘドリンプロモーターである。酵母細胞において使
用するのに適したプロモーターには、酵母の解糖系遺伝子もしくはアルコールデヒドロゲ
ナーゼ遺伝子由来のプロモーター、またはTPl 1もしくはADH2-4cプロモーターが含まれる
。糸状菌宿主細胞において使用するのに適したプロモーターは、例えば、ADH3プロモータ
ーまたはtpiAプロモーターである。
【０１５１】
　コードDNA配列はまた、適当なターミネーター、例えばヒト成長ホルモンターミネータ
ーまたは（真菌宿主については）TPl 1もしくはADH3ターミネーターに機能的に接続され
得る。他の適当なターミネーターは当技術分野で公知である。ベクターはさらに、ポリア
デニル化シグナル（例えばSV40またはアデノウイルス5 Elb領域由来）、転写エンハンサ
ー配列（例えばSV40エンハンサー）、および翻訳エンハンサー配列（例えば、アデノウイ
ルスVA RNAをコードする配列）等の要素を含み得る。他のこのようなシグナルおよびエン
ハンサーは当技術分野で公知である。
【０１５２】
　組換え発現ベクターは、ベクターを対象の宿主細胞において発現できるようにするDNA
配列をさらに含み得る。このような配列の例は（宿主細胞が哺乳動物細胞の場合）、SV40
複製起点である。他の複製起点は当技術分野で公知である。ベクターはまた、選択マーカ
ー、例えば、その産物が宿主細胞の欠陥を補う遺伝子、例えばジヒドロ葉酸レダクターゼ
（DHFR）、グルタミンシンセターゼ（GS）をコードする遺伝子、または薬物、例えばネオ
マイシン、ヒドロマイシン、もしくはメトトレキサートに対する耐性を付与する遺伝子を
含み得る。他の選択マーカーは当技術分野で公知である。
【０１５３】
　ペプチドまたは全長タンパク質、プロモーター、およびターミネーターをそれぞれコー
ドするDNA配列をライゲーションするため、および複製に必要な情報を含む適当なベクタ
ーにそれらを挿入するために使用する手順は、当業者に周知である（例えば、Sambrook e
t al., op. cit.を参照のこと）。
【０１５４】
　本発明の組換え一価抗体を獲得するために、この抗体のポリペプチド鎖の異なる部分を
コードするDNA配列は宿主細胞において個別に発現されてもよく、融合により融合ポリペ
プチド、例えば軽鎖および重鎖の両方を含むポリペプチドをコードするDNA構築物とし、
組換え発現ベクターに挿入し、宿主細胞において発現されてもよい。
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【０１５５】
　したがって、さらなる局面では、本発明は本発明に従う核酸を含む宿主細胞に関する。
【０１５６】
　本発明はまた本発明に従う核酸構築物を含む非ヒトトランスジェニック動物にも関する
。
【０１５７】
　発現ベクターが導入され得る宿主細胞は、全長タンパク質を発現できる任意の細胞であ
り得、例えば真核細胞、例えば無脊椎動物（昆虫）細胞もしくは脊椎動物細胞、例えばア
フリカツメガエル卵母細胞または哺乳動物細胞、例えば昆虫および哺乳動物細胞であり得
る。適当な哺乳動物細胞株の例は、HEK293（ATCC CRL-1573）、COS（ATCC CRL-1650）、B
HK（ATCC CRL-1632、ATCC CCL-10）、NS/0（ECACC 85110503）、またはCHO（ATCC CCL-61
）細胞株である。他の適当な細胞株は当技術分野で公知である。一つの態様において、発
現系は、哺乳動物発現系、例えばHEK293細胞の様々なクローン性のバリエーションを含む
哺乳動物細胞発現系である。
【０１５８】
　哺乳動物細胞をトランスフェクトし、細胞に導入されたDNA配列を発現する方法は、例
えば、Kaufman et al.,, J. Mol. Biol. 159, 601-621(1982); Southern et al., J. Mol
. Appl. Genet. 1, 327-341(1982); Loyter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 4
22-426(1982); Wigler et al., Cell 14, 725(1978); Corsaro et al., Somatic Cell Ge
netics 7, 603(1981); Graham et al., Virol. 52, 456(1973);およびNeumann et al., E
MBO J. 1, 841-845(1982)に記載されている。本発明の一価抗体を獲得するため、発現系
の宿主細胞は、一つの態様において、二つの発現ベクターの一方が抗体の重鎖をコードす
るDNA配列を含み、二つの発現ベクターのもう一方が抗体の軽鎖をコードするDNA配列を含
む、二つの発現ベクターで同時に共トランスフェクトされ得る。二つの配列はまた、同じ
発現ベクター上に存在し得るし、融合により融合ポリペプチド、例えば軽鎖および重鎖の
両方を含むポリペプチドをコードするDNA構築物とされる場合もある。
【０１５９】
　一つの態様において、植物細胞または真菌細胞（酵母細胞を含む）が宿主細胞として使
用され得る。適当な酵母細胞の例には、サッカロミセス種またはシゾサッカロミセス種の
細胞、特にサッカロミセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisae）の株が含まれる。
他の真菌細胞の例は、糸状菌、例えばアスペルギルス種またはアカパンカビ種の細胞、特
にコウジカビ（Aspergillus oryzae）または黒色アスペルギルス（Aspergillus niger）
の株である。タンパク質の発現のためのアスペルギルス種の使用については、例えばEP 2
38 023に記載されている。
【０１６０】
　細胞を培養するのに使用される培地は、哺乳動物細胞を培養するのに適した任意の従来
的な培地、例えば適当な補充物を含む血清含有培地もしくは無血清培地、または昆虫、酵
母、もしくは真菌細胞を培養するのに適した培地であり得る。適当な培地は、業者から入
手可能であり、公開されたレシピ（例えばアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ンのカタログ）に従って調製される場合もある。
【０１６１】
　組換え生成された一価抗体は、その後、遠心分離もしくは濾過による宿主細胞と培地の
分離、塩、例えば硫酸アンモニウムによる上清またはろ液のタンパク質成分の沈降、様々
なクロマトグラフィ手順、例えばHPLC、イオン交換クロマトグラフィ、アフィニティクロ
マトグラフィ、プロテインAクロマトグラフィ、プロテインGクロマトグラフィ等による精
製を含む従来的手順により培地から回収され得る。
【０１６２】
　本発明はまた、本発明の一価抗体の調製方法に関し、この方法は、以下の段階を含む：
　　（a）一価抗体をコードする核酸を含む宿主細胞を培養する段階；および
　　（b）宿主細胞培養物から一価抗体を回収する段階。
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【０１６３】
　一つの態様において、宿主細胞は原核生物宿主細胞である。一つの態様において、宿主
細胞は大腸菌（E.coli）細胞である。一つの態様において、大腸菌細胞は、内因性プロテ
アーゼ活性欠損株である。
【０１６４】
　一つの態様において、宿主細胞は真核細胞である。一つの態様において、宿主細胞はHE
K-293F細胞である。別の態様において、宿主細胞はCHO細胞である。
【０１６５】
　一つの態様において、一価抗体は培地から回収される。別の態様において、一価抗体は
細胞溶解産物から回収される。
【０１６６】
　本発明はまた、本発明の一価抗体のイムノコンジュゲートに関する。本発明は特に、治
療的部分、例えば細胞毒、化学療法薬、免疫抑制剤、または放射性同位元素にコンジュゲ
ートされた本発明の一価抗体を特徴とする。このようなコンジュゲートは、本明細書中で
は、「イムノコンジュゲート」と称される。細胞毒または細胞毒性剤には、細胞に対して
有害な（例えば細胞を死滅させる）任意の薬剤が含まれる。その例には、タキソール、サ
イトカラシンB、グラミシジンD、エチジウムブロミド、エメチン、マイトマイシン、エト
ポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、
ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラマイシン
、アクチノマイシンD、1-ジヒドロテストステロン、糖質コルチコイド、プロカイン、テ
トラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシン、ならびにそれら
のアナログまたはホモログが含まれる。
【０１６７】
　本発明のイムノコンジュゲートを形成するのに適した化学療法剤には、代謝拮抗物質（
例えばメトトレキサート、6-メルカプトプリン、6-チオグアニン、シタラビン、フルダラ
ビン、5-フルオロウラシル、デカルバジン（decarbazine）、ヒドロキシ尿素、アザチオ
プリン（azathiprin）、ゲムシタビン、およびクラドリビン）、アルキル化剤（例えばメ
クロレタミン、チオテパ、クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（BSNU）および
ロムスチン（CCNU）、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、スト
レプトゾトシン、マイトマイシンC、ならびにシス-ジクロロジアミン白金（II）（DDP）
シスプラチン）、アントラサイクリン（例えばダウノルビシン（公式名はダウノマイシン
）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えばダクチノマイシン（公式名はアクチノマイ
シン）、ブレオマイシン、ミトラマイシン、およびアントラマイシン（AMC））、ならび
に有糸分裂阻害剤（例えばビンクリスチン、ビンブラスチン、ドセタキセル、パクリタキ
セル、およびビノレルビン）が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６８】
　適当な放射性同位元素は、例えばヨウ素-131、イットリウム-90、またはインジウム-11
1である。
【０１６９】
　治療的部分のさらなる例は、所望の生物学的活性を有するタンパク質またはポリペプチ
ドであり得る。このようなタンパク質には、例えば、酵素活性を有する毒素またはその活
性フラグメント、例えばアブリン、リシンA、シュードモナス外毒素、もしくはジフテリ
ア毒素；腫瘍壊死因子もしくはインターフェロン-γ等のタンパク質；または生物学的応
答調節物質、例えばリンホカイン、インターロイキン-1（IL-1）、インターロイキン-2（
IL-2）、インターロイキン-6（IL-6）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（GM-CSF
）、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）、またはその他の成長因子が含まれ得る。
【０１７０】
　一つの態様において、治療的部分は、ドキソルビシン、シスプラチン、ブレオマイシン
、カルムスチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、またはリシンAである。
【０１７１】
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　このような治療的部分を抗体に結合する技術は周知であり、例えば、Arnon et al., “
Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, Monoclon
al Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al.(eds.), pp.243-56(Alan R. Liss,
 Inc. 1985); Hellstrom et al., “Antibodies For Drug Delivery”, Controlled Drug
 Delivery (2nd Ed.), Robinson et al.(eds.), pp.623-53(Marcel Dekker, Inc. 1987);
 Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, 
Monoclonal Antibodies 1984: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al
.(eds.), pp.475-506(1985); “Analysis, Results, And Future Prospective Of The Th
erapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, Monoclonal Antibodie
s For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al.(eds.), pp.303-16(Academic Pre
ss 1985), およびThorpe et al., “The Preparation And Cytotoxic Properties Of Ant
ibody - Toxin Conjugates”, Immunol. Rev., 62: 119-58(1982)を参照されたい。
【０１７２】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、抗体を放射性同位元素にコンジュゲートさ
せるリンカー-キレーター、例えばチウキセタン（tiuxetan）に付加される。
【０１７３】
　さらなる主な局面において、本発明は、本発明による一価抗体を含む薬学的組成物に関
する。一つの態様において、組成物は本明細書に記載された一つまたは複数のさらなる治
療薬をさらに含む。
【０１７４】
　薬学的組成物は、Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19th Edition,
 Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995に開示されるような従来技術に
従い、薬学的に許容される担体または希釈剤ならびに任意の他の公知のアジュバントおよ
び賦形剤と共に製剤化され得る。
【０１７５】
　薬学的組成物は、任意の適当な経路および様式により投与され得る。当業者に理解され
ていることであるが、投与経路および／または様式は、求める結果によって異なる。
【０１７６】
　本発明の薬学的組成物には、経口、経鼻、局所（口腔および舌下を含む）、直腸、経膣
、および／または非経口投与に適した組成物が含まれる。
【０１７７】
　経膣投与に適した本発明の製剤には、当技術分野において適性が公知の担体を含むペッ
サリー、タンポン、クリーム、ゲル、ペースト、フォーム、またはスプレー製剤が含まれ
る。本発明の組成物の局所または経皮投与用の剤形には、粉末、スプレー、軟膏、ペース
ト、クリーム、ローション、ゲル、溶液、パッチ、および吸入剤が含まれる。
【０１７８】
　一つの態様において、薬学的組成物は、非経口投与に適したものである。
【０１７９】
　本明細書中で使用する場合、「非経口投与」および「非経口的に投与する」という句は
、通常は注射による、経腸および局所投与以外の投与様式を意味し、これには、静脈内、
筋内、動脈内、髄腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、
関節内、被膜下、クモ膜下、脊椎内、硬膜外、および胸骨内への注射および注入が含まれ
るがこれらに限定されない。
【０１８０】
　一つの態様において、薬学的組成物は、静脈内または皮下注射または注入によって投与
される。
【０１８１】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、結晶状態のものを皮下注射によって投与さ
れる。Yang et al. PNAS, 100(12), 6934-6939(2003)を参照のこと。
【０１８２】
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　選択される投与経路に関わらず、薬学的に許容される塩の形態でもしくは適当な水和形
態で使用され得る本発明の一価抗体および／または本発明の薬学的組成物は、当業者に公
知の従来的方法により薬学的に許容される剤形に製剤化される。
【０１８３】
　本明細書中で使用する場合、「薬学的に許容される担体」には、生理学的に適合する任
意のおよび全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤、抗酸化
剤、ならびに吸収遅延剤等が含まれる。
【０１８４】
　薬学的に許容される担体には、無菌水溶液または分散物および無菌注射用の溶液または
分散物を素早く調製するための無菌粉末が含まれる。このような媒体および薬剤を薬学的
に活性な物質に対して使用することは当技術分野で公知である。任意の従来的な媒体また
は薬剤が一価抗体と不適合でない限り、本発明の薬学的組成物において使用することが意
図される。
【０１８５】
　一つの態様において、担体は、非経口投与、例えば静脈内または皮下注射または注入に
適したものである。
【０１８６】
　薬学的組成物は、典型的には、製造および保存条件下で無菌かつ安定でなければならな
い。その組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、リポソーム、または高い薬物濃度に適
した他の秩序ある構造として製剤化され得る。本発明の薬学的組成物に使用され得る適当
な水性および非水性の担体の例には、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、ポリエチレングリコール等）、およびそれらの適当な混合物、
植物油、例えばオリーブ油、ならびに注射可能な有機エステル、例えばオレイン酸エチル
が含まれる。適当な流動性は、例えば、コーティング剤、例えばレシチンの使用によって
、分散物の場合は必要な粒子サイズの維持によって、および界面活性剤の使用によって維
持され得る。
【０１８７】
　薬学的組成物はまた、アジュバント、例えば保存剤、湿潤剤、乳化剤、および分散剤を
含み得る。微生物の存在に対する阻止は、滅菌手順ならびに様々な抗菌剤および抗真菌剤
、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸等の添加の両方によって
なされ得る。等張剤、例えば糖、多価アルコール、例えばマンニトール、ソルビトール、
グリセロール、または塩化ナトリウムを組成物に加えることが望ましい場合もある。薬学
的に許容される抗酸化剤には、例えば、（1）水溶性の抗酸化剤、例えばアスコルビン酸
、塩酸システイン、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム等；
（2）油溶性の抗酸化剤、例えばアスコルビン酸パルミテート、ブチル化ヒドロキシアニ
ソール（BHA）、ブチル化ヒドロキシトルエン（BHT）、レシチン、没食子酸プロピル、ア
ルファ-トコフェロール等；および（3）金属キレート剤、例えばクエン酸、エチレンジア
ミン四酢酸（EDTA）、ソルビトール、酒石酸、リン酸等もまた含まれ得る。
【０１８８】
　注射用組成物の吸収の長期化は、吸収を遅らせる薬剤、例えばモノステアリン酸塩およ
びゼラチンを添加することによってもたらされ得る。
【０１８９】
　無菌注射用溶液は、必要量の一価抗体を、一つまたは複数の成分、例えば上記のような
成分を含む適当な溶媒に加え、必要に応じてこれを無菌的に精密濾過することによって調
製され得る。一般的に、分散物は、一価抗体を、基礎分散媒および必要な他の成分、例え
ば上記のような成分を含む無菌媒体に加えることによって調製される。無菌注射用溶液の
調製用の無菌粉末の場合、調製法の例は、事前に滅菌濾過した溶液から活性成分および任
意の追加の所望の成分の粉末を生成する減圧乾燥および冷凍乾燥（凍結乾燥）である。
【０１９０】
　適当な場合、一価抗体は、適当な水和形態または薬学的に許容される塩の形態で使用さ
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れ得る。「薬学的に許容される塩」は、その親化合物の所望の生物学的活性を保持し、か
つ望ましくない毒性学的効果を全く生じない塩を意味する（例えば、Berge, S.M., et al
.(1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19を参照のこと）。このような塩の例には、酸付加塩お
よび塩基付加塩が含まれる。酸付加塩には、非毒性の無機酸、例えば塩酸、硝酸、リン酸
、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸等から、および非毒性の有機酸、例えば脂
肪族モノおよびジカルボン酸、フェニル置換型アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香
族酸、脂肪族および芳香族スルホン酸等から得られる塩が含まれる。塩基付加塩には、ア
ルカリ土類金属、例えばナトリウム、カリウム、マグネシウム、カルシウム等から、およ
び非毒性の有機アミン、例えばN,N'-ジベンジルエチレンジアミン、N-メチル-グルカミン
、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカイン等か
ら得られる塩が含まれる。
【０１９１】
　投与経路に依存して、一価抗体は、化合物を不活性化する可能性のある酸の作用および
その他の天然条件から化合物を保護する物質でコーティングされ得る。例えば、化合物は
、適当な担体、例えばリポソームを用いて被験体に投与され得る。リポソームには、水中
油中水型CGFエマルジョンおよび従来的なリポソームが含まれる（Strejan et al., J. Ne
uroimmunol. 7, 27(1984)）。
【０１９２】
　一価抗体は、一価抗体が迅速に放出されないよう保護する担体、例えばインプラント、
経皮パッチ、およびマイクロカプセル化送達系を含む徐放型製剤を用いて調製され得る。
生物分解性、生物適合性のポリマー、例えばエチレン酢酸ビニル、ポリアンヒドリド、ポ
リグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸が使用され得る。こ
のような製剤の調製方法は、一般的に当業者に公知である。例えばSustained and Contro
lled Release Drug Delivery Systems, J.R.Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New 
York, 1978を参照のこと。
【０１９３】
　薬学的組成物は、当技術分野で公知の医療デバイスによって投与され得る。一つの態様
において、本発明の治療用組成物は、針不使用型皮下注射デバイス、例えばUS 5399163; 
US 5383851; US 5312335; US 5064413; US 4941880; US 4790824; またはUS 4596556に開
示されるデバイスによって投与され得る。本発明において有用な周知のインプラントおよ
びモジュールの例には：制御された速度で薬物を分注するための移植可能な微量注入ポン
プを開示するUS 4487603；皮膚を通じて薬物を投与するための治療用デバイスを開示する
US 4486194；正確な注入速度で薬物を送達するための薬物注入ポンプを開示するUS 44472
33；継続的な薬物送達のための流速可変、移植可能な注入装置を開示するUS 4447224；多
チャンバー区画を有する浸透圧性薬物送達系を開示するUS 4439196；および浸透圧性薬物
送達系を開示するUS 4475196が含まれる。多くの他のこのようなインプラント、送達系、
およびモジュールが当業者に公知である。
【０１９４】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、例えばリポソームを使用することによって
、インビボで適当に分散するよう製剤化され得る。リポソームの製法については、例えば
US 4522811; US 5374548; およびUS 5399331を参照のこと。リポソームは、標的化された
薬物送達を強化するよう、特定の細胞または器官に選択的に輸送される一つまたは複数の
部分を含み得る（例えばV.V.Ranade, J. Clin. Pharmacol. 29, 685(1989)を参照のこと
）。標的化部分の例には、葉酸またはビオチン（例えばUS 5416016を参照のこと）；マン
ノシド（Umezawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 153, 1038(1988)）；他の抗
体（Bloeman et al., FEBS Lett. 357, 140(1995); Owais et al., Antimicrob. Agents 
Chemother. 39, 180(1995)）；サーファクタントタンパク質A受容体（Briscoe et al., A
m. J. Physiol. 1233, 134(1995)）、これらの異なる種が本発明の製剤および本発明の分
子の成分を含む；p120（Schreier et al., J. Biol. Chem. 269, 9090(1994)）が含まれ
る；Keinanen et al., FEBS Lett. 346, 123(1994); Killion et al., Immunomethods 4,
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 273(1994)もまた参照のこと。組成物は、注射容易可能性性（easy syringability）が存
在する程度に流動性でなければならない。組成物は、製造および保存条件下で安定でなけ
ればならず、かつ微生物、例えば細菌および真菌の混入作用から保護されなければならな
い。
【０１９５】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、それらが胎盤を超えて輸送されるのを阻止
または減少させるよう製剤化され得る。このことは、当技術分野で公知の方法によって、
例えば一価抗体のPEG化によってなされ得る。さらなる参照は、Cunningham-Rundles et a
l., J Immunol Methods. 152, 177-190(1992);およびLandor et al., Ann. Allergy Asth
ma Immunol. 74, 279-283(1995)に対してなされ得る。
【０１９６】
　投薬レジメンは、最適な所望の反応（例えば治療反応）を提供するよう調整される。例
えば、単一のボーラスが投与される場合もあり、数個に分割された用量が経時的に投与さ
れる場合もあり、その治療状況の緊急性に比例してその用量が加減される場合もある。投
与の簡便さおよび用量の均一性の点から単位剤形の非経口組成物を製剤化するのが特に有
利である。本明細書中で使用される場合、単位剤形は、処置する被験体への単位投薬に適
した物理的に隔てられた単位を意味し；各々の単位は、所望の治療効果を生ずるよう計算
された所定量の一価抗体を必要な薬学的担体と共に含む。本発明の単位剤形の仕様は、（
a）一価抗体の固有の特性および達成すべき特定の治療効果、ならびに（b）個体における
処置感度に関する、このような一価抗体を配合する技術における固有の制限による影響を
受けかつそれらに直接的に依存する。
【０１９７】
　本発明の薬学的組成物における実際の一価抗体の用量レベルは、特定の患者、組成物、
および投与様式において所望の治療反応を達成するのに有効な活性成分の量を得るために
変更され得る。選択される用量レベルは、使用される本発明の特定の一価抗体の活性、投
与経路、投与時間、使用される特定の一価抗体の排出速度、処置期間、使用される特定の
組成物と共に使用される他の薬物、化合物、および／または物質、処置される患者の年齢
、性別、体重、状態、全般的な健康、および過去の病歴、ならびに医療分野で周知の同様
の要因を含む様々な薬物動態学的要因に依存すると考えられる。
【０１９８】
　当技術分野の通常の技術を有する医師または獣医は、必要とされる薬学的組成物の有効
量を容易に決定および処方することができる。例えば、医師または獣医は、薬学的組成物
において使用される本発明の化合物の用量を、所望の治療効果を達成するために必要とさ
れるのよりも低いレベルから開始し、所望の治療効果が達成されるまで用量を段階的に増
やしていくことができる。一般的に、本発明の薬学的組成物の適当な用量は、治療効果を
生ずるのに有効な最低の用量である一価抗体の量と考えられる。このような有効用量は一
般的に、上記の要因に依存する。別の例として、医師または獣医は、治療的有効用量を迅
速に達成しそれを長期間にわたって維持するために、高ローディング用量を用いて開始し
た後、それよりも低い用量を反復的に投与することができる。
【０１９９】
　本発明の薬学的組成物は、一つまたは複数の異なる本発明の一価抗体を含み得る。従っ
て、さらなる態様において、薬学的組成物は、異なる機構により作用する複数の（例えば
二つまたはそれ以上の）本発明の一価抗体の組み合わせを含む。一価抗体はまた、このよ
うにして二価抗体と組み合わされ得る。
【０２００】
　本発明の一価抗体は、この抗体が認識および結合できる抗原を発現する細胞に関連する
障害の診断および処置に関連する、多くのインビトロおよびインビボ診断および治療用途
を有する。特定の病的状態においては、一価抗体を使用することが必要および／または望
ましい。同様に、いくつかの例においては、治療用抗体が、免疫系媒介性の活性、例えば
エフェクター機能、ADCC、貪食作用、およびCDCを伴わずにその治療的作用を発揮するこ
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とが好ましい。このような状況においては、そのような活性が実質的に減弱されたまたは
排除された形態の抗体を作製することが望ましい。その抗体が効率的にかつ高収率で作製
できる形態であることも有利である。本発明は、このような、様々な目的、例えば治療、
予防、および診断に使用され得る抗体を提供する。
【０２０１】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、CD74に対するものであり、MIF誘導性のシ
グナル伝達を阻害するが、Fc媒介性のエフェクター機能は欠失している。
【０２０２】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、ウイルスまたは他の病原体とその受容体と
の結合を妨げ得る、例えばHIVとCD4または補助受容体、例えばCCR5もしくはCXCR4との結
合を阻害し得る。
【０２０３】
　標的または標的の特異的エピトープに対する抗体の結合が治療効果を有することが示さ
れているかまたは有することが推定される、標的の例を示す科学文献は豊富に存在する。
本明細書の教示によればおよび本明細書中の他の箇所に記載されるように、そのような標
的に対する一価抗体、例えば本発明の一価抗体の使用が治療効果を生じることを期待でき
るかどうかを決定することは当業者の技術の内である。
【０２０４】
　したがって、さらなる局面では、本発明は医薬として使用するための、本明細書に記述
される本発明に従う一価抗体に関する。
【０２０５】
　別の局面では、本発明は、癌の処置において使用するための、本発明に従う一価抗体に
関する。
【０２０６】
　別の局面では、本発明は、炎症状態の処置において使用するための、本発明に従う一価
抗体に関する。
【０２０７】
　別の局面では、本発明は、自己（免疫）障害の処置において使用するための、本発明に
従う一価抗体に関する。
【０２０８】
　別の局面では、本発明は、望ましくない血管新生を含む障害の処置において使用するた
めの、本発明に従う一価抗体に関する。
【０２０９】
　さらなる局面では、本発明は、特定の標的に対する抗体の投与により処置可能である疾
患または障害の処置において使用するための、本発明に従う一価抗体に関し、ここで、抗
体の投与の効果を達成するためには免疫系媒介性の活性は必要ないかまたは望ましくなく
、かつ抗体は抗原に特異的に結合する。
【０２１０】
　さらなる局面では、本発明は可溶性抗原を遮断するかまたは阻害することによって処置
可能である疾患または障害の処置において使用するための、本発明に従う一価抗体に関し
、ここで、該抗原の多量体化は望ましくない免疫複合体を形成し得、かつ抗体は抗原に特
異的に結合する。
【０２１１】
　さらなる局面では、本発明は細胞膜結合型受容体を遮断するかまたは阻害することによ
って処置可能である疾患または障害の処置において使用するための、本発明に従う一価抗
体に関し、ここで、受容体は受容体の二量体化によって活性化され得、かつ抗体は受容体
に特異的に結合する。
【０２１２】
　上記の処置の任意の一つの態様において、処置は一つまたは複数のさらなる治療薬を投
与することを含む。
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【０２１３】
　同様に、本発明は本明細書に記述される本発明に従う一価抗体の医薬としての使用にも
関する。
【０２１４】
　本発明は、処置を必要とする被験体への、治療的有効量の、本発明に従う一価抗体、本
発明に従う薬学的組成物、または本発明に従う核酸構築物を投与することを含む、本明細
書に定義される疾患または障害の処置方法にも関する。一つの態様では、処置は一つまた
は複数のさらなる治療薬の投与も含む。
【０２１５】
　さらに、本発明は本明細書に定義される疾患または障害の処置のための医薬の調製にお
ける、本発明に従う一価抗体の使用にも関する。
【０２１６】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、FcαRIを通じた細胞の活性
化に干渉することにより、FcαRIの機能に干渉することにより、その後のFcαRIにより活
性化されるIgE媒介性の反応の阻害により、または可溶型FcαRIとの結合により処置可能
である。本発明の一つの態様において、一価抗体はFcαRIに対する抗体であり、FcαRI発
現細胞のアポトーシスを誘導する。一つの態様において、このような疾患または障害は、
例えばアレルギー性喘息または他のアレルギー性疾患、例えばアレルギー性鼻炎、季節性
／通年性アレルギー、枯草熱、鼻アレルギー、アトピー性皮膚炎、湿疹、じんま疹（hive
s）、じんま疹（urticaria）、接触アレルギー、アレルギー性結膜炎、眼アレルギー、食
物および薬物アレルギー、ラテックスアレルギー、もしくは昆虫アレルギー、またはIgA
腎症、例えばIgA天疱瘡であり得る。一つのこのような態様において、本発明の一価抗体
は、FcαRIに対する抗体である。このような一価抗体はまた、サンプルもしくは患者にお
けるFcαRIのインビトロもしくはインビボスクリーニングのためにまたはこれらの疾患お
よび障害を処置するための免疫毒素もしくは放射標識アプローチにおいて使用され得る。
【０２１７】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、FcεR1またはFcγ受容体を
通じたFc受容体γ鎖媒介性のシグナル伝達をダウンレギュレートすることによって処置可
能である。FcαRIに対する抗体の単量体結合はこのような阻害をもたらすことが公知であ
る。従って一価抗体は、Fcγ、Fcα、およびFcε受容体を含むFc受容体群を通じた免疫の
活性化を阻害するために使用され得る。このように、一つの態様において、本発明の一価
抗体は、Fcα、Fcε、またはFcγ受容体、例えばCD32bに結合し得る。
【０２１８】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、活性化型T細胞またはCD25
発現細胞の直接的または間接的なブロックを通じてCD25発現細胞の活性および／または成
長（例えば増殖）を阻害、殺傷、および／または調節することによって処置可能である。
一つの態様において、このような疾患または障害は、例えば、以下であり得る：
　　　移植片拒絶、器官または組織の移植、例えば心臓、肺、心臓-肺の組み合わせ、気
管、腎臓、肝臓、膵臓、食道、腸、皮膚、四肢、臍帯、幹細胞、島細胞の移植等を受けて
いるまたは受けた患者における同種移植拒絶および異種移植拒絶を含む（本発明の一価抗
体は、同種移植拒絶および異種移植拒絶における予防措置として使用される場合もあり、
急性の同種移植拒絶および異種移植拒絶の発症を逆転、処置、またはそれ以外では寛解さ
せるのに使用される場合もある）、
　　　対宿主性移植片病、例えば輸血対宿主性移植片病、および骨髄対宿主性移植片病、
　　　炎症疾患、免疫疾患、または自己免疫疾患、例えば関節リウマチ、強直性脊椎炎、
乾癬性関節炎、1型糖尿病、インスリン要求性2型糖尿病、多発性硬化症、全身性エリテマ
トーデス、重症筋無力症、炎症性腸疾患、クローン病、潰瘍性大腸炎、皮膚筋炎-多発性
筋炎、シェーグレン症候群、巨細胞性動脈炎を含む動脈炎、再生不良性貧血、喘息、強皮
症、およびブドウ膜炎、
　　　炎症障害または超増殖性皮膚障害（hyperproliferative skin disorders）、例え
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ば尋常性乾癬（plaque psoriasis）を含む乾癬、掌蹠膿疱症（PPP）、びらん性扁平苔癬
、水疱性類天疱瘡（pemphigus bullosa）、表皮水疱症、接触皮膚炎、およびアトピー性
皮膚炎、
　　　リンパ系新生物、例えばT細胞白血病、ホジキン病、ヘアリーセル白血病、または
菌状息肉腫を含む皮膚T細胞リンパ腫、およびセザリー症候群、
　　　悪性腫瘍、例えば胃癌、食道癌、悪性黒色腫、結腸直腸癌、膵癌、乳癌、小細胞肺
癌、非小細胞肺癌、子宮頸癌、卵巣癌、および腎細胞癌、
　　　血液障害、例えば成人T細胞白血病／リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、慢性リン
パ球性白血病（CLL）／小リンパ球性リンパ種（SLL）、末梢T細胞リンパ腫、および続発
性アミロイドーシス、
　　　皮膚障害、例えば壊疽性膿皮症、環状肉芽腫、アレルギー性接触皮膚炎、瘢痕性類
天疱瘡、および妊娠性疱疹、
　　　肝-胃腸障害、例えばコラーゲン大腸炎、硬化性胆管炎、慢性活動性肝炎、ルポイ
ド肝炎、自己免疫性肝炎、アルコール性肝炎、慢性膵炎、および急性膵炎、
　　　心疾患、例えば心筋炎および心膜炎、
　　　血管障害、例えば動脈硬化症、巨細胞性動脈炎／リウマチ性多発筋痛症、高安動脈
炎、結節性多発性動脈炎、川崎病、ウェジナー肉芽腫症、顕微鏡的多発脈管炎、チャーグ
-ストラウス症候群、白血球破砕性脈管炎、ならびに続発性血球破砕性脈管炎、
　　　腎障害、例えば急性糸球体腎炎、慢性糸球体腎炎、微少変化腎炎、およびグッドパ
スチャー症候群、
　　　肺障害、例えば肺胞炎、閉塞性細気管支炎、珪肺症、およびベリリウム症、
　　　神経学的障害、例えば多発性硬化症、アルツハイマー病、重症筋無力症、慢性脱髄
性多発ニューロパシー、およびギヤン‐バレー症候群を含む多発性神経根炎、
　　　結合組織障害、例えば再発性多発性軟骨炎、サルコイドーシス、全身性エリテマト
ーデス、CNSループス、円板状ループス、ループス腎炎、慢性疲労症候群、および線維筋
痛症、
　　　内分泌学的障害、例えばグレーヴズ病、橋本甲状腺炎、および亜急性甲状腺炎、ま
たは
　　　ウイルス感染、例えばHIV-1/AIDSおよび熱帯性痙性不全対麻痺症。
【０２１９】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はCD25に対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルもしくは患者におけるCD25のインビトロもしくはインビボ
スクリーニングのためにまたはこれらの疾患および障害を処置するための免疫毒素もしく
は放射標識アプローチにおいて使用され得る。
【０２２０】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、IL-15またはIL15受容体の
機能をアンタゴナイズおよび／または阻害することによって処置可能である。一つの態様
において、このような疾患または障害は、例えば、関節炎障害、痛風障害、結合障害、神
経障害、胃腸障害、肝障害、アレルギー障害、血液障害、皮膚障害、肺障害、悪性障害、
内分泌障害、脈管障害、感染障害、腎障害、心臓障害、循環器障害、代謝性、骨障害、お
よび筋肉障害であり得る。一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はIL-15に
対する抗体である。このような一価抗体はまた、サンプルもしくは患者におけるIL-15の
インビトロもしくはインビボスクリーニングのためにまたはこれらの疾患および障害を処
置するための免疫毒素もしくは放射標識アプローチにおいて使用され得る。
【０２２１】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、IL-8がその受容体に結合す
るのを妨げることによってまたはIL-8の機能をブロックすることによって処置可能である
。一つの態様において、このような疾患または障害は、例えば、以下であり得る：
　　　掌蹠膿疱症（PPP）、乾癬、またはその他の皮膚疾患、
　　　炎症障害、自己免疫障害、および免疫障害、例えば乾癬性関節炎、全身性強皮症お
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よび硬化症、炎症性腸疾患（IBD）、クローン病、潰瘍性大腸炎、急性肺傷害、例えば急
性呼吸促迫症候群または成人呼吸促進症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、多発性骨髄腫
、糸球体腎炎、腎炎、喘息、アテローム硬化症、白血球接着不全、多発性硬化症、レイノ
ー症候群、シェーグレン症候群、若年発症糖尿病、ライター病、ベーチェット病、免疫複
合体腎炎、IgA腎症、IgM多発性ニューロパシー、免疫性血小板減少症、例えば急性特発性
血小板減少性紫斑病および慢性特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、重症筋無力症、
ループス腎炎、エリテマトーデス、関節リウマチ（RA）、強直性脊椎炎、天疱瘡、グレー
ヴズ病、橋本甲状腺炎、小血管性脈管炎、例えばウェジナー肉芽腫症、オーメン症候群、
慢性腎不全、自己免疫性甲状腺疾患、急性伝染性単核球症、HIV、ヘルペスウイルス関連
疾患、ヒトウイルス感染、例えばヒトライノウイルス、コロナウイルス、他のエンテロウ
イルス、ヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス、パラインフルエンザウイルス、呼
吸器合胞体ウイルス、またはアデノウイルス感染により引き起こされる感冒、細菌性肺炎
、創傷、敗血症、脳卒中／脳浮腫、虚血性再灌流障害、ならびにC型肝炎、
　　　アルコール性肝炎および急性膵炎、
　　　IL-8媒介性の血管新生に関連する疾患、例えば腫瘍および癌、例えば黒色腫、甲状
腺癌、移行上皮癌、毛根鞘腫、扁平上皮癌、および乳癌。
【０２２２】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はIL-8に対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルもしくは患者におけるIL-8のインビトロもしくはインビボ
スクリーニングのためにまたはこれらの疾患および障害を処置するための免疫毒素もしく
は放射標識アプローチにおいて使用され得る。
【０２２３】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、例えば免疫毒素または放射
標識アプローチを通じて、CD20活性に干渉することにより、B細胞を枯渇させることによ
り、B細胞の成長および／または増殖に干渉することにより処置可能である。一つの態様
において、このような疾患または障害は、例えば、関節リウマチ、（自己）免疫障害およ
び炎症障害（IL-8関連疾患および障害について上述されるような）、非ホジキンリンパ腫
、B-CLL、リンパ系新生物、悪性腫瘍および血液障害、感染疾患、ならびに結合障害、神
経障害、胃腸障害、肝障害、アレルギー障害、血液障害、皮膚障害、肺障害、悪性障害、
内分泌障害、脈管障害、感染障害、腎障害、心臓障害、循環器障害、代謝障害、骨障害、
および筋肉障害、ならびに免疫媒介性の血球減少症であり得る。
【０２２４】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はCD20に対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルまたは患者におけるCD20のインビトロまたはインビボスク
リーニングのために使用され得る。
【０２２５】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、例えば免疫毒素または放射
標識アプローチを通じて、CD38活性に干渉することにより、CD38発現細胞を枯渇させるこ
とにより、CD38+細胞の成長および／または増殖に干渉することにより処置可能である。
一つの態様において、このような疾患または障害は、例えば、以下であり得る：
　　　腫瘍形成性障害、例えばB細胞リンパ腫、形質細胞性悪性腫瘍、T/NK細胞リンパ腫
、および骨髄性悪性腫瘍、
　　　CD38を発現するB細胞、形質細胞、単球、およびT細胞が関与する免疫障害、例えば
自己免疫障害、例えば乾癬、乾癬性関節炎、皮膚炎、全身性強皮症および硬化症、炎症性
腸疾患（IBD）、クローン病、潰瘍性大腸炎、呼吸窮迫症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜
炎、糸球体腎炎、湿疹、喘息、アテローム硬化症、白血球接着不全、多発性硬化症、レイ
ノー症候群、シェーグレン症候群、若年発症糖尿病、ライター病、ベーチェット病、免疫
複合体腎炎、IgA腎症、IgM多発性ニューロパシー、免疫性血小板減少症、例えば急性特発
性血小板減少性紫斑病および慢性特発性血小板減少性紫斑病、溶血性貧血、重症筋無力症
、ループス腎炎、全身性エリテマトーデス、関節リウマチ（RA）、アトピー性皮膚炎、天
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疱瘡、グレーヴズ病、橋本甲状腺炎、ウェジナー肉芽腫症、オーメン症候群、慢性腎不全
、急性伝染性単核球症、HIV、およびヘルペスウイルス関連疾患、
　　　急性呼吸促迫症候群および脈絡網膜炎（choreoretinitis）、ウイルス、例えばエ
プスタイン-バーウイルス（EBV）のB細胞への感染により引き起こされるまたは媒介され
る疾患および障害、
　　　関節リウマチ、
　　　自己抗体および／または過剰なBリンパ球およびTリンパ球の活性が顕著な炎症障害
、免疫障害、および／または自己免疫障害、例えば脈管炎（vasculitides）および他の脈
管障害、例えば顕微鏡的多発脈管炎、チャーグ-ストラウス症候群、および他のANCA関連
脈管炎、結節性多発性動脈炎、本態性クリオグロブリン血症性脈管炎、皮膚白血球破砕性
血管炎、川崎病、高安動脈炎、巨細胞性関節炎（giant cell arthritis）、ヘーノホ-シ
ェーンライン紫斑病、原発性または孤立性脳血管炎、結節性紅斑、閉塞性血栓性血管炎、
血栓性血小板減少性紫斑病（溶血性尿毒症症候群を含む）、ならびに皮膚白血球破砕性血
管炎を含む続発脈管炎（例えばB型肝炎、C型肝炎、ワルデンシュトレームマクログロブリ
ン血症、B細胞新形成、関節リウマチ、シェーグレン症候群、または全身性エリテマトー
デスに続発するもの）；さらなる例は、結節性紅斑、アレルギー性脈管炎、皮下脂肪組織
炎、ウェーバー-クリスチャン病、グロブリン過剰血紫斑病、およびバージャー病である
、
　　　皮膚障害、例えば接触皮膚炎、線状IgA水疱症、白斑、壊疽性膿皮症、後天性表皮
水疱症、尋常性天疱瘡（瘢痕性類天疱瘡および水疱性類天疱瘡を含む）、円形脱毛症（全
身性脱毛症および完全脱毛症を含む）、疱疹状皮膚炎、多形性紅斑、ならびに慢性自己免
疫性じんま疹（血管神経性浮腫およびじんま疹様血管炎を含む）、
　　　免疫性血球減少症、例えば自己免疫性好中球減少症、および赤芽球ろう、
　　　結合組織障害、例えばCNSループス、円板状エリテマトーデス、CREST症候群、混合
結合組織病、多発性筋炎／皮膚筋炎、封入体筋炎、続発性アミロイドーシス、クリオグロ
ブリン血症I型およびII型、線維筋痛症、リン脂質抗体症候群、続発性血友病、再発性多
発性軟骨炎、サルコイドーシス、スティッフマン症候群、ならびにリウマチ熱；さらなる
例は、好酸球性筋膜炎である、
　　　関節炎、例えば強直性脊椎炎、若年性慢性関節炎、成人スティル病、およびSAPHO
症候群；さらなる例は仙腸骨炎、反応性関節炎、スティル病、および痛風である、
　　　血液障害、例えば再生不良性貧血、原発性溶血性貧血（寒冷血球凝集素病を含む）
、CLLまたは全身性エリテマトーデス後の続発性溶血性貧血；POEMS症候群、悪性貧血、お
よびヴァルデンストレームグロブリン過剰血紫斑病；さらなる例は顆粒球減少症、自己免
疫性好中球減少症、フランクリン病、セリグマン病、-鎖疾患、胸腺腫およびリンパ腫後
の続発性新生物随伴症候群、ならびに第VIII因子阻害因子の形成、
　　　内分泌障害、例えば多発性内分泌腺症およびアジソン病；さらなる例は、自己免疫
性低血糖、自己免疫性甲状腺機能低下症、自己免疫性インスリン症候群、ド・ケルヴァン
甲状腺炎、およびインスリン受容体抗体媒介性のインスリン抵抗性である、
　　　肝胃腸障害、例えばセリアック病、ウィップル病、原発性胆汁性肝硬変、慢性活動
性肝炎、および原発性硬化性胆管炎；さらなる例は自己免疫性胃炎である、
　　　腎症、例えば急性進行性糸球体腎炎（rapid progressive glomerulonephritis）、
連鎖球菌感染後腎炎、グッドパスチャー症候群、膜性糸球体腎炎、およびクリオグロブリ
ン血症性腎炎；さらなる例は、微小変化群である、
　　　神経障害、例えば自己免疫性ニューロパシー、多発単神経炎、ランバート-イート
ン筋無力症症候群、シドナム舞踏病、脊髄癆、およびギヤン-バレー症候群；さらなる例
は、ミエロパシー／熱帯性痙性不全対麻痺症、重症筋無力症、急性炎症性脱髄性多発ニュ
ーロパシー、および慢性炎症性脱髄性多発ニューロパシー；多発性硬化症、HIV誘導性痴
呆、
　　　心臓障害および肺障害、例えばCOPD、線維化肺胞炎、閉塞性細気管支炎、アレルギ
ー性アスペルギルス症、嚢胞性線維症、レフラー症候群、心筋炎、および心膜炎；さらな
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る例は、過敏性肺炎および肺癌後の続発性新生物随伴症候群、
　　　アレルギー障害、例えば気管支ぜん息および高IgE症候群；さらなる例は、一過性
黒内障である、
　　　眼科障害、例えば突発性脈絡網膜炎、
　　　感染疾患、例えばパルボウイルスB感染（手足症候群（hands-and-socks syndrome
）を含む）、
　　　産婦人科障害、例えば反復流産、反復性胎児消失、および胎内発育遅延；さらなる
例は、婦人科新生物後の続発性新生物随伴症候群である、
　　　男性生殖器障害、例えば精巣新生物後の続発性新生物随伴症候群；ならびに
　　　移植障害、例えば同種移植拒絶および異種移植拒絶、ならびに対宿主性移植片病。
【０２２６】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はCD38に対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルまたは患者におけるCD38のインビトロまたはインビボスク
リーニングのために使用され得る。
【０２２７】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、例えば免疫毒素または放射
標識アプローチを通じて、リガンド-EGFrの相互作用をブロックすることによって、EGFr
の機能をブロックすることによって、EGFr発現細胞の枯渇／EGFr+細胞の成長および／ま
たは増殖に干渉することによって処置可能である。一つの態様において、このような疾患
または障害は、例えば、以下であり得る：
　　　EGFrを（過剰）発現する癌、例えば膀胱癌、乳癌、結腸癌、腎癌、卵巣癌、前立腺
癌、腎細胞癌、扁平上皮癌、肺（非小細胞）癌、および頭頸部癌、ならびに神経膠腫、
　　　他のEGFr関連疾患、例えば自己免疫疾患、乾癬、炎症性関節炎。
【０２２８】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はEGFrに対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルまたは患者のEGFrのインビトロまたはインビボスクリーニ
ングのために使用され得る。
【０２２９】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、例えば免疫毒素または放射
標識アプローチを通じて、CD4の機能に干渉することによって、CD4発現細胞の枯渇／CD4+
細胞の成長および／または増殖に干渉することによって処置可能である。一つの態様にお
いて、このような疾患または障害は、例えば、関節リウマチ、（自己）免疫障害および炎
症障害（IL-8関連疾患および障害について上述されるような障害）、皮膚T細胞リンパ腫
、非皮膚T細胞リンパ腫、リンパ系新生物、悪性腫瘍および血液障害、感染疾患、ならび
に結合障害、神経障害、胃腸障害、肝障害、アレルギー障害、血液障害、皮膚障害、肺障
害、悪性障害、内分泌障害、脈管障害、感染障害、腎障害、心臓障害、循環器障害、代謝
障害、骨障害、および筋肉障害、ならびに免疫媒介性の血球減少症であり得る。
【０２３０】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体はCD4に対する抗体である。このよ
うな一価抗体はまた、サンプルまたは患者におけるCD4のインビトロまたはインビボスク
リーニングのために使用され得る。
【０２３１】
　本発明の一つの態様において、CD4に対する一価抗体は、HIV感染の処置またはAIDSの処
置のために使用される。
【０２３２】
　本発明の一つの態様において、本発明の一価抗体は、WO 97/13852に開示されるCD4抗体
の一価抗体である。
【０２３３】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、CD28機能をアンタゴナイズ
および／または阻害することによって、例えばT細胞の活性化に必要とされる共刺激性の
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シグナルを妨げることによって処置可能である。一つの態様において、このような疾患ま
たは障害は、例えば、上記のような炎症障害、自己免疫障害、および免疫障害であり得る
。一つのこのような態様において、本発明の一価抗体は、CD28に対する抗体である。
【０２３４】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、組織因子の機能を変化させ
ることによって、例えば凝固を変化させることによってまたは組織因子のシグナル伝達の
阻害によって処置可能である。一つの態様において、このような疾患または障害は、例え
ば、脈管疾患、例えば心筋脈管疾患、脳脈管疾患、網膜症、および黄斑変性、ならびに上
記のような炎症障害であり得る。
【０２３５】
　本発明の一つの態様において、一価抗体は、組織因子または第VII因子と組織因子の複
合体に対する抗体である。
【０２３６】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、C型肝炎ウイルス（HCV）感
染に干渉することによって処置可能である。一つのこのような態様において、本発明の一
価抗体は、HCVまたはHCV受容体、例えばCD81に対する抗体である。
【０２３７】
　本発明の一つの態様において、一価抗体は、WO 2000/05266に開示されるような抗体の
本発明による一価抗体である。
【０２３８】
　本発明の一つの態様において、処置する疾患または障害は、アレルゲンとマスト細胞上
の感作されたIgEとの結合を妨げることによって処置可能である。一つの態様において、
このような疾患または障害は、例えば、アレルギー疾患、例えば喘息、アレルギー性鼻炎
、季節性／通年性アレルギー、枯草熱、鼻アレルギー、アトピー性皮膚炎、湿疹、じんま
疹（hives）、じんま疹（urticaria）、接触アレルギー、アレルギー性結膜炎、眼アレル
ギー、食物および薬物アレルギー、ラテックスアレルギー、または昆虫アレルギーのアレ
ルゲン免疫療法であり得る。
【０２３９】
　一つのこのような態様において、本発明の一価抗体は、アレルゲンに対するIgG4ヒンジ
レス抗体である。
【０２４０】
　特定の態様において、細胞毒性薬剤にコンジュゲートされた一価抗体を含むイムノコン
ジュゲートが患者に投与される。いくつかの態様において、イムノコンジュゲートおよび
／またはそれに結合する抗原は、細胞により取込まれ、それによってそれに結合する標的
細胞を死滅させる上でのイムノコンジュゲートの治療効果が亢進される。一つの態様にお
いて、細胞毒性剤は、標的細胞内の核酸を標的とするかまたはそれに干渉する。
【０２４１】
　このような細胞毒性剤の例には、本明細書中に示される化学療法剤（例えばメイタンシ
ノイド（maytansinoid）またはカリチェアミシン（calicheamicin））、放射性同位元素
、またはリボヌクレアーゼもしくはDNAエンドヌクレアーゼが含まれる。
【０２４２】
　一つの態様において、抗原はヒトタンパク質分子であり、被験体はヒト被験体である。
一つの態様において、被験体は、本発明の抗体と結合する抗原を発現する非ヒト哺乳動物
であり得る。一つの態様において、被験体は、抗原が導入された（例えば、抗原の投与に
よってまたは抗原導入遺伝子の発現によって）哺乳動物であり得る。さらに、本発明の一
価抗体は、獣医学的目的でまたはヒト疾患の動物モデルとして、この免疫グロブリンと交
差反応する抗原を発現する非ヒト哺乳動物（例えば霊長類、ブタ、またはマウス）に投与
され得る。後者に関して、このような動物モデルは、本発明の抗体の治療効果を評価する
のに（例えば投与の用量およびタイムコースを試験するのに）有用であり得る。
【０２４３】
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　本発明の一価抗体は、治療において単独でまたは他の組成物と組み合わせて使用され得
る。例えば、本発明の一価抗体は、処置する疾患または状態に依存して、一つもしくは複
数の他の抗体、例えば本発明の一価抗体、一つもしくは複数の化学療法剤（化学療法剤の
カクテルを含む）、一つもしくは複数の他の細胞毒性剤、一つもしくは複数の抗血管新生
剤、一つもしくは複数のサイトカイン、一つもしくは複数の成長阻害剤、一つもしくは複
数の抗炎症剤、一つもしくは複数の疾患改変性抗リウマチ薬（DMARD）、または一つもし
くは複数の免疫抑制剤と同時投与され得る。本発明の一価抗体が腫瘍の成長を阻害する場
合は、腫瘍の成長も阻害する一つまたは複数の他の治療剤と併用するのが特に望ましい場
合がある。例えば、VEGF活性をブロックする抗VEGF抗体は、転移性乳癌の処置において、
抗ErbB抗体（例えば抗HER2抗体であるトラスツズマブ（Herceptin））と併用され得る。
あるいはまたはさらに、患者は、複合放射療法（例えば外部からのビーム照射または放射
標識した薬剤、例えば抗体を用いる療法）を行われ得る。上記のような併用療法には、複
合投与（二つまたは複数の薬剤が同じまたは別個の製剤に含まれる）、および個別投与が
含まれ、個別投与の場合、本発明の抗体の投与は、補助的療法の実施前および／または実
施後に行われ得る。
【０２４４】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、Her2陽性癌の処置のための、一価型のトラ
スツズマブである。
【０２４５】
　本発明の一価抗体組成物は、最良の医療のための原則（good medical practice）に沿
う様式で処方、用量決定、および投与され得る。この文脈で考慮すべき要因には、処置す
る個別の障害、処置する特定の哺乳動物、個々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤送達
部位、投与方法、投与スケジュール、および医師の間で公知の他の要因が含まれる。一つ
の態様において、一価抗体は、対象の障害を予防または処置するために現在使用されてい
る一つまたは複数の薬剤と共に製剤化され得る。このような他の薬剤の有効量は、製剤中
の本発明の一価抗体の量、障害または処置のタイプ、および上記の他の要因に依存する。
【０２４６】
　本発明の一価抗体（および補助的療法剤）は、非経口投与、皮下投与、腹腔内投与、肺
内投与、および鼻腔内投与、ならびに局所的処置が望ましい場合は病巣内投与を含む、任
意の適当な手段によって投与され得る。非経口的注入には、筋内投与、静脈内投与、動脈
内投与、腹腔内投与、または皮下投与が含まれる。さらに、一価抗体は、パルス式注入に
よって適当に投与され得る、具体的には漸減量の一価抗体を用いて投与され得る。投薬は
、部分的に、その投与が短時間のものか長時間のものかに依存して、任意の適当な経路に
よって、例えば、注射、例えば静脈内注射または皮下注射によって行われ得る。
【０２４７】
　疾患の予防または処置については、本発明の一価抗体の適当な用量は（単独でまたは他
の薬剤、例えば化学療法剤と組み合わせて使用される場合）、処置する疾患のタイプ、抗
体のタイプ、疾患の重症度および経過、一価抗体が予防目的で投与されるのか治療目的で
投与されるのかまたは診断目的で投与されるのか、過去の治療、患者の病歴および抗体に
対する反応、ならびに主治医の裁量に依存する。一価抗体は、患者に対して一回でまたは
複数回の処置として適当に投与され得る。
【０２４８】
　このような用量は、断続的に、例えば毎週または三週ごとに（例えば、患者が約2～約2
0回分、例えば約6回分の一価抗体を投与されるように）投与され得る。最初に高用量のロ
ーディング量、その後に一つまたは複数の低用量が投与され得る。投薬レジメンの例は、
約4mg/kgの一価抗体の初期ローディング量の投与、その後の約2mg/kgの一価抗体の週ごと
のメンテナンス量の投与を含む。しかし、他の投薬レジメンも有用であり得る。一つの態
様において、本発明の一価抗体は、50mg～4000mg、例えば250mg～2000mg、例えば300mg、
500mg、700mg、1000mg、1500mg、または2000mgの週ごとの用量を、最大8回、例えば4～6
回投与される。週ごとの用量は、二つまたは三つの部分用量に分けられ、一日より多い日
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に分けて投与され得る。例えば、300mgの用量は、第一（1）日に100mg、第二（2）日に20
0mgというように2日に分けて投与され得る。500mgの用量は、第一（1）日に100mg、第二
（2）日に200mg、第三（3）日に200mgというように3日に分けて投与され得、700mgの用量
は、第1（一）日に100mg、第2（二）日に300mg、第3（三）日に300mgというように3日に
分けて投与され得る。レジメンは、必要に応じて、例えば6ヶ月または12ヶ月後に、一回
または複数回繰り返され得る。
【０２４９】
　用量は、生物学的サンプル中の本発明の一価抗体の投与後の循環量を、例えば該一価抗
体を標的化する抗イディオタイプ抗体を使用することによって測定することにより決定ま
たは調整され得る。
【０２５０】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、維持療法によって、例えば6ヶ月またはそ
れ以上の期間の間一週間に一度投与され得る。
【０２５１】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、本発明の一価抗体の一回の注入およびその
後の放射性同位元素結合型の同じ一価抗体の注入を含むレジメンによって投与され得る。
このレジメンは、例えば7～9日後に繰り返され得る。
【０２５２】
　この治療の進行状況は、従来的な技術およびアッセイによって観察され得る。
【０２５３】
　別の主な局面において、本発明は、本発明による一価抗体の診断薬としての使用に関す
る。
【０２５４】
　一つの態様において、本発明は、サンプルおよび対照サンプルと抗原に特異的に結合す
る一価抗体を、抗体またはその一部と抗原が複合体を形成できる条件下で接触させる段階
を含む、サンプル中の、一価抗体に結合する特異的な抗原の存在を決定する方法、または
特異的な抗原の量を測定する方法を提供する。複合体の形成はその後に検出され、サンプ
ルと対照サンプルの間の複合体の形成の違いが、該抗原がサンプル中に存在することを示
す。
【０２５５】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、一価抗体に結合する特異的な抗原の循環レ
ベル、または該特異的抗原を膜表面に有する細胞のレベルを検出するのに使用され得、こ
れらのレベルはその後に特定の疾患の症状と関連付けられ得る。あるいは、この抗体は、
該抗原を発現する細胞の機能を枯渇させるかまたはその機能と相互作用させるために使用
され得、それによってこれらの細胞が疾患の重要なメディエーターであることが示される
。これは、サンプルおよび対照サンプルと一価抗体を、抗体と特異的抗原の間で複合体を
形成できる条件下で接触させることによって達成され得る。サンプルおよび対照において
抗体と抗原の間で形成された任意の複合体は検出および比較される。
【０２５６】
　一つの態様において、本発明は、インビボまたはインビトロで、一価抗体に結合する特
異的な抗原を発現する細胞の存在を検出またはその量を定量する方法を提供する。この方
法は、（i）検出マーカーに結合させた本発明の一価抗体を被験体に投与する段階；（ii
）被験体を、該検出マーカーを検出する手段に曝し、該抗原を発現する細胞を含む領域を
同定する段階を含む。
【０２５７】
　一つの態様において、本発明の一価抗体は、化合物（例えば治療剤、標識、細胞毒、放
射性毒素、免疫抑制剤等）を一価抗体に連結することにより、このような化合物を、一価
抗体に結合する特異的な抗原をその表面上に発現した細胞に標的化するために使用され得
る。従って、本発明はまた、エクスビボまたはインビトロで該抗原を発現する細胞、例え
ばリード-スターンバーグ細胞を（例えば検出可能な標識、例えば放射性同位元素、蛍光
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化合物、酵素、または酵素補因子によって）局在化する方法を提供する。
【０２５８】
　本発明は、以下の例によってさらに例証されるが、これらの例はさらなる限定であると
解釈されるべきではない。
【０２５９】
実施例
実施例1
オリゴヌクレオチドプライマーおよびPCR増幅
　オリゴヌクレオチドプライマーは、Isogen Bioscience（Maarssen, The Netherlands）
が合成および定量した。プライマーをH2Oに溶解して100pmol/μlにし、-20℃で保存した
。全てのPCRおよび配列決定用プリマーを表にまとめた（図1）。PCRについては、PfuTurb
o（登録商標）Hotstart DNAポリメラーゼ（Stratagene, Amsterdam, The Netherlands）
を製造元の指示に従い使用した。各々の反応混合物は、総量20μlのPCR反応緩衝液（ポリ
メラーゼと共に提供されたもの）中に、200μM dNTP混合物（Roche Diagnostics, Almere
, The Netherlands）、フォワードプライマーおよびリバースプライマー各6.7pmol、100n
gのゲノムDNAまたは1ngのプラスミドDNA、および1単位のPfuTurbo（登録商標）Hotstart 
DNAポリメラーゼを含むものであった。PCR反応は、TGradient Thermocycler 96（Whatman
 Biometra, Goettingen, Germany）において32サイクルプログラム：95℃で2分間の変性
；95℃で30秒間、60～70℃勾配（または別の特定のアニーリング温度）で30秒間、および
72℃で3分間を30サイクル；72℃で10分間の最後の伸長、を用いて行った。適当であれば
、PCR混合物を、さらに分析または処理するまで4℃で保存した。
【０２６０】
実施例2
アガロースゲル電気泳動
　アガロースゲル電気泳動は、Sambrook（Sambrook J. and Russel, D.V. Molecular Clo
ning: A Laboratory Manual, 3nd Ed., Cold Spring Harbor, 2000）に従い、50mlのゲル
を1×Tris酢酸EDTA緩衝液中で使用して行った。DNAは、ゲルにエチジウムブロミドを加え
ることによって可視化し、UV光の下で観察した。ゲルの画像はCCDカメラおよび画像分析
システム（GeneGnome; Syngene, Westburg B.V., Leusden, The Netherlands経由）によ
って記録した。
【０２６１】
実施例3
PCR産物および酵素消化産物の分析および精製
　所望のPCRフラグメントの精製は、MinElute PCR Purification Kit（Qiagen, Westburg
, Leusden, The Netherlands経由; 製品番号28006）を製造元の指示に従い用いて行った
。単離されたDNAはUV分光法によって定量し、その内容はアガロースゲル電気泳動によっ
て評価した。
【０２６２】
　あるいは、PCRまたは消化産物を、1％ Tris酢酸EDTAアガロースゲルを用いるアガロー
スゲル電気泳動（例えば複数のフラグメントが存在する場合）により分離した。所望のフ
ラグメントをゲルから切り出し、QIAEX II Gel Extraction Kit（Qiagen; 製品番号20051
）を製造元の指示に従い用いて回収した。
【０２６３】
実施例4
UV分光法によるDNAの定量
　核酸の光学密度を、NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer（Isogen Life Science, Maa
rssen, The Netherlands）を製造元の指示に従い用いて決定した。DNAの濃度は、260nmに
おける光学密度（OD）の分析によって測定した（1 OD260nm単位＝50μg/ml）。全てのサ
ンプルについて、核酸を溶解させた緩衝液を参照として使用した。
【０２６４】
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実施例5：
制限酵素消化
　制限酵素および添加物を、New England Biolabs（Beverly, MA, USA）またはFermetas
（Vilnius, Lithuania）から入手し、製造元の指示に従い使用した。
【０２６５】
　DNA（100ng）を、終量10μlの適当な緩衝液中5単位の酵素を用いて消化した（反応量は
適宜スケールアップした）。消化物は、最短60分間、推奨温度でインキュベートした。適
合しない緩衝液または温度要件を必要とする制限酵素により二重消化を必要とするフラグ
メントについては、消化を逐次的に行った。必要に応じて、消化産物をアガロースゲル電
気泳動およびゲル抽出により精製した。
【０２６６】
実施例6
DNAフラグメントのライゲーション
　DNAフラグメントのライゲーションは、Quick Ligation Kit（New England Biolabs）を
製造元の指示に従い用いて行った。各々のライゲーションにおいて、ベクターDNAをおよ
そ三倍モル過剰のインサートDNAと混合した。
【０２６７】
実施例7
大腸菌の形質転換
　プラスミドDNA（1～5μlのDNA溶液、典型的には2μlのDNAライゲーション混合物）で、
One Shot DH5α-T1RまたはMACH-1 T1Rコンピテント大腸菌細胞（Invitrogen, Breda, The
 Netherlands: 製品番号12297-016）を、製造元の指示に従い熱ショック法を用いて形質
転換した。次に、細胞を、50μg/mlアンピシリンを含有するLuria-Bertani（LB）寒天プ
レート上にプレーティングした。プレートは、細菌コロニーが現われるまで37℃で16～18
時間インキュベートした。
【０２６８】
実施例8
PCRによる細菌コロニーのスクリーニング
　HotStarTaq Master Mix Kit（Qiagen; 製品番号203445）ならびに適当なフォワードプ
ライマーおよびリバースプライマーを用いるコロニーPCRを通じて、所望の配列を含むベ
クターの存在について細菌コロニーをスクリーニングした。選択したコロニーに20μlピ
ペットチップを軽く接触させ、それを小スケール培養のための2ml LBに手短に接触させ、
次いでPCR混合物で再懸濁した。PCRは、TGradient Thermocycler 96において35サイクル
プログラム：95℃で15分間の変性；94℃で30秒間、55℃で30秒間、および72℃で2分間を3
5サイクル；その後に72℃で10分間の最後の伸長工程、を用いて行った。適当であれば、P
CR混合物を、アガロースゲル電気泳動による分析まで4℃で保存した。
【０２６９】
実施例9
大腸菌培養物からのプラスミドDNAの単離
　プラスミドDNAは、以下のQiagen製キット（Westburg, Leusden, The Netherlands経由
）を製造元の指示に従い用いて大腸菌培養物から単離した。バルクのプラスミド調製（50
～150ml培養）については、HiSpeed Plasmid Maxi Kit（製品番号12663）またはHiSpeed 
Plasmid Midi Kit（製品番号12643）のいずれかを使用した。小スケールのプラスミド調
製（±2ml培養）については、Qiaprep Spin Miniprep Kit（製品番号27106）を使用し、D
NAを50μl溶出緩衝液（キットに付属）に溶出させた。
【０２７０】
実施例10
部位特異的変異誘発
　部位特異的変異誘発は、QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit（Stratag
ene, Amsterdam, The Netherlands）を製造元の指示に従い用いて行った。この方法は、



(51) JP 5511654 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

変異の成否をスクリーニングするためにサイレントな追加のXmaI部位の導入を含むもので
あった。簡単に説明すると、5μl 10×反応緩衝液、1μlオリゴヌクレオチドIgG4S228Pf
（P16）（100pmol/μl）、1μlオリゴヌクレオチドIgG4S228Pr（P17）（100pmol/μl）、
1μl dNTP混合物、3μl Quicksolution、1μlプラスミドpTomG4Tom7D8（実施例16参照）
（50ng/μl）、および1μl PfuUltra HF DNAポリメラーゼを混合して総量50μlとし、TGr
adient Thermocycler 96（Whatman Biometra, Goettingen, Germany; 製品番号050-801）
において18サイクルプログラム：95℃で1分間の変性；95℃で50秒間、60℃で50秒間、よ
び68℃で10分間を18サイクル、を用いて増幅した。PCR混合物はさらなる処理まで4℃で保
存した。次に、PCR混合物を1μl DpnIと共に37℃で60分間インキュベートしてpTomG47D8
ベクターを消化し、これをさらなる処理まで4℃で保存した。この反応混合物を、5μl sM
 NaAcおよび125μlエタノールを用いて沈降させ、-20℃で20分間インキュベートし、4℃
、14000×gで20分間スピンダウンした。このDNAペレットを70％エタノールで洗浄し、乾
燥し、4μlの水に溶解させた。計4μlの反応量で、One Shot Top 10コンピテント大腸菌
細胞（Invitrogen, Breda, The Netherlands）を製造元の指示（Invitrogen）に従い形質
転換した。次に、細胞を、50μg/mlアンピシリンを含有するLuria-Bertani（LB）寒天プ
レート上にプレーティングした。プレートは、細菌コロニーが現われるまで37℃で16～18
時間インキュベートした。
【０２７１】
実施例11
DNAの配列決定
　DNAの配列決定は、標準的な技術を用いて行った。
【０２７２】
実施例12
HEK-293F細胞における一過的発現
　Freestyle（商標）293-F（懸濁培養および化学的に定義されたFreestyle培地に適合さ
せたHEK-293サブクローン、例えばHEK-293F）細胞をInvitrogenから入手し、製造元のプ
ロトコルに従い293fectin（Invitrogen）を用いてトランスフェクトした。
【０２７３】
実施例13
pConG1fA77の構築：A77-IgG1重鎖の作製用ベクター
　マウス抗FcαRI抗体A77のVHコード領域を、ダブルオーバーラップエクステンションPCR
によって、この抗体のVHおよびVLコード領域を含むscFvファージベクターから増幅した。
これを、哺乳動物シグナルペプチド、理想的なコザック配列、およびpConG1fへのクロー
ニングに適した制限部位を導入するために使用した。第一のPCRは、テンプレートとして
のscFvファージベクターと共にプライマーA77VHfor1およびA77VHrevを用いて行った。こ
の第一PCRの一部を、プライマーA77VHfor2およびA77VHrevを用いる第二のPCRに使用した
。VHフラグメントをゲル精製し、pConG1f0.4にクローニングした。このために、pConG1f0
.4ベクターおよびVHフラグメントをHindIIIおよびApaIで消化し、精製した。VHフラグメ
ントおよびpConG1f0.4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コンピテントなDH
5α-T1R細胞を形質転換した。正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その
配列を確認し、これをpConG1fA77と命名した。
【０２７４】
実施例14
pConKA77の構築：A77抗体軽鎖の作製用ベクター
　マウス抗FcαRI抗体A77のVLコード領域を、ダブルオーバーラップエクステンションPCR
によって、この抗体のVHおよびVLを含むscFvファージベクターから増幅した。これを、哺
乳動物シグナルペプチド、理想的なコザック配列、およびpConKappa0.4へのクローニング
に適した制限部位を導入するために使用した。第一のPCRは、テンプレートとしてのscFv
ファージベクターと共にプライマーA77VLfor1およびA77VLrevを用いて行った。この第一P
CRの一部を、プライマーA77VLfor2およびA77VLrevを用いる第二のPCRに使用した。PCR産
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物およびpConKappa0.4ベクターをHindIIIおよびPfl23IIで消化し、精製した。VLフラグメ
ントおよびpConKappa0.4HindIII-Pfl23II消化ベクターをライゲーションし、コンピテン
トなDH5α T1R大腸菌を形質転換した。
【０２７５】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpConKA77と命名した。
【０２７６】
実施例15
pTomG4A77の構築：A77-IgG4重鎖の作製用ベクター
　A77-IgG4発現用ベクターを構築するため、A77のVH領域をpTomG4にクローニングした。
【０２７７】
　このために、pTomG4およびpConG1fA77をHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフラグ
メントを単離した。
【０２７８】
　A77 VHフラグメントおよびpTomG4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コン
ピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０２７９】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG4A77と
命名した。
【０２８０】
実施例16
pTomG4A77HGの構築：A77-HG重鎖の作製用ベクター
　A77-HG発現用構築物を作製するため、A77のVH領域をpTomG47D8HGにクローニングし、VH
 7D8領域を置換した。
【０２８１】
　このために、pTomG47D8HGおよびpConG1fA77をHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフ
ラグメントを単離した。
【０２８２】
　A77 VHフラグメントおよびpTomG47D8HGHindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントをラ
イゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０２８３】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG4A77HG
と命名した。
【０２８４】
実施例17
pEE6.4A77Fabの構築：A77-Fab重鎖の作製用ベクター
　A77-Fab発現用構築物を作製するため、A77のVH領域をpEE6.42F8Fabにクローニングし、
VH 2F8領域を置換した。
【０２８５】
　このために、pEE6.42F8FabおよびpConG1fA77をHindIIIおよびApaIで消化し、関係する
フラグメントを単離した。
【０２８６】
　A77 VHフラグメントおよびpEE6.42F8Fab HindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントを
ライゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０２８７】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpEE6.4A77Fab
と命名した。
【０２８８】
実施例18
ヒト抗cMet抗体の可変領域のクローニング
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　総RNAを、RNeasyキット（Qiagen, Westburg, Leusden, Netherlands）を製造元のプロ
トコルに従い用いて1×106個のマウスハイブリドーマ細胞から調製した。
【０２８９】
　RNAの5'-RACE-相補DNA（cDNA）を、SMART RACE cDNA Amplificationキット（BD Biosci
ences Clontech, Mountain View, CA USA）を製造元のプロトコルに従い用いて60ngの総R
NAから調製した。
【０２９０】
　cMet抗体のVLおよびVH領域をPCRによって増幅した。このために、PfuTurbo（登録商標
）Hotstart DNAポリメラーゼ（Stratagene）を製造元の指示に従い使用した。各反応混合
物は、5μl 10×BD Advantage 2 PCR緩衝液（Clontech）、200μM dNTP混合物（Roche Di
agnostics）、12pmolのリバースプライマー（VH領域についてはRACEG1A1およびVL領域に
ついてはRACEKA1）、7.2pmol UPM-Mix（UPM-Mix：2μM ShortUPMH3および0.4μM LongUPM
H3オリゴヌクレオチド）、1μlの上記の5' RACE cDNAテンプレート、ならびに1μl 50×B
D Advantage 2ポリメラーゼ混合物（Clontech）を含む、総量50μlであった。
【０２９１】
　PCR反応は、TGradient Thermocycler 96（Whatman Biometra）において、35サイクルプ
ログラム：95℃で1分間の変性；95℃で30秒間、68℃で60秒間を35サイクル、を用いて行
った。
【０２９２】
　反応産物を、1％ TAEアガロースゲル上でのアガロースゲル電気泳動によって分離し、
エチジウムブロミドで染色した。正確なサイズのバンドをゲルから切り出し、そのDNAを
、Qiagen Minelute Reaction Cleanupキット（Qiagen）を用いてアガロースから単離した
。
【０２９３】
　ゲルによって単離したPCRフラグメントを、Zero Blunt（登録商標）TOPO（登録商標）P
CRCloning Kit for Sequencing（Invitrogen）を製造元のプロトコルに従い用いてpCR4Bl
unt-TOPOベクター（Invitrogen）にクローニングした。5μlのライゲーション混合物で、
OneShot DH5αT1Rコンピテント大腸菌（Invitrogen）を形質転換し、LB/アンピシリンプ
レートにプレーティングした。
【０２９４】
　インサートを含む6個のクローンからVL配列を決定し、インサートを含む5個のクローン
からVH配列を決定した。
【０２９５】
実施例19
pConG1fcMetの構築：cMet-IgG1重鎖の作製用ベクター
　ヒト抗cMet抗体のVHコード領域を、この領域を含むプラスミドからHindIIIおよびApaI
を用いて切り出した。VHフラグメントをゲル精製し、pConG1f0.4にクローニングした。こ
のために、pConG1f0.4ベクターをHindIIIおよびApaIで消化し、精製した。VHフラグメン
トおよびpConG1f0.4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コンピテントなDH5
α-T1R細胞を形質転換した。
【０２９６】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、単離し、これをpConG1fcMetと命
名した。
【０２９７】
実施例20
pConKcMetの構築：cMet抗体軽鎖の作製用ベクター
　ヒト抗cMet抗体のVLコード領域を、プライマーshortUPMH3およびRACEVLBsiWIを用いて
この領域を含むプラスミドから増幅し、pConK0.4へのクローニングに適した制限部位を導
入した。
【０２９８】
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　PCR産物およびpConKappa0.4ベクターをHindIIIおよびPfl23IIで消化し、精製した。VL
フラグメントおよびpConKappa0.4HindIII-Pfl23II消化ベクターをライゲーションし、コ
ンピテントなDH5α T1R大腸菌を形質転換した。
【０２９９】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpConKcMetと命名した。
【０３００】
実施例21
pTomG4cMetの構築：cMet-IgG4重鎖の作製用ベクター
　cMet-IgG4発現用ベクターを構築するため、cMetのVH領域をpTomG4にクローニングした
。
【０３０１】
　このために、pTomG42F8およびpConG1fcMetをHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフ
ラグメントを単離した。
【０３０２】
　cMet VHフラグメントおよびpTomG42F8HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、
コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３０３】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG4cMetと
命名した。
【０３０４】
実施例22
pTomG4cMetHGの構築：cMet-HG重鎖の作製用ベクター
　cMet-HG発現用構築物を作製するため、cMetのVH領域をpTomG42F8HGにクローニングし、
VH 2F8領域を置換した。
【０３０５】
　このために、pTomG42F8HGおよびpConG1fcMetをHindIIIおよびApaIで消化し、関係する
フラグメントを単離した。
【０３０６】
　cMet VHフラグメントおよびpTomG42F8HGHindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントをラ
イゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３０７】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG4cMetHG
と命名した。
【０３０８】
実施例23
pEE6.4cMetFabの構築：cMet-Fab重鎖の作製用ベクター
　cMet-Fab発現用構築物を作製するため、cMetのVH領域をpEE6.42F8Fabにクローニングし
、VH 2F8領域を置換した。
【０３０９】
　このために、pEE6.42F8FabおよびpConG1fcMetをHindIIIおよびApaIで消化し、関係する
フラグメントを単離した。
【０３１０】
　cMet VHフラグメントおよびpEE6.42F8Fab HindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントを
ライゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３１１】
　正確なインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpEE6.4cMetFabと命名
した。
【０３１２】
実施例24



(55) JP 5511654 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

pConG1f2F8の構築：2F8-IgG1重鎖の作製用ベクター
　2F8（WO 2002/100348）のVHコード領域を、プライマー2f8HCexforおよび2f8HCexrevを
用いてpIESRα2F8（Medarex）からPCRにより増幅し、PCRscriptCam（Stratagene）にサブ
クローニングした。その後、VHフラグメントをpCONg1f0.4にクローニングした。
【０３１３】
　このために、pConG1f0.4およびpCRScriptCAMVH2F8ベクターをHindIIIおよびApaIで消化
し、関係するフラグメントを単離した。
【０３１４】
　VHフラグメントおよびpConG1f0.4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コン
ピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。正確なサイズのインサートを含むクローンを
選択し、その配列を確認し、このベクターをpConG1f2F8と命名した。
【０３１５】
実施例25
pConK2F8の構築：2F8抗体軽鎖の作製用ベクター
　pIESRα2F8をHindIIIおよびBsiWIで消化し、2F8（抗EGFr）のVLコード領域をゲルから
単離した。pConKappa0.4ベクターをHindIIIおよびBsiWIで消化し、精製した。VLフラグメ
ントおよびpConKappa0.4HindIII-BsiWI消化ベクターをライゲーションし、コンピテント
なDH5α T1R大腸菌を形質転換した。
【０３１６】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpConK2F8と命名した。
【０３１７】
実施例26
pTomG42F8の構築：2F8-IgG4重鎖の作製用ベクター
　2F8-IgG4発現用ベクターを構築するため、2F8のVH領域をpTomG4にクローニングした。
【０３１８】
　このために、pTomG4およびpConG1f2F8をHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフラグ
メントを単離した。
【０３１９】
　2F8 VHフラグメントおよびpTomG4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コン
ピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３２０】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG42F8と
命名した。
【０３２１】
実施例27
pTomG42F8HGの構築：2F8-HG重鎖の作製用ベクター
　2F8-HG発現用構築物を作製するため、2F8のVH領域をpTomG47D8HGにクローニングし、VH
 7D8領域を置換した。
【０３２２】
　このために、pTomG47D8HGおよびpConG1f2F8をHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフ
ラグメントを単離した。
【０３２３】
　2F8 VHフラグメントおよびpTomG47D8HGHindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントをラ
イゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３２４】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択した。このプラスミドをpTomG42F8HG
と命名した。
【０３２５】
実施例28
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pEE6.42F8Fabの構築：2F8-Fab重鎖の作製用ベクター
　Fabコード領域を、プライマーpConG1seq1および2F8fabrev2を用いるPCRによってベクタ
ーpConG1f2F8から増幅し、適当なクローニング用制限部位およびC末端hisタグコード配列
を導入した。このPCRフラグメントを精製し、PEE6.4にクローニングした。
【０３２６】
　このために、pEE6.4およびPCRフラグメントをHindIIIおよびEcoRIで消化し、関係する
フラグメントを単離した。
【０３２７】
　2F8 FabフラグメントおよびpEE6.4HindIII-EcoRI消化ベクターのフラグメントをライゲ
ーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３２８】
　正確なインサートを含むクローンを選択し、DNA配列決定によってその配列を確認した
。このプラスミドをpEE6.42F8Fabと命名した。
【０３２９】
実施例29
pConG1f7D8の構築：7D8-IgG1重鎖の作製用ベクター
　CD20特異的なHuMab-7D8（WO 04/035607）のVHコード領域を、プライマー7D8VHexfor(P8
)および2F8HCexrev(P13)を用いてこの領域を含むpGemT（Promega, Madison, USA）ベクタ
ーからPCRによって増幅し（図14）、pConG1f0.4（Lonza Biologics, Slough, UK）へのク
ローニングに適した制限部位、ヒトIgG1のゲノム定常領域（アロタイプf）を含む哺乳動
物発現ベクター、および理想的なコザック配列（GCCGCCACC（Kozak M et al., Gene 234(
2), 187-208(1999)））を導入した。PCRフラグメントを、PCR-Script（登録商標）Cam Cl
oning Kit（Stratagene）を製造元の指示に従い用いてpPCR-Script CAM（Stratagene, Am
sterdam, The Netherlands）にクローニングした。数個のクローンを配列決定し、予測さ
れた配列を含むクローンをさらなる使用のために選択した。
【０３３０】
　VHフラグメントをゲル精製し、pConG1f0.4にクローニングした。このために、VHフラグ
メントを、HindIIIおよびApaIによる消化およびゲル精製の後にpPCR-Script CAMベクター
から単離した。
【０３３１】
　pConG1f0.4ベクターをHindIIIおよびApaIで消化し、そのベクターフラグメントをゲル
から単離した後、エビアルカリホスファターゼ（New England Biolabs）を用いて脱リン
酸化した。VHフラグメントおよびpConG1f0.4HindIII-ApaI脱リン酸化フラグメントをライ
ゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞（Invitrogen）を形質転換した。8個のコロ
ニーを、プライマーpConG1seq1(P10)およびHCseq5(P11)を用いたコロニーPCRによって検
査し（図14）、全てのコロニーが正確なサイズのインサートを含むことを確認した。
【０３３２】
　さらなる研究のためにクローンを選択し、これをpConG1f7D8と命名した。
【０３３３】
実施例30
pConK7D8の構築：7D8-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HG軽鎖の作製用ベクター
　CD20特異的なHuMab-7D8（WO 04/035607）のVLコード領域を、プライマー7D8VLexfor(P7
)および7D8VLexrev(P6)を用いてこの領域を含むプラスミドから増幅し（図14）、pConKap
pa0.4（Lonza Biologics）へのクローニングに適した制限部位、ヒトIgGの定常カッパ軽
鎖領域（アロタイプkm3）を含む哺乳動物発現ベクター、および理想的なコザック配列を
導入した。
【０３３４】
　PCR産物およびpConKappa0.4ベクターを、HindIIIおよびBsiWIで消化した。ベクターお
よびVLフラグメントを精製し、ベクターをエビアルカリホスファターゼを用いて脱リン酸
化した。VLフラグメントおよびpConKappa0.4HindIII-BsiWI消化ベクターをライゲーショ
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ンし、コンピテントなDH5α T1R大腸菌を形質転換した。10個のコロニーを、プライマーp
ConKseq1(P9)およびLCseq3(P5)を用いたコロニーPCRによって検査し（図14）、9個のコロ
ニーが正確なサイズのインサートを含むことを確認した。
【０３３５】
　4個のコロニーからプラスミドDNAを単離し、VL領域の配列決定を行った。3個のコロニ
ーが予想された配列を含み、一つのクローンをさらなる使用のために選択し、これをpCon
K7D8と命名した。
【０３３６】
実施例31
pTomG4の構築：ヒトIgGの重鎖可変領域およびヒトIgG4の定常領域の発現用ベクター
　ゲノムDNAをボランディアの血液サンプルから単離し、これをプライマーIgG4gene2f(P1
5)およびIgG4gene2r(P14)を用いるPCRにおけるテンプレートとして使用し（図14）、IgG4
の重鎖の完全なゲノム定常領域の増幅および哺乳動物発現ベクターpEE6.4（Lonza Biolog
ies）へのクローニングに適した制限部位の導入を行った。このPCRフラグメントを精製し
てpEE6.4にクローニングした。このために、PCR産物をHindIIIおよびEcoRIで消化した後
、制限酵素を熱で不活性化させた。pEE6.4ベクターをHindIIIおよびEcoRIで消化した後、
制限酵素を熱で不活性化させ、ベクターフラグメントをエビアルカリホスファターゼを用
いて脱リン酸化し、その後にこのホスファターゼを熱で不活性化させた。IgG4フラグメン
トおよびpEE6.4HindIII-EcoRI脱リン酸化ベクターをライゲーションし、コンピテントなM
ACH1-T1R細胞（Invitrogen）を形質転換した。これらのクローンをLBで培養し、プラスミ
ドDNAを小培養物（1.5ml）から単離した。制限酵素消化は、pEE6.4ベクターへのIgG4フラ
グメントのクローニングに対応するパターンを示した。2個のクローン由来のプラスミドD
NAでDH5α-T1R大腸菌を形質転換し、プラスミドDNAを単離し、その構築物をインサートの
配列分析により検査し、1個のクローンが、イントロンにおけるいくつかの小さな違いを
除いてGenbankデータベース由来のゲノムIgG4クローンと同一であることを確認した。SEQ
 ID NO: 13は、pTomG4におけるIgG4領域の配列を示す。これらの違いは、おそらくは多型
またはGenbank配列側の配列の誤りのいずれかである。このプラスミドをpTomG4と命名し
た。
【０３３７】
実施例32
pTomG47D8の構築：7D8-IgG4重鎖の作製用ベクター
　pConG1f7D8由来のプラスミドDNAをHindIIIおよびApaIで消化し、VHフラグメントをゲル
精製した。pTomG4ベクターをHindIIIおよびApaIで消化し、そのベクターフラグメントを
ゲルから単離した。VHフラグメントおよびpTomG4HindIII-ApaIフラグメントをライゲーシ
ョンし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。4個のコロニーを、（プライマー
pConKseq1(P9)およびHCseq11(P12)を用いた）コロニーPCRによって検査し、2個のコロニ
ーが正確なサイズのインサートを含むことを確認し、pTomG4骨格の存在は、コロニーPCR
フラグメントのMspIによる消化によって確認した。これらのクローンのうちの一つをさら
なる使用のために選択した。このプラスミドをpTomG47D8と命名した。
【０３３８】
実施例33
pTomG47D8HGの構築：7D8-HG重鎖の発現用ベクター
　部位特異的変異誘発を用いてpTomG47D8プラスミドのIgG4のヒンジエクソンのスプライ
スドナー部位を破壊した。部位特異的変異誘発反応は、QuickChange XL部位特異的変異誘
発法に従い、プライマーIgG4S228Pf(P16)およびIgG4S228Pr(P17)を用いて行った。24個の
コロニーをコロニーPCRおよびXmaI消化（追加のXmaI部位は変異誘発の間に導入されたも
のである）によってスクリーニングしたところ、全てのコロニーが正確なヌクレオチド変
化を含むようであった。2個の陽性コロニーを一晩培養し、プラスミドDNAを単離し、配列
決定を行って正確な変異が導入されたことを確認した。両方とも正確な配列を含んでいた
が、一方をさらなる増幅のために選択し、これをpTomG47D8HGと命名した。変異誘発プロ
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セスの間にさらなる変異が導入されている可能性を排除するため、pTomG47D8HGの全IgG4
コード領域を再配列決定したところ、追加の変異は見出されなかった。この最終的なベク
ターをpTomG47D8HGと命名した。
【０３３９】
実施例34
マウス抗Betv1抗体の可変領域のクローニング
　総RNAを、RNeasyキット（Qiagen, Westburg, Leusden, Netherlands）を製造元のプロ
トコルに従い用いて0.3×105個のマウスハイブリドーマ細胞（参考文献（Akkerdaas JH e
t al., Allergy 50(3), 215-20(1995)）由来のクローン2H8）から調製した。
【０３４０】
　RNAの5'-RACE-相補DNA（cDNA）を、SMART RACE cDNA Amplificationキット（BD Biosci
ences Clontech, Mountain View, CA USA）を製造元のプロトコルに従い用いて112ngの総
RNAから調製した。
【０３４１】
　Betv1抗体のVLおよびVH領域をPCRによって増幅した。このために、PfuTurbo（登録商標
）Hotstart DNAポリメラーゼ（Stratagene）を製造元の指示に従い使用した。各反応混合
物は、200μM dNTP混合物（Roche Diagnostics）、12pmolのリバースプライマー（VH領域
についてはRACEG1mm1(P19)およびVL領域についてはRACEKmm1(P18)）、7.2pmol UPM-Mix（
UPM-Mix：2μM ShortUPMH3(P20)および0.4μM LongUPMH3(P21)オリゴヌクレオチド（図14
））、0.6μlの上記の5' RACE cDNAテンプレート、ならびに1.5単位のPfuTurbo（登録商
標）Hotstart DNAポリメラーゼを含むPCR反応緩衝液（ポリメラーゼを補充した）であり
、総量30μlであった。
【０３４２】
　PCR反応は、TGradient Thermocycler 96（Whatman Biometra）において、35サイクルプ
ログラム：95℃で2分間の変性；95℃で30秒間、55℃で30秒間、および72℃で1.5分間を35
サイクル；72℃で10分間の最終伸長、を用いて行った。
【０３４３】
　反応産物を、1％ TAEアガロースゲル上でのアガロースゲル電気泳動によって分離し、
エチジウムブロミドで染色した。正確なサイズのバンドをゲルから切り出し、そのDNAを
、Qiaexllゲル抽出キット（Qiagen）を用いてアガロースから単離した。
【０３４４】
　ゲルによって単離したPCRフラグメントを、200μM dATPおよび2.5単位のAmplitaq（Per
kin Elmer）と共に72℃で10分間インキュベートすることによってAテイルを付加し、これ
をminieluteカラム（Qiagen）を用いて精製した。Aテイルを付加したPCRフラグメントを
、pGEMTeasyベクターシステムIIキット（Promega）を製造元のプロトコルに従い用いてpG
EMTeasyベクター（Promega）にクローニングした。2μlのライゲーション混合物で、OneS
hot DH5αT1Rコンピテント大腸菌（Invitrogen）を形質転換し、LB/Amp/IPTG/Xgalプレー
トにプレーティングした。
【０３４５】
　VH配列およびVL配列について、インサートを含む4個の白色コロニーを掻き取り、その
インサートの配列決定を行った。Betv1のVHおよびVLの予測されたアミノ酸配列を、それ
ぞれSEQ ID NO: 8およびSEQ ID NO: 12に示す。
【０３４６】
実施例35
pConG1fBetV1の構築：Betv1-IgG1重鎖の作製用ベクター
　マウス抗BetV1抗体のVHコード領域を、プライマーVHexbetv1for(P4)およびVHexbetv1re
v(P3)を用いてこの領域を含むプラスミド（実施例18）からPCRにより増幅し、pConG1f0.4
へのクローニングに適した制限部位および理想的なコザック配列を導入した。
【０３４７】
　VHフラグメントをゲル精製し、pConG1f0.4にクローニングした。このために、PCR産物
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およびpConKappa0.4ベクターをHindIIIおよびApaIで消化し、精製した。
【０３４８】
　VHフラグメントおよびpConG1f0.4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コン
ピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３４９】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、正確な配列を確認した。このプラ
スミドをpConG1fBetv1と命名した。
【０３５０】
実施例36
pConKBetv1の構築：Betv1軽鎖の作製用ベクター
　マウス抗BetV1抗体のVLコード領域を、プライマーVLexbetv1for(P2)およびVLexbetv1re
v(P1)を用いてこの領域を含むプラスミド（実施例18）から増幅し、pConK0.4へのクロー
ニングに適した制限部位および理想的なコザック配列を導入した。
【０３５１】
　PCR産物およびpConKappa0.4ベクターをHindIIIおよびBsiWIで消化し、精製した。VLフ
ラグメントおよびpConKappa0.4HindIII-BsiWI消化ベクターをライゲーションし、コンピ
テントなDH5α T1R大腸菌を形質転換した。
【０３５２】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpConKBetv1と命名した。
【０３５３】
実施例37
pTomG4Betv1の構築：Betv1-IgG4重鎖の作製用ベクター
　Betv1-IgG4発現用ベクターを構築するため、BetV1のVH領域をpTomG4にクローニングし
た。
【０３５４】
　このために、pTomG4およびpConG1fBetv1をHindIIIおよびApaIで消化し、関係するフラ
グメントを単離した。
【０３５５】
　Betv1 VHフラグメントおよびpTomG4HindIII-ApaI消化ベクターをライゲーションし、コ
ンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３５６】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpTomG4Betv1と命名した。
【０３５７】
実施例38
pTomG4Betv1HGの構築：Betv1-HG重鎖の作製用ベクター
　Betv1-HG発現用構築物を作製するため、Betv1のVH領域をpTomG47D8HGにクローニングし
、VH 7D8領域を置換した。
【０３５８】
　このために、pTomG47D8HGおよびpConG1fBetv1をHindIIIおよびApaIで消化し、関係する
フラグメントを単離した。
【０３５９】
　Betv1 VHフラグメントおよびpTomG47D8HGHindIII-ApaI消化ベクターのフラグメントを
ライゲーションし、コンピテントなDH5α-T1R細胞を形質転換した。
【０３６０】
　正確なサイズのインサートを含むクローンを選択し、その配列を確認した。このプラス
ミドをpTomG4Betv1HGと命名した。
【０３６１】
実施例39
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Hek-293F細胞における一過的発現による7D8-IgG1、7D8-IgG4、7D8-HG、Betv1-IgG1、Betv
1-IgG4、Betv1-HG、2F8-IgG1、2F8-IgG4、2F8-HG、2F8-Fab、A77-IgG1、A77-IgG4、A77-H
G、A77-Fab、cMet-IgG1、cMet-IgG4、cMet-HG、およびcMet-Fabの作製
　抗体は、全ての構築物から、293fectinを製造元の指示に従い用いて関係する重鎖およ
び軽鎖ベクターをHEK-293F細胞に共トランスフェクトすることによって作製した。7D8-Ig
G1については、pConG1f7D8およびpConK7D8を共発現させた。7D8-IgG4については、pTomG4
7D8およびpConK7D8を共発現させた。7D8-HGについては、pTomG47D8HGおよびpConK7D8を共
発現させた。Betv1-IgG1については、pConG1Betv1およびpConKBetv1を共発現させた。Bet
v1-IgG4については、pTomG4Betv1およびpConKBetv1を共発現させた。Betv1-HGについては
、pTomG4Betv1HGおよびpConKBetv1を共発現させた。
【０３６２】
　2F8-IgG1については、pConG1f2F8およびpConK2F8を共発現させた。2F8-IgG4については
、pTomG42F8およびpConK2F8を共発現させた。2F8-HGについては、pTomG42F8HGおよびpCon
K2F8を共発現させた。2F8-Fabについては、pEE6.42F8-FabおよびpConK2F8を共発現させた
。
【０３６３】
　cMet-IgG1については、pConG1fcMetおよびpConKcMetを共発現させた。cMet-IgG4につい
ては、pTomG4cMetおよびpConKcMetを共発現させた。cMet-HGについては、pTomG4cMetHGお
よびpConKcMetを共発現させた。cMet-Fabについては、pEE6.4cMet-FabおよびpConKcMetを
共発現させた。
【０３６４】
　A77-IgG1については、pConG1fA77およびpConKA77を共発現させた。A77-IgG4については
、pTomG4A77およびpConKA77を共発現させた。A77-HGについては、pTomG4A77HGおよびpCon
KA77を共発現させた。A77-Fabについては、pEE6.4A77-FabおよびpConKA77を共発現させた
。
【０３６５】
実施例40
IgG1、IgG4、およびIgG4ヒンジレス抗体の精製
　全てのIgG1、IgG4、およびヒンジレス抗体を精製した。まず初めに、上清を0.20μMデ
ッドエンドフィルターを通じて濾過した。次に、上清を、5ml プロテインAカラム（rProt
ein A FF, Amersham Bioscience）にロードし、0.1Mクエン酸-NaOH、pH3で溶出させた。
その溶出液を直ちに2M Tris-HCl、pH9で中和し、12.6mMリン酸ナトリウム、140mM NaCl、
pH7.4（B. Braun, Oss, The Netherlands）に対して一晩透析した。透析後、サンプルを
、0.20μMデッドエンドフィルターを通じて滅菌濾過した。
【０３６６】
　抗体を、1単位のPNgase F（Roche）／μg抗体と共に37℃で一晩インキュベートするこ
とによって脱グリコシル化した後、プロテインAで精製した。
【０３６７】
　サンプルを、比濁法および280nmにおける吸光度によってIgGの濃度について分析した。
【０３６８】
実施例41
金属アフィニティクロマトグラフィによる組換えFab抗体の精製
　Talonビーズ（Clontech）を、A77-Fab、2F8-Fab、およびcMet-Fab抗体の精製に使用し
た。
【０３６９】
　使用前に、ビーズを1×平衡／洗浄緩衝液pH7.0（50mMリン酸ナトリウムおよび300mM Na
Cl）で平衡化し、その後にFab抗体を含む培養上清と共にインキュベートした。このビー
ズを1×平衡／洗浄緩衝液で洗浄して非特異的に結合したタンパク質を除去し、pH5.0の1
×溶出緩衝液（50mMリン酸ナトリウム、300mM NaCl、および150mMイミダゾール）を用い
てHisタグ付加タンパク質を溶出した。インキュベーションはバッチ式で行い、洗浄およ
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び溶出は、遠心分離（700gで2分間）を用いて充填カラムにおいて行った。溶出したタン
パク質は、PD-10カラムにおいてPBSに交換することによって脱塩処理した。精製されたタ
ンパク質の収量は、そのアミノ酸配列から算出した理論上の吸光係数を用いて、280nmに
おける吸光度を測定することによって決定した。精製されたタンパク質をSDS-PAGEにより
分析したところ、そのタンパク質は予測されたサイズに一つのバンドとして移動した。
【０３７０】
実施例42
7D8-IgG4および7D8-HG抗体の非還元型SDS-PAGE分析
　精製後、CD20特異的抗体7D8-IgG1（IgG1抗CD20）、7D8-IgG4（IgG4抗CD20）、および7D
8-HG（ヒンジレスIgG4抗CD20）を、非還元型SDS-PAGEにおいて分析した。
【０３７１】
　使用したビストリス電気泳動法は、サンプルを中性pHで泳動させるLaemmli法（Laemmli
 UK, Nature 227, 6801(1970)）の改良版である。SDS-PAGEゲルはクマシーで染色し、Gen
eGenius（Synoptics, Cambridge, UK）を用いてデジタル画像化した。
【０３７２】
　図1に示されるように、7D8-IgG1は、全長四量体（2つの重鎖および2つの軽鎖）7D8 IgG
1分子を表す一つの大きな束（major bind）を示した。7D8-IgG4は、四量体IgG4分子を表
す大バンドのそばに、文献（Schuurman J et. al., Mol Immunol 38, 1(2001); Angal S 
et al., Mol Immunol 30, 105(1993); Colcher D et al., Cancer Res 49, 1738(1989); 
King DJ et al., Biochem J 281(Pt 2), 317(1992); Petersen J G et al., J Biol Chem
 249, 5633(1974)）に記載されるような相当量の半分子（すなわち1つの重鎖および1つの
軽鎖）を有することが示された。ヒンジレスIgG4分子7D8-HGは半分子のみであることが示
された。
【０３７３】
実施例43
7D8-HGの質量分析
　ナノスプレー技術による質量分析のために、Millipore Microcon YM-30濃縮器を用いて
サンプルを濃縮し、緩衝液を20mMリン酸ナトリウム、pH7.2に交換した。その後、1U N-グ
リコシダーゼF（Roche, カタログ番号1365177）を用いて37℃で16時間、およそ100μgのI
gGを消化し、N結合型グリカンを遊離させた。
【０３７４】
　サンプルをC4マイクロトラップカートリッジを用いてオフラインで脱塩処理し、30％プ
ロパノール／5％酢酸に溶出させた。Q-TOF（Waters, Almere, the Netherlands）を用い
るナノスプレー式エレクトロスプレーMSを用いて分子量分析を行った。機器は、glu-フィ
ブリノペプチドを用いてキャリブレートした。Masslynx 4.0ソフトウェアを用いて、獲得
した多荷電データを解析した。
【０３７５】
　さらなるサンプルアリコートを、ジチオトレイトールを用いて還元した。還元産物を、
C4マイクロトラップを用いてオフラインで脱塩処理し、上記の通りに分析した。還元条件
下での7D8-HGのMS分析は、23440ダルトンの軽鎖質量を示し、これは予測された軽鎖質量2
3440ダルトンと一致した。重鎖の質量は検出されなかったが、これはおそらく、重鎖が沈
降したからである。
【０３７６】
　非還元条件下でのMS分析は、71520ダルトンの主要な質量を示し、これはヒンジを欠く
半分子（1つの重鎖および1つの軽鎖を合わせたもの）の予想された質量（71522ダルトン
）と十分相関した。143041ダルトンの質量を有する生成物が少量観察されたが、これはお
そらくヒンジレス重鎖を含む四量体分子を表すものである。
【０３７７】
実施例44
7D8-HGの質量分析ペプチドマッピング
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　7D8-HGのアリコート（25μg）を、室温で5時間、CNBrで消化した。CNBrで消化したサン
プルを凍結乾燥し、次いで10％アンモニア水でpHを8.4に調整した50mM重炭酸アンモニウ
ム緩衝液に再溶解させ、37℃で5時間、TPCK処理したトリプシンで消化した。この消化産
物を凍結乾燥し、Tris酢酸緩衝液、pH8.5中で、20倍過剰のジチオトレイトール（DTT）を
用いて消化した凍結乾燥サンプルの還元を行った。その反応産物を、C18カラムを用いる
オンラインLC/ES-MSによって分析した。溶出は、ギ酸およびアセトニトリルの水性勾配を
用いて行った。質量の検出は、m/z 250～3000の範囲でキャリブレートしたLCT Premier E
lectrospray質量分析計を用いて行った。
【０３７８】
　ヒンジレスの特別なペプチド220 VAPEFLGGPSVFLFPPKPK 238の理論上の質量に対応する2
026.2Daの質量を有するトリプシン消化ペプチドを検出した（図2）。このペプチドの実体
は、ナノスプレーMSおよびMS/MSによって確認した（図3および4）。
【０３７９】
　この結果は、7D8-HG抗体がヒンジ領域を含まないことを示している。
【０３８０】
実施例45
分析用超遠心分離（AUC）実験による沈降速度による7D８-HGの分子量分布
　PBS中1mg/mlサンプルの7D8-HGを、AUC分析のためにNanolytics（Dalgow, Germany）に
送付した。6.7Sの速度により7D8-HG沈降物の優勢な集合（95％）を同定した。別の凝集物
を、11.5Sにおいて確認した（2％）。残りの物質は、より高速の凝集によって確認された
。
【０３８１】
　主要なフラクションの沈降係数は、PBS中の7D8-HGが主として摩擦比が1.4の二量体とし
て存在することを示している。
【０３８２】
　見かけ上、7D8-HGは、おそらくはCH3領域における、低い親和性の非共有結合性相互作
用によって二量体を形成している（Saphire, Stanfield et al., 2002 J Mol Biol 319(1
): 9-18）。この二量体化プロセスは、過剰な無関係の抗体の存在下でHG分子を使用する
ことによって阻害され得る（実施例54を参照のこと）。
【０３８３】
実施例46
7D8-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HG抗体の機能分析
　これらのCD20特異的抗体のCD20抗原に対する結合は、フローサイトメトリーによって試
験した。NSO/CD20トランスフェクト細胞（50,000細胞/50μl）をFACS緩衝液（FB：PBS、0
.05％ BSA、0.02％ NaN3）で洗浄し、V底96ウェルプレートにおいて試験抗体と共にイン
キュベートした（50μl、4℃で30分間）。洗浄後、PEで標識したヤギF(ab)2抗ヒトIgG-カ
ッパ（Southern Biotechnology, カタログ番号2062-09, www.southernbiotech.com）を細
胞に加えた。細胞をFBで洗浄し、細胞をFACSチューブに回収し、総量を150μlとした。サ
ンプルは、FACScalibur（商標）（Becton Dickinson, San Diego, CA, USA）を使用する
ことによって測定および分析した。
【０３８４】
　図5に示されるように、3つ全ての抗体は抗原特異的でありかつ、CD20に対して強い結合
を示した。
【０３８５】
　C1q（古典的補体カスケードの第一成分）の7D1-IgG1、7D8-IgG4、および7D8-HGに対す
る結合を決定するため、ELISAを行った。手短に説明すると、マイクロタイターELISAプレ
ート（Greiner, Germany）をRTで一晩、PBS中10μg/ml～0.06μg/mlの範囲で連続希釈し
た試験抗体でコーティングした。プレートを空にし、RTで30分間、各ウェルあたり200μl
のELISA希釈液（0.1M NaPO4、0.1M NaCl、0.1％ゼラチン、および0.05％ Tween-20）でウ
ェルをブロックした。その後、プレートを空にし、ウェルを、2μg/mlのヒトC1q（Quidel
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, ロット番号900848）を含有するC1q緩衝液（0.1％ w/vゼラチンおよび0.05％ v/v Tween
-20を補充したPBS、100μl/ウェル、37℃、1時間）と共にインキュベートした。プレート
をPBSTで三回洗浄し、ウェルを、C1q緩衝液で希釈したウサギ抗ヒトC1q（DAKO, A0136）
と共にインキュベートした（100μl/ウェル、RT、1h）。このプレートをPBSTで洗浄した
後（3×）、ウェルを、ELISA希釈液に希釈したHRP結合型ブタ抗ウサギIgG-Fc（DAKO, P03
00, ロット番号069）と共にインキュベートした（1：2500、100μl/ウェル、RT、1時間）
。その後、プレートを三回洗浄し、RT、暗所にて30分間、新たに調製した1mg/ml ABTS溶
液（ABTS：2,2'-アジノ-ビス［3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸］；10ml ABTS緩
衝液中5mgのタブレットを2つ, Boehringer Mannheim, Ingelheim, Germany）を用いてア
ッセイを行った。ELISAプレートリーダー（Biotek Instruments Inc., Winooski, USA）
において405nmの吸光度を測定した。
【０３８６】
　図6に示されるように、C1qは、7D8-IgG4および7D8-HGの両方に結合しなかった。対照と
して、7D8-IgG1に対するC1qの結合を評価したところ、C1qの濃度依存的な結合を示した。
【０３８７】
　CD20特異的抗体の補体特性をさらに調査するため、補体依存的な細胞傷害性を試験した
。収集後、Daudi細胞（ATCC, www.ATCC.org）をPBSで三回洗浄し、1%（w/v）ウシ血清ア
ルブミン（BSA; Roche, Basel, Switzerland）を補充したRPMI 1640に2×106細胞/mlとな
るよう再懸濁した。次いで、細胞を、容量50μl中1.0×105細胞／ウェルとなるよう96ウ
ェル丸底プレートに入れた。同量の抗体（最高濃度10μg/ml、RPMI 1640および1％ BSAで
希釈）をウェルに加え、室温（RT）で15分間インキュベートした。次いで、25μlの正常
ヒト血清（NHS）を加え、細胞を37℃で45分間インキュベートした。熱不活性化血清（血
清ΔT）は、56℃で10分間インキュベートしたNHSである。45分間のインキュベーション後
、細胞を再懸濁してFACSチューブ（Greiner）に移した。次いで、10μlのヨウ化プロピジ
ウム（PI; Sigma-Aldrich Chemie B.V.）をこの懸濁物に加えた（10μg/ml溶液）。溶解
は、フローサイトメトリー（FACScalibur（商標）, Becton Dickinson, San Diego, CA, 
USA）によって死細胞（PI陽性細胞）の数を測定することにより検出した。
【０３８８】
　図7Aに示されるように、7D8-IgG1はdaudi細胞の大きな溶解を示したが、7D8-IgG4およ
び7D8-HGは両方とも少量のDaudi細胞の溶解しか示さなかった。
【０３８９】
　血清の役割を評価するため、熱不活性化血清（血清ΔT）を、10μgの抗体（antistof）
と共にインキュベートした細胞に加えた。図7Bは、溶解の誘導が補体活性を有する血清に
依存的であること、熱不活性化血清を添加しても溶解が起こらないことを示した。
【０３９０】
実施例47
Betv1-HG抗体の非還元型SDS-PAGE分析
　精製後、Betv1-HG（ヒンジレスIgG4抗Betv1）を、非還元型SDS-PAGEにおいて分析した
。使用したビストリス電気泳動法は、サンプルを中性pHで泳動させるLaemmli法の改良版
である。SDS-PAGEゲルはクマシーで染色し、GeneGenius（Synoptics, Cambridge, UK）を
用いてデジタル画像化した。
【０３９１】
　図8に示されるように、Betv1-HGは、半分子（すなわち1つの重鎖および1つの軽鎖）を
表す一つの大きな束を示した。
【０３９２】
実施例48
Betv1-HG抗体のゲル濾過
　Betv1-HGをゲル濾過に供し、この変異体が半分子として溶出するのかインタクトな二量
体として溶出するのかを調査した。サンプル（100μl）を、Amersham Biosciences, Upps
ala, Sweden製のHPLCシステム（AKTA explorer）に接続したSuperdex 200 HR 10/30カラ
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ム（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）にアプライした。このカラムを最初にPBS
で平衡化した。250μlのフラクションを回収し、抗原結合アッセイを用いてBet v 1特異
的IgGを測定した。サンプルは、214nmにおける吸収の測定にも供した。
【０３９３】
　Bet v 1特異的抗体の抗原結合を試験するため、希釈した抗体のサンプルを室温で一晩
、50μlの希釈した125I標識Bet v 1または125I標識Fel d 1と共に、750μl PBS/AT（0.3
％ BSA、0.1％ Tween-20、0.05％ NaN3を補充したPBS）中0.75mgのプロテインGセファロ
ース（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）とインキュベートした。Bet v 1を、Aa
lberseら（Serological aspects of IgG4 antibodies. 1983. 130: 722-726）に記載され
るような、キャリアなしの125I（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）を用いるク
ロラミンT法によりヨウ化した。セファロース懸濁物をPBS-T（0.1％ Tween-20を補充した
PBS）で洗浄した後、結合した放射活性を測定した。その結果を、添加した量に対する放
射活性の量として表した。
【０３９４】
　ヒンジレスBetv1-HGのBet v 1結合活性は、一つのピークとして溶出し、これは、イン
タクトなヒンジを含む精製されたBetv1-IgG4（IgG4抗Bet v 1）の溶出ピークよりも長い
時間保持された（図9）。球状タンパク質を用いたこのカラムのキャリブレーションは、B
etv1-HGが分子サイズ約70kDのタンパク質に対応するフラクションとして溶出されたこと
を示した（データは示さず）。これらのデータは、ヒンジレスIgG4が半分子として存在し
、報告されているヒンジレスIgG1およびIgG4分子（Silverton EW et al., Proc Natl Aca
d Sci USA 74, 5140(1977); Rajan SS et al., Mol Immunol 20, 787(1983); Horgan C e
t al., J Immunol 150, 5400(1993)）とは対照的に、非共有結合性相互作用を通じて四量
体分子を形成しないという本発明らの観察を裏付けるものである。
【０３９５】
実施例49
Betv1-IgG4およびBetv1-HG抗体の機能的な特徴付け
　以前に、血清由来の抗原特異的なIgG4とは対照的に、インビトロ生成されたモノクロー
ナルIgG4抗体は、IgG1抗体と同様、抗原を架橋することができ、従って二価抗体であるこ
とが示されている（Schuurman J et al., Immunology 97, 693(1999); Aalberse R C et 
al., Immunology 105, 9(2002)）。Betv1-IgG1、Betv1-IgG4、およびBetv1-HGの抗原を架
橋する能力は、セファロース結合型Bet v 1および125I標識抗原を用いる放射免疫アッセ
イによって決定した。本実験においては、樺花粉（Birch pollen）セファロースを調製し
た。簡単に説明すると、樺花粉抽出物（Allergon, Angelholm, Sweden）を、製造元の指
示に従いCNBr活性化型セファロース4B（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）に結
合させた。その後、このセファロースを、0.3％ BSA、0.1% Tween-20、0.05％ NaN3を補
充したPBSに再懸濁した。
【０３９６】
　セファロース結合型抗原と125I標識抗原を架橋する抗体の能力を試験するため、50μl
の希釈した抗体を、PBS/AT中750μlのセファロースと共に室温で一晩インキュベートした
。次に、このセファロース懸濁物をPBS-Tで洗浄し、その後にこの懸濁物を総量750μl PB
S/AT中50μlの希釈した125I標識Bet v 1と共に室温で一晩インキュベートした。最後に、
このセファロースをPBS-Tで洗浄し、結合した放射活性を測定した。その結果を、添加し
た放射標識の量に対する結合した放射活性の量として表した。
【０３９７】
　図10に示されるように、三つ全ての抗体は抗原特異的であり、放射標識Betv1に対する
強い結合を示した。
【０３９８】
　図11においては、Betv1-IgG1およびBetv1-IgG4がセファロース結合型Bet v 1と放射標
識Bet v 1を架橋できることが示されている。IgG1およびIgG4抗体は二価抗体として振る
舞う。Betv1-HG抗体はBetv1抗原を架橋できず、従って一価結合であることが実証された
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。
【０３９９】
実施例50
正常なIgG1、IgG4、よびIgG1フラグメントとの比較における、IgG4ヒンジレス変異抗体の
薬物動態評価
　体重24～27gの25匹のSCIDマウス（C.B-17/lcrCrl-scid-BR, Charles-River）を本実験
に使用した。マウスをCentral Laboratory Animal Facility（Utrecht, The Netherlands
）の隔離施設に移し、上面がフィルターのケージで飼育し、水および食料を自由に与えた
。全ての実験は、Utrecht大学の動物倫理委員会による承認を受けた。
【０４００】
　モノクローナル抗体は、尾静脈を通じて静脈内投与した。投与から1時間、4時間、24時
間、3日、7日、14日、21日、および28日後に伏在静脈から50μlの血液サンプルを回収し
た。血液をヘパリン含有バイアルに回収し、10,000gで5分間遠心分離した。mAb濃度の決
定のために、血漿を-20℃で保存した。
【０４０１】
　本実験において、ヒンジレスIgG4変種体（7D8-HG、ロット570-003-EP）のクリアランス
を、正常なヒトIgG4（7D8-IgG4、ロット570-002-EP）、IgG1変種体（7D8-IgG1、ロット79
3-001-EP）、F(ab')2（7D8-G1-F(ab')2、ロット815-004-XX）、および後者のmAbのFabフ
ラグメント（7D8-G1-Fab、815-003-X）のそれと比較した。1匹のマウスあたり200μl中0.
1mgの用量の各抗体を、5匹のマウスに投与した。
【０４０２】
　ヒトIgGの濃度は、サンドイッチELISAを用いて決定した。100ng/ウェルの濃度で96ウェ
ルMicrolon ELISAプレート（Greiner, Germany）をコーティングしたマウスmAb抗ヒトIgG
-カッパクローンMH19-1（#M1272, CLB Sanquin, The Netherlands）を、捕捉抗体として
使用した。2％ニワトリ血清を補充したPBSでプレートをブロッキングした後、サンプルを
添加し、ELISA緩衝液（0.05％ Tween 20および2％ニワトリ血清を補充したPBS）で連続希
釈し、プレートシェーカーを用いて室温（RT）で1時間インキュベートした。その後、プ
レートを、ヤギ抗ヒトIgG免疫グロブリンのペルオキシダーゼ標識F(ab')2フラグメント（
#109-035-097, Jackson, West Grace, PA）と共にインキュベートし、これを2,2’-アジ
ノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS; Roche, Mannheim, Germany
）で現像した。マイクロプレートリーダー（Biotek, Winooski, VT）において、405nmの
吸光度を測定した。
【０４０３】
　SCIDマウスは、血漿IgG濃度が低く、従ってIgGのクリアランスが比較的遅いという理由
から選択した。これにより、新生児Fc受容体（FcRn）へのFcγ部分の結合の消失に起因す
る迅速なクリアランスを検出するための非常に高感度のPKモデルが確立された。
【０４０４】
　薬物動態分析は、濃度-時間曲線の曲線下面積（AUC）をテイル補正（tailcorrection）
を用いて決定することによって行った。血漿クリアランス速度は、用量／AUC（ml/日）と
して算出した。GraphPad PRISM vs. 4（Graphpad Software）を用いて統計学的試験を行
った。
【０４０５】
　図12は、時間内の濃度の片対数プロットを示す。初期血漿濃度は、ヒンジレス変種体を
含めて、全てのインタクトなmAbsについて同じ85～105μg/mlのオーダーであった。これ
らの初期濃度は、約1mlの中央分布量（central distribution volume）に対応し、これは
マウスの血漿区画への分布と一致する。F(ab')2およびFabフラグメントについては、それ
よりも低い初期濃度、それぞれ75および4μg/mlを観察した。Fabフラグメントについては
、これは、投与後最初の1時間内での迅速な血管外分布に起因する可能性が高い。
【０４０６】
　図13は、個々のマウスについて算出されたクリアランス速度を示す。ヒンジレス変種体
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のクリアランス速度は、正常なIgG1およびIgG4のそれらよりも3～4倍高かった。しかし、
F(ab')2フラグメントのそれよりは10倍超遅く、Fabフラグメントのクリアランスよりも20
0倍超遅かった。
【０４０７】
実施例51
免疫コンピテントマウスにおける正常なIgG4およびIgG1 F(ab)2フラグメントとの比較に
おけるIgG4ヒンジレス変異抗体の薬物動態評価
　12匹の8週齢のBalb/cマウス（Balb/CAnNCrl, Charles-River）を本実験に使用した。マ
ウスをCentral Laboratory Animal Facility（Utrecht, The Netherlands）の隔離施設に
移し、上面がフィルターのケージ内で無菌条件下で飼育し、水および食料を自由に与えた
。全ての実験は、Utrecht大学の動物倫理委員会による承認を受けた。
【０４０８】
　モノクローナル抗体は、尾静脈を通じて静脈内投与した。投与から1時間、4時間、24時
間、3日、7日、および10日後に伏在静脈から50μlの血液サンプルを回収した。血液をヘ
パリン含有バイアルに回収し、10,000gで5分間遠心分離した。mAb濃度の決定のために、
血漿を-20℃で保存した。
【０４０９】
　本実験において、ヒンジレスIgG4変種体（7D8-HG、ロット570-003-EP）の血漿クリアラ
ンス速度を、正常なヒトIgG4（7D8-IgG4、ロット570-002-EP）、7D8-IgG1由来のF(ab')2
フラグメント（7D8-G1-F(ab')2、ロット815-004-XX）のそれと比較した。体重1kgあたり4
mgの用量に相当する、1匹のマウスあたり200μl中0.1mgの用量の各抗体を、4匹のマウス
に投与した。
【０４１０】
　ヒトIgGの血漿濃度は、サンドイッチELISAを用いて決定した。100ng/ウェルの濃度で96
ウェルMicrolon ELISAプレート（Greiner, Germany）をコーティングしたマウスmAb抗ヒ
トIgG-カッパクローンMH19-1（#M1272, CLB Sanquin, The Netherlands）を、捕捉抗体と
して使用した。2％ニワトリ血清を補充したPBSでプレートをブロッキングした後、サンプ
ルを添加し、ELISA緩衝液（0.05％ Tween 20および2％ニワトリ血清を補充したPBS）で連
続希釈し、プレートシェーカーを用いて室温（RT）で1時間インキュベートした。洗浄後
、プレートを、ヤギ抗ヒトIgG免疫グロブリンのペルオキシダーゼ標識F(ab')2フラグメン
ト（#109-035-097, Jackson, West Grace, PA）と共にインキュベートし、これを2,2’-
アジノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS; Roche, Mannheim, Ger
many）で現像した。マイクロプレートリーダー（Biotek, Winooski, VT）において、405n
mの吸光度を測定した。
【０４１１】
　Balb/cマウスは、正常なIgG産生を有し、従ってSCIDマウスよりもIgGのクリアランスが
速いという理由から選択した。これにより、投与された抗体が、新生児Fc受容体（FcRn）
への結合について内因性のマウスIgGと競合しなければならないマウスモデルが確立され
た。
【０４１２】
　図15は、時間内の濃度の片対数プロットを示す。初期血漿濃度は全て、100μg/mlのオ
ーダーであり、これはマウスの血漿区画への初期分布と一致する。ヒンジレスIgG4変種体
のクリアランスは、正常なIgG4のそれよりもわずかに速いのみであった。重要なことは、
ヒンジレス変種体のクリアランスが、同等の分子サイズを有するF(ab')2フラグメントの
それよりもずっと遅かったことである。
【０４１３】
　本実験は、Fc部分が、正常な免疫系を有するマウスにおける血漿滞留時間に対して好ま
しい効果を有することを示し、内因性のIgGの存在下であっても新生児Fc受容体（FcRn）
と機能的な相互作用をするという示唆を提供する。
【０４１４】
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　実施例52
ヒトIgGを補充したSCIDマウスにおけるIgG4ヒンジレス変異抗体の薬物動態評価
　体重18～22gの16匹のSCIDマウス（C.B-17/lcrCrl-scid-BR, Charles-River）を本実験
に使用した。マウスをCentral Laboratory Animal Facility（Utrecht, The Netherlands
）の隔離施設に移し、上面がフィルターのケージ内で無菌条件下で飼育し、水および食料
を自由に与えた。全ての実験は、Utrecht大学の動物倫理委員会による承認を受けた。
【０４１５】
　免疫不全SCIDマウスは、1週間を超える期間のクリアランス試験に影響し得るヒトタン
パク質に対する抗体反応を生じないという理由で、ヒンジレスIgG4変種体の薬物動態の研
究のために選択した。生理学的に適当な濃度のヒトIgGの存在下でヒンジレスIgG4変異体
のクリアランスを研究するため、これらのIgG不全マウスに、高用量の静脈内免疫グロブ
リン（多種適合性ヒトポリクローナルIgG）を補充した。これは、1）ヒンジレスIgG4の二
価形態への会合がIVIGによって妨げられる、および2）ヒンジレスIgG4が、新生児Fc受容
体（FcRn）への結合について他のIgGと競合しなければならないことから、ヒトにおける
状態をよく再現したマウスモデルを提供する（Bazin R, et al. J Immunol Methods. 199
4; 172: 209-17）。FcRnへの結合は、IgGを、エンドサイトーシス後の細胞内分解から保
護し、その長い血漿半減期を担う。
【０４１６】
　このモデルにおいて、ヒトCD20特異的ヒトmAbクローン7D8由来の変種体の血漿クリアラ
ンスを研究した。ヒンジレスIgG4変種体（7D8-HG、ロット992-001-EP）のクリアランス速
度を、正常なヒトIgG4（7D8-IgG4、ロット992-002-EP）、7D8-IgG1由来のF(ab')2フラグ
メント（7D8-F(ab')2、ロット892-020-XX）のそれと比較した。さらに、酵素的に脱グリ
コシル化したヒンジレス変種体の調製物を試験した（TH3001-7D8-HG deglyc, ロット991-
004-EP）。体重1kgあたり約5mgの用量に相当する、200μl中0.1mgの用量の各抗体を、4匹
のマウスに尾静脈から投与した。モノクローナル抗体は、静脈内免疫グロブリン（60mg/m
l, Sanquin, The Netherlands, JFK108ST, 管理番号04H04H443A）との1：1混合物として
投与した。総注射量は400μl/マウスであり、これは1匹のマウスあたり12.5mgのIVIG用量
を与えた。
【０４１７】
　投与から15分、5時間、24時間、2日、3日、7日、および10日後に伏在静脈から50μlの
血液サンプルを回収した。血液をヘパリン含有バイアルに回収し、14,000gで10分間遠心
分離した。mAb濃度の決定のために、血漿を-20℃で保存した。7D8変種体の血漿濃度は、
サンドイッチELISAを用いて決定した。マウスmAb抗7D8-イディオタイプ抗体（クローン2F
2 SAB 1.1 (LD2), ロット0347-028-EP）を捕捉抗体として使用した。0.05% Tweenおよび2
％ニワトリ血清を補充したPBSでプレートをブロッキングした後、サンプルを添加し、ELI
SA緩衝液（0.05％ Tween 20および2％ニワトリ血清を補充したPBS）で連続希釈し、プレ
ートシェーカーを用いて室温（RT）で2時間インキュベートした。注入した抗体を参照と
して使用した。洗浄後、プレートを、ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒトF(ab')2特異的（1
09-035-097, Jackson Immunoresearch, West Grace, PA）と共にインキュベートし、これ
を2,2’-アジノ-ビス（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS; Roche, Mannh
eim, Germany）で現像した。マイクロプレートリーダー（Biotek, Winooski, VT）におい
て、405nmの吸光度を測定した。総ヒトIgG血漿濃度を、同様のELISAを用いて決定した。
マウスmAb抗ヒトIgG-カッパクローンMH16（＃M1268, CLB Sanquin, The Netherlands）を
捕捉抗体として使用した。ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒトIgG免疫グロブリン（＃109-0
35-098, Jackson, West Grace, PA）を検出のために使用した。
【０４１８】
　薬物動態分析は、濃度-時間曲線の曲線下面積（AUC）をテイル補正を用いて決定するこ
とによって行った。血漿クリアランス速度は、用量／AUC（ml/日）として算出した。Grap
hPad PRISM vs. 4（Graphpad Software）を用いて統計学的試験を行った。
【０４１９】
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　図20は、上パネルが時間内のmAb 7D8変種体の濃度の片対数プロットを、下パネルが総
ヒトIgG濃度を示す。初期総ヒトIgG濃度は平均2.3mg/mlであり、10日後に0.47mg/mlまで
低下した。この7D8 IgG4およびIgG4 HG変種体の初期血漿濃度は94～180μg/mlの範囲であ
り、これはマウスの血漿区画への初期分布と一致する。F(ab')2フラグメントについては
、初期濃度がいくぶん低く、平均62μg/mlであった。上パネルから、脱グリコシル化調製
物を含むヒンジレス変種体のクリアランスがインタクトなIgG4のそれよりもいくぶん速い
が、F(ab')2フラグメントのそれよりはずっと遅いことが明らかである。以下の表は、濃
度-時間曲線から算出されたクリアランス速度を示す。ヒンジレス変種体のクリアランス
速度は、正常なIgG4のそれよりも2～3倍高かった。しかし、F(ab')2フラグメントのそれ
よりもほぼ10倍遅かった。重要なことは、脱グリコシル化が、ヒンジレスIgG4変種体のク
リアランス速度に対して有意な影響を及ぼさなかったことである。

【０４２０】
　従って、生理学的に適当な濃度のヒトIgGの存在下であっても、ヒンジレス変種体のク
リアランスは、同等の分子サイズを有するF(ab')2フラグメントのそれよりもずっと遅い
。本実験は、生理学的に適当な濃度の競合的なヒトIgGの存在下であっても、ヒンジレスI
gG4変種体は、新生児Fc受容体（FcRn）と機能的な相互作用をすることができることを実
証している。さらに、本実験は、ヒンジレスIgG4変種体のグリコシル化が血漿クリアラン
スに影響せず、非グリコシル化型ヒンジレスIgG4は完全グリコシル化型と類似のインビボ
半減期を有することを示している。
【０４２１】
実施例53
FcRn-/-マウスにおける正常IgG4およびIgG1 F(ab')2フラグメントとの比較におけるIgG4
ヒンジレス変異抗体の薬物動態評価
　本実験は、IgG4ヒンジレス変異体が、IgGをエンドサイトーシス後の細胞内分解から保
護することによりIgGの長い血漿半減期をもたらす新生児Fc受容体（FcRn）と相互作用で
きるかどうかを調査するために行った。本実験においては、FcRnを発現しないという理由
から、B2Mノックアウトマウスを使用した。
【０４２２】
　12匹の雌性C57Bl/6 B2Mノックアウトマウス（TaconicモデルB2MN12-M、FcRn-/-マウス
と称する）および１２匹の雌性C57Bl/6野生型対照マウス（Taconic、モデルnr.B6、WTマ
ウスと称する）を実験に使用した。これらのマウスをCentral Laboratory Animal Facili
ty（Utrecht, The Netherlands）の隔離施設に移し、上面がフィルターのケージ内で飼育
し、水および食料を自由に与えた。全ての実験は、Utrecht大学の動物倫理委員会による
承認を受けた。
【０４２３】
　ヒトCD20特異的ヒトmAbクローン7D8由来の変種体の血漿クリアランスを研究した。ヒン
ジレスIgG4変種体（7D8-HG、ロット992-001-EP）のクリアランス速度を、正常なヒトIgG4
（7D8-IgG4、ロット992-002-EP）、7D8-IgG1由来のF(ab')2フラグメント（7D8-G1-F(ab')

2、ロット892-020-XX）のそれと比較した。
【０４２４】
　モノクローナル抗体は、尾静脈を通じて静脈内投与した。体重1kgあたり約5mgの用量に
相当する、1匹のマウスあたり200μl中0.1mgの用量の各抗体を、4匹のマウスに投与した
。投与から10分、5時間、24時間、2日、3日、7日、および10日後に伏在静脈から50μlの
血液サンプルを回収した。血液をヘパリン含有バイアルに回収し、14,000gで10分間遠心
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分離した。mAb濃度の決定のために、血漿を-20℃で保存した。ヒトIgGの血漿濃度は、100
ng/ウェルで96ウェルMicrolon ELISAプレート（Greiner, Germany）をコーティングした
マウスmAb抗ヒトIgG-カッパクローンMH19-1（#M1272, CLB Sanquin, The Netherlands）
を捕捉抗体として使用するサンドイッチELISAを用いて決定した。ELISA緩衝液（0.05％ T
weenおよび2％ニワトリ血清を補充したPBS）でプレートをブロッキングした後、サンプル
を添加し、ELISA緩衝液で連続希釈した。対応する注入した抗体調製物の連続希釈物を参
照として使用した。インキュベーションおよび洗浄後、プレートを、ペルオキシダーゼ標
識AffiniPureヤギ抗ヒトIgG、F(ab')2特異的（＃109-035-097, Jackson Immunoresearch,
 West Grace, PA）と共にインキュベートし、これを2,2’-アジノ-ビス（3-エチルベンゾ
チアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS; Roche, Mannheim, Germany）で現像した。マイクロ
プレートリーダー（Biotek, Winooski, VT）において、405nmの吸光度を測定した。薬物
動態分析は、濃度-時間曲線の曲線下面積（AUC）をテイル補正を用いて決定することによ
って行った。血漿クリアランス速度は、用量／AUC（ml/日）として算出した。GraphPad P
RISM vs. 4（Graphpad Software）を用いて統計学的分析を行った。
【０４２５】
　図21は、時間内の濃度の片対数プロットを示す。初期血漿濃度は全て、100μg/mlのオ
ーダーであり、これはマウスの血漿区画における初期分布と一致する。以下の表は、個々
のマウスの濃度-時間曲線から算出された血漿クリアランス速度を示す。

【０４２６】
　F(ab')2フラグメントについては、野生型（WT）マウスとノックアウト（FcRn-/-）マウ
スとの間で有意差が観察されなかった。対照的に、IgG4およびヒンジレスIgG4変異体につ
いては、WTマウスにおけるクリアランス速度は、FcRn-/-マウスのそれと比較して3～5倍
遅かった。本実験は、FcRnの存在が、ヒンジレスIgG4の血漿滞留時間に対して好ましい効
果を有することを示している。従って、本実験は、ヒンジレスIgG4がFcRnとインビボで機
能的な相互作用を行うことができるという証拠を提供するものであり、これによりその良
好な血漿半減期が説明される。
【０４２７】
実施例54
2F8-HG抗EGFr mAbの機能分析
　MAb 2F8は、ヒト上皮成長因子受容体（EGFr）に対するヒトIgG1モノクローナル抗体（m
Ab）であり、リガンド結合をブロックすることによってEGFrのシグナル伝達を阻害するこ
とができる。このmAbから、IgG4変種体である2F8-IgG4を作製し、合わせてヒンジレス変
種体である2F8-HGも作製した。
【０４２８】
　本実施例において、本発明者らは、インビトロ下の細胞内でのリガンド誘導性のEGFrの
リン酸化の阻害について2F8-HGの能力と2F8-IgG1および2F8-Fabフラグメントの能力を比
較した。これは、全てのIgGサブクラスを含むポリクローナルヒトIgG調製物である静脈内
免疫グロブリン（IVIG）を添加しておよび添加せずに行った。
【０４２９】
　EGFrのリン酸化の阻害は、類表皮細胞株A431（ATCC, American Type Culture Collecti
on, Manassas, USA）を用いる二段階アッセイによって測定した。これらの細胞を、96ウ
ェルプレート上の0.5％ヒトアルブミン（ヒトアルブミン20％、Sanquin, the Netherland
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s）を含有する無血清培地において一晩培養した。次に、mAbを、100または1000μg/mlの
いずれかの固定終濃度のIVIG（免疫グロブリンI.V., Sanquin）と共にまたはそれを含め
ずに、連続希釈により添加した。37℃で60分間のインキュベーション後、ブロックされて
いないEGFrの活性化を誘導するため50ng/mlの組換えヒトEGF（Biosource）を加えた。さ
らに30分間インキュベートした後、細胞を溶解緩衝液（Cell Signaling Technology, Bev
erly, MA）を用いて溶解させ、その溶解産物を、1μg/mlのマウス抗EGF-R抗体（mAb EGFR
1, BD Pharmingen, San Diego, CA）でコーティングしたELISAプレートに移した。RTで2
時間インキュベートした後、プレートを洗浄し、リン酸化型EGF-Rの結合を、リン酸化型
チロシンに特異的なユーロピウム標識マウスmAb（mAb Eu-N1 P-Tyr-100, PerkinElmer）
を用いて検出した。最後に、DEL-FIA増感溶液を加え、EnVisionプレートリーダー（Perki
nElmer）において315nmで励起させ615nmで発光を測定することによって時間分解蛍光を測
定した。非直線回帰（GraphPad Prism 4）を用いてシグモイド形の用量反応曲線を算出し
た。
【０４３０】
　図14の上パネルに示されるように、2F8-HGは、IVIGを添加せずに培地を使用した場合に
、リン酸化の阻害に関して2F8-IgG1と同等の効果を有した。両方のmAbは、EGFrに一価的
に結合する2F8-Fabフラグメントよりも強力であった。図14の中パネルおよび下パネルは
、IVIGの添加が2F8-IgG4および2F8-Fabに対して無視できる程度の効果しか有さないこと
を示す。しかし、それは2F8-HGの用量反応曲線を顕著に右側にシフトさせており、このこ
とは結合特性の変化を示しており、これは、特定の条件下で2F8-HGは二価抗体として振る
舞う場合があるがポリクローナルヒトIgGの存在下では一価型に解離するという考えに沿
うものである。
【０４３１】
実施例55
原理の証明：CD89に対するIgG4ヒンジレス（CD89-HG）はマウスモデルにおけるIgE媒介性
の喘息を阻害する
　Pasquierら（Pasquier, B et al., Immunity 22, 31(2005)）は、FcαRI（CD89（Monte
iro RC et al., Annu Rev Immunol 21, 177(2003)）が抗炎症的な役割および炎症促進的
な役割の両方を有することを示した。FcαRIの凝集は、Sykの動員およびSHP-1結合の中止
により細胞の活性化を導く。FcαRIとの単量体的相互作用は活性化反応を阻害し：SHP-1
が動員され、Syk、LAT、およびERKのリン酸化に障害が起こる。
【０４３２】
　抗CD89抗体のFabフラグメント（クローンA77）は、ヒト単球を用いたIgG媒介性の貪食
作用を阻害できた。さらに、FcαRIをトランスフェクトしたRBL-2H3細胞を用いたインビ
トロのおよびIgE媒介性の喘息モデルにおけるインビボのIgE媒介性反応は、この抗CD89抗
体のFabフラグメントによって阻害された。この動物モデルにおいて、FcαRIトランスジ
ェニックマウス（Launay P et al., J Exp Med 191, 1999(2000)）は、TNP-OVAで感作さ
れた。A77 Fabフラグメントの存在下でIgE-TNP-OVA免疫複合体の鼻腔内チャレンジを受け
たマウスは、メタコリンに対する気管支反応の低下を示したのに対して、無関係のFabフ
ラグメントは気管支の反応亢進性を低下させることができた。
【０４３３】
　抗原特異的、非架橋的、一価的、非活性化性の抗体のインビトロでの原理に関する証明
は、以下の実験から得られる。付着性のPBMCを、無関係のIgG4（Genmab BV）と共にもし
くはそれを加えず24時間プレインキュベートした10μg/ml A77-HG（IgG4ヒンジレス）と
共にまたは無関係のHG抗体と共に37℃で30分間インキュベートし、洗浄し、ポリクローナ
ルウサギ抗大腸菌IgG抗体を製造元の指示に従い用いてオプソニン化したまたはそれを行
わなかったテキサスレッド結合型大腸菌（50細菌／細胞）（Molecular Probes, Eugene, 
OR）と共に37℃で30分間インキュベートした。共焦点レーザー顕微鏡にスライドを装着し
試験した。オプソニン化大腸菌およびA77-HG（無関係のIgG4と共にプレインキュベート）
を与えられたPBMCは、オプソニン化大腸菌および対照HG抗体を与えられたPBMCと比較して
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、大腸菌の貪食作用の低下を示す。
【０４３４】
　FcαRIトランスジェニックマウスを、記載されたようにTNP-OVAで（Pasquier, B et al
., Immunity 22, 31(2005)）；あるいはDeurlooら（Deurloo D T et al., Clin Exp Alle
rgy 33, 1297(2003)）により記載されたようにOVAで感作する。ヒトFcαRIトランスジェ
ニックマウスおよび同腹仔対照を、第0日および第7日の二回、水酸化アルミニウム中のTN
P-OVAまたはOVA（Sigma）を用いて腹腔内免疫する。マウスに、連続する数日間、20μg抗
DNP-IgEと複合体化させたTNP-OVA（Zuberi R I et al., J Immunol 164, 2667(2000)）ま
たはOVAエアゾール（Deurloo D T et al., Clin Exp Allergy 33, 1297(2003)）のいずれ
かを用いて、A77-HG（IgG4ヒンジレス）または無関係のヒンジレス抗体（対照HG）の存在
下で鼻腔内チャレンジを行う。
【０４３５】
　マウスに、50μg A77-HGまたは対照HGを、チャレンジ期間内に一度と最後の鼻腔内チャ
レンジと共に一度の二度、鼻腔内から与える。最後の鼻腔内チャレンジから12時間後、マ
ウスを全身プレチスモグラフチャンバー（BUXCO Electronics, Sharon CT, USA）に置き
、300mMメタコリンを与える。メタコリン曝露後に気道の抵抗性を測定する。免疫組織学
的評価は、マウスを安楽死させた後、肺切片において行う。
【０４３６】
　A77-HGを与えられたマウスは、対照HG抗体を与えられたマウスと比較して、反応亢進性
の低下を示す。
【０４３７】
　このことは、ヒンジレスIgG4分子が、非架橋性の一価かつ非活性化性であり、従ってこ
のような不活性な抗体が望ましい治療目的において、例えばFcαRIを通じた炎症反応の阻
害において有用であることを示す。
【０４３８】
実施例56
ヒンジレスIgG4 cMet（cMet-HG）を用いたコンセプト証明実験
　受容体チロシンキナーゼ-cMetは、様々な上皮細胞において顕著に発現される。胚形成
時、cMetおよび肝細胞増殖因子／細胞分散因子（HGF/SF）は、上皮細胞、筋内皮、ならび
に神経系および造血系の適当な組織へと導く組織特異的な分化に関与する。異常なcMetの
シグナル伝達は、腫瘍形成、特に侵襲性および転移性の腫瘍の発生に関与する。cMet活性
の亢進の結果として、腫瘍細胞はその成長速度を増加させ、アポトーシスに対して抵抗性
を得ることで、成長および／または生存上の優位性を獲得する。さらに、cMetの活性化は
、細胞骨格の再編成およびインテグリンの活性化、ならびに細胞外マトリクスの分解に関
与するタンパク質分解系の活性化をもたらし、侵襲能および転移能を亢進する。従って、
HGF/SF-cMetのシグナル伝達の阻害は、悪性腫瘍の処置における重要な治療経路である。
【０４３９】
　Kong-Beltranらは、Cancer Cell（2004年第6版、75～84ページ）において、cMetの細胞
外ドメインに対して抗体（5D5）を惹起し、HGFの結合を阻害した。抗Met 5D5のFabフラグ
メントは、HGF誘導性のcMetのリン酸化、細胞の運動性、移動、および腫瘍の成長を阻害
することが示された。同著者らは、抗cMet-5D5-Fabが立体的妨害により受容体の二量体化
をブロックするという仮説をたてた。
【０４４０】
　MAb C6は、ヒトcMetに対するヒトIgG1モノクローナル抗体（mAb）であり、高い親和性
でH441細胞に結合することができ、cMetのリン酸化を活性化し、DU-145の分散を誘導し、
ELISAにおいてHGFがcMetに結合するのをブロックする。このmAbから、Fabフラグメント（
cMet-Fab）、IgG4変種体（cMet-IgG4）、およびヒンジレス変種体も作製した（cMet-HG）
。
【０４４１】
　cMetに対するヒンジレスIgG4（cMet-HG）を用いる実証実験において、この一価抗体は
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、HGFの結合、受容体の二量体化／活性化、細胞の分散、および下流へのシグナル伝達を
阻害した。本実験は、全てのIgGサブクラスを含むポリクローナルヒトIgG調製物である静
脈内免疫グロブリン（IVIG）を添加しておよびこれを添加せずに、ならびにrHGFを用いて
およびこれを用いずに行った。
【０４４２】
DU-145分散アッセイ
　DU-145（ヒト前立腺癌細胞株、ATCC HTB-81）細胞を、DMEM+（500ml MEM Dulbecco（DM
EM-Medium、グルコース4.5g/ml、NaHCO3含有、グルタミン非含有、Sigma、D-6546）、50m
l Cosmic Calf Serum（Hyclone SH30087.03）、5mlの200mM/L L-グルタミン（Bio Whitta
tker, BE17-605F）、5mlピルビン酸ナトリウム（Bio Whittaker BE13-115E）、5mlペニシ
リン／ストレプトマイシン（Bio Whittaker DE17-603E）含有）中で培養し、付着性のク
ラスター細胞を成長させた。rhHGF（Sigma, H-1404）の添加によって、細胞の移動を誘導
し、これにより単一細胞を得た。このプロセスを分散法（scattering）と呼んだ。分散の
誘導または阻害は、顕微鏡で観察した。
第一日：cMet、cMet-HG、cMet-Fab、cMet-IgG4（30/3.0/0.3/0.03μg/ml）を、IVIG、6mg
/mlを添加しておよびこれを添加せずに一晩インキュベートした。DU145細胞を接種し（T7
5培養フラスコ由来の付着細胞）、細胞培養上清を取り除き、細胞を10ml PBSで一回洗浄
し、2mlチロシン/EDTAを加え（37℃）、細胞を37℃で1～2分間インキュベートした。この
細胞を、タッピング法によって培養フラスコ表面から収集し、保存しておいた培養上清を
用いてチロシン/EDTA反応を停止させた。この細胞を計数し、新鮮な培地を用いて1*104細
胞/mlの懸濁物を調製し、50μl/ウェルを96ウェルプレート（Sterile flat bottom Costa
r, 3596）にプレーティングした（最終密度1000細胞/ウェル）。細胞を、インキュベータ
ー内で、37℃、5％ CO2下で15～24時間培養した。
第二日：培地を新鮮な培地、40μl/ウェルに交換した。40μlのプレインキュベートした
抗体を細胞に添加し、細胞をインキュベーター内で37℃で60分間インキュベートした後、
40μl/ウェルの培地または60ng/ml rh-HGFを加えた（最終濃度は10/1.0/0.1/0.01μg/ml 
Ab、2mg/ml IVIG、20ng/ml HGFであった）。細胞を少なくとも24時間インキュベートした
。
第三日および第四日：分散は、24時間または48時間後に、二重盲検下で、顕微鏡により観
察した。分散の形態学的特徴：細胞は表面から剥離し、紡錘状の形態（移動）を示し、大
部分はクラスターに含まれない単一細胞であった。
抗体によるrh-HGF誘導性の分散の阻害の等級
　　　3　細胞は最大限に分散した
　　　2　小規模の分散の阻害
　　　1　分散の阻害
　　　0　分散なし
【０４４３】
　本実験において、IVIGと共にプレインキュベートしたC6-HGは、HGF誘導性の分散を有意
にブロックした。
【０４４４】
cMet受容体のリン酸化
　A549細胞を、Ham's F12培地で培養し、cMetは正常な培養条件下でリン酸化されなかっ
た。HGFによる活性化によって、cMet受容体はリン酸化状態になる。IVIGのプレインキュ
ベーションを行ったcMetをブロックするcMet-FabまたはcMet-HGを適用することにより、H
GF媒介性の受容体のリン酸化が阻害された。
第一日：cMet-IgG1、cMet-HG（12.5μg/ml）を、IVIG、2.5mg/mlを添加しておよびこれを
添加せずに一晩インキュベートした。A549細胞（1*106/ウェル）を6ウェルプレートにて
培養した。
第二日：培地（500ml Ham's F12（Bio Whittaker BE12-615F）、50ml Cosmic Calf Serum
（Hyclone SH30087.03）、5mlの200mM/L L-グルタミン（Bio Whittatker, BE17-605F）、
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5mlペニシリン／ストレプトマイシン（Bio Whittaker, DE17-603E）含有）を取り除き、8
00μlのプレインキュベートした抗体を細胞に添加し、細胞をそれと共にインキュベータ
ー内で37℃で15分間インキュベートした後、200μl/ウェルの培地または80ng/ml rh-HGF
を加えた。（最終濃度は10μg/ml Ab、2mg/ml IVIG、16ng/ml HGFであった）。さらに15
分間インキュベートした後、インキュベーション培地を取り除き、細胞を氷冷PBSで二回
洗浄し、250μl RIPA溶解緩衝液（50mM Tris、pH7.5、0.5%デオキシコール酸Na、および0
.1％ノニデットP40、150mM NaCl、0.1％ SDS、2mMバナジン酸、ならびにComplete（プロ
テアーゼ阻害剤、Roche 1836170）含有）を加え、プレートを4℃で10分間穏やかに回転さ
せた。その溶解産物を事前に冷やしておいたチューブ（エッペンドルフ）に移し、4℃で3
0分間、高速で遠心分離を行った。DNAを除去し、フラクションをBCAタンパク質含有量分
析（Pierce）の測定に使用した後、溶解産物をN2下で瞬間凍結させた。溶解産物は、ウェ
スタンブロットにより分析するまで-80℃で保存した。標準的な手順に従い、10μgの還元
型サンプルを、4～20％ Tris-HCl Criterion Precastゲル（Biorad 345-0033）上での電
気泳動およびニトロセルロースメンブレン（Biorad 162-0114）上でのウェスタンブロッ
トに供した。メンブレンを、ローラーバンクにおいてブロッキング溶液（TBST（Tris-HCL
 20mM pH7.5、NaCl 150mM、0.1% Tween 20）中に5％のBSA（Roche, 10735086）含有）を
用いて室温で1.5時間ブロックした。このメンブレンを、1：1000希釈の抗ホスホ-Met（pY
pYpY 1230 1234 1235）-ウサギIgG（Abcam, ab5662）と共に4℃で一晩インキュベートし
た。TBSTで6回洗浄した後、二次抗体、ヤギ抗ウサギHRP, Cell Signalling, 7074（1：20
00）を含むブロッキング試薬を、ローラーバンクにおいて室温で60分間インキュベートし
た。メンブレンをTBSTで6回洗浄した。最後に、Luminol Echancerストップソリューショ
ン（Pierce 1856145）を用いてバンドを現像し、Lumiimagerで分析した。
【０４４５】
　IVIGと共にプレインキュベートしたcMet-HGは、この受容体のHGF媒介性のリン酸化を阻
害する。
【０４４６】
図22
　DU-145細胞を培養し、（A）cMet-Fab、cMet-FabおよびIVIG、cMet-FabおよびHGF、cMet
-FabおよびIVIGおよびHGF（B）cMet-HG、cMet-HGおよびIVIG、cMet-HGおよびHGF、cMet-H
GおよびIVIGおよびHGFの連続希釈物と共にインキュベートした。分散は、48時間後に、二
重盲検下（14名による記録）で、顕微鏡により観察し、平均スコア±SEMをプロットして
いる。
【０４４７】
　IVIGを加えたまたは加えていないcMet-Fab（A）およびIVIGと共にプレインキュベート
したcMet-HG（B）は、HGF誘導性の分散を用量依存的に有意にブロックした。
【０４４８】
図23
　DU-145細胞を培養し、10μg/mlの（A）cMet-Fab、cMet-FabおよびIVIG、cMet-Fabおよ
びHGF、cMet-FabおよびIVIGおよびHGF（B）cMet-HG、cMet-HGおよびIVIG、cMet-HGおよび
HGF、cMet-HGおよびIVIGおよびHGFと共にインキュベートした。分散は、48時間後に、二
重盲検下（14名による記録）で、顕微鏡により観察した。IVIGを加えたまたは加えていな
いcMet-FabおよびIVIGと共にプレインキュベートしたcMet-HGは、HGF誘導性の分散を有意
に阻害した。統計分析のために、仮の中央値3（最大分散）を用いて両側ウイルコクソン
符号付き順位和検定を行った。
【０４４９】
図24
　cMet-HG（レーン1）、cMet-HGおよびIVIG（レーン2）、cMet-HGおよびHGF（レーン3）
、cMet-HG、IVIG、およびHGF（レーン4）、cMet-IgG1（レーン5）、cMet-IgG1およびIVIG
（レーン6）、と共にインキュベートしたA549細胞から調製した抽出物を、4～20％ Tris-
HCl Criterion Precastゲル上でのSDS-PAGEおよびニトロセルロースメンブレン上でのウ



(74) JP 5511654 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

ェスタンブロットによって分離した。このメンブレンを、抗ホスホ-Met（pYpYpY 1230 12
34 1235）-ウサギIgG（Abcam, ab5662）と共に4℃で一晩インキュベートした。TBSTで洗
浄した後、二次抗体、ヤギ抗ウサギHRP, Cell Signalling, 7074を含むブロッキング試薬
を、ローラーバンクにおいて室温で60分間インキュベートした。このメンブレンをTBSTで
6回洗浄した。最後に、Luminol Echancerストップソリューションを用いてバンドを現像
し、Lumiimagerで分析した。ウェスタンブロットは、ホスホ-Met（pYpYpY 1230 1234 123
5）を示す169Kdのバンドを示している。
【０４５０】
実施例57
上皮成長因子受容体（EGFr）を標的化するIgG4ヒンジレス変異抗体のインビトロ評価：結
合アビディティおよび抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ADCC）の誘導
　本実験においては、上皮成長因子受容体（EGFr）を標的化するIgG4ヒンジレス変異抗体
であるmAb 2F8-HGを、2F8-IgG4、2F8-IgG1、および2F8-Fabと称する、それぞれ、IgG4バ
ージョン、IgG1バージョン、およびFabフラグメントと比較した。このインビトロ評価は
、ELISAにおけるEGFrに対する結合のアビディティおよびADCCの誘導を含むものであった
。
【０４５１】
ELISA
　結合親和性は、精製されたEGF-R（Sigma, St Louis, MO）、50ng/ウェルで96ウェルMic
rolon ELISAプレート（Greiner, Germany）をコーティングしたELISAを用いて決定した。
プレートを、0.05% Tween 20および2％ニワトリ血清を補充したPBSでブロックした。その
後、100μg/mlのポリクローナルヒトIgG（静脈内免疫グロブリン、IVIG、Sanquin Nether
lands）を含有する緩衝液に連続希釈したサンプルを加え、室温（RT）で一時間インキュ
ベートした。その後、プレートを、検出抗体としてのペルオキシダーゼ結合型ウサギ抗ヒ
トカッパ軽鎖（DAKO, Glostrup, Denmark）と共にインキュベートし、2,2’-アジノ-ビス
（3-エチルベンゾチアゾリン-6-スルホン酸）（ABTS; Roche, Mannheim, Germany）で現
像した。マイクロプレートリーダー（Biotek, Winooski, VT）において、405nmの吸光度
を測定した。
【０４５２】
　図16は、2F8-HGおよび2F8-Fabの結合曲線が重ねる合わせることができ、IgG1およびIgG
4の結合曲線に対して明らかに右側にシフトしていることを示している。このEGFrコート
に対するアビディティの違いは、IVIGの存在下で2F8-HGが、ちょうどFabフラグメントと
同じ様に一価的に結合するという考えと一致するものである。
【０４５３】
抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ADCC）
　腫瘍細胞のエフェクター細胞依存的な溶解を誘導する能力を、クロム51（51Cr）放出ア
ッセイにおいて評価した。標的A431細胞（2～5×106細胞）を、37℃で1時間の震盪条件下
で100μCi Na2

51CrO4（Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden）で標識した。細胞をPB
Sで三回洗浄し、これを培地に1×105細胞/mlとなるよう再懸濁した。標識した細胞を96ウ
ェルプレートに分配し（5×103、50μl/ウェル中）し、20μg/ml～0.02ng/ml（終濃度）
の範囲のmAbの培地への10倍連続希釈物50μlと共にプレインキュベート（RT、30分間）し
た。自然発生的な51Crの放出を決定するために培地を抗体の代わりに加え、最大51Cr放出
を決定するためにtriton X100（1％終濃度）を加えた。その後、PBMCをウェルに加え（5
×105/ウェル）、細胞を37℃で一晩インキュベートした。次の日、ガンマカウンターにお
ける1分間あたりのカウント数（cpm）を決定することによる51Cr放出の測定のために、上
清を収集した。細胞の細胞傷害性の割合は、次式を用いて算出した：
　　比溶解率（％）＝（実験放出値（cpm）-自然発生的な放出（cpm））／（最大放出（c
pm）-自然発生的な放出（cpm））×100
式中の最大51Cr放出は標的細胞にtriton X-100を添加することによって決定し、自然発生
的な放出は感作した抗体およびエフェクター細胞の非存在下で測定した。
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【０４５４】
　図17は、2F8-HGが、2F8-IgG4と同様にADCCを誘導せず、一方2F8-IgG1はこの局面におい
て非常に強力であることを示している。
【０４５５】
実施例58
　AlgoNomics社のEpibase（登録商標）プラットフォームをIgG4定常ヒンジレス一価抗体
に適用した。手短に説明すると、このプラットフォームは、標的配列由来の全ての潜在的
な10マーペプチドのHLA結合特異性を分析するものである（Desmet et al. 1992, 1997, 2
002, 2005）。プロファイリングは、20のDRB1、7のDRB3/4/5、14のDQ、および7のDPにつ
いて、すなわち合計48のHLAクラスII受容体についてアロタイプレベルで行われる。
【０４５６】
　Epibase（登録商標）は、48のHLAクラスII受容体の各々についてのペプチドの結合の自
由エネルギーの量的概算値ΔGbindを算出する。その後、これらのデータは、以下のよう
にさらに処理され：ペプチドは強（S）バインダー、中（M）バインダー、弱および非（N
）バインダーに分類される。
【０４５７】
　IgG4ヒンジレス一価抗体の定常領域において、強結合エピトープは発見されず、中結合
エピトープは1つのみ発見された。この単一のネオエピトープは、中のDRB1*0407バインダ
ーを構成するものであった。DRB1*0407は、カフカス人集団の2％未満に存在する少数派の
アロタイプである。さらに、中強度の単一のエピトープというのは、免疫原性が最低の抗
体であっても総エピトープカウントにおいて重要とならない。
【０４５８】
　結論として、ヒンジレス一価IgG4抗体は、免疫原性である可能性が非常に低いことが予
測される。
【０４５９】
実施例59
ユニボディ-CD4について示された実施例59および60において使用した研究背景および材料
　CD4に対するヒトモノクローナル抗体（HuMax-CD4）がHIV-1感染を阻害する能力を検討
するため、インビトロおよびインビボ実験を行った。この抗体は、CD4のドメイン1に対す
る抗体であり、CD4のHIV-1 gp120結合部位と重複している。
【０４６０】
　本実施例（59）は、抗CD4抗体のFabフラグメントが、様々な初代単離体およびT細胞株
適応型HIVウイルスによるCD4-CCR5細胞またはCD4-CXCR4細胞への感染を阻害することを示
す。阻害のIC50値は、sCD4および細胞結合型CD4へのHuMax-CD4の結合のEC50値の範囲内で
あり（データは示さず）、このことから阻害機構としてCD4に結合するHIV-1エンベロープ
の阻害が示唆される。一般的に、HuMax-CD4のFabフラグメントは、Fabと全長抗体の間の
アビディティの違いから予測されるように、全長抗体よりも10倍低い効率で阻害する。
【０４６１】
　実施例60は、HuMax-CD4で処置したマウスにおいて、IgG対照処置グループよりも小幅の
CD4/CD8比較比の下降が観察されることを示しており、このことは、HuMax-CD4が、HIV-1
によるCD4陽性細胞の枯渇を予防することを示している。さらに、HuMax-CD4処置は、時間
内に血中のHIV-1 RNAコピー数の減少をもたらすが、IgG対照処置はこの減少を誘導しない
。このインビトロデータは、抗CD4抗体が、HIV-1誘導性のCD4枯渇を予防し、HIV感染およ
びウイルス量の規模を縮小させることを示している。
【０４６２】
　Norrisらは、IgG4サブクラスの全長抗CD4（ドメイン2）抗体を用いるHIV-1感染者の処
置に関する発表を行った。
　・　有効性結果は、主なエンドポイント（第24週）で有意な抗ウイルス活性を実証した
。
　・　TNX-355を与えた患者における第48週の結果から持続的反応が示唆された。
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　・　TNX-355 10mg/kg＋OBRは、HIV-RNAに関して、第48週において基準からの0.96 log 
10の減少を実証し、一方プラセボ＋OBRについては0.14 log 10の減少であった（p＜0.001
）。
　・　TNX-355 15mg/kg＋OBRは、HIV-RNAに関して、第48週において基準からの0.71 log 
10の減少を実証し、一方プラセボ＋OBRについては0.14 log 10の減少であった（p＝0.009
）。
　・　TNX-355＋OBR処置は、第48週のCD4＋細胞に関して、10mg/kgアーム（＋48細胞、p
＝0.031）および15mg/kg（＋51細胞、p＝0.016）アームの両方において、プラセボの増加
（＋1細胞）に対して統計的に有意かつ臨床的に有意義な増加を示した。
【０４６３】
文献

【０４６４】
HUMAX-CD4全長抗体およびHUMAX-CD4抗体のFABフラグメントによるインビトロHIV-1中和
　本法は、Zwick et al 2001に詳細に記載されている。要約すると、抗体によるウイルス
の中和の程度をルシフェラーゼ活性により測定した。一回の複製にコンピテントなウイル
スを、適当なウイルス構築物を含む改良型pSVIIIenvベクター（例えば、初代単離体：JR-
CSF、JR-FL、SF162、ADA、YU2、89.6、US143、およびT細胞株適応型ウイルス：IIIB）お
よびpNL4-3.lec.R-E-の共トランスフェクションによって作製した。ウイルスを、様々な
量の抗体と共にプレインキュベートし、その後、約100,000カウントを生じるよう測定さ
れた量をU87.CD4.CCR5細胞（初代単離体）またはCD4-CXCR4細胞（IIIBの場合）に添加し
、3日間培養した。このウェルを洗浄し、ルシフェラーゼ細胞培養溶解試薬と共にインキ
ュベートし、溶解産物を不透明なアッセイプレートを移し、ルミノメーターにおいてルシ
フェラーゼアッセイ試薬を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。HuMax-CD4およびHuMax
-CD4のFabフラグメントを中和について試験した。
【０４６５】
　記載される方法に従い、ウイルス構築物YU2、IIIB、ADA、89.6、US143、JR-FL、JR-CSF
、およびSF 162を、ルシフェラーゼアッセイ発現系を用いるインビトロ中和アッセイに使
用した。HIV-1 IIIBは、T細胞株適応型ウイルスであり、他の全てのウイルスは、HIV-1の
初代単離体である。HuMax-CD4抗体およびHuMax-CD4抗体のFabフラグメントを、1：2希釈
で添加し、反応を図25に示される濃度で開始した。図27において、4パラメータロジステ
ィック分析によりフィットさせた曲線をHuMax-CD4抗体およびHuMax-CD4抗体のFabフラグ
メントについて示し、図25においては、これらのフィットから算出されたIC50を示す。こ
れらのデータは、HuMax-CD4抗体が試験した全てのウイルスの感染を阻害し、全体として
そのFabフラグメントよりも10倍高い効果を有していたことを示している（YU2およびJR-C
SFは例外）。HuMax-CD4のsCD4に対する結合についてのEC50は、約0.3～1nMであることが
決定された。阻害のIC50値はこれらのEC50値の範囲内にあり、このことはHuMax-CD4によ
る受容体の占拠が感染の阻害の程度に関係することを示している。
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【０４６６】
　本発明者らの実験は、抗CD4抗体の一価結合（すなわちFabフラグメント）による、CXCR
4およびCCR5の両方のHIV-1補助受容体発現細胞のHIV-1感染の効果的な阻害についての原
理の証明を提供する。これは、同様の阻害がHG抗CD4抗体によって達成できることの証拠
を提供するものである。
【０４６７】
実施例60
HIV感染のインビボhu-PBMC SCIDマウスモデルにおけるCD4+ T細胞枯渇の予防
　本実験の手順は、Poignard et al 1999に詳細に記載されている。要約すると、CB-17 S
CIDマウスを、約25×106個の正常ヒトPBMC（末梢血単核球）で再構成した。約2週間後、
この動物にHIV-1（HIV-1JR-CSF）を注射した。三日後、この動物を、1mg/ml HuMax-CD4も
しくはヒトIgGアイソタイプ対照抗体で、腹腔内から送達して処置するか、または処置を
行わない。血液サンプルは、注射から1時間後、6時間後、1日後、2日後、3日後、6日後、
9日後、13日後、および15日後に採取し、二週間後にこの動物を安楽死させてFACS分析を
行い、ヒト細胞の％（H2Kd-PEおよびヒトCD3-APCを用いて）およびCD4/CD8比（CD4-PEお
よびCD8-APCの二重染色を用いて）を決定した。さらに、血漿ウイルス量を、定量Roche R
T PCRアッセイによりHIV-1 RNAレベルを測定することによって測定した。さらに、直接的
なsCD4結合ELISA（sCD4をプレートにコーティング、および抗Fcポリクローナル抗体によ
る検出）によって、血漿中のHuMax-CD4の濃度を決定した。
【０４６８】
　図28には、この動物の血漿レベルが示されている。HuMax-CD4の注射は、高いHuMax-CD4
の血漿濃度をもたらし、これは15日目にあってもなお100μg/mlを超えるものであったこ
とが結論付けられた。未処置マウスは、バックグラウンドを超える測定可能な値を示さな
かった。
【０４６９】
　図26には、実験の最後にマウスから収集した細胞数が示されている。このデータは、HI
V-1感染が、CD4/CD8比の低下により示されるように、CD4陽性T細胞の著しい低下をもたら
したことを示している。このことは、CD4陽性T細胞が、HIV-1によって血液から迅速に枯
渇され、一方非感染マウスにおいては一定レベルで保たれることを示している。HuMax-CD
4でip処置したマウスは、CD4/CD8比の低下がずっと小さく、これはHuMax-CD4がHIV-1によ
るCD4陽性細胞の枯渇に対する予防を提供することを示している。図29には、時間内の血
液1mlあたりのHIV-1 RNAコピー数が示されており、これらのデータは、HuMax-CD4処置が
、時間内に血液中のHIV-1 RNAコピーの量を減少させるが、アイソタイプ対照抗体は減少
させなかったことを示している。
【０４７０】
　本発明者らの実験は、インビボでのHIV-1感染時のCD4細胞の枯渇に対する予防について
の原理の証明を提供する。この枯渇に対する予防は、全長抗CD4抗体それ自体がCD4枯渇特
性を有するにもかかわらず観察される。このことは、一価の非枯渇性抗CD4抗体、例えば
抗CD4 HG抗体による処置によって、HIV-1誘導性のT細胞枯渇に対するより強力な予防が獲
得できることを示している。抗CD4 HGによるHIV-1の中和およびCD4枯渇に対する予防につ
いての原理の証明は、同様の実験設定で得ることができる。このことは、長いインビボ半
減期を示すHuMax-CD4 HGがHIV-1感染およびHIV-1のウイルス量を阻害し、CD4陽性細胞の
枯渇を予防できるという証拠を提供する。
【０４７１】
結果のまとめ
　実施例において示されたデータは、ヒンジエクソンのスプライスドナー部位を破壊する
ことによるヒンジレスIgG4抗体の発現によりヒンジレスIgG4半分子（1つの重鎖および1つ
の軽鎖の組み合わせ）が得られることを示している。IgG4ヒンジレス半分子の存在は、非
還元条件下でのSDS-PAGE、質量分析、サイズ排除クロマトグラフィ、および放射免疫アッ
セイにおける架橋能力の欠如により確認される。ヒンジレス抗体は、天然型のIgG1および
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のヒンジレス抗体、7D8-HG（B細胞抗原CD20特異的）およびBetv1-HG（樺花粉抗原Bet v 1
特異的）について示されている。7D8-HGのC1q結合は認められず、微量の補体依存性細胞
傷害性（ADCC）のみが観察される（天然型の7D8-IgG4抗体と同等）。ヒンジレス半分子の
一価性は、Betv1-HGを用いて架橋実験において示されている。IgG1およびIgG4は両方とも
セファロース結合型Bet v 1と放射標識Bet v 1の架橋を示すが、ヒンジレス分子Betv1-HG
は架橋することができない。
【０４７２】
　7D8-HGの半減期は、マウス薬物動態（PK）実験においてインビボで評価され、7D8-IgG4
と比較されている。7D8-HGは、このモデルにおいて、正常なIgG4よりも2～3倍速いクリア
ランスを有するが、6日間という半減期は、IgG F(ab')2フラグメントについて報告されて
いる1日未満の半減期よりも好ましい。本発明者らは、この好ましいPKプロフィールが、
非架橋性、一価性、かつ非補体活性化性の抗体を必要とする治療適用においてIgG4ヒンジ
レス抗体が有益であるゆえんであるとの結論に至った。
【０４７３】
実施例61
グリコシル化部位の除去
　一価抗体からN-結合型グリコシル化（「グリコシル化部位」）の（潜在的）アクセプタ
ー部位を除去するために、配列の変更が施された。最小限のT細胞エピトープを導入する
だけで、かつ分子の天然の構造を乱すことなく、これをどのように達成できるかを調べる
ために、インシリコの分析が行なわれた。標的配列に由来する可能な全ての10量体ペプチ
ドのHLA結合特異性が分析された（Desmet et al., 1992, 1997, 2002, 2005; Van Walle 
et al. 2007 Expert Opinion on Biological Therapy 7:405-418）。20　のDRB1、7のDRB
3/4/5、14のDQ、および7のDP、すなわち合計48のHLAクラスII受容体に関して、アロタイ
プレベルでプロファイリングが行われた。48のHLAクラスII受容体の各々に関して、ペプ
チドの結合の自由エネルギー□Gbindの定量的概算値が計算された。これらのデータは、
その後、ペプチドを強い、中程度の、弱い、および非-バインダーとして分類することに
よりさらに処理された。
【０４７４】
　以下の表は、最高三つのDRB1アロタイプに特異的な、中程度のエピトープのみを含む27
の配列変種体を示す。
【０４７５】
　（表１）一つの中程度のDRB1エピトープ、または三つまたはそれ以下のMHCアロタイプ
に影響する複数の中程度のエピトープのいずれかを含む配列変種体のまとめ。第一のコラ
ムは特異的配列、第二のコラムは配列フラグメント中に存在する中程度のDRB1結合エピト
ープの数、およびその後のコラムはこれらのエピトープの特異性を表す。これらの配列フ
ラグメントのいずれにもエピトープが見つからないアロタイプは、表中に含まれていない
。
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【０４７６】
　この検討において、最低のエピトープ含量は、二つの異なるDRB1アロタイプに中程度の
強度で結合する配列変種体内に見られた（GST、MST、CSE、DSE、DSP、ESP、GSP、HSE、NS
E、PSP、およびSSE）。
- 任意の位置をシステインに置換する、
- 最後のスレオニンをプロリンに変換する、または
- 最初のアスパラギン残基を脂肪族側鎖によって置換する
という変異に関するネガティブ選択によって、以下の好ましい候補が選択された：GST、N
SE、DSE、HSE、およびSSE。
【０４７７】
　脱グリコシル化した2F8-HGの発現のための構築物を作製するために、変異部位特異的変
異誘発を用いて、上述の分析によって同定されたGSTおよびNSEがpTomG47D8HGに導入され
た。構築物は一過性に発現され、ポリクローナルヒトIgG（Intravenous Immunoglobulin,
 IVIG, Sanquin, Netherlands）の非存在下および存在下で結合が決定された（実施例57
に記述されている）。
【０４７８】
　図30は、IVIGの非存在下および存在下における2F8-HG-GSTおよび2F8-HG-NSEの結合曲線
が、それぞれIVIGの非存在下および存在下における2F8-HGの結合曲線と同一だったことを
示す。これは、脱グリコシル化がHG分子の結合親和性にもIVIGへの感受性にも影響を与え
ないという仮説と一致する。
【０４７９】
実施例62
2F8-HGの非グリコシル化変異体の生化学的分析
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　2F8-HGのグリコシル化部位変異体におけるグリコシル化の欠如は、高pH陰イオン交換ク
ロマトグラフィー-パルスアンペロメトリック検出法（HPAEC-PAD）を用いて確認された。
【０４８０】
　変異したHG分子の単量体または二量体の構成を調べるため、特殊な質量分析法を採用し
て分子間の非共有相互作用を保存した。
【０４８１】
　HG変異体サンプルは、50 mM酢酸アンモニウム水溶液中で調製され、陽イオンモードで
動作するLC-Tナノエレクトロスプレイイオン化直交型飛行時間型質量分析計（Micromass,
 Manchester, UK）に導入された。LC-T質量分析計のソース圧力条件およびナノエレクト
ロスプレイ電圧は、最適なトランスミッション用に最適化され、インターフェース領域の
圧力は、バルブを閉じることによりロータリーポンプのポンプ容量を低下させることで調
節された（Pirani Pressure 6.67 e0 mbar）。
【０４８２】
　スプレイ条件は以下のとおりだった：ニードル電圧1275 V、コーン電圧200 V、および
ソース温度80℃。ナノエレクトロスプレイニードルを調製するために、P-97プラー（Sutt
er Instrument Co., Novato, CA）上でホウケイ酸ガラスキャピラリー（Kwik-FiITM、Wor
ld Precision Instruments Inc., Sarasota, FL）が用いられた。これらはその後、Edwar
ds Scancoat six Pirani 501スパッターコーター（Edwards High Vacuum International,
 Crawley, UK）を用いて、薄い金層でコートされた。
【０４８３】
　図31はタンパク質濃度1μMで非共有ナノエレクトロスプレイ質量分析を用いて得られた
各HG変異体に関する単量体／二量体比のまとめを示す。実施例54に記述される所見と一致
して、データはポリクローナルヒトIgGの非存在下では2F8-HGが二価抗体として振る舞う
可能性を示す。
【０４８４】
　これらの実験条件下では、非グリコシル化変異体は、2F8-HG（WT）と同じ単量体／二量
体比を示した。
【０４８５】
実施例63
2F8-HGの非グリコシル化変異体の機能分析
　非グリコシル化HG変異体2F8-HG-GST、2F8-HG-NSE、2F8-HG-DSE、2F8-HG-HSE、および2F
8-HG-SSEは、EGFrタンパク質をコートとして用いた結合ELISAにおいて（上記を参照され
たい）、2F8-HG（WT）と類似した見かけ上の親和性でEGFrと結合することが示された。非
グリコシル化2F8-HG変異体がインビトロ下の細胞内でリガンド誘導性EGFrリン酸化を阻害
する能力は、実施例54に記述されるように、リン酸化阻害アッセイ（PIA）において2F8-H
G（WT）および2F8-Fabフラグメントと比較された。図32は、非グリコシル化HG変異体がイ
ンビトロ下でEGFrのEGF誘導性リン酸化を阻害する能力が、2F8-HG（WT）のものと類似し
ていることを示す。
【０４８６】
実施例64
非グリコシル化変異体の薬物動態評価
　非グリコシル化変異体2F8-HG-GSTおよび2F8-HG-NSEの薬物動態特性は、内部対照として
0.1 mg 7D8-IgG1を添加したSCIDマウスにおいて分析された。薬物動態分析は、実施例50
に詳細に説明されている。内部対照7D8-IgG1は、調べた全てのマウスにおいて同等のクリ
アランス率を示し、2F8-IgG4のクリアランス率に匹敵するものだった。
【０４８７】
　図33は2F8-HGのグリコシル化の欠如が血漿クリアランスに影響を与えないことを示す。
【０４８８】
実施例65
2F8-HGのCH3変種体の作製および生化学的分析
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　無関係な抗体の有無にかかわらず二量体化を防ぐために、CH3領域にさらなる変異が導
入された。CH3変異体の発現のための構築物を作製するために、部位特異的変異誘発を用
いてpTomG42F8HGに変異が導入された。構築物は一過性に発現された。
【０４８９】
　CH3変種体のHG分子が単量体として存在するか二量体として存在するかを調べるために
、上述のように質量分析法が採用された。
【０４９０】
　図34は非共有ナノエレクトロスプレイ質量分析を用いて得られた各々のHG変異体の単量
体／二量体比のまとめを示す。CH3変異体は2F8-HG（WT）と比較して、単量体／二量体比
の実質的な上昇を示した。単量体として存在する分子の割合は、2F8-HG（WT）の15％から
、R277Aを除く大部分のCH3変異体の>80％へと上昇した。IgG4骨格にIgG1配列を導入するH
G変異R277Kは、陰性対照として使用された。予想通り、この変異体は二量体として振る舞
った。
【０４９１】
　CH3変異体の単量体または二量体の構成は、図35に示すように製造元の指示に従ってNat
ivePAGETM Novex（登録商標）ビストリスゲル電気泳動（Invitrogen, Carlsbad, Califor
nia）を用いて確認された。この未変性ゲル電気泳動技術は、SDSの代わりに電荷シフト分
子としてクマシーG-250を使用し、未変性のタンパク質立体配座およびタンパク質複合体
の四次構造を維持することができる（Schagger H and von Jagow G 1991 Blue native ge
l electrophoresis for isolation of membrane complexes in enzymatically active fo
rm. Anal. Biochem. 199:223-244）。
【０４９２】
　これらの実験条件下では、2F8-HG（WT）およびR277KおよびR277Aは完全な四量体（二本
の重鎖および二本の軽鎖）のサイズに対応するタンパク質バンドを示した。CH3変異体T23
4A、L236A、L236V、F273A、F273L、およびY275Aは半分子（一本の重鎖および一本の軽鎖
のみ）であることが示された。
【０４９３】
実施例66
2F8-HGのCH3変異体の機能分析
　2F8-HG（WT）および変種体の結合は、200μg/mlポリクローナルヒトIgG（Intravenous 
Immunoglobulin, IVIG, Sanquin, Netherlands）の非存在下および存在下で決定された（
実施例57に記載）。
【０４９４】
　図36および37はIVIG存在下での2F8-HGの結合曲線が、IVIGのない場合の2F8-HGの結合曲
線に対して明らかに右側にシフトすることを示す。EGFrコートに対するこのアビディティ
の差は、IVIGの存在下では2F8-HGは一価で結合するという考えと一致する（実施例57を参
照されたい）。試験されたいくつかの変異、2F8-HG-T234A、2F8-HG-L236V、2F8-HG-L236A
、および2F8-HG-Y275Aの結合曲線は、IVIGの添加に対して非感受性になり、IVIGの存在下
での2F8-HGの一価結合曲線に重ね合わせることができた。EGFrコートに対するアビディテ
ィのこれらの差は、2F8-HG-T234A、2F8-HG-L236V、2F8-HG-L236A、および2F8-HG-Y275A変
異がHG分子の二量体化を防ぐという考えと一致する。
【０４９５】
実施例67
2F8-HGのCH3変異体の機能分析
　2F8-HGのCH3変異体は、EGFrタンパク質でコートした結合ELISAにおいて、2F8-HGよりも
見かけ上低い親和性でEGFrに結合することが示された（上記を参照されたい）。インビト
ロ下の細胞内でのリガンド誘導性のEGFrのリン酸化を阻害する2F8-HG CH3変異体の能力は
、実施例54に記述されるように、リン酸化阻害アッセイ（PIA）において2F8-HG（WT）お
よび2F8-Fabフラグメントと比較された。
【０４９６】
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　CH3 HG変異体は、2F8-HG（WT）ならびに対照変異体R277KおよびR277Aと比較して、EGFr
のリン酸化を阻害する能力は低下しており、これはこれらの変異体の単量体／二量体比の
上昇と合致していた（図38）。
【０４９７】
実施例68
HGのCH3変異体の濃度依存性の構成
　CH3変異体F273A、L236V、およびY275Aの単量体／二量体構成は、上述のように非共有ナ
ノエレクトロスプレイ質量分析を用いて、0.01～10μMの範囲の異なる濃度においてさら
に検討された。これらのCH3変異体の単量体／二量体構成は、2F8-HG（WT）およびR277Kの
構成と比較された。
【０４９８】
　各々の濃度において単量体として存在する分子の割合をプロットし、各々の変異体に関
してEC50値が計算された（図39）。
【０４９９】
　全てのHG変異体は低濃度では100％単量体だった（二量体として振る舞ったR277Kを除く
）。HG変異体の濃度が上昇すると、単量体性の低下が観察された。しかし、図は、CH3変
異体が2F8-HG（WT）よりもはるかに高い濃度でそのような単量体性の低下を示すことを示
す。したがって、CH3変異体は、より高いモル濃度において、より高い割合で単量体分子
を含んでいた。
【０５００】
配列表
SEQ ID NO: 1：ヒトIgGのCLカッパの核酸配列

SEQ ID NO: 2：ヒトIgGのCLカッパのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 3：ヒトIgGのCLラムダの核酸配列

SEQ ID NO: 4：ヒトIgGのCLラムダのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 5：HuMab-7D8のVHの核酸配列
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SEQ ID NO: 6：HuMab-7D8のVHのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 7：マウス抗Betv-1のVHの核酸配列

SEQ ID NO: 8：マウス抗Betv-1のVHのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 9：HuMab-7D8のVLの核酸配列

SEQ ID NO: 10：HuMab-7D8のVLのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 11：マウス抗Betv1のVLの核酸配列
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SEQ ID NO: 12：マウス抗Betv1のVLのアミノ酸配列

SEQ ID NO: 13：ヒトIgG4の野生型CH領域の核酸配列
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SEQ ID NO: 14：ヒトIgG4の野生型CH領域のアミノ酸配列

SEQ ID NO: 15：714位および722位を変異させたヒトIgG4のCH領域（SEQ ID NO: 13）の核
酸配列
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SEQ ID NO: 16：ヒトIgG4のヒンジレスCH領域のアミノ酸配列

SEQ ID NO: 17：ヒト定常ラムダ鎖のアミノ酸配列（アクセッション番号S25751）
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SEQ ID NO: 18：ヒト定常カッパ鎖のアミノ酸配列（アクセッション番号P01834）

SEQ ID NO: 19：IgG1定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号P01857）

SEQ ID NO: 20：IgG2定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号P01859）

SEQ ID NO: 21：IgG3定常領域のアミノ酸配列（アクセッション番号A23511）
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