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(57)【要約】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分(例え
ば、dAb)を含むが、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しないリガンドに関する。
好ましくは、このリガンドは内因性標的化合物の活性部位に結合しない。本発明は、該リ
ガンドが結合する内因性標的化合物の半減期、生物学的利用能、活性または量を増加させ
るための医薬の製造のためのそのようなリガンドの使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における内因性標的化合物の量を増加させるための医薬の製造のための、該内因
性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、該内因性標的
化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用。
【請求項２】
　被験体における内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させるための医薬の製造のた
めの、該内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、
該内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用。
【請求項３】
　内因性標的化合物のin vivoでの半減期を増加させるための医薬の製造のための、該内
因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、該内因性標
的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用。
【請求項４】
　投与部位での内因性標的化合物の量を増加させる局所投与のための医薬の製造のための
、該内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、該内
因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用。
【請求項５】
　前記医薬の投与の約4時間後の前記被験体における内因性標的リガンドの量が、該医薬
の投与前の量と比較して、少なくとも1.5倍増加する、請求項１～４のいずれか１項に記
載の使用。
【請求項６】
　前記医薬の投与の約4時間後の前記被験体における内因性標的リガンドの量が、該医薬
の投与前の量と比較して、少なくとも10倍増加する、請求項５に記載の使用。
【請求項７】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物のin vivoでの半
減期を少なくとも1.5倍増加させる、請求項１～６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項８】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物のin vivoでの半
減期を少なくとも10倍増加させる、請求項７に記載の使用。
【請求項９】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物の活性を約10％以下阻害する、請求項１～６のい
ずれか１項に記載の使用。
【請求項１０】
　前記リガンドの阻害濃度50(IC50)が少なくとも1μMである、請求項１～６のいずれか１
項に記載の使用。
【請求項１１】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物に結合するが、該内因性標的化合物の活性部位に
は結合しない、請求項１～１０のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１２】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する2コピー以上の前記部分を含む、請求
項１～１１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１３】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する前記部分のダイマーである、請求項１
２に記載の使用。
【請求項１４】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL
受容体クラスAドメイン、EGFドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、請求
項１～１３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１５】
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　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、抗体または抗体フラグメントであ
る、請求項１～１４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１６】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグ
メント、ジスルフィド結合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F
(ab')2フラグメント、ダイアボディ、免疫グロブリン単一可変ドメインからなる群より選
択される抗体フラグメントである、請求項１５に記載の使用。
【請求項１７】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、免疫グロブリン単一可変ドメイン
である、請求項１６に記載の使用。
【請求項１８】
　前記免疫グロブリン単一可変ドメインがヒトVHおよびヒトVLからなる群より選択される
、請求項１７に記載の使用。
【請求項１９】
　前記リガンドが半減期延長部分をさらに含む、請求項１～１８のいずれか１項に記載の
使用。
【請求項２０】
　前記半減期延長部分が、ポリアルキレングリコール部分、血清アルブミンもしくはその
断片、トランスフェリン受容体もしくはそのトランスフェリン結合部分、またはin vivo
での半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項１９に記載の
使用。
【請求項２１】
　前記半減期延長部分が、in vivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を有
する抗体または抗体フラグメントである、請求項２０に記載の使用。
【請求項２２】
　前記抗体または抗体フラグメントがdAbである、請求項２１に記載の使用。
【請求項２３】
　前記半減期延長部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGF
ドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、in vivoでの半減期を増強するポ
リペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項２０に記載の使用。
【請求項２４】
　in vivoでの半減期を増強するポリペプチドが、血清アルブミンまたは新生児のFc受容
体である、請求項２１～２３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項２５】
　前記半減期延長部分がポリエチレングリコール部分である、請求項２０に記載の使用。
【請求項２６】
　前記医薬が実質的に非免疫原性である、請求項１～２５のいずれか１項に記載の使用。
【請求項２７】
　前記医薬がデポー製剤である、請求項１～２６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項２８】
　前記内因性標的化合物が、可溶性サイトカイン受容体、内因性受容体アンタゴニスト、
酵素、サイトカイン、増殖因子、およびホルモンからなる群より選択される、請求項１～
２７のいずれか１項に記載の使用。
【請求項２９】
　前記内因性標的化合物が可溶性サイトカイン受容体である、請求項２８に記載の使用。
【請求項３０】
　前記可溶性サイトカイン受容体が可溶性TNFR1である、請求項２８に記載の使用。
【請求項３１】
　内因性標的化合物への結合部位を有する部分が、1 x 10-7M以下のKdで該内因性標的化
合物に結合する、請求項１～３０のいずれか１項に記載の使用。



(4) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

【請求項３２】
　前記リガンドが、1 x 10-7M以下のKdで前記内因性標的化合物に結合する、請求項１～
３０のいずれか１項に記載の使用。
【請求項３３】
　内因性標的の活性を増加させるための医薬の製造のための、該内因性標的に結合し、内
因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、該内因性標的化合物への結合部位を有する
部分を含むリガンドの使用。
【請求項３４】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物の活性部位に結合しない、請求項３３に記載の使
用。
【請求項３５】
　前記リガンドが、前記内因性標的化合物の活性を約10％以下阻害する、請求項３３また
は３４に記載の使用。
【請求項３６】
　前記リガンドの阻害濃度50(IC50)が少なくとも1μMである、請求項３３または３４に記
載の使用。
【請求項３７】
　前記リガンドが前記内因性標的への結合部位を有する2個以上の部分を含む、請求項３
３～３６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項３８】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する2コピー以上の前記部分を含む、請求
項３３～３６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項３９】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する前記部分のダイマーである、請求項３
８に記載の使用。
【請求項４０】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL
受容体クラスAドメイン、EGFドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、請求
項３３～３９のいずれか１項に記載の使用。
【請求項４１】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が抗体または抗体フラグメントである
、請求項３３～４０のいずれか１項に記載の使用。
【請求項４２】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグ
メント、ジスルフィド結合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F
(ab')2フラグメント、ダイアボディ、免疫グロブリン単一可変ドメインからなる群より選
択される抗体フラグメントである、請求項４１に記載の使用。
【請求項４３】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が免疫グロブリン単一可変ドメインで
ある、請求項４２に記載の使用。
【請求項４４】
　前記免疫グロブリン単一可変ドメインがヒトVHおよびヒトVLからなる群より選択される
、請求項４３に記載の使用。
【請求項４５】
　前記リガンドが半減期延長部分をさらに含む、請求項３３～４４のいずれか１項に記載
の使用。
【請求項４６】
　前記半減期延長部分が、ポリアルキレングリコール部分、血清アルブミンもしくはその
断片、トランスフェリン受容体もしくはそのトランスフェリン結合部分、またはin vivo
での半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項４５に記載の
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使用。
【請求項４７】
　前記半減期延長部分が、in vivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を有
する抗体または抗体フラグメントである、請求項４６に記載の使用。
【請求項４８】
　前記抗体または抗体フラグメントがdAbである、請求項４７に記載の使用。
【請求項４９】
　前記半減期延長部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGF
ドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、in vivoでの半減期を増強するポ
リペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項４６に記載の使用。
【請求項５０】
　in vivoでの半減期を増強するポリペプチドが、血清アルブミンまたは新生児のFc受容
体である、請求項４７～４９のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５１】
　前記半減期延長部分がポリエチレングリコール部分である、請求項４６に記載の使用。
【請求項５２】
　前記医薬が実質的に非免疫原性である、請求項３３～５１のいずれか１項に記載の使用
。
【請求項５３】
　前記医薬がデポー製剤である、請求項１～２７のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５４】
　前記内因性標的化合物が、可溶性サイトカイン受容体、内因性受容体アンタゴニスト、
酵素、サイトカイン、増殖因子、およびホルモンからなる群より選択される、請求項３３
～５３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５５】
　前記内因性標的化合物が可溶性サイトカイン受容体である、請求項５４に記載の使用。
【請求項５６】
　前記可溶性サイトカイン受容体が可溶性TNFR1である、請求項５５に記載の使用。
【請求項５７】
　内因性標的化合物への結合部位を有する部分が、1 x 10-7M以下のKdで該内因性標的化
合物に結合する、請求項３３～５６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５８】
　前記リガンドが、1 x 10-7M以下のKdで前記内因性標的化合物に結合する、請求項３３
～５６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５９】
　内因性標的化合物の結合活性を増加させるための医薬の製造のための、内因性標的に結
合し、該内因性標的の活性部位に結合せず、および該内因性標的化合物の結合活性を実質
的に阻害しない、該内因性標的化合物への結合部位を有する2個以上の部分を含むリガン
ドの使用。
【請求項６０】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する2コピーの部分を含む、請求項５９に
記載の使用。
【請求項６１】
　前記リガンドが内因性標的への結合部位を有する前記部分のダイマーである、請求項６
１に記載の使用。
【請求項６２】
　前記結合活性が少なくとも10の係数により増加する、請求項５９～６１のいずれか１項
に記載の使用。
【請求項６３】
　前記内因性標的化合物が可溶性サイトカイン受容体である、請求項５９～６３のいずれ
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か１項に記載の使用。
【請求項６４】
　前記可溶性サイトカイン受容体が可溶性TNFR1であり、内因性標的化合物への結合部位
を有する前記部分がドメイン1およびドメイン4からなる群より選択されるTNFR1のドメイ
ンに独立に結合する、請求項６４に記載の使用。
【請求項６５】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL
受容体クラスAドメイン、EGFドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、請求
項５９～６４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項６６】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が抗体または抗体フラグメントである
、請求項５９～６４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項６７】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグ
メント、ジスルフィド結合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F
(ab')2フラグメント、ダイアボディ、免疫グロブリン単一可変ドメインからなる群より選
択される抗体フラグメントである、請求項６６に記載の使用。
【請求項６８】
　内因性標的化合物への結合部位を有する前記部分が免疫グロブリン単一可変ドメインで
ある、請求項６７に記載の使用。
【請求項６９】
　前記免疫グロブリン単一可変ドメインがヒトVHおよびヒトVLからなる群より選択される
、請求項６８に記載の使用。
【請求項７０】
　前記リガンドが半減期延長部分をさらに含む、請求項５９～６９のいずれか１項に記載
の使用。
【請求項７１】
　前記半減期延長部分が、ポリアルキレングリコール部分、血清アルブミンもしくはその
断片、トランスフェリン受容体もしくはそのトランスフェリン結合部分、またはin vivo
での半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項７０に記載の
使用。
【請求項７２】
　前記半減期延長部分が、in vivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を有
する抗体または抗体フラグメントである、請求項７１に記載の使用。
【請求項７３】
　前記抗体または抗体フラグメントがdAbである、請求項７２に記載の使用。
【請求項７４】
　前記半減期延長部分が、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGF
ドメイン、およびアビマーからなる群より選択される、in vivoでの半減期を増強するポ
リペプチドへの結合部位を含む部分である、請求項７１に記載の使用。
【請求項７５】
　in vivoでの半減期を増強するポリペプチドが、血清アルブミンまたは新生児のFc受容
体である、請求項７２～７４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項７６】
　前記半減期延長部分がポリエチレングリコール部分である、請求項７１に記載の使用。
【請求項７７】
　前記医薬が実質的に非免疫原性である、請求項５９～７６のいずれか１項に記載の使用
。
【請求項７８】
　前記医薬がデポー製剤である、請求項５９～７７のいずれか１項に記載の使用。



(7) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

【請求項７９】
　内因性標的化合物への結合部位を有する部分が、1 x 10-7M以下のKdで該内因性標的化
合物に結合する、請求項５９～７８のいずれか１項に記載の使用。
【請求項８０】
　前記リガンドが、1 x 10-7M以下のKdで前記内因性標的化合物に結合する、請求項５９
～７８のいずれか１項に記載の使用。
【請求項８１】
　被験体における疾患を治療するのに好適な活性を有する内因性標的化合物に結合するリ
ガンドであって、該内因性標的化合物を用いる処理に影響を受けやすい疾患の治療におけ
る使用のための、該内因性標的化合物の活性部位に結合しないか、または該内因性標的化
合物の活性を実質的に阻害しない前記リガンド。
【請求項８２】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物のin vivoでの半減期を増加させる、請求項８１
に記載のリガンド。
【請求項８３】
　前記リガンドが被験体における前記内因性標的化合物の量を増加させる、請求項８１ま
たは８２に記載のリガンド。
【請求項８４】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させる、請求項８１～８
３のいずれか１項に記載のリガンド。
【請求項８５】
　前記リガンドが前記内因性化合物の結合活性を増加させる、請求項８１～８４のいずれ
か１項に記載のリガンド。
【請求項８６】
　前記リガンドが請求項１～８０のいずれか１項に記載のものである、請求項８１～８５
のいずれか１項に記載のリガンド。
【請求項８７】
　被験体における疾患を治療するのに好適な活性を有する内因性標的化合物に結合するリ
ガンドであって、該内因性標的化合物の活性部位に結合しないか、または該内因性標的化
合物の活性を実質的に阻害しない前記リガンドと、製薬上許容し得る担体とを含む医薬組
成物。
【請求項８８】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物のin vivoでの半減期を増加させる、請求項８７
に記載の医薬組成物。
【請求項８９】
　前記リガンドが被験体における前記内因性標的化合物の量を増加させる、請求項８７ま
たは８８に記載の医薬組成物。
【請求項９０】
　前記リガンドが前記内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させる、請求項８７～８
９のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項９１】
　前記リガンドが前記内因性化合物の結合活性を増加させる、請求項８７～９０のいずれ
か１項に記載の医薬組成物。
【請求項９２】
　前記リガンドが請求項１～８０のいずれか１項に記載のものである、請求項８７～９１
のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項９３】
　請求項８７～９２のいずれか１項に記載の医薬組成物を含む薬剤送達装置。
【請求項９４】
　前記薬剤送達装置が、非経口送達装置、静脈内送達装置、筋肉内送達装置、腹腔内送達
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装置、経皮送達装置、経肺送達装置、動脈内送達装置、鞘内送達装置、関節内送達装置、
皮下送達装置、鼻内送達装置、経膣送達装置、および直腸送達装置からなる群より選択さ
れる、請求項９３に記載の薬剤送達装置。
【請求項９５】
　前記装置が、シリンジ、経皮送達装置、カプセル、錠剤、ネブライザー、吸入器、アト
マイザー、エアロゾル噴霧装置、マイスター、乾燥粉末吸入器、定量噴霧式吸入器、定量
噴霧式スプレー装置、定量噴霧式マイスター、定量噴霧式アトマイザー、カテーテルから
なる群より選択される、請求項９４に記載の薬剤送達装置。
【請求項９６】
　内因性標的化合物の半減期、生物学的利用能または活性を増加させるための、該内因性
標的化合物への結合部位を有する結合部分を含むリガンドであって、内因性化合物への結
合部位を有する結合部分が該内因性化合物またはその一部もしくは変異体であり、かつ該
リガンドが該内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しな
い、前記リガンドの使用。
【請求項９７】
　前記内因性化合物が、TNF受容体スーパーファミリーのメンバーである可溶性受容体で
ある、請求項９６に記載の使用。
【請求項９８】
　TNF受容体スーパーファミリーのメンバーの半減期、生物学的利用能または活性を増加
させるための、該TNF受容体スーパーファミリーのメンバーへの結合部位を有する結合部
分を含むリガンドであって、該リガンドが該TNF受容体スーパーファミリーのメンバーに
結合し、該TNF受容体スーパーファミリーのメンバーの活性を実質的に阻害せず、かつ該T
NF受容体スーパーファミリーのメンバーへの結合部位を有する該結合部分がプレリガンド
集合ドメイン(PLAD)もしくはその変異体である、前記リガンドの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、内因性化合物を増強するリガンドに関する。
【０００２】
関連出願
　本出願は、2004年11月10日に出願された米国特許出願第10/985,847号の一部継続出願で
あり、その教示全体は参照により本明細書に組み入れられるものとする。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　哺乳動物、およびヒトなどの動物は、その動物の正常な健康および生理を維持するのを
助ける活性を有する様々な内因性化合物を産生する。そのような化合物は、止血、免疫機
能、代謝、細胞の増殖および分化の調節などの多くの生理学的プロセスに関与している。
多くの内因性化合物が単離されており、その合成または組換え形態を作製し、疾患と戦う
ために患者に投与することができる。現在の治療手法は、外因性の形態または外因的に産
生された形態の内因性化合物を患者に投与することを含むことが多い。そのような治療手
法は、通常投与される高用量に起因する望ましくない作用をもたらし得るし、組換え形態
のヒトタンパク質などの特定の治療剤は、一般的には、細菌または酵母系における発現よ
りも高価であり、より低い収率をもたらす哺乳動物細胞における発現により産生しなけれ
ばならない。
【０００４】
　これらの問題を、治療効果をもたらすための内因性化合物の有益な活性を生かし、引き
出すことができる治療剤および方法の開発により克服することができる。そのような治療
剤および方法の必要性が存在する。
【発明の開示】
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【０００５】
発明の概要
　本発明は、医薬の製造のための、内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリ
ガンドであって、該リガンドが該内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性
を実質的に阻害しない前記リガンドの使用に関する。前記リガンドは前記内因性標的化合
物の活性部位に結合しないのが好ましい。
【０００６】
　前記医薬は、被験体における内因性標的化合物の量を増加させるためのもの、被験体に
おける内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させるためのもの、内因性標的化合物の
in vivoにおける半減期を増加させるためのものであってよい。また、前記医薬は内因性
標的化合物の活性(例えば、結合活性)を増加させるためのものであってもよい。前記医薬
は、局所または全身送達のためのものであってよい。
【０００７】
　いくつかの実施形態においては、医薬の投与の約4時間後の被験体における内因性標的
リガンドの量は、該医薬の投与前の量と比較して、少なくとも1.5倍増加する。いくつか
の実施形態においては、内因性標的化合物のin vivoでの半減期は、該医薬の投与後に少
なくとも1.5倍増加する。
【０００８】
　一般的には、前記リガンドは、前記内因性標的化合物の活性を約10％以下阻害するか、
または少なくとも1μMの阻害濃度50(IC50)を有する。
【０００９】
　前記リガンドは、内因性標的への結合部位を有する2個以上のコピーの前記部分を含ん
でもよい。例えば、前記リガンドは、dAbダイマーなどの内因性標的への結合部位を有す
る部分のダイマーであってよい。
【００１０】
　内因性標的化合物への結合部位を有する部分は、アフィボディ(affibody)、SpAドメイ
ン、LDL受容体クラスAドメイン、EGFドメイン、アビマー(avimer)、抗体または抗体フラ
グメント(例えば、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグメント、ジスルフィド結合したFvフ
ラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント、ダイアボディ
(diabody)、免疫グロブリン単一可変ドメイン(例えば、ヒトVH、およびヒトVL、VHH))で
あってよい。
【００１１】
　必要に応じて、前記リガンドはさらに、本明細書に記載の半減期延長部分を含んでもよ
い。例えば、前記リガンドは、ポリアルキレングリコール部分、血清アルブミンもしくは
そのフラグメント、トランスフェリン受容体もしくはそのトランスフェリン結合部分、ま
たはin vivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を含む部分からなる群より
選択される半減期延長部分を含んでもよい。in vivoで半減期を増強するポリペプチドへ
の結合部位を含む好適な部分としては、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスA
ドメイン、EGFドメイン、アビマー、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグメント、ジスルフ
ィド結合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメン
ト、ダイアボディ、および免疫グロブリン単一可変ドメイン(例えば、ヒトVH、ヒトVL、V

HH)などの抗体もしくは抗体フラグメントが挙げられる。
【００１２】
　本発明の医薬およびリガンドは、実質的に非免疫原性である。いくつかの実施形態にお
いては、前記医薬はデポー製剤である。いくつかの実施形態においては、内因性標的化合
物は、可溶性アゴニスト(例えば、サイトカイン、増殖因子、ホルモン)、可溶性受容体(
例えば、可溶性TNFR1、可溶性TNFR2、可溶性IL-1受容体、可溶性IL-4受容体、可溶性IL-1
3受容体などの可溶性サイトカイン受容体)、内因性受容体アンタゴニスト(例えば、IL-1
受容体アンタゴニスト(IL-1ra))または酵素である。特定の実施形態においては、内因性
標的化合物は、可溶性TNFR1などの可溶性サイトカイン受容体である。好ましくは、前記
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リガンドは、1 x 10-7M以下のKdなどの高い親和性で前記内因性標的化合物に結合する。
【００１３】
　特定の実施形態においては、本発明の医薬またはリガンドは、公開された米国特許出願
公開第2003/0144484号に開示された抗体、そのフラグメントまたは領域を含まない。特定
の実施形態においては、本発明の医薬またはリガンドは、抗体A2またはキメラ抗体A2(cA2
)のヒトTNF-αへの結合を阻害しない。特定の実施形態においては、本発明の医薬または
リガンドは、ヒトTNF(腫瘍壊死因子)のアミノ酸87-108に含まれるエピトープまたはアミ
ノ酸59-80および87-108の両方に含まれるエピトープに結合しない。これらのアミノ酸は
、
59-80: Tyr-Ser-Gln-Val-Leu-Phe-Lys-Gly-Gln-Gly-Cys-Pro-Ser-Thr-His-Val-Leu-Leu-T
hr-His-Thr-Ile (配列番号26);および
87-108: Tyr-Gln-Thr-Lys-Val-Asn-Leu-Leu-Ser-Ala-Ile-Lys-Ser-Pro-Cys-Gln-Arg-Glu-
Thr-Pro-Glu-Gly (配列番号27)
である。
【００１４】
　本発明はまた、内因性標的の活性を増加させるための医薬であって、前記リガンドが該
内因性標的に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない前記医薬の製造の
ための内因性標的化合物の使用にも関する。好ましくは、前記リガンドは、前記内因性標
的化合物の活性部位に結合しない。いくつかの実施形態においては、内因性標的リガンド
の結合活性が増加し、例えば、結合活性(例えば、親和性、アビディティ)を少なくとも10
の係数(factor)により増加させることができる。
【００１５】
　本発明はまた、内因性標的化合物を用いる治療に影響を受ける疾患の治療における使用
のための、被験体における疾患を治療するのに好適な活性を有する内因性標的化合物に結
合するリガンドであって、該内因性標的化合物の活性部位に結合しないか、または該内因
性標的化合物の活性を実質的に阻害しない前記リガンドにも関する。
【００１６】
　本発明はまた、被験体における疾患を治療するのに好適な活性を有する内因性標的化合
物に結合するリガンドであって、該内因性標的化合物の活性部位に結合しないか、または
該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない前記リガンドと、製薬上許容し得る担体
とを含む医薬組成物にも関する。
【００１７】
　本発明はまた、本発明の医薬組成物を含む薬剤送達装置にも関する。いくつかの実施形
態においては、前記薬剤送達装置は、非経口送達装置、静脈内送達装置、筋肉内送達装置
、腹腔内送達装置、経皮送達装置、経肺送達装置、動脈内送達装置、鞘内送達装置、関節
内送達装置、皮下送達装置、鼻内送達装置、膣内送達装置、および直腸送達装置である。
例えば、薬剤送達装置は、シリンジ、経皮送達装置、カプセル、錠剤、ネブライザー、吸
入器、アトマイザー、エアロゾル噴霧装置、マイスター、乾燥粉末吸入器、定量噴霧式吸
入器、定量噴霧式スプレー装置、定量噴霧式マイスター、定量噴霧式アトマイザー、カテ
ーテルであってよい。
【００１８】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
前記内因性標的化合物の半減期を増加させるための方法に関する。
【００１９】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
前記内因性標的化合物の量を増加させるための方法に関する。
【００２０】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
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有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
前記内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させるための方法に関する。
【００２１】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
前記内因性標的化合物の活性(例えば、結合活性)を増加させるための方法に関する。
【００２２】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
前記内因性標的化合物を用いた治療に影響を受ける疾患を有する該被験体を治療するため
の方法に関する。
【００２３】
　本発明はまた、本明細書に記載の新規リガンド(例えば、dAb)にも関する。
【００２４】
図面の簡単な説明
　図面の簡単な説明については別節を参照。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２５】
発明の詳細な説明
　本明細書内では、明確で簡潔な明細書を記載することを可能にする方法で実施形態を説
明したが、実施形態を本発明から逸脱することなく様々に組合わせるか、または分離する
ことができると意図されるものであり、またそれが理解されるであろう。
【００２６】
　本明細書で用いられる用語「リガンド」とは、所望の内因性標的化合物に対する結合特
異性を有する結合部位を有する少なくとも1個のペプチド、ポリペプチドまたはタンパク
質部分を含む化合物を指す。例えば、所望の内因性標的化合物への結合部位を有する部分
は、所望の内因性標的化合物(例えば、可溶性受容体タンパク質、内因性受容体アンタゴ
ニスト、サイトカインまたは増殖因子)に対する結合特異性を有する免疫グロブリン単一
可変ドメイン(例えば、VH、VL、VHH)であってよい。内因性標的化合物への結合部位を有
する部分はまた、該部分が内因性標的化合物に対する結合特異性を有するような、好適な
形式で所望の内因性標的化合物に対する結合特異性を有する免疫グロブリン単一可変ドメ
インの1個以上の相補性決定領域(CDR)を含んでもよい。例えば、CDRを、アフィボディ、S
pA足場、LDL受容体クラスAドメイン、もしくはEGFドメインなどの好適なタンパク質足場
または骨格上に移植することができる。さらに、前記リガンドは、本明細書に記載のよう
に一価(例えば、dAbモノマー)、二価(ホモ二価、ヘテロ二価)または多価(ホモ多価、ヘテ
ロ多価)であってもよい。かくして、「リガンド」は、dAbからなるポリペプチド、例えば
、そのようなdAbから本質的になるポリペプチド、抗体形式(例えば、IgG様形式、scFv、F
ab、Fab'、F(ab')2)などの好適な形式のdAb(もしくはdAbのCDR)を含むポリペプチドまた
はアフィボディ、SpA足場、LDL受容体クラスAドメインもしくはEGFドメインなどの好適な
タンパク質足場もしくは骨格、第1の内因性標的化合物に結合するdAbおよび別の内因性標
的化合物(例えば、血清アルブミン)に結合する第2のdAbを含む二重特異的リガンド、なら
びに本明細書に記載の多価リガンドを含む。内因性標的化合物への結合部位を有する部分
はまた、所望の標的への結合部位を含むタンパク質ドメインであってもよく、例えば、タ
ンパク質ドメインはアフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGFドメイ
ン、アビマー(例えば、米国特許出願公開第2005/0053973号、第2005/0089932号、第2005/
0164301号を参照)から選択される。必要に応じて、「リガンド」はさらに、各々独立にペ
プチド、ポリペプチドまたはタンパク質部分もしくは非ペプチド性部分(例えば、ポリア
ルキレングリコール、脂質、炭水化物)であってよい1個以上の追加部分を含んでもよい。
例えば、前記リガンドは、本明細書に記載の半減期延長部分(例えば、ポリアルキレング
リコール部分、アルブミン、アルブミン断片もしくはアルブミン変異体を含む部分、トラ
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ンスフェリン、トランスフェリン断片もしくはトランスフェリン変異体を含む部分、アル
ブミンに結合する部分、新生児のFc受容体に結合する部分)をさらに含んでもよい。
【００２７】
　本明細書で用いられる用語「内因性標的化合物」とは、目的の被験体(例えば、哺乳動
物、ヒト)により産生される可溶性化合物を指す。内因性標的化合物としては、例えば、
可溶性アゴニスト(例えば、サイトカイン、増殖因子、ホルモン)、可溶性受容体(例えば
、可溶性TNFR1、可溶性TNFR2、可溶性IL-1受容体、可溶性IL-4受容体、可溶性IL-13受容
体などの可溶性サイトカイン受容体)、内因性受容体アンタゴニスト(例えば、IL-1受容体
アンタゴニスト(IL-1ra))、酵素などが挙げられる。
【００２８】
　本明細書で用いられる用語「活性部位」とは、内因性標的化合物の内因性結合パートナ
ー(例えば、受容体のリガンドと接触させる受容体タンパク質の部位もしくはドメイン、
アゴニストの受容体と接触させるアゴニストタンパク質(例えば、サイトカイン)の部位も
しくはドメイン、酵素の触媒ドメイン)と相互作用する(例えば、結合する)内因性標的化
合物(例えば、タンパク質)の部位またはドメインを指す。例えば、本明細書で用いられる
ような、サイトカイン、増殖因子またはホルモンなどの可溶性内因性化合物の「活性部位
」は、該サイトカイン、増殖因子またはホルモンに結合する内因性受容体と接触させる該
サイトカイン、増殖因子またはホルモン上の部位である。
【００２９】
　本明細書で用いられる「生物学的利用能」とは、内因性標的化合物もしくはリガンド-
内因性標的化合物複合体が存在するか、または所望の作用部位(例えば、全身循環、中枢
神経系、局所的な作用部位(例えば、特定の器官、組織の特定の領域(例えば、筋肉、皮膚
)))へのアクセスを獲得する程度を指す。内因性標的化合物の生物学的利用能を、該内因
性標的化合物のin vivoでの半減期における任意の変化、または被験体中の内因性標的化
合物の量における任意の変化とは関係なく増加させることができる。例えば、リガンドは
、全身循環においては有益な活性を有するが、組織中に迅速に分布し、該組織への分布速
度を遅延させる内因性標的化合物に結合し得る。そのようなリガンドは、内因性標的化合
物の有益な活性が治療効果を有し得る全身循環における該内因性標的化合物の生物学的利
用能を増加させることができる。
【００３０】
　本明細書で用いられる「結合活性」とは、互いに結合する結合パートナーの許容量を指
す。例えば、その同族リガンドに結合する受容体または可溶性受容体の許容量である。結
合活性を、例えば、親和性(Kd;Kd=Koff/Kon)またはアビディティとして表すことができる
。結合活性を、例えば、親和性を増加させること(例えば、結合の速度(Kon)を増加させる
か、もしくは解離の速度(Koff)を減少させること)によるか、またはアビディティを増加
させることにより増加させることができる。アビディティを、例えば、第1の結合パート
ナーと第2の結合パートナーを接触させる部位の数を増加させることにより増加させるこ
とができる。
【００３１】
　本明細書で用いられる語句「実質的に非免疫原性」とは、リガンドを被験体に投与した
場合に、リガンド、リガンド-内因性標的化合物または内因性標的化合物に結合する高親
和性抗体が産生されないことを意味する。高親和性抗体は、リガンド、リガンド-内因性
標的化合物複合体または内因性標的化合物に、500 nM以下、または300 nM以下、または10
0 nM以下、または10 nM以下、または1 nM以下の親和性で結合する。リガンド、リガンド-
内因性標的化合物複合体または内因性標的化合物に結合する抗体およびそのような抗体の
親和性を、任意の好適な方法を用いて同定することができる。いくつかのそのような方法
が当業界でよく知られている。例えば、血清サンプルを、リガンドを投与したヒトから取
得することができ(例えば、投与の約1週間後、2週間後、3週間後、4週間後)、その血清を
、例えば、ELISAまたは他の好適なアッセイを用いて、リガンド、リガンド-内因性標的化
合物複合体または内因性標的化合物に結合する抗体の存在について試験することができる
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。抗体の親和性を、平衡透析または表面プラズモン共鳴などの任意の好適な方法を用いて
決定することができる。
【００３２】
　語句「免疫グロブリン単一可変ドメイン」とは、他のV領域もしくはドメインとは独立
に抗原もしくはエピトープに特異的に結合する抗体の可変領域(VH、VHH、VL)を指すが、
しかしながら、この用語を本明細書で用いる場合、免疫グロブリン単一可変ドメインは、
他の領域もしくはドメインが、単一免疫グロブリン可変ドメインによる抗原結合にとって
必要ではない(すなわち、免疫グロブリン単一可変ドメインが追加の可変ドメインとは関
係なく抗原に結合する)他の可変領域もしくは可変ドメインを含む形式(例えば、ホモ-も
しくはヘテロ-マルチマー)で存在してもよい。「免疫グロブリン単一可変ドメイン」は、
単離された抗体単一可変ドメインポリペプチドだけでなく、1個以上のモノマーの抗体単
一可変ドメインポリペプチド配列を含むより大きいポリペプチドも包含する。「ドメイン
抗体」または「dAb」は、この用語を本明細書で用いる場合、「免疫グロブリン単一可変
ドメイン」ポリペプチドと同じである。本明細書で用いられる免疫グロブリン単一可変ド
メインポリペプチドとは、哺乳動物、好ましくはヒトの免疫グロブリン単一可変ドメイン
ポリペプチドを指すが、それだけでなくげっ歯類(例えば、その内容の全体が参照により
本明細書に組み入れられるものとするWO 00/29004に開示されたもの)またはラクダ科のVH
H dAbも含む。ラクダ科のdAbは、ラクダ、ラマ、アルパカ、ヒトコブラクダ、およびグア
ナコなどの種から誘導された免疫グロブリン単一可変ドメインポリペプチドであり、天然
には軽鎖を含まない重鎖抗体：VHHを含む。VHH分子はIgG分子より約10倍小さく、単一ポ
リペプチドと同様、それらは非常に安定で、極端なpHおよび温度条件に抵抗性である。
【００３３】
　「相補的」。2個の免疫グロブリンドメインは、それらが同族の対もしくは基を形成す
る構造物のファミリーに属するか、またはそのようなファミリーから誘導され、この特徴
を保持する場合、「相補的」である。例えば、抗体のVHドメインおよびVLドメインは相補
的である；2つのVHドメインは相補的ではなく、2つのVLドメインも相補的ではない。相補
的ドメインを、T細胞受容体のVαおよびVβ(またはγおよびδ)ドメインなどの免疫グロ
ブリンスーパーファミリーの他のメンバー中に見出すことができる。そのように遺伝子操
作されない限り、エピトープに結合しないタンパク質足場に基づくドメインなどの、人工
的であるドメインは非相補的である。同様に、(例えば)免疫グロブリンドメインとフィブ
ロネクチンドメインに基づく2つのドメインは相補的ではない。
【００３４】
　「免疫グロブリンファミリー」。これは、2つのβシートおよび、通常、保存されたジ
スルフィド結合を含む、抗体分子の免疫グロブリン折畳み特性を保持するポリペプチドの
ファミリーを指す。免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーは、免疫系における幅
広い役割(例えば、抗体、T細胞受容体分子など)、細胞接着における関与(例えば、ICAM分
子)および細胞内シグナリング(例えば、PDGF受容体などの受容体分子)などの、in vivoで
の細胞性および非細胞性相互作用の多くの態様に関与する。本発明は、結合ドメインを有
する全ての免疫グロブリンスーパーファミリー分子に適用可能である。好ましくは、本発
明は抗体に関する。
【００３５】
　「ドメイン」。ドメインは、タンパク質の残りと無関係にその三次構造を保持する折り
畳まれたタンパク質構造である。一般的には、ドメインは、タンパク質の別個の機能特性
を担い、多くの場合、該タンパク質および／またはドメインの残りの機能を失うことなく
、他のタンパク質に付加、除去または導入することができる。単一抗体可変ドメインは、
抗体可変ドメインに特徴的な配列を含む折り畳まれたポリペプチドドメインを意味する。
従って、それは完全な抗体可変ドメインと、例えば、1個以上のループが、抗体可変ドメ
イン、またはトランケートされたか、もしくはNもしくはC末端伸長部を含む抗体可変ドメ
イン、ならびに少なくとも部分的には完全長ドメインの結合活性および特異性を保持する
可変ドメインの折り畳まれた断片に特徴的ではない配列により置換された、改変された可
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変ドメインとを含む。
【００３６】
　「レパートリー」。多様な変異体、例えば、その一次配列において異なるポリペプチド
変異体の集合体である。本発明において用いられるライブラリーは、少なくとも1000個の
メンバーを含むポリペプチドのレパートリーを包含するであろう。
【００３７】
　「ライブラリー」。用語「ライブラリー」は、異種ポリペプチドまたは核酸の混合物を
指す。ライブラリーは、それぞれ単一のポリペプチドまたは核酸配列を有するメンバーか
ら構成される。この点で、ライブラリーはレパートリーと同義である。ライブラリーメン
バー間の配列の差異は、該ライブラリー中に存在する多様性を担う。ライブラリーは、ポ
リペプチドもしくは核酸の単純な混合物の形態を取ってもよく、または、例えば、核酸の
ライブラリーで形質転換された、細菌、ウイルス、動物もしくは植物細胞などの生物もし
くは細胞の形態にあってもよい。好ましくは、それぞれ個々の生物または細胞は、1個の
み、または限定数のライブラリーメンバーを含む。有利には、核酸を発現ベクター中に組
み込んで、該核酸によりコードされるポリペプチドの発現を可能にする。従って、好まし
い態様においては、ライブラリーは、各生物がその対応するポリペプチドメンバーを産生
するように発現させることができる核酸形態のライブラリーの単一のメンバーを含む1個
以上のコピーの発現ベクターを含む、宿主生物の集団の形態を取ってもよい。かくして、
宿主生物の集団は、遺伝的に多様なポリペプチド変異体の大きなレパートリーをコードす
る可能性を有する。
【００３８】
　「抗体」。抗体(例えば、IgG、IgM、IgA、IgDもしくはIgE)またはフラグメント(Fab、F
(ab')2、Fv、ジスルフィド結合したFv、scFv、閉じたコンフォメーションの多特異的抗体
、ジスルフィド結合したscFv、ダイアボディなど)は、抗体を天然に産生する任意の種か
ら誘導されたものであるか、または組換えDNA技術により作製されたものである；血清、B
細胞、ハイブリドーマ、トランスフェクトーマ、酵母または細菌から単離されたものであ
ってもよい。
【００３９】
　「二重特異的リガンド」。本明細書で定義されるように、第1の免疫グロブリン単一可
変ドメインと第2の免疫グロブリン単一可変ドメインとを含むリガンドであり、その可変
領域は、通常は単一特異的免疫グロブリンにより結合しない同じ抗原上の2個の異なる抗
原または2個のエピトープに結合することができる。例えば、2個のエピトープは同じハプ
テン上にあってよいが、同じエピトープでもなく、単一特異的リガンドにより結合するほ
ど十分に近接してもいない。本発明に従う二重特異的リガンドは、異なる特異性を有する
可変ドメインから構成され、かつ同じ特異性を有する相互に相補的な可変ドメイン対を含
まない。二重特異的リガンドおよび二重特異的リガンドを調製するための好適な方法は、
WO 2004/058821、WO 2004/003019、およびWO 03/002609(これらの公開された国際特許出
願の各々の教示全体は参照により本明細書に組み入れられるものとする)に開示されてい
る。
【００４０】
　「抗原」。本発明に従うリガンドにより結合する分子である。典型的には、抗原は抗体
リガンドにより結合し、in vivoで抗体応答を誘導することができる。それはポリペプチ
ド、タンパク質、核酸または他の分子であってよい。一般的には、本発明に従う二重特異
的リガンドを、特定の抗原に対する標的特異性について選択する。従来の抗体およびその
フラグメントの場合、可変ループ(L1、L2、L3およびH1、H2、H3)により定義される抗体結
合部位は、抗原に結合することができる。
【００４１】
　「エピトープ」。免疫グロブリンVH/VL対により従来通り結合した構造物の単位である
。エピトープは抗体のための最小の結合部位を規定し、かくして抗体の特異性の標的であ
る。単一ドメイン抗体の場合、エピトープは単離物中の可変ドメインにより結合した構造
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物の単位である。
【００４２】
　「普遍的フレームワーク」。Kabat(「免疫学的目的のタンパク質の配列(Sequences of 
Proteins of Immunological Interest)」、US Department of Health and Human Service
s)により定義された配列中で保存された抗体の領域またはChothiaおよびLesk, (1987) J.
 Mol. Biol. 196:910-917により定義されたヒト生殖腺免疫グロブリンのレパートリーも
しくは構造物に対応する単一抗体フレームワーク配列である。本発明は、超可変領域のみ
における変動を通して実質的に任意の結合特異性の誘導を許容することが見出された、単
一フレームワーク、またはそのようなフレームワークのセットの使用を提供する。
【００４３】
　「半減期」。例えば、天然の機構によるリガンドの分解および／またはリガンドの消失
もしくは隔離(sequestration)に起因して、in vivoでリガンドの血清濃度が50％低下する
のにかかった時間である。本発明のリガンドはin vivoで安定であり、分解および／また
は消失もしくは隔離に抵抗する分子への結合によりその半減期は増加する。典型的には、
そのような分子はそれ自身、in vivoでの長い半減期を有する天然のタンパク質である。
リガンドの半減期は、in vivoでのその機能的活性が、半減期を増加させる分子に特異的
ではない類似のリガンドよりも長い期間持続する場合に増加する。かくして、HSAに特異
的なリガンドおよび標的分子を、HSAには結合しないが、別の分子には結合する、HSAに対
する特異性が存在しない同一のリガンドと比較する。例えば、それは標的分子上の第2の
エピトープに結合するかもしれない。典型的には、半減期は、10％、20％、30％、40％、
50％以上増加する。半減期の2 x、3 x、4 x、5 x、10 x、20 x、30 x、40 x、50 x以上の
範囲の増加が可能である。あるいは、またはさらに、半減期の30 x、40 x、50 x、60 x、
70 x、80 x、90 x、100 x、150 x以上の範囲の増加が可能である。
【００４４】
　「実質的に同一(または「実質的に相同」)」。第1および第2のアミノ酸もしくはヌクレ
オチド配列が類似の活性を有するような、第2のアミノ酸もしくはヌクレオチド配列に対
して、十分な数の同一もしくは等価な(例えば、類似の側鎖、例えば、保存されたアミノ
酸置換を有する)アミノ酸残基もしくはヌクレオチドを含む第1のアミノ酸もしくはヌクレ
オチド配列である。抗体の場合、第2抗体は同じ結合特異性を有し、かつ少なくとも50％
の同じものの親和性を有する。
【００４５】
　本明細書で言及される用語「約」は、好ましくはプラスもしくはマイナス20％、より好
ましくはプラスもしくはマイナス10％、さらにより好ましくはプラスもしくはマイナス5
％、さらにより好ましくはプラスもしくはマイナス2％、最も好ましくはプラスもしくは
マイナス1％を意味すると解釈される。
【００４６】
　本明細書で用いられる用語「低いストリンジェンシー」、「中程度のストリンジェンシ
ー」、「高いストリンジェンシー」または「非常に高いストリンジェンシー条件」は、核
酸ハイブリダイゼーションおよび洗浄のための条件を説明するものである。ハイブリダイ
ゼーション反応を行うための案内を、Current Protocols in Molecular Biology, John W
iley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6に見出すことができ、これはその全体が参照に
より本明細書に組み入れられるものとする。水性および非水性の方法がその参考文献に記
載されており、どちらでも用いることができる。本明細書で言及される特異的ハイブリダ
イゼーション条件は以下の通りである：(1) 6X塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム(SSC
)中、約45℃で低いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件、次いで0.2X SSC
、0.1％SDS中、少なくとも50℃での2回の洗浄(低いストリンジェンシー条件については、
洗浄液の温度を55℃まで上昇させてもよい)；(2)6X SSC中、約45℃で中程度のストリンジ
ェンシーのハイブリダイゼーション条件、次いで0.2X SSC、0.1％SDS中、60℃での1回以
上の洗浄；(3)6X SSC中、約45℃での高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション
条件、次いで0.2X SSC、0.1％SDS中、65℃での1回以上の洗浄；および好ましくは、(4)非
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常に高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件は、65℃の0.5Mリン酸ナトリ
ウム、7％SDS、次いで65℃での0.2X SSC、1％SDSでの1回以上の洗浄である。非常に高い
ストリンジェンシー条件(4)が好ましい条件であり、特に特定しない限り、これを用いる
べきである。
【００４７】
　本明細書で言及される用語「競合する」とは、第1のエピトープの、その同族のエピト
ープ結合ドメインへの結合が、第2のエピトープがその同族のエピトープ結合ドメインに
結合する場合に阻害されることを意味する。例えば、結合ドメインの物理的遮断によるか
、またはエピトープに対するその親和性もしくはアビディティを低下させるように、結合
ドメインの構造もしくは環境を変化させることにより、結合を立体的に阻害することがで
きる。
【００４８】
　本明細書に開示される配列と類似するか、または相同である配列(例えば、少なくとも
約70％の配列同一性)も、本発明の一部である。いくつかの実施形態においては、アミノ
酸レベルでの配列同一性は、約80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％
、97％、98％、99％以上であってよい。核酸レベルでは、配列同一性は約70％、75％、80
％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、98％、99％以上で
あってよい。あるいは、核酸断片が選択的ハイブリダイゼーション条件下で(例えば、非
常に高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件)、鎖の相補体にハイブリダ
イズする場合、実質的な同一性が存在する。この核酸は全細胞中、細胞溶解物中、または
部分的に精製されたか、もしくは実質的に純粋な形態で存在してもよい。
【００４９】
　2つの配列間の「相同性」または「配列同一性」または「類似性」(これらの用語は本明
細書においては互換的に用いられる)の算出を、以下のように行う。配列を、最適な比較
目的のために整列させる(例えば、最適なアラインメントのために第1および第2のアミノ
酸もしくは核酸配列の一方または両方にギャップを導入し、非相同配列を比較目的のため
に無視することができる)。好ましい実施形態においては、比較目的で整列される参照配
列の長さは、該参照配列の長さの少なくとも30％、好ましくは少なくとも40％、より好ま
しくは少なくとも50％、さらにより好ましくは少なくとも60％、およびさらにより好まし
くは少なくとも70％、80％、90％、100％である。次いで、対応するアミノ酸位置または
ヌクレオチド位置でのアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。第1の配列中の位置
が第2の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドにより占められる
場合、この分子はその位置で同一である(本明細書で用いる場合、アミノ酸または核酸の
「相同性」は、アミノ酸または核酸の「同一性」と等価である。2つの配列間の同一性％
は、該配列により共有される同一の位置数の関数であり、2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があるギャップの数、および各ギャップの長さを考慮に入れる
。
【００５０】
　本明細書に定義される、アミノ酸およびヌクレオチド配列のアラインメントおよび相同
性、類似性または同一性を、好ましくはデフォルトパラメーターを用いる、アルゴリズム
BLAST2 Sequences (Tatusova, T. A.ら、FEMS Microbiol Lett, 174:187-188(1999))を用
いて調製および決定する。あるいは、有利には、BLASTアルゴリズム(バージョン2.0)を、
パラメーターをデフォルト値に設定して、配列アラインメントのために用いる。BLASTア
ルゴリズムは、米国政府(「gov」)のNational Institutes of Health (「nih」)のNation
al Center for Biotechnology Information (「.ncbi」)のワールドワイドウェブサイト(
「www」)の、「/Blast/」ディレクトリ中、「blast_help.html」ファイル中に詳細に記載
されている。検索パラメーターを以下のように定義し、有利には、定義されたデフォルト
パラメーターに設定する。
【００５１】
　BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)は、プログラムblastp、blastn、blastx
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、tblastn、およびtblastxにより用いられる発見的検索アルゴリズムである；これらのプ
ログラムは、いくらか強化されたKarlinおよびAltschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 87(6):2264-8の統計学的方法(上記の「blast_help.html」ファイルを参照)を用いる
それらの知見に有意性を帰するものである。BLASTプログラムは、例えば、問合せ配列に
対する相同体を同定するために、配列類似性検索のために調整されたものである。このプ
ログラムは、一般的にはモチーフスタイルの検索にとっては有用ではない。配列データベ
ースの類似性検索における基本的問題の考察については、Altschulら(1994)を参照された
い。National Center for Biotechnology Informationのウェブサイトで入手可能な5種の
BLASTプログラムは、以下のタスクを実行するものである：
　「blastp」は、タンパク質配列データベースに対してアミノ酸問合せ配列を比較する；
　「blastn」は、ヌクレオチド配列データベースに対してヌクレオチド問合せ配列を比較
する；
　「blastx」は、タンパク質配列データベースに対してヌクレオチド問合せ配列(両方の
鎖)の6枠の概念的翻訳産物を比較する；
　「tblastn」は、6つ全ての読み枠(両方の鎖)で動的に翻訳されるヌクレオチド配列デー
タベースに対してタンパク質問合せ配列を比較する；
　「tblastx」は、ヌクレオチド配列データベースの6枠の翻訳物に対してヌクレオチド問
合せ配列の6枠の翻訳物を比較する。
【００５２】
　BLASTは以下の検索パラメーターを用いる：
　HISTOGRAMは、各検索のためのスコアのヒストグラムを展示する；デフォルトは「はい
」である(BLASTマニュアルのパラメーターHを参照)。
【００５３】
　DESCRIPTIONSは、特定された数に報告された一致する配列の短い記述の数を制限する；
デフォルトの限界は100記述である(マニュアルのページのパラメーターVを参照)。また、
EXPECTおよびCUTOFFも参照されたい。
【００５４】
　ALIGNMENTSは、高スコアの断片対(HSP)が報告された特定の数にデータベース配列を制
限する；デフォルトの限界は50である。これより多くのデータベース配列が報告のための
統計学的有意差の閾値を満足することが発生すれば(以下のEXPECTおよびCUTOFFを参照)、
最も大きい統計学的有意差であると見做された一致のみを報告する(BLASTマニュアルのパ
ラメーターBを参照)。
【００５５】
　EXPECTは、データベース配列に対する一致を報告するための統計学的有意差の閾値であ
る；デフォルト値は10であり、KarlinおよびAltschul(1990)の確率論モデルに従えば、10
個の一致が単なる偶然により見出されることが予想される。一致と見做された統計学的有
意差がEXPECTの閾値より大きい場合、この一致は報告されない。EXPECT閾値が低くなるほ
ど、より厳格になり、報告される機会の一致が少なくなる。分画値が許容される(BLASTマ
ニュアルのパラメーターEを参照)。
【００５６】
　CUTOFFは、高スコアの断片対を報告するためのカットオフスコアである。デフォルト値
は、EXPECT値から算出される(上記を参照)。HSPであると見做される統計学的有意差が、C
UTOFF値と等しいスコアを有するただ1つのHSPであると見做されるのと少なくとも同じ高
さである場合にのみ、HSPをデータベース配列について報告する。CUTOFFが高くなるほど
、より厳格になり、報告される機会の一致が少なくなる(BLASTマニュアルのパラメーター
Sを参照)。典型的には、有意差の閾値を、EXPECTを用いて、より直感的に管理することが
できる。
【００５７】
　MATRIXは、BLASTP、BLASTX、TBLASTNおよびTBLASTXのための代替的なスコアリングマト
リックスを特定する。デフォルトのマトリックスはBLOSUM62 (Henikoff & Henikoff, 199
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2, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89(22):10915-9)である。有効な代替選択としては、PAM
40、PAM120、PAM250およびIDENTITYが挙げられる。BLASTNについては代替のスコアリング
マトリックスを利用できない；BLASTN要求中で指示的なMATRIXの特定は、エラー応答を戻
す。
【００５８】
　STRANDは、TBLASTN検索を、データベース配列のちょうど頂上もしくは底部に制限する
；またはBLASTN、BLASTXもしくはTBLASTX検索を、問合せ配列の頂上もしくは底部上のち
ょうど読み枠に制限する。
【００５９】
　FILTERは、Wootton & Federhen (1993) Computers and Chemistry 17:149-163のSEGプ
ログラムにより決定されるような、低い組成複雑性を有する問合せ配列の断片、またはCl
averie & States, 1993, Computers and Chemistry 17:191-201のXNUプログラムにより、
もしくは、BLASTNについては、TatusovおよびLipmanのDUSTプログラム(NCBIのワールドウ
ェブサイトを参照)により決定されるような、短周期間隔反復からなる断片をマスクオフ
する。フィルタリングは、データベース配列に対する特異的マッチングに利用可能な問合
せ配列のより生物学的に興味深い領域を残して、統計学的に有意であるが、blast出力(例
えば、一般的な酸性、塩基性もしくはプロリンに富む領域に対するヒット)に由来する生
物学的に興味のない報告を排除することができる。
【００６０】
　フィルタープログラムにより見出された複雑性の低い配列を、ヌクレオチド配列におい
ては文字「N」(例えば、13回繰り返される「N」)およびタンパク質配列においては文字「
X」(9回繰り返される「X」)を用いて置換する。
【００６１】
　フィルタリングを、問合せ配列(またはその翻訳産物)にのみ適用し、データベース配列
には適用しない。デフォルトのフィルタリングはBLASTNについてはDUST、他のプログラム
についてはSEGである。
【００６２】
　SWISS-PROT中の配列に適用した場合、SEG、XNU、またはその両方によりマスクされるも
のが何もないことは普通ではないので、フィルタリングが常に効果をもたらすと期待され
るべきではない。さらに、いくつかの事例においては、配列の全体をマスクするが、これ
は、フィルターされていない問合せ配列に対して報告された任意の一致の統計学的有意性
を疑うべきであることを示唆している。受託名および／または遺伝子座名に加えて、NCBI
-giはNCBI-gi識別子が出力中で示される原因となる。最も好ましくは、上記のNCBIワール
ドウェブサイトの「/BLAST」ディレクトリ中に提供される単純なBLAST検索アルゴリズム
を用いて、配列比較を行う。
【００６３】
　特に定義しない限り、本明細書で用いられる全ての技術用語および科学用語は、当業者
(例えば、細胞培養、分子遺伝学、核酸化学、ハイブリダイゼーション技術および生化学
の業界)により一般的に理解されるものと同じ意味を有する。分子、遺伝子および生化学
的方法(一般的には、Sambrookら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual,第2版(1989
) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.およびAusubelら、
Short Protocols in Molecular Biology (1999) 第4版、John Wiley & Sons, Inc.(これ
らは参照により本明細書に組み入れられるものとする)ならびに化学的方法には、標準的
な技術を用いる。
【００６４】
　本発明は、所望の内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部分を含むリガン
ド、治療における使用のためのそのようなリガンドおよび医薬の製造のためのそのような
リガンドの使用およびそのようなリガンドを投与することを含む治療方法に関する。
【００６５】
　可溶性内因性標的化合物に結合するが、そのような抗体および抗体フラグメント(例え
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ば、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント、Fvフラグメント(例え
ば、scFv、ジスルフィド結合したFv)、dAb、ダイアボディ)などのそのような化合物の活
性を実質的に変化させない薬剤を用いて、該内因性標的化合物の特定の特性を変化させ、
それによって、疾患を治療、抑制もしくは軽減するか、または診断目的のために該内因性
標的化合物をより有効にすることができることが見出された。従って、本発明は、可溶性
内因性化合物に結合するが、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害する(例えば、内
因性標的化合物の活性部位に結合しない)が、該内因性標的化合物の特定の特性を変化さ
せるのに有用である、本明細書に記載のリガンドに関する。例えば、所望の内因性標的化
合物に対する結合特異性を有する結合部分を含むリガンドは、該内因性標的化合物に結合
し、それによって該内因性標的化合物の水力学的大きさを増加させ、該内因性標的化合物
の血清半減期を増加させることができる。有益には、内因性標的化合物は前記リガンドに
より結合した場合、その生物学的活性を保持し(例えば、リガンドおよび内因性標的化合
物からなる複合体中で活性である)、治療および／または診断目的にとって有益な効果を
もたらし得る。
【００６６】
　本明細書に記載のリガンドは、例えば、内因性標的化合物の消失速度を低下させること
により、該内因性標的化合物の血清半減期を増加させることができる。そのような状況で
は、被験体における内因性標的化合物の量(例えば、全身循環における)は、被験体中に通
常存在する量より多い量に増加させてもよく、増加した量の内因性標的リガンドは、より
低いか、または通常の量の内因性標的化合物によっては産生されない有益な治療効果をも
たらし得る。
【００６７】
　所望の内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部分を含むリガンドは、該内
因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物のin vivoでの半減期における変化、また
は被験体中の該内因性標的化合物の量における変化とは無関係に該内因性標的化合物の生
物学的利用能を増加させることができる。例えば、リガンドは全身循環中で有益な活性を
有するが、組織中に迅速に分布するか、または消失し(例えば、ステロイドもしくはペプ
チドホルモン)、および分布もしくは消失の速度を遅延させる内因性標的化合物に結合し
得る。そのようなリガンドは、内因性標的化合物の活性が有益な(例えば、治療的)効果を
有し得る、全身循環中の内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させることができる。
【００６８】
　所望の内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部分を含むリガンドは、該内
因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性(例えば、結合活性)を増加させるこ
とができる。例えば、リガンドは内因性アゴニスト(例えば、サイトカイン)もしくは可溶
性サイトカイン受容体などの内因性標的化合物に結合し、その内因性結合パートナーに対
する該内因性標的化合物の親和性および／またはアビディティを増加させることにより、
該内因性標的化合物の結合活性を改善することができる。例えば、所望のサイトカインに
対する結合特異性を有する結合部位を有する2個以上の部分を含むリガンドは、2個以上の
個々のサイトカイン分子に結合し、それによってサイトカインダイマー、トリマー、オリ
ゴマー、またはマルチマーを産生することができる。そのようなダイマー、トリマー、オ
リゴマーまたはマルチマーは、例えば、より高いアビディティに起因してサイトカインの
受容体を発現する細胞に対する改善された結合活性を有するであろう。同様に、可溶性受
容体(例えば、可溶性TNFR1)の結合活性を、可溶性TNFR1への2個以上の結合部位を含むリ
ガンドにより増加させることができる。そのようなリガンドは、例えば、単一のTNFR1鎖
よりも高いアビディティでトリマーTNFに結合するであろう可溶性TNFR1ダイマーを形成す
る2個の可溶性TNFR1鎖に結合することができる。
【００６９】
　本明細書に記載のリガンドを全身的に投与して、例えば、全身循環中で内因性標的リガ
ンドに結合させ、全身循環中で有益な効果をもたらすことができる。さらに、このリガン
ドを局所的に(例えば、皮下注射、筋肉内注射、関節内注射、皮内注射、吸入などにより)
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投与し、それによって内因性標的化合物の局所的生物学的利用能を改善するか、または該
リガンドを局所的に投与する部位での内因性標的化合物の量を増加させることができる。
例えば、リガンドのデポー製剤を、皮下注射により局所的に投与することができ、その投
与されたリガンドは、貯蔵物の部位に内因性標的リガンドを補充し、該内因性標的リガン
ドに結合して局所生物学的利用能を改善するか、または局所的に高い量の内因性標的リガ
ンドを産生することができる。そのような手法は、例えば、創傷治癒を促進するか、また
は局所炎症反応(例えば、皮膚、肺、関節における)を阻害するのに有利である。
【００７０】
　本発明は、従来の治療剤および手法を越えるいくつかの利点を提供する。例えば、本明
細書に記載のリガンドは、一般的には、より低い収率で産生する、より高価な哺乳動物発
現系よりも、細菌もしくは酵母発現系を用いて経済的かつ大量に産生することができる小
さいポリペプチドである。さらに、本明細書に記載のリガンドを、患者にとって内因性で
ある化合物(例えば、タンパク質)の有益な活性を生かし、引き出すために投与するが、一
般的には、該リガンドは患者と同じ起源(例えば、ヒト起源)のものであり、従って、実質
的に非免疫原性であるタンパク質ドメイン(例えば、dAb)から構成される。有利には、こ
れにより、患者が該リガンド、リガンド-内因性標的化合物複合体または内因性標的化合
物に対する高い親和性の中和抗体を産生する危険性が有意に低下するか、または排除され
る。これは、治療剤の効力を制限するか、または排除し得る患者において高い親和性の抗
体の産生を誘導することが多い外因性化合物、またはさらに組換え的に産生された内因性
タンパク質を投与することを含む治療手法とは異なる利点である。
【００７１】
内因性標的化合物に結合するリガンド
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分(例え
ば、dAb)を含むが、該内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しないリガンドに関する。
好ましくは、該リガンドは内因性標的化合物の活性部位に結合しない。
【００７２】
　本明細書に記載のリガンドは、それらが結合する内因性標的化合物の活性を実質的に阻
害せず、内因性標的化合物は該リガンドにより結合した場合、活性なままである。例えば
、可溶性受容体を本発明のリガンドにより結合させ、得られる受容体-リガンド複合体中
の可溶性受容体は、該可溶性受容体の内因性リガンドに結合することができる。別の例で
は、酵素を本発明のリガンドにより結合させ、得られる酵素-リガンド複合体中の酵素は
、基質に結合し、酵素反応を触媒することができる。
【００７３】
　一般的には、前記リガンドは、それが結合する内因性標的化合物の活性を約10％以下、
約9％以下、約8％以下、約7％以下、約6％以下、約5％以下、約4％以下、約3％以下、約2
％以下、約1％以下阻害するか、または該内因性標的化合物の活性に対する阻害効果を実
質的に有さない。いくつかの例においては、リガンドが結合する内因性標的化合物の活性
を実質的に阻害しない前記リガンドは、少なくとも1nM、少なくとも10nM、少なくとも100
nM、少なくとも1μM、または少なくとも10μMのIC50などの、高い阻害濃度50(IC50)を有
する前記内因性標的化合物の活性を阻害する。
【００７４】
　内因性標的化合物の活性を阻害するリガンドの能力を、任意の好適なin vitroまたはin
 vivoアッセイを用いて評価することができる。多くの好適なアッセイが当業界でよく知
られており、化合物の阻害活性を評価するのに日常的に用いられている。例えば、TNFR1
への結合部位を有する部分を含むリガンドがTNFR1の活性を阻害する能力を、内毒素ショ
ックもしくはTNF誘導性皮膚壊死のin vivoモデル(Sheehanら、J. Exp. Med., 181:607-61
7(1995)を参照)、および／または本明細書に記載のin vitro受容体結合アッセイ、L929細
胞毒性アッセイ、HeLa IL-8アッセイ、もしくはMRC-5 IL-8放出アッセイを用いて評価す
ることができる。リガンドが本明細書に記載のものなどの所望の内因性標的化合物の活性
を阻害するかどうかを評価するための他の好適なアッセイは、当業界でよく知られている
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。
【００７５】
　一般的には、前記リガンド自体は実質的な治療活性を有さないが、治療または診断目的
のために内因性標的化合物の活性を生かし、引き出すのに用いられる。いくつかの実施形
態においては、前記リガンドは内因性標的化合物の活性のための好適なin vitroアッセイ
において実質的な活性を有さない。例えば、内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化
合物の半減期を増加させるリガンドは、一般的には、同じであるが、リガンドを用いない
前記アッセイにおける該内因性標的化合物の活性と比較して、前記アッセイにおける該内
因性標的化合物の活性を変化させない。
【００７６】
　受容体タンパク質、可溶性アゴニスト(例えば、サイトカイン)、または酵素などの所望
の内因性標的化合物に結合するが、該内因性標的化合物の活性部位には結合しないリガン
ド(例えば、dAb)を、任意の好適な方法を用いて同定することができる。例えば、個々の
リガンド、または内因性標的化合物への結合部位を有する部分もしくはそのような部分の
集合体(例えば、ライブラリーもしくはレパートリー)を、内因性標的化合物への内因性結
合パートナー(例えば、天然のリガンド、基質、コファクター)の結合を、スクリーニング
しようとするリガンドまたは部分(またはリガンドもしくは部分の集合体)の存在下で評価
する好適な競合アッセイにおいてスクリーニングすることができる。好適な対照と比較し
て、内因性標的化合物への内因性結合パートナーの結合が実質的に減少(例えば、阻害)し
ないことは、スクリーニングしようとするリガンドまたは部分が該内因性標的化合物の活
性部位に結合しないことを示唆している。
【００７７】
　酵素、受容体(例えば、サイトカイン受容体、増殖因子受容体)、および可溶性アゴニス
ト(例えば、サイトカイン、ケモカイン、増殖因子、ホルモン)などの、内因性標的化合物
への結合部位を含むリガンドおよび部分をスクリーニングするための多くの好適なアッセ
イが当業界でよく知られている。さらに、競合アッセイを日常的に用いて、106～109個以
上のメンバーを含む化合物の集合体をスクリーニングする。かくして、そのようなスクリ
ーニング活動は当業界における通常の技術の範囲内であり、当業者にとっては厄介でも過
度のものであるとも考えられない。例えば、WO 03002609、WO 2004101790、WO 200503557
2、WO 2004061026、WO 2004003019、WO 2004058821、WO 9404678、WO 9749805、WO 99232
21、WO 9937681、WO 0024884、WO 0043507、WO 0065067、WO 0140310、WO 03035694、WO 
03053531、WO 03054015、WO 0305527、WO 2004015425、WO 2004041862、WO 2004041863、
WO 2004041865、WO 2004062551、WO 2005044858およびEP1134231に開示された可変ドメイ
ンを、好適な競合アッセイにおいて、活性部位に結合せずに所望の内因性標的化合物に結
合する能力についてスクリーニングすることができる。前記参考文献における、可変ドメ
イン、その配列ならびに製造および選択の方法の開示は、本発明における使用のための内
因性標的化合物への結合部位を有する部分の例を当業者に提供するために参照により本明
細書に明確に組み入れられるものとする。
【００７８】
　前記リガンドは、それらが結合する内因性標的の半減期を増加させ、それらが被験体中
で結合する内因性標的の量(例えば、全身的な量、所望の部位もしくは位置での量)を増加
させ、および／またはそれらが結合する内因性標的の生物学的利用能を増加させることが
できる。
【００７９】
　リガンドは、例えば、内因性標的化合物に結合し、それによって該内因性標的化合物の
水力学的な大きさを増加させることにより、内因性標的化合物に結合し、これを安定化さ
せることにより、または内因性標的化合物に結合し、その消失速度もしくは代謝速度を遅
延させることにより、それが結合する内因性標的化合物の半減期を増加させることができ
る。一般的には、前記リガンドは、リガンドの非存在下での内因性標的化合物の半減期と
比較して、少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3、少なくとも約4、少なくと
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も約5、少なくとも約6、少なくとも約7、少なくとも約8、少なくとも約9、または少なく
とも約10の係数により、それが結合する内因性標的化合物の半減期を増加させるであろう
。例えば、内因性標的化合物は約1時間の半減期を有してもよく、該内因性標的化合物に
結合する結合部位を有する部分を含むリガンドの投与後、該内因性標的化合物の半減期を
約1.5時間、約10時間以上に増加させることができる。
【００８０】
　内因性標的化合物のレベルまたは量は、リガンドの半減期増加作用に起因して、本明細
書に記載のリガンドの投与後に増加してもよい。例えば、本発明のリガンドの投与の1時
間、もしくは2時間、もしくは3時間、もしくは4時間、もしくは5時間、もしくは6時間、
もしくは7時間、もしくは8時間、もしくは9時間、もしくは10時間、もしくは11時間、も
しくは12時間、もしくは1日後の内因性標的リガンドのレベルまたは量(例えば、血清中の
)を、少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3、少なくとも約4、少なくとも約5
、少なくとも約10、少なくとも約50、少なくとも約100、少なくとも約500、少なくとも約
1000、少なくとも約5,000、少なくとも約10,000、少なくとも約50,000、もしくは少なく
とも約100,000の係数により増加させることができる。内因性標的化合物のレベルまたは
量の増加を、任意の好適な方法を用いて容易に検出することができる。例えば、好適なサ
ンプル(例えば、血清)を、リガンドの投与の前に、および投与後の1つ以上の時点で取得
することができ、該サンプル中の内因性標的化合物のレベルまたは量を、任意の好適な方
法を用いて決定することができる。このサンプルは、例えば、血液、血清、脳脊髄液、滑
液、気管支肺胞洗浄、浣腸剤または生検のサンプルであってもよい。いくつかの実施形態
においては、そのようなサンプル中のリガンドの量またはレベルは、該リガンドを投与す
る前の量またはレベルと比較して増加する。
【００８１】
　前記リガンドは、内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させることができる。この
生物学的利用能を、全身的に、または所望の作用部位で(例えば、リガンドを局所投与す
る部位で)増加させることができる。例えば、リガンドは、全身循環中で有益な活性を有
するが、組織中に迅速に分布するか、もしくは消失し(例えばステロイドもしくはペプチ
ドホルモン)、および分布もしくは消失の速度を遅延させる内因性標的化合物に結合する
ことができる。そのようなリガンドは、内因性標的化合物の活性が有益な(例えば、治療
的)効果を有し得る全身循環中の該内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させること
ができる。リガンドは、内因性標的化合物を所望の部位に補充することにより、該部位で
の該内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させることができる。例えば、所望の内因
性標的化合物への結合部位を含むリガンドを、患者に局所投与することができる(例えば
、デポー製剤として)。局所投与されたリガンドは所望の内因性標的化合物に結合し、さ
らなる内因性標的化合物をその部位に補充することができる。かくして、増加したレベル
または量の内因性標的化合物がその部位に存在して、有益な効果をもたらしてもよい。例
えば、一実施形態においては、前記リガンドは、TGFβアイソフォーム3への結合部位を有
する部分を含む。そのようなリガンドを局所投与して、TGFβアイソフォーム3に結合させ
、TGFβアイソフォーム3を局所投与部位に補充し、かくして創傷治癒を促進することがで
きる。
【００８２】
　所望の細胞表面標的への結合部位を有する部分を含む同様のリガンドを、本明細書に記
載の方法を用いて調製し、これを用いて、例えば、所望の細胞型を所望の部位(例えば、
損傷部位、炎症部位)に補充することができる。
【００８３】
　一般的には、前記リガンドは、リガンドの非存在下での内因性標的化合物の生物学的利
用能と比較して、少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3、少なくとも約4、少
なくとも約5、少なくとも約6、少なくとも約7、少なくとも約8、少なくとも約9、または
少なくとも約10の係数により、それが結合する該内因性標的化合物の生物学的利用能(例
えば、全身循環中、所望の作用部位で)を増加させるであろう。例えば、前記リガンドが
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全身循環中の生物学的利用能を増加させる場合、該リガンドの投与の時点で開始する内因
性リガンドの濃度時間曲線を調製し、該内因性標的リガンドの正常な全身レベルと比較し
て、全身の生物学的利用能における増加の程度を決定することができる。
【００８４】
　前記リガンドは、それらが結合する内因性標的の活性(例えば、結合活性)を増加させる
ことができる。例えば、リガンドは、内因性アゴニスト(例えば、サイトカイン)もしくは
可溶性サイトカイン受容体などの内因性標的化合物に結合し、その内因性結合パートナー
に対する該内因性標的化合物の親和性および／もしくはアビディティを増加させることに
より、該内因性標的化合物の結合活性を改善することができる。所望の内因性標的化合物
に対する結合特異性を有する結合部位を有する2個以上の部分を含むリガンドは、2個以上
の個々の内因性標的化合物分子に結合し、それによって内因性標的化合物のダイマー、ト
リマー、オリゴマーまたはマルチマーを産生することができる。そのようなダイマー、ト
リマー、オリゴマーまたはマルチマーは、例えば、より高いアビディティに起因して内因
性標的化合物のための天然の結合パートナーを発現する細胞に対する改善した結合活性を
有するであろう。一般的には、そのようなリガンドは内因性標的化合物の結合活性を改善
することができる。例えば、内因性標的化合物のダイマー、トリマー、オリゴマーまたは
マルチマーの、その結合パートナーに対する結合強度(例えば、親和性もしくはアビディ
ティ)は、モノマー(すなわち、本発明のリガンドとの複合体にない)としての内因性標的
化合物の結合強度よりも、少なくとも約10倍、少なくとも約100倍、少なくとも約1,000倍
または少なくとも約10,000倍強いものであってもよい。
【００８５】
　一例では、前記リガンドは所望の内因性アゴニスト(例えば、サイトカイン、増殖因子)
に対する結合特異性を有する結合部位を有する2個以上の部分を含み、2個以上の内因性ア
ゴニスト分子に結合し、それによって内因性アゴニストのダイマー、トリマー、オリゴマ
ーまたはマルチマーを産生する。そのようなダイマー、トリマー、オリゴマーまたはマル
チマーは、例えば、より高いアビディティに起因して内因性アゴニストの受容体を発現す
る細胞に対する改善された結合活性を有し、改善された治療効力を有することができる。
同様に、可溶性受容体(例えば、可溶性TNFR1)の結合活性を、該可溶性受容体への2個以上
の結合部位を含むリガンドにより増加させることができる。そのようなリガンドは、例え
ば、単一の受容体鎖より高いアビディティで受容体の内因性リガンドに結合するであろう
可溶性受容体ダイマーを形成する2個の可溶性受容体鎖に結合することができる。
【００８６】
　特定の実施形態においては、前記リガンドは、可溶性TNFR1に対する結合特異性を有す
るが、活性部位には結合しない(可溶性TNFR1の活性部位はドメイン2および3内に含まれる
)2個以上の部分(dAb)を含む。そのようなリガンドは、2個以上の可溶性TNFR1鎖に結合し
て、増加したアビディティに起因して、そのトリマーのリガンド、TNFに対する改善され
た結合活性を有する、可溶性TNFR1ダイマー、トリマー、オリゴマーまたはマルチマーを
形成することができる。また、単一の可溶性TNFR1鎖よりも大きい水力学的大きさを有す
る、そのような可溶性TNFR1ダイマー、トリマー、オリゴマーまたはマルチマーの半減期
を、単一のTNFR1と比較して延長することもできることが理解されるべきである。結果と
して、そのようなリガンドは、可溶性TNFR1のTNF阻害活性を改善し、その治療効果を改善
することができる。例えば、そのようなリガンドは、少なくとも約10、少なくとも約100
、少なくとも約1,000または少なくとも約10,000の係数により、可溶性TNFR1の効果を改善
することができる。
【００８７】
　この実施形態の一例においては、マウスTNFR1のドメイン1に結合するdAbのダイマーで
あるリガンドを用いて、可溶性TNFR1のダイマー化を誘導するリガンドが可溶性TNFR1の効
果を改善することを証明する。例えば、そのようなリガンドを、ヒトMRC5細胞、ヒトTNF
および可溶性マウスTNFR1を含むアッセイに添加することができる。可溶性マウスTNFR1は
、ヒトTNFへの結合に関して、MRC5細胞上でヒトTNFR1と競合するであろう。マウスTNFR1



(24) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

のドメイン1に結合するdAbのダイマーであるリガンドは、2個の可溶性マウスTNFR1鎖に結
合して、前記アッセイにおいてTNFの効果を阻害するのにより有効であるマウスTNFR1ダイ
マーを形成する。例えば、マウスTNFR1のIC50を、可溶性TNFR1のダイマー化を誘導するリ
ガンドの添加により、nM範囲からpM範囲まで低下させることができる(約10もしくは約100
もしくは約1000倍の低下)。
【００８８】
　可溶性受容体鎖のダイマー化(またはトリマー化またはオリゴマー化)を誘導するリガン
ドの患者への投与は、細胞表面上に発現される膜貫通形態の特定の受容体のクラスター化
および活性化を引き起こし得る。一般的には、そのような活性化の任意の望ましくない効
果(例えば、免疫細胞の活性化)は、ダイマー化された可溶性受容体の改善された結合機能
および効果と比較して最小限であろう。にもかかわらず、必要に応じて、ダイマー化、ト
リマー化またはオリゴマー化しているリガンドと、膜貫通形態の受容体との相互作用を、
該リガンドを本明細書に記載のその水力学的大きさを増加させるように形式化することに
よりさらに減少させることができる。例えば、前記リガンドを、PEG部分またはin vivoで
の半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を有する部分(例えば、血清アルブミンに
結合するdAb)などの他の半減期延長部分を含むように形式化することができる。TNFR1に
結合するdAbを用いて本明細書に示されるように、dAbのPEG化は、細胞に基づくアッセイ
においてTNFR1活性を阻害するdAbの能力を劇的に低下させたが、in vivoでの可溶性TNFR1
への結合のための条件を近似する受容体結合アッセイにおいてTNFR1に結合するdAbの能力
に対する効果をほとんど有さなかった。これらの結果は、PEG化しているdAbおよび2個以
上のdAbを含むリガンドは、膜貫通形態の可溶性受容体よりも、該受容体に対するdAbの選
択性を改善することを示唆している。
【００８９】
　いくつかの内因性標的化合物は、天然で一緒になって結合して、活性なダイマー、トリ
マーまたはマルチマーを形成する。かくして、内因性標的化合物への結合部位を有する部
分は、該内因性標的化合物自体であってもよいし、または該内因性標的化合物の断片もし
くは一部であってもよい。内因性標的化合物への結合部位を有する部分が該内因性標的化
合物である場合などのいくつかの実施形態においては、前記リガンドは該内因性標的化合
物の活性を有してもよい。従って、本明細書に記載のように、そのようなリガンドを投与
することにより、前記内因性標的化合物の半減期を増加させ、その生物学的利用能を増加
させ、その量を増加させ、および／またはその活性を増加させることができ、また、該リ
ガンド中での生物学的に活性な形態の内因性標的化合物の存在に起因して、さらなる内因
性標的化合物活性を提供するであろう。
【００９０】
　他の実施形態においては、前記リガンドは、内因性標的化合物の一部である該内因性標
的化合物への結合部位を有する部分を含んでもよい。例えば、内因性標的化合物の一部は
、in vivoで該内因性標的化合物に結合するが、該内因性標的化合物の活性(例えば、リガ
ンド結合活性、受容体結合活性、触媒活性)を有さない一部であってもよい。
【００９１】
　ダイマー、トリマーまたはマルチマーを天然に形成する内因性標的化合物の例としては
、例えば、増殖因子(例えば、AおよびB鎖のホモダイマーおよびヘテロダイマーを形成す
るPDGF)、サイトカイン(例えば、トリマーを形成するTNFスーパーファミリーのサイトカ
イン(例えば、RANK-L))、ならびに受容体(例えば、トリマーを形成するTNF受容体スーパ
ーファミリーの受容体)が挙げられる。そのような内因性標的化合物の好適な一部を、該
内因性標的化合物のドメインを形成するダイマー、トリマーもしくはマルチマーの構造に
関する知識に基づいて、または該内因性標的化合物のペプチドもしくはポリペプチドの断
片を調製し、該内因性標的化合物に結合する能力について該ペプチドもしくはポリペプチ
ドをアッセイする(例えば、表面プラズモン共鳴もしくは任意の他の好適な方法を用いる)
ことにより、容易に調製することができる。
【００９２】
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　in vivoで対応する内因性標的化合物に結合する該内因性標的化合物の一部の例は、TNF
受容体スーパーファミリーのメンバーのいわゆるプレリガンド集合ドメイン(PLAD)である
(例えば、WO 01/58953；米国特許出願公開第2003/0108992 A1号；Dengら、Nature Medici
ne, doi:10.1038/nm1304 (2005)を参照)。特定の受容体に由来するPLADドメインは、in v
ivoで互いに結合する。例えば、TNFR1のPLADドメインは、in vivoでTNFR1の別のPLADドメ
インに結合するであろう。
【００９３】
　TNF受容体スーパーファミリーは、当業界で認識されているタンパク質群であり、例え
ば、TNFR1 (p55、CD120a、p60、TNF受容体スーパーファミリーメンバー1A、TNFRSF1A)、T
NFR2 (p75、p80、CD120b、TNF受容体スーパーファミリーメンバー1B、TNFRSF1B)、CD (TN
FRSF3、LTβR、TNFR2-RP、TNFR-RP、TNFCR、TNF-R-III)、OX40 (TNFRSF4、ACT35、TXGP1L
)、CD40 (TNFRSF5、p50、Bp50)、Fas (CD95、TNFRSF6、APO-1、APTI)、DcR3 (TNFRSF6B)
、CD27 (TNFRSF7、Tp55、S152)、CD30 (TNFRSF8、Ki-1、D1S166E)、CD137 (TNFRSF9、4-1
BB、ILA)、TRAILR-1 (TNFRSF10A、DR4、Apo2)、TRAIL-R2 (TNFRSF10B、DR5、KILLER、TRI
CK2A、TRICKB)、TRAILR3 (TNFRSF10C、DcR1、LIT、TRID)、TRAILR4 (TNFRSF10D、DcR2、T
RUNDD)、RANK (TNFRSF11A)、OPG (TNFRSF11B、OCIF、TR1)、DR3 (TNFRSF12、TRAMP、WSL-
1、LARD、WSL-LR、DDR3、TR3、APO-3)、DR3L (TNFRSF12L)、TAC1 (TNFRSF13B)、BAFFR (T
NFRSF13C)、HVEM (TNFRSF14、ATAR、TR2、LIGHTR、HVEA)、NGFR (TNFRSF16)、BCMA (TNFR
SF17、BCM)、AITR (TNFRSF18、GITR)、TNFRSF19、FLJ14993 (TNFRSF19L、RELT)、DR6 (TN
FRSF21)、SOBa (TNFRSF22、Tnfrh2、2810028K06Rik)、mSOB (THFRSF23、Tnfrh1)が挙げら
れる。
【００９４】
　いくつかのPLADドメインが当業界で公知であり、他のPLADドメインおよびPLADドメイン
の変異体を、WO 01/58953; 米国特許出願公開第2003/0108992 A1号; Dengら、Nature Med
icine, doi: 10.1038/nm1304 (2005)に記載の方法などの、任意の好適な方法を用いて容
易に単離および調製することができる。ポリペプチド、タンパク質断片、およびペプチド
変異体を調製するための多くの好適な方法、ならびに本明細書に記載のTNFR1受容体結合
アッセイなどの、任意の結合アッセイが当業界でよく知られており、従来的である。PLAD
ドメインの例を、表1に提示する。
【表１】

【００９５】
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【００９６】
　いくつかの実施形態においては、前記リガンドは、TNFR1、TNFR2、FAS、LTβR、CD40、
CD30、CD27、HVEM、OX40、DR4もしくは他のTNF受容体スーパーファミリーメンバーのPLAD
、またはPLADドメインの変異体などの、PLADである内因性標的化合物に対する結合特異性
を有する結合部位を有する部分を含む。PLADドメインの変異体は、例えば、1個以上のア
ミノ酸が欠失、挿入または置換されているが、TNFR1、TNFR2、FAS、LTβR、CD40、CD30、
CD27、HVEM、OX40、もしくはDR4の対応するPLADに結合する能力を保持する、TNFR1、TNFR
2、FAS、LTβR、CD40、CD30、CD27、HVEM、OX40、もしくはDR4のPLADドメインであってよ
い。変異体PLADドメインのアミノ酸配列は、対応するPLAD(例えば、TNFR1、TNFR2、FAS、
LTβR、CD40、CD30、CD27、HVEM、OX40、DR4のPLAD)のアミノ酸配列中のアミノ酸と同じ
である、少なくとも約10個の連続したアミノ酸、少なくとも約15個の連続したアミノ酸、
少なくとも約20個の連続したアミノ酸、少なくとも約25個の連続したアミノ酸、少なくと
も約30個の連続したアミノ酸、少なくとも約35個の連続したアミノ酸、または少なくとも
約40個の連続したアミノ酸の領域を含んでもよい。さらに、またはあるいは、変異体PLAD
ドメインのアミノ酸配列は、対応するPLAD(例えば、TNFR1、TNFR2、FAS、LTβR、CD40、C
D30、CD27、HVEM、OX40、もしくはDR4のPLAD)のアミノ酸配列と、少なくとも約80％、少
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なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約91％、少なくとも約92％、少なくとも
約93％、少なくとも約94％、少なくとも約95％、少なくとも約96％、少なくとも約97％、
少なくとも約98％、もしくは少なくとも約99％同一であってよい。
【００９７】
　PLADまたはPLAD変異体である内因性標的化合物への結合部位を有する結合部分を含むリ
ガンドを、本明細書に記載のように形式化することができる。例えば、前記リガンドは、
PLADもしくはPLAD変異体のダイマー、トリマーもしくはマルチマー、またはPLADもしくは
PLAD変異体および半減期延長部分(例えば、血清アルブミンもしくは新生児のFc受容体へ
の結合部位を有する部分)を含む融合タンパク質であってよい。
【００９８】
　2個以上のPLADもしくはPLAD変異体(例えば、PLADダイマー、トリマー、マルチマー)を
含むリガンドは、2個以上の可溶性受容体鎖に結合して、本明細書に記載のように、可溶
性受容体モノマーと比較して改善された結合機能を有し得る可溶性受容体ダイマー、トリ
マーまたはマルチマーを形成することができる。いくつかの状況においては、そのような
リガンドは可溶性受容体に結合し、また細胞表面上に発現された膜貫通形態の受容体に結
合することもできる。必要に応じて、可溶性受容体に結合する選択性を、例えば、PEG部
分、または本明細書に記載の他の半減期延長部分を用いて、前記リガンドがより大きい水
力学的大きさを有するように形式化することにより改善することができる。
【００９９】
　特定の実施形態においては、前記リガンドはPLAD(例えば、TNFR1、TNFR2、FAS、LTβR
、CD40、CD30、CD27、HVEM、OX40、もしくはDR4のPLAD)またはPLAD変異体およびPEG部分
もしくは血清アルブミンもしくは新生児のFc受容体に結合するdAbなどの半減期延長部分
を含む。
【０１００】
　好ましくは、可溶性受容体鎖のダイマー化(またはトリマー化またはオリゴマー化)を誘
導するリガンドは、標準的な細胞アッセイにおいて細胞表面または膜貫通形態の該受容体
を実質的に作動させない(すなわち、1 nM、10 nM、100 nM、1μM、10μM、100μM、1000
μMまたは5,000μMの濃度で存在する場合、該アッセイにおいて該受容体の天然のリガン
ドにより誘導される受容体を介する活性が約5％以下である)。
【０１０１】
　内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分は、表面プラズモ
ン共鳴により決定されるように、300 nM～5 pM (すなわち、3 x 10-7～5 x 10-12M)、好
ましくは50 nM～20 pM、より好ましくは5 nM～200 pMおよび最も好ましくは1 nM～100 pM
、例えば、1 x 10-7 M以下、好ましくは1 x 10-8 M以下、より好ましくは1 x 10-9 M以下
、有利には、1 x 10-10 M以下および最も好ましくは1 x 10-11 M以下のKd；ならびに／ま
たは5 x 10-1 s-1～1 x 10-7 s-1、好ましくは1 x 10-2 s-1～1 x 10-6 s-1、より好まし
くは5 x 10-3 s-1～1 x 10-5 s-1、例えば、5 x 10-1 s-1以下、好ましくは1 x 10-2 s-1

以下、有利には1 x 10-3 s-1以下、より好ましくは1 x 10-4 s-1以下、さらにより好まし
くは1 x 10-5 s-1以下、および最も好ましくは1 x 10-6 s-1以下のKoff速度定数などの高
い親和性で該内因性標的化合物に結合するのが好ましい。内因性標的化合物に対する結合
特異性を有する結合部位を有し、高い親和性で該内因性標的化合物に結合する部分を、本
明細書に記載のような任意の好適なリガンド形式に形式化することができる。
【０１０２】
　本明細書に記載のリガンドの特徴に加えて、前記リガンドは、表面プラズモン共鳴によ
り決定されるように、300 nM～5 pM (すなわち、3 x 10-7～5 x 10-12M)、好ましくは50 
nM～20 pM、より好ましくは5 nM～200 pMおよび最も好ましくは1 nM～100 pM、例えば、1
 x 10-7 M以下、好ましくは1 x 10-8 M以下、より好ましくは1 x 10-9 M以下、有利には
、1 x 10-10 M以下および最も好ましくは1 x 10-11 M以下のKd；ならびに／または5 x 10
-1 s-1～1 x 10-7 s-1、好ましくは1 x 10-2 s-1～1 x 10-6 s-1、より好ましくは5 x 10
-3 s-1～1 x 10-5 s-1、例えば、5 x 10-1 s-1以下、好ましくは1 x 10-2 s-1以下、有利
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には1 x 10-3 s-1以下、より好ましくは1 x 10-4 s-1以下、さらにより好ましくは1 x 10
-5 s-1以下、および最も好ましくは1 x 10-6 s-1以下のKoff速度定数などの高い親和性で
前記内因性標的化合物に結合するのが好ましい。
【０１０３】
　特定の実施形態においては、前記リガンドは、内因性標的化合物に結合するdAbを含む
。内因性標的化合物は、例えば、可溶性受容体(例えば、可溶性サイトカイン受容体、可
溶性増殖因子受容体、可溶性ホルモン受容体)、内因性受容体アンタゴニスト(例えば、IL
-1ra)、酵素、内因性アゴニスト(例えば、サイトカイン、増殖因子、ホルモン)であって
よい。いくつかの実施形態においては、前記リガンドはdAbダイマー、トリマー、オリゴ
マーまたはマルチマーである。
【０１０４】
　前記リガンドは、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGFドメイ
ン、およびアビマーからなる群より選択される、内因性標的化合物への結合部位を有する
部分を含んでもよい。前記リガンドはまた、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグメント、ジ
スルフィド結合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラ
グメント、ダイアボディ、免疫グロブリン単一可変ドメイン(例えば、ヒトVH、ヒトVL、V

HH)などの、抗体または抗体フラグメントである、内因性標的化合物への結合部位を有す
る部分を含んでもよい。
【０１０５】
　必要に応じて、前記リガンドは、本明細書に記載の半減期延長部分をさらに含んでもよ
い。例えば、前記リガンドは、ポリアルキレングリコール部分、血清アルブミンもしくは
その断片、トランスフェリン受容体もしくはそのトランスフェリン結合部分、またはin v
ivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合部位を含む部分からなる群より選択され
る半減期延長部分を含んでもよい。in vivoでの半減期を増強するポリペプチドへの結合
部位を含む好適な部分としては、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイ
ン、EGFドメイン、アビマー、Fvフラグメント、一本鎖Fvフラグメント、ジスルフィド結
合したFvフラグメント、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント、ダ
イアボディ、および免疫グロブリン単一可変ドメイン(例えば、ヒトVH、ヒトVL、VHH)な
どの、抗体または抗体フラグメントが挙げられる。
【０１０６】
　本明細書に記載のように、本発明のリガンドは、それらが結合する内因性標的化合物の
活性を実質的に阻害しない。しかしながら、標的が2個以上の活性(例えば、結合活性およ
びシグナリング活性)を有する場合、前記リガンドは意図された治療活性または利益と関
連しない活性を阻害してもよい。例えば、リガンドまたはdAbモノマーは可溶性受容体に
結合し、また膜貫通形態の該受容体に結合してもよい。そのような状況では、膜貫通形態
の該受容体は、リガンド結合活性およびまたシグナリング活性を有してもよい。好ましく
は、本発明のリガンドは、リガンドにより誘導されるプロセスを阻害するように働くリガ
ンド結合活性(可溶性および膜貫通形態の受容体の)を阻害しないであろうが、膜貫通形態
の受容体のシグナリング活性を阻害し得る。
【０１０７】
　本発明をさらに説明するために、可溶性TNFR1に結合するリガンドの実施形態の例を以
下に記載する。可溶性TNFR1に結合するリガンドの実施形態は、他の受容体に結合する本
発明のリガンドの例である。
【０１０８】
　TNFR1は、リガンドに結合する細胞外領域および本来のシグナル伝達活性を欠くが、シ
グナル伝達分子と結合することができる細胞内ドメインを含む膜貫通受容体である。TNFR
1と、結合したTNFとの複合体は、3つのTNFR1鎖および3つのTNF鎖を含む(Bannerら、Cell,
 73(3) 431-445 (1993))。TNFリガンドは、3つのTNFR1鎖により結合したトリマーとして
存在する(上掲)。3つのTNFR1鎖は受容体-リガンド複合体中で一緒になって密接にクラス
ター化しており、このクラスター化はTNFR1を介するシグナル伝達にとって必要条件であ
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る。実際、抗TNFR1抗体などの、TNFR1に結合する多価薬剤は、TNFの非存在下でTNFR1のク
ラスター化およびシグナル伝達を誘導することができ、TNFR1アゴニストとして一般的に
用いられている(例えば、Belkaら、EMBO, 14(6):1156-1165 (1995); Mandik-Nayakら、J.
 Immunol, 167:1920-1928 (2001)を参照)。従って、TNFR1に結合する多価薬剤は、一般的
には、それらがTNFαのTNFR1への結合を遮断する場合でも、TNFR1の有効なアンタゴニス
トではない。
【０１０９】
　TNFR1の細胞外領域は、13個のアミノ酸のアミノ末端セグメント(配列番号2(ヒト)のア
ミノ酸1～13；配列番号4(マウス)のアミノ酸1～13)、ドメイン1(配列番号2(ヒト)のアミ
ノ酸14～53；配列番号4(マウス)のアミノ酸14～53)、ドメイン2(配列番号2(ヒト)のアミ
ノ酸54～97；配列番号4(マウス)のアミノ酸54～97)、ドメイン3(配列番号2(ヒト)のアミ
ノ酸98～138；配列番号4(マウス)のアミノ酸98～138)、およびドメイン4(配列番号2(ヒト
)のアミノ酸139～167；配列番号4(マウス)のアミノ酸139～167)、次いで膜に近接した領
域(配列番号2(ヒト)のアミノ酸168～182；配列番号4(マウス)のアミノ酸168～182)を含む
(Bannerら、Cell 73(3) 431-445 (1993)およびLoetscherら、Cell 61(2) 351-359 (1990)
を参照)。ドメイン2および3は結合したリガンド(TNFβ、TNFα)と接触するようになる(Ba
nnerら、Cell 73(3) 431-445 (1993))。TNFR1の細胞外領域はまた、プレリガンド結合集
合ドメインまたはPLADドメイン(配列番号2(ヒト)のアミノ酸1～53；配列番号4(マウス)の
アミノ酸1～53)と呼ばれる領域も含む(米国政府、WO 01/58953；Dengら、Nature Medicin
e, doi: 10.1038/nm1304 (2005))。
【０１１０】
　TNFR1は、可溶性形態のTNFR1を産生する、ドメイン4中、または膜に近接する領域(配列
番号2のアミノ酸168～182；配列番号4のアミノ酸168～183)中でのTNFR1のタンパク質溶解
を含むプロセスを介してin vivoで細胞の表面から抜け落ちる。可溶性TNFR1は、TNFαに
結合する能力を保持し、それによってTNFαの活性の内因性阻害剤として機能する。
【０１１１】
　いくつかの実施形態においては、可溶性TNFR1に結合するリガンドまたはdAbモノマーは
また、膜貫通TNFR1に結合し、細胞表面上でのTNFR1のTNFαにより誘導されるクラスター
化を阻害することができ、このクラスター化は、受容体を介するシグナル伝達に先行する
が、膜貫通TNFR1および可溶性TNFR1へのTNFαの結合を阻害しない。
【０１１２】
　特定の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、可溶性および膜貫通
形態のTNFR1のTNF結合活性を阻害しないが、TNFR1のシグナリング活性を阻害することが
できる。この型のリガンドまたはdAbモノマーは、TNFR1のドメイン1またはドメイン4に結
合することができる。そのようなリガンドまたはdAbモノマーは、可溶性TNFR1および膜貫
通TNFR1に結合することができるが、どちらの形態のTNFR1のTNF結合活性も阻害しない。
従って、そのようなリガンドまたはdAbを投与して、例えば、可溶性TNFR1の半減期を延長
するか、または可溶性TNFR1の結合活性を増強することができる。従って、それを必要と
する哺乳動物にそのようなリガンドまたはdAbモノマーを投与することにより、治療目的
のために細胞表面のTNFR1の活性を阻害する内因性調節経路を生かし、引き出すことがで
きる。
【０１１３】
　他の実施形態においては、本発明は、他の可溶性受容体に結合するが、可溶性受容体へ
の内因性リガンドの結合を阻害しない類似のリガンドおよびdAbモノマーを提供する。
【０１１４】
　より具体的な実施形態においては、前記リガンドは、TNFR1のドメイン1に結合し、マウ
スTNFR1への結合についてTAR2m-21-23と競合するか、またはヒトTNFR1への結合についてT
AR2h-205と競合するdAbを含む。より具体的な実施形態においては、前記リガンドはその
ようなdAbのダイマーであり、必要に応じて、PEG部分をさらに含む。
【０１１５】
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　特定の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、凝集に対して実質的
な耐性を有する。例えば、いくつかの実施形態においては、塩水、緩衝塩水、クエン酸緩
衝塩水、水、乳液、およびFDAにより認可されたものなどの許容可能な賦形剤を含むこれ
らの溶媒のいずれかなどの、薬剤の製剤化に日常的に用いられる、溶媒中のリガンドまた
はdAbの1～5 mg/ml、5～10 mg/ml、10～20 mg/ml、20～50 mg/ml、50～100 mg/ml、100～
200 mg/mlもしくは200～500 mg/mlの溶液を、例えば、約10分、約1時間、約8時間、約24
時間、約2日、約3日、約4日、約1週間、約2週間、約3週間、約1ヶ月、約2ヶ月、約3ヶ月
、約4ヶ月、約6ヶ月、約1年、もしくは約2年などの時間、約22℃、22～25℃、25～30℃、
30～37℃、37～40℃、40～50℃、50～60℃、60～70℃、70～80℃、15～20℃、10～15℃、
5～10℃、2～5℃、0～2℃、-10℃～0℃、-20℃～-10℃、-40℃～-20℃、-60℃～-40℃、
もしくは-80℃～-60℃に維持する場合、約10％未満、約9％未満、約8％未満、約7％未満
、約6％未満、約5％未満、約4％未満、約3％未満、約2％未満もしくは約1％未満の前記リ
ガンドまたはdAbモノマーが凝集する。
【０１１６】
　凝集を、顕微鏡、視覚検査もしくは分光分析もしくは任意の他の好適な方法による溶液
の濁度の評価によるなど、任意の好適な方法を用いて評価することができる。好ましくは
、凝集を、動的光散乱により評価する。凝集に対する耐性を有するリガンドまたはdAbモ
ノマーは、いくつかの利点を提供する。例えば、そのようなリガンドまたはdAbモノマー
を、大腸菌などの好適な生物生産系を用いる発現により、可溶性タンパク質と同様、高収
率で容易に製造することができ、従来のポリペプチドよりも高い濃度で、かつ低い凝集率
および活性の喪失率で製剤化および／または保存することができる。
【０１１７】
　さらに、凝集に対する耐性を有するリガンドまたはdAbモノマーを、他の抗原-またはエ
ピトープ-結合ポリペプチド(例えば、従来の抗体)よりも経済的に製造することができる
。例えば、一般的には、in vivoでの適用を意図された抗原-またはエピトープ-結合ポリ
ペプチドの調製は、凝集したポリペプチドを除去するプロセス(例えば、ゲル濾過)を含む
。そのような凝集物を除去できない場合、in vivoでの適用にとって好適ではない調製物
が得られるが、これは、例えば、アンタゴニストとして働くように意図された抗原結合ポ
リペプチドの凝集物が、標的抗原の架橋またはクラスター化を誘導することにより、アゴ
ニストとして機能し得るからである。また、タンパク質凝集物は、治療用ポリペプチドを
投与する被験体における免疫応答を誘導することにより、その効果を減少させ得る。
【０１１８】
　対照的に、本発明の凝集耐性リガンドまたはdAbモノマーを、凝集物を除去するプロセ
ス工程を含ませる必要がなく、in vivoでの適用のために調製し、ポリペプチド凝集物に
より引き起こされる上記の欠点なしにin vivoでの適用において用いることができる。
【０１１９】
　いくつかの実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、dAbの融点(Tm)よ
り高い温度(Ts)に加熱し、dAbの融点より低い温度(Tc)に冷却した場合、可逆的に折り畳
みが解かれる。例えば、dAbモノマーは、80℃に加熱し、ほぼ室温に冷却した場合、可逆
的に折り畳みが解かれる。可逆的に折り畳みが解かれるポリペプチドは、折り畳みが解か
れる時に機能を失うが、再び折り畳まれる際に機能を再獲得する。そのようなポリペプチ
ドは、折り畳みが解かれるか、または不適切に再び折り畳まれる(折り畳みに失敗したポ
リペプチド)、すなわち、機能を再獲得しない場合に凝集するポリペプチドとは区別され
る。
【０１２０】
　ポリペプチドの折り畳み解除および再折り畳みを、例えば、任意の好適な方法を用いて
直接的または間接的にポリペプチド構造を検出することにより評価することができる。例
えば、ポリペプチド構造を、円偏光二色性(CD)(例えば、遠紫外線CD、近紫外線CD)、蛍光
(例えば、トリプトファン側鎖の蛍光)、タンパク質溶解に対する感受性、核磁気共鳴(NMR
)によるか、または適切な折り畳みに依存するポリペプチド機能(例えば、標的リガンドへ
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の結合、一般のリガンドへの結合)を検出するか、もしくは測定することにより検出する
ことができる。一例では、ポリペプチドの折り畳み解除を、結合機能(例えば、一般のリ
ガンドおよび／または標的リガンドの結合、基質の結合)の喪失が、該ポリペプチドが折
り畳みを解かれたことを示唆する機能的アッセイを用いて評価する。
【０１２１】
　リガンドまたはdAbモノマーの折り畳み解除および再折り畳みの程度を、折り畳み解除
または変性曲線を用いて決定することができる。折り畳み解除曲線を、縦座標として温度
を、横座標として折り畳まれたポリペプチドの相対濃度をプロットすることにより作製す
ることができる。折り畳まれたリガンドまたはdAbモノマーの相対濃度を、任意の好適な
方法(例えば、CD、蛍光、結合アッセイ)を用いて直接的または間接的に決定することがで
きる。例えば、リガンドまたはdAbモノマーの溶液を調製し、その溶液の楕円率をCDによ
り決定することができる。得られた楕円率の値は、100％の折り畳まれたリガンドまたはd
Abモノマーの相対濃度である。次いで、溶液中のリガンドまたはdAbモノマーを、該溶液
の温度を徐々に上昇させることにより折り畳みを解除し、好適な増加量(例えば、1℃の温
度の各増加後)で楕円率を決定する。次いで、溶液中のリガンドまたはdAbモノマーを、該
溶液の温度を徐々に低下させることにより再び折り畳み、好適な増加量で楕円率を決定す
る。このデータをプロットして、折り畳み解除曲線および再折り畳み曲線を作製すること
ができる。この折り畳み解除曲線および再折り畳み曲線は、リガンドまたはdAbモノマー
分子が折り畳まれる一部、リガンドまたはdAbモノマー分子が様々な程度まで折り畳みを
解かれる折り畳み解除／再折り畳み遷移、およびリガンドまたはdAbモノマー分子が折り
畳みを解かれる一部を含む特徴的なシグモイド形状を有する。再折り畳み曲線のy軸切片
は、回収された再び折り畳まれたリガンドまたはdAbモノマーの相対量である。少なくと
も約50％、または少なくとも約60％、または少なくとも約70％、または少なくとも約75％
、または少なくとも約80％、または少なくとも約85％、または少なくとも約90％、または
少なくとも約95％の回収は、リガンドまたはdAbモノマーが可逆的に折り畳みを解かれる
ことを示唆する。
【０１２２】
　好ましい実施形態においては、リガンドまたはdAbモノマーの折り畳み解除の可逆性を
、リガンドまたはdAbモノマーの溶液を調製し、熱による折り畳み解除曲線および再折り
畳み曲線をプロットすることにより決定する。リガンドまたはdAbモノマーの溶液を、リ
ガンドまたはdAbモノマーを溶解させるのに好適なpH(例えば、等電点(pI)の上または下の
約3単位であるpH)を有する水性バッファーなどの、任意の好適な溶媒中で調製することが
できる。リガンドまたはdAbモノマーの溶液は、折り畳み解除／折り畳みを検出すること
ができる十分な濃度である。例えば、リガンドまたはdAbモノマーの溶液は、約0.1μM～
約100μM、または好ましくは約1μM～約10μMであってよい。
【０１２３】
　リガンドまたはdAbモノマーの融点(Tm)が既知である場合、この溶液をTmの約10℃下(Tm
-10)まで加熱し、楕円率または蛍光(例えば、200 nm～250 nmの遠紫外線CDスキャン、235
 nmもしくは225 nmの固定波長CD；298 nmで励起した300～450 nmのトリプトファン蛍光放
出スペクトル)により折り畳みを評価して、100％の相対的な折り畳まれたリガンドまたは
dAbモノマーを提供することができる。次いで、この溶液を所定の増加量(例えば、約0.1
～約1℃の増加)でTmの少なくとも10℃上(Tm+10)まで加熱し、楕円率または蛍光を各増加
量で決定する。次いで、リガンドまたはdAbモノマーを、所定の増加量で少なくともTm-10
℃まで冷却することにより再び折り畳み、楕円率または蛍光を各増加量で決定する。リガ
ンドまたはdAbモノマーの融点が既知ではない場合、この溶液を、約25℃～約100℃に徐々
に加熱することにより折り畳みを解除した後、少なくとも約25℃に徐々に冷却することに
より再び折り畳み、各加熱および冷却増加量での楕円率または蛍光を決定することができ
る。得られたデータをプロットして、再折り畳み曲線のy軸切片が、回収された再び折り
畳まれたタンパク質の相対量である、折り畳み解除曲線および再折り畳み曲線を作製する
ことができる。
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【０１２４】
　前記リガンドまたはdAbモノマーは、任意の好適な免疫グロブリン可変ドメインを含ん
でもよいが、ヒト可変ドメインまたはヒトフレームワーク領域を含む可変ドメインを含む
のが好ましい。特定の実施形態においては、前記dAbモノマーは、本明細書に記載の普遍
的フレームワークを含む。
【０１２５】
　普遍的フレームワークは、ヒト生殖腺のDPK1、DPK2、DPK3、DPK4、DPK5、DPK6、DPK7、
DPK8、DPK9、DPK10、DPK12、DPK13、DPK15、DPK16、DPK18、DPK19、DPK20、DPK21、DPK22
、DPK23、DPK24、DPK25、DPK26またはDPK28免疫グロブリン遺伝子セグメントによりコー
ドされるフレームワークアミノ酸配列を含むフレームワークなどの、VLフレームワーク(V
λもしくはVκ)であってよい。必要に応じて、VLフレームワークは、ヒト生殖腺のJκ1、
Jκ2、Jκ3、Jκ4、またはJκ5免疫グロブリン遺伝子セグメントによりコードされるフレ
ームワークアミノ酸配列をさらに含んでもよい。
【０１２６】
　他の実施形態においては、普遍的フレームワークは、ヒト生殖腺のDP4、DP7、DP8、DP9
、DP10、DP31、DP33、DP38、DP45、DP46、DP47、DP49、DP50、DP51、DP53、DP54、DP65、
DP66、DP67、DP68またはDP69免疫グロブリン遺伝子セグメントによりコードされるフレー
ムワークアミノ酸配列を含むフレームワークなどの、VHフレームワークであってよい。必
要に応じて、VHフレームワークは、ヒト生殖腺のJH1、JH2、JH3、JH4、JH4b、JH5およびJ

H6免疫グロブリン遺伝子セグメントによりコードされるフレームワークアミノ酸配列をさ
らに含んでもよい。
【０１２７】
　特定の実施形態においては、dAbモノマーリガンドは、DPK9 VLフレームワーク、または
DP47、DP45およびDP38からなる群より選択されるVHフレームワークを含む。
【０１２８】
　dAbモノマーは、プロテインA、プロテインLおよびプロテインGなどの、一般のリガンド
への結合部位を含んでもよい。
【０１２９】
　特定の実施形態においては、dAbモノマーは、ヒト生殖腺抗体遺伝子セグメントにより
コードされる対応するフレームワーク領域のアミノ酸配列、またはヒト生殖腺抗体遺伝子
セグメントによりコードされる前記対応するフレームワーク領域のアミノ酸配列と比較し
て最大5個のアミノ酸の差異を集合的に含む1個以上の前記フレームワーク領域のアミノ酸
配列と同じであるアミノ酸配列を含む1個以上のフレームワーク領域を含む。
【０１３０】
　他の実施形態においては、dAbモノマーのFW1、FW2、FW3およびFW4のアミノ酸配列は、
ヒト生殖腺抗体遺伝子セグメントによりコードされる対応するフレームワーク領域のアミ
ノ酸配列、または前記ヒト生殖腺抗体遺伝子セグメントによりコードされる対応するフレ
ームワーク領域のアミノ酸配列と比較して最大10個のアミノ酸の差異を集合的に含むFW1
、FW2、FW3およびFW4のアミノ酸配列と同じである。
【０１３１】
　他の実施形態においては、dAbモノマーはFW1、FW2およびFW3領域を含み、該FW1、FW2お
よびFW3のアミノ酸配列は、ヒト生殖腺抗体遺伝子セグメントによりコードされる対応す
るフレームワーク領域のアミノ酸配列と同じである。
【０１３２】
　いくつかの実施形態においては、dAbモノマーはラクダ科の免疫グロブリン可変ドメイ
ン、またはラクダ科の生殖腺の抗体遺伝子セグメントによりコードされる免疫グロブリン
可変ドメインにとってユニークである1個以上のフレームワークアミノ酸を含まない。
【０１３３】
　特定の実施形態においては、本発明のリガンド(例えば、dAbモノマー)は、有効量を投
与する場合、疾患のモデルにおいて有効である。一般的には、有効量は、約1 mg/kg～約1
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0 mg/kg(例えば、約1 mg/kg、約2 mg/kg、約3 mg/kg、約4 mg/kg、約5 mg/kg、約6 mg/kg
、約7 mg/kg、約8 mg/kg、約9 mg/kg、または約10 mg/kg)である。多くの好適な疾患モデ
ルが存在する。本明細書に記載の慢性炎症性疾患のモデルは、ヒトにおける治療効果を予
測するものとして当業者により認識されている。先行技術は、これらのモデルにおいて、
可溶性サイトカイン受容体(例えば、可溶性TNFR1)などの内因性標的化合物に結合する部
分を含むリガンドを用いること、またはこれらが有効であることを示唆していない。
【０１３４】
　特定の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、標準的なマウスのコ
ラーゲン誘導性関節炎モデルにおいて有効である。例えば、有効量の前記リガンドを投与
することにより、標準的なマウスのコラーゲン誘導性関節炎モデルにおける4本の肢の合
計の平均関節炎スコアを、好適な対照と比較して、例えば、約1～約16、約3～約16、約6
～約16、約9～約16、または約12～約16低下させることができる。別の例では、有効量の
前記リガンドを投与することにより、標準的なマウスのコラーゲン誘導性関節炎モデルに
おける関節炎の症候の開始を、好適な対照と比較して、例えば、約1日、約2日、約3日、
約4日、約5日、約6日、約7日、約10日、約14日、約21日または約28日遅延させることがで
きる。別の例では、有効量の前記リガンドを投与することにより、0～約3、約3～約5、約
5～約7、約7～約15、約9～約15、約10～約15、約12～約15、または約14～約15の標準的な
マウスのコラーゲン誘導性関節炎モデルにおける4本の肢の合計の平均関節炎スコアが得
られる。
【０１３５】
　他の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、関節炎のマウスΔAREモ
デルにおいて有効である(Kontoyiannisら、J Exp Med 196:1563-74 (2002))。例えば、有
効量の前記リガンドを投与することにより、関節炎のマウスΔAREモデルにおける平均関
節炎スコアを、好適な対照と比較して、例えば、約0.1～約2.5、約0.5～約2.5、約1～約2
.5、約1.5～約2.5、または約2～約2.5低下させることができる。別の例では、有効量の前
記リガンドを投与することにより、関節炎のマウスΔAREモデルにおける関節炎の症候の
開始を、好適な対照と比較して、例えば、約1日、約2日、約3日、約4日、約5日、約6日、
約7日、約10日、約14日、約21日または約28日遅延させることができる。別の例において
は、有効量のリガンドを投与することにより、0～約0.5、約0.5～約1、約1～約1.5、約1.
5～約2、または約2～約2.5の関節炎のマウスΔAREモデルにおける平均関節炎スコアが得
られる。
【０１３６】
　他の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、炎症性腸疾患(IBD)のマ
ウスΔAREモデルにおいて有効である(Kontoyiannisら、J Exp Med 196:1563-74(2002))。
例えば、有効量の前記リガンドを投与することにより、IBDのマウスΔAREモデルにおける
平均急性および／または慢性炎症スコアを、好適な対照と比較して、例えば、約0.1～約2
.5、約0.5～約2.5、約1～約2.5、約1.5～約2.5、もしくは約2～約2.5低下させることがで
きる。別の例では、有効量の前記リガンドを投与することにより、IBDのマウスΔAREモデ
ルにおけるIBDの症候の開始を、好適な対照と比較して、例えば、約1日、約2日、約3日、
約4日、約5日、約6日、約7日、約10日、約14日、約21日または約28日遅延させることがで
きる。別の例においては、有効量のリガンドを投与することにより、0～約0.5、約0.5～
約1、約1～約1.5、約1.5～約2、または約2～約2.5のIBDのマウスΔAREモデルにおける平
均急性および／または慢性炎症スコアが得られる。
【０１３７】
　他の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、IBDのマウスのデキスト
ラン硫酸ナトリウム(DSS)誘導モデルにおいて有効である。例えば、Okayasu I.ら、Gastr
oenterology 98:694-702(1990); Podolsky K.,J Gasteroenterol. 38 suppl XV:63-66(20
03)を参照されたい。例えば、有効量の前記リガンドを投与することにより、IBDのマウス
DSSモデルにおける平均重篤度スコアを、好適な対照と比較して、例えば、約0.1～約2.5
、約0.5～約2.5、約1～約2.5、約1.5～約2.5、もしくは約2～約2.5低下させることができ
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る。別の例では、有効量の前記リガンドを投与することにより、IBDのマウスDSSモデルに
おけるIBDの症候の開始を、好適な対照と比較して、例えば、約1日、約2日、約3日、約4
日、約5日、約6日、約7日、約10日、約14日、約21日または約28日遅延させることができ
る。別の例においては、有効量のリガンドを投与することにより、0～約0.5、約0.5～約1
、約1～約1.5、約1.5～約2、または約2～約2.5のIBDのマウスDSSモデルにおける平均重篤
度スコアが得られる。
【０１３８】
　特定の実施形態においては、前記リガンドまたはdAbモノマーは、慢性閉塞性肺疾患(CO
PD)のマウスのタバコ煙モデルにおいて有効である(WrightおよびChurg, Chest, 122:301-
306 (2002), Groneberg, DAら、Respiratory Research 5:18 (2004), Coffman RLら、J. 
Exp. Med. 201(12):1875-1879 (2001), Van Scott, MRら、J. App. Physiol. 96:1433-14
44 (2004)を参照)。
【０１３９】
　さらなる実施形態においては、dAbモノマーのリガンドは、喘息(Coffman RLら、J. Exp
. Med. 201(12):1875-1879 (2001); Van Scott, MRら、J. App. Physiol. 96:1433-1444 
(2004)を参照)、肺線維症(例えば、Venkatesan, Nら、Lung 287:1342-1347 (2004))、全
身性紅斑性狼瘡(SLE) (Knightら、(1978) J. Exp. Med., 147: 1653; Reinerstenら、(19
78) New Eng. J. Med., 299: 515))、重症筋無力症 (Lindstromら、(1988) Adv. Immunol
., 42: 233)、関節炎(Stuartら、(1984) Ann. Rev. Immunol., 42: 233; Van Edenら、(1
988) Nature, 331: 171)、甲状腺炎(Maronら、(1980) J. Exp. Med., 152: 1115)、イン
スリン依存性糖尿病(IDDM) (Kanasawaら、(1984) Diabetologia, 27: 113)の動物モデル
、および多発性硬化症のEAEモデル (Paterson (1986) Textbook of Immunopathology, Mi
scherら(編)、GruneおよびStratton, New York, pp. 179-213; McFarlinら、(1973) Scie
nce, 179: 478:およびSatohら、(1987) J. Immunol., 138: 179を参照)において有効であ
る。
【０１４０】
　好ましくは、前記リガンドまたはdAbモノマーを、大腸菌またはピチア種(例えば、P.pa
storis)中で発現させる場合、少なくとも約0.5 mg/Lの量で分泌させる。他の好ましい実
施形態においては、dAbモノマーを、大腸菌またはピチア種(例えば、P.pastoris)中で発
現させる場合、少なくとも約0.75 mg/L、少なくとも約1 mg/L、少なくとも約4 mg/L、少
なくとも約5 mg/L、少なくとも約10 mg/L、少なくとも約15 mg/L、少なくとも約20 mg/L
、少なくとも約25 mg/L、少なくとも約30 mg/L、少なくとも約35 mg/L、少なくとも約40 
mg/L、少なくとも約45 mg/L、もしくは少なくとも約50 mg/L、もしくは少なくとも約100 
mg/L、もしくは少なくとも約200 mg/L、もしくは少なくとも約300 mg/L、もしくは少なく
とも約400 mg/L、もしくは少なくとも約500 mg/L、もしくは少なくとも約600 mg/L、もし
くは少なくとも約700 mg/L、もしくは少なくとも約800 mg/L、もしくは少なくとも約900 
mg/L、もしくは少なくとも約1 g/Lの量で分泌させる。他の好ましい実施形態においては
、dAbモノマーを、大腸菌またはピチア種(例えば、P.pastoris)中で発現させる場合、少
なくとも約1 mg/L～少なくとも約1 g/L、少なくとも約1 mg/L～少なくとも約750 mg/L、
少なくとも約100 mg/L～少なくとも約1 g/L、少なくとも約200 mg/L～少なくとも約1 g/L
、少なくとも約300 mg/L～少なくとも約1 g/L、少なくとも約400 mg/L～少なくとも約1 g
/L、少なくとも約500 mg/L～少なくとも約1 g/L、少なくとも約600 mg/L～少なくとも約1
 g/L、少なくとも約700 mg/L～少なくとも約1 g/L、少なくとも約800 mg/L～少なくとも
約1 g/L、もしくは少なくとも約900 mg/L～少なくとも約1 g/Lの量で分泌させる。本明細
書に記載のリガンドおよびdAbモノマーは、大腸菌またはピチア種(例えば、P.pastoris)
中で発現させる場合に分泌可能であってよいが、これらを、合成化学方法または大腸菌も
しくはピチア種を用いない生物生産方法などの任意の好適な方法を用いて製造することが
できる。
【０１４１】
　いくつかの実施形態においては、前記リガンドは、内因性標的化合物またはFabフラグ
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メント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメントもしくはFvフラグメント(例えば、scFv
)などの、該化合物の抗原結合フラグメントに対する結合特異性を有する抗体である。他
の実施形態においては、前記アンタゴニストまたはリガンドは、dAbなどの一価であるか
、またはFabフラグメント、Fab'フラグメント、もしくはFvフラグメントなどの、抗体の
一価抗原結合フラグメントである。
【０１４２】
　本開示を通して記載される本発明の他の実施形態においては、本発明のリガンドにおい
て「dAb」を用いる代わりに、当業者であれば、内因性標的化合物(例えば、好適なタンパ
ク質足場もしくは骨格、例えば、アフィボディ、SpA足場、LDL受容体クラスAドメインも
しくはEGFドメイン上に移植されたCDR)に結合するか、または例えば、ドメインがアフィ
ボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメインもしくはEGFドメインから選択される、
TNFR1の結合部位を含むタンパク質ドメインであってよいdAbのCDRを含むドメインを用い
ることができることが想定される。従って、この開示は全体として、アンタゴニスト、リ
ガンドおよびdAbの代わりにそのようなドメインを用いる方法の開示を提供すると解釈さ
れるべきである。さらに、本発明のリガンドを、本明細書に記載のように形式化する(例
えば、延長された半減期の形式)ことができる。
【０１４３】
内因性標的化合物に結合するリガンドの使用および治療方法
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有するが、該内因
性標的化合物の活性を実質的に阻害しない部分(例えば、dAb)を含むリガンドに関する。
好ましくは、前記リガンドは、内因性標的化合物の活性部位に結合しない。本発明のリガ
ンドのさらなる特徴を、本明細書で説明する。簡潔さのため、および繰り返しを避けるた
めに、前記リガンドの開示された特徴を、全てではないが、本発明の使用および方法に関
して特異的に説明する。本発明の使用および方法は、本明細書に記載の任意のリガンドの
使用、およびそれを投与することを含む方法を含むことが意図される。
【０１４４】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有するが、該内因
性標的化合物の活性を実質的に阻害しない部分(例えば、dAb)を含むリガンド、および製
薬上許容し得る担体、希釈剤または賦形剤を含む組成物に関する。本発明はまた、本発明
のリガンドまたは組成物を用いる治療方法および診断方法にも関する。本明細書に記載の
リガンドを、in vivoでの治療および予防適用、in vivoでの診断適用などに用いることが
できる。
【０１４５】
　例えば、典型的には、本発明のリガンド(例えば、dAbモノマー)は、疾患(例えば、急性
およびまたは慢性炎症疾患)の予防、抑制または治療において有用であろう。例えば、前
記アンタゴニストおよび／またはリガンドを投与して、炎症性疾患(例えば、急性および
／もしくは慢性炎症)、癌および新生物(例えば、リンパ腫(例えば、B細胞リンパ腫、T細
胞リンパ腫、急性骨髄性リンパ腫)、多発性骨髄腫、肺癌、癌腫)、代謝性疾患(例えば、
糖尿病、肥満)、アレルギー性過敏症、細菌もしくはウイルス感染、自己免疫障害(限定さ
れるものではないが、I型糖尿病、喘息、多発性硬化症、関節炎(例えば、慢性関節リウマ
チ、若年性慢性関節リウマチ、乾癬性関節炎、脊椎関節症(例えば、強直性脊椎炎)が挙げ
られる)、全身性紅斑性狼瘡、炎症性腸疾患(例えば、クローン病、潰瘍性大腸炎)、重症
筋無力症およびベーチェット症候群、乾癬、子宮内膜症、腹部癒着(例えば、腹部手術後)
、変形性関節炎、慢性閉塞性肺疾患、または内因性標的化合物を用いる治療に対して感受
性のある他の疾患を治療、抑制または予防することができる。
【０１４６】
　本出願においては、用語「予防」は、疾患の誘導前に保護的組成物を投与することを含
む。「抑制」とは、誘導事象の後であるが、疾患の臨床的出現の前に前記組成物を投与す
ることを指す。「治療」は、疾患症候が現れるようになった後に保護的組成物を投与する
ことを含む。
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【０１４７】
　本発明は、内因性化合物の有益な活性を生かし、引き出すために患者に投与して、有益
な効果(例えば、治療上有益な効果、診断上有益な効果)をもたらすことができる医薬の製
造のための、本明細書に記載のリガンドの使用に関する。従って、本発明は、例えば、被
験体における前記内因性標的化合物の量(例えば、全身循環中の内因性標的化合物の量、
特定の器官、組織もしくは領域(例えば、関節、肺、筋肉、皮膚の部位、CNS中)などの特
定の部位での量)を増加させるため、被験体における前記内因性標的化合物の生物学的利
用能(例えば、全身もしくは所望の作用部位での(例えば、関節、肺、筋肉、皮膚の部位、
CNS中))を増加させるため、前記内因性標的化合物のin vivoでの半減期を増加させるため
、または内因性標的化合物を用いる治療に対して感受性のある疾患(例えば、本明細書に
記載の疾患など)を治療するための医薬の製造のためのリガンドの使用に関する。前記医
薬は、全身投与または局所投与のためのものであってよい。
【０１４８】
　本発明は、被験体における内因性標的化合物の半減期を増加させるための医薬の製造の
ための該内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用に関する。
【０１４９】
　前記医薬を患者に投与して、例えば、内因性標的化合物に結合し、それによって該内因
性標的化合物の水力学的大きさを増加させることにより、該内因性標的化合物に結合し、
これを安定化させることにより、または該内因性標的化合物に結合し、その消失もしくは
代謝の速度を遅延させることにより、前記リガンドが結合する該内因性標的化合物の半減
期を増加させることができる。一般的には、前記リガンドは、リガンドの非存在下での内
因性標的化合物の半減期と比較して、少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3
、少なくとも約4、少なくとも約5、少なくとも約6、少なくとも約7、少なくとも約8、少
なくとも約9、または少なくとも約10の係数により、それが結合する内因性標的化合物の
半減期を増加させるであろう。例えば、内因性標的化合物は、約1時間の半減期を有して
もよく、該内因性標的化合物に結合する結合部位を有する部分を含むリガンドの投与後、
内因性標的化合物の半減期を約1.5時間、約10時間以上に増加させることができる。
【０１５０】
　本発明は、被験体における内因性標的化合物の量を増加させるための医薬の製造のため
の該内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用に関する。
【０１５１】
　内因性標的化合物のレベルまたは量は、例えば、リガンドの半減期を増加させる効果に
起因して、本明細書に記載のようにリガンドの投与後に増加してもよい。例えば、本発明
のリガンドの投与の1時間、もしくは2時間、もしくは3時間、もしくは4時間、もしくは5
時間、もしくは6時間、もしくは7時間、もしくは8時間、もしくは9時間、もしくは10時間
、もしくは11時間、もしくは12時間、もしくは1日後の内因性標的化合物のレベルまたは
量(例えば、血清中の)を、少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3、少なくと
も約4、少なくとも約5、少なくとも約10、少なくとも約50、少なくとも約100、少なくと
も約500、少なくとも約1,000、少なくとも約5,000、少なくとも約10,000、少なくとも約5
0,000、もしくは少なくとも約100,000の係数により増加させることができる。内因性標的
化合物のレベルまたは量の増加を、任意の好適な方法を用いて容易に検出することができ
る。例えば、好適なサンプル(例えば、血清)を、リガンドの投与前および投与後の1つ以
上の時点で取得し、該サンプル中の内因性標的化合物のレベルまたは量を、任意の好適な
方法を用いて決定することができる。このサンプルは、例えば、血液、血清、脳脊髄液、
滑液、気管支肺胞洗浄液、浣腸または生検のサンプルであってよい。いくつかの実施形態
においては、そのようなサンプル中のリガンドの量またはレベルは、リガンドを投与する
前の量またはレベルと比較して増加している。
【０１５２】
　本発明は、被験体における内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させるための医薬
の製造のための該内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用に関
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する。
【０１５３】
　前記医薬を被験体に投与して、全身、または所望の作用部位(例えば、リガンドを局所
投与する部位で)での内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させることができる。例
えば、リガンドは、全身循環中で有益な活性を有するが、組織中に迅速に分布するか、ま
たは消失し(例えば、ステロイドもしくはペプチドホルモン)、分布もしくは消失の速度を
遅延させる内因性標的化合物に結合してもよい。そのようなリガンドは、内因性標的化合
物の有益な活性が有益な(例えば、治療的)効果を有し得る全身循環中での該内因性標的化
合物の生物学的利用能を増加させることができる。リガンドは、内因性標的化合物を所望
の部位に補充することにより、該部位での該内因性標的化合物の生物学的利用能を増加さ
せることができる。例えば、所望の内因性標的化合物への結合部位を含むリガンドを、患
者に局所投与することができる(例えば、デポー製剤として)。局所投与されたリガンドは
、所望の内因性標的化合物に結合し、さらなる内因性標的化合物を前記部位に補充するこ
とができる。かくして、内因性標的化合物のレベルまたは量の増加を該部位に存在させて
、有益な効果をもたらすことができる。例えば、一実施形態においては、前記リガンドは
TGFβアイソフォーム3への結合部位を有する部分を含む。そのようなリガンドを局所投与
して、TGFβアイソフォーム3に結合させ、TGFβアイソフォーム3を局所投与部位に補充さ
せ、かくして創傷治癒を促進することができる。
【０１５４】
　一般的には、前記リガンドは、リガンドの非存在下での該内因性標的化合物の生物学的
利用能と比較して、それが結合する内因性標的化合物の生物学的利用能(例えば、全身循
環中、所望の作用部位での)を少なくとも約1.5、少なくとも約2、少なくとも約3、少なく
とも約4、少なくとも約5、少なくとも約6、少なくとも約7、少なくとも約8、少なくとも
約9、または少なくとも約10の係数により増加させるであろう。例えば、前記リガンドが
全身循環中の生物学的利用能を増加させる場合、該リガンドの投与の時点で開始する内因
性リガンドに関する濃度時間曲線を調製し、この曲線および曲線下面積(AUC)を、内因性
標的リガンドの正常な全身レベルと比較して、全身の生物学的利用能の増加の程度を決定
することができる。
【０１５５】
　本発明は、内因性標的の活性を増加させるための医薬の製造のための内因性標的化合物
への結合部位を有する部分を含むリガンドの使用に関する。
【０１５６】
　前記リガンドは、それらが結合する内因性標的の活性(例えば、結合活性)を増加させる
ことができる。例えば、リガンドは、内因性アゴニスト(例えば、サイトカイン)もしくは
可溶性サイトカイン受容体などの内因性標的化合物に結合し、その内因性結合パートナー
に対する、該内因性標的化合物の親和性および／またはアビディティを増加させることに
より、該内因性標的化合物の結合活性を改善することができる。所望の内因性標的化合物
に対する結合特異性を有する結合部位を有する2個以上の部分を含むリガンドは、2個以上
の個々の内因性標的化合物分子に結合することによって、内因性標的化合物のダイマー、
トリマー、オリゴマーまたはマルチマーを産生することができる。そのようなダイマー、
トリマー、オリゴマーまたはマルチマーは、例えば、より高いアビディティに起因して前
記内因性標的化合物の天然の結合パートナーを発現する細胞に対する改善された結合活性
を有するであろう。一般的には、そのようなリガンドは、内因性標的化合物の結合活性を
改善することができる。例えば、内因性標的化合物の結合パートナーに対するそのダイマ
ーの結合強度(例えば、親和性またはアビディティ)は、モノマーとしての(すなわち、本
発明のリガンドとの複合体中にない)該内因性標的化合物の結合強度よりも、少なくとも
約10倍、少なくとも約100倍、少なくとも約1,000倍または少なくとも約10,000倍強いもの
であってよい。
【０１５７】
　特定の実施形態においては、前記リガンドは可溶性TNFR1に対する結合特異性を有する



(38) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

が、活性部位(可溶性TNFR1の活性部位はドメイン2および3内に含まれる)に結合しない2個
以上の部分(dAb)を含む。そのようなリガンドは、2個以上の可溶性TNFR1鎖に結合して、
増加したアビディティに起因して、そのトリマーリガンド、TNFに対する改善された結合
活性を有する可溶性TNFR1ダイマー、トリマー、オリゴマーまたはマルチマーを形成する
ことができる。また、単一の可溶性TNFR1鎖よりも大きい水力学的大きさを有する、その
ような可溶性TNFR1ダイマー、トリマー、オリゴマーまたはマルチマーの半減期を、単一
のTNFR1と比較して延長することもできることが理解されるべきである。結果として、そ
のようなリガンドは可溶性TNFR1のTNF阻害活性を改善し、その治療効果を改善することが
できる。例えば、そのようなリガンドは、少なくとも約10、少なくとも約100、少なくと
も約1,000または少なくとも約10,000の係数により、可溶性TNFR1の効果を改善することが
できる。
【０１５８】
　この実施形態の一例においては、マウスTNFR1のドメイン1に結合するdAbのダイマーで
あるリガンドを用いて、可溶性TNFR1のダイマー化を誘導するリガンドが可溶性TNFR1の効
果を改善することを証明する。例えば、そのようなリガンドを、ヒトMRC5細胞、ヒトTNF
および可溶性マウスTNFR1を含むアッセイに添加することができる。可溶性マウスTNFR1は
、ヒトTNFへの結合に関して、MRC5細胞上でヒトTNFR1と競合するであろう。マウスTNFR1
のドメイン1に結合するdAbのダイマーであるリガンドは、2個の可溶性マウスTNFR1鎖に結
合して、前記アッセイにおいてTNFの効果を阻害するのにより有効であるマウスTNFR1ダイ
マーを形成する。例えば、マウスTNFR1のIC50を、可溶性TNFR1のダイマー化を誘導するリ
ガンドの添加により、nM範囲からpM範囲まで低下させることができる(約10または約100ま
たは約1000倍の低下)。
【０１５９】
　好ましくは、可溶性受容体鎖のダイマー化(またはトリマー化またはオリゴマー化)を誘
導するリガンドは、標準的な細胞アッセイにおいて細胞表面形態または膜貫通形態の該受
容体を実質的に作動させない(すなわち、1 nM、10 nM、100 nM、1μM、10μM、100μM、1
000μMまたは5,000μMの濃度で存在する場合、受容体に媒介される活性の約5％以下が該
アッセイにおいて該受容体の天然のリガンドにより誘導される)。
【０１６０】
　特定の実施形態においては、本発明は、内因性標的化合物の結合活性を増加させるため
の医薬の製造のための該内因性標的化合物への結合部位を有する2個以上の部分を含むリ
ガンドであって、該内因性標的に結合し、該内因性標的の活性部位に結合せず、および該
内因性標的化合物の結合活性を実質的に阻害しない、前記リガンドの使用に関する。
【０１６１】
　本発明はまた、内因性標的化合物を用いる治療に対して反応する疾患の治療における使
用のための、被験体における疾患を治療するのに好適な活性を有する該内因性標的化合物
に結合するリガンドであって、該内因性標的化合物の活性部位に結合しないか、または該
内因性標的化合物の活性を実質的に阻害しない、前記リガンドにも関する。例えば、前記
リガンドは、前記内因性標的化合物のin vivoでの半減期を増加させ、被験体における該
内因性標的化合物の量を増加させ、該内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させ、お
よび／または該内因性化合物の結合活性を増加させることができる。
【０１６２】
　本発明は、前記内因性化合物の半減期、生物学的利用能または活性を増加させるための
内因性標的化合物への結合部位を有する結合部分を含むリガンドであって、内因性化合物
への結合部位を有する該結合部分が該内因性化合物またはその一部もしくは変異体であり
、かつ該リガンドが該内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物の活性を実質的に
阻害しない、前記リガンドの使用に関する。
【０１６３】
　本発明は、TNF受容体スーパーファミリーのメンバーの半減期、生物学的利用能または
活性を増加させるための、TNF受容体スーパーファミリーの該メンバーへの結合部位を有
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する結合部分を含むリガンドであって、該リガンドがTNF受容体スーパーファミリーの該
メンバーに結合し、TNF受容体スーパーファミリーの該メンバーの活性を実質的に阻害せ
ず、かつTNF受容体スーパーファミリーのメンバーの結合部位を有する該結合部分がプレ
リガンド集合ドメイン(PLAD)またはその変異体である、前記リガンドの使用に関する。
【０１６４】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
該内因性標的化合物の半減期を増加させるための方法に関する。
【０１６５】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
該内因性標的化合物の量を増加させるための方法に関する。
【０１６６】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
該内因性標的化合物の生物学的利用能を増加させるための方法に関する。
【０１６７】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
該内因性標的化合物の活性(例えば、結合活性)を増加させるための方法に関する。
【０１６８】
　本発明は、内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含む
有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む、該被験体における
該内因性標的化合物を用いる治療に対して感受性のある疾患を有する被験体を治療するた
めの方法に関する。
【０１６９】
　本発明は、内因性化合物への結合部位を有する結合部分が内因性化合物またはその一部
もしくは変異体であり、かつリガンドが内因性標的化合物に結合し、該内因性標的化合物
の活性を実質的に阻害しない、該内因性標的化合物に対する結合特異性を有する該結合部
位を有する部分を含む有効量の該リガンドを、それを必要とする被験体に投与することを
含む、内因性標的化合物の半減期、生物学的利用能または活性を増加させるための方法に
関する。
【０１７０】
　本発明は、リガンドがTNF受容体スーパーファミリーのメンバーに結合し、TNF受容体ス
ーパーファミリーの該メンバーの活性を実質的に阻害せず、かつTNF受容体スーパーファ
ミリーの該メンバーへの結合部位を有する該結合部分がプレリガンド集合ドメイン(PLAD)
またはその変異体である、TNF受容体スーパーファミリーの該メンバーへの結合部位を有
する結合部分を含む有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与することを含む
、TNF受容体スーパーファミリーの該メンバーの半減期、生物学的利用能または活性を増
加させるための方法に関する。
【０１７１】
　本発明のリガンドの治療的および予防的使用は、ヒトなどのレシピエント哺乳動物への
本発明によるリガンドの投与を含む。二重特異的および多特異的リガンド(例えば、二重
特異的抗体形式)は、高いアビディティでマルチマー抗原に結合する。二重特異的または
多特異的リガンドは、2個の抗原の架橋を可能にして、例えば、高いアビディティの可溶
性受容体のダイマー、トリマーまたはマルチマーを産生することができる。
【０１７２】
　少なくとも90～95％の均質性の実質的に純粋なリガンドが哺乳動物への投与にとって好
ましく、98～99％以上の均質性が、薬剤としての使用にとって、特に、哺乳動物がヒトで
ある場合、最も好ましい。一度、所望のように部分的に、または均質まで精製された場合



(40) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

、前記リガンドを診断的もしくは治療的(体外治療を含む)に用いるか、またはアッセイ手
順、免疫蛍光染色などの開発および実施において用いることができる(LefkoviteおよびPe
rnis, (1979および1981) Immunological Methods, Volumes IおよびII, Academic Press,
 NY)。
【０１７３】
　一般的には、前記リガンドを、薬理学的に好適な担体と一緒に精製された形態で用いる
ことができる。典型的には、これらの担体としては、水性もしくはアルコール性／水性溶
液、乳液もしくは懸濁液、塩水および／もしくは緩衝培地などの任意のものが挙げられる
。非経口ビヒクルとしては、塩化ナトリウム溶液、リンゲルのデキストロース、デキスト
ロースおよび塩化ナトリウムおよび乳酸加リンゲル液が挙げられる。必要に応じて懸濁液
中にポリペプチド複合体を保持するために、好適な生理学上許容し得るアジュバントを、
カルボキシメチルセルロース、ポリビニルピロリドン、ゼラチンおよびアルギン酸などの
増粘剤から選択することができる。
【０１７４】
　静脈内ビヒクルとしては、液体および栄養補給液および電解質補給液、例えば、リンゲ
ルのデキストロースに基づくものが挙げられる。また、抗菌剤、酸化防止剤、キレート化
剤および不活性ガスなどの保存剤および他の添加物が存在してもよい(Mack (1982) Remin
gton's Pharmaceutical Sciences,第16版)。延長された放出製剤などの、様々な好適な製
剤を用いることができる。
【０１７５】
　本発明による医薬組成物の投与経路は、当業者には一般的に知られている任意のもので
あってよい。治療、限定されるものではないが、免疫治療のためには、本発明のその選択
されたリガンドを、標準的な技術に従って任意の患者に投与することができる。この投与
は、非経口、静脈内、筋肉内、腹腔内、経皮、経肺経路などの任意の好適な様式によるか
、または、好適には、カテーテルを用いる直接注入によるものであってよい。非経口投与
はまた、動脈内、鞘内、関節内、皮下、または他の好適な注射もしくは注入によるもので
あってもよい。さらなる好適な様式の投与としては、経肺投与、経鼻投与、膣内、直腸内
投与(例えば、座剤もしくは浣腸剤による)が挙げられる。投与の用量および頻度は、患者
の年齢、性別および症状、他の薬剤の同時投与、医師により考慮に入れられる対抗指示お
よび他のパラメーターに依存するであろう。投与は、指示されるように、局所性(例えば
、経肺投与、例えば、鼻内投与による肺への局所送達)または全身性のものであってよい
。
【０１７６】
　本発明のリガンドを、別々に投与される組成物として、または他の薬剤と組合わせて用
いることができる。これらのものとしては、シクロスポリン、メトトレキサート、アドリ
アマイシンもしくはシスプラチンなどの様々な免疫治療剤、および免疫毒素が挙げられる
。医薬組成物は、本発明のアンタゴニスト(例えば、リガンド)と組合わせた様々な細胞傷
害剤もしくは他の薬剤の「カクテル」、またはそれらを投与前にプールするかどうかに拘
らず、異なる標的抗原もしくはエピトープを用いて選択されたリガンドなどの異なる特異
性を有する本発明によるリガンドの組合せをも含んでもよい。一般的には、前記リガンド
および任意の追加の薬剤を、治療効果の重複を提供する様式で投与する。
【０１７７】
　特定の実施形態においては、内因性標的化合物への結合部位を有する部分を含むリガン
ドを、低用量の該内因性標的化合物(例えば、組換え形態の該内因性標的化合物)と一緒に
投与する。本明細書に記載のように、前記リガンドは、例えば、内因性標的化合物の半減
期もしくは生物学的利用能を増加させるか、または内因性標的化合物の活性を増加させて
、低用量でも治療上有効にすることができる。この治療手法は、疾患を治療するためのよ
り高用量の薬剤(例えば、組換え形態の内因性標的タンパク質)に関連する副作用を回避す
ることができるため、有利である。
【０１７８】
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　他の実施形態においては、内因性標的化合物で予め負荷された(例えば、組換え形態の
内因性標的化合物と共にインキュベートし、これに結合させた)リガンドを投与する。予
め負荷されたリガンドを局所投与のためによく適合させて、通常は治療下のレベルで存在
するか、内因性標的リガンドの活性が望まれる部位に補充するのが困難である内因性標的
リガンドの高い生物学的利用能を提供する。
【０１７９】
　エンドサイトーシスに関与する細胞外標的(例えば、クラスリン)に結合することができ
る本発明によるリガンドをエンドサイトーシスさせて、細胞内標的へのアクセスを可能に
することができる。さらに、二重特異的または多特異的リガンドは、細胞内標的に特異的
に結合することができる結合ドメイン(例えば、dAbモノマー)を細胞内環境に送達するこ
とができる手段を提供する。この戦略には、例えば、細胞の内側で機能的なままでいるこ
とを可能にする物理的特性を有する二重特異的リガンドを必要とする。あるいは、細胞内
区画の最終的な目標が酸化している場合、よく折り畳まれるリガンドはジスルフィドを含
まないものである必要はない。
【０１８０】
　有利には、二重特異的または多特異的リガンドを用いて、生物の体内における治療状況
で相乗的に協同するサイトカインおよび他の分子を標的化することができる。従って、本
発明は、2個以上の分子(例えば、サイトカイン)に結合することができる二重特異的また
は多特異的リガンドを投与することを含む、サイトカインまたは他の分子に結合する2個
以上の結合ドメイン(例えば、dAb)の活性を相乗作用させるための方法を提供する。本発
明のこの態様においては、二重特異的または多特異的リガンドは、相補的および／もしく
は非相補的ドメインからなるリガンド、開いたコンフォメーションにあるリガンド、なら
びに閉じたコンフォメーションにあるリガンドなどの、任意の二重特異的または多特異的
リガンドであってよい。例えば、本発明のこの態様は、VHドメインとVLドメインの組合せ
、VHドメインのみおよびVLドメインのみに関する。
【０１８１】
　治療的な文脈での相乗作用を、いくつかの方法で達成することができる。例えば、標的
の組合せは、両標的が前記リガンドにより標的化される場合のみ、治療上活性であってよ
いが、1つの標的のみを標的化することは治療上有効ではない。別の実施形態においては
、1つの標的は、単独で、いくらかの低いか、または最小の治療効果を提供することがで
きるが、第2の標的と一緒の場合、この組合せは治療効果の相乗的な増加を提供する。
【０１８２】
　疾患に対する保護、またはその治療における前記リガンドの有効性をスクリーニングす
るのに用いることができる動物モデル系が利用可能である。本明細書に開示されるモデル
などの、好適な動物モデルを用いることができる。
【０１８３】
　本発明のリガンドを保存のために凍結乾燥し、使用前に好適な担体中で再構成させるこ
とができる。この技術は従来の免疫グロブリンと共に有効であることが示されたが、当業
界で公知の凍結乾燥および再構成技術を用いることができる。当業者であれば、凍結乾燥
および再構成は、抗体活性の喪失の程度の変化をもたらし得ること(例えば、従来の免疫
グロブリンを用いる場合、IgM抗体はIgG抗体よりも大きい活性の喪失を有する傾向がある
)、ならびに使用レベルを上方調整して補償する必要があるかもしれないことを理解でき
るであろう。
【０１８４】
　本発明のリガンドまたはそのカクテルを含む組成物を、予防および／または治療処理の
ために投与することができる。特定の治療適用においては、選択された細胞の集団の、少
なくとも部分的な阻害、抑制、調節、殺傷、またはいくつかの他の測定可能なパラメータ
ーを達成するのに十分な量を、「治療上有効量」と定義する。この用量を達成するのに必
要な量は、疾患の重篤度および患者自身の免疫系の一般的な状態に依存するであろうが、
一般的には、0.005～5.0 mgリガンド／kg体重の範囲であり、より一般的には0.05～2.0 m
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g/kg/用量の用量を用いる。予防的適用のためには、本発明のリガンドまたはそのカクテ
ルを含む組成物を、類似するか、またはわずかにより低い用量で投与して、疾患の開始を
予防、阻害または遅延させる(例えば、寛解もしくは静止を持続させるか、または急性期
を予防する)ことができる。技術を有する医師であれば、疾患を治療、抑制または予防す
るのに好適な投薬間隔を決定することができるであろう。TNFR1のアンタゴニスト(例えば
、リガンド)を投与して、慢性炎症性疾患を治療、抑制または予防する場合、それを最大
で1日4回、週に2回、週に1回、2週間毎に1回、月に1回、または2ヶ月毎に1回、例えば、
約10μg/kg～約80 mg/kg、約100μg/kg～約80 mg/kg、約1 mg/kg～約80 mg/kg、約1 mg/k
g～約70 mg/kg、約1 mg/kg～約60 mg/kg、約1 mg/kg～約50 mg/kg、約1 mg/kg～約40 mg/
kg、約1 mg/kg～約30 mg/kg、約1 mg/kg～約20 mg/kg、約1 mg/kg～約10 mg/kg、約10μg
/kg～約10 mg/kg、約10μg/kg～約5 mg/kg、約10μg/kg～約2.5 mg/kg、約1 mg/kg、約2 
mg/kg、約3 mg/kg、約4 mg/kg、約5 mg/kg、約6 mg/kg、約7 mg/kg、約8 mg/kg、約9 mg/
kgまたは約10 mg/kgの用量で投与することができる。特定の実施形態においては、TNFR1
のアンタゴニスト(例えば、リガンド)を、2週間に1回もしくは月に1回、約10μg/kg～約1
0 mg/kg(例えば、約10μg/kg、約100μg/kg、約1 mg/kg、約2 mg/kg、約3 mg/kg、約4 mg
/kg、約5 mg/kg、約6 mg/kg、約7 mg/kg、約8 mg/kg、約9 mg/kgもしくは約10 mg/kg)の
用量で投与して、慢性炎症性疾患を治療、抑制または予防する。前記リガンドを、例えば
、約1 mg/日～約10 mg/日(例えば、10 mg/日、9 mg/日、8 mg/日、7 mg/日、6 mg/日、5 
mg/日、4 mg/日、3 mg/日、2 mg/日、または1 mg/日)の用量で投与することもできる(例
えば、全身的または局所的に)。従って、前記薬剤を、約1μg/kg/日～約200μg/kg/日(例
えば、約10μg/kg/日、約20μg/kg/日、約30μg/kg/日、約40μg/kg/日、約 50μg/kg/日
、約60μg/kg/日、約70μg/kg/日、約80μg/kg/日、約90μg/kg/日、約100μg/kg/日、約
110μg/kg/日、約120μg/kg/日、約130 μg/kg/日、約140μg/kg/日、約150μg/kg/日、
約160μg/kg/日、約170μg/kg/日、約180 μg/kg/日、または約190 μg/kg/日)の用量で
肺組織に局所投与することができる。
【０１８５】
　本明細書に記載の組成物を用いて行われる治療または療法は、治療前に存在するそのよ
うな症候と比較して、またはそのような組成物もしくは他の好適な対照を用いて治療され
なかった個体(ヒトもしくはモデル動物)におけるそのような症候と比較して、1つ以上の
症候が低減する(例えば、少なくとも10％もしくは臨床評価尺度で少なくとも1点)場合、
「有効」であると考えられる。症候は標的化された疾患もしくは障害に依存して明らかに
変化するであろうが、通常の知識を有する医師もしくは技術者であれば、これを測定する
ことができる。そのような症候を、例えば、疾患もしくは障害の1つ以上の生化学的指示
因子のレベル(例えば、疾患と相関する酵素もしくは代謝物のレベル、影響を受けた細胞
数など)をモニターすることにより、身体的な徴候(例えば、炎症、腫瘍の大きさなど)を
モニターすることにより、または許容された臨床評価尺度、例えば、総合障害度評価尺度
(多発性硬化症について)、Irvine Inflammatory Bowel Disease Questionnaire(32点の評
価は、腸機能、全身症候、社会的機能および感情状態に関する生活の質を評価する-スコ
アは32～224の範囲であり、より高いスコアはより良い生活の質を示唆する)、Quality of
 Life Rheumatoid Arthritis Scale、St. George's Respiratory Questionnaire、もしく
は当業界で公知の他の許容された臨床評価尺度により測定することができる。疾患もしく
は障害の症候における、少なくとも10％または所与の臨床尺度上での1以上の点数の持続
的(例えば、1日以上、好ましくはより長い)低減は、「有効な」治療を示す。同様に、本
明細書に記載の組成物を用いて行われる予防は、該組成物を用いて治療されなかった同様
の個体(ヒトもしくは動物モデル)におけるそのような症候と比較して、1つ以上の症候の
開始もしくは重篤度が遅延、低減または廃止する場合、「有効」である。
【０１８６】
　本発明によるリガンドまたはそのカクテルを含む組成物を、哺乳動物における選択され
た標的細胞集団の変化、不活性化、殺傷もしくは除去に役立つ予防および治療設定におい
て用いることができる。さらに、本明細書に記載のポリペプチドの選択されたレパートリ
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ーを、体外またはin vitroで選択的に用いて、細胞の異種収集物から、標的細胞集団を殺
傷し、枯渇させるか、またはさもなければ効果的に除去することができる。哺乳動物から
取得した血液を、リガンド、例えば、抗体、細胞表面受容体もしくはその結合タンパク質
と体外で混合することができ、標準的な技術に従って該哺乳動物に戻すために、所望の細
胞を殺傷するか、または血液から除去する。
【０１８７】
　本発明に従うリガンドを含む組成物を、哺乳動物における選択された標的細胞集団の変
化、不活性化、殺傷または除去に役立つ予防および治療設定において用いることができる
。
【０１８８】
　さらに、本明細書に記載のポリペプチドの選択されたレパートリーを体外またはin vit
roで選択的に用いて、細胞の異種収集物から、標的細胞集団を殺傷し、枯渇させるか、ま
たはさもなければ効果的に除去することができる。哺乳動物から取得した血液を、リガン
ド、例えば、抗体、細胞表面受容体もしくはその結合タンパク質と体外で混合することが
でき、標準的な技術に従って該哺乳動物に戻すために、所望の細胞を殺傷するか、または
血液から除去する。
【０１８９】
内因性標的化合物
　好適な内因性標的化合物としては、例えば、可溶性サイトカイン受容体(例えば、可溶
性TNFR1、可溶性TNFR2、可溶性IL-1受容体、可溶性IL-4受容体、可溶性IL-13受容体)、内
因性受容体アンタゴニスト(IL-1ra、IL-6ra)、酵素(例えば、β-グルコセレブロシダーゼ
(E.C.3.2.1.45))、血液因子(例えば、第II因子、第VIII因子)、エリスロポエチン、ヒト
成長ホルモン、TPO、インターフェロンα、インターフェロンβ、インターフェロンγ、G
LP-1、OXM、性ホルモン(例えば、テストステロン、エストロゲン)、骨形態形成タンパク
質(例えば、BMP-1、BMP-2、BMP-3、BMP-4、BMP-5、BMP-6、BMP-7)、トランスフォーミン
グ増殖因子β(TGF-β)アイソフォーム1、TGF-βアイソフォーム2、TGF-βアイソフォーム
3、IL-10、IL-2、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、顆粒球コロニー刺激因子、イ
ンスリン、グルカゴン、GIPなどが挙げられる。
【０１９０】
　好適な内因性標的化合物としては、インターロイキン、インターフェロン、コロニー刺
激因子およびケモカインなどのサイトカインが挙げられる。そのようなサイトカインの例
としては、インターロイキン、IL1、IL2、IL3、IL4、IL5、IL6、IL7、IL8、IL9、IL10、I
L11、IL12、IL13、IL14、IL15 (IL-T)、IL16、IL17、IL17B、IL17C、IL17E、IL17F、IL18
、IL19、IL20、IL21、IL22、IL23、IL24、IL25、IL26、IL27、IL28A、IL28B、IL29、IL30
、IL-31およびIL-32、ならびにインターフェロン、IFN-α、IFN-β、IFN-δ、IFN-γ、IF
N-κ、IFN-λ-1、IFN-λ-2、IFN-λ-3、IFN-ω、およびIFN-τが挙げられる。
【０１９１】
　好適な内因性標的化合物としては、ケモカイン、CCF18、CCL1、CCL2、CCL3、CCL4、CCL
5、CCL6、CCL7、CCL8、CCL9、CCL10、CCL11、CCL12、CCL13、CCL14、CCL15、CCL16、CCL1
7、CCL18、CCL19、CCL20、CCL21、CCL22、CCL23、CCL24、CCL25、CCL26、CCL27、CCL28、
CXCL1、CXCL2、CXCL3、CXCL4、CXCL5、CXCL6、CXCL7、CXCL8、CXCL9、CXCL10、CXCL11、C
XCL12、CXCL13、CXCL14、CXCL15、CXCL16、ECIP-1、EDNAP、ENA-78、ENAP、ENAP-α、ENA
P-β、内皮細胞増殖阻害剤、内皮IL8、FIC、FDNCF、FINAP、GDCF-2、GCF、GCP-2、GRO-α
、GRO-β、GRO-γ、ヘパリン中和タンパク質、Humig、I-309、ILC、ILINCK、IMAC、I-TAC
、IL8、IP-9、IP-10、リンホタクチン、LAG-1、LARC、LCC-1、LD78-α、LD78-β、LD78-
γ、LDCF、LEC、Lkn-1、LMC、LAI、LCF、LA-PF4、LDGF、LDNAP、LIF、LIX、MARC、MCAF、
MCIF、メキシキン、MCP-1、MCP-2、MCP-3、MCP-4、MCP-5、MDC、MEC、MIP-1-α、MIP-1-
β、MIP-1-δ、MIP-1-γ、MIP-3、MIP-3-α、MIP-3-β、MIP-4、MIP-4-α、MIP-5、Monot
actin-1、MPIF-1、MPIF-2、MRP-1、MRP-2、MDGF、MDNAP、MDNCF、巨核球刺激因子、MGSA
、MGSA-α、MGSA-β、Mig、MIP-2、MIP-2-α、 MIP-2-β、MIP-2-γ、NAF、NAP-1、NAP-2
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、NAP-3、NAP-4、NCP、オンコスタチンA、PARC、PBP、PBP-様、PBSF、PF4、PLF、PPBP、R
ANTES、レガキン-1、SCM-1-α、SCYC1、SCYC2、SCI、SCYA1、SCYA2、SCYA3、SCYA4、SCYA
5、SCYA6、SCYA7、SCYA8、SCYA9、SCYA10、SCYA11、SCYA12、SCYA13、SCYA14、SCYA15、S
CYA16、SCYA17、SCYA19、SCYA20、SCYA21、SCYA22、SCYA23、SCYA24、SCYA25、SCYA26、S
CYA27、SCYA28、SLC、SMC-CF、STCP-1、SCYB1、SCYB2、SCYB3、SCYB4、SCYB5、SCYB6、SC
YB7、SCYB8、SCYB9、SCYB9B、SCYB10、SCYB11、SCYB12、SCYB13、SCYB14、SCYB15、SCYB1
6、SDF-1-α、SDF-1-β、SR-PSOX、SCYD1、SR-PSOX、TARC、TCA-3、TCA-4、TDCF、TECK、
TSC-1、TSG-8、TCF、TCK-1、TLSF-α、TLSF-β、TPAR-1、TSG-1、WECHEが挙げられる。
【０１９２】
　好適な内因性標的化合物としては、コロニー刺激因子(CSF)が挙げられる。CSFは、成体
において骨髄の特定の多能幹細胞の増殖を刺激するサイトカインである。顆粒球-CSF (G-
CSF)は、顆粒球系列の細胞に対する増殖作用に特異的である。マクロファージ-CSF (M-CS
F)は、マクロファージ系列の細胞に特異的である。顆粒球-マクロファージ-CSF (GM-CSF)
は両クラスのリンパ細胞に対する増殖作用を有する。Epoは赤血球コロニー形成単位の増
殖を刺激するので、これもCSFならびに増殖因子であると考えられる。IL-3(主にT細胞か
ら分泌される)は幹細胞を刺激して、全形態の造血細胞を産生するので、これもマルチ-CS
Fとして知られている。
【０１９３】
　好適な内因性標的化合物としては、エリスロポエチン(Epo)が挙げられる。Epoは腎臓に
より合成され、赤血球生成の主要な調節因子である。Epoは未成熟な赤血球の増殖および
分化を刺激する；それはまた赤血球前駆細胞の増殖を刺激し(例えば、赤血球バースト形
成およびコロニー形成単位)、前赤芽球への赤血球コロニー形成単位の分化を誘導する。
腎不全に起因する貧血に罹患する患者にEpoを与えた場合、その結果は迅速であり、赤血
球計数が有意に増加する。
【０１９４】
　好適な内因性標的化合物としては、インスリン様増殖因子I(IGF-I)が挙げられる。IGF-
I (元はソマトメジンCと呼ばれた)はインスリンと構造的に関連する増殖因子である。IGF
-Iは増殖ホルモン(GH)に対する細胞の応答に関与する主要なタンパク質である：すなわち
、IGF-Iは、GHに応答して産生され、次いで、その後の細胞活動、特に骨増殖を誘導する
。それは、用語「ソマトメジン」に対して生じたGHに応答するIGF-Iの活性である。しか
しながら、その後の研究により、IGF-Iが骨上で最初に観察されたエンドクライン活性に
加えて、オートクラインおよびパラクライン活性を有することが示された。IGF-I受容体
は、インスリン受容体と同様、固有のチロシンキナーゼ活性を有する。その構造的類似性
のため、IGF-Iはインスリン受容体に結合することができるが、インスリン自身よりは非
常に低い親和性で結合する。
【０１９５】
　好適な内因性標的化合物としては、インスリン様増殖因子II(IGF-II)が挙げられる。IG
F-IIはほとんど胚組織および新生児組織においてのみ発現される。誕生後、検出可能なIG
F-IIタンパク質のレベルは有意に落ち込む。この理由のため、IGF-IIは胎児増殖因子であ
ると考えられている。IGF-II受容体は、リソソームへのリソソーム酵素(マンノース-6-リ
ン酸残基を含む)の組込みを担うマンノース-6-リン酸受容体と同一である。
【０１９６】
　好適な内因性標的化合物としては、腫瘍壊死因子βが挙げられる。TNF-β(リンホトキ
シンとも呼ばれる)は、いくつかの異なる細胞型を殺傷するその能力、ならびに他の細胞
への最終的な分化を誘導する能力を特徴とする。TNF-βに対する1つの有意な非増殖性応
答は、血管内皮細胞の表面上に存在するリポタンパク質リパーゼの阻害である。TNF-β合
成の所定の部位はTリンパ球、特に、細胞傷害性Tリンパ球(CTL細胞)と呼ばれる特殊なク
ラスのT細胞である。TNF-β発現の誘導は、IL-2の上昇ならびに抗原とT細胞受容体との相
互作用をもたらす。
【０１９７】
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　好適な内因性標的化合物としては、腫瘍壊死因子α(TNF-α)が挙げられる。TNF-α(リ
ンホトキシンB、またはカケクチンとも呼ばれる)は多面的炎症サイトカインであり、いく
つかの型の腫瘍の壊死を引き起こし得る。TNF-αは、TNF-βと36％しかアミノ酸配列相同
性を有さない。しかし、この2つのタンパク質の三次構造は顕著に類似しており、両方と
もTNF受容体TNFR-1およびTNFR-2に結合する。TNF-αは主要組織適合複合体内にコードさ
れるトリマータンパク質である。それは最初は17 kdの分泌形態で同定されたが、その後
、切断されていない27 kdの前駆体形態も膜貫通形態で存在することがさらなる研究によ
り示された。刺激されたマクロファージは、細胞間接触を介してTNFR-1およびTNFR-2に直
接結合するか、または切断を受けてその可溶性形態に結合することができる27 kdのTNF-
αを産生する。このサイトカインはいくつかの型の細胞により産生されるが、特にマクロ
ファージにより産生される。低レベルのTNF-αは、線維芽細胞増殖を刺激することにより
、損傷された組織および老化組織の再モデリングまたは置換を促進する。TNF-αのさらな
る有益な機能としては、細菌、および特定の菌類、ウイルス、および寄生侵入体に対する
免疫応答におけるその役割ならびに特定の腫瘍の壊死におけるその役割が挙げられる。最
後に、それは局所炎症免疫応答における重要なメディアリー(mediary)として働く。TNF-
αは、サイトカインのカスケードを開始し、血管の透過性を増加させることによってマク
ロファージおよび好中球を感染部位に補充する急性期タンパク質である。マクロファージ
により分泌されたTNF-αは、感染を含むように働く血液の凝固を引き起こす。TNF-αはま
た、慢性的な作用(例えば、炎症における)を示し、TNF-αの延長された過剰産生は、拒食
症、正味異化、体重減少および貧血を特徴とし、癌およびAIDSなどの病気を生じる、悪液
質として知られる症状をもたらす。
【０１９８】
　好適な内因性標的化合物としては、CD34、CIL(コロニー阻害リンホカイン)、ダニプレ
スチム、GADS(shcの下流のGRB2関連アダプター)、造血細胞増殖因子、造血細胞キナーゼ
、造血細胞ホスファターゼ、造血共通チロシン欠損キナーゼ、造血コロニー刺激因子-309
、ヘマトポエチン-1、ヘマトポエチン-2、血液調節ペプチド、HIM、Hiwi、HnudC、プロゲ
ニポエチン、プロゲニポエチン-1、プロゲニポエチン-2、プロゲニポエチン-4、プロメガ
ポエチン、プロメガポエチン-1、プロメガポエチン-1a、およびシントカインなどの造血
におけるサイトカインおよび増殖因子が挙げられる。
【０１９９】
　広い意味での他の造血増殖因子としては、種々のコロニー刺激因子(G-CSF、GM-CSF、M-
CSFなどのCSFを参照)、Epo、SCF(幹細胞因子)、SCPF(幹細胞増殖因子)、種々のインター
ロイキン(IL1、IL3、IL4、IL5、IL6、IL11、IL12)、LIF、TGF-β、MIP-1-α、TNF-β、ま
た多くの他の低分子量因子、およびいくつかの他のサイトカインが挙げられる。これらの
タンパク質の多くは多機能である。これらは非常に早い分化段階または後の段階で働く；
これらはまた、系列特異的な様式で働き、2個以上の系列に影響し得る。約束された前駆
体の増殖および成熟は、Epo、M-CSF、G-CSF、およびIL5などの後に働く系列特異的因子に
より制御される。活発な細胞増殖を開始する多能前駆体は、IL3、GM-CSF、およびIL-4な
どのいくつかの重複するサイトカインにより調節される。休眠中の原始前駆体による循環
の誘発および原始前駆体のB細胞能力の維持は、IL6、G-CSF、IL11、IL12、LIF、およびSC
Fなどの初期に働くサイトカインの相互作用を必要とするようである。その生物学的活性
に依存して、ヘマトポエチンはいくつかのサブ群に分類されてきた。
【０２００】
　用語「1型ヘマトポエチン」は、いくつかの細胞型に直接作用する造血の調節に関与す
る因子を記載するのに用いられることがある。この群はIL3(マルチ-CSF)およびGM-CSFを
含む。コロニー刺激因子と相乗作用するが、それ自身によっては本来のコロニー刺激活性
を有さない因子を、2型ヘマトポエチンと呼ぶことがある。これらはIL1、IL4、IL5および
IL6を含む。3型ヘマトポエチンは、その対応する産生細胞によるコロニー刺激因子の放出
を刺激することにより造血増殖を調節するものである。これらはIL1、IL2、TNF-βおよび
IFN-γを含む。
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【０２０１】
　いくつかの因子は造血のプロセスを負に調節する。これらは、いくつかの型の造血細胞
の増殖を選択的に阻害し、細胞死さえ誘導し得る。例えば、トランスフォーミング増殖因
子TGF-βは、原始造血細胞およびリンパ細胞に対して主に作用する。MIP-1-α(マクロフ
ァージ炎症タンパク質-1-α)と呼ばれる因子は、原始骨髄造血細胞に対する同様の活性を
示す。
【０２０２】
　好適な内因性標的化合物としては、血管新生に関与する内因性化合物が挙げられる。血
管新生に関与する内因性化合物の例としては、16Kプロラクチン、ADAMTS-1、ADAMTS-8、
アドレノメジュリン、血管関連移住細胞タンパク質、アンギオジェニン、アンギオジェニ
ン関連タンパク質、アンギオモジュリン、アンギオモチン、アンギオポエチン-1、アンギ
オポエチン-2、アンギオポエチン-3、アンギオポエチン-4、アンギオポエチン-5、アンギ
オポエチン様1、アンギオポエチン様2、アンギオポエチン様3、アンギオポエチン様4、ア
ンギオポエチン関連タンパク質-2、アンギオスタチン、アンギオスタチン-2、アンギオト
ロピン、ARP-2、B16-F1メラノーマオートクライン阻害因子-2、脳特異的血管新生阻害因
子-3、C49a、CAMアッセイ、軟骨由来抗腫瘍因子、軟骨由来阻害因子、CATF、cCAF、CD55
、CDI、CDT6、軟骨細胞由来阻害因子、血管新生およびメタロプロテイナーゼ活性の軟骨
細胞由来阻害因子、コンドロモジュリン-1、軟骨肉腫由来増殖因子、絨毛尿膜アッセイCL
AF、18型コラーゲン、結合組織増殖因子、黄体血管新生因子、脱顆粒阻害タンパク質、EG
F、EG-VEGF、胚性腎臓由来血管新生因子-1、胚性腎臓由来血管新生因子-2、内分泌腺由来
血管内皮増殖因子、エンドレペリン、内皮細胞刺激血管新生因子、内皮細胞由来増殖因子
、内皮-単球活性化ポリペプチド-2、ESAF、f-ECGF、FGF、FGF-4、フィブリン断片E、線維
芽細胞由来内皮細胞増殖因子、線維芽細胞誘導性分泌タンパク質-12、FrzB2、GFB-111、
グリオーマ由来血管新生阻害因子、増殖ホルモン、GSN、HAF、ハプトグロビン、ヘパリン
結合軸索促進因子、肝細胞増殖因子、HGF、HUAF、ヒト血管新生因子、ヒト阻害血管新生
因子-1、ヒト子宮血管新生因子、IFN-α、IFN-γ、IGF、IGF-1、IGF-BP-7、ジャグド、KA
F、カリスタチン、K-FGF、腎臓血管新生因子、カニノスタチン、移住刺激因子、マイトジ
ェン調節タンパク質／プロリフェリン、マイトジェン調節タンパク質-4、単球-アンギオ
トロピン、MRP/PLF、MRP-4、ニューロロイキン、ニューロロイキン-1、NKG5、NLK、ノッ
チ-1、ノッチ-4、ORF-74、卵巣増殖因子、PAF、副甲状腺ホルモン様関連タンパク質、PD-
ECGF、PDGF、PDGF-BB、PEDF、PF4、PGI、色素上皮由来因子、胎盤増殖因子、胎盤血管新
生因子、血小板因子-4、血小板由来内皮細胞増殖因子、PlGF、PrGF、プロキネチシン-1、
プロリフェリン関連タンパク質、プロスタサイクリン刺激因子、前立腺増殖因子、プロト
ロンビンクリングル-2ドメインPRP、PTHrP、RNASE5、散乱因子、セマフォリン-3、スプラ
ウティ、TAF、TAMF、TGF-α、TGF-β、トロンビン、トロンボスポンジン、TIE-1、TIE-2
、組織因子、TNF-α、TNF-β、アポトーシスのTNF様の弱い誘導因子、トランスフェリン
、TSP、腫瘍血管新生因子、腫瘍自己分泌型運動因子、タムスタチン、TWEAK、子宮血管新
生因子、血管透過性因子、バスクロトロピン、VEGF、VEGF-162、VEGF-C、VEGF-D、VEGF-E
、VEGI、VPFが挙げられる。
【０２０３】
　多くの異なる増殖因子およびサイトカインが、内皮細胞、平滑筋細胞および線維芽細胞
に対して走化性活性、分裂促進活性、調節活性または阻害活性を示し、従って、いずれに
せよ血管新生プロセスに参加することを期待されることが示されてきた。このプロセスは
、タンパク質溶解酵素、細胞外マトリックス成分、細胞接着分子、および血管作動因子の
共同作用を含む。平滑筋細胞の増殖、走化性行動および／または機能的活性を調節する因
子としては、アクチビンA、アドレノメジュリン、aFGF、ANF、アンギオジェニン、アンギ
オテンシン-2、ベタセルリン、bFGF、CLAF、ECDGF(内皮細胞由来増殖因子)、ET(エンドセ
リン)、第X因子、第Xa因子、HB-EGF、血管細胞増殖の心臓由来阻害因子、IFN-γ、IL1、L
DGF(平滑筋腫由来増殖因子)、MCP-1、MDGF(マクロファージ由来増殖因子、単球由来増殖
因子)、NPY、オンコスタチンM、PD-ECGF、PDGF、プロラクチン、プロテインS、SDGF(平滑
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筋細胞由来増殖因子)、SDMF(平滑筋細胞由来移住因子)、タキキニン、TGF-β、トロンボ
スポンジンが挙げられる。
【０２０４】
　血管内皮細胞の増殖、走化性行動および／または機能的活性を調節する因子としては、
AcSDKP、aFGF、ANF、アンギオジェニン、アンギオモジュリン、アンギオトロピン、AtT20
-ECGF、B61、bFGF、bFGF誘導活性、CAM-RF、ChDI、CLAF、ECGF、ECI、EDMF、EGF、EMAP-2
、ニューロセリン(EMMPRINを参照)、エンドスタチン、内皮細胞増殖阻害因子、内皮細胞
生存能力維持因子、Epo、FGF-5、IGF-2(血管内皮細胞の増殖促進活性を参照)、HBNF、HGF
、HUAF、IFN-γ、IL1、K-FGF、LIF、MD-ECI、MECIF、NPY、オンコスタチンM、PD-ECGF、P
DGF、PF4、PlGF、プロラクチン、TNF-α、TNF-β、トランスフェリン、VEGFが挙げられる
。これらの因子のいくつかは、いくつかの他の生物学的活性に起因して最初に検出され、
後に血管新生を促進することが示されたタンパク質因子である。in vivoで血管新生的に
活性なタンパク質因子の一覧としては、線維芽細胞増殖因子(FGFを参照)、アンギオジェ
ニン、アンギオポエチン-1、EGF、HGF、NPY、VEGF、TNF-α、TGF-β、PD-ECGF、PDGF、IG
F、IL8、増殖ホルモンが挙げられる。フィブリン断片Eも、血管新生活性を有することが
示された。さらに、内皮細胞のための古典的な増殖因子として振舞わないが、血管形成お
よび血管新生プロセスにおいて突出した役割を果たすアンギオポエチン-1などの因子が存
在する。PF4およびプロラクチンの16 kDa断片はin vivoで阻害的である。
【０２０５】
　好適な内因性標的化合物としては、神経分化を増強し、増殖を誘導し、シナプス機能に
影響し、および通常は中枢神経系および末梢神経系の発達の様々な段階の間に死ぬように
運命付けられているニューロンの生存を促進する神経栄養因子などの、中枢および／また
は末梢神経系の形成および維持に関与する内因性化合物が挙げられる。そのようなタンパ
ク質の例としては、BDNF(脳由来神経栄養因子)、NGF、NT-3(ニューロトロフィン-3)、NT-
4、NT-5、NT-6、NT-7、CNTF(毛様体神経栄養因子)、GDNF(グリア細胞系由来神経栄養因子
)、およびプルプリンなどのニューロトロフィンが挙げられる。bFGFまたはLIFなどの増殖
因子も、いくつかのニューロンに対するその栄養活性に起因してニューロトロフィンに数
えられることが多い。
【０２０６】
　BDNF、NGFおよびNT-3は、集合的にNGFタンパク質ファミリーとも呼ばれることがあるが
、これはNGFがこのファミリーのタンパク質の創始メンバーであるからである。NGF、BDNF
およびNT-3に由来する構造エレメントの組み合わせにより、全てのtrk受容体を効率的に
活性化し、複数の神経栄養特異性を示す多機能Pan-ニューロトロフィン-1(PNT-1)を操作
することが可能であった。別の神経生存因子はNSE(ニューロン特異的エノラーゼ)である
。通常はニューロトロフィンとしては分類されず、より広い範囲の機能を有することが多
い神経栄養活性を有する他の因子は、EGF、HBNF(ヘパリン結合軸索促進因子)、IGF-2、aF
GFおよびbFGF、PDGF、NSE(ニューロン特異的エノラーゼ)、およびアクチビンAである。神
経細胞に影響する抗増殖性増殖因子については、神経抗増殖性タンパク質、アストロスタ
チン、GGIF(グリア増殖阻害因子)も参照されたい。
【０２０７】
　その生物活性に応じて、軸索促進因子(NPF)と神経分化因子との間には区別がなされる
ことがある。軸索促進因子は、それ自身によっては神経の生存または一般的な増殖を促進
しないが、軸索または樹状突起プロセスの増殖を誘導する1種以上の神経栄養因子に加え
て必要とされる。NPF活性を有する因子としては、NGF、S100、GMF-β(グリア成熟因子)、
プロテオグリカン、メロシン、コラーゲン、細胞接着分子、およびラミニンが挙げられる
。
【０２０８】
　好適な内因性標的化合物としては、創傷治癒に関与する内因性化合物が挙げられる。血
小板は局所的に活発な増殖因子およびサイトカインの豊富な供給源である。特に、血小板
由来因子としては、アデノシンジヌクレオチド(血小板の凝集を誘導し、細胞の増殖およ
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び移住も刺激する)、β-トロンボグロブリン、bFGF、CTAP-3(結合組織活性化タンパク質-
3)、EGF、好酸球走化性ポリペプチド-1(すなわち、RANTES)、f-ECGF(線維芽細胞由来内皮
細胞増殖因子)、フィブロネクチン(血小板凝集の初期マトリックスリガンドとして働く)
、HCI(ヒトコラゲナーゼ阻害剤)、HGF(肝細胞増殖因子)、HRF(ヒスタミン放出因子)、IGF
-BP-3、NAP-2(好中球活性化タンパク質-2)、NAP-4(好中球活性化タンパク質-4)、PBP(血
小板塩基性タンパク質)、PD-ECGF(血小板由来内皮細胞増殖因子)、PDGF、PF4、血小板活
性化因子(PAF、血小板凝集にも関与)、セロトニン(血管透過性を誘導し、好中球の走化性
因子である)、ソマトスタチン、TGF-α、TGF-β、トロンボキサンA2(血管収縮、血小板凝
集、および走化作用に関与する)、ビトロネクチンが挙げられる。
【０２０９】
　循環末梢血リンパ球は創傷空間に移住する。創傷領域中に出現する最初の細胞は好中球
である。好中球のメンバーは損傷の約24時間後にピークレベルに達する。それらの移住は
、補体因子、IL1、TNF-α、TGF-βなどの様々な走化性因子およびサイトカイン、ならび
にIL8、GRO-α、PF4、MCP-1、IP-10、migなどのケモカインにより、ならびに細菌のポリ
サッカリドによっても刺激される。好中球は、内皮細胞表面上で好中球受容体として機能
する、セレクチンにより内皮に接着する。好中球細胞表面上のインテグリン受容体により
、細胞外マトリックスへの好中球の結合が容易になる。好中球を枯渇させた動物における
創傷が治癒し得るので、好中球はインターフェロンの非存在下では創傷治癒において重要
な役割を果たさないようである。好中球は、それらがもはや必要なくなった場合、組織マ
クロファージにより除去される。
【０２１０】
　単球は損傷の約24時間後に出現し、損傷後48時間でピークに達する。単球はマクロファ
ージに成熟するため、それらは修復プロセスを駆動するサイトカインの本質的な供給源で
あると考えられる。マクロファージおよび単球はまた、様々なケモカインにより誘引され
る。これらのケモカインは、白血球サブセットの空間的および一次的に異なる浸潤に寄与
し、かくして創傷修復の間の炎症プロセスおよび修復プロセスを完全なものにする。
【０２１１】
　組織マクロファージは、創傷治癒プロセスを本質的に制御および調節する細胞であり、
創傷は、創傷マクロファージの枯渇を含む実験により示されたように、これらの細胞の関
与なしには治癒することができない。マクロファージの分化は、いくつかの特定のサイト
カインにより開始される。活性化されたマクロファージにより産生および分泌される多く
のサイトカインは、創傷領域への炎症細胞のさらなる移住を支持する。また、マクロファ
ージは細胞外マトリックスの分解を制御し、創傷マトリックスの再モデリングを調節する
。マクロファージは、TGF-β、FGF、VEGFなどのサイトカインおよび増殖因子、ならびにJ
Eなどのケモカインを分泌する。
【０２１２】
　TGF-βは、顆粒組織の形成および細胞外マトリックスのタンパク質の合成を担う主要な
因子であるようであり、かくして「創傷ホルモン」と呼ばれてきた。TGF-βは、様々なTG
F-βアイソフォームならびに、例えば、アクチビンAおよびBMPなどの他のファミリーメン
バーからなる、最も複雑な群のうちの1つのサイトカインスーパーファミリーのメンバー
である。創傷治癒プロセスの複雑性は、TGF-β-3に対するTGF-βスーパーファミリーメン
バーの比、特に、TGF-β-1の比の操作により、瘢痕化および線維症が軽減されるという観
察により例示されている。
【０２１３】
　再上皮形成は、EGFファミリーの増殖因子の走化性因子および分裂増殖因子により媒介
される。レプチンは創傷治癒の間のケラチノサイトのための強力な増殖因子であることが
示された。
【０２１４】
　創傷治癒の最終段階は、結合組織による顆粒組織の段階的な置換を特徴とする。このプ
ロセスはまた、局所作用するサイトカインを必要とする。しかしながら、一度、修復プロ
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セスが完了したら、組織増殖を最終的に抑制する因子および機構についてはほとんど知ら
れていない。コラーゲンおよびプロテイナーゼ阻害剤の合成が、特に、TGF-βおよび関連
する因子により刺激される。創傷の閉化および傷の進化は、典型的な筋線維芽細胞の消失
などの細胞質の著しい減少と関連している。アポトーシスによる細胞死が、顆粒組織の傷
への進化を担う機構であると提言されている。
【０２１５】
　胎児の創傷治癒は、瘢痕化がないために目立つ。胎児および成体の線維芽細胞は、移住
活性、サイトカインに対する分裂促進応答ならびに分裂促進性のサイトカイン、増殖因子
、およびマトリックス大分子の合成の点で表現型の差異を示すいくつかの証拠が存在する
。
【０２１６】
　増殖因子およびサイトカインの作用を操作することにより、創傷治癒を加速するか、ま
たは改変することができる。動物実験およびまた臨床実験により、bFGF、EGF、KGF、PDGF
、TGF-βなどの様々なサイトカインを、単独または組み合わせて局所投与することは、顆
粒組織形成を刺激し、上皮化を増強することにより創傷治癒をかなり加速することが示さ
れた。
【０２１７】
　好適な内因性標的化合物としては、炎症の急性期タンパク質が挙げられる。そのような
タンパク質の好適な例およびその機能を表2に提供する。
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【表２】

【０２１８】
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【０２１９】
　急性期タンパク質の主要な誘導因子は、IL1、IL6、およびTNFである。2つの媒介因子IL
1およびIL6を用いて、2つのサブ群に急性期タンパク質を分類した。1型急性期タンパク質
は、最大合成のためにIL6とIL1の相乗作用を必要とするものである。1型タンパク質の例
は、C反応性タンパク質、血清アミロイドAおよびα-1酸糖タンパク質である。2型急性期
タンパク質は、最大誘導のためにIL6のみを必要とするものである。2型タンパク質の例は
、フィブリノーゲン鎖、ハプトグロビン、およびα-2-マクログロブリンである。2型急性
期タンパク質をコードする遺伝子の発現は、IL1により頻繁に増強されるよりもむしろ抑
制される(Ramadoriら；Feyら)。急性期タンパク質の発現に影響するサイトカインと他の
メディエーター物質の間の付加的、相乗的、協同的、および拮抗作用は、ほとんど全ての
組合せにおいて発生し、観察された。また、多くのサイトカインは示差的な作用を示し、
1または2種の急性期タンパク質の合成を誘導するが、他のものの合成を誘導しない。例え
ば、アクチビンAはHepG2細胞における急性期タンパク質のサブセットを誘導する。細菌の
リポポリサッカリドおよびいくつかのサイトカイン(主にIL1、IL6およびTNFであるが、LI
F、CNTF、オンコスタチンM、IL11、およびカルジオトロフィン-1も)が、SAA合成の誘導に
関与し、これらのサイトカインのいくつかは相乗的に働く(Benigniら)。
【０２２０】
　IL1およびまたIFN-γは、IL6の作用のいくつかを低下させる。IL2およびIL6の作用のい
くつかはTGF-βにより拮抗する。2個以上のサイトカインの組合わせた作用は、それ自身
に対して達成できる因子がない作用をもたらし得る。培養されたHepG2ヘパトーマ細胞中
で、IL1、IL6、TNF-αおよびTGF-βは抗キモトリプシンの合成を誘導し、同時にアルブミ
ンおよびAFP(α-フェトタンパク質)の合成を抑制する。フィブリノーゲンの合成はIL6に
より誘導され、この作用は、順にIL-1-α、TNF-αまたはTGF-β-1により抑制される。
【０２２１】
　好適な内因性標的化合物としては、止血および凝固カスケードに関与する内因性化合物
が挙げられる。毛細管浸透性および血管緊張の調節に関与するものとは別に、血管の内皮
は凝固および繊維素溶解の活性化因子および阻害因子を提供することにより、非血栓形成
表面の維持において決定的な役割を果たしている。内皮は、様々な免疫学的プロセスの調
節にも関与している。
【０２２２】
　内皮細胞中で、IL1は、特に、種々のコロニー刺激因子、IL6、TNF-α、プロスタグラン
ジン、血小板活性化因子(PAF)、プラスミノーゲン活性化因子(PAI)の合成を誘導する。IL
1の重要な内因性調節因子は、IL1およびTNF-αの分泌を阻害するPGE2である。特に、TNF-
αは、トロンビンの生成を触媒する第X因子活性化因子複合体の形成に関与する組織トロ
ンボプラスチン(TPL)の合成を誘導する。また、この複合体は第IX因子を活性化する。TNF
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進することもできる。TNF-αの合成を、IL1により誘導することもできる。TNF-αおよびI
L1は細胞表面抗原の合成も誘導する。接着分子の発現は血管壁でのリンパ球および白血球
の接着を増加させ、かくしてこれらの細胞の経内皮移動を容易にする。TNF-αおよびIL1
は、トロンボモジュリンの合成を阻害することによりプロテインCの不活性化系を下方調
節する。トロンビンと複合体化したトロンボモジュリンは、プロテインCを活性化し、次
いでこれは膜に結合したプロテインSとの複合体を形成することができる。これらの複合
体は、第Va因子を阻害する。活性化されたプロテインCはまた、複合体化によりプラスミ
ノーゲン活性化因子阻害因子(PAI)を中和する。TNF-αおよびまたIL1はかくして、第Va因
子の不活性化を減少させる。
【０２２３】
　凝固に関与する他の好適な内因性標的化合物としては、カリクレイン、第XII因子、第X
Ib因子、第XI因子、第XIa因子、第IX因子、第IXa因子、第VIII因子、第VIIIa因子、第X因
子、第Xa因子、第Va因子、第XIIIa因子、プロトロンビン、トロンビン、フィブリノーゲ
ン、フィブリン、プラスミノーゲン、プラスミンが挙げられる。
【０２２４】
　好適な内因性標的化合物としては、ストレスホルモン(例えば、アドレナリン、副腎皮
質刺激ホルモン、コルチコステロン、エピネフリン、成長ホルモン、ヒドロコルチゾン)
、液体／電解質および血管ホルモン(例えば、アルドステロン、アンドロステネジオン、
バソプレッシン、ブラジキニン、カルシトニン、ニューロテンシン)、肝臓および消化ホ
ルモン(例えば、コレシストキニン、コレステロール、VIP)、生殖ホルモン(例えば、絨毛
性ゴナドロトロピン、エポゲン、エストラジオール、エストリオール、エストロン、エチ
オコラノロン、FSH、乳腺刺激ホルモン、黄体形成ホルモン、テストステロン、オキシト
シン、プロゲステロン、プロラクチン、ゴナドロトロピン)、糖運搬ホルモン(例えば、グ
ルカゴン、インスリン)、甲状腺ホルモン(例えば、T2、T3、T4、甲状腺刺激ホルモン、甲
状腺刺激ホルモン放出因子、TSH、副甲状腺ホルモン)、骨ホルモン(例えば、CSF-1、RANK
L、骨形態形成タンパク質ファミリーメンバー)、ならびに、甲状腺刺激ホルモン(TSH)、
卵胞刺激ホルモン(FSH)、黄体形成ホルモン(LH)、プロラクチン(PRL)、成長ホルモン(GH)
、副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)、抗利尿ホルモン(ADH)(バソプレッシン)、オキシトシン
、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン(TRH)、ゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)、成長因
子放出ホルモン(GHRH)、副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)、ソマトスタチン、ド
ーパミン、メラトニン、チロキシン(T4)、カルシトニン、副甲状腺ホルモン(PTH)、糖質
コルチコイド(例えば、コルチゾール)、ミネラルコルチコイド(例えば、アルドステロン)
、アンドロゲン(例えば、テストステロン)、アドレナリン(エピネフリン)、ノルアドレナ
リン(ノルエピネフリン)、エストロゲン(例えば、エストラジオール)、プロゲステロン、
ヒト絨毛性ゴナドトロピン(HCG)、インスリン、グルカゴン、ソマトスタチン、アミリン
、エリスロポエチン(EPO)、カルシトリオール、カルシフェロール(ビタミンD3)、心房性
ナトリウム利尿ペプチド(ANP)、ガストリン、セクレチン、コレシストキニン(CCK)、ソマ
トスタチン、ニューロペプチドY、グレリン、PYY3-36、インスリン様増殖因子-1(IGF-1)
、アンギオテンシノゲン、トロンボポエチン、レプチン、レチノール結合タンパク質4、
およびアジポネクチンなどの他のホルモンなどのホルモンも挙げられる。さらに好適なホ
ルモンを表3に列挙する。



(53) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

【表３】

【０２２５】
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　表4は、好適な内因性標的化合物および本明細書に記載のリガンドを用いて内因性化合
物を標的化するための好ましい治療剤の非包括的な一覧を提供する。「識別子の例」のカ
ラムは、内因性標的化合物または内因性標的化合物の断片もしくは変異体のアミノ酸配列
を含むCAS RegistryもしくはGenbankデータベース中のエントリーと一致する、Chemical 
Abstracts Services (CAS)登録番号(American Chemical Societyにより刊行)および／ま
たはGenbank受託番号(例えば、www.ncbi.nlm.nih.govのNational Center for Biotechnol
ogy Information (NCBI)のウェブページを介して入手可能なLocus ID、NP_XXXXX(参照配
列タンパク質)、およびXP_XXXXX(モデルタンパク質)識別子)を提供する。これらのCASお
よびGenbankおよびGenSeq受託番号の各々に関連する概要ページならびに引用された学術
論文(例えば、PubMed ID番号(PMID))は、その全体が、特に、本明細書に記載のアミノ酸
配列に関して、参照により各々組み入れられるものとする。「生物学的活性」のカラムは
、内因性標的分子に関連する生物学的活性を記載する。「好ましい適応症」のカラムは、
指示された内因性標的化合物に対する結合特異性を有する結合部位を有する部分を含むリ
ガンドにより治療、予防、診断、もしくは軽減することができる疾患、障害、および／ま
たは症状を記載する。
【０２２７】
　本発明はまた、表4に開示された対応する好ましい適応症のいずれかを治療するための
医薬の製造における使用のための、表4に列挙された内因性標的化合物のいずれかに対す
る結合特異性を有する結合部位を有する部分を含むリガンドにも関する。
【０２２８】
　本発明はまた、表4に列挙された対応する内因性標的化合物に対する結合特異性を有す
る結合部位を有する部分を含む有効量のリガンドを、それを必要とする被験体に投与する
ことを含む、表4に列挙された好ましい適応症のいずれかを治療するための方法にも関す
る。
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【０２５３】
　内因性標的化合物の提供された一覧表は、包括的なものではない。リガンドが2個のエ
ピトープに結合する場合(同じか、または異なる抗原上で)、抗原をこの一覧表から選択す
ることができる。特定の実施形態においては、リガンドはTNFR1に結合するdAbおよび第2
のdAbまたはこれらの抗原のいずれか1つに結合するエピトープ結合ドメインを含む。その
ような実施形態においては、多特異的リガンドは免疫グロブリン可変ドメインの任意の組
合せ(例えば、VHVH、VHVL、VLVL)を含んでもよい。
【０２５４】
血清アルブミンに結合するリガンドおよびdAbモノマー
　本発明は、1 nM～500μM(すなわち、 x 10-9～5 x 10-4)、好ましくは100 nM～10μMの
Kdで血清アルブミン(SA)に結合するリガンドまたはdAbモノマー(例えば、そのようなdAb
を含む二重特異的リガンド)を提供する。好ましくは、第1の抗SA dAbおよび別の標的に対
する第2のdAbを含む二重特異的リガンドについては、その標的に対する第2のdAbの親和性
(例えば、BiaCoreを用いる表面プラズモン共鳴により測定されたKdおよび／またはKoff)
はSAに対する第1のdAbの親和性の1～100000倍(好ましくは、100～100000倍、より好まし
くは1000～100000倍、もしくは10000～100000倍)である。例えば、第1のdAbは約10μMの
親和性でSAに結合するが、第2のdAbは100 pMの親和性でその標的に結合する。好ましくは
、血清アルブミンはヒト血清アルブミン(HSA)である。一実施形態においては、第1のdAb(
またはdAbモノマー)は、約50、好ましくは70、およびより好ましくは100、150または200 
nMのKdでSA(例えば、HSA)に結合する。
【０２５５】
　特定の実施形態においては、SAに結合するdAbモノマーは、凝集、折り畳み解除に可逆
的に抵抗し、および／またはTNFR1に結合するdAbモノマーについて上記のようなフレーム
ワーク領域を含む。
【０２５６】
リガンド形式
　リガンドおよびdAbモノマーを、一特異的もしくは多特異的抗体または抗体フラグメン
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トとして、または一特異的もしくは多特異的非抗体構造に形式化することができる。好適
な形式としては、抗体の可変ドメインまたはその1種以上のCDRを、任意の好適なポリペプ
チド構造に対して抗原に対する結合特異性を付与するように組み入れることができる前記
構造が挙げられる。IgG様形式、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、一本鎖抗体、二特
異的抗体、抗体重鎖、抗体軽鎖、抗体重鎖および／もしくは軽鎖のホモダイマーおよびヘ
テロダイマー、前記のいずれかの抗原結合フラグメント(例えば、Fvフラグメント(例えば
、一本鎖Fv(scFv)、ジスルフィド結合したFv)、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(
ab')2フラグメント)、単一可変ドメイン(例えば、VH、VL、VHH)、dAb、ならびに前記のい
ずれかの改変体(例えば、ポリアルキレングリコール(例えば、ポリエチレングリコール、
ポリプロピレングリコール、ポリブチレングリコール)もしくは他の好適なポリマーの共
有結合により改変されたもの)などの、種々の好適な抗体形式が当業界で公知である。単
一可変ドメインおよびdAbのPEG化、同じものを調製するための好適な方法、PEG化された
単一可変ドメインならびにdAbモノマーおよびマルチマーのin vivoでの半減期の増加、好
適なPEG、PEGの好ましい水力学的大きさ、ならびにPEG化された単一可変ドメインならび
にdAbモノマーおよびマルチマーの好ましい水力学的大きさに関して、米国を指定した(WO
 2004/081026)、2003年6月30日に提出されたPCT/GB03/002804を参照されたい。上記の一
部を含む、PCT/GB03/002804(WO 2004/081026)の教示全体は、参照により本明細書に組み
入れられるものとする。
【０２５７】
　前記リガンドを、例えば、(Gly4Ser)n(式中、n=1～8、例えば、2、3、4、5、6もしくは
7である)などの好適なリンカーを用いて、所望のdAbモノマーのダイマー、トリマーまた
はポリマーとして形式化することができる。必要に応じて、dAbモノマー、ダイマーおよ
びトリマーなどのリガンドを、CH2およびCH3ドメインの1つまたは両方、および必要に応
じて、ヒンジ領域を含む抗体Fc領域に連結することができる。例えば、Fc領域に単一のヌ
クレオチド配列として連結されたリガンドをコードするベクターを用いて、そのようなポ
リペプチドを調製することができる。
【０２５８】
　リガンドおよびdAbモノマーを、非抗体マルチリガンド構造中で組合わせ、および／ま
たは形式化して、同じ抗原と共に標的分子に結合することによって優れたアビディティを
提供する多価複合体を形成させることができる。例えば、SpAなどの天然の細菌受容体をC
DRの移植のための足場として用いて、1個以上のエピトープに特異的に結合するリガンド
を作製することができる。この手順の詳細は米国特許第5,831,012号に記載されている。
他の好適な足場としては、フィブロネクチンおよびアフィボディに基づくものが挙げられ
る。好適な手順の詳細はWO 98/58965に記載されている。他の好適な足場としては、van d
en Beukenら、J. Mol. Biol. 310:591-601 (2001)に記載のようなリポカリンおよびCTLA4
、ならびに例えば、細菌のGroELまたは他のシャペロンポリペプチドの環構造に基づく、W
O 00/69907 (Medical Research Council)に記載のものなどの足場が挙げられる。タンパ
ク質足場を組合わせてもよい；例えば、CDRをCTLA4足場上に移植し、免疫グロブリンVHま
たはVLドメインと共に用いてリガンドを形成させることができる。同様に、フィブロネク
チン、リポカリンおよび他の足場を組合わせてもよい。
【０２５９】
　任意の所望の形式を調製するための種々の好適な方法は、当業界で公知である。例えば
、抗体鎖および形式(例えば、IgG様形式、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、一本鎖抗
体、二特異的抗体、抗体重鎖、抗体軽鎖、抗体重鎖および／もしくは軽鎖のホモダイマー
およびヘテロダイマー)を、好適な発現構築物の発現および／または好適な細胞(例えば、
ハイブリドーマ、ヘテロハイブリドーマ、前記形式をコードする組換え構築物を含む組換
え宿主細胞)の培養により調製することができる。さらに、抗体または抗体鎖の抗原結合
フラグメント(例えば、Fvフラグメント(例えば、一本鎖Fv(scFv)、ジスルフィド結合した
Fv)、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント)などの形式を、好適な
発現構築物の発現によるか、または、例えば、パパインもしくはペプシンを用いる抗体の
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酵素的消化により調製することができる。
【０２６０】
　前記リガンドを、例えば、WO 03/002609(その教示全体が参照により本明細書に組み入
れられるものとする)に記載のような、二重特異的リガンドまたは多特異的リガンドとし
て形式化することができる。二重特異的リガンドは、異なる結合特異性を有する免疫グロ
ブリン単一可変ドメインを含む。そのような二重特異的リガンドは、重鎖および軽鎖ドメ
インの組合せを含んでもよい。例えば、二重特異的リガンドは、scFvの形態で一緒に連結
するか、または二特異的抗体もしくはその抗原結合フラグメント(例えば、F(ab')2フラグ
メント)に形式化することができるVHドメインおよびVLドメインを含んでもよい。二重特
異的リガンドは、抗原またはエピトープに共同的に結合する従来の2個の鎖抗体抗原結合
部位を形成する相補的VH/VL対を含まない。
【０２６１】
　さらに、二重特異的リガンドは、必要に応じて1個以上のCHまたはCLドメインを含んで
もよい。必要に応じて、ヒンジ領域ドメインを含有させることもできる。そのようなドメ
インの組合せは、例えば、IgGもしくはIgMなどの模倣天然抗体、またはFv、scFv、Fabも
しくはF(ab')2分子などのそのフラグメントであってもよい。VH、VL、CH1およびCLドメイ
ンを含むIgG分子の単一アームなどの他の構造物も想定される。好ましくは、本発明の二
重特異的リガンドは2個の可変ドメインのみを含むが、いくつかのそのようなリガンドを
、同じタンパク質に一緒に組み入れることができ、例えば、2個のそのようなリガンドを
、IgGまたはIgMなどのマルチマー免疫グロブリンに組み入れることができる。あるいは、
別の実施形態においては、複数の二重特異的リガンドを組合わせてマルチマーを形成させ
る。例えば、2個の異なる二重特異的リガンドを組合わせて、四特異的分子を作製するこ
とができる。当業者であれば、本発明の方法に従って製造された二重特異的リガンドの軽
鎖および重鎖可変領域が同じポリペプチド鎖、またはあるいは、異なるポリペプチド鎖上
にあってよいことを理解できるであろう。可変領域が異なるポリペプチド鎖上にある場合
、これらを、リンカー、一般的には、可撓性リンカー(ポリペプチド鎖など)、化学的連結
基、または当業界で公知の任意の他の方法を介して連結することができる。
【０２６２】
　多特異的リガンドは、2個以上のエピトープ結合特異性を有する。一般的には、多特異
的リガンドは、dAbまたはエピトープの結合部位を含む非抗体タンパク質ドメイン、例え
ば、アフィボディ、SpAドメイン、LDL受容体クラスAドメイン、EGFドメイン、アビマーな
どの2個以上のエピトープ結合ドメインを含む。多特異的リガンドを、以下に記載のよう
にさらに形式化することができる。
【０２６３】
　いくつかの実施形態においては、前記リガンドはIgG様形式である。そのような形式は
、1個以上の可変領域(VHおよびVL)が、所望の特異性のdAbまたは単一可変ドメインで置換
されたIgG分子の従来の4つの鎖構造(2個の重鎖および2個の軽鎖)を有する。好ましくは、
可変領域の各々(2個のVH領域および2個のVL領域)を、dAbまたは単一可変ドメインと置換
する。IgG様形式中に含まれるdAbまたは単一可変ドメインは、同じ特異性または異なる特
異性を有してもよい。いくつかの実施形態においては、IgG様形式は四価であり、1、2、3
または4つの特異性を有してもよい。例えば、IgG様形式は一特異的であってよく、同じ特
異性を有する4つのdAbを含む；二特異的であり、同じ特異性を有する3つのdAbと異なる特
異性を有する別のdAbを含む；二特異的であり、同じ特異性を有する2つのdAbと共通であ
るが、異なる特異性を有する2つのdAbを含む；三特異的であり、同じ特異性を有する第1
および第2のdAb、異なる特異性を有する第3のdAbならびに第1、第2および第3のdAbとは異
なる特異性を有する第4のdAbを含む；または四特異的であり、それぞれ異なる特異性を有
する4つのdAbを含む。IgG様形式の抗原結合フラグメント(例えば、Fab、F(ab')2、Fab'、
Fv、scFv)を調製することができる。好ましくは、IgG様形式またはその抗原結合フラグメ
ントはTNFR1と架橋しない。
【０２６４】
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半減期延長形式
　リガンドを形式化して、in vivoでの血清半減期を延長することができる。in vivoでの
半減期の増加は、免疫グロブリン、特に、抗体および最も特にはdAbなどの小さいサイズ
の抗体フラグメントのin vivoでの適用において有用である。そのようなフラグメント(Fv
、ジスルフィド結合したFv、Fab、scFv、dAb)は身体から迅速に消失し、これは臨床適用
を厳しく制限し得る。
【０２６５】
　リガンド(例えば、dAbモノマー)を形式化して、例えば、ポリアルキレングリコール基(
例えば、ポリエチレングリコール(PEG)基、ポリプロピレングリコール基)、血清アルブミ
ン、トランスフェリン、トランスフェリン受容体もしくはその少なくともトランスフェリ
ン結合部分、抗体Fc領域の結合により、または抗体ドメインへのコンジュゲーションによ
り、より大きい水力学的大きさを持たせることができる。いくつかの実施形態においては
、前記リガンドをPEG化する。好ましくは、PEG化されたリガンドは、PEG化されていない
同じリガンドと実質的に同じ親和性で内因性標的化合物に結合する。例えば、前記リガン
ドは、内因性標的化合物に結合するPEG化されたdAbモノマーであってよく、ここでPEG化
されたdAbモノマーは、約1000以下の係数、好ましくは約100以下の係数、より好ましくは
約10以下の係数により、PEG化されていない形態のdAbの親和性とは異なる親和性で、また
はPEG化されていない形態と比較して実質的に未変化の親和性で、該内因性標的化合物に
結合する。
【０２６６】
　dAbモノマーなどの小さいリガンドを、抗体のより大きい抗原結合フラグメントとして
、または抗体として形式化する(例えば、Fab、Fab'、F(ab)2、F(ab')2、IgG、scFvとして
形式化する)ことができる。アンタゴニスト(例えば、リガンド、dAbモノマー)の水力学的
大きさおよびその血清半減期を、本明細書に記載のように、in vivoでの半減期を増加さ
せる抗原もしくはエピトープに結合する結合ドメイン(例えば、抗体もしくは抗体フラグ
メント)に該アンタゴニストをコンジュゲートさせるか、または連結することにより増加
させることもできる。例えば、前記リガンド(例えば、dAbモノマー)を、抗血清アルブミ
ンもしくは抗新生児Fc受容体抗体もしくは抗体フラグメント、例えば、抗SAもしくは抗新
生児Fc受容体dAb、Fab、Fab'もしくはscFv、または抗SAアフィボディもしくは抗新生児Fc
受容体アフィボディにコンジュゲートさせるか、または連結することができる。
【０２６７】
　本発明のリガンド(例えば、dAbモノマーおよびマルチマー)の水力学的大きさを、当業
界でよく知られている方法を用いて決定することができる。例えば、ゲル濾過クロマトグ
ラフィーを用いて、リガンドの水力学的大きさを決定することができる。架橋アガロース
マトリックスなどの、リガンドの水力学的大きさを決定するための好適なゲル濾過マトリ
ックスはよく知られており、容易に入手可能である。
【０２６８】
　リガンド形式の大きさ(例えば、内因性標的化合物への結合部位を有する結合部分に結
合させたPEG部分の大きさ)を、所望の用途に応じて変化させることができる。例えば、リ
ガンドが循環から離脱し、末梢組織に進入することを意図する場合、該リガンドの水力学
的大きさを低く維持して、血流からの溢出を容易にするのが望ましい。あるいは、リガン
ドがより長時間、全身循環中に保持されるのが望ましい場合、該リガンドの大きさを、例
えば、Ig様タンパク質を形式化するか、または30～60 kDaのPEG部分の添加により増加さ
せることができる。
【０２６９】
　本発明によるリガンドにおける使用のための好適なアルブミン、アルブミン断片または
アルブミン変異体の例は、WO 2005/077042A2(その全体が参照により本明細書に組み入れ
られるものとする)に記載されている。特に、以下のアルブミン、アルブミン断片または
アルブミン変異体を、本発明において用いることができる：
・配列番号1(WO 2005/077042A2に開示されたもの、この配列は参照により本明細書の開示
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に明確に組み入れられるものとする)；
・WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸1～387を含むか、もしくはこれからなるア
ルブミン断片または変異体；
・(a) WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸54～61；(b) WO 2005/077042A2中の配
列番号1のアミノ酸76～89；(c) WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸92～100；(d)
 WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸170～176；(e) WO 2005/077042A2中の配列番
号1のアミノ酸247～252；(f) WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸266～277；(g) 
WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸280～288；(h) WO 2005/077042A2中の配列番
号1のアミノ酸362～368；(i) WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸439～447；(j) 
WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸462～475；(k) WO 2005/077042A2中の配列番
号1のアミノ酸478～486；および(l) WO 2005/077042A2中の配列番号1のアミノ酸560～566
からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、アルブミン、またはその断片もしくは変
異体。
【０２７０】
　本発明によるリガンドにおける使用のための好適なアルブミン、断片および類似体のさ
らなる例は、WO 03/076567A2(その全体が参照により本明細書に組み入れられるものとす
る)に記載されている。特に、以下のアルブミン、断片または変異体を、本発明において
用いることができる：
・WO 03/076567A2、例えば、その図3に記載のヒト血清アルブミン(この配列情報は参照に
より本明細書の開示に明確に組み入れられるものとする)；
・66,500の公式分子量を有する585アミノ酸の単一非グリコシル化ポリペプチドからなる
ヒト血清アルブミン(HA)(Melounら、FEBS Letters 58:136 (1975); Behrensら、Fed. Pro
c. 34:591 (1975); Lawnら、Nucleic Acids Research 9:6102-6114 (1981); Minghettiら
、J. Biol. Chem. 261:6747 (1986)を参照)；
・Weitkampら、Ann. Hum. Genet. 37:219 (1973)に記載のアルブミンの多型変異体もしく
は類似体もしくは断片；
・EP 322094に記載のアルブミン断片もしくは変異体、例えば、HA(1～373)、HA(1～388)
、HA(1～389)、HA(1～369)、およびHA(1～419)および1～369と1～419の間の断片；
・EP 399666に記載のアルブミン断片もしくは変異体、例えば、HA(1～177)およびHA(1～2
00)ならびにHA(1～X)(ここで、Xは178～199の任意の数である)の間の断片。
【０２７１】
　(1個以上の)半減期延長部分(例えば、アルブミン、トランスフェリンならびにその断片
および類似体)を本発明のリガンド中で用いる場合、それを、例えば、TNFR1結合部分のN
もしくはC末端に位置する半減期延長部分を含む１個のポリペプチド鎖としてコードされ
る融合タンパク質をコードする1個のヌクレオチド構築物を用いることにより、内因性標
的化合物の結合部位を有する結合部分への直接的融合などにより、任意の好適な方法を用
いてコンジュゲートすることができる。あるいは、コンジュゲーションを、部分の間のペ
プチドリンカー、例えば、WO 03/076567A2またはWO 2004/003019に記載のペプチドリンカ
ー(これらのリンカーの開示は、本発明における使用のための例を提供するための本発明
の開示に参照により組み入れられるものとする)を用いることにより達成することができ
る。
【０２７２】
　典型的には、in vivoでの血清半減期を増強するポリペプチドは、in vivoで天然に生じ
、生物(例えば、ヒト)から望ましくない物質を除去する内因性機構による分解または除去
に抵抗するポリペプチドである。例えば、in vivoでの血清半減期を増強するポリペプチ
ドを、細胞外マトリックスに由来するタンパク質、血液中に認められるタンパク質、血液
脳関門もしくは神経組織に認められるタンパク質、腎臓、肝臓、肺、心臓、皮膚もしくは
骨に局在化するタンパク質、ストレスタンパク質、疾患特異的タンパク質、またはFc輸送
に関与するタンパク質から選択することができる。
【０２７３】
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　in vivoでの血清半減期を増強する好適なポリペプチドとしては、例えば、トランスフ
ェリン受容体特異的リガンド-神経薬剤融合タンパク質(米国特許第5,977,307号(その教示
は参照により本明細書に組み入れられるものとする)を参照)、脳毛細血管内皮細胞受容体
、トランスフェリン、トランスフェリン受容体(例えば、可溶性トランスフェリン受容体)
、インスリン、インスリン様増殖因子1(IGF1)受容体、インスリン様増殖因子2(IGF2)受容
体、インスリン受容体、血液凝固第X因子、α1-抗トリプシンおよびHNFαが挙げられる。
また、血清半減期を増強する好適なポリペプチドとして、α-1糖タンパク質(オロソムコ
イド；AAG)、α-1抗キモトリプシン(ACT)、α-1ミクログロブリン(プロテインHC；AIM)、
抗トロンビンIII(AT III)、アポリポタンパク質A-1(Apo A-1)、アポリポタンパク質B(Apo
 B)、セルロプラスミン(Cp)、補体成分C3(C3)、補体成分C4(C4)、C1エステラーゼ阻害因
子(C1 INH)、C反応性タンパク質(CRP)、フェリチン(FER)、ヘモペキシン(HPX)、リポタン
パク質(a)(Lp(a))、マンノース結合タンパク質(MBP)、ミオグロビン(Myo)、プレアルブミ
ン(トランスサイレチン；PAL)、レチノール結合タンパク質(RBP)、およびリウマチ因子(R
F)も挙げられる。
【０２７４】
　細胞外マトリックスに由来する好適なタンパク質としては、例えば、コラーゲン、ラミ
ニン、インテグリンおよびフィブロネクチンが挙げられる。コラーゲンは細胞外マトリッ
クスの主要なタンパク質である。約15種類のコラーゲン分子が現在知られており、身体の
異なる部分に認められ、例えば、I型コラーゲン(体内コラーゲンの90％を占める)は骨、
皮膚、腱、靭帯、角膜、内部器官に認められ、またはII型コラーゲンは軟骨、椎間板、脊
索、および眼の硝子体液に認められる。
【０２７５】
　血液由来の好適なタンパク質としては、例えば、血漿タンパク質(例えば、フィブリン
、α-2マクログロブリン、血清アルブミン、フィブリノーゲン(例えば、フィブリノーゲ
ンA、フィブリノーゲンB)、血清アミロイドタンパク質A、ハプトグロビン、プロフィリン
、ユビキチン、ウテログロブリンおよびβ-2-ミクログロブリン)、酵素および酵素阻害剤
(例えば、プラスミノーゲン、リソソーム、シスタチンC、α-1-抗トリプシンおよび膵臓
トリプシン阻害剤)、免疫グロブリンタンパク質(例えば、IgA、IgD、IgE、IgG、IgM、免
疫グロブリン軽鎖(κ／λ))などの免疫系のタンパク質、輸送タンパク質(例えば、レチノ
ール結合タンパク質、α-1ミクログロブリン)、デフェンシン(例えば、β-デフェンシン1
、好中球デフェンシン1、好中球デフェンシン2および好中球デフェンシン3)などが挙げら
れる。
【０２７６】
　血液脳関門または神経組織に認められる好適なタンパク質としては、例えば、メラノコ
ルチン受容体、ミエリン、アスコルビン酸輸送因子などが挙げられる。
【０２７７】
　in vivoでの血清半減期を増強する好適なポリペプチドとしては、腎臓に局在化するタ
ンパク質(例えば、ポリシスチン、IV型コラーゲン、有機陰イオン輸送因子K1、Heymann's
抗原)、肝臓に局在化するタンパク質(例えば、アルコールデヒドロゲナーゼ、G250)、肺
に局在化するタンパク質(例えば、IgAに結合する分泌成分)、心臓に局在化するタンパク
質(例えば、拡張型心筋症に関連するHSP27)、皮膚に局在化するタンパク質(例えば、ケラ
チン)、骨形成活性を示すトランスフォーミング増殖因子βスーパーファミリーのタンパ
ク質のサブセット(例えば、BMP-2、BMP-4、BMP-5、BMP-6、BMP-7、BMP-8)である形態形成
タンパク質などの骨特異的タンパク質(BMP)、腫瘍特異的タンパク質(例えば、トロホブラ
スト抗原、ハーセプチン受容体、エストロゲン受容体、カテプシン(例えば、肝臓および
脾臓に認められるカテプシンB))も挙げられる。
【０２７８】
　好適な疾患特異的タンパク質としては、例えば、LAG-3(リンパ球活性化遺伝子)、オス
テオプロテゲリンリガンド(OPGL；Nature 402, 304-309 (1999))、OX40(活性化されたT細
胞上で発現され、ヒトT細胞白血病ウイルスI型(HTLV-I)産生細胞中で特異的に上方調節さ
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れるTNF受容体ファミリーのメンバー；Immunol. 165 (1):263-70 (2000)を参照)などの活
性化されたT細胞上でのみ発現される抗原が挙げられる。好適な疾患特異的タンパク質と
しては、例えば、CG6512 Drosophila、ヒトパラプレジン、ヒトFtsH、ヒトAFG3L2、マウ
スftsHなどのメタロプロテアーゼ(関節炎／癌と関連)；および酸性線維芽細胞増殖因子(F
GF-1)、塩基性線維芽細胞増殖因子(FGF-2)、血管内皮増殖因子／血管透過性因子(VEGF/VP
F)、トランスフォーミング増殖因子-α(TGFα)、腫瘍壊死因子α(TNF-α)、アンギオジェ
ニン、インターロイキン-3(IL-3)、インターロイキン-8(IL-8)、血小板由来内皮増殖因子
(PD-ECGF)、胎盤増殖因子(P1GF)、ミッドカイン血小板由来増殖因子-BB(PDGF)、およびフ
ラクタルカインなどの血管新生増殖因子も挙げられる。
【０２７９】
　in vivoでの血清半減期を増強する好適なポリペプチドとしては、熱ショックタンパク
質(HSP)などのストレスタンパク質も挙げられる。HSPは通常、細胞内に認められる。これ
らが細胞外で認められる場合、それは細胞が死に、その内容物を流出させたことを示唆す
る因子である。このプログラムされていない細胞死(壊死)は、外傷、疾患または損傷の結
果として、細胞外HSPが免疫系からの応答を誘発する場合に起こる。細胞外HSPへの結合は
、疾患部位への本発明の組成物の局在化をもたらすことができる。
【０２８０】
　Fc輸送に関与する好適なタンパク質としては、例えば、Brambell受容体(FcRBとしても
知られる)が挙げられる。このFc受容体は2つの機能を有し、その両方は潜在的に送達にと
って有用である。この機能は、(1)胎盤を横切る母から子へのIgGの輸送、(2)分解からのI
gGの保護によってその血清半減期を延長することである。前記受容体はエンドソームから
IgGを再利用すると考えられる(Holligerら、Nat Biotechnol 15(7):636-6(1997)を参照)
。
【０２８１】
　当業者であれば、薬物動態分析およびリガンドの半減期の決定のための方法に精通して
いるであろう。詳細はKenneth, Aら：Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handb
ook for Pharmacists and in Petersら、Pharmacokinetic analysis: A Practical Appro
ach (1996)に見出すことができる。また、tαおよびtβ半減期ならびに曲線下面積(AUC)
などの薬物動態パラメーターを記載する、Marcel Dekker、第2版、特別版(1982)により刊
行された「Pharmacokinetics」、M Gibaldi & D Perronを参照することもできる。
【０２８２】
内因性標的化合物の機能を評価するためのアッセイ
　以下のアッセイ、その好適な変形および他の好適なアッセイを用いて、内因性標的化合
物の活性を評価し、およびリガンドが、それが結合する内因性標的化合物の活性を実質的
に阻害するかどうかを評価することができる。
【０２８３】
　ABC-1機能を、培養細胞からのリポタンパク質を介する脂質流出を測定することにより
評価することができる(J Clin Invest 1999 Oct; 104(8):R25-31)。FGF1-シュードモナス
外毒素キメラ機能を、細胞毒性アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(P
roc Natl Acad Sci USA 1989 Jun; 86(11):4215-4219)。インヒビンA活性を、マウスFrie
nd赤白血病(MEL)細胞およびヒトK-562細胞に対するその分化誘導活性(Proc Natl Acad Sc
i USA 1988 Apr; 85(8):2434-2438)；または下垂体卵胞刺激ホルモンの分泌の抑制(Biol 
Reprod 2000 Sep;63(3):865-871)を測定することにより、in vitroでアッセイすることが
できる。インヒビンβC活性を、マウスFriend赤白血病(MEL)細胞およびヒトK-562細胞に
対するその分化誘導活性(Proc Natl Acad Sci USA 1988 Apr; 85(8):2434-2438)；または
下垂体卵胞刺激ホルモンの分泌の抑制(Biol Reprod 2000 Sep;63(3):865-871)を測定する
ことにより、in vitroでアッセイすることができる。アデノシンデアミナーゼ活性を、プ
リン異化を測定することによりin vitroでアッセイすることができる(Mol Cell Biol 198
5 Apr; 5(4):762-767)。アジポジン機能を、アジポジンにより刺激されたマウスメラノー
マ細胞におけるcAMPの蓄積を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる
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(Hum Mol Genet 1995 Feb; 4(2):223-230)。
【０２８４】
　ASP機能を、マウスメラノーマ細胞におけるα-MSHにより刺激されたcAMPの蓄積の阻害
を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(Hum Mol Genet 1995 Feb;
 4(2):223-230)。ミエリンを、MAPキナーゼによるそのリン酸化(J Neurochem 1999 Sep; 
73(3): 1090-1097)；またはニューロン間のシナプス信号に対するその作用(Eur Neurol. 
1988; 28(2): 57-63)の測定により、in vitroでアッセイすることができる。ミエリン塩
基性タンパク質を、MAPキナーゼによるそのリン酸化(J Neurochem 1999 Sep; 73(3): 109
0-1097)；またはニューロン間のシナプス信号に対するその作用(Eur Neurol. 1988; 28(2
): 57-63)の測定により、in vitroでアッセイすることができる。コラーゲン機能を、in 
vitroコラーゲンフィブリル安定性アッセイ(Cell Mol Life Sci 2000 May; 57(5): 859-8
63)；またはin vitro細胞接着アッセイ(J Cell Biochem Oct. 1, 1997; 67(1): 75-83)を
用いて測定することができる。αグルコシダーゼを、発色人工基質p-ニトロフェニルα-D
-グルコシドの加水分解によりアッセイすることができる。Bergmeyer, H. U. (編) Metho
ds of Enzymatic Analysis, 第2版(英語版), 1, 459 (1974)。α-ガラクトシダーゼを、
発色人工基質p-ニトロフェニルα-D-グルコシドのp-ニトロフェノールおよびD-ガラクト
ースへの加水分解によりアッセイすることができる。Rietraら、(1975)「Fabryヘミ接合
体の組織における残存α-ガラクトシダーゼ活性の特性(Properties of the residual alp
ha-galactosidase activity in the tissues of a Fabry hemizygote)」 Clin Chim Acta
; 62(3): 401-13。α-L-イデュロニダーゼを、基質4-メチルウンベリフェリルα-L-イデ
ュロニドの加水分解を蛍光分析アッセイにおいて行うことによりアッセイすることができ
る(Hopwoodら、(1979), Clin Chim Acta.; 92: 257-65)；他のアッセイはThompson (1978
) 「α-L-イデュロニダーゼのアッセイのための基質(Substrates for the assay of alph
a-L-iduronidase)」、Clin Chim Acta; 89(3): 435-46に見出される。
【０２８５】
　アンギオポエチン1活性を、毛細管発芽アッセイを用いてin vitroでアッセイすること
ができる(Curr Biol Apr. 23, 1998; 8(9): 529-532)。アンギオポエチン2活性を、毛細
管発芽アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(Curr Biol Apr. 23, 1998
; 8(9): 529-532)。アンギオスタチンを、内皮増殖アッセイにおいてアッセイすることが
できる(「ヒトアンギオスタチンのクリングルドメイン(Kringle domains of Human Angio
statin)」、Caoら、(1996) J. Biol. Chem. 271 29461-29467)。ADMP活性を、背側化因子
ノギン、グースコイドまたはフォリスタチンを下方調節するその能力を測定することによ
り、in vitroでアッセイすることができる(Development 1995 Dec;121(12): 4293-4301)
。TRAILを、アポトーシスアッセイ(TRAIL-R2：TRAILの新規アポトーシス媒介受容体、Wal
czakら、(1996) EMBOJ 16: 5386-5397)においてアッセイすることができる。アレステン
機能を、内皮細胞増殖、移住、管形成、およびMatrigel新血管形成を阻害するその能力を
測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(Cancer Res May 1, 2000;60
(9): 2520-6)。アリールスルファターゼB活性を、N-アセチル-D-ガラクトサミンの硫酸塩
の加水分解のin vitroでの測定によりアッセイすることができる(J Biol Chem Feb. 25, 
1990; 265(6): 3374-3381)。アスパラギナーゼ活性を、アスパラギナーゼ酵素アッセイを
用いてin vitroでアッセイすることができる(Anal Biochem Apr. 10, 2000; 280(1): 42-
45)。rBPI活性を、抗細菌アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(J Biol
 Chem Nov. 5, 1987;262(31): 14891-14894)。
【０２８６】
　BDNFを、神経増殖およびシナプス活性アッセイにおいてアッセイすることができる(BDN
Fは海馬細胞培養物における神経増殖およびシナプス活性を増強する。Bartrupら、(1997)
 Neuroreport 1; 8(17): 3791-4 Daniels L B, Glew R H, Radin N S, Vunnam R R)。B-
グルコセレブロシダーゼを、β-グルコシダーゼの供給源として肝臓を用いるコンジュリ
トール-β-エポキシドを用いるGaucher's病に関する蛍光分析アッセイを用いてアッセイ
することができる(Clin Chim Acta. Sep. 25, 1980; 106(2): 155-63; Johnson W G, Gal
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 A E, Miranda A F, Pentchev P G.「成人のGaucher病の診断：皮膚線維芽細胞における
、新規発色基質、2-ヘキサデカノイルアミノ-4-ニトロフェニル-β-D-グルコピラノシド
の使用(Diagnosis of adult Gaucher disease: use of a new chromogenic substrate, 2
-hexadecanoylamino-4-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside, in cultured skin fibrob
lasts.)」、Clin Chim Acta. Mar. 14, 1980;102(1): 91-7)。BMP-2を、Wang, E. Aら、
「組換えヒト骨形態形成タンパク質は骨形成を誘導する(Recombinant human bone morpho
genetic protein induces bone formation.)」、Proc. Nat.Acad. Sci. 87: 2220-2224,1
990により記載されたようにアッセイすることができる。BT-SD機能を、スーパーオキシド
ジスムターゼアッセイを用いることによりアッセイすることができる(Nucleic Acids Res
 Mar. 25, 1985; 13(6): 2017-34)。BRCA1活性を、p21 WAF1/CIP1の発現における変化を
測定することによりアッセイすることができる(Oncogene Jun. 11, 1998;16(23): 3069-8
2)。BRCA2活性を、p21 WAF1/CIP1の発現における変化を測定することによりアッセイする
ことができる(Oncogene Jun. 11, 1998;16(23): 3069-82)。CGRPの血管拡張活性を、Phar
macol Res. 1999 Mar; 39(3): 217-20に記載の大動脈輪血管拡張アッセイを用いてアッセ
イすることができる；内皮細胞および骨芽細胞増殖活性をin vitroで測定することができ
る(Eur J Pharmacol. Dec. 15, 2000; 409(3): 273-8; Proc Natl Acad Sci U.S.A. 1990
 May; 87(9): 3299-303)。
【０２８７】
　カルレチクリン活性を、カルシウム画像化アッセイを用いてin vitroで測定することが
できる(Cell. Sep. 8, 1995; 82(5): 765-71)。CD4機能を、gp120結合(Viral Immunol 20
00; 13(4): 547-554)；またはgp120結合後の単球応答トムサイトカインの変化(J Immunol
 Oct. 15, 1998; 161(8): 4309-4317)を測定することにより、in vitroでアッセイするこ
とができる。CD40リガンドを、Hollenbaugh Dら、「TNF遺伝子ファミリーのメンバーであ
るヒトT細胞抗原gp39は、CD40受容体のリガンドである：B細胞共刺激活性を有する可溶性
形態のgp39の発現(The human T cell antigen gp39, a member of the TNF gene family,
 is a ligand for the CD40 receptor: expression of a soluble form of gp39 with B 
cell co-stimulatory activity.)」、EMBO J. 1992 Dec; 11(12): 4313-21により記載さ
れたようにアッセイすることができる。ケモカイン結合タンパク質を、受容体結合アッセ
イを用いてアッセイすることができる(J Biol Chem May 9, 1997; 272(19): 12495-12504
)。CNTFを、神経増殖および生存アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(
EMBO J. Apr. 2, 2001; 20(7) 1692-1703)。コントルトロスタチン活性を、インテグリン
αβ3およびαβ5への結合、血小板凝集の阻害、ならびにフィブロネクチンおよびビトロ
ネクチンへの癌細胞接着の阻害を測定することにより、in vitroで測定することができる
(Arch Biochem Biophys Mar. 15, 2000;375(2): 278-288)。CRF結合タンパク質の活性を
、CRF結合アッセイを用いて測定することができる(Peptides Jan. 22, 2001; 22(1): 47-
56)。
【０２８８】
　CTLA4活性を、T細胞活性化アッセイを用いて測定することができる(J Immunol Mar. 1,
 2001; 166(5): 3143-3150)。デコリン機能を、in vitroコラーゲンフィブリル安定性ア
ッセイ(Cell Mol Life Sci 2000 May;57(5): 859-863)；またはin vitro細胞接着アッセ
イ(J Cell Biochem Oct. 1, 1997;67(1): 75-83)を用いて測定することができる。Del-1
機能を、αβ3インテグリン接着アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(
Genes Dev Jan. 1, 1998; 12(1): 21-33)。デスモテプラーゼを、Wallen, P.,「プラスミ
ノーゲンの生化学(Biochemistry of plasminogen.)」、Kline D. L., Reddy, K.N. N.,(
編),「繊維素溶解(Fibrinolysis.)」、Boca Raton, FL: CRC Press,1980: 1-25; Saksela
, O., Rifkin, D. B.,「細胞に関連するプラスミノーゲンの活性化：調節および生理学的
機能(Cell-associated plasminogen activation: Regulation and physiological functi
ons.)」、Annu Rev Cell Biol 1988; 4: 93-126; Womack C J, Ivey F M, Gardner A W, 
Macko R F,「末梢動脈疾患を有する患者における急性運動に対する繊維素溶解応答(Fibri
nolytic response to acute exercise in patients with peripheral arterial disease.
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)」、Med Sci Sports Exerc 2001 Feb; 33(2): 214-9により記載のようにアッセイするこ
とができる。DNase活性を、J Biochem (Tokyo). 1982 Oct; 92(4): 1297-303に記載のDNA
分解アッセイを用いて測定することができる。エクトアピラーゼ活性を、エクトアピラー
ゼアッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(J Biol Chem Sep. 18, 1998; 
273(38): 24814-24821)。EGFを、細胞増殖アッセイを用いてアッセイすることができる(J
 Biol Chem Mar. 31, 1995; 270(13): 7495-500)。EMAP II活性を、毛細管発芽アッセイ
を用いてin vitroでアッセイすることができる(Curr Biol Apr. 23, 1998; 8(9): 529-53
2)。FGF-1を、細胞増殖アッセイ：Cell, vol.50, no.5, pp.729-737 (Aug. 1987). Proc 
Natl Acad Sci U.S.A, vol.86, no.3, pp.802-806 (1989)を用いてアッセイすることがで
きる。FGF-2を、NR6R-3T3細胞を用いる増殖アッセイを用いてアッセイすることができる(
Rizzino 1988 Cancer Res. 48: 4266)。フィブロラーゼ活性を、繊維素溶解アッセイを用
いてin vitroでアッセイすることができる(Thromb Res May 15, 1994; 74(4): 355-367)
。FLT3を、Flt-3により形質転換されたプロB細胞系を用いる増殖アッセイにおいてアッセ
イすることができる(Hannum 1994 Nature 368: 643)。
【０２８９】
　フォリトロピン活性を、FSH受容体を発現する細胞におけるcAMP産生を測定することに
より、in vitroでアッセイすることができる(J Reprod Immunol 2001 Jan; 49(1): 1-19)
。GDNF活性を、GDNF処理に応答するRetチロシンリン酸化の増加を測定することにより、i
n vitroでアッセイすることができる(Mol Cell Biol Mar. 15, 1995; (3): 1613-1619)。
ゲルソリン活性を、アクチンのタンパク質溶解を測定することにより、in vitroでアッセ
イすることができる(Nature 1987 Jan 22-28; 325(6102): 362-364)。GGF2活性を、ヒト
ラブドミオサルコーマ細胞におけるERBB受容体チロシンキナーゼの活性化を測定すること
によりin vitroで測定することができる(Int J Cancer Jul. 1, 2000;87(1): 29-36)。
【０２９０】
　グルカゴンのグルコース生成活性は、高親和性グルカゴン受容体により媒介される。組
換えグルカゴンの生物学的活性を、直接結合アッセイにより評価することができる(Scien
ce Mar. 12, 1993; 259(5101): 1614-6)。HBNF活性を、神経突起伸長アッセイを用いてin
 vitroでアッセイすることができる(J Biol Chem Oct. 27, 1995; 270(43): 25992-25999
)。hCG受容体結合および活性化を測定して、組換えhCGの生物学的活性を評価することが
できる(J Biol Chem Oct. 5, 1993; 268(28): 20851-4)。熱ショックタンパク質を、マウ
スにおける2つのUV誘導性癌腫モデルでのHSP-ペプチド複合体の投与によりアッセイする
ことができる(米国特許第5,837,251号)。インターロイキン1を、1)YT-NCIまたはC3H/HeJ
細胞におけるIL-1受容体への結合(Carterら、Nature 344: 633-638, 1990)；2)内皮細胞-
白血球接着の誘導(Carterら、Nature 344: 633-638, 1990)；3)A375-C6細胞上での増殖ア
ッセイ(Murai Tら、J. Biol. Chem. 276: 6797-6806, 2001)；D10S増殖：Orencole & Din
arello (1989) Cytokine 1, 14-20によりアッセイすることができる。IL-1raを、1)YT-NC
IまたはC3H/HeJ細胞におけるIL-1受容体へのIL-1の結合に関する競合(Carterら、Nature 
344: 633-638, 1990)；2)IL-1により誘導された内皮細胞-白血球接着の阻害(Carterら、N
ature 344: 633-638, 1990)；3)IL-1の抗増殖作用に高度に敏感なヒトメラノーマ細胞系
であるA375-C6細胞上での増殖アッセイ(Murai Tら、J. Biol. Chem. 276: 6797-6806, 20
01)によりアッセイすることができる。IL-10を、1)NK細胞へのIL-10の結合(Carson WEら
、Blood 85: 3577-3585, 1995)；2)マクロファージによるTNF-α産生の阻害(Riley J Kら
、J. Biol. Chem. 274: 16513-16521, 1999)；3)マクロファージ増殖の阻害(O'Farrell A
-Mら、EMBO 17: 1006-1018, 1998)；MC-9増殖：Thompson-Snipesら、(1991) J. Exp. Med
. 173, 507-510によりアッセイすることができる。IL-11を、造血細胞増殖アッセイにお
いてアッセイすることができる。「インターロイキン-11はin vitroでヒト巨核球産生を
増強する(Interleukin-11 enhances human megakaryocytopoiesis in vitro.)」、Blood.
 Jan. 15, 1992; 79(2): 327-31。「液体懸濁培養物中のマウス造血前駆細胞の増殖に対
する幹細胞因子およびインターロイキン6またはインターロイキン11の相乗作用(Synergis
tic effects of stem cell factor and interleukin 6 or interleukin 11 on the expan
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sion of murine hematopoietic progenitors in liquid suspension culture.)」、Stem 
Cells. 1995 Jul; 13(4): 404-13; B9-11 proliferation: Luら、(1994) J immunol. Met
hods 173, 19。IL-12を、ナチュラルキラー(NK)細胞細胞毒性アッセイおよびインターフ
ェロンγ(IFN-γ)放出アッセイにおいてアッセイすることができる。「生来の免疫におけ
るIL-12シグナリングの2型NOシンターゼに関する要件(Requirement for type 2 NO synth
ase for IL-12 signaling in innate immunity)」、Science 284: 951-955, 1999; 「KIT
-225増殖(KIT-225 proliferation)」: Horiら、(1987), Blood 70, 1069-1078。
【０２９１】
　IL18結合タンパク質活性を、初期Th1応答を阻害するその能力を測定することによりin 
vitroでアッセイすることができる(Immunity 1999 Jan; 10(1): 127-136)。IL2-ジフテリ
ア毒素キメラ機能を、細胞毒性アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(E
xp Hematol 2000 Dec; 28(12): 1390-1400)。IL-4を、正常なTリンパ球中での細胞毒性ア
ッセイにおいてアッセイすることができる(PMID: 8144944);「CD23発現のRAMOS増加(RAMO
S Augmentation of CD23 expression)」:Siegel & Mostowski (1990) J Immunol Methods
 132, 287-295。IL-4受容体活性を、TF-1細胞のIL-4依存的増殖を阻害する能力により測
定することができる(Kitamura, Tら、1989, J. Cell. PPhysiol. 140:323)。IL-8を、IL8
R担持細胞におけるカルシウム還流をモニターするアッセイにおいてアッセイすることが
できる(Holmesら、(1991) Science 253, 1278-80)。インターフェロンγは、EMCウイルス
に感染したHela細胞を用いる抗ウイルスアッセイにおける活性を測定することができる(M
eager, A. 1987, 「リンホカインおよびインターフェロン(Lymphokines and Interferons
)」、A Practical Approach, Clemens, MJら(編)、IRL Press, p. 129)；ヒト結腸直腸癌
細胞系COLO 205上でのMHCクラスII発現の調節を測定することができる(GibsonおよびKram
er, 1989, J. Immunol. Methods, 125: 105-113)。
【０２９２】
　インターフェロンω活性を、in vitro抗ウイルスアッセイを用いて測定することができ
る(J Med Microbiol 1998 Nov; 47(11): 1015-8)。IP-10活性を、ラット動脈平滑筋細胞
走化性アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(J Biol Chem Sep. 27, 19
96; 271(39): 24286-24293)。IL-3活性を、造血細胞分化アッセイを用いてin vitroで測
定することができる(Science 1985; 228(4701): 810-815)。KGF-1活性を、上皮細胞増殖
アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(Proc Natl Acad Sci U.S.A. 198
9 Feb; 86(3): 802-806)。キストリン活性を、冠動脈血栓症のイヌモデルにおいて組換え
組織型プラスミノーゲン活性化因子(rt-PA)の投与に関連する血栓溶解、再閉塞、および
出血をアッセイすることにより、in vitroでアッセイすることができる(Circulation 199
1 Mar; 83(3): 1038-1047)。Kunitzプロテアーゼ阻害剤1活性を、HGF活性化因子に対する
阻害活性を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(J Biol Chem Mar
. 7, 1997; 272(10): 6370-6376)。ラクトトランスフェリン活性を、in vitroウイルス阻
害アッセイ(J Med Microbiol 1998 Nov; 47(11): 1015-8)、および抗微生物アッセイ(J C
lin Invest Sep. 1, 1998; 102(5): 874-80)を用いて測定することができる。レプチンを
、ob/obマウスにおける食物摂取のin vivoでの調節、体重の減少、ならびにインスリンお
よびグルコースレベルの低下、ラジオイムノアッセイ(RIA)ならびに細胞に基づくアッセ
イにおけるレプチン受容体の活性化によりアッセイすることができる(Protein Expr Puri
f 1998 Dec; 14(3): 335-42)。LIF活性を、造血細胞分化アッセイを用いてin vitroで測
定することができる(Science 1985; 228(4701): 810-815)。LFA-3活性を、T細胞機能を阻
害するその能力を測定することによりin vitroでアッセイすることができる(JExp Med Ju
l. 1, 1993;178(1): 211-222)。Lysプラスミノーゲン活性を、in vitro繊維素溶解アッセ
イを用いて測定することができる(J Biol Chem Dec. 25, 1992; 267(36): 26150-6)。
【０２９３】
　マスピン活性を、in vitro血管新生アッセイを用いて測定することができる(Nat Med 2
000 Feb; 6(2): 196-9)。メチオニナーゼ活性を、Itoら(J Biochem (Tokyo), 1975 Nov; 
78(5): 1105-1107)により記載されたようにin vitroでアッセイすることができる。MTP活
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性を、apoB含有リポタンパク質分泌アッセイを用いることによりin vitroでアッセイする
ことができる(J Biol Chem Sep. 2, 1994; 269(35): 21951-21954)。NGF活性を、培養中
の交感神経ニューロンにおけるCREB転写因子活性化の測定によりアッセイすることができ
る(Science Dec. 17, 1999;286(5448): 2358-2361)。中性エンドペプチダーゼ活性を、ボ
ンベシン様ペプチドのタンパク質溶解を測定することによりin vitroでアッセイすること
ができる(Proc NatlmAcad Sci U.S.A. Dec. 1, 1991; 88(23): 10662-10666)。NIF活性を
、多形核球白血球接着アッセイを用いてin vitroでアッセイすることができる(Mol Pharm
 1999 Nov; 56(5): 926-932)。ノギン活性を、HeLa細胞のTNF刺激に対するTNF受容体応答
を測定することによりアッセイすることができる(J Biol Chem Feb. 28, 1997; 272(9): 
5861-5870)。NT-3活性を、無血清規定培地中で増殖させた培養NC前駆細胞を増殖させるそ
の能力を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(Proc Natl Acad Sc
i U.S.A Mar. 1, 1992; 89(5): 1661-1665)。OP-1活性を、胎児ラット頭蓋冠細胞におけ
るVEGF発現を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(Mol Cell Endo
crinol Jul. 20, 1999;153(1-2): 113-124)。オステオプロテゲリン活性を、破骨細胞形
成に関する同時培養アッセイ、胎児長骨器官培養系を用いる骨再吸収アッセイ、象牙質再
吸収アッセイ、または線維芽細胞増殖アッセイを用いてin vitroでアッセイすることがで
きる(FASEB J. 1998;12: 845-854)。血漿PAFアセチルヒドロラーゼ活性を、Stafforiniら
(Stroke 1997 Dec; 28(12): 2417-20)の方法により決定することができる。
【０２９４】
　パチェッド(patched)機能を、そのリガンド、ソニックヘッジホッグの結合を測定する
ことにより、in vitroでアッセイすることができる(Nature Nov. 14, 1996; 384(6605): 
129-134)。PDGF活性を、PDGF受容体上でチロシンリン酸化を誘導するその能力を測定する
ことにより、in vitroでアッセイすることができる(J Biol Chem May 25, 1989;264(15):
 8905-8912)。PEDF機能を、神経突起伸長アッセイを用いてin vitroでアッセイすること
ができる(J Biol Chem Oct. 27, 1995; 270(43): 25992-25999)。プラスミノーゲン活性
化因子阻害剤を、Wallen, P.,「プラスミノーゲンの生化学(Biochemistry of plasminoge
n.)」、Kline D. L., Reddy, K. N. N.,(編)、Fibrinolysis. Boca Raton, FL: CRC Pres
s, 1980: 1-25; Saksela, O., Rifkin, D. B.,「細胞に関連するプラスミノーゲン活性化
：調節および生理学的機能(Cell - associated plasminogen activation: Regulation an
d physiological functions.)」、Annu Rev Cell Biol 1988; 4: 93-126; Womack C J, I
vey F M, Gardner A W, Macko R F,「末梢動脈疾患を有する急性運動患者に対する繊維素
溶解応答(Fibrinolytic response to acute exercisein patients with peripheral arte
rial disease.)」、Med Sci Sports Exerc 2001 Feb; 33(2): 214-9により記載されたよ
うにアッセイすることができる。PGP活性を、胎児肝臓チロシンキナーゼ-3および顆粒球
コロニー刺激因子のアゴニズムを測定することにより、in vitroでアッセイすることがで
きる(Exp Hematol 2001 Jan; 29(1): 41-50)。PMP活性を、骨髄、固定化された末梢血前
駆細胞、または臍帯から精製されたCD43+細胞において巨核球産生を誘導する能力を測定
することにより、in vitroでアッセイすることができる(J Hematother 1999 Apr; 8(2): 
199-208)。プロサプチド効力を、糖尿病ラットを用いる複数回投与計画を介して測定する
ことができる(Anesthesiology 2000 Nov; 93(5): 1271-8)。
【０２９５】
　in vitroでのランピルナーゼ活性を、リボヌクレアーゼおよび細胞毒性活性アッセイを
用いることによりアッセイすることができる(J Mol Biol Apr. 19, 1996; 257(5): 992-1
007)。リラクシン活性を、in vitroアッセイにおけるKCl誘導ラット子宮収縮の阻害を用
いてin vitroでアッセイすることができる(Can J Physiol Pharmacol 1981 May; 59(5): 
507-12)。レチナールS-抗原活性を、ロッド光受容体細胞中でサイクリックGMPにより開か
れるチャンネルの活性を測定することにより、in vitroでアッセイすることができる(J B
iol Chem Nov. 25, 1994; 269(47): 29765-29770)。RhLH活性を、RhLH刺激に応答する単
離されたブタ莢膜細胞におけるFura-2蛍光を測定することにより、in vitroでアッセイす
ることができる(Endocrinology 2000 Jun; 141(6): 2220-2228)。サルプラーゼ活性を、
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プラスミノーゲン切断アッセイを用いてin vitroで測定することができる(J Biol Chem J
an. 18, 2001; 電子刊行物は印刷前)。1型補体受容体を、C3bおよびC4b結合を測定するこ
とによりin vitroでアッセイすることができる(J Exp Med Nov. 1, 1988; 168(5): 1699-
1717)。
【０２９６】
　ソニックヘッジホッグ機能を、パチェッドへのその結合を測定することによりin vitro
でアッセイすることができる(Nature 1996 Nov. 14; 384(6605): 129-134)。スタフィロ
キナーゼ活性を、プラスミノーゲン切断アッセイを用いてin vitroで測定することができ
る(J Biol Chem Jan. 18, 2001; 電子刊行物は印刷前)。SCF活性を、肥満細胞生存、増殖
、または前炎症サイトカインの産生を測定することによりアッセイすることができる(Imm
unol Rev 2001 Feb; 179: 57-60)。ストレプトキナーゼ活性を、プラスミノーゲン活性化
アッセイを用いてin vitroで測定することができる(J Biol Chem Jan. 18, 2001; 電子刊
行物は印刷前)。スーパーオキシドジスムターゼ活性を、スーパーオキシドジスムターゼ
を用いてin vitroでアッセイすることができる(Nucleic Acids Res Mar. 25, 1985; 13(6
): 2017-34)。T1/ST2機能を、Th2細胞活性化アッセイを用いてin vitroでアッセイするこ
とができる(J Immunol Mar. 1, 2001; 166(5): 3143-3150)。TGFβ1活性を、FGF-2の誘導
を介する腎臓線維芽細胞増殖の誘導を測定することにより、in vitroでアッセイすること
ができる(Kidney Int 2001 Feb; 59(2): 579-592)。TGFβ2機能を、iNOS転写の阻害を測
定することにより、in vitroでアッセイすることができる(Inflamm Res 1997 Sep; 46(9)
: 327-331)。TGF-β3を、プロスタグランジンE2(PGE2)の産生の刺激および器官培養物中
の新生児マウス頭蓋冠における骨再吸収(PNAS USA 1985 Jul; 82(13): 4535-4538)、また
はコラーゲン、オステオポンチン、オステオネクチン、およびアルカリホスファターゼの
合成の刺激、ならびに骨芽細胞様細胞における複製を刺激する能力(J Biol Chem 1987;26
2: 2869, J Biol Chem 1988; 263: 13916, J Cell Biol 1988; 106: 915, J Cell Physio
l 1987; 133: 426, Endocrinology 1987; 121: 212, Endocrinology 1986;19: 2306,およ
びJ Cell Biol 1987; 105: 457)についてアッセイすることができる。
【０２９７】
　トロンボポエチン(TPO)をアッセイして、巨核球の増殖および分化の調節を決定するこ
とができる(Mol Cell Biol 2001 Apr; 21(8): 2659-2670; Exp Hematol 2001 Jan; 29(1)
: 51-58; Leukemia 2000 Oct; 14(10): 1751-1756)。Tie-2/Tek機能を、アンギオポエチ
ンによる刺激に応答するそのリン酸化を測定することによりアッセイすることができる(I
nt Immunol 1998 Aug; 10(8): 1217-1227)。組織因子経路阻害剤を、第Xa因子の不活性化
および外来性凝集経路のVIIa-組織因子複合体の阻害についてアッセイすることができる(
J Biol Chem May 5, 1998; 263(13): 6001-6004; Thromb Haemost 1998; 79(2): 306-309
)。TNF結合タンパク質活性を、HeLa細胞のTNF刺激に応答するPIP5K活性化の阻害を測定す
ることによりアッセイすることができる(J Biol Chem Feb. 28, 1997; 272(9): 5861-587
0)。TNF受容体活性を、HeLa細胞のTNF刺激に応答するPIP5K活性化の増加を測定すること
によりアッセイすることができる(J Biol Chem Feb. 28, 1997;272(9): 5861-5870)。t-P
Aを、Wallen, P.,「プラスミノーゲンの生化学(Biochemistry of plasminogen.)」、Klin
e D. L., Reddy, K. N. N.,(編)、Fibrinolysis. Boca Raton, FL: CRC Press, 1980: 1-
25; Saksela, O., Rifkin, D. B.,「細胞に関連するプラスミノーゲン活性化：調節およ
び生理学的機能(Cell - associated plasminogen activation: Regulation and physiolo
gical functions.)」、Annu Rev Cell Biol 1988; 4: 93-126; Womack C J, Ivey F M, G
ardner A W, Macko R F,「末梢動脈疾患を有する急性運動患者に対する繊維素溶解応答(F
ibrinolytic response to acute exercisein patients with peripheral arterial disea
se.)」、Med Sci Sports Exerc 2001 Feb; 33(2): 214-9に記載のようにアッセイするこ
とができる。IFN-τ活性を、発情周期の13日目に雌羊から調製された子宮内膜の培養外植
片における酸性70 kDタンパク質のIFN-τにより誘導される産生を測定することにより、i
n vitroでアッセイすることができる(Mol Endocrinol 1990 Oct; 4(10): 1506-1514)。
【０２９８】
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　トロポニンI活性を、ミオフィブリル結合アッセイを用いてin vitroでアッセイするこ
とができる(J Muscle Res Cell Motil 1999 Nov; 20(8): 755-760)。尿酸酸化酵素活性を
、尿酸のウリカーゼ触媒性酸化に関するアッセイを用いて(Anal Chem May 15, 1999; 71(
10): 1928-1934)；または組換え尿酸酸化酵素の免疫アッセイにより(J Pharm Sci 1996 S
ep; 85(9): 955-959)、in vitroでアッセイすることができる。ウロキナーゼ活性を、プ
ラスミノーゲン切断アッセイを用いてin vitroで測定することができる(Sazonovaら、J B
iol Chem Jan. 18, 2001,電子刊行物は印刷前)。VEGF-1活性を、内皮細胞増殖アッセイを
用いてin vitroでアッセイすることができる(Proc Natl Acad Sci U.S.A. 1989 Feb; 86(
3): 802-806)。ビスクミンの活性を、顆粒球および好中球活性化アッセイを用いてアッセ
イすることができる(Anticancer Res 1999 Jul-Aug; 19(4B): 2925-2928;およびJ Leukoc
 Biol 2000 Dec; 68(6): 845-853)。
【０２９９】
免疫グロブリンに基づくリガンドの調製
　本発明に従う本明細書に記載の結合リガンド(例えば、dAb)を、scFv、「ファージ」抗
体および他の操作された抗体分子の調製について、抗体操作の分野で用いられる、以前に
確立された技術に従って調製することができる。抗体の調製のための技術は、例えば、以
下の総論およびそこに引用される参考文献に記載されている：Winter & Milstein, (1991
) Nature 349:293-299; Pluckthun (1992) Immunological Reviews 130:151-188; Wright
ら、(1992) Crti. Rev. Immunol.12:125-168; Holliger, P. & Winter, G. (1993) Curr.
 Op. Biotechn. 4, 446-449; Carterら、(1995) J. Hematother. 4, 463-470; Chester, 
K.A. & Hawkins, R.E. (1995) Trends Biotechn. 13, 294-300; Hoogenboom, H.R. (1997
) Nature Biotechnol. 15, 125-126; Fearon, D. (1997) Nature Biotechnol. 15, 618-6
19; Pluckthun, A. & Pack, P. (1997) Immunotechnology 3, 83-105; Carter, P. & Mer
chant, A.M. (1997) Curr. Opin. Biotechnol. 8, 449-454; Holliger, P. & Winter, G.
 (1997) Cancer Immunol. Immunother. 45,128-130。
【０３００】
　所望の特異性を有する抗体可変ドメインの選択に用いられる好適な技術は、当業界で公
知のライブラリーおよび選択手順を用いる。ヒトB細胞から収穫した再整列されたV遺伝子
を用いる天然ライブラリー(Marksら、(1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Vaughanら、(19
96) Nature Biotech., 14: 309)は当業者にはよく知られている。合成ライブラリー(Hoog
enboom & Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381; Barbasら、(1992) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 89: 4457; Nissimら、(1994) EMBO J., 13: 692; Griffithsら、(1994) EM
BO J., 13: 3245; De Kruifら、(1995) J. Mol. Biol., 248: 97)を、通常はPCRを用いて
、免疫グロブリンV遺伝子をクローニングすることにより調製する。PCRプロセスにおける
誤差は、高程度の無作為化を誘導し得る。VHおよび／またはVLライブラリーを、標的抗原
またはエピトープに対して個別に選択することができ、その場合、単一ドメイン結合を直
接選択するか、または一緒に選択する。
【０３０１】
ライブラリーベクター系
　本発明における使用にとって好適である様々な選択系が、当業界で公知である。そのよ
うな系の例を以下に記載する。
【０３０２】
　バクテリオファージλ発現系を、バクテリオファージプラークとして、または溶原菌の
コロニーとして、両方とも以前に記載されたように(Huseら(1989) Science, 246: 1275; 
CatonおよびKoprowski (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87; Mullinaxら(1990) 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87: 8095; Perssonら(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A., 88: 2432)、直接スクリーニングすることができ、本発明において有用である。
そのような発現系を用いて、最大106個の異なるメンバーのライブラリーをスクリーニン
グすることができるが、これらは実はより多い数(106個を超えるメンバー)のスクリーニ
ングには適していない。ライブラリーの構築において特に有用なものは、核酸を、それが
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発現するポリペプチドに連結することができる選択ディスプレイ系である。本明細書で用
いる場合、選択ディスプレイ系は、好適なディスプレイ手段により、一般的および／また
は標的リガンドの結合により、ライブラリーの個々のメンバーの選択を可能にする系であ
る。
【０３０３】
　大ライブラリーの所望のメンバーを単離するための選択プロトコルは、ファージディス
プレイ技術により典型化されるように、当業界で公知である。多様なペプチド配列を繊維
性バクテリオファージの表面上にディスプレイするそのような系(ScottおよびSmith (199
0) Science, 249: 386)は、標的抗原に結合する特異的抗体フラグメントのin vitroでの
選択および増幅のための抗体フラグメント(およびそれらをコードするヌクレオチド配列)
のライブラリーを作製するのに有用であることが示された(McCaffertyら、WO 92/01047)
。可変領域をコードするヌクレオチド配列を、大腸菌のペリプラズム空間にそれらを指向
させるリーダーシグナルをコードする遺伝子断片に連結し、結果として、得られた抗体フ
ラグメントを、典型的にはバクテリオファージ外被タンパク質(例えば、pIIIまたはpVIII
)への融合物としてバクテリオファージの表面上にディスプレイさせる。あるいは、抗体
フラグメントを、λファージキャプシド(ファージ体)上に外部的にディスプレイさせる。
ファージに基づくディスプレイ系の利点は、それらが生物系であるため、選択されたライ
ブラリーメンバーを、細菌細胞中で選択されたライブラリーメンバーを含むファージを増
殖させることにより簡単に増幅させることができることである。さらに、ポリペプチドラ
イブラリーメンバーをコードするヌクレオチド配列はファージまたはファージミドベクタ
ー上に含まれるため、配列決定、発現およびその後の遺伝子操作は比較的容易である。
【０３０４】
　バクテリオファージ抗体ディスプレイライブラリーおよびλファージ発現ライブラリー
の構築のための方法は、当業界でよく知られている(McCaffertyら(1990) Nature, 348: 5
52; Kangら、(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88: 4363; Clacksonら、(1991) N
ature, 352: 624; Lowmanら、(1991) Biochemistry, 30: 10832; Burtonら、(1991) Proc
. Natl. Acad. Sci U.S.A., 88: 10134; Hoogenboomら、(1991) Nucleic Acids Res., 19
: 4133; Changら、(1991) J. Immunol., 147: 3610; Breitlingら、(1991) Gene, 104: 1
47; Marksら、(1991)上掲; Barbasら、(1992) 上掲; HawkinsおよびWinter (1992) J. Im
munol., 22: 867; Marksら、1992, J. Biol. Chem., 267: 16007; Lernerら、(1992) Sci
ence, 258: 1313,参照により本明細書に組み入れられるものとする)。
【０３０５】
　1つの特に有利な手法はscFvファージライブラリーの使用であった(Hustonら、1988, Pr
oc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 85: 5879-5883; Chaudharyら(1990) Proc. Natl. Acad. S
ci U.S.A., 87: 1066-1070; McCaffertyら(1990) 上掲; Clacksonら(1991) Nature, 352:
 624; Marksら(1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Chiswellら(1992) Trends Biotech., 1
0: 80; Marksら(1992) J. Biol. Chem., 267)。バクテリオファージ外被タンパク質上に
ディスプレイされたscFvライブラリーの様々な実施形態が記載されてきた。例えば、WO96
/06213およびWO92/01047 (Medical Research Councilら)ならびにWO97/08320 (Morphosys
)に記載のような、ファージディスプレイ手法の改良版も公知である。
【０３０６】
　ポリペプチドのライブラリーを作製するための他の系は、ライブラリーメンバーのin v
itroでの合成のための無細胞酵素機構の使用を含む。1つの方法においては、標的リガン
ドおよびPCR増幅に対する選択のラウンドを変化させることにより、RNA分子を選択する(T
uerkおよびGold (1990) Science, 249: 505; EllingtonおよびSzostak (1990) Nature, 3
46: 818)。同様の技術を用いて、所定のヒト転写因子に結合するDNA配列を同定すること
ができる(ThiesenおよびBach (1990) Nucleic Acids Res., 18: 3203; BeaudryおよびJoy
ce (1992) Science, 257: 635; WO92/05258ならびにWO92/14843)。同様の方法で、in vit
roでの翻訳を用いて、大ライブラリーを作製するための方法としてポリペプチドを合成す
ることができる。一般的には、安定化されたポリソーム複合体を含むこれらの方法は、WO
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88/08453、WO90/05785、WO90/07003、WO91/02076、WO91/05058、およびWO92/02536にさら
に記載されている。WO95/22625およびWO95/11922 (Affymax)に開示されたものなどの、フ
ァージに基づくものではない代替的なディスプレイ系は、ポリソームを用いて選択のため
のポリペプチドをディスプレイするものである。
【０３０７】
　さらなるカテゴリーの技術は、遺伝子とその遺伝子産物との連結を可能にする人工区画
中のレパートリーの選択を含む。例えば、所望の遺伝子産物をコードする核酸を、油中水
乳濁液により形成されたマイクロカプセル中で選択することができる選択系が、WO 99/02
671、WO 00/40712およびTawfik & Griffiths (1998) Nature Biotechnol 16(7), 652-6に
記載されている。所望の活性を有する遺伝子産物をコードする遺伝子エレメントをマイク
ロカプセル中に区画化した後、転写および／または翻訳させて、該マイクロカプセル内で
その対応する遺伝子産物(RNAもしくはタンパク質)を産生させる。続いて、所望の活性を
有する遺伝子産物を産生する遺伝子エレメントを分類する。この手法は、様々な手段によ
り所望の活性を検出することにより、目的の遺伝子産物を選択する。
【０３０８】
ライブラリーの構築
　選択を意図されたライブラリーを、例えば、上記のような当業界で公知の技術を用いて
構築するか、または商業的な供給源から購入することができる。本発明において有用であ
るライブラリーは、例えば、WO99/20749に記載されている。一度、ベクター系を選択し、
目的のポリペプチドをコードする1個以上の核酸配列を該ライブラリーベクター中にクロ
ーニングすれば、当業者であれば発現の前に突然変異誘発を行うことにより、クローン化
された分子内で多様性を作製することができる；あるいは、コードされたタンパク質を上
記のように発現させ、選択した後、突然変異誘発およびさらなる選択ラウンドを行っても
よい。構造的に最適化されたポリペプチドをコードする核酸配列の突然変異誘発を、標準
的な分子的方法により実行する。特に有用なものは、ポリメラーゼ連鎖反応、またはPCR
である(MullisおよびFaloona (1987) Methods Enzymol., 155: 335、参照により本明細書
に組み入れられるものとする)。目的の標的配列を増幅するための熱安定性のDNA依存性DN
Aポリメラーゼにより触媒されるDNA複製の複数のサイクルを用いるPCRは、当業界でよく
知られている。種々の抗体ライブラリーの構築は、Winterら(1994) Ann. Rev. Immunolog
y 12, 433-55、およびそこに引用された参考文献で考察されている。
【０３０９】
　PCRを、鋳型DNA(少なくとも1 fg；より有用には、1～1000 ng)および少なくとも25 pmo
lのオリゴヌクレオチドプライマーを用いて実施する；プライマープールが重度に異種性
である場合、より大量のプライマーを用いるのが有利であり、各配列は該プールの小画分
の分子のみにより表され、量は後の増幅サイクル中で制限されるようになる。典型的な反
応混合物は、2μlのDNA、25 pmolのオリゴヌクレオチドプライマー、2.5μlの10X PCRバ
ッファー1(Perkin-Elmer, Foster City, CA)、0.4μlの1.25μM dNTP、0.15μl(または2.
5ユニット)のTaq DNAポリメラーゼ(Perkin Elmer, Foster City, CA)および脱イオン水を
含み、総量25μlにする。ミネラルオイルを上に載せ、PCRを、プログラム可能なサーマル
サイクラーを用いて実施する。PCRサイクルの各工程の長さおよび温度、ならびにサイク
ル数を、効果的なストリンジェンシー要件に従って調整する。アニーリングの温度および
タイミングを、プライマーが鋳型にアニーリングすると予想される効率および寛容される
不一致の程度の両方により決定する；明らかに、核酸分子を同時に増幅および突然変異誘
発する場合、少なくとも合成の最初のラウンドで不一致が必要である。プライマーアニー
リング条件のストリンジェンシーを最適化する能力は当業界で中程度の技術を有する者の
知識の範囲内にある。約30～72℃のアニーリング温度を用いる。鋳型分子の最初の変性を
通常、92～99℃で4分間行い、次いで変性(94～99℃で15秒～1分間)、アニーリング(上記
で考察されたように決定された温度；1～2分間)、および伸長(増幅産物の長さに応じて、
72℃で1～5分間)からなる20～40サイクルを行う。最後の伸長は一般的には72℃で4分間で
あり、次いで4℃で不定(0～24時間)工程を行う。
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【０３１０】
単一可変ドメインの結合
　一度選択すれば、本発明において有用なドメインを、共有および非共有方法などの、当
業界で公知の様々な方法により結合することができる。好ましい方法としては、例えば、
scFv分子との結合などの、記載のようなポリペプチドリンカーの使用が挙げられる(Bird
ら (1988) Science 242:423-426)。好適なリンカーの考察はBirdら、Science 242, 423-4
26; Hudsonら、Journal Immunol Methods 231 (1999) 177-189; Hudsonら、Proc Nat Aca
d Sci USA 85, 5879-5883に提供されている。リンカーは、2つの単一ドメインを相互作用
させる可撓性のものであるのが好ましい。1つのリンカーの例は、(Gly4Ser)nリンカー(式
中、n＝1～8、例えば、2、3、4、5または7)である。可撓性の低い、ダイアボディ中で用
いられるリンカーを用いることもできる(Holligerら、(1993) PNAS (USA) 90:6444-6448)
。一実施形態においては、用いられるリンカーは免疫グロブリンヒンジ領域ではない。
【０３１１】
　可変ドメインを、リンカー以外の方法を用いて結合させることができる。例えば、天然
もしくは操作されたシステイン残基を介して提供されたジスルフィド架橋の使用を利用し
て、VH-VH、VL-VLまたはVH-VLダイマーを安定化する(Reiterら、(1994) Protein Eng. 7:
697-704)か、または可変ドメイン間の接点を再モデリングすることにより、「フィット」
およびかくして、相互作用の安定性を改良することができる(Ridgewayら(1996) Protein 
Eng. 7:617-621; Zhuら(1997) Protein Science 6:781-788)。免疫グロブリンの可変ドメ
イン、および特に、抗体VHドメインを連結または安定化するための他の技術を好適に用い
ることができる。
【０３１２】
リガンドの特性評価
　リガンド(例えば、dAbモノマー、二重特異的リガンド)のその特異的抗原もしくはエピ
トープへの結合を、当業者であれば精通しているであろう方法により試験することができ
、例えば、ELISAが挙げられる。本発明の好ましい実施形態においては、結合を、モノク
ローナルファージELISAを用いて試験する。ファージELISAを、任意の好適な手順に従って
実施することができる：例示的なプロトコルを以下で説明する。
【０３１３】
　選択の各ラウンドで産生されたファージの集団を、選択された抗原またはエピトープへ
の結合をELISAによりスクリーニングして、「ポリクローナル」ファージ抗体を同定する
ことができる。次いで、これらの集団からの1個の感染細菌コロニーに由来するファージ
をELISAによりスクリーニングして、「モノクローナル」ファージ抗体を同定することが
できる。また、抗原またはエピトープへの結合について可溶性抗体フラグメントをスクリ
ーニングするのが望ましいが、これを、例えば、CまたはN末端タグに対する試薬を用いる
ELISAにより行うこともできる(例えば、Winterら(1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-
55およびそこに引用された参考文献を参照)。
【０３１４】
　選択されたファージモノクローナル抗体の多様性を、PCR産物のゲル電気泳動(Marksら
、1991,上掲; Nissimら、1994,上掲)、プロービング(Tomlinsonら、1992, J. Mol. Biol.
 227,776)またはベクターDNAの配列決定により評価することもできる。
【０３１５】
リガンドの構造
　可変ドメインを、例えば、本明細書に記載のファージディスプレイ技術を用いて選択さ
れたV遺伝子レパートリーから選択する場合、これらの可変ドメインは、それらが本明細
書に定義される特異的一般リガンドにより認識されるような普遍的フレームワーク領域を
含む。普遍的フレームワーク、一般リガンドなどの使用はWO99/20749に記載されている。
【０３１６】
　V遺伝子レパートリーを用いる場合、ポリペプチド配列中の変異は可変ドメインの構造
ループ内に位置するのが好ましい。いずれかの可変ドメインのポリペプチド配列を、DNA
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シャッフリングまたは突然変異により変化させて、それぞれの可変ドメインと、その相補
対との相互作用を増強することができる。DNAシャッフリングは当業界で公知であり、例
えば、Stemmer, 1994, Nature 370: 389-391および米国特許第6,297,053号(両方とも参照
により本明細書に組み入れられるものとする)により教示されている。突然変異誘発の他
の方法は当業者にはよく知られている。
【０３１７】
　一般的には、核酸分子および選択に必要なベクター構築物、リガンドの調製および形式
化を、Sambrookら(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r, USAなどの標準的な実験室マニュアルに説明されたように構築および操作することがで
きる。
【０３１８】
　典型的には、本発明において有用な核酸の操作を組換えベクター中で行う。
【０３１９】
　本明細書で用いられるベクターとは、異種DNAを、その発現および／または複製のため
に細胞中に導入するのに用いられる別のエレメントを指す。そのようなベクターを選択ま
たは構築し、続いて、使用する方法は、当業者にはよく知られている。細菌プラスミド、
バクテリオファージ、人工染色体およびエピソームベクターなどのいくつかのベクターが
公共的に利用可能である。そのようなベクターを、単純なクローニングおよび突然変異誘
発のために用いることができる；あるいは、遺伝子発現ベクターを用いる。本発明による
使用のためのベクターを選択して、所望の大きさ、典型的には、長さ0.25キロベース(kb)
～40 kb以上のポリペプチドコード配列を提供することができる。好適な宿主細胞を、in 
vitroでのクローニング操作後にベクターを用いて形質転換する。各ベクターは、一般的
にはクローニング(または「ポリリンカー」)部位を含む様々な機能的成分、複製起点およ
び少なくとも1個の選択マーカー遺伝子を含む。所与のベクターが発現ベクターである場
合、それはさらに、それらが本発明によるリガンドをコードする遺伝子に機能し得る形で
連結されるような、1種以上の以下のもの：それぞれクローニング部位の近くに位置する
エンハンサーエレメント、プロモーター、転写終結配列およびシグナル配列を有する。
【０３２０】
　一般的には、クローニングおよび発現ベクターは両方とも、1種以上の選択された宿主
細胞中でベクターを複製させることができる核酸配列を含む。典型的には、クローニング
ベクター中で、この配列は該ベクターを宿主の染色体DNAとは独立に複製させることがで
きるものであり、複製起点または自己複製する配列を含む。そのような配列は、様々な細
菌、酵母およびウイルスについてよく知られている。プラスミドpBR322に由来する複製起
点は多くのグラム陰性細菌にとって好適であり、2ミクロンのプラスミド起源は酵母にと
って好適であり、様々なウイルス起源(例えば、SV40、アデノウイルス)は哺乳動物細胞に
おけるクローニングベクターにとって有用である。一般的には、複製起点は、これらをCO
S細胞などの高レベルのDNAを複製することができる哺乳動物細胞中で用いない限り、哺乳
動物発現ベクターにとって必要ではない。
【０３２１】
　有利には、クローニングまたは発現ベクターは、選択マーカーとも呼ばれる選択遺伝子
を含んでもよい。この遺伝子は、選択培養培地中で増殖させた形質転換宿主細胞の生存ま
たは増殖にとって必要なタンパク質をコードする。従って、選択遺伝子を含むベクターで
形質転換されなかった宿主細胞は、前記培養培地中で生存しない。典型的な選択遺伝子は
、抗生物質および他の毒素、例えば、アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキサートも
しくはテトラサイクリン、補体栄養要求欠損に対する耐性を付与するか、または増殖培地
中で利用可能ではない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
【０３２２】
　本発明によるリガンドをコードするベクターの複製は大腸菌において最も都合よく行わ
れるので、大腸菌の選択マーカー、例えば、抗生物質アンピシリンに対する耐性を付与す
るβ-ラクタマーゼ遺伝子が有用である。これらを、pBR322またはpUC18もしくはpUC19な
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どのpUCプラスミドなどの大腸菌プラスミドから取得することができる。
【０３２３】
　発現ベクターは通常、宿主生物により認識され、目的のコード配列に機能し得る形で連
結されたプロモーターを含む。そのようなプロモーターは誘導的または構成的なものであ
ってよい。用語「機能し得る形で連結された」とは、記載の成分が、その意図される様式
で機能することを許容する関係にある並置を指す。コード配列に「機能し得る形で連結さ
れた」対照配列を、コード配列の発現が対照配列と適合可能な条件下で達成されるような
方法で連結する。
【０３２４】
　原核宿主と共に使用するのに好適なプロモーターとしては、例えば、β-ラクタマーゼ
およびラクトースプロモーター系、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(trp)プロ
モーター系およびtacプロモーターなどのハイブリッドプロモーターが挙げられる。細菌
系における使用のためのプロモーターはまた、一般的には、コード配列に機能し得る形で
連結されたShine-Delgarno配列を含むであろう。
【０３２５】
　好ましいベクターは、ポリペプチドライブラリーメンバーに対応するヌクレオチド配列
の発現を可能にする発現ベクターである。かくして、第1および／または第2の抗原もしく
はエピトープを用いる選択を、該ポリペプチドライブラリーメンバーを発現する1個のク
ローンの個別の増殖および発現によるか、または任意の選択ディスプレイ系の使用により
実施することができる。上記のように、好ましい選択ディスプレイ系はバクテリオファー
ジディスプレイである。かくして、ファージまたはファージミドベクター、例えば、pIT1
またはpIT2を用いることができる。本発明において有用なリーダー配列としては、pelB、
stII、ompA、phoA、blaおよびpelAが挙げられる。1つの例は、大腸菌の複製起点(二本鎖
の複製のため)およびまた、ファージの複製起点(一本鎖DNAの産生のため)を有するファー
ジミドベクターである。そのようなベクターの操作および発現は当業界でよく知られてい
る(HoogenboomおよびWinter (1992)、上掲; Nissimら(1994)、上掲)。簡単に述べると、
前記ベクターは、ファージミドに対して選択性を付与するβ-ラクタマーゼ遺伝子および(
N～C末端の)pelBリーダー配列(発現されたポリペプチドをペリプラズム空間に指向させる
)、複数のクローニング部位(ヌクレオチド版のライブラリーメンバーのクローニングのた
め)、必要に応じて、1個以上のペプチドタグ(検出のため)、必要に応じて、1個以上のTAG
停止コドンおよびファージタンパク質pIIIを含む。かくして、様々な抑制株および非抑制
株の大腸菌ならびにグルコース、イソ-プロピルチオ-β-D-ガラクトシド(IPTG)またはVCS
 M13などのヘルパーファージの添加を用いて、前記ベクターは発現しないプラスミドとし
て複製し、大量のポリペプチドライブラリーメンバーのみを産生するか、またはそのいく
らかが表面上に少なくとも1コピーのポリペプチド-pIII融合物を含むファージを産生する
ことができる。
【０３２６】
　本発明によるリガンドをコードするベクターの構築は、従来の連結技術を用いる。単離
されたベクターまたはDNA断片を切断し、仕立て、および必要なベクターを作製すること
が望まれる形態に再連結する。必要に応じて、正確な配列が構築されたベクター中に存在
することを確認するための分析を、公知の様式で行うことができる。発現ベクターを構築
し、in vitro転写物を調製し、宿主細胞中にDNAを導入し、ならびに発現および機能を評
価するための分析を実施するための好適な方法は、当業界で公知である。サンプル中の遺
伝子配列の存在を検出し、またはその増幅および／もしくは発現を、サザンもしくはノー
ザン分析、ウェスタンブロッティング、DNA、RNAもしくはタンパク質のドットブロッティ
ング、in situハイブリダイゼーション、核酸もしくはタンパク質分子の免疫細胞化学分
析もしくは配列分析などの従来の方法により定量する。当業者であれば、必要に応じて、
どのようにこれらの方法を改変することができるかを容易に予想できるであろう。
【０３２７】
骨格
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　骨格は免疫グロブリン分子に基づくものであってよく、または上記のようにその起源が
免疫グロブリンでなくてもよい。本明細書に定義される好ましい免疫グロブリン骨格は、
以下のもの：少なくとも(i)抗体のCL(κもしくはλサブクラス)ドメイン；もしくは(ii)
抗体重鎖のCH1ドメインを含む免疫グロブリン分子；抗体重鎖のCH1およびCH2ドメインを
含む免疫グロブリン分子；抗体重鎖のCH1、CH2およびCH3ドメインを含む免疫グロブリン
分子；または抗体のCL(κもしくはλサブクラス)と組合わせたサブセット(ii)のいずれか
から選択されるもののうちの任意の1つ以上を含む。ヒンジ領域ドメインを含有させるこ
ともできる。そのようなドメインの組合せは、例えば、IgGもしくはIgMなどの模倣天然抗
体、またはFv、scFv、FabもしくはF(ab')2分子などのそのフラグメントであってよい。当
業者であれば、この一覧が包括的なものであることを意図していないことに気づくであろ
う。
【０３２８】
タンパク質足場
　各エピトープ結合ドメインは、タンパク質足場および該ドメインと1個以上のエピトー
プとの特異的相互作用に関与する1個以上のCDRを含む。有利には、本発明に従うエピトー
プ結合ドメインは、3個のCDRを含む。好適なタンパク質足場としては、以下のもの：免疫
グロブリンドメインに基づくもの、フィブロネクチンに基づくもの、アフィボディに基づ
くもの、CTLA4に基づくもの、GroELなどのシャペロンに基づくもの、リポカリンに基づく
ものならびに細菌Fc受容体SpAおよびSpDに基づくものからなる群より選択されるもののい
ずれかが挙げられる。当業者であれば、この一覧が包括的なものであることを意図してい
ないことを理解できるであろう。
【０３２９】
リガンドの構築における使用のための足場
主鎖コンフォメーションの選択
　免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーは全て、そのポリペプチド鎖についての
類似する折り畳みを共有する。例えば、抗体はその一次配列の点で高度に多様性であるが
、配列の比較および結晶学的構造は、予想に反して、抗体の6個の抗原結合ループのうち
の5個(H1、H2、L1、L2、L3)が限定数の主鎖コンフォメーション、または標準的な構造を
取ることを示していた(ChothiaおよびLesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901; Chothiaら
(1989) Nature, 342: 877)。従って、ループ長および重要残基の分析により、ヒト抗体の
大多数において認められるH1、H2、L1、L2およびL3の主鎖コンフォメーションの予測が可
能になった(Chothiaら(1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinsonら(1995) EMBO J., 1
4: 4628; Williamsら(1996) J. Mol. Biol., 264: 220)。H3領域は配列、長さおよび構造
の点で多様性がより高い(Dセグメントの使用に起因する)が、それは特定の残基の長さお
よび存在、またはループおよび抗体フレームワーク中での重要な位置での残基の型に依存
する短いループ長に関する限定数の主鎖コンフォメーションも形成する(Martinら(1996) 
J. Mol. Biol., 263: 800; Shiraiら(1996) FEBS Letters, 399: 1)。
【０３３０】
　特定のループ長および重要残基を選択して、メンバーの主鎖コンフォメーションが既知
であることを確保したリガンドおよび／またはドメインのライブラリーを設計することが
できる。有利には、これらは、上記で考察されるように、天然に認められる免疫グロブリ
ンスーパーファミリー分子が非機能的である機会を最小化するためのこれらの現実のコン
フォメーションである。生殖腺V遺伝子セグメントは、抗体またはT細胞受容体ライブラリ
ーを構築するための1つの好適な基本フレームワークとして役立つ；他の配列も有用であ
る。少数の機能的メンバーが、その機能に影響しない、変化した主鎖コンフォメーション
を有することができるような変異が低い頻度で発生してもよい。
【０３３１】
　リガンドによりコードされた異なる主鎖コンフォメーションの数を評価し、リガンド配
列に基づいて主鎖コンフォメーションを予測し、および標準的構造に影響しない多様化の
ための残基を選択するために、標準的構造理論も有用である。ヒトVκドメインにおいて
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は、L1ループは4つの標準構造のうちの1つを取ることができ、L2ループは単一の標準構造
を有し、およびヒトVκドメインの90％はL3ループに関する4または5つの標準構造のうち
の1つを取り(Tomlinsonら(1995)、上掲)；かくして、Vκドメインのみにおいては、異な
る標準構造が組み合わさって様々な異なる主鎖コンフォメーションを作ることができるこ
とが公知である。VλドメインがL1、L2およびL3ループに関する様々な範囲の標準構造を
コードし、VκおよびVλドメインがH1およびH2ループに関するいくつかの標準構造をコー
ドすることができる任意のVHドメインと対を形成することができる場合、これらの5つの
ループについて観察される標準構造の組合せの数は非常に大きい。これは、主鎖コンフォ
メーションにおける多様性の生成が広範囲の結合特異性の産生にとって必須であり得るこ
とを暗示している。しかしながら、単一の既知の主鎖コンフォメーションに基づいて抗体
ライブラリーを構築することにより、予想に反して、主鎖コンフォメーション中の多様性
は、実質的に全ての抗原を標的化するための十分な多様性を生成するのに必要ではないこ
とが見出された。さらにより驚くべきことに、単一主鎖コンフォメーションはコンセンサ
ス構造である必要はなく、単一の天然のコンフォメーションをライブラリー全体の基礎と
して用いることができる。かくして、好ましい態様においては、本発明の二重特異的リガ
ンドは単一の公知の主鎖コンフォメーションを有する。
【０３３２】
　選択される単一主鎖コンフォメーションは、目的の免疫グロブリンスーパーファミリー
型の分子間で一般的であるのが好ましい。コンフォメーションは、有意な数の天然分子が
それを選ぶように観察される場合、一般的である。従って、本発明の好ましい態様におい
ては、免疫グロブリンドメインの各結合ループに関する異なる主鎖コンフォメーションの
自然発生率は別々であると考えられ、次いで、異なるループに関する所望の組合せの主鎖
コンフォメーションを有する天然の可変ドメインを選択する。利用可能なものがない場合
、最も近い等価物を選択してもよい。異なるループに関する所望の組合せの主鎖コンフォ
メーションを、所望の主鎖コンフォメーションをコードする生殖腺遺伝子セグメントを選
択することにより作製することが好ましい。選択された生殖腺遺伝子セグメントは天然で
頻繁に発現されるのがより好ましく、全ての天然の生殖腺遺伝子セグメントにおいて最も
頻繁に発現されるのが最も好ましい。
【０３３３】
　リガンド(例えば、dAb)またはそのライブラリーの設計においては、6つの抗原結合ルー
プの各々に関する異なる主鎖コンフォメーションの発生率を個別に考えることができる。
H1、H2、L1、L2およびL3については、天然分子の抗原結合ループの20％～100％により導
入された所与のコンフォメーションを選択する。典型的には、その観察された発生率は35
％以上(すなわち、35％～100％)および理想的には、50％以上またはさらに65％以上であ
る。大多数のH3ループは標準構造を有さないため、標準構造を展示するこれらのループ間
で一般的である主鎖コンフォメーションを選択するのが好ましい。従って、ループの各々
について、天然のレパートリーにおいて最も頻繁に観察されるコンフォメーションを選択
する。ヒト抗体においては、各ループに関する最も一般的な標準構造(CS)は以下の通りで
ある：H1-CS1(発現されたレパートリーの79％)、H2-CS3(46％)、VκのL1-CS2(39％)、L2-
CS1(100％)、VκのL3-CS(36％)(計算は70:30のκ：λ比を仮定する、Hoodら(1967) Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 48: 133)。標準構造を有するH3ループについては、
残基94～残基101の塩架橋を有する7個の残基のCDR3長(Kabatら(1991) 「免疫学的興味の
タンパク質の配列(Sequences of proteins of immunological interest)」、U.S. Depart
ment of Health and Human Services)が最も一般的であるようである。このコンフォメー
ションを形成するのに必要なH3長および重要残基を有するEMBLデータライブラリー中に少
なくとも16個のヒト抗体配列ならびに抗体モデリング(2cgrおよび1tet)の基礎として用い
ることができるタンパク質データバンク中に少なくとも2個の結晶学的構造が存在する。
最も頻繁に発現される生殖腺遺伝子セグメントは、標準構造のこの組合せがVHセグメント
3～23(DP-47)、JHセグメントJH4b、VκセグメントO2/O12(DPK9)およびJκセグメントJκ1
であるものである。VHセグメントDP45およびDP38も好適である。従って、これらのセグメ
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ントを、所望の単一主鎖コンフォメーションを有するライブラリーを構築するための基礎
として組合わせて用いることができる。
【０３３４】
　あるいは、単離物中の結合ループの各々に関する異なる主鎖コンフォメーションの天然
の発生率に基づいて単一主鎖コンフォメーションを選択する代わりに、主鎖コンフォメー
ションの組合せの天然の発生率を、単一主鎖コンフォメーションを選択するための基礎と
して用いる。抗体の場合、例えば、任意の2、3、4、5または6つ全ての抗原結合ループに
関する標準構造の組合せの天然の発生率を決定することができる。ここで、選択されたコ
ンフォメーションは天然の抗体においては一般的であるのが好ましく、それが天然のレパ
ートリーにおいて最も頻繁に観察されるのが最も好ましい。かくして、ヒト抗体において
は、例えば、5つの抗原結合ループ、H1、H2、L1、L2およびL3の天然の組合せを考える場
合、最も頻繁な標準構造の組合せを決定した後、単一主鎖コンフォメーションを選択する
ための基礎として、H3ループに関する最も一般的なコンフォメーションと組合わせる。
【０３３５】
標準配列の多様化
　いくつかの公知の主鎖コンフォメーションを選択するか、または、本発明における使用
のための単一の公知の主鎖コンフォメーション、リガンド(例えば、dAb)またはライブラ
リーを、分子の結合部位を変化させることにより構築して、構造的および／もしくは機能
的多様性を有するレパートリーを作製することができるのが好ましい。これは、変異体が
、様々な活性を提供することができるように、その構造および／またはその機能における
十分な多様性を有するように、これを作製することを意味する。
【０３３６】
　典型的には、所望の多様性を、1個以上の位置で選択された分子を変化させることによ
り作製する。変化させる位置を、無作為に選ぶか、または好ましくは選択する。次いで、
内在するアミノ酸を任意のアミノ酸または天然もしくは合成のその類似体により置換して
、非常に大多数の変異体を作製する無作為化によるか、または内在するアミノ酸を、1つ
以上の規定のサブセットのアミノ酸で置換し、より限定された数の変異体を作製すること
により、変異を達成することができる。
【０３３７】
　そのような多様性を導入するための様々な方法が報告されてきた。誤りがちな(error-p
rone)PCR(Hawkinsら(1992) J. Mol. Biol., 226: 889)、化学突然変異誘発(Dengら(1994)
 J. Biol. Chem., 269: 9533)または細菌突然変異誘発株(Lowら(1996) J. Mol. Biol., 2
60: 359)を用いて、前記分子をコードする遺伝子中に無作為突然変異を導入することがで
きる。選択された位置を突然変異させる方法も当業界でよく知られており、PCRを用いる
か、もしくは用いない、不一致のオリゴヌクレオチドまたは縮重オリゴヌクレオチドの使
用を含む。例えば、いくつかの合成抗体ライブラリーが、抗原結合ループに突然変異を標
的化することにより作製されてきた。ヒト破傷風トキソイド結合FabのH3領域を無作為化
して、様々な新規結合特異性を作製した(Barbasら(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
89: 4457)。無作為または半無作為H3およびL3領域を、生殖腺V遺伝子セグメントに付加し
て、突然変異されていないフレームワーク領域を有する大きいライブラリーを作製した(H
oogenboom & Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381; Barbasら(1992) Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 89: 4457; Nissimら(1994) EMBO J., 13: 692; Griffithsら(1994) EMBO 
J., 13: 3245; De Kruifら(1995) J. Mol. Biol., 248: 97)。そのような多様化を、他の
抗原結合ループのいくつか、または全てを含むように伸長させた(Crameriら(1996) Natur
e Med., 2: 100; Riechmannら(1995) Bio/Technology, 13: 475; Morphosys, WO97/08320
,上掲)。
【０３３８】
　ループ無作為化はH3のみについてはほぼ1015個を超える構造を、および他の5つのルー
プについては同様に大きい数の変異体を作製する潜在能力を有するため、それは、現在の
形質転換技術を用いても、または全ての可能な組合せを表すライブラリーを産生するため
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の無細胞系を用いてさえ、実現可能ではない。例えば、現在まで構築された最も大きいラ
イブラリーの1つにおいては、この設計のライブラリーに関する潜在的な多様性の画分の
みである6 x 1010個の異なる抗体が作製された(Griffithsら(1994)、上掲)。
【０３３９】
　好ましくは、分子の所望の機能の作製または改変に直接関与する残基のみを多様化する
。多くの分子については、その機能は標的に結合することであろうし、従って、該分子の
パッキング全体にとって重要である残基の変化を回避するか、または選択された主鎖コン
フォメーションを維持しながら、標的結合部位中で多様性を濃縮すべきである。
【０３４０】
抗体ドメインに適用する際の標準配列の多様化
　抗体に基づくリガンド(例えば、dAb)の場合、標的への結合部位は抗原結合部位である
のが最も多い。かくして、抗原結合部位中のこれらの残基のみを変化させるのが好ましい
。これらの残基はヒト抗体レパートリーにおいて極端に多様性であり、高分解能の抗体／
抗原複合体中で接触することが知られている。例えば、L2においては、位置50および53は
天然の抗体中で多様性であり、抗原と接触することが観察されることが知られている。対
照的に、従来の手法は、いくつかの7残基を、本発明による使用のためのライブラリー中
で多様化した2つと比較した、Kabatら(1991、上掲)により定義された対応する相補性決定
領域(CDR1)中の全ての残基を多様化させた。これは、様々な抗原結合特異性を作製するの
に必要な機能的多様性の点で有意な改善を表す。
【０３４１】
　天然においては、抗体の多様性は2つのプロセスの結果である：ナイーブな一次レパー
トリーを作製するための生殖腺V、DおよびJ遺伝子セグメント(いわゆる生殖腺および結合
の多様性)の体細胞組換えならびに得られる再配列されたV遺伝子の体細胞的超変異。ヒト
抗体配列の分析により、一次レパートリーにおける多様性は抗原結合部位の中心に集中す
るが、体細胞の超変異は一次レパートリー中で高度に保存されている抗原結合部位の周辺
の領域に多様性を広げることが示された(Tomlinsonら(1996) J. Mol. Biol., 256: 813を
参照)。この相補性はおそらく、配列スペースを検索するための効率的な戦略として進化
してきたが、抗体にとってはどうやらユニークであるだろうが、それを他のポリペプチド
レパートリーにも容易に適用することができる。変化する残基は、標的の結合部位を形成
するもののサブセットである。標的結合部位中の残基の異なる(重複するものを含む)サブ
セットは、必要に応じて、選択中の異なる段階で多様化する。
【０３４２】
　抗体レパートリーの場合、抗原結合部位中の全てではないが、いくつかの残基を多様化
させた最初の「ナイーブな」レパートリーを作製することができる。この文脈で本明細書
で用いられる用語「ナイーブな」とは、予め決められた標的を有さない抗体分子を指す。
その免疫系が様々な抗原刺激によりまだチャレンジされていない胎児および新生児の個体
にはよくあることだが、これらの分子は免疫多様化を受けなかった個体の免疫グロブリン
遺伝子によりコードされるものと似ている。次いで、このレパートリーを様々な抗原また
はエピトープに対して選択する。次いで、必要に応じて、さらなる多様性を、最初のレパ
ートリー中で多様化した領域の外側に導入することができる。この成熟したレパートリー
を、改変された機能、特異性または親和性について選択することができる。
【０３４３】
　抗原結合部位中のいくつか、または全ての残基が変化したリガンドの構築のための結合
ドメインのナイーブなレパートリーは、当業界で公知である(WO 2004/058821、WO 2004/0
03019、およびWO 03/002609を参照)。「一次」ライブラリーは、生殖腺V遺伝子セグメン
トにおいて異なる(生殖腺多様性)か、または組換えプロセス中に多様化する(結合多様性)
抗原結合部位の中心の残基に制限された多様性で、天然の一次レパートリーを模倣する。
多様化したこれらの残基としては、限定されるものではないが、H50、H52、H52a、H53、H
55、H56、H58、H95、H96、H97、H98、L50、L53、L91、L92、L93、L94およびL96が挙げら
れる。「体細胞」ライブラリーにおいては、多様性は組換えプロセス中に多様化する(結
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合多様性)か、または高度に体細胞突然変異した残基に限定される。多様化するこれらの
残基としては、限定されるものではないが、H31、H33、H35、H95、H96、H97、H98、L30、
L31、L32、L34およびL96が挙げられる。これらのライブラリーにおける多様化にとって好
適なものとして上記した残基は全て、1個以上の抗体-抗原複合体中で接触することが知ら
れている。両ライブラリーにおいて、抗原結合部位中の全ての残基が変化しているわけで
はないので、必要に応じて、残りの残基を変化させることにより、さらなる多様性が選択
中に組込まれる。これらの残基(または抗原結合部位を含むさらなる残基)のいずれかの任
意のサブセットを、抗原結合部位の最初の、および／またはその後の多様化に用いること
ができることが、当業者には明らかであろう。
【０３４４】
　本発明における使用のためのライブラリーの構築においては、典型的には、選択した位
置の多様化を、可能なアミノ酸の数(20個全てもしくはそのサブセット)をその位置に組込
むことができるように、ポリペプチドの配列を特定するコード配列を変化させることによ
り、核酸レベルで達成する。IUPAC命名法を用いると、最も多用途のコドンはNNKであり、
これは全てのアミノ酸ならびにTAG停止コドンをコードする。NNKコドンを用いて、必要な
多様性を導入するのが好ましい。NNNコドンを含む、同じ目的を達成する他のコドンも有
用であり、それはさらなる停止コドンTGAおよびTAAの産生をもたらす。
【０３４５】
　ヒト抗体の抗原結合部位中の側鎖多様性の特徴は、特定のアミノ酸残基を好む断言され
た偏りである。VH、VκおよびVλ領域の各々における10個の最も多様な位置のアミノ酸組
成を合計する場合、側鎖多様性の76％以上はわずか7個の異なる残基に由来し、これらは
、セリン(24％)、チロシン(14％)、アスパラギン(11％)、グリシン(9％)、アラニン(7％)
、アスパラギン酸(6％)およびトレオニン(6％)である。主鎖可撓性を提供し得る親水性残
基および小さい残基に対するこの偏りはおそらく、様々な抗原またはエピトープに結合す
る傾向がある表面の進化を反映し、一次レパートリー中の抗体の必要な乱雑さを説明する
のに役立ち得る。
【０３４６】
　アミノ酸のこの分布を模倣するのが好ましいので、変化させる位置でのアミノ酸の分布
は、抗体の抗原結合部位中に認められるものを模倣するのが好ましい。様々な標的抗原に
対する特定のポリペプチド(抗体ポリペプチドだけではない)の選択を許容するアミノ酸の
置換におけるそのような偏りは、任意のポリペプチドレパートリーに容易に適用される。
変化させる位置でのアミノ酸分布を偏らせるための様々な方法があり(トリヌクレオチド
突然変異誘発の使用など、WO97/08320を参照)、特に好ましい方法は、合成の容易性のた
め、従来の縮重コドンの使用である。縮重コドンの全ての組合せ(各位置で等しい比率の1
、2、3および4重の縮重性)によりコードされるアミノ酸プロフィールと、天然のアミノ酸
使用とを比較することにより、最も典型的なコドンを算出することができる。コドン(AGT
)(AGC)T、(AGT)(AGC)Cおよび(AGT)(AGC)(CT)、すなわち、IUPAC命名法を用いてそれぞれD
VT、DVCおよびDVYは、所望のアミノ酸プロフィールに最も近いものである：これらは22％
のセリンならびに11％のチロシン、アスパラギン、グリシン、アラニン、アスパラギン酸
、トレオニンおよびシステインをコードする。従って、多様化した位置の各々でDVT、DVC
またはDVYのいずれかを用いてライブラリーを構築するのが好ましい。
【０３４７】
L929細胞毒性アッセイ
　TNFR1のアンタゴニスト(例えば、リガンド、dAbモノマー)を、マウスL929線維芽細胞中
でTNFにより誘導される細胞毒性を阻害する能力により同定することができる(Evans, T. 
(2000) Molecular Biotechnology 15, 243-248)。簡単に述べると、マイクロタイタープ
レート中に塗布されたL929細胞を、TNFR1のアンタゴニスト、100 pg/mlのTNFおよび1 mg/
mlのアクチノマイシンD(Sigma, Poole, UK)と共に一晩インキュベートする。次いで、細
胞の生存能力を、3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-5-(3-カルボキシメトキシフェニ
ル)-2-(4-スルホフェニル)-2H-テトラゾリウム(Promega, Madison, USA)と共にインキュ
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ベーションした後、490 nmで吸光度を読み取ることにより測定する。TNFR1のアンタゴニ
ストは、細胞毒性を阻害し、従って、TNFのみの対照と比較して吸光度の増加を示すであ
ろう。
【０３４８】
HeLa IL-8アッセイ
　TNFR1のアンタゴニスト(例えば、リガンド、dAbモノマー)を、ヒトHeLa細胞によるTNF
により誘導されたIL-8の分泌を阻害する能力により同定することができる(HUVEC中のIL-1
によるIL-8の誘導を記載しているAkeson, L.ら(1996) Journal of Biological Chemistry
 271, 30517-30523のものから適合させた方法；ここで本発明者らはヒトTNFαによる誘導
に注目し、HUVEC細胞系の代わりにHeLa細胞を使用する)。簡単に述べると、マイクロタイ
タープレート中に塗布したHeLa細胞を、TNFR1のアンタゴニストおよび300 pg/mlのTNFと
共に一晩インキュベートした。インキュベーション後、上清を細胞から吸引除去し、IL-8
濃度を、サンドイッチELISA(R&D Systems)、または他の好適な方法を用いて測定する。TN
FR1のアンタゴニストはIL-8の分泌を阻害し、TNFのみの対照と比較して上清中で検出され
るIL-8は少ない。
【実施例】
【０３４９】
実施例1. 腫瘍壊死因子(TNF)の血清半減期の延長
　ヒトTNFに関するトランスジェニックマウス(Tg197)を10匹の動物群に分け、40k分枝状P
EG(PEG TAR1-5-19と呼ぶ)を含むダイマーまたは抗血清アルブミンdAb(TAR1-5-19/MSAトリ
マーと呼ぶ)を含む融合物として再形式化された抗TNF dAbの腹腔内用量を毎週投与した。
対照として塩水の投与を用いた。薬剤投与の7週間後、動物の血清を、抗TNFサンドイッチ
ELISAキットを用いて循環TNFレベルについて分析した。塩水を投与した動物は25.6 pg/ml
の循環TNFレベルを有していたが、TAR1-5-19/MSAトリマーを受ける動物は28.8 pg/mlに上
昇したTNFレベルを有し、PEG TAR1-5-19を受ける動物は2315 pg/mlに上昇したレベルを有
していた。これは、血清半減期が延長されたdAbは、サイトカインなどの短い血清半減期
を有する分子の循環レベルを増加させ、従って、血清レベルを増加させることができるこ
とを明確に示している。
【０３５０】
実施例2. 可溶性腫瘍壊死因子受容体1(sTNFR1)の血清半減期の延長
　40kの分枝状PEG(PEG抗TNFR1 dAbと呼ぶ)または抗血清アルブミンdAb(抗TNFR1/抗SAダイ
マーと呼ぶ)との融合物として再形式化された(半減期延長形式)抗マウスTNFR1 dAbの単回
の静脈内1 mg/kg用量をCD1マウスに投与した。血清を様々な時点で、以下に詳細に説明す
る抗TNFR1サンドイッチELISAを用いて可溶性TNFR1のレベルについて試験した。
【０３５１】
TNFR1の測定
　F96 Maxisorpの96ウェル平底イムノプレート(Nunc、カタログ番号439454)を、抗マウス
sTNFR1/TNFRSF1A抗体(PBS中1μg/mlでウェルあたり50μl)で被覆した。プレートを室温で
1時間インキュベートした。プレートを200μlのPBSで3回洗浄した。非特異的結合を、室
温で1時間、3％ BSA/PBSを用いて遮断した。プレートを200μlのPBS/0.05% Tween-20を用
いて3回洗浄した。
【０３５２】
　組換えマウスsTNFR1(R&D Systems、カタログ番号4254-R1)の希釈液を5000 ng/ml、500 
ng/ml、50 ng/mlおよび5 ng/mlでPBS/1％BSA中で調製し、50μlをウェルに添加した。あ
るいは、TAR2m-21-23/40K分枝状PEGで免疫したマウスからの血清を、PBS/1％BSA中の1/5
、1/50、1/500および1/5000希釈液で調製し、50μlをウェルに添加した。プレートを室温
で1時間インキュベートした。プレートを200μlのPBS/0.05％Tween-20で3回洗浄した。
【０３５３】
　ビオチン化抗マウスsTNFR1抗体(R&D Systems、カタログ番号AHF01)を1μg/mlで調製し
、50μlをウェルに添加した。プレートを室温で1時間インキュベートした。プレートを20
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【０３５４】
　ペルオキシダーゼコンジュゲートIgG画分モノクローナルマウス抗ビオチン(Stratech、
カタログ番号200-032-096)を160 ng/mlで調製し、50μlをウェルに添加した。プレートを
室温で1時間インキュベートした。プレートを200μlのPBS/0.05%Tween-20で3回、次いでP
BSで3回洗浄した。
【０３５５】
　SureBlue TMB 1-コンピテントマイクロウェルペルオキシダーゼ基質(KPL、カタログ番
号52-00-00)を全てのウェルに添加した。プレートを室温で15分間インキュベートし、1M 
HClで反応を停止させた。吸光度を450 nmで読み取った。
【０３５６】
　全てのサンプルを2回アッセイした。サンプルを含まないウェルも含まれていた。
【０３５７】
　PEG抗TNFR1 dAbを投与したマウスからの血清の1/5希釈液についてのODの結果を、時間
に対してプロットした(図1)。その結果は、dAbの消失後に基底レベルに下がり戻る前に血
清中のTNFR1のレベルが上昇することを明確に示している。
【０３５８】
実施例3. 受容体分子に結合するが、活性部位には結合しないdAb
　この実施例は、所望の受容体分子に結合するが、該受容体の活性部位には結合しないdA
bを同定するための方法を例示する。この手法を、腫瘍壊死因子1受容体(TNFR1)を用いて
例示するが、一般的には、受容体分子に適用可能である。
【０３５９】
　異なるマウスTNFR1ドメインおよびヒトTNFR1ドメインから作製されたキメラ受容体分子
(Banner DWら、Cell, 73(3):431-45 (1993))を、該分子がTNFR1の4つの規定の細胞外ドメ
インを含むが、これらはマウスとヒトTNFR1タンパク質間で起源が変化するように作製し
た。作製されたキメラ受容体は、異なるドメインの役割および機能性に従って、ヒトTNFR
1とマウスTNFR1の両方の特性を有していた。この分子は、dAb、抗体およびその抗原結合
フラグメントならびにヒトまたはマウスTNFR1に結合する他の分子(例えば、アフィボディ
、LDL受容体ドメイン、もしくはEGFドメインなどのタンパク質ドメイン)のドメイン特異
性の評価のための手段を提供した。
【０３６０】
方法
　ヒトおよびマウスTNFR1配列は、EcoRIおよびNotI制限エンドヌクレアーゼ部位を介して
ピキア発現ベクターpPicZalpha(Invitrogen)中で以前にクローニングされた。鋳型マウス
TNFR1 DNA(および従って、マウスドメイン4で終わるキメラ受容体構築物)は、3'の6xヒス
チジンタグを含んでいた。ヒトTNFR1(および従って、ヒトドメイン4で終わるキメラ受容
体構築物)は、3'末端の配列中にMycおよび6xヒスチジンタグの両方を含んでいた。
【０３６１】
　最初のPCRを、RubyTaq DNAポリメラーゼ(USB Corporation, Cleveland, Ohio)、100 ng
の鋳型DNA(完全長mTNFR1またはhTNFR1 DNAの関連するDNAミニプレップ鋳型を含む)を用い
る標準的なPCR条件に従って行った。
【０３６２】
　設定した典型的なPCR反応は以下の通りであった：ポリメラーゼを含む25μlの10X Ruby
Taq PCRバッファー；2μlの第1プライマー(10μMストック由来)；2μlの第2プライマー(1
0μMストック由来)；1μl(100 ng)の完全長TNFR1鋳型DNA；20μlのdH2O(50μlの最終容量
)。反応物を薄壁チューブ中に入れ、サーモサイクラー中に置き、以下のパラメーターに
従って反応を行った。
【０３６３】
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【０３６４】
キメラ構築物の作製において用いた最初のPCR反応のまとめ

【０３６５】
　これらの最初のPCRで生成されたPCR産物を、1％アガロースゲルから切り出し、ゲル精
製キット(Qiagen)を用いて精製した後、50μlのdH2O中に溶出させた。
【０３６６】
キメラTNFR1構築物生成に用いたプライマー
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【０３６７】
SOE PCR
　集合的PCR(「プルスルー」または重複伸長によるスプライシング(SOE)としても知られ
る、Gene, 15:77(1):61-8(1989)を参照)により、消化も連結も用いずに一次PCR産物を一
緒にし、一次PCR産物の相補的末端を使用することが可能になる。このプロセス中に、一
次産物を一緒にし、変性させた後、その相補的末端を、Taq DNAポリメラーゼおよびdNTP
の存在下で一緒にアニーリングさせることができる。再アニーリングおよび伸長のいくつ
かのサイクルは、相補鎖の充足および完全長鋳型の産生をもたらす。ここで完全長構築物
カセットにフランキングするプライマーを添加し、従来のPCRを行って集合産物を増幅さ
せた。SOE PCRを行って、一緒にアニーリングさせ、上記の最初のPCRから誘導された種々
のTNFR1ドメインを増幅させた。集合的SOE PCRを以下のように設定した：MgCl2を含む40
μlの10 x PCRバッファー；最初のPCR1の約2μl(100 ng)の純粋な産物；最初のPCR2の約2
μl(100 ng)の純粋な産物；36μlのdH2O(80μlの最終容量)。集合工程の後にSOEプライマ
ーミックスを以下のように添加した：2μlの5'フランキングプライマー(プライマー1)；2
μlの3'フランキングプライマー(プライマー2)；10μlの10 x PCRバッファー；6μlのdH2
O(最終容量20μl)。
【０３６８】
　PCR反応を、以下に記載のプログラムを用いて行った。最初の集合サイクルは約45分を
必要とし、その後サーモサイクラーを94℃に保持するように設定した。20μlのプライマ
ーミックスを各反応に添加し、混合した。
【０３６９】
集合条件
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【０３７０】
増幅条件(94℃で保持、次いで、プライマーミックスを添加)

【０３７１】
　PCR産物を、1％アガロースゲル上で3～5μlの各反応物を泳動することにより調べた。
【０３７２】
ピキア発現ベクター中での集合したTNFR1キメラのクローニング
　pPicZalphaベクター(Invitrogen)をEcoRIおよびNotI酵素で連続的に消化した後、Chrom
aspin TE-1000ゲル濾過カラム(Clontech, Mountain View, CA)精製を行った。
【０３７３】
大腸菌中でのTNFR1キメラ構築物の形質転換
　連結されたキメラ構築物を、HB2151エレクトロコンピテント大腸菌細胞中で形質転換し
、低塩LB培地中で1時間回収した後、0.25μg/ml ZEOCIN、フレオマイシンD(Cayla, Toulo
use, France)を含む抗生物質製剤を含む低塩LB寒天上に37℃で24時間塗布した。次いで、
個々のコロニーを配列検証して、発現ベクター内のキメラ構築物の正確な配列および各キ
メラ構築ベクターから作製された大規模Maxiprepプラスミド調製を確実にした。
【０３７４】
　調製されたキメラ構築物のヌクレオチド配列を以下に提示する。キメラ構築物を、その
ドメインの起源に従って命名した(左のドメイン1から右のドメイン4に向かって続く)。例
えば、HMMMは、ヒトドメイン1およびマウスドメイン2～4を含む。マウスドメイン4を含む
キメラタンパク質はHisタグのみを有し、膜貫通領域とドメイン4の間のスペーサー領域を
欠く。
【０３７５】
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【０３７６】
TNFR1キメラ構築物の調製およびピキア・パストリス中への形質転換
　各マキシプレップにより生成されたプラスミドDNAを、稀な切断制限エンドヌクレアー
ゼPmeIで消化して、DNAを線状化した後、ピキアを形質転換した。続いて、線状化したDNA
を、フェノール／クロロホルム抽出およびエタノール沈降により洗浄した後、30μlのdH2
O中に再懸濁した。10μlの線状化したDNA溶液を80μlのエレクトロコンピテントなKM71H
ピキア細胞と5分間混合した後、1.5kV、200Ω、25μFでエレクトロポレーションした。す
ぐに細胞をYPDSを用いて回収し、30℃で2時間インキュベートした後、100μg/ml ZEOCIN
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、フレオマイシンD(Cayla, Toulouse, France)を含む抗生物質製剤を含むYPDS寒天プレー
ト上に2日間塗布した。
【０３７７】
ピキアにおける構築物の発現
　各構築物についての個々の形質転換体コロニーを、開始培養物として5 mlのBMGY中に拾
い、30℃で24時間増殖させた。この培養物を用いて、30℃で24時間増殖させた500 mlのBM
GY培地に接種した後、細胞を1500～3000gで室温で5分間の遠心分離により収穫した。次い
で、細胞を100 mlのBMMY中に再懸濁し、メタノール濃度をずらして増加させながら(1日目
に0.5％、2日目に1％、3日目に1.5％および4日目に2％)4日間増殖させた。発現後、3300g
で15分間の培養物の遠心分離後、上清を回収した。
【０３７８】
ニッケル樹脂を用いるTNFR1キメラ構築物の精製
　最初に、培養上清を、10 mMの最終濃度のイミダゾールおよび2x PBSの添加を介して緩
衝化した。Hisタグ化されたタンパク質を、ニッケル-NTA樹脂の添加を介して室温で4時間
(振とう)、バッチ吸収した。次いで、上清／樹脂ミックスを、ポリプレップカラム(Biora
d)中で流し入れた。次いで、樹脂を10カラム容量の2xPBSで洗浄した後、250 mMイミダゾ
ール1x PBSを用いて溶出させた。バッファー交換後、キメラ構築発現物を、EndoHデグリ
コシラーゼを用いて脱グリコシル化した後、SDS-PAGEにより検証した。
【０３７９】
PCR中に用いられる鋳型DNA配列
　ヒト(Homo sapiens)TNFR1(細胞外領域、Genbank受託番号33991418)

【０３８０】
　コードされるヒトTNFR1の細胞外領域は以下のアミノ酸配列を有する：

【０３８１】
　マウス(Mus musculus)TNFR1(細胞外領域、Genbank受託番号31560798)



(111) JP 2008-519813 A 2008.6.12

10

20

30

40

50

【０３８２】
　コードされるマウス(Mus musculus)TNFR1の細胞外領域は、以下のアミノ酸配列を有す
る：

【０３８３】
抗TNFR1 dAbのドメイン特異性
　抗TNFR1 dAbのドメイン特異性を、表面プラズモン共鳴(SPR)(「金コーティングされた
回折格子上での表面プラズモン共鳴を介する免疫複合体形成の検出(Detection of immuno
-complex formation via surface plasmon resonance on gold-coated diffraction grat
ings.)」、Biosensors. 1987-88;3(4):211-25.)を用いて決定して、抗体を過剰の上記の
キメラ受容体と共にインキュベートし、平衡化した後、SPRチップ表面上に固定されたヒ
トまたはマウスのビオチン化TNFR1に完全に結合する抗体の能力を決定することができる
。このアッセイにおいては、TNFR1表面を越える抗TNFR1 dAbの流出は、SPRチップ上に固
定されたTNFR1に結合するdAbの量を示唆するSPRシグナルを生成する。dAbを、特定のdAb
が結合するTNFR1のドメインを含むキメラ分子と共に予めインキュベートし、平衡化する
場合、TNFR1表面を越えるこの混合物の流出はdAbのみと比較してより小さいSPRシグナル
をもたらすであろう。しかしながら、dAbを、特定のdAbが結合するTNFR1のドメインを含
まないキメラ分子と共に予めインキュベートし、平衡化する場合、TNFR1表面を越えるこ
の混合物の流出は、dAbのみを用いて得られるシグナルとほぼ同じであるSPRシグナルをも
たらすであろう。
【０３８４】
方法
SPRチップTNFR1表面の生成
　TNFR1表面の選択を、試験しようとする抗TNFR1 dAbの種特異性により決定する。従って
、抗ヒトTNFR1 dAbを、ヒトTNFR1でコーティングされた表面を用いて評価し、抗マウスTN
FR1 dAbを、マウスTNFR1でコーティングされたチップを用いて評価した。
【０３８５】
　ビオチン化TNFR1を好適なSPRバッファー中に希釈し、BIACORE 3000 SPR機器(Biacore I
nternational AB, Uppsala, Sweden)中、ストレプトアビジン(SA)センサーチップを横切
って泳動させた。低い流速(5～10μl/分)を用いて、ビオチン化TNFR1とストレプトアビジ
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ン表面の間の接触時間を最大化した。流動をストレプトアビジン表面がビオチン化材料で
飽和するまで継続して、最大のTNFR1表面を有するチップを生成させた。典型的には、チ
ップは、ビオチン化材料の数百から数千のSPR応答単位に結合した。
【０３８６】
SPRチップ上での抗TNFR1応答の力価測定
　競合実験の成功には、dAbの最小量が、有意なSPRシグナルを与える表面を越えて流動す
るような、抗TNFR1 dAbの濃度の最初の最適化を必要とする。特定の濃度範囲内では、dAb
は用量依存的な様式で表面に結合し、結合したdAbのRU数は、チップ表面を横切って流動
したdAbの濃度を反映する。
【０３８７】
　この用量依存性の濃度範囲を確認するために、抗TNFR1 dAbを、1/10希釈～1/1,000,000
希釈の範囲の10倍段階希釈のBiacoreバッファー中で力価測定した。次いで、希釈液を、
最も希薄なサンプルから始めて、個々に、および連続的に、TNFR1チップ表面を横切って
注入した。各希釈率で達成されたRUの最大数を測定した。各注入の後、TNFR1表面を再生
させて、必要に応じて好適なSPR再生バッファーを用いて、結合した抗TNFR1 dAbを除去し
た。この方法を用いて、約100RUを示すシグナルを生成するのに必要な抗TNFR1 dAbの最小
濃度を決定した。
【０３８８】
抗TNFR1 dAb/キメラの予備平衡化
　一度、最適な抗TNFR1 dAb濃度を決定したら、抗TNFR1 dAb/キメラTNFR1ミックスを設定
した。抗TNFR1 dAbの最終濃度が以前に決定された最適濃度と同一となるように、ミック
スを設定した。典型的には、反応液を、抗TNFR1 dAbの2x濃縮物50μl、Biacoreバッファ
ー40μlおよび純粋な、精製されたキメラタンパク質10μlを含む100μl容量に設定した。
最終ミックスのための典型的な濃度は、約10～100μMのキメラタンパク質および約10～10
0 nMの抗TNFR1 dAbであった。混合物を、室温で30分間平衡化させた。
【０３８９】
競合Biacore実験
　平衡後、各抗TNFR1 dAb/キメラTNFR1混合物を、TNFR1 SPR表面上で連続的に泳動し、応
答単位の数を測定した。各混合物を注入した後、表面を再生させて、結合した抗TNFR1 dA
bを除去した後、次の混合物を注入した。異なるキメラを用いて生成された異なる応答に
より、特定のdAbにより結合したTNFR1ドメインの決定が可能になった。
【０３９０】
　これらの研究により、TAR2m-21-23がマウスTNFR1のドメイン1に結合し、TAR2h-205がヒ
トTNFR1のドメイン1に結合することが示された。
【０３９１】

【０３９２】
　TAR2m-21-23およびTAR2h-205のアミノ酸配列において、CDR1は、～にフランキングし、
CDR2は、～～にフランキングし、およびCDR3は、～～～にフランキングする。提示された
アミノ酸配列はギャップを含まない連続的なものである。
【０３９３】
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実施例4. スクリーニング方法
　本明細書に記載のキメラTNFR1タンパク質などのキメラ受容体タンパク質を、所望の受
容体内の特定のドメインに結合する物質(例えば、抗体、dAb)を単離するためのアッセイ
またはスクリーン中で用いることができる。所望の受容体タンパク質のためのモデルとし
てTNFR1を用いて、これらの方法は、ELISAまたは表面プラズモン共鳴による受容体結合の
スクリーニングの前に粗抗体調製物にキメラタンパク質を添加することを記載している。
さらに、これらは表面(例えば、ELISAプレートまたはSPRチップ)上にコーティングされた
キメラタンパク質の使用およびこの表面上のキメラタンパク質への抗体の結合の試験を介
する該抗体のスクリーニングを記載している。同様の方法を用いて、他の受容体の所望の
ドメイン(例えば、活性部位の外側)に結合する物質(例えば、抗体、dAb)を同定すること
ができる。
【０３９４】
可溶性ELISAスクリーン
　この方法を用いて、未知の特異性の抗体または抗体フラグメントの大きいレパートリー
から、TNFR1の特異的ドメインに結合する抗体または抗体フラグメント(例えば、dAb)を迅
速に単離することができる。
【０３９５】
　96ウェルのアッセイプレートを、ウェルあたり100μlのキメラTNFR1を用いて4℃で一晩
コーティングする。ウェルを0.1％TPBS(0.1％濃度のTween-20を含むリン酸緩衝生理食塩
水)で3回洗浄する。ウェルあたり200μlの1％TPBSを添加してプレートをブロックし、こ
のプレートを室温で1～2時間インキュベートする。次いで、ウェルをPBSで3回洗浄した後
、50μlの0.2％TPBS中、可溶性抗体または抗体フラグメント(c-Mycエピトープタグを含む
)を含有する、50μlの細菌上清またはペリプレップを添加する。次いで、プレートを室温
で1時間インキュベートする。この後、プレートを0.1％TPBS(PBS中の0.1％Tween-20)で5
回洗浄する。次いで、100μlの一次抗c-Mycマウスモノクローナルを、各ウェルに0.1％TP
BS中で添加し、プレートを室温で1時間インキュベートする。この一次抗体溶液を廃棄し
た後、プレートを0.1％TPBSで5回洗浄する。次いで、100μlの予め希釈されたヤギ由来抗
マウスIgG(Fc特異的)HRPコンジュゲート(Sigma、カタログ番号A0168)を添加し、プレート
を室温で1時間インキュベートする。次いで、二次抗体を廃棄し、プレートを0.1％TPBSで
6回、次いでPBSで2回洗浄する。次いで、50μlのTMBペルオキシダーゼ溶液を各ウェルに
添加し、プレートを室温で2～60分間静置する。反応を、50μlの1M塩酸の添加により停止
させる。プレートのOD(450nm)を、96ウェルプレートリーダーにおいて酸添加の30分以内
に読み取る。キメラタンパク質内に存在するTNFR1のドメインに結合する粗細菌上清また
はペリプレップ中に存在するこれらの抗体は、結合しないものよりも強いELISAシグナル
を与えるであろう。
【０３９６】
競合ELISAスクリーン
　この方法を用いて、TNFR1に結合する粗抗体または抗体フラグメント調製物の多様なセ
ットを迅速にスクリーニングして、それらのドメイン結合特異性を決定することができる
。
【０３９７】
　96ウェルのアッセイプレートを、ウェルあたり100μlのマウスまたはヒトTNFR1(ヒトま
たはマウスのいずれか)を用いて4℃で一晩コーティングする。ウェルを、0.1％TPBS (0.1
％濃度のTween-20を含むリン酸緩衝生理食塩水)で3回洗浄する。ウェルあたり200μlの1
％TPBS(1％Tween-20を含むPBS)を添加してプレートをブロックし、このプレートを室温で
1～2時間インキュベートする。次いで、ウェルをPBSで3回洗浄する。同時に、細菌上清ま
たはペリプレップを、予め最適化された濃度の溶液中のキメラTNFR1タンパク質を用いて
予備平衡化させておく。次いで、可溶性抗体または抗体フラグメントを含む、50μlのこ
の粗細菌調製物／キメラタンパク質ミックスをELISAプレートに添加する。プレートを室
温で1時間インキュベートする。次いで、プレートを0.1％TPBS(PBS中の0.1％Tween-20)で
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5回洗浄し、100μlの一次検出抗体(またはプロテインA-HRPまたはプロテインL-HRP)を0.1
％TPBS中、各ウェルに添加し、プレートを室温で1時間インキュベートする。この一次抗
体溶液を廃棄し、プレートを0.1％TPBSで5回洗浄する。次いで、必要に応じて、100μlの
予め希釈された二次抗体／ヤギ由来HPRコンジュゲートを添加し、プレートを室温で1時間
インキュベートする。次いで、二次抗体を廃棄し、プレートを0.1％TPBSで6回、次いでPB
Sで2回洗浄する。50μlのTMNペルオキシダーゼ溶液を各ウェルに添加し、プレートを室温
で2～60分間静置する。反応を、50μlの1M塩酸の添加により停止させる。プレートの450 
nmでのODを、酸の添加の30分以内に96穴プレートリーダー中で読み取る。ELISAシグナル
の減少は、前記抗体が、プレート上にコーティングされた完全なTNFR1よりもむしろ、キ
メラTNFR1ドメインに結合し、従って、該抗体がキメラタンパク質内のドメインの1つに結
合することを示唆するであろう。
【０３９８】
TNFR1への結合に関して参照抗体または抗体フラグメントと競合する抗体および抗体フラ
グメントのための競合ELISAスクリーン
　この方法を用いて、TNFR1への結合に関して参照抗体もしくは抗体フラグメント(例えば
、TAR2m-21-23)と競合するか、またはTNFR1の所望のドメイン(例えば、ドメイン1)に結合
するこれらの抗体もしくは抗体フラグメントについて、TNFR1に結合する粗抗体もしくは
抗体フラグメント調製物の多様なセットを迅速にスクリーニングすることができる。この
方法は、参照抗体または抗体フラグメントと、異なる検出可能なタグ(エピトープタグ)を
含む試験抗体または抗体フラグメント(例えば、スクリーニングしようとする抗体の集団)
とを使用する。
【０３９９】
　96ウェルのアッセイプレートを、ウェルあたり100μlのマウスまたはヒトTNFR1を用い
て、4℃で一晩コーティングする。ウェルを0.1％TPBS (0.1％濃度のTween-20を含むリン
酸緩衝生理食塩水)で3回洗浄する。ウェルあたり200μlの1％TPBS (PBS中の1％Tween-20)
を添加してプレートをブロックし、このプレートを室温で1～2時間インキュベートする。
次いで、ウェルをPBSで3回洗浄する。同時に、試験しようとする粗抗体調製物を、予め最
適化された濃度の溶液中の参照抗体または抗体フラグメント(例えば、ドメイン1に結合す
る抗体；TAR2m-21-23)と混合する。既に述べたように、この抗体がドメイン結合特異性に
ついてスクリーニングされる抗体中に存在するものと同じ検出タグを含まないことが重要
である。50μlのこの粗抗体／参照抗体ミックスをELISAプレートに添加する。次いで、プ
レートを室温で1時間インキュベートする。その後、プレートを0.1％TPBSで5回洗浄し、1
00μlの一次検出抗体(スクリーニングされる抗体集団上にのみ存在するタグに結合する)
を0.1％TPBS中、各ウェルに添加し、プレートを室温で1時間インキュベートする。この一
次抗体溶液を廃棄し、プレートを0.1％TPBSで5回洗浄する。次いで、一次検出抗体を認識
する、100μlの予め希釈された二次抗体-HRPコンジュゲートを添加し、プレートを室温で
1時間インキュベートする。次いで、二次抗体溶液を廃棄し、プレートを0.1％TPBSで6回
、次いでPBSで2回洗浄する。次いで、50μlのTMBペルオキシダーゼ溶液を各ウェルに添加
し、プレートを室温で2～60分間静置する。反応を、50μlの1M塩酸の添加により停止させ
る。プレートの450 nmでのODを、酸の添加の30分以内に96穴プレートリーダー中で読み取
る。この方法を用いるが、参照抗体または抗体フラグメントを添加しない別の平行するEL
ISAを平行して行うべきである。参照抗体または抗体フラグメントと競合しない同じ抗体
調製物についてのELISAシグナルと比較した、参照抗体または抗体フラグメントの存在下
でのELISAシグナルの減少は、特定の抗体または抗体フラグメントが、TNFR1への結合に関
して参照抗体または抗体フラグメントと競合し、参照抗体または抗体
フラグメントと同じTNFR1のドメインに結合することを示唆するであろう。
【０４００】
SPRスクリーニング
　上記のELISA方法を、例えば、BIACORE 3000 SPR機器(Biacore International AB, Upps
ala, Sweden)を用いて、表面プラズモン共鳴を用いる形式に容易に適合させることができ
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る。一般的には、キメラタンパク質をSPRチップ上に固定するか、またはキメラタンパク
質を、抗TNFR1抗体もしくは抗体フラグメントを含む粗細菌上清と平衡化させ、得られる
混合物を完全長ヒトTNFR1もしくはマウスTNFR1でコーティングされたSPRチップ上に流出
させる。
【０４０１】
実施例5. dAbのPEG化
　無細胞受容体結合アッセイにおいてTNFR1に結合し、細胞に基づくアッセイにおいて細
胞の表面上でTNFR1の機能を阻害するdAbの能力に対する、dAbのPEG化の効果を研究した。
【０４０２】
細胞アッセイ
MRC-5 IL-8放出アッセイ
　ヒトTNFR1に結合する特定のdAbの活性を、以下のMRC-5細胞アッセイにおいて評価した
。このアッセイは、MRC-5細胞中でのTNFによるIL-8分泌の誘導に基づくものであり、HUVE
C中でのIL-1によるIL-8の誘導を記載している、Alceson, L.ら、Journal of Biological 
Chemistry 271:30517-30523 (1996)に記載の方法から適合させたものである。dAbの活性
を、HUVEC細胞系の代わりにMRC-5細胞を用いて、ヒトTNFαによるIL-8の誘導を評価する
ことによりアッセイした。簡単に述べると、MRC-5細胞をマイクロタイタープレート中に
塗布し、プレートをdAbおよびヒトTNFα(300 pg/ml)と共に一晩インキュベートした。イ
ンキュベーション後、培養上清を吸引し、上清中のIL-8濃度を、サンドイッチELISA(R&D 
Systems)を介して測定した。抗TNFR1 dAb活性は、TNFαのみと共にインキュベートした対
照ウェルと比較して上清中へのIL-8分泌の減少をもたらした。
【０４０３】
受容体結合アッセイ
　抗TNF dAbを、組換えTNF受容体1(p55)へのTNFの結合を阻害する能力について試験した
。簡単に述べると、Maxisorpプレートを、30 mg/mlの抗ヒトFcマウスモノクローナル抗体
(Zymed, San Francisco, USA)と共に一晩インキュベートした。ウェルを、0.05％Tween-2
0を含むリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄した後、PBS中の1％BSAでブロックした後、100
 ng/mlのTNF受容体1 Fc融合タンパク質(R&D Systems, Minneapolis, USA)と共にインキュ
ベートした。抗TNF dAbをTNFと混合し、これを10 ng/mlの最終濃度で、洗浄したウェルに
添加した。TNFの結合を、0.2 mg/mlのビオチン化抗TNF抗体(HyCut biotechnology, Uben,
 Netherlands)、次いで1/500希釈率の西洋わさびペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジ
ン(Amersham Biosciences, UK)を用いて検出した後、TMB基質(KPL, Gaithersburg, USA)
と共にインキュベートした。反応を、HClの添加により停止させ、吸光度を450 nmで読み
取った。抗TNF dAb活性は、TNF結合の減少を誘導し、従って、TNFのみの対照と比較して
吸光度の減少を誘導した。
【０４０４】
　組換えTNFR1および細胞表面TNFR1に対するPEG化dAbの比較効果を、表5中に提示される
データ中に例示する。
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【表５】

【０４０５】
　細胞に基づかないアッセイ形式において受容体の細胞外部分のみを含む、組換え形態の
受容体を使用する、受容体結合アッセイ(RBA)を左に示し、ここでPEG化に対する効果は最
小であり、5K PEGの場合、結合における差異は観察されなかった。
【０４０６】
　対照的に、細胞アッセイにおいて得られたデータ中に見られるように、dAbのPEG化は、
該アッセイにおけるdAbの有効性を実質的に低下させた。いくつかの場合、低下した有効
性は最大で33倍の係数であった。このデータは、細胞表面で受容体活性を遮断するdAbの
能力に基づく細胞に基づくアッセイにおいて収集されたものであった。
【０４０７】
　研究の結果は、dAbのPEG化が、無細胞アッセイにおいてTNFR1に結合する能力に対する
よりも、細胞表面上のTNFR1の機能を阻害するdAbの能力に対してより大きい効果を有した
ことを示している。
【０４０８】
実施例6. 内因性アゴニスト分子に結合するが、活性部位には結合しないdAb
　この実施例は、所望の内因性アゴニスト分子に結合するが、該内因性アゴニストの活性
部位には結合しないdAbを同定するための方法を例示する。この手法を、エリスロポエチ
ン(epo)を用いて例示し、それは内因性アゴニストに一般的に適用可能である。
【０４０９】
　EPOに結合するドメイン抗体を、任意の好適なスクリーニング方法を用いて同定および
単離することができる。組換えEPO受容体を発現し、増殖について造血因子に依存する細
胞系をアッセイにおいて用いて、EPOに結合するが、その活性部位には結合せず、従って
、EPO受容体へのEPOの結合を防止しないdAbを同定することができる。例えば、ヒトEPO受
容体を用いてトランスフェクトされ、epo依存的増殖を受けるマウスIL-3依存的細胞系で
あるBa/F3細胞を用いることができる(D'Andreaら、Blood 82:46-52 (1993))。Ba/F3細胞
を好適な培養皿中で培養し、培養培地を除去し、細胞をPBSなどの好適なバッファーを用
いて洗浄することができる。次いで、細胞を、EPOを含む培養培地中で約48時間培養する
ことができる。アッセイしようとするドメイン抗体を個々の培養物(例えば、好適な細胞
培養アッセイプレートの個々のウェル)に添加することができる。約48時間後、細胞増殖
を、ジメチルチアゾールジフェニル-テトラゾリウムブリミド(MTT)還元アッセイなどの任
意の好適な方法を用いて評価することができる。細胞増殖の阻害の欠如は、dAbではなく
培養培地を含む対照ウェルと比較して、dAbを含むウェルであり、これはdAbがepoの活性
部位に結合しないことを示唆するであろう。
【０４１０】
　本明細書中で言及される全ての刊行物、および該刊行物中に引用される参考文献は、参
照により本明細書に組み入れられるものとする。記載の方法および本発明の系の様々な改
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う。本発明を特定の好ましい実施形態と共に説明してきたが、特許請求の範囲に記載の本
発明がそのような特定の実施形態に不当に限定されるべきではないことが理解されるべき
である。実際、分子生物学または関連分野における当業者にとって明らかである本発明を
実施するための記載の様式の様々な改変は、特許請求の範囲の範囲内にあると意図される
ものである。
【図面の簡単な説明】
【０４１１】
【図１】図１は、TNFR1に結合するPEG化されたdAbモノマー(TAR2m-21-23/40K分枝状PEG；
PEG抗TNFR1 dAbとも呼ぶ)の単一静脈内投与後の、時間に対する血清中でのELISAにより検
出された可溶性TNFR1の相対濃度のグラフ(濃度時間曲線)である。プロットされたデータ
点は、血清の1：5希釈物を用いるELISAにより得られたものである。このグラフは、全身
循環中のTNFR1の生物学的利用能が、TNFR1に結合するPEG化されたdAbモノマーの投与によ
り増加したことを明確に示している。濃度時間曲線により示されるように、血清中の可溶
性TNFR1のレベルは、PEG化されたdAbモノマーを投与した後に増加し、ピーク濃度に到達
し、次いで、PEG化されたdAbが消失するにつれて、基底レベルまで時間と共に減少した。
この結果は、可溶性受容体に結合するdAbを投与することにより、該受容体の生物学的利
用能を増加させ、全身循環中の可溶性受容体のレベルまたは量を増加させることができる
こと、および全身循環中の可溶性受容体の増加したレベルまたは量が消失し、基底レベル
まで戻ることを示している。この結果は、全身循環中の可溶性受容体のレベルを、該可溶
性受容体に結合するPEG化されたdAbモノマーを投与することにより制御することができる
ことを示唆している。

【図１】
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