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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトＮｏｇｏＡポリペプチド（配列番号２）またはヒトＮｉＧ（配列番号３）と特異的
に結合する少なくとも１個の抗原結合部位を含み、該抗原結合部位が、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（
配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）；ならびに
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３
（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）
を含む、単離された分子。
【請求項２】
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６
Ａ３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）を含む可変ドメインな
らびに（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の免疫
グロブリン重鎖またはそのフラグメント；ならびに
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－
６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）を含む可変ドメイ
ンならびに（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の
免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメント
を含む、請求項１に記載の分子。
【請求項３】
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　前記ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントがγ４型であり、前記ヒト軽鎖の定常
部分またはそのフラグメントがκ型である、請求項２に記載の分子。
【請求項４】
　前記分子がヒトまたはキメラまたはヒト化モノクローナル抗体である、請求項１に記載
の分子。
【請求項５】
　配列番号４（ＩｇＧ１重鎖）、配列番号５（ＩｇＧ１軽鎖）、配列番号２４（ＩｇＧ４
重鎖）および配列番号２５（ＩｇＧ４軽鎖）からなる群から選択される１個またはそれ以
上のポリペプチド配列を含む、請求項１に記載の分子。
【請求項６】
　請求項１に記載の分子をコードする核酸配列を含む、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項７】
・配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列；または
・配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列
のいずれかを含む、請求項６に記載の単離されたポリヌクレオチド。
【請求項８】
　請求項６または７のポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項８の発現ベクターを含む発現系であって、該発現系またはその一部が、その発現
系またはその一部が適合する宿主細胞中に存在する場合に請求項１の分子を産生すること
ができる、発現系。
【請求項１０】
　請求項９の発現系を含む、単離された宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１に記載の分子、請求項６に記載のポリヌクレオチド、請求項８もしくは９に記
載の発現ベクターもしくは発現系の各々、または請求項１０に記載の宿主細胞を、少なく
とも１種の薬学的に許容される担体または希釈剤と共に含む、医薬組成物。
【請求項１２】
　徐放性組成物である、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　請求項１に記載の分子を作製する方法であって、組換えＤＮＡ技術の手段または化学合
成の手段によって、請求項８または９に記載の発現ベクターまたは発現系のそれぞれにお
いて、請求項６に記載のポリヌクレオチドを発現させることを含む、方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えばモノクローナル抗体、それらの誘導体またはＦａｂフラグメントなど
のＮｏｇｏＡ結合分子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　成人の中枢神経系（ＣＮＳ）の損傷後の神経の再生は、軸索を覆う阻害的ミエリン環境
の存在および瘢痕組織の形成のために限定されている。ここ数年で、なぜＣＮＳが損傷後
にそれ自体を自然修復できないかの分子的理解に重要な洞察が得られた。ミエリン中の阻
害分子は、特に損傷直後の軸索再生の主要な妨害物である。今までに、ＮｏｇｏＡ、ミエ
リン関連糖タンパク質（ＭＡＧ）およびミエリン－オリゴデンドロサイト糖タンパク質（
ＯＭｇｐ）が、神経突起伸長の強力な阻害剤として同定された。加えて、ミエリンは、コ
ンドロイチン硫酸プロテオグリカン類などの他の阻害成分も含有する。Ｎｏｇｏ－Ａは、
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レチキュロン(reticulon)タンパク質ファミリーのメンバーであり、アミノ－Ｎｏｇｏお
よびＮｏｇｏ－６６と呼ばれる少なくとも２つの生物学的に活性かつ薬理学的に異なるド
メインを有する。前者の受容体部位は今までに知られていないが、Ｎｏｇｏ－６６は、イ
ンビトロおよびインビボで神経受容体ＮｇＲを介して神経成長を阻害する。Ｎｏｇｏ－６
６に加え、ＭＡＧおよびＯＭｇｐも、高い親和性でＮｇＲに結合し、神経突起伸長を阻害
する。
【０００３】
　神経修復の増強のために現在採られている新しい研究アプローチには、酵素コンドロイ
チナーゼＡＢＣを用いた瘢痕組織の消化、嗅神経鞘細胞および幹細胞を用いた架橋技術、
および神経成長を増進するためのタンパク質成長因子が含まれる。神経突起伸長阻害剤の
遮断作用は、膜結合グアノシントリホスファターゼ（ＧＴＰａｓｅ）であるＲｈｏなどの
細胞内シグナル伝達メディエーターの調節によって達成することができるが、これは軸索
成長の阻害において重要な結びつきであると思われる。環状アデノシン一リン酸（ｃＡＭ
Ｐ）は、インビトロでミエリン関連の阻害を克服することができ、インビボで再生を誘導
することができる。ＮｇＲ受容体のペプチド阻害剤（ＮＥＰ１－４０）は、脊髄損傷後の
ラットにおいて神経の再成長および機能的回復を誘導するために使用可能である。
【０００４】
　上記のアプローチの使用に加えて、中枢神経系および末梢神経系の神経突起成長阻害分
子を中和するため、特にＮｏｇｏＡの神経突起成長阻害活性を中和するための、ある種の
モノクローナル抗体の使用も多大な注目を集めてきた。このようにして、モノクローナル
抗体ＩＮ－１またはそのＩＮ－１　Ｆａｂフラグメントが、インビトロで神経突起伸長を
誘導し、インビボで発芽および再生を増強することが示された(Schwab ME et al. (1996)
 Physiol. Rev. 76, 319-370)。ＩＮ－１に対する別の抗体もまたＷＯ２００４／０５２
９３２（１１Ｃ７－Ａｂ）およびＷＯ２００５／０２８５０８（３Ａ６－Ａｂ）に記載さ
れている。ＮｏｇｏＡの異なるドメインを神経突起成長阻害活性について試験することに
より、分子中のいくつかの阻害ドメインが描写されている(Chen et al. (2000) Nature 4
03, 434-439; GrandPre et al. (2000) Nature 403, 439-444; Prinjha et al. (2000) N
ature 403, 383-384）。
【０００５】
　天然の免疫グロブリンまたは抗体は一般に、抗原結合部位を各上腕の末端に有するＹ型
の多量体分子を含む。構造の残りの部分、特にＹの幹状部分は、その免疫グロブリンに関
連するエフェクター機能を媒介する。抗体は、２本の重鎖と２本の軽鎖からなる。重鎖と
軽鎖の双方が可変ドメインおよび定常部分を含む。抗原結合部位は、重鎖の可変ドメイン
と軽鎖の可変ドメインが会合したものからなる。重鎖および軽鎖の可変ドメインは同じ一
般構造を有する。より具体的には、抗体の抗原結合特性は、重鎖および軽鎖の可変ドメイ
ン中の３個の特異的領域によって本質的に決定され、これらは超可変領域または相補性決
定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる。これら３個の超可変領域は、配列が比較的保存されていて
直接結合に関与しない４個のフレームワーク領域（ＦＲ）と交互になっている。ＣＤＲは
ループを形成し、主としてβシートコンフォメーションをとるフレームワーク領域によっ
て近接して保持される。重鎖のＣＤＲは、会合した軽鎖のＣＤＲと一緒に、抗体分子の抗
原結合部位を本質的に構成する。何がＦＲまたはＣＤＲ領域を構成するかに関する決定は
、通常、同じ種で産生される数々の抗体のアミノ酸配列を比較することにより成される。
ＣＤＲおよびＦＲ領域を同定するための一般的な法則は当業者の一般知識であり、例えば
ウェブサイト(www.bioinf.org.uk/abs/)で見出すことができる。
【０００６】
　一般に、成人の中枢神経系（ＣＮＳ）において損傷後の神経組織の再生を誘導する新規
かつ改良された方法の明らかな必要がある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
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　本発明は、インビトロおよびインビボ試験でＮｏｇｏＡ活性の調節に優れた特性を有し
、かつ、成人の中枢神経系（ＣＮＳ）の損傷後に神経再生に対してプラスの影響を有する
新規なモノクローナルヒト抗体を対象とする。よって、本発明は、ＮｏｇｏＡタンパク質
またはそのフラグメントに対する新規な結合分子を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　よって、一実施形態において、本発明は、ヒトＮｏｇｏＡポリペプチド（配列番号２）
またはヒトＮｉＧ（配列番号３）と特異的に結合する少なくとも１個の抗原結合部位を含
み、該抗原結合部位が、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ
３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）のそれぞれと少なくとも
９０％同一である）；ならびに
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）のそれぞれと少なく
とも９０％同一である）
を含む単離された分子を提供する。
【０００９】
　さらなる実施形態において、前記の本発明の単離された分子の抗原結合部位は、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（
配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）；ならびに
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３
（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）
を含む。
【００１０】
　さらに別の実施形態において、本発明は、
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６
Ａ３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）を含む可変ドメインな
らびに（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の免疫
グロブリン重鎖またはそのフラグメント；ならびに
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－
６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）を含む可変ドメイ
ンならびに（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の
免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメント
を含む結合分子を提供する。
【００１１】
　別の実施形態において、本発明の結合分子は解離定数＜１０００ｎＭを有する。
【００１２】
　本発明の結合分子の別の実施形態において、ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメン
トはγ４型であり、ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメントはκ型である。
【００１３】
　さらなる実施形態において、本発明の結合分子はヒトまたはキメラまたはヒト化モノク
ローナル抗体である。
【００１４】
　さらに別の実施形態において、本発明の結合分子は、配列番号４（ＩｇＧ１重鎖）、配
列番号５（ＩｇＧ１軽鎖）、配列番号２４（ＩｇＧ４重鎖）および配列番号２５（ＩｇＧ
４軽鎖）からなる群から選択される１個またはそれ以上のポリペプチド配列を含む。
【００１５】
　さらに本発明はまた、本発明の結合分子をコードする核酸配列を含む単離されたポリヌ
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クレオチドを提供する。
【００１６】
　ある特定の実施形態では、本発明の単離されたポリヌクレオチドは、
・配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列；または
・配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列
のいずれかを含む。
【００１７】
　好ましい実施形態では、本発明のポリヌクレオチドは、
・順序通りに配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６を含むポリヌクレオチド配
列；ならびに
・順序通りに配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９を含むポリヌクレオチド配
列
を含む。
【００１８】
　さらに別の好ましい実施形態では、本発明のポリヌクレオチドは、
・配列番号６のポリヌクレオチド配列および／または配列番号７のポリヌクレオチド配列
または
・配列番号２６のポリヌクレオチド配列および／または配列番号２８のポリヌクレオチド
配列
を含む。
【００１９】
　さらに本発明はまた、上記で定義されたような本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベ
クターを提供する。
【００２０】
　さらに、本発明は、上記で定義されたような発現ベクターを含む発現系を提供し、該発
現系またはその一部は、該発現系またはその一部が適合する宿主細胞中に存在する場合に
上記で定義されたような本発明のポリペプチドを産生することができる。
【００２１】
　さらに本発明はまた、上記で定義されたようなベクターを含む単離された宿主細胞を提
供する。
【００２２】
　さらに本発明はまた、本発明の結合分子と担体を含む単離された組成物を提供する。
【００２３】
　さらに本発明はまた、本発明のポリヌクレオチドと担体を含む単離された組成物を提供
する。
【００２４】
　さらに本発明はまた、本発明の発現ベクターまたは本発明の宿主細胞を含む単離された
組成物を提供する。
【００２５】
　本発明はさらに、末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢（ＣＮＳ）神経系の疾患の
処置を必要とするヒトに本発明の結合分子を投与する方法を提供する。
【００２６】
　本発明はまた、本発明の結合分子、本発明のポリヌクレオチド、本発明の発現ベクター
または発現系のそれぞれ、または本発明の宿主細胞を少なくとも１種の薬学的に許容され
る担体または希釈剤と共に含む医薬組成物を提供する。ある特定の実施形態において、該
医薬組成物は徐放性組成物である。
【００２７】
　本発明はさらに、末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の
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処置方法であって、そのような処置を必要とする対象に有効量の本発明の結合分子、本発
明のポリヌクレオチド、本発明の発現ベクターまたは発現系のそれぞれ、または本発明の
宿主細胞を投与することを含む方法を提供する。好ましい実施形態では、該疾病はアルツ
ハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、レービー様病またはその
他の痴呆症全般、頭蓋、脳または精髄損傷後の疾患、脳卒中および脱髄疾患からなる群か
ら選択される神経変性疾患である。さらに好ましい実施形態では、脱髄疾患は多発性硬化
症、単層性脱髄、脳脊髄炎、多巣性白質脳症、全脳炎、マルキアファーバ・ビニャミ病(M
archiafava-Bignami disease)、橋髄鞘崩壊症(pontine myelmolysis)、副腎白質萎縮症、
ペリツェウス・メルツバッハー病(Pelizaeus-Merzbacher disease)、海綿状変性症、アレ
キサンダー病、カナバン病、異染性白質ジストロフィーおよびクラッベ病から選択される
神経変性疾患である。
【００２８】
　あるいは、疾患は直接的または間接的に網膜または角膜細胞の変性を含み得る変性性眼
障害である。好ましい実施形態では、変性性眼障害は、虚血性網膜症、前部虚血性視神経
症、視神経炎、加齢性黄斑変性、糖尿病性網膜症、嚢胞様黄斑浮腫（ＣＭＥ）、色素性網
膜炎、スターガルト病(Stargardt's disease)、ベスト卵黄様網膜変性、レーバー先天性
黒内症およびその他の遺伝性網膜変性、病的近視、未熟児網膜症およびレーバー遺伝性視
神経症、角膜移植または角膜屈折手術の後遺症、ならびにヘルペス性角膜炎からなる群か
ら選択される。
【００２９】
　あるいは、疾患は精神医学的症状である。好ましくは、前記精神医学的症状は統合失調
症および鬱病からなる群から選択される。
【００３０】
　上記で示したような処置方法では、投与は好ましくは頭蓋内または髄腔内に行われる。
【００３１】
　さらに本発明はまた、本発明の結合分子を作製する方法であって、組換えＤＮＡ技術の
手段または化学合成の手段によって、本発明の発現ベクターまたは発現系において、本発
明のポリペプチドを発現させることを含む方法を提供する。
【００３２】
　さらに、本発明は、本発明の医薬組成物を損傷部位に局所的に投与する方法を提供する
。
【００３３】
　最後に、本発明はまた、本発明の結合分子、本発明のポリヌクレオチド、本発明の発現
ベクターまたは発現系、本発明の宿主細胞からなる群から選択される１個またはそれ以上
の産物を、末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置にお
ける同時、個別または逐次使用のための組合せ製剤として投与することを含む方法を提供
する。
【００３４】
　本発明はさらに、組換えＤＮＡ技術の手段または化学合成の手段によって、本発明の結
合分子、このような結合分子をコードするポリヌクレオチド、発現ベクターを生産するた
めの方法を提供する。
【００３５】
　本発明はまた、本発明の結合分子、ポリヌクレオチド、発現ベクターもしくは発現系ま
たは宿主細胞を少なくとも１種の薬学的に許容される担体または希釈剤と共に含む医薬組
成物を提供する。本発明はまた、該結合分子、ポリヌクレオチド、発現ベクターもしくは
発現系または該宿主細胞、あるいはその薬理学上許容される誘導体を含有する、末梢神経
系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置における同時、個別また
は逐次使用のための組合せ製剤としての製品を提供する。
【００３６】
　処置を必要とする対象に有効量の本発明の結合分子、ポリヌクレオチド、発現ベクター
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もしくは発現系または宿主細胞を投与することを含む、末梢神経系（ＰＮＳ）および／ま
たは中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置方法も考えられる。
【００３７】
　本発明はさらに、実施例において、これらの薬理学的組成物および製品が結合分子の徐
放性のため、および／または損傷部位における結合分子の局所定着のために使用され得る
ことを示す。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】６Ａ３－ＩｇＧ１抗体の軽鎖の可変領域をコードするヌクレオチド（配列番号７
）およびアミノ酸（配列番号５）。下線部はリーダーペプチド（配列番号２２）およびそ
れをコードするヌクレオチド配列（配列番号２３）を示す。
【図２】６Ａ３－ＩｇＧ１抗体の重鎖の可変領域をコードするヌクレオチド（配列番号６
）およびアミノ酸（配列番号４）配列。下線部はそのペプチド（配列番号２０）およびそ
れをコードするヌクレオチド配列（配列番号２１）を示す。
【図３】６Ａ３－Ｉｇ４の軽鎖（配列番号２８；上）および重鎖（配列番号２６；下）可
変部分のコード領域。
【図４】６Ａ３－Ｉｇ４可変および定常部分の重鎖（配列番号２４；下）および軽鎖（配
列番号２５；上）のアミノ酸配列。軽鎖（配列番号３１）および重鎖（配列番号３０）の
リーダーペプチドを斜体で示す。
【図５】上：リーダー（配列番号２２）ならびにＣＤＲ－Ｌ１（配列番号１１）、ＣＤＲ
－Ｌ２（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３（配列番号１３）配列を含む６Ａ３－ＩｇＧ
１抗体軽鎖アミノ酸（配列番号５）。下：リーダー（配列番号２０）ならびにＣＤＲ－Ｈ
１（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ２（配列番号１０）配
列を含む６Ａ３－ＩｇＧ１抗体重鎖アミノ酸（配列番号４）。
【図６】鋳型としてのＭＯ３．１３　ＲＮＡとＮｏｇｏ－Ａ特異的プライマーを用いたＲ
Ｔ－ＰＣＲで、２００ｂｐ前後の明瞭に異なるＤＮＡフラグメントが生じた。
【図７】６Ａ３抗体を用いたＭ０３：１３－細胞脂質からの免疫沈降Ｎｏｇｏ－Ａの免疫
ブロット検出。ＭＯ３．１３細胞溶解液の免疫沈降（ＩＰ）および６Ａ３抗Ｎｏｇｏ－Ａ
抗体による免疫検出の後、６Ａ３－ＩｇＧ４（レーン４）および１１Ｃ７－ＩｇＧ１（レ
ーン６）抗体の双方で、予想された大きさ（１９０ｋＤａ）に単一の強いバンドが検出さ
れた。
【図８】図８ａ：Ｍ０３．１３細胞の免疫蛍光染色。８ｂ：ＨＯＧ－細胞の免疫蛍光染色
。透過処理されたＭＯ３．１３細胞およびＨＯＧ細胞の６Ａ３－ＩｇＧ４およびＡｌｅｘ
ａ－Ｆｌｕｏｒ　４８８標識抗ヒト二次抗体による免疫蛍光染色では細胞の極めて明るい
染色が得られたが（図８ａおよび８ｂ、左側）、二次抗体のみを用いた場合にはシグナル
は実質的に検出されなかった（右側）。
【図９】２か月までに６人の対象において測定された６Ａ３抗体の血清濃度。
【図１０】２か月までに６人の対象において測定された６Ａ３抗体のＣＳＦ濃度。
【図１１】サルＳＣＩモデルにおける６Ａ３抗体処置は、損傷部の大きさにかかわらず、
機能回復の速度と程度を改善する。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
発明の詳細な説明
　成人中枢神経系（ＣＮＳ）における損傷後に神経再生をもたらす新規かつ改良された方
法に関する研究において、今般、驚くべきことに、ヒト免疫グロブリン遺伝子がそれらの
マウス対応物に置き換わっている遺伝的に再構成されたマウスＨｕＭａｂ－マウス（商標
）（Medarex Incによる）において作製された新規なモノクローナルヒト抗体６Ａ３がイ
ンビトロおよびインビボ試験においてＮｏｇｏＡ活性の調節において優れた特性を有する
ことが見出された。６Ａ３はヒトＮｉＧに対して作製され、ＩｇＧイソ型であり、先行技
術に記載されているＮｏｇｏＡ抗体よりも良好な特性を有する。現在、この６Ａ３抗体と
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同じ超可変領域を有する他のＮｏｇｏＡ結合分子を構築し、６Ａ３の有利な特性を有する
新たな抗体を作り出すことが可能である。６Ａ３－Ａｂの誘導体である６Ａ３－ＩｇＧ４
および６Ａ３－Ｆａｂは、それぞれ０．１４ｎＭおよび１．１ｎＭという高親和性でヒト
ＮｉＧを認識する。さらに、本発明の抗体は高い安定性とインビトロおよびインビボで延
長された半減期および保持を示す。最後に、本発明の結合分子および抗体は導入部位から
の徐放性を示し、損傷部位における結合分子の局所的定着を可能とする。脊髄損傷動物お
よび患者において持続的注入による６Ａ３抗体の高い脳脊髄（ＣＳＦ）濃度が検出されて
いる。例えば脳脊髄液におけるこの驚くべき高い６Ａ３－Ａｂ保持および滞留は、脳脊髄
液への抗体の持続的注入の代わりにボーラス注射を可能とする（例えば、週に１～３回で
あるが、２、３または４週間に一度というさらに長い間隔も実施可能である）。反復髄腔
内ボーラス注射を使用することもできる。好ましい実施形態では、投与は、例えばポータ
ブルポンプに接続した外付けカテーテルを用い、髄腔内投与によって行われる。さらなる
好ましい実施形態では、髄腔内ボーラス注射が使用される。実験の節でさらに、本発明の
結合分子の有利な特性を示す。
【００４０】
　よって、本発明は、ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧに対する結合分子（以下、「本発明の結合
分子」または単に「結合分子」と呼ぶ）を提供する。好ましくは、本発明の結合分子はヒ
トＮｏｇｏＡタンパク質（配列番号２、配列番号１によりコードされる）またはヒトＮｉ
Ｇタンパク質（ＮｏｇｏＡの最も強力な神経突起伸長阻害フラグメントであり、ヒトＮｏ
ｇｏＡのアミノ酸１８６番で始まり、アミノ酸１００４番で終わる、＝配列番号３）と、
好ましくは解離定数（Ｋｄ）＜１０００ｎＭで、または１００ｎＭまで（含む）のＫｄで
、より好ましくはＫｄ＜１００ｎＭ、または１００ｎＭまで（含む）のＫｄで、最も好ま
しくはＫｄ＜１０ｎＭ、または１０ｎＭまで（含む）のＫｄで結合する。結合反応は、例
えば、ウエスタンブロット法、免疫沈降およびバイオセンサー親和法（実施例４参照）を
含む標準的方法（定量的アッセイと定性的アッセイの双方を含む）によって示すことがで
きる。加えて、ヒトＮｏｇｏＡおよびヒトＮｉＧに対する本発明の結合分子の結合および
機能アッセイでのこれらの結合分子の効力は、例えば下記のような神経突起伸長アッセイ
で示すことができる。
【００４１】
　よって、さらなる好ましい実施形態において、本発明の結合分子（１００μｇ／ｍｌ、
好ましくは１０μｇ／ｍｌ、より好ましくは１．０μｇ／ｍｌ、いっそうより好ましくは
０．１μｇ／ｍｌの濃度）は、サル脳タンパク質抽出物の基質上でのラット小脳顆粒細胞
の神経突起の数を、ヒトＮｏｇｏＡポリペプチドまたはヒトＮｉＧポリペプチドと結合し
ない（すなわち、解離定数＞１０００ｎＭの）対照抗体で処置されたラット小脳顆粒細胞
の神経突起の数と比較して、少なくとも２０％、好ましくは５０％、最も好ましくは８０
％高める。
【００４２】
　別の実施形態では、本発明は、ヒトＮｏｇｏＡポリペプチド（配列番号２）またはヒト
ＮｉＧポリペプチド（配列番号３）と特異的に結合する少なくとも１個の抗原結合部位を
含み、該抗原結合部位が、
・超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３（これらの超可変領域の各
々は、ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（配列番号９）およ
びＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）の超可変領域とそれぞれと少なくとも９０％同
一である）の少なくとも１個；ならびに
・超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３（これらの超可変領域の各
々は、ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３（配列番号１２）
およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）の超可変領域とそれぞれ少なくとも９０％
同一である）の少なくとも１個
を含む単離された分子に関する。
【００４３】
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　ヒトＮｏｇＡまたはＮｉＧの特異的認識は、本発明の結合分子中にＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤ
Ｒ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３またはＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３が存
在する場合に保証される。しかしながら、当業者ならば、結合分子中にＣＤＲ－ドメイン
が１個だけ存在すれば、認識される分子との特異的結合を保証するのに十分であり得るこ
とを知っている。「少なくとも１個の超可変領域」とは、１個または２個または３個の超
可変領域を意味する。「少なくとも９０％の同一性」とは、９０％を超える同一性、好ま
しくは９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を超
える同一性を意味する。２個のアミノ酸配列間の同一性％は、例えば、Basic Local Alig
nment Search Tool, (BLAST) on the National Institutes of Health web site, Altsch
ul et al. 1994, Nature Genetics, 6:119-129, Altschul et al. 1990, J. Mol. Biol. 
215:403-410, Altschul et al. 1997, Nucleic Acids Research, 25:1389-1402, Karlin 
and Altschul, 1990 PNAS, 87:2264-68, Karlin and Altschul, 1993 PNAS, 90:5873-68
など、２個以上のアミノ酸配列の相対的同一性を分析するコンピューターアルゴリズムを
用いて決定することができる。
【００４４】
　本発明は、ヒトＮｏｇｏＡポリペプチド（配列番号２）またはヒトＮｉＧ（配列番号３
）と、解離定数＜１０００ｎＭで特異的に結合する少なくとも１個の抗原結合部位を含み
、該抗原結合部位が、
・少なくとも超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ
３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）のそれぞれと少なくとも
９０％同一である）；ならびに
・少なくとも超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）のそれぞれと少なく
とも９０％同一である）
を含む単離された分子に関する。
【００４５】
　「順序通りに超可変領域を含む抗原結合部位」とは、超可変領域が互いに不連続である
；好ましくは、該抗体領域に抗体フレームワーク領域が、または非抗体フレームワーク配
列、好ましくはヒト抗体フレームワーク領域である配列が挿入されている抗原結合部位を
包含する。
【００４６】
　本発明によれば、結合分子はまた、少なくとも１個の抗原結合部位も含んでよく、該抗
原結合部位は、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（
配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）；または
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３
（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）；または
・該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一であるその直接的等価物を含む。「少なく
とも９０％の同一性」とは、９０％を超える同一性、好ましくは９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を超える同一性を意味する。
【００４７】
　本発明によれば、結合分子はまた、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（
配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）を含む第一の抗原結合部位な
らびに順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）を含む第二の抗原結
合部位；または
・該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一であるその直接的等価物を含み得る。少な
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くとも９０％の同一性とは、９０％を超える同一性、好ましくは９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を超える同一性を意味する。
【００４８】
　本発明によれば、結合分子はまた、
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６
Ａ３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）を含む可変ドメインな
らびに（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の免疫
グロブリン重鎖またはそのフラグメント；ならびに
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－
６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）を含む可変ドメイ
ンならびに（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の
免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメント；または
・該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一であるその直接的等価物を含み得る。少な
くとも９０％の同一性とは、９０％を超える同一性、好ましくは９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を超える同一性を意味する。
【００４９】
　本発明の結合分子では、ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントはガンマ（γ）型
、好ましくはガンマ４（γ４）型であってよく、ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメ
ントはガンマ（λ）または好ましくはカッパ（κ）型であってよい。さらに、本発明の結
合分子はヒト、部分的ヒトまたはキメラまたはヒト化モノクローナル抗体であり得る。
【００５０】
　本発明によれば、結合分子は、配列番号４（ＩｇＧ１重鎖）、配列番号５（ＩｇＧ１軽
鎖）、配列番号２４（ＩｇＧ４重鎖）および配列番号２５（ＩｇＧ４軽鎖）のいずれかで
示されるような１個またはそれ以上のポリペプチド配列を含み得る。
【００５１】
　さらなる好ましい実施形態において、本発明の結合分子は、少なくとも１個の抗原結合
部位（該抗原結合部位は順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｈ２－６
Ａ３およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３を含み、該ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３は配列番号８のアミノ
酸配列を有し、該ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３は配列番号９のアミノ酸配列を有し、該ＣＤＲ－
Ｈ３－６Ａ３は配列番号１０のアミノ酸配列を有する）と、該超可変領域の配列と少なく
とも９０％同一であるその直接的等価物とを含む。少なくとも９０％の同一性とは、９０
％を超える同一性、好ましくは９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％を超える同一性を意味する。
【００５２】
　本発明のさらなる態様において、本発明の結合分子は少なくとも、
ａ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３およびＣＤＲ－
Ｈ３－６Ａ３を含み、該ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３が配列番号８のアミノ酸配列を有し、該Ｃ
ＤＲ－Ｈ２－６Ａ３が配列番号９のアミノ酸配列を有し、該ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３が配列
番号１０のアミノ酸配列を有する第一のドメイン；ならびに
ｂ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３およびＣＤＲ－
Ｌ３－６Ａ３を含み、該ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３が配列番号１１のアミノ酸配列を有し、該
ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３が配列番号１２のアミノ酸配列を有し、該ＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３が
配列番号１３のアミノ酸配列を有する第二のドメイン；または
ｃ）該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一であるその直接的等価物
を含む。少なくとも９０％の同一性とは、９０％を超える同一性、好ましくは９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を超える同一性を意味
する。
【００５３】
　さらに、本発明はまた、
ａ）６Ａ３の重鎖（配列番号４）の可変領域；または
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ｂ）６Ａ３の軽鎖（配列番号５）の可変領域、もしくは該超可変領域の配列と少なくとも
９０％同一であるその直接的等価物
のいずれかを含む少なくとも１個の抗原結合部位を含む本発明の結合分子を提供する。
【００５４】
　抗原結合部位が第一のドメインと第二のドメインの双方を含む場合、これらは同じポリ
ペプチド分子上に存在していてもよく、または好ましくは各ドメインが異なる鎖上にあっ
てもよく、第一のドメインが免疫グロブリン重鎖またはそのフラグメントの一部であり、
第二のドメインが免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメントの一部である。
【００５５】
　本発明の結合分子の例としては、Ｂ細胞またはハイブリドーマにより産生されるような
抗体、およびヒトまたはキメラまたはヒト化抗体またはそのいずれかのフラグメント（例
えばＦ（ａｂ’）２）；およびＦａｂフラグメント、ならびに米国特許公報ＵＳ２００７
００６５４４０Ａ１に記載されているような一本鎖または単一ドメイン抗体が挙げられる
。
【００５６】
　本明細書において「単一ドメイン抗体」は、そのエピトープ、抗原またはリガンドと結
合する別の可変結合ドメインと独立に、あるエピトープまたは抗原またはリガンドと特異
的に結合することができる可変ドメインである。単一ドメインは、その単一ドメイン抗体
による抗原結合に他のドメインが必要とされない場合、すなわち、その単一ドメイン抗体
がさらなるＶＨまたはＶＬドメインと独立に抗原に結合する場合には、他のＶＨまたはＶ
Ｌドメインとのホモ多量体またはヘテロ多量体として存在し得る。好ましい実施形態では
、単一ドメイン抗体は単離されたＶＨ単一ドメインまたは単離されたＶＬ単一ドメインを
含む。それらが由来する完全抗体の結合特異性の少なくともいくらかを有する単一ドメイ
ン抗体を得るための技術は当技術分野で公知である。例えば、Ward, et al., “Binding 
Activities of a Repertoire of Single Immunoglobulin Variable Domains Secreted fr
om Escherichia coli,” Nature 341:644-646は、その標的エピトープに対して、単離形
態でそれと結合するのに十分な親和性を有する抗体重鎖可変領域（ＶＨ単一ドメイン抗体
）を得るためのスクリーニング方法を開示している。
【００５７】
　一本鎖抗体は、通常１０～３０個のアミノ酸、好ましくは１５～２５個のアミノ酸から
なるペプチドリンカーにより共有結合した抗体重鎖および軽鎖の可変ドメインからなる。
好ましい方法は、例えばｓｃＦｖ分子との関連で記載されているようなポリペプチドリン
カーの使用を含む(Bird et al., (1988) Science 242:423-426)。従って、このような構
造は重鎖および軽鎖の定常部分を含まず、この小ペプチドスペーサーは、完全な定常部分
よりも抗原性が低いはずであると考えられる。「キメラ抗体」は、重鎖または軽鎖または
その双方の定常領域が第一の種に起源を持つが、重鎖および軽鎖の双方の可変領域が第二
の種に起源を持つ抗体を意味する。好ましくは「キメラ抗体」は、重鎖または軽鎖または
その双方の定常領域がヒト起源であるが、重鎖および軽鎖の双方の可変ドメインが非ヒト
（例えば、マウス、サル、ラット、ブタ、マウス、ニワトリ、鳥類）起源である抗体であ
る。「ヒト化抗体」とは、超可変領域（ＣＤＲ）が非ヒト（例えば、マウス）起源である
が、全部または実質的に全部の他の免疫グロブリン部分、例えば、定常領域および可変ド
メインの保存性が高い部分、すなわちフレームワーク領域がヒト起源である抗体を意味す
る。しかしながら、ヒト化抗体は、超可変領域に隣接するフレームワーク領域の部分にマ
ウス配列の数個のアミノ酸を保持し得る。
【００５８】
　超可変領域は、いずれの種類のフレームワーク領域を伴ってもよく、好ましくはマウス
またはヒト起源のものである。好適なフレームワーク領域は、“Sequences of proteins 
of immunological interest”, Kabat E.A. et al, US department of health and human
 services, Public health service, National Institute of Healthに記載されている。
好ましくは、本結合分子のヒト重鎖の定常部分は、サブタイプを含むＩｇＧ４型、より好
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ましくはＩｇＧ４型であってよく、好ましくは、ヒト軽鎖の定常部分はラムダ（λ）また
はカッパ（κ）型、より好ましくはカッパ（κ）型であり得る。
【００５９】
　全てのヒトに天然に見られるタンパク質に対して作製されるモノクローナル抗体は、非
ヒト系、例えばマウスで生じさせることができる。この直接的結果として、ハイブリドー
マにより産生されるような異種抗体は、ヒトに投与した際、主として異種免疫グロブリン
の定常部分により媒介される望ましくない免疫応答を惹起する。それらは長期間投与する
ことができないので、このことはこのような抗体の使用を明らかに制限する。従って、ヒ
トに投与した際に、実質的な同種間応答を惹起しないと思われる一本鎖、単一ドメイン、
キメラまたはヒト化抗体を使用するのが特に好ましい。
【００６０】
　上記に鑑み、本発明の結合分子は、少なくとも、
ａ）（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３およびＣ
ＤＲ－Ｈ３－６Ａ３を含む可変ドメインならびに（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはその
フラグメントを含む１個の免疫グロブリン重鎖またはそのフラグメント（該ＣＤＲ－Ｈ１
－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号８）を有し、該ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３はアミノ酸配列
（配列番号９）を有し、該ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号１０）を有す
る）と、
ｂ）（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－ＨＬ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３および
ＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３を含む可変ドメインならびに（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはそ
のフラグメントを含む１個の免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメント（該ＣＤＲ－Ｌ
１－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号１１）を有し、該ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３はアミノ酸
配列（配列番号１２）を有し、該ＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号１３）
を有する）；または
該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一である領域を含むその直接的等価物を含むキ
メラ抗体からも選択され得る。
【００６１】
　あるいは、本発明の結合分子は、
ａ）順序通りに超可変性ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３およびＣＤＲ－Ｈ
３－６Ａ３（該ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号８）を有し、該ＣＤＲ－
Ｈ２－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号９）を有し、該ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３はアミノ酸
配列（配列番号１０）を有する）を含む第一のドメイン；
ｂ）順序通り超可変性ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３およびＣＤＲ－Ｌ３
－６Ａ３（該ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号１１）を有し、該ＣＤＲ－
Ｌ２－６Ａ３はアミノ酸配列（配列番号１２）を有し、該ＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３はアミノ
酸配列（配列番号１３）を有する）を含む第二のドメイン；ならびに
ｃ）第一のドメインのＮ末端および第二のドメインのＣ末端、または第一のドメインのＣ
末端と第二のドメインのＮ末端に結合されているペプチドリンカー；または
該超可変領域の配列と少なくとも９０％同一である領域を含むその直接的等価物
を含む抗原結合部位を含む一本鎖結合分子から選択され得る。
【００６２】
　周知のように、１個または数個のアミノ酸の欠失、付加または置換などのアミノ酸配列
の小さな変化は、実質的に同一の特性を有する元のタンパク質の対立遺伝子形をもたらし
得る。従って、「その直接的等価物」とは、本発明の任意の超可変領域、任意の抗原結合
部位、任意の抗体鎖もしくはそのフラグメント、または任意の単一ドメイン結合分子（分
子６Ａ３）であって、
（ｉ）結合分子の超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３の各々が、
ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（配列番号９）およびＣＤ
Ｒ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）の等価の超可変領域と、少なくとも８０％同一、より
好ましくは少なくとも９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％同一で
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あり、ただし、ＣＤＲ－Ｈ１はＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ－Ｈ２はＣＤ
Ｒ－Ｈ２－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ－Ｈ３はＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３と等価であるもの
；ならびに
（ｉｉ）ヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧと、好ましくは解離定数（Ｋｄ）＜１０００ｎ
Ｍ、より好ましくはＫｄ＜１００ｎＭ、最も好ましくはＫｄ＜１０ｎＭで結合することが
できるもの、または、
結合部位１個につき少なくとも１個、好ましくは２個のドメインを有する本発明の任意の
結合分子（分子６Ａ３）、
（ｉｉｉ）超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２、ＣＤＲ－Ｈ３、ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤ
Ｒ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３の各々が、ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－
Ｈ２－６Ａ３（配列番号９）、ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）、ＣＤＲ－Ｌ１－
６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－
６Ａ３（配列番号１３）の等価の超可変領域と少なくとも９０％同一、より好ましくは少
なくとも９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％少なくとも９５、９
６、９７、９８、９９％同一であり、ただし、ＣＤＲ－Ｈ１はＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３と等
価であり、ＣＤＲ－Ｈ２はＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ－Ｈ３はＣＤＲ－
Ｈ３－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ－Ｌ１はＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ
－Ｌ２はＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３と等価であり、ＣＤＲ－Ｌ３はＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３と等
価であるもの；ならびに
（ｉｖ）ヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧと、好ましくは解離定数（Ｋｄ）＜１０００ｎ
Ｍ、より好ましくはＫｄ＜１００ｎＭ、最も好ましくはＫｄ＜１０ｎＭで結合することが
できるもの
を意味する。
【００６３】
　従って、本発明のさらなる実施態様は、例えば、ヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧと解
離定数＜１０００ｎＭで結合することができ、少なくとも１個の抗原結合部位を含み、該
抗原結合部位が、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ
３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）のそれぞれと少なくとも
９０％、好ましくは少なくとも９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９
％同一である）；および／または
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）と少なくとも９０％
、好ましくは少なくとも９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％同一
である）
のいずれかを含む結合分子である。
【００６４】
　さらに、本明細書に記載の結合分子はヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧと解離定数＜１
０００ｎＭで結合することができ、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３を含み、これら
の超可変領域の各々が超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－
６Ａ３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）のそれぞれと少なく
とも９０％、好ましくは９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％同一
である、第一の抗原結合部位；ならびに
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３を含み、これら
の超可変領域の各々が超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２
－６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）のそれぞれと少
なくとも９０％、好ましくは９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％
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同一である、第二の抗原結合部位
を含む。
【００６５】
　この解離定数は、例えば、バイオセンサー親和法(BIAcore)（上記参照）を含む様々な
アッセイで便宜に試験することができる。さらに、結合分子の結合および機能的効果を、
例えば下記のようなバイオアッセイで示すことができる。
【００６６】
　ヒト重鎖の定常部分は、γ１；γ２；γ３；γ４；α１；α２；δまたはε型、好まし
くはγ型、より好ましくはγ４型であってよく、ヒト軽鎖の定常部分は、λまたはκ型（
λ１；λ２；λ３およびλ４サブタイプを含む）であり得るが、好ましくはκ型である。
これら全ての定常部分のアミノ酸配列は、Kabat et al（前掲）に示されている。
【００６７】
　本発明の結合分子のコンジュゲート、例えば、酵素または毒素または放射性同位元素コ
ンジュゲートも本発明の範囲内に含まれる。別の態様において、ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ
結合分子を含有する組成物は、インビトロまたはインビボプロセスによって得ることがで
きるようなグリコシル化などの（非ポリペプチド）重合安定化部分との連結または会合に
よってインビボで安定化される。この種の安定化の例は、例えば、ＷＯ９９／６４４６０
(Chapman et al.)およびＥＰ１，１６０，２５５(King et al.)（各々出典明示により本
明細書の一部とされる）に記載されている。特に、これらの参照文献は、免疫グロブリン
ポリペプチドのインビボ半減期を延長するために、ポリアルキレン、ポリアルケニレン、
ポリオキシアルキレンまたは多糖などの合成または天然ポリマー分子の使用を記載してい
る。安定化部分の典型例はポリアルキレンであるポリエチレングリコール、すなわちＰＥ
Ｇである。ＰＥＧと免疫グロブリンポリペプチドを連結する方法はこれらの参照文献に記
載されており、ここでは「ペグ化」と呼ぶ。その中に記載されているように、ＮｏｇｏＡ
またはＮｉＧ結合分子は、ｔｈｅＮｏｇｏＡもしくはＮｉＧ結合分子の表面上のリシンま
たはその他のアミノ酸にＰＥＧを結合させることにより無作為に、あるいは例えば人工的
な導入された表面システイン残基へのＰＥＧの結合により部位特異的にＰＥＧ化すること
ができる。無作為結合では、分子上の１個または複数の抗原結合部位内またはその付近で
の結合によって、その標的抗原に対するその分子の親和性または特異性を変化させること
がしばしばあるので、ＮｏｇｏＡ結合分子かＮｉＧ結合分子かによって、非無作為ポリマ
ー結合法を使用することが好ましい場合がある。
【００６８】
　ＰＥＧまたは他のポリマーの付加は、抗体ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子の抗原結合
親和性または特異性の干渉しないことが好ましい。「抗原結合親和性または特異性に干渉
しない」とは、そのＰＥＧ結合型ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子が、同じ抗体単一可変
ドメインを有する非ＰＥＧ結合型ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子の、それぞれＩＣ５０
またはＮＤ５０よりも１０％を超えて高くないＩＣ５０またはＮＤ５０を有することを意
味する。あるいは、「抗原結合親和性または特異性に干渉しない」とは、ＰＥＧ結合型の
ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子が非ＰＥＧ化型のポリペプチドの抗原結合活性の少なく
とも９０％を保持することを意味する。
【００６９】
　インビボ半減期を延長するのに有用なＰＥＧまたはその他のポリマーは一般に、約５，
０００～５０，０００ダルトン、例えば約５，０００ｋＤ～１０，０００ｋＤ、５，００
０ｋＤ～１５，０００ｋＤ、５，０００ｋＤ～２０，０００ｋＤ、５，０００～２５，０
００ｋＤ、５，０００～３０，０００ｋＤ、５，０００ｋＤ～３５，０００ｋＤ、５，０
００ｋＤ～４０，０００ｋＤ、または約５，０００ｋＤ～４５，０００の大きさである。
ポリマーサイズの選択は意図される複合体の使用によって異なる。例えば、充実組織、例
えば腫瘍への浸透が望まれる場合には、５，０００ｋＤ程度または約５，０００ｋＤの、
より小さなポリマーを使用することが有利である。それよりも化合物を循環中に保持する
ことが望まれる場合には、例えば２５，０００ｋＤ～４０，０００ｋＤまたはそれを超え
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る、より大きなポリマーを使用することができる。
【００７０】
　本発明の医薬組成物は、本発明のＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子の「治療上有効な量
」または「予防上の有効な量」を含み得る。「治療上有効な量」とは、所望の治療結果を
達成するための、投与において、また、必要な期間において効果的な量を表す。本発明の
ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子の治療上有効な量は、その個体の病態、齢、性別および
体重、ならびにその個体において所望の応答を惹起する本発明のＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ
結合分子の能力などの因子によって異なり得る。治療上有効な量はまた、本発明のＮｏｇ
ｏＡまたはＮｉＧ結合分子の治療上有益な作用が毒性または有害作用を上回るものである
。「予防上有効な量」とは、所望の予防結果を達成するための、投与において、また、必
要な期間において効果的な量を表す。
【００７１】
　本明細書において「特異的に結合する」とは、例えば、BIAcore（登録商標）表面プラ
ズモン共鳴システムおよびBIAcore（登録商標）動態評価ソフトウエアを用いた表面プラ
ズモン共鳴分析により測定した場合に１μＭ以下の解離定数（Ｋｄ）での、本発明のＮｏ
ｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子による抗原の結合を表す。
【００７２】
　「ポリペプチド」は、特に断りのない限り、ペプチド結合により互いに連結されたアミ
ノ酸を含み、Ｎ末端で始まりＣ末端で終わるアミノ酸配列を有する任意のペプチドまたは
タンパク質を含む。好ましくは、本発明のポリペプチドはモノクローナル抗体であり、よ
り好ましいのはキメラ（Ｖグラフトとも呼ばれる）またはヒト化（ＣＤＲグラフトとも呼
ばれる）モノクローナル抗体である。ヒト化（ＣＤＲグラフト）モノクローナル抗体は、
アクセプター抗体のフレームワーク（ＦＲ）配列に導入されたさらなる突然変異を含んで
も含まなくてもよい。
【００７３】
　本発明で用いるさらなるポリペプチド誘導体には、本発明のポリペプチドと共通する定
性的生物活性を有する、すなわち、ヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧに結合する能力を有
する、分子が含まれる。機能的誘導体には、本発明によるポリペプチドのフラグメントお
よびペプチド類似体が含まれる。フラグメントは、本発明によるポリペプチドの配列内の
領域、例えば特定配列のものを含む。「誘導体」とは、アミノ酸配列変異体、および本発
明のポリペプチドの、例えば特定配列の、共有結合的修飾物を定義するのに使用される。
本発明のポリペプチドの、例えば特定配列の、例えば軽鎖および重鎖の超可変領域の、機
能的誘導体は、本発明のポリペプチドの、例えば特定配列のアミノ酸配列と、好ましくは
少なくとも約９０％、より好ましくは少なくとも約７５％、より一層好ましくは少なくと
も約８５％、最も好ましくは少なくとも約９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、
９８、９９％の全体的配列同一性を有し、ヒトＮｏｇｏＡまたはヒトＮｉＧと結合する能
力を実質的に保持している。
【００７４】
　本明細書において「可変ドメイン」とは、哺乳類生殖細胞系免疫グロブリンＶ領域に由
来する配列を有するポリペプチドを表す。配列は、ヒト個体から単離されるか、マウスな
どの齧歯類などの非ヒト動物から単離されるか（ここで、この非ヒト動物は免疫原に応答
してヒト免疫グロブリンを産生することができ、より好ましくは、該非ヒト動物はその種
に内因的な抗体を産生することができない）、クローニングされたヒト抗体遺伝子配列の
ライブラリー（またはヒト抗体Ｖ領域遺伝子配列）から単離される場合、またはクローニ
ングされたヒト生殖細胞系Ｖ領域配列を用いて１個またはそれ以上の多様化配列（無作為
または標的突然変異誘発による）を作製した後に所望の標的抗原に対する結合に関して選
択された場合に、「哺乳類生殖細胞系Ｖ領域に由来する」。最小限、ヒト免疫グロブリン
可変ドメインは天然ヒト免疫グロブリン可変ドメイン配列に対して少なくとも８５％のア
ミノ酸類似性（例えば、８７％、９０％、９３％、９５％、９７％、９９％またはそれを
超える類似性）を有する。
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【００７５】
　あるいは、または加えて、「可変ドメイン」は、４つの免疫グロブリン可変ドメインフ
レームワーク領域（ＦＷ１～ＦＷ４）（好ましくはヒトであり、フレームワーク領域とし
てはKabat et al.(1991,)によって示されている）を含む免疫グロブリン可変ドメインで
ある。「可変ドメインフレームワーク領域」は、ａ）フレームワーク領域（好ましくはヒ
ト）のアミノ酸配列、およびｂ）ヒトフレームワーク領域のアミノ酸配列の少なくとも８
個の連続するアミノ酸を含むフレームワーク領域を包含する。抗体可変ドメインは生殖細
胞系抗体遺伝子セグメント（好ましくはヒト）によりコードされている対応するフレーム
ワーク領域のアミノ酸配列と同じＦＷ１～ＦＷ４のアミノ酸配列を含んでもよいし、ある
いはまた、ＦＷ１～ＦＷ４配列が、生殖細胞系抗体遺伝子セグメント（好ましくはヒト）
によりコードされている対応するフレームワーク領域のアミノ酸配列に対して１０個まで
のアミノ酸配列の違い（例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０個まで
のアミノ酸配列の違い）を集合的に含む。本明細書において「万能フレームワーク」とは
、Kabat et al.(1991)によって定義されているように配列中(in sequence)に保存されて
いる抗体の領域に相当するか、またはChothia and Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910
-917によって定義されているようにヒト生殖細胞系免疫グロブリンレパートリーまたは構
造に相当する単一の抗体フレームワーク配列を表す。本発明は、超可変領域だけにおける
変動であるが、事実上いずれの結合特異性の誘導も可能とすることが分かっている単一の
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。一実施形態
において、超可変領域またはＣＤＲはＮｏｇｏＡおよび／またはＮｉＧと特異的に結合す
る。
【００７６】
　「共有結合的修飾」とは、本発明のポリペプチドの、例えば、明示されている配列、ま
たはそのフラグメントの、有機タンパク質性または非有機タンパク質性誘導体化剤による
修飾、異種ポリペプチド配列との融合、および翻訳後修飾を含む。共有結合的に修飾され
たポリペプチド、例えば明示されている配列のものは、架橋によりヒトＮｏｇｏＡまたは
ヒトＮｉＧと結合する能力をなお有する。共有結合的修飾は慣例的に、標的とするアミノ
酸残基を、選択された側または末端残基と反応することができる有機誘導体化剤と反応さ
せることによるか、または選択された組換え宿主細胞で機能する翻訳後修飾の機構を利用
することによって導入される。ある特定の翻訳後修飾は、発現されるポリペプチドに対す
る組換え宿主細胞の作用の結果である。グルタミニルおよびアスパラギニル残基はしばし
ば翻訳後に対応するグルタミルおよびアスパルチル残基へと脱アミド化される。あるいは
、これらの残基は弱酸性条件下で脱アミノ化される。その他の翻訳後修飾としては、プロ
リンおよびリシンの水酸化、セリル、チロシンまたはトレオニル残基のヒドロキシル基の
リン酸化、リシン、アルギニンおよびヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメチル化が含まれ
る（例えば、T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
 Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983)参照）。共有結合的修飾には、本発
明のポリペプチド、例えば明示されている配列のもの、およびそれらのアミノ酸配列変異
体を含む融合タンパク質、例えば、イムノアドヘシン類および異種シグナル配列とのＮ末
端融合が含まれる。
【００７７】
　天然ポリペプチドおよびその機能的誘導体に関して「同一性」とは、本明細書では、配
列のアライニングを行い、必要であればギャップを導入して最大同一性％を達成した後に
、対応する天然ポリペプチド残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセンテー
ジとして定義されるが、その配列同一性の一部として保存的置換は考慮しない。Ｎ末端ま
たはＣ末端伸長も挿入も同一性を引き下げるとは考えられない。アライメントの方法およ
びコンピュータープログラムは周知である（Altschul et al. 前掲参照）。
【００７８】
　「アミノ酸」とは、例えばＤ－アミノ酸を含む全ての天然Ｌ－α－アミノ酸を表す。こ
れらのアミノ酸は周知の一文字表記か三文字表記のいずれかによって示される。
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【００７９】
　「アミノ酸配列変異体」とは、本発明のポリペプチド、例えば、明示されている配列の
ものと比較して、それらのアミノ酸配列にいくつかの違いを有する分子を表す。本発明の
ポリペプチド、例えば、明示されている配列のもののアミノ酸配列変異体は、ヒトＮｏｇ
ｏＡまたはヒトＮｉＧと結合する能力をなお有する。置換変異体は、少なくとも１個のア
ミノ酸残基が除去され、その場所で、本発明のポリペプチド、例えば、明示されている配
列のものと同じ位置に異なるアミノ酸が挿入されたものである。これらの置換は、分子中
においてアミノ酸１個だけが置換された単一のものであってもよいし、または同じ分子中
の２以上のアミノ酸が置換されている多重のものであってもよい。挿入変異体は、本発明
のポリペプチド、例えば、明示されている配列のものの特定の位置で、あるアミノ酸に隣
接して１個またはそれ以上のアミノ酸が挿入されたものである。あるアミノ酸に隣接する
とは、そのアミノ酸のα－カルボキシまたはα－アミノ官能基のいずれかに連結されてい
ることを意味する。欠失変異体は、本発明のポリペプチド、例えば、明示されている配列
のものの１個またはそれ以上のアミノ酸が除去されたものである。普通は、欠失変異体は
、分子の特定領域中の１個または２個のアミノ酸が欠失されている。
【００８０】
　本発明の結合分子は、組換えＤＮＡ技術によって生産することができる。一般に、本発
明の実施の必要とされる核酸分子およびベクター構築物は、本発明の結合分子はSambrook
 et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, USAな
どの標準的な実験手引き書に示されているように構築および操作することができる。この
観点から、結合分子をコードする１個またはそれ以上のＤＮＡ分子を構築し、適当な制御
配列下に置き、発現に好適な宿主生物に移入しなければならない。
【００８１】
　従って、極めて一般的な方法では、
（ｉ）本発明の超可変領域、抗原結合部位、抗体鎖もしくはそのフラグメント、または単
一ドメイン結合分子をコードするＤＮＡ分子；および
（ｉｉ）組換え手段による本発明の結合分子の生産のための、本発明のＤＮＡ分子の使用
が本明細書において提供される。
【００８２】
　当分野の現状は、本明細書で提供される情報、すなわち、超可変領域のアミノ酸配列お
よびそれらをコードするＤＮＡ配列が与えられれば、当業者は本発明のＤＮＡ分子を合成
できるといったものである。可変ドメイン遺伝子を構築する方法は、例えばＥＰ２３９４
００に記載されており、以下のように簡単にまとめられる：どんな特異性のモノクローナ
ル抗体の可変ドメインをコードする遺伝子でもクローン化される。フレームワークおよび
超可変領域をコードするＤＮＡセグメントを決定し、超可変領域をコードするＤＮＡセグ
メントを除去して、フレームワーク領域をコードするＤＮＡセグメントを、好適な制限部
位とその接合部で融合するようにする。制限部位は、標準的手順によるＤＮＡ分子の突然
変異誘発により適切な位置で産生され得る。与えられた上記のＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３、Ｃ
ＤＲ－Ｈ２－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３配列に従い、二本鎖合成ＣＤＲカセットをＤＮＡ合成に
より作製する。これらのカセットに粘着末端を与え、免疫グロブリン可変ドメインをコー
ドするＤＮＡ分子を獲得するための標準的プロトコールにより、それらが接合部でフレー
ムワークに連結できるようにする。
【００８３】
　さらに、本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ構築物を得るために、生産ハ
イブリドーマ細胞株由来のｍＲＮＡを取り扱う必要はない。従って、ＰＣＴ出願ＷＯ９０
／０７８６１は、遺伝子のヌクレオチド配列に関する記載情報さえあれば、組換えＤＮＡ
技術によるモノクローナル抗体の作製に十分な指示を与える。
【００８４】
　本方法は、所望のＤＮＡ配列を得るための、いくつかのオリゴヌクレオチドの合成、Ｐ
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ＣＲ法によるそれらの増幅およびそれらのスプライシングを含む。
【００８５】
　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を含む多
くのベクターが公的に入手可能である。１個またはそれ以上の好適なプロモーターおよび
／または重鎖および軽鎖定常部分をコードする遺伝子を含む発現ベクターも公的に入手可
能である。発現ベクターは通常、宿主生物により認識され、目的のコード配列と作動可能
なように連結される。このようなプロモーターは誘導型であっても構成型であってもよい
。「作動可能なように連結される」とは、記載されている成分が、それらをそれらの意図
される様式で機能させ得る関係にある並列関係を表す。コード配列に「作動可能なように
連結された」制御配列は、その制御配列に適合する条件下でコード配列の発現が達成され
るように連結される。よって、本発明のＤＮＡ分子が作製されれば、それを適切な発現ベ
クターに適宜導入することができる。
【００８６】
　一本鎖抗体をコードするＤＮＡ分子も、例えばＷＯ８８／１６４９に記載されているよ
うな標準的方法によって作製することができる。
【００８７】
　本発明の特定の実施形態では、本発明の結合分子のいくつかの生産のための組換え手段
は下記のような第一および第二のＤＮＡ構築物を含む：
　第一のポリヌクレオチドは、
・配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６で示されるポリヌクレオチド配列の少
なくとも１個；または
・配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９で示されるポリヌクレオチド配列の少
なくとも１個の
のいずれかを含み得る。
【００８８】
　本発明の別のポリヌクレオチドは、
・配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６で示されるポリヌクレオチド配列；な
らびに
・配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９で示されるポリヌクレオチド配列
を含む。
【００８９】
　別の実施形態では、該ポリヌクレオチドは、
・配列番号６で示されるポリヌクレオチド配列および／または配列番号７で示されるポリ
ヌクレオチド配列、または
・配列番号２６で示されるポリヌクレオチド配列および／または配列番号２８で示される
ポリヌクレオチド配列
を含む。
【００９０】
　さらに別の実施形態では、該ＤＮＡ構築物は重鎖またはそのフラグメントをコードし、
ａ）フレームワークと超可変領域（該超可変領域は順序通りにＤＮＡ－ＣＤＲ－Ｈ１－６
Ａ３（配列番号１４）、ＤＮＡ－ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（配列番号１５）およびＤＮＡ－
ＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１６）を含む）を交互に含む可変ドメインをコードする
第一の部分（この第一の部分は可変ドメインの最初のアミノ酸をコードするコドンで始ま
り、可変ドメインの最後のアミノ酸をコードするコドンで終わる）、ならびに
ｂ）重鎖定常部分またはそのフラグメントをコードする第二の部分（重鎖定常部分の最初
のアミノ酸をコードするコドンで始まり、定常部分またはそのフラグメントの最後のアミ
ノ酸をコードするコドンで終わる）とその後の非センスコドン
を含む。
【００９１】
　好ましくは、第二の部分は、ヒト重鎖の定常部分、より好ましくは、ヒトγ４鎖の定常
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部分をコードする。この第二の部分は、ゲノム起源のＤＮＡフラグメント（イントロンを
含む）であってもｃＤＮＡフラグメント（イントロンを含まない）であってもよい。
【００９２】
　別の実施形態では、該ＤＮＡ構築物は軽鎖またはそのフラグメントをコードし、
ａ）フレームワークと超可変領域（該超可変領域は順序通りにＤＮＡ－ＣＤＲ－Ｌ１－６
Ａ３（配列番号１７）、ＤＮＡ－ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３（配列番号１８）およびＤＮＡ－
ＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１９）を含む）を交互に含む可変ドメインをコードする
第一の部分（この第一の部分は可変ドメインの最初のアミノ酸をコードするコドンで始ま
り、可変ドメインの最後のアミノ酸をコードするコドンで終わる）、ならびに
ｂ）軽鎖定常部分またはそのフラグメントをコードする第二の部分（軽鎖定常部分の最初
のアミノ酸をコードするコドンで始まり、定常部分またはそのフラグメントの最後のアミ
ノ酸をコードするコドンで終わる）とその後の非センスコドン
を含む。
【００９３】
　好ましくは、第二の部分はヒト軽鎖の定常部分、より好ましくはヒトκ鎖の定常部分を
コードする。
【００９４】
　本発明のＤＮＡ構築物は、有利には、すでに記載されている部分の上流に位置し、リー
ダーペプチドをコードする別の部分をさらに含んでもよく、この付加的部分は、リーダー
ペプチドの最初のアミノ酸をコードするコドンで始まり、最後のアミノ酸で終わる。この
リーダーペプチドは、それらが発現される宿主生物による鎖の分泌に必要とされ、その後
、宿主生物により除去される。好ましくは、ＤＮＡ構築物のこの部分は、配列番号２０（
ＩｇＧ１の重鎖、１９番のアミノ酸で始まり、１番のアミノ酸で終わる）で示される重鎖
リーダー配列のアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を有するか、配列番号２２（
ＩｇＧ１の軽鎖、２０番のアミノ酸で始まり、１番のアミノ酸で終わる）で示されるアミ
ノ酸配列を有するか、配列番号３０（ＩｇＧ４の重鎖、１９番のアミノ酸で始まり、１番
のアミノ酸で終わる）で示される重鎖リーダー配列のアミノ酸配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有するか、あるいは配列番号３１（ＩｇＧ４の軽鎖、２０番のアミノ酸で始ま
り１番のアミノ酸で終わる）で示されるアミノ酸配列を有するリーダーペプチドをコード
する。
【００９５】
　ＤＮＡ構築物の各々は、好適な制御配列の制御下、特に、好適なプロモーターの制御下
に置かれる。発現のためにＤＮＡ構築物が導入される宿主生物に適合する限り、いずれの
種類のプロモーターでも使用し得る。しかしながら、哺乳類細胞で発現が行われる場合、
免疫グロブリン遺伝子のプロモーターを使用するのが特に好ましい。
【００９６】
　所望の抗体は細胞培養またはトランスジェニック動物において作製することができる。
好適なトランスジェニック動物は、好適な制御配列下に置かれた第一および第二のＤＮＡ
構築物を卵にマイクロインジェクションし、そのようにして調製された卵を適切な偽妊娠
雌に導入し、所望の抗体を発現する後代を選択することを含む、標準的方法に従って得る
ことができる。
【００９７】
　抗体鎖を細胞培養物で生産しなければならない場合、ＤＮＡ構築物は、最初に、単一の
発現ベクター、または２種類の別個であるが適合する発現ベクターのいずれかに挿入され
なければならず、後者の可能性が好ましい。
【００９８】
　従って、本発明はまた、上記のＤＮＡ構築物の少なくとも１個を含む原核または真核細
胞株で複製できる発現ベクターを提供する。
【００９９】
　よって、本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクターを提供する。本発明
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はまた発現系に関し、該発現系またはその一部は、その発現系またはその一部が適合する
宿主細胞に存在する場合に本発明のポリペプチドを産生することができる。本発明の発現
系を含む単離された宿主細胞もまた開示される。
【０１００】
　よって、組換えＤＮＡ技術の手段または化学合成の手段による結合分子、ポリヌクレオ
チド、発現ベクターの生産方法もまた本願において考えられる。
【０１０１】
　ＤＮＡ構築物を含有する各発現ベクターを、次いで、好適な宿主生物に導入する。ＤＮ
Ａ構築物が２種類の発現ベクターに別に挿入される場合、それらは別個に、すなわち、細
胞ごとに１種のベクターに導入しても同時導入してもよく、この後者の可能性が好ましい
。好適な宿主生物は細菌、酵母または哺乳類細胞株であり得、この後者が好ましい。より
好ましくは、哺乳類細胞株は、例えばミエローマ、ハイブリドーマまたは正常不死化Ｂ細
胞などのリンパ球起源のものであるが、内因性抗体重鎖または軽鎖も発現しない。
【０１０２】
　宿主生物が一細胞につき１以上のＤＮＡ構築物を含有するベクターの多数のコピーを含
んでいるのも好ましい。宿主生物が哺乳類細胞株である場合、この望ましい目標には標準
的方法に従いコピー数を増幅することにより到達し得る。増幅方法は、通常、薬剤耐性の
増強に関して選択することからなり、該耐性は発現ベクターによってコードされている。
【０１０３】
　本発明の別の態様では、本発明の多鎖結合分子の生産方法が提供され、それは（ｉ）本
発明の少なくとも１個のＤＮＡ構築物で形質転換された生物を培養すること、および（ｉ
ｉ）その培養物から本発明の活性な結合分子を回収することを含む。
【０１０４】
　あるいは、重鎖および軽鎖を例えば別に回収し、インビトロでの再折りたたみ後に、活
性な結合分子に再構成することもできる。再構成方法は当分野で周知であり、方法の例は
、特にＥＰ１２０６７４またはＥＰ１２５０２３に提供されている。
【０１０５】
　よって、ある方法は、
（ｉ）本発明の結合分子をコードする第一のＤＮＡ構築物で形質転換された第一の生物を
培養すること、およびその培養物から第一の結合分子を回収すること、ならびに、
（ｉｉ）本発明の結合分子をコードする第二のＤＮＡ構築物で形質転換された第二の生物
を培養すること、およびその培養物から第二の結合分子を回収すること、ならびに、
（ｉｉｉ）（ｉ）で得られた第一の結合分子と（ｉｉ）で得られた第二の結合分子から本
発明の活性な結合分子をインビトロで再構成すること
も含み得る。
【０１０６】
　必要であれば、３個、４個、５個、６個、７個または８個までのさらなる生物または細
胞を作出し、さらなる結合分子を提供するために用いてもよい。
【０１０７】
　同様に、本発明の一本鎖または単一ドメイン結合分子を作製する方法も提供され、その
方法は、
（ｉ）本発明の一本鎖または単一ドメイン結合分子をコードするＤＮＡ構築物で形質転換
された生物を培養すること、および、
（ｉｉ）該分子を培養物から培養から回収すること
を含む。
【０１０８】
　本発明のＮｏｇｏＡおよびＮｉＧ結合分子は、下記のように、例えば顆粒細胞神経突起
伸長モデルで示されるような、極めて良好な神経再生活性を示し得る。
【０１０９】
１．顆粒細胞神経突起伸長アッセイ（インビトロ）
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　脳組織（皮質および脳幹）を採取し、従前に記載されている通りに、アッセイタンパク
質抽出物ごとに新しく調製する(Spillmann et al. 1998, Identification and character
ization of a bovine neurite growth inhibitor (bNI-220), J Biol Chem. 1998 Jul 24
;273(30):19283-93)。簡単に言えば、凍結組織片（例えば０．２５ｇ）を、プロテアーゼ
遮断剤（１０μｇ／ｍｌアプロチニン－５μｇ／ｍｌロイペプチン－１μｇ／ｍｌペプス
タチン－１ｍＭ　ＰＭＳＦ）を含む３～４倍容量の６０ｍＭ　Ｃｈａｐｓ－２０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ　ｐＨ８.０－１ｍＭ　ＥＤＴＡ中、４℃でホモジナイズする。ホモジネートを回
転装置に４℃で３０分間入れ、４℃にて１００’０００ｇで４５分間、ＴＬＡ１００.３
ローター（Beckman TL-100超遠心機）で遠心分離する。上清から、吸光分光光度計を用い
てタンパク質濃度を測定する。
【０１１０】
　従前に記載されたように、生後５～７日のラット小脳組織のトリプシン消化物から小脳
顆粒細胞を精製する(Niederost et al 1999, Bovine CNS myelin contains neurite grow
th-inhibitory activity associated with chondroitin sulfate proteoglycans, J Neur
osci. 1999 Oct 15;19(20):8979-89)。次に、本発明の結合分子を試験基質上で３０分間
プレインキュベートし、細胞を添加する前に取り出す。小脳顆粒細胞を添加し、２４時間
インキュベートする。試験を停止するために、２ｍｌの４％緩衝ホルムアルデヒドを培養
ディッシュにゆっくり添加する。上記のように調製したサル脳膜タンパク質抽出物を、培
養ディッシュ１ｃｍ２につきタンパク質１５μｇで、Greinerの４ウェルディッシュ(Grei
ner, Nuertingen, Germany)に一晩吸着させた。神経細胞を播種する前に、ディッシュを
温かいハンクス液で３回洗浄する。生後（５～７）日のラット小脳顆粒細胞を上記のよう
に調製し、５０，０００細胞／ｃｍ２で播種する。細胞を無血清培地で２４時間培養し、
固定し、神経突起マーカーＭＡＢ１ｂ（ChemiconモノクローナルＡｂ、１：２００）で免
疫染色する。細胞体の染色に、ＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニル－インド
ール二塩酸塩、Molecular Probes製）をＭＡＢ１ｂ染色後に使用する。抗体試験のために
、抗Ｎｏｇｏ－Ａ　ｍＡｂまたは対照ＩｇＧ　Ａｂをディッシュ上で３０分間プレインキ
ュベートした後に除去する。
【０１１１】
　４０倍対物レンズを使用して、観察野の中心を通って配置した線と神経突起との全ての
交差を計数することにより、ウェルの縁に対して一定の距離にある４つの視野を各ウェル
につき無作為にサンプリングする。従前に報告されているように(Simonen et al, 2003, 
Neuron 38,201-211)、その線に触れている細胞体も全て計数し、細胞体当たりの神経突起
の指数比を各ウェルについて算出する。総数を暗号化された実験で盲検法により行い、細
胞体当たりの神経突起の指数として表す。結果を神経突起／細胞体の平均指数として表す
。
【０１１２】
　本発明の結合分子とともにプレインキュベートすることにより、上記で調製された脊髄
抽出物の非許容的環境において、小脳顆粒細胞の神経突起伸長の増強を観察することがで
きる。
【０１１３】
　本発明の分子の中和活性は、下記に簡単に示すインビボ脊髄損傷モデルにおいて、再生
的発芽および神経突起伸長および機能的回復を測定することによっても評価することがで
きる。
【０１１４】
２．ラットおよびサルの脊髄損傷モデル(インビボ)
　成体Lewisラットを、脊髄の背側半分を両側的に第８胸椎のレベルで横に石灰すること
により、顕微手術的に傷つける。椎弓切除術、麻酔および手術は、Schnell and Schwab 1
993 (Eur. J. Neurosci. 5: 1156-1171)に記載されている。
【０１１５】
　神経解剖学的追跡：順行性トレーサーのビオチンデキストランアミン（ＢＤＡ）をポン
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プまたは移植片の反対側の皮質に注射することにより、運動および感覚皮質脊髄路を追跡
する。BROESAMLE et al., (2000 J. Neurosci. 20: 8061-8068)に記載のように、ＢＤＡ
は１０～１４日以内に脊髄に輸送され、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を基質として使用
して可視化される。
【０１１６】
　両方の主要な脊髄離断（ＣＳＴ）を含む、主に背側半分で脊髄節Ｔ８の約４０％を破壊
する脊髄損傷の２週間後：対照動物のＣＳＴの追跡は、中程度の索の反応性発芽を示す。
この現象は、文献で周知の、損傷に応答した自発的発芽に相当する。本発明の結合分子で
、または本発明の結合分子を送達するポンプにより処置された損傷ラットは、損傷部での
発芽の増強および損傷を受けた軸索の再生、損傷を受けた神経突起の神経突起伸長を示し
得る。さらに、それらの動物は、感覚運動機能の回復の改善を示し得る。このような機能
試験は従前に記載されている(Merkler et al, 2001, J. Neuroscience 21,3665-73)。
【０１１７】
３．成体サルＣＮＳにおける抗体の組織分布
　本発明の結合分子をＩｇＧとして精製し、ＰＢＳ中で３ｍｇ／ｍｌに濃縮する。マウス
血清由来ＩｇＧ(Chemicon Int., Temecula/CA, USA)またはコムギオーキシンに対するｍ
ＡＢ(AMS Biotechnology, Oxon/UK)を対照処理として使用する。この研究では、２匹の雄
成体マカクザル（カニクイザル）を髄腔内注入に使用する。
【０１１８】
手術手順
　ケタミン（Ketalar（登録商標）；Parke-Davis、５ｍｇ／ｋｇ、ｉ.ｍ.）の筋肉内注射
により麻酔を誘導する。アトロピンをｉ.ｍ.注射（０.０５ｍｇ／ｋｇ）し、気管支分泌
を低減させる。プロポフォール１％（Fresenius（登録商標））とグルコース４％溶液の
混合物（プロポフォール１容量とグルコース溶液２容量）で継続的に潅流するために、静
脈内カテーテルを大腿静脈に留置し、より深い麻酔を誘導する。次いで、その動物を定位
固定の枠組みに置く。無菌条件下、Ｃ２からＴｈ１まで垂直正中皮膚切開を行う。筋膜を
切断し、Ｃ２からＴｈ１の脊髄突起を露出させる。脊椎傍筋を牽引し、Ｃ６、Ｃ７および
Ｔｈ１の薄膜を剥離する。次いで、Ｃ６完全椎弓切除術および上部Ｃ７片側椎弓切除術を
行う。硬膜を露出させ、第６頸髄薄膜により覆われた脊髄部分の吻側域に相当する、第７
および第８頸髄節の上で長軸方向に切開する。ｈＮｏｇｏ－Ａ抗体を送達する浸透圧ポン
プ（Alzet（登録商標）、2ML1；流速：５０μｇ／時）に接続したポリエチレンチューブ
（長さ１０ｃｍ）を硬膜下に挿入し、数ミリメートル吻側に押し、硬膜に縫合で取り付け
る。浸透圧ポンプを、椎弓切除の数センチメートル下の左側に、背筋の塊で作られた空洞
に置いて固定する。チューブをその軌道に沿って縫合で筋肉組織に固定する。それらの筋
肉と皮膚を縫合し、通常プロポフォールの静脈潅流の中断の１５～３０分後に、動物は麻
酔から回復する。動物を手術後に抗生物質（アンピシリン１０％、３０ｍｇ／ｋｇ、ｓ.
ｃ.）で処置する。さらに、カルプロフェン(Carprofen)を１週間毎日投与する。
【０１１９】
　これらのサルを浸透圧ポンプ移植の８日後に犠牲にする。鎮静は、上記の通りに最初に
ケタミンで誘導し、続いて深麻酔を致死量のペントバルビタール（９０ｍｇ／ｋｇ）の腹
腔内（ｉ．ｐ．）注射により達成した。これらの動物を、０．４リットルの０.９％塩水
で、続いて４リットルの固定液（０.１Ｍリン酸バッファー中の４％パラホルムアルデヒ
ド溶液、ｐＨ＝７.６）で、経心的に潅流する。潅流を漸増濃度の３種類のスクロース溶
液（固定液中１０％、リン酸バッファー中２０および３０％）で継続する。
【０１２０】
組織学的手順、免疫蛍光および組織化学
　サルの脳および脊髄を注意深く切り出し、３０％スクロース中で凍結保護し、クライオ
スタットにて４０μｍの切片に切る。注入したｍＡＢの検出のために、抗ヒト二次抗体を
使用する(Jackson Laboratories)。二重標識のために、以下の抗体を使用することができ
る：内因性Ｎｏｇｏ－Ａ用にウサギＡＳ４７２（親和性精製したもの）(Chen, 2000)、星
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状細胞用にＧＦＡＰに対するウサギ抗体、およびリソソーム局在用にカテプシンＤ(DAKO)
に対するウサギ抗体。抗血清は全て、対応する二次抗体に結合したＴＲＩＴＣまたはＦＩ
ＴＣにより、またはＡＢＣ－ＤＡＢシステム(Vector)を用いて可視化する。切片をZeiss 
Axiophotにて落射蛍光により、または共焦顕微鏡(ZEISS LSM 410)により分析する。
【０１２１】
　注入部位およびその６ｃｍ尾側で脊髄を分析する。注入部位に高レベルの本発明の結合
分子が存在する。より尾側の脊髄では、中心管および索表面が強く標識され、一方、灰白
質および白質はより均質的な標識を示すが、それはバックグラウンドより特異的かつ明確
である。前脳にも同様の状況が存在し、表面および脳室の強い標識ならびに実質へのＮｏ
ｇｏ－Ａ抗体の良好な浸透がある。
【０１２２】
　これらの実験は、ＣＮＳ細胞表面抗原に対する抗体の脊髄髄腔内注入が、内側（脳室、
中心管）および外側の液体空間におけるＣＳＦ循環を介して、本発明の結合分子および抗
体の良好な分配を導くことを示す。ＩｇＧ抗体は脳および脊髄組織に良好に浸透する。陰
性対照ＩｇＧ抗体は迅速に洗い流されるが、Ｎｏｇｏ－Ａに対する抗体は脳および脊髄組
織に保持される。
【０１２３】
４．サルの脊髄損傷における神経修復および機能的改善に関する試験
　ケタミン（Ketalar（登録商標）；Parke-Davis、５ｍｇ／ｋｇ、ｉ.ｍ.）の筋肉内注射
により麻酔を誘導する。アトロピンをｉ.ｍ.注射（０.０５ｍｇ／ｋｇ）し、気管支分泌
を低減させる。プロポフォール１％（Fresenius（登録商標））とグルコース４％溶液の
混合物（プロポフォール１容量とグルコース溶液２容量）で継続的に潅流するために、静
脈内カテーテルを大腿静脈に留置し、より深い麻酔を誘導する。次いで、その動物を定位
固定の枠組みに置く。無菌条件下、Ｃ２からＴｈ１まで垂直正中皮膚切開を行う。筋膜を
切り、Ｃ２からＴｈ１の脊髄突起を露出させる。脊椎傍筋を退縮させ、Ｃ６、Ｃ７および
Ｔｈ１の薄膜を剥離する。次いで、完全なＣ６椎弓切除術および上部Ｃ７片側椎弓切除術
を行う。分子を損傷近傍に送達するために、ポンプに取り付けたポリエチレンチューブの
空いている先端を、損傷の数ミリメートル吻側の硬膜下に固定する。
【０１２４】
　手先運動の器用さ(behavioural manual dexterity)の検査は公表されている手順に従っ
て行うことができる。手先運動の器用さは、霊長類用の椅子に座らせたサルを、ランダム
に分布した５０個の孔（２５個の孔は水平に、２５個は垂直に向いている）を含む、パー
スペクス(Perspex)改変型「ブリンクマンボード(Brinkman board)」（１０ｃｍ×２０ｃ
ｍ）の前に置くことにより訓練する{Liu, 1999 15428 /id;Rouiller, 1998 13239 /id}. 
2.7。記載されている通りに、再生と繊維の出芽を評価することができる。右半球に注射
される順行性トレーサーは、ビオチン化デキストランアミン（BDA, Molecular Probe（登
録商標）、塩水中１０％）である。左半球には、蛍光順行性トレーサーであるフルオレセ
インデキストラン（Molecular Probe（登録商標）、塩水中１０％）を注射する。トレー
サーを可視化するための組織学的処理は、従前に詳述されている通りに行うことができる
 {Rouiller, 1994 8322 /id}。
【０１２５】
　従って、本発明はまた、
（ｉ）哺乳類神経系、特にヒト神経系の神経修復における、本発明のＮｏｇｏおよびＮｉ
Ｇ結合分子の使用、
（ｉｉ）有効量の本発明のＮｏｇｏおよびＮｉＧ結合分子を、そのような処置を必要とす
る患者に投与することを含む、哺乳類神経系、特にヒト神経系の神経を修復する方法、ま
たは、
（ｉｉｉ）本発明の結合分子および薬学的に許容される担体または希釈剤を含む、哺乳類
神経系、特にヒト神経系の神経修復のための医薬組成物
も提供する。



(24) JP 5698534 B2 2015.4.8

10

20

30

40

50

【０１２６】
　よって、本発明は、薬剤として用いるための本発明の結合分子、ポリヌクレオチド、発
現ベクターまたは発現系、および宿主細胞を提供する。特に、該結合分子、ポリヌクレオ
チド、発現ベクターもしくは発現系または宿主細胞は末梢神経系（ＰＮＳ）および／また
は中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置に、または末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中
枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置用薬剤の製造のために用い得る。
【０１２７】
　本発明はまた、本発明の結合分子、ポリヌクレオチド、発現ベクターもしくは発現系ま
たは宿主細胞を少なくとも１種の薬学的に許容される担体または希釈剤と共に含む医薬組
成物も提供する。本発明はまた、末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮ
Ｓ）の疾患の処置における同時、個別または逐次使用のための組合せ製剤としての、該結
合分子、ポリヌクレオチド、発現ベクターもしくは発現系または該宿主細胞、あるいはそ
の薬理学上許容される誘導体を含有する製品も提供する。
【０１２８】
　また、処置を必要とする対象に有効量の本発明の結合分子、ポリヌクレオチド、発現ベ
クターもしくは発現系または宿主細胞を投与することを含む、末梢神経系（ＰＮＳ）およ
び／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置方法も考えられる。
【０１２９】
　本発明はさらに、実施例において、これらの薬理学的組成物および製品が結合分子の徐
放性のため、および／または損傷部位における結合分子の局所定着のために使用され得る
ことを示す。
【０１３０】
　本明細書において、「徐放性」という用語または等価の用語である「制御放出」または
「長期放出」とは、個体に投与した後に一定の時間にわたってＮｏｇｏＡまたはＮｉＧに
対する抗体などの本発明のＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子を含むポリペプチド薬のよう
な有効薬を放出する薬物製剤を表す。薬物製剤に応じて、例えば、分、時間、日、週また
はさらに長いものなどの一定範囲の時間にわたって生じ得るポリペプチド薬の長期放出は
、実質的に全ての投与単位が即時吸収または血流による即時分布に利用可能な標準製剤と
は対照的である。好ましい長期放出製剤は、単一の投与単位から、例えば、８時間以上、
１２時間以上、２４時間以上、３６時間以上、４８時間以上、６０時間以上、７２時間以
上、８４時間以上、９６時間以上、またはさらには例えば１週間または２週間以上、例え
ば、１か月以上持続される循環薬剤レベルをもたらす。長期放出製剤は当技術分野で十分
記載されており、好ましい抗体放出特性に従って選択することができる。
好適なポリマーとしては、生分解性および非生分解性材料、例えばポリ乳酸グリコール酸
（ＰＬＧＡ）が挙げられる。
【０１３１】
　本明細書において「エピトープ」とは、通常、免疫グロブリンＶＨ／ＶＬ対が結合する
構造単位を表す。エピトープは抗体に対する免疫結合部位を定義し、従って、抗体の特異
性の標的を表す。単一ドメイン抗体の場合では、エピトープは単一の可変ドメインが単独
で結合する構造単位を表す。
【０１３２】
　本明細書において「中和」とは、本明細書に記載されているようなＮｏｇｏＡまたはＮ
ｉＧ結合分子に関して用いる場合、結合分子がＮｏｇｏＡまたはＮｉＧの測定可能な活性
または機能を妨げることを意味する。ＮｏｇｏＡまたはＮｉＧ結合分子は、例えばＮｏｇ
ｏまたはＮｉＧなどの標的抗原の測定可能な活性または機能を少なくとも５０％、好まし
くは少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％またはそれを超える、１００％
阻害まで（含む）低減する場合に「中和」抗体である。この、標的抗原の測定可能な活性
または機能の低減は、当業者ならば、このような活性または機能の１以上の指標を測定す
る標準的な方法を用いて評価することができる。一例として、標的がＮｏｇｏまたはＮｉ
Ｇである場合、中和活性は下記の神経突起伸長アッセイを用いて評価することができる。
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【０１３３】
　特に、本発明の結合分子は、神経繊維損傷後の軸索再生および出芽の改善に有用である
。従って、本発明の分子は、特にヒト対象のために広範な用途を有する。例えば、本発明
の結合分子は、末梢神経系（ＰＮＳ）および中枢神経系（ＣＮＳ）の様々な疾患、すなわ
ち、より具体的には、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ
）、レービー様病またはその他の痴呆症全般などの神経変性疾患、頭蓋、大脳または脊髄
外傷後の疾患、脳卒中または脱髄性疾患の処置に有用である。このような脱髄性疾患とし
ては、限定されるものではないが、多発性硬化症、単相性脱髄、脳脊髄炎、多巣性白質脳
症、全脳炎、マルキアファーバ・ビニャミ病、橋髄鞘崩壊症、副腎白質萎縮症、ペリツェ
ウス・メルツバッハー病、海綿状変性症、アレキサンダー病、カナバン病、異染性白質ジ
ストロフィーおよびクラッベ病が挙げられる。一例では、本発明の結合分子の投与は、Ｎ
ｏｇｏＡタンパク質に関連する脱髄性疾患の処置に使用可能である。
【０１３４】
　別の例では、本発明の結合分子を発現する細胞を脊髄損傷部位に移植し、損傷部位全体
の軸索成長を促進し得る。このような移植細胞は、損傷または外傷後の脊髄機能回復のた
めの手段を提供する。このような細胞には、嗅覚鞘性細胞および胎児神経または組織移植
片の種々の系統の幹細胞が含まれ得る。
【０１３５】
　加えて、本発明の結合分子は、一般的な虚血性網膜症、前部虚血性視神経症、あらゆる
形態の視神経炎、加齢性黄斑変性、糖尿病性網膜症、嚢胞様黄斑浮腫（ＣＭＥ）、網膜色
素変性症、シュタルガルト病(Stargardt's disease)、ベスト卵黄状網膜変性(Best's vit
elliform retinal degeneration)、レーバー先天黒内障およびその他の遺伝性網膜変性、
病的近視、未熟児網膜症およびレーバー遺伝性視神経症、角膜移植または角膜屈折手術の
後遺症、ならびにヘルペス性角膜炎を含む、直接的または間接的に網膜または角膜細胞の
変性に関与する変性性眼障害の処置に有用である。
【０１３６】
　さらに、本発明の結合分子は、精神医学的症状、特に統合失調症および鬱病の処置に有
用である。
【０１３７】
　これらの適応症のために、適切な用量は、もちろん、例えば、用いる本発明の特定の分
子、投与様式および処置される症状の性質および重篤度に応じて変動する。一般に、用量
は、好ましくは、１μｇ／ｋｇ／日～１ｍｇ／ｋｇ／日の範囲にある。
【０１３８】
　本発明の結合分子は、便宜には、ポンプにより投与されるか、または損傷部位に治療剤
として注射され、例えば、それらは頭蓋内的にＣＮＳに、または髄腔内的に脊椎に、損傷
部位に対して直接投与することができる。体液で満たされた脊髄周囲の空間はくも膜下ま
たは髄腔内空間と呼ばれる。脳脊髄液（ＣＳＦ）がこの領域を流れ、脳および脊髄を浸し
、保護している。髄腔内薬剤ポンプは、経口薬剤が体内で採る経路を迂回してＣＳＦに直
接薬剤を送達するので、経口投与よりもはるかに効果的に働き得る。従って、好ましい実
施形態では、投与は、例えばポータブルポンプに接続した外付けカテーテルを用いて、髄
腔内投与により行う。さらなる好ましい実施形態では、髄腔内ボーラス注射を用いる。薬
剤の髄腔内投与に好適な手段および方法は当技術分野で公知である。ポンプの非限定例と
しては、Alzet（登録商標）ポンプおよびMedtronic SynchroMed（登録商標）またはIsome
d（登録商標）注入システムがある。これらの結合分子は持続的に注入することもできる
し、あるいは、より好ましくは、例えば、脳脊髄液における直接的ボーラス注射により、
１、２、３、４、５、６、７、１０、１４、２１または３０日の特定の間隔で固定用量と
して投与することもできる。
【０１３９】
　本発明の結合分子は、単独で、または、他の薬剤と組み合わせて、または連続的に組み
合わせて提供することができる。例えば、本発明の結合分子は、限定されるものではない
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が、脳卒中または脊髄損傷後にさらなる神経損傷および軸索再生の阻害を遮断するための
手段としてのコルチコステロイドなどの抗炎症薬と、神経成長因子（ＮＧＦ）、脳由来神
経栄養因子（ＢＤＮＦ）などの神経栄養因子と、またはExelon（商標）(Rivastigmine)も
しくはレボドパ（Ｌ－ＤＯＰＡ（３，４－ジヒドロキシ－Ｌ－フェニルアラニン））など
の神経変性疾患用の他の薬剤と組み合わせて投与することができる。脳卒中の処置用の他
の好適な組合せ相手としては、アルテプラーゼ(Alteplase)およびデスモテプラーゼ(Desm
oteplase)（ＤＳＰＡ、例えばＷＯ９０／０９４３８に開示）がある。一実施態様では、
本発明は、特に脳卒中の処置用の、本発明の結合分子およびデスモテプラーゼを含む組合
せ、ならびに該組合せを含む医薬組成物を提供する。本明細書において、２つの薬剤が同
時に投与されるか、またはそれらの薬剤が同時に作用するような方法で独立して投与され
る場合に、２つの薬剤が組み合わせて投与されると言われる。
【０１４０】
　コード番号、一般名または商品名で識別される有効成分の構造は、標準的大要「The Me
rck Index」の現行版から、または例えばPatents International(例えば IMS World Publ
ications)などのデータベース、もしくはIMS Healthにより提供される他のデータベース
から得ることができる。これらの対応する内容は出典明示により本明細書の一部とされる
。当業者ならば、有効成分を特定することが十分に可能であり、これらの参照文献に基づ
いて製造し、インビトロおよびインビボの双方で標準的試験モデルにおいて医薬適応およ
び特性を試験することが同様に可能である。
【０１４１】
　本発明の医薬組成物は、常法で製造することができる。例えば、本発明の分子を含む本
発明の組成物は好ましくは凍結乾燥形態で提供される。即時投与のためには、それを好適
な水性担体、例えば注射用無菌水または無菌緩衝生理塩水に溶解する。
【０１４２】
　好適な組成物の製造を補助するために、本発明の結合分子、および場合により本発明の
結合分子の効果を増強する第二の薬剤を、同じ容器内に別個に、混合または同時投与に関
する説明書とともに包装してもよい。任意の第二の薬剤の候補は上記で示されている。
【０１４３】
　本発明の結合分子とＮＧＦなどの成長因子の組合せの相乗効果は、脊髄損傷モデルによ
りインビボで立証することができる。
【０１４４】
　本発明はまた、本発明の結合分子徐放性薬剤を製造するための本発明の医薬組成物の使
用に関する。
【０１４５】
　本発明はまた、損傷部位における本発明の結合分子の局所定着のための薬剤の製造のた
めの、本発明の医薬組成物の使用に関する。
【０１４６】
　本発明はさらに、本発明の結合分子の徐放性のための、また、損傷部位における本発明
の結合分子の局所定着のための、本発明の医薬に関する。
【０１４７】
　本発明はまた、本発明の結合分子の徐放性のための、また、本発明の結合分子の局所定
着のための方法に関する。
【０１４８】
　本発明は、以下の実施例を参照することにより、より詳細に理解されよう。しかしなが
ら、それらは、本発明の範囲を限定すると解釈すべきでない。
【０１４９】
　以下の実施例において、温度は全て摂氏度（℃）である。
【０１５０】
　実施例で注目するモノクローナル抗体は、配列番号５で示される軽鎖の可変領域と配列
番号４で示される重鎖可変領域を含むか（６Ａ３－ＩｇＧ１）、または配列番号２５で示
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される軽鎖の可変領域と配列番号２４で示される重鎖の可変領域を含む（６Ａ３－ＩｇＧ
４）、本発明による結合分子である。
【０１５１】
　上の段落において、「含む」とは「からなる」を包含するのが明らかである。
【０１５２】
　以下の略号を使用する：
ＥＬＩＳＡ　　酵素結合免疫測定法
ＦＡＣＳ　　　蛍光活性化細胞選別
ＦＩＴＣ　　　フルオレセインイソチオシアネート
ＦＢＳ　　　　ウシ胎児血清
ＦＣＳ　　　　ウシ胎児血清
ＨＣＭＶ　　　ヒトサイトメガロウイルスプロモーター
ＩｇＧ　　　　免疫グロブリンイソ型Ｇ
ｍＡｂ　　　　モノクローナル抗体
ＶＨ　　　　　重鎖可変領域
ＶＬ　　　　　軽鎖可変領域
ＬＣ　　　　　軽鎖
ＨＣ　　　　　重鎖
ＣＤＲ　　　　相補性決定領域
ＢＳＡ　　　　ウシ血清アルブミン
ａａ　　　　　アミノ酸
ｂｐ　　　　　塩基対
ＣＮＳ　　　　中枢神経系
ＨＲＰ　　　　セイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ
ＲＴ　　　　　室温
ＰＢＳ　　　　リン酸緩衝生理食塩水
ＴＢＳ　　　　Ｔｒｉｓ緩衝生理食塩水
ＣＥＡ　　　　癌胎児性抗原
ＩＦ　　　　　免疫蛍光
ＩｇＧ　　　　免疫グロブリンＧ
ＰＢＳ－Ｔ　　０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０含有リン酸緩衝生理食塩水
ＰＦＡ　　　　パラホルムアルデヒド
【０１５３】
　本発明を次の限定されない例によって説明する。
【実施例】
【０１５４】
実施例１：Ｍｅｄａｒｅｘ　６Ａ３抗ｈｕ－ＮｏｇｏＡモノクローナル抗体の配列
　ＮｏｇｏＡのヒトＮｉＧ－フラグメントに対して高い親和性を有するヒトＩｇＧ１モノ
クローナル抗体を選択した。Medarex Inc., Annandale, NJによって組換えにより再構成
された、ヒト免疫グロブリン遺伝子を有するマウス「Ｍｅｄａｒｅｘマウス」を用い、標
準的なハイブリドーマ技術によって誘導されたマウスハイブリドーマ細胞クローンからオ
リジナルモノクローナルを選択した。ヒトＮｉＧで免疫されたＭｅｄａｒｅｘマウスの作
出およびそのハイブリドーマの生産は当技術分野で周知であり、ＷＯ２００５／０２８５
０８に記載されているものと同様の条件に従った。ほとんどのハイブリドーマの抗体産生
レベルは極めて低かったので、組換えＤＮＡ技術を用いて、細胞株において、完全抗体ま
たはＦａｂ－フラグメントの高レベル産生に特化した発現ベクターを構築した。精製Ａｂ
およびＡｂのＦａｂフラグメントの作製は周知であり、例えば、ＷＯ２００５／０２８５
０８に詳細に記載されている。精製６Ａ３－ｍＡｂおよび６Ａ３－Ｆａｂの作製の場合も
同様のステップに従った。
【０１５５】
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　６Ａ３－ＩｇＧ１抗体の重鎖および軽鎖の可変領域をコードするｃＤＮＡをハイブリド
ーマｍＲＮＡからＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によって増幅し、クローニングし、配
列決定により同定した（図１および２；配列番号７および６）。
【０１５６】
実施例２：ＦａｂおよびＩｇＧ４の作製
　６Ａ３　ｍＡｂはＩｇＧ１イソ型である。ヒトＩｇＧ１イソ型抗体は細胞Ｆｃ受容体に
対して高い親和性を有し、抗体依存性細胞毒性（ＡＡＤＣ）および補体依存性細胞傷害性
（ＣＤＣ）を誘導し得る(Jerries et al., 2002, Hezareh et al., 2001)。さらに、Ｉｇ
Ｇ　ｍＡｂは、Ｆｃ受容体により媒介される逆輸送により、脳から血液脳関門を通って血
液へ急速に流出することが報告されている(Zhang et al., 2001)。６Ａ３　ＩｇＧ１　ｍ
Ａｂの潜在的なＦｃ受容体媒介相互作用を除去するため、また、ＳＰ２／０細胞および大
腸菌における高能力発現のための一価Ｆａｂフラグメントの組換え生産のためにも、その
イソ型を組換えによりＩｇＧ４に切り換えた。
【０１５７】
　このヒト抗Ｎｏｇｏ－Ａ抗体の重鎖および軽鎖可変ドメインの配列決定により、高能力
生産細胞株における６Ａ３－Ｆａｂフラグメントおよび６Ａ３－ＩｇＧ４イソ型抗体の組
換え生産が可能であった。
【０１５８】
　Ｆａｂフラグメントの大腸菌発現のために、両ｃＤＮＡ（配列番号７および配列番号６
）をｐＡＳＫ１１６にクローニングした。これらのｃＤＮＡのクローニングに用いたプラ
スミドは、マウスＩｇＧ１／κの定常ドメイン遺伝子を提供する(Skerra, 1994)。この抗
体フラグメントの２個のポリペプチド鎖は、テトラサイクリンプロモーターの転写制御下
にあるオペロンにコードされている。第一のシストロンはＦａｂフラグメントの重鎖部分
をコードする。このＶＨドメインを、そのＮ末端においてＯｍｐＡシグナルペプチドと、
そしてそのＣ末端においてマウスＩｇＧクラスのＣＨ１ドメインと融合されていた。第二
のシストロンは、ＰｈｏＡリーダーペプチドおよびマウスＣＨ１ドメインに融合されたＶ
Ｌドメインを有する軽鎖をコードする。発現誘導時には、このＦａｂフラグメントの二鎖
が大腸菌の周辺質に同時の分泌されるようになり、そこでタンパク質の折りたたみ、ジス
ルフィド結合の形成および鎖の組み立てが生じた。大腸菌でこのＦａｂを発現させるため
、これらのプラスミドを大規模生産用のＢＭＰに導入した。
【０１５９】
　ＳＰ２／０細胞におけるＩｇＧ４抗体としての発現のための６Ａ３抗体の軽鎖および重
鎖可変領域のクローニングに関しては、対応するｃＤＮＡをプラスミドＬＣｖｅｃ－ＡＡ
Ｌ１６０およびｈｃＭＣＰｆｉｎにクローニングした。ＩｇＧ４完全抗体の発現に関して
は、これらのプラスミドを、ＬＣ構築物ではＮｏｔＩで、そしてＨＣ構築物ではＰｖｕＩ
で線状化し、ＳＰ２／０細胞にトランスフェクトした。
【０１６０】
　ｈｉｓタグを有する６Ａ３　ＩｇＧ４および６Ａ３　Ｆａｂ一価フラグメントが首尾よ
く産生および精製された。これらの組換え抗体は、BIAcore試験（下記参照）においてヒ
トＮｏｇｏＡフラグメントｈＮｉＧに対して高い親和性を示す。個々のｋＤ値は０．１４
ｎＭおよび１．１ｎＭであり、ヒトＮｏｇｏＡフラグメントｈＮｉＧに対するその高い親
和性を保持するＡｂの適正かつ首尾よいクローニングおよび組換え発現が確認される。
【０１６１】
　６Ａ３－Ｉｇ４の重鎖および軽鎖のコード領域およびアミノ酸配列を図３および４（配
列番号２４、２５、２８および２８）に示す。
【０１６２】
実施例３：６Ａ３－Ａｂの相補性決定領域の決定
　６Ａ３抗体の可変重鎖および軽鎖の相補性決定領域は、URL: www.bioinf.org.uk/abs/
にてＫａｂａｔデータベースを用いて決定した。このＫａｂａｔ定義は配列の変動に基づ
き、抗体可変領域のＣＤＲを決定するために最もよく使用されている方法である(Wu TT, 
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Kabat EA, 1970)。
【０１６３】
　ＣＤＲの前の典型的な残基がＬＥＷＩＧであるはずのところＬＥＷＶＡが見られたＣＤ
Ｒ－Ｈ２を除き、６つのＣＤＲ定義の全てが、実験的に決定されたアミノ酸配列とよく相
関していた（図５）。しかしながら、ＣＤＲ－Ｈ２に関してはいくつかのバリエーション
があり得る。
【０１６４】
実施例４：ＮｉＧに対するマウス６Ａ３－ＩｇＧ１、６Ａ３－ＩｇＧ４および６Ａ３　Ｆ
ａｂのバイオセンサー親和性測定
　マウス６Ａ３－ＩｇＧ１　ｍＡｂ、６Ａ３－ＩｇＧ４　ｍＡｂおよび６Ａ３　Ｆａｂの
親和性を、BIAcore 2000光学バイオセンサー(Biacore, Uppsala, Sweden)を製造者の説明
書に従って用い、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）によって測定した。組換えヒトＮｉＧを
、アミンカップリング化学を用い、ＣＭ５センサーチップのフローセルに共有結合的に固
定化した。簡単に言えば、カルボキシメチリル化デキストランマトリックスを、０．０２
５Ｍ　ＮＨＳおよび０．１Ｍ　ＥＤＣを含有する溶液３５μｌを注入することにより活性
化した。センサーチップへの固定化に関しては、組換えヒトＮｉＧを０．０１Ｍクエン酸
バッファー（ｐＨ４）に希釈し、親和性測定を可能とするカップリングレベルに達するよ
うに流速５μｌ／分で注入した。残っているＮＨＳ－エステル基の不活性化合物は、１Ｍ
の塩酸エタノールアミン（ｐＨ　８．５）３５μｌを注入することにより行った。このセ
ンサーチップの表面を、５μｌの０．１Ｍ　ＨＣｌを注入することにより再生した。親和
性の測定に関しては、抗体を０．５０ｎＭ～１００ｎＭの範囲の種々の濃度で、流速２０
０μｌ／分にて注入した。各注入後に、センサーチップの表面を１０μｌの０．１Ｍ　Ｈ
Ｃｌを注入することで再生し、表面の結合活性の損失は無かった。速度定数ｋａおよびｋ
ｄと親和性定数ＫＡおよびＫＤを、製造者により供給されているBIAevaluations 3.0ソフ
トウエアを用いて評価した。
【０１６５】
BIAcoreにおける親和性の測定：組換えヒトＮｏｇｏＡに対するマウス６Ａ３－ＩｇＧ１
　ｍＡｂ、６Ａ３－ＩｇＧ４　ｍＡｂおよび６Ａ３由来一価Ｆａｂフラグメントの速度定
数および親和性結合定数を、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術(Biacore)を用いてリア
ルタイムで測定した。この分析のため、組換えヒトＮｉＧをセンサーチップ表面に結合さ
せ、種々の濃度の抗体を注入する。結合相互作用の速度パラメーターは、非線形曲線の当
てはめにより、センサーグラムから導いた。抗体のヒトＮｉＧに対する平衡時の親和性定
数は、６Ａ３－ＩｇＧ４、６Ａ３－ＩｇＧ１、６Ａ３　Ｆａｂに関してｋＤ　０．１３ｎ
Ｍ～２．５ｎＭの範囲であった。
【０１６６】
実施例５：抗ＮｏｇｏＡ抗体ＮＶＰ－６Ａ３－Ａｂ－ＮＸ－１およびＮＶＰ－ＩＩＣ７－
ＮＸ－１と内因性ヒトＮｏｇｏＡとの結合
　この実施例では、抗体の内因性ヒトＮｏｇｏ－Ａとの結合を示す。この目的で、Ｎｏｇ
ｏ－Ａの乏突起特異的遺伝子発現を示すことが従前に同定されている２種のヒト細胞株を
試験し、その後、抗体の特異的結合に関して試験した。ヒト乏突起神経膠細胞株ＭＯ３．
１３およびＨＯＧを用いて、本発明者らの２個の抗Ｎｏｇｏ－Ａ抗体ＮＶＰ－６Ａ３－Ａ
ｂ－ＮＸ－１（６Ａ３－Ａｂ）とＮＶＰ－ＩＩＣ７Ａｂ－ＮＸ－１（ＩＩＣ７－Ａｂ）を
内因性Ｎｏｇｏ－Ａに対するそれらの結合に関して特性決定した。さらにこれらの細胞を
用い、臨床試験のための種々の抗体バッチの特性決定のためのバイオアッセイを開発した
。２つの独立した試験設定において、６Ａ３－Ａｂと、これらの細胞中の内因性ヒトＮｏ
ｇｏ－Ａとの結合を分析および検出した。
【０１６７】
　第一段階では、ヒトＮｏｇｏ－Ａに特異的なプライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲにより、
ＭＯ３：１３細胞をＮｏｇｏ－Ａ　ｍＲＮＡの存在に関して分析した。第二段階で、両抗
体の内因性Ｎｏｇｏ－Ａに対する結合を、ＭＯ３．１３細胞溶解液の免疫沈降および免疫
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検出によって示した。最後に、ＭＯ３．１３およびＨＯＧ細胞の、６Ａ３－Ａｂによる特
異的免疫蛍光染色によって、免疫沈降からの結果を確認した。
【０１６８】
　このようにして、６Ａ３－ＡＢおよび１１Ｃ７－Ａｂの双方が、内因性ヒトＮｏｇｏ－
Ａと特異的に結合し得ることが分かった。
【０１６９】
方法
　細胞株：ＭＯ３．１３細胞はトロント大学のN. Cashman博士から入手した。それらはヒ
ト横紋筋肉腫（ＲＤ）の６－チオグアニン耐性変異株と、外科術検体から培養した成人ヒ
ト乏突起神経膠細胞との融合物に由来するものであった。ＨＯＧ細胞はシカゴ大学のG. D
awson博士から入手した。この細胞株は外科術で摘出した乏突起神経膠腫から確立したも
のであった。細胞は全て、Ｇｌｕｔａｍａｘ、１０％ウシ胎児血清およびペニシリン／ス
トレプトマイシンを添加した高グルコース含有ダルベッコの改変イーグル培地(Gibco)で
培養した。
【０１７０】
　ＲＴ－ＰＣＲ：Tripure試薬(Roche Diagnostics)を用い、５×１０５　ＭＯ３．１３細
胞から全ＲＮＡを調製した。ＤＮアーゼ処理の後、Omniscript RT(Qiagen)およびオリゴ
ｄＴ－プライマーを用い、総量２０μｌにて１μｇのＲＮＡを逆転写した。ＰＣＲに用い
たプライマーはＮｏｇｏ－Ａに特異的であり、全長ヒトＮｏｇｏ－Ａの１１９７番ｂｐで
始まる１９４ｂｐフラグメントを増幅する（５’－ＴＧＡＧＧＧＡＡＧＴＡＧＧＡＴＧＴ
ＧＣ－３’（配列番号３２）、５’－ＣＡＧＧＴＧＡＴＧＴＡＣＧＣＴＣＴＧＧＡ－３’
（配列番号３３））。反応は２μｌ　ｃＤＮＡ（または０．１μｇ　ＲＮＡ－ＲＴ）、５
μｌ　１０×バッファー、３μｌ　ｄＮＴＰ（各５ｍＭ）、２．５μｌ　５’プライマー
（１０μＭ）、２．５μｌ　３’プライマー（１０μＭ）、０．５μｌ　ＨｏｔＳｔａｒ
　Ｔａｑ－ポリメラーゼ(Qiagen)および３４．５μｌ　Ｈ２Ｏを用いて設定した。次のＰ
ＣＲを用いた：９５℃　１５分、（９４℃　３０秒、５５℃　３０秒、７２℃　１５秒）
を３５回、７２℃１０分→４℃。ＰＣＲが完了した後、１０μｌアリコートを２％臭化エ
チジウムアガロースゲルで分析した。
【０１７１】
　免疫沈降および免疫検出：各ＩＰにつき、集密まで増殖させたＭＯ３．１３細胞の１０
ｃｍφ培養ディッシュ１枚をＰＢＳで洗浄し、細胞を、完全プロテアーゼ阻害カクテル(R
oche Diagnostics)を含有する５００μｌのＭ－ＰＥＲ哺乳類タンパク質抽出試薬(Pierce
)中で溶解させた。この溶解液の可溶性画分を室温で１５分間、Ｇタンパク質－セファロ
ース(Sigma)で予備洗浄した。この予備洗浄した上清に、新鮮なＧタンパク質－セファロ
ースおよび対応する抗体（終濃度５０ｎＭ）を加え、回転シェーカー上、４℃で４時間イ
ンキュベートした。抗体は６Ａ３　ＩｇＧ４、１１Ｃ７　ＩｇＧ１または無関連のタンパ
ク質（癌胎児性抗原）に対する抗ＣＥＡ　ＩｇＧ４（陰性対照として用いる）のいずれか
であった。非結合画分の分析のため、各上清のアリコートを保持し、セファロースはＴＮ
Ｓバッファー（１０ｍＭ　ＴｒｉｓＨＣｌ　ｐＨ７．８、１％（ｗ／ｖ）Ｎ－ラウリルサ
ルコシン、１００ｍＭ　ＮａＣｌ）で４回、ＰＢＳで１回洗浄し、セファロース結合画分
を２０μｌのＳＤＳ－ＰＡＧＥローディングバッファー(Invitrogen)で溶出した。これら
のサンプルを５分間９５℃に加熱し、各１０μｌのアリコートをＭＥＳ－バッファー中、
NuPage４～１２％勾配ゲル(Invitrogen)に流した。これらのタンパク質を３０Ｖで４時間
セルロース膜にブロットし、Ponceau染色で転写が完了したかどうかを分析した。転写後
、この膜をＰＢＳ－Ｔ中、ウエスタンブロッキング試薬(Roche Diagnostics)にて４℃で
一晩ブロッキングした。免疫検出に関しては、この膜を１ｎＭ濃度の６Ａ３－ＩｇＧ４抗
体とともに室温で２時間インキュベートした後、抗ヒトペルオキシダーゼ結合二次抗体と
ともに室温で１時間インキュベートした。シグナルはECL-Advance(Amersham)を用いて検
出し、１分間フィルムに露光した。
【０１７２】
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　免疫蛍光：ＭＯ３．１３およびＨＯＧ細胞を８ウェルのポリ－Ｄ－リシンコーティング
組織チャンバースライド(Becton Dickinson)に播種し、集密度８０％まで増殖させた。Ｐ
ＢＳで洗浄した後、細胞を室温で３０分間、４％ＰＦＡ中で固定した。非特異的結合を１
０％ＦＣＳ、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で２０分間ブロッキングした。これらの
細胞を１％ＦＣＳ、０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中で１時間、６Ａ３－ＩｇＧ４　
５ｎＭとともに、または陰性対照としてバッファーのみでインキュベートした。抗体イン
キュベーションの後、細胞をＰＢＳで３回洗浄し、ＰＢＳで１：２００希釈した、Alexa 
Fluor 488標識抗ヒトＩｇＧ抗体(Molecular Probes)とともに１時間インキュベートした
。
【０１７３】
結果
　ＲＴ－ＰＣＲ：鋳型としてＭＯ３．１３　ＲＮＡを用いたＲＴ－ＰＣＲでは、２００ｂ
ｐ前後の明瞭に異なるＤＮＡフラグメントが生じた（図６）。陰性対照（逆転写を行わな
いＲＮＡおよびＨ２Ｏ）では産物は検出されなかった。ＰＣＲフラグメントは予測された
サイズの１９４ｂｐに見られ、陰性対照サンプル（ＤＮアーゼで処理したＲＮＡおよびＨ

２Ｏ）では産物は増幅されなかった。
【０１７４】
　免疫沈降：ＭＯ３．１３細胞溶解液の免疫沈降（ＩＰ）および６Ａ３抗Ｎｏｇｏ－Ａ抗
体による免疫検出（図７）の後、６Ａ３－ＩｇＧ４（レーン４）および１１Ｃ７－ＩｇＧ
１（レーン６）抗体の双方で予測されたサイズ（１９０ｋＤａ）に単一の強いバンドが検
出された。無関連のタンパク質（癌胎児性抗原）に対する抗ＣＥＡ対照抗体を用いたＩＰ
後（レーン１）および非結合画分（レーン５および７）においてはシグナルは検出されな
かった。ＩＰ前の粗ＭＯ３．１３細胞溶解液ではかすかなバンドが見られる（レーン２）
。不溶性細胞溶解液画分ではより低分子量にかすかな非特異的シグナルが見られる（レー
ン３）。
【０１７５】
　免疫蛍光：透過処理されたＭＯ３．１３細胞およびＨＯＧ細胞の、６Ａ３－ＩｇＧ４お
よびAlexa-Fluor 488標識抗ヒト二次抗体による免疫蛍光染色では、細胞の極めて明るい
染色が生じた（図８ａおよび８ｂ、右側）が、二次抗体だけでは実質的にシグナルは検出
されなかった（右側）。
【０１７６】
考察
　ＰＣＲにＮｏｇｏ－Ａ特異的プライマーを用いたＭＯ３．１３細胞のＲＴ－ＰＣＲ分析
では、予測されたサイズ（１９４ｂｐ）のＤＮＡフラグメントが得られたが、非逆転写Ｒ
ＮＡサンプルまたは水対照ではＰＣＲ産物は検出されなかった。この結果から、本発明者
らは、これらの細胞が内因性Ｎｏｇｏ－Ａを発現するものと結論付ける。
【０１７７】
　ＭＯ３．１３細胞溶解液からの免疫沈降および抗Ｎｏｇｏ－Ａ抗体６Ａ３による免疫検
出は、予測されたサイズ（１９０ｋＤａ）に単一の強いＮｏｇｏ－Ａバンドを示した。こ
れに対し、抗ＣＥＡ（ＩｇＧ４）対照抗体は、相当するサイズのバンドを生じなかった。
６Ａ３と１１Ｃ７の免疫沈降から得られるバンド間の強度の違いは、異なる抗体イソ型の
、Ｇタンパク質セファロースに対する親和性の違いによるものである可能性が最も高い（
６Ａ３の親和性＞１１Ｃ７の親和性）。ＭＯ３．１３およびＨＯＧ細胞の双方の細胞内免
疫蛍光染色からの結果は、６Ａ３－ＩｇＧ４が内因性Ｎｏｇｏ－Ａと結合することを示し
た。
【０１７８】
　これらの結果から、これらの２種の細胞株が内因的にＮｏｇｏ－Ａを発現すること、お
よび６Ａ３　ＩｇＧ４抗体（６Ａ３－Ａｂ）と１１Ｃ７　ＩｇＧ１抗体（１１Ｃ７－Ａｂ
）の双方が内因性ヒトＮｏｇｏ－Ａと特異的に結合することを結論付けた。これらの所見
は、例えば抗体の特性決定のためのＮｏｇｏ－Ａ結合アッセイを確立するために、ＭＯ３
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．１３細胞株を用い得る。
【０１７９】
実施例６：脳損傷を受けたマカクザルの機能回復に対する６Ａ３処置の効果
　さらなる研究において、従前に記載されたようにマカクザルに損傷を起こし、損傷時か
ら６Ａ３または対照ＩｇＧの４週間髄腔内注入で処置した。損傷を受けた左手の手先の器
用さを、本明細書で上述したような条件下で改変型ブリンクマンボード検査を用いて測定
した。６Ａ３処置は、対照ＩｇＧ処置に比べて機能回復の速度および程度を改善した。試
験の終了時に損傷のサイズを測定したところ、対照ＩｇＧで処置したサルの機能回復は損
傷サイズとほぼ逆の相関が見られ、５０％損傷の９０％から９０％損傷の５３％まで変動
があった。逆に、抗Ｎｏｇｏ－Ａ　ｍＡｂで処置した動物における回復量は損傷サイズに
よって有意に影響されず、６Ａ３処置マウスでは、損傷サイズが８５％と高かった場合で
さえ、ほとんどそれらの損傷前の性能に達した。
【０１８０】
実施例７：ヒト対象における６Ａ３抗体のＣＳＦ保持および半減期
　ヒト対象における６Ａ３抗体のＣＳＦ保持および半減期をＣＳＦ注入後１４日間測定し
（一日用量１５ｍｇ／日）、血清およびＣＳＦで個々の濃度を測定した（図９および１０
）。
【０１８１】
　ＣＳＦ濃度は、注入中に測定されたレベルに比べ、一定のままか、またはわずかに低下
するだけで、２つの場合では、３４日目および５６日目まで、すわなち、注入終了のおよ
そ２０日後および４２日後まで続き、６Ａ３のＣＳＦにおける驚くべき長期滞留および／
または半減期を示す。この薬物動態的挙動は種々の投与経路およびより長い間隔での投与
計画を可能とするであろう。２日以上または数週間の間隔でのＣＳＦへのボーラス注射も
実施可能である。６Ａ３抗体はまた、生分解性または非生分解性ポリマーおよびインプラ
ント中の処方物など、制御放出製剤にも好適である。
【０１８２】
実施例８：マカクザルＳＣＩモデルにおける有効性
　３匹のサルに、正確な細かい指の動きの創出を不能にすることが知られている損傷であ
る、Ｃ７／Ｃ８境界における脊髄の片側断裂を施し、対照動物においてはマウスＩｇＧ抗
体または処置動物においては６Ａ３抗体のいずれかを１ｍｇ／日の用量で４週間障害部位
に髄腔内送達する浸透圧Ａｌｚｅｔ（登録商標）ポンプを埋め込んだ（図１１およびFreu
nd et al., Nat Med 12:7 90-2, 2006）。手先の器用さは改変型ブリンクマンボード検査
にて、垂直スロットと水平スロットからのフードペレットの取り出しによって評価する。
他の挙動課題としては、引き出しからのペレットの取り出し、腕の弾道運動(ballistic a
rm movements)、食物を掴む足の運動能および痛みや不快に対する挙動観察が挙げられる
。これらの課題は損傷６０日前から損傷１２０日後に一定間隔で行う。
【０１８３】
　サルに片側脊髄断裂を施し、マウスＩｇＧ対照抗体（ｎ＝２、すなわち、５０％損傷を
有するＣｏｎｔ．１と９０％損傷を有するＣｏｎｔ．２）または６Ａ３（ｎ＝２、すなわ
ち、８５％損傷を有するＡＴＩ１と８０％損傷を有するＡＴＩ２）のいずれかを１ｍｇ／
日の用量で４週間、髄腔内処置した（サルの体重：Ｃｏｎｔ１は５．１ｋｇ、Ｃｏｎｔ２
は４．１ｋｇ、ＡＴＩ１は５．０ｋｇ、ＡＴＩ２は４．５ｋｇ）。結果は、試験期間中の
特定の試験日におけるペレットの総数として示される。値は、損傷前と性能レベルが安定
して維持された際の損傷後の個々の挙動スコアを用いて算出した。
【０１８４】
　サルにおける６Ａ３抗体処置は、対照のＩｇＧ処置したサルと比較して、損傷を受けた
左手を用いて垂直スロットと水平スロットからのフードペレットの取り出しに段階的な改
善を与えた。対照のサルは、垂直スロットからの取り出しよりも手先の器用さが要求され
る動きである水平スロットからのペレットの取り出しに全面的な持続性の欠陥を示した。
【０１８５】
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　ブリックマンボード検査において回復が最大レベルに達した後、サルを、損傷を受けた
左手で引き出しの取っ手を掴み、それを引き出し、引き出しの中の孔からフードペレット
を取り出す能力に関して試験した。９０％の損傷を有する対照のＩｇＧ処置したサル（Ｃ
ｏｎｔ．２）は取っ手を掴んで引き出しを開けることが全面的にできなかった。その腕の
動きは正常なもの、また手の形成異常のものよりも遅かった。これはダブル矢印線から導
き出すことができ、損傷前の活動と損傷後の活動の間の明らかな違いを示し、対照ＩｇＧ
抗体による処置は部分的な回復のみを示す。８５％（ＡＴＩ－１）または８０％（ＡＴＩ
－２）の損傷を有する６Ａ３抗体処置動物は、損傷のサイズに関わらず、迅速かつ有効に
課題の実行能を回復した。６Ａ３抗体で処置した場合、損傷前の活動と損傷後の活動に実
質的な違いは無く、６Ａ３抗体処置による完全な回復を示す。よって、６Ａ３抗体処置は
、マカクザルにおいて、ＩｇＧ対照抗体処置に比べ、脳損傷誘導後の回復に明らかに有益
な効果をもたらす。
【０１８６】
実施例９：臨床試験
　好適な臨床試験は次のように記載される：
　この試験は、スクリーニング相（ベースラインを含む）、非盲検処置相および少なくと
も２２週間の追跡調査相の三相を有する。この試験は独立データ安全性モニタリング委員
会(Data Safety Monitoring Board (DSMB))の管理下で実施される。
【０１８７】
　全部で２２名の患者を一部重複する４つの一連のコホートに登録し、６Ａ３抗体の持続
的注入を受けさせる。さらなる安全性評価のため、全ての患者に注入後少なくとも２２週
間の追跡調査期間を設ける。
【０１８８】
　患者の割当てならびにコホートによる処置用量および処置期間は次の通りである。
・コホート１：３人の対麻痺患者が５ｍｇ［２．５ｍｌ中］を２４時間受容
・コホート２：３人の対麻痺患者が３０ｍｇ［２．５ｍｌ中］を２４時間受容
・コホート３：６人の対麻痺患者が３０ｍｇ／日まで［２．５ｍｌ／日］を１４日間受容
・コホート４：１０人の対麻痺および四肢麻痺患者が３０ｍｇ／日まで［２．５ｍｌ／日
中］を２８日間受容
【０１８９】
　患者を注入の開始後少なくとも６か月の期間密接にモニタリングする。患者の状態はバ
イタルサインの測定、ＥＣＧの記録（中央施設による解釈）および血液、尿およびＣＳＦ
マトリックスに基づく実験室的評価により密接にモニタリングする。ＡＳＩＡスケール(A
pplicable Standard Neurological Classification of Spinal Cord Injury by the Amer
ican Spinal Injury Association) (Ditunno, et al, 1994; American Spinal Cord Inju
ry Association. Paraplegia 32(2): 7080.)を用いた神経学的検査は、有効性を評価でき
るだけでなく、脊髄損傷の潜在的憎悪を評価できる適格臨床医学者により行われる。各患
者につき全部で４回の脳および脊髄ＭＲＩを行う。薬物動態（ＰＫ）分析のため、各患者
から３時点（投与前、処置相および追跡調査相）でＣＳＦサンプルを採取する。また、処
置相および追跡調査相にＰＫ分析のために血液サンプルも入手する。全ての患者からのデ
ータをプロトコールに従い、独立ＤＳＭＢにより再審査する。
 
　本発明は以下の態様を含み得る。
［１］
　ヒトＮｏｇｏＡポリペプチド（配列番号２）またはヒトＮｉＧ（配列番号３）と特異的
に結合する少なくとも１個の抗原結合部位を含み、該抗原結合部位が、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１、ＣＤＲ－Ｈ２およびＣＤＲ－Ｈ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ
３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）のそれぞれと少なくとも
９０％同一である）；ならびに
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・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３（これらの超可
変領域の各々は、超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６
Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）のそれぞれと少なく
とも９０％同一である）
を含む、単離された分子。
［２］
　前記抗原結合部位が、
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６Ａ３（
配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）；ならびに
・順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－６Ａ３
（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）
を含む、請求項１に記載の結合分子。
［３］
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｈ１－６Ａ３（配列番号８）、ＣＤＲ－Ｈ２－６
Ａ３（配列番号９）およびＣＤＲ－Ｈ３－６Ａ３（配列番号１０）を含む可変ドメインな
らびに（ｉｉ）ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の免疫
グロブリン重鎖またはそのフラグメント；ならびに
・（ｉ）順序通りに超可変領域ＣＤＲ－Ｌ１－６Ａ３（配列番号１１）、ＣＤＲ－Ｌ２－
６Ａ３（配列番号１２）およびＣＤＲ－Ｌ３－６Ａ３（配列番号１３）を含む可変ドメイ
ンならびに（ｉｉ）ヒト軽鎖の定常部分またはそのフラグメントを含む少なくとも１個の
免疫グロブリン軽鎖またはそのフラグメント
を含む、請求項１に記載の結合分子。
［４］
　解離定数＜１０００ｎＭを有する、請求項１に記載の結合分子。
［５］
　前記ヒト重鎖の定常部分またはそのフラグメントがγ４型であり、前記ヒト軽鎖の定常
部分またはそのフラグメントがκ型である、請求項１に記載の結合分子。
［６］
　前記結合分子がヒトまたはキメラまたはヒト化モノクローナル抗体である、請求項１に
記載の結合分子。
［７］
　配列番号４（ＩｇＧ１重鎖）、配列番号５（ＩｇＧ１軽鎖）、配列番号２４（ＩｇＧ４
重鎖）および配列番号２５（ＩｇＧ４軽鎖）からなる群から選択される１個またはそれ以
上のポリペプチド配列を含む、請求項１に記載の結合分子。
［８］
　請求項１に記載の結合分子をコードする核酸配列を含む、単離されたポリヌクレオチド
。
［９］
・配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列；または
・配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９からなる群から選択される少なくとも
１個のポリヌクレオチド配列
のいずれかを含む、請求項８に記載の単離されたポリヌクレオチド。
［１０］
・順序通りに配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６を含むポリヌクレオチド配
列；ならびに
・順序通りに配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９を含むポリヌクレオチド配
列
を含む、請求項８に記載のポリヌクレオチド。
［１１］
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；または
・配列番号２６のポリヌクレオチド配列および／または配列番号２８のポリヌクレオチド
配列
を含む、請求項８に記載のポリヌクレオチド。
［１２］
　請求項８～１１のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。
［１３］
　請求項１２の発現ベクターを含む発現系であって、該発現系またはその一部が、その発
現系またはその一部が適合する宿主細胞中に存在する場合に請求項１のポリペプチドを産
生することができる、発現系。
［１４］
　請求項１２のベクターを含む、単離された宿主細胞。
［１５］
　請求項１２に記載の発現ベクターまたは請求項１４に記載の宿主細胞を含む、単離され
た組成物。
［１６］
　末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置を必要とする
ヒトに請求項１に記載の結合分子を投与する方法。
［１７］
　請求項１に記載の結合分子、請求項８に記載のポリヌクレオチド、請求項１３に記載の
発現ベクターもしくは発現系の各々、または請求項１４に記載の宿主細胞を、少なくとも
１種の薬学的に許容される担体または希釈剤と共に含む、医薬組成物。
［１８］
　末梢神経系（ＰＮＳ）および／または中枢神経系（ＣＮＳ）の疾患の処置方法であって
、そのような処置を必要とする対象に有効量の請求項１に記載の結合分子、請求項８に記
載のポリヌクレオチド、請求項１２もしくは１３に記載の発現ベクターもしくは発現系の
各々、または請求項１４に記載の宿主細胞を投与することを含む、方法。
［１９］
　疾患がアルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、レービー
様病またはその他の認知症全般、頭蓋、脳または精髄損傷後の疾患、脳卒中および脱髄疾
患からなる群から選択される神経変性疾患である、請求項１８に記載の方法。
［２０］
　投与が損傷部位に局所的に、頭蓋内に、または髄腔内に行われる、請求項１８～１９の
いずれか１項に記載の方法。
［２１］
　請求項１に記載の結合分子を作製する方法であって、組換えＤＮＡ技術の手段または化
学合成の手段によって、請求項１２または１３に記載の発現ベクターまたは発現系のそれ
ぞれにおいて請求項８に記載のポリヌクレオチドを発現させることを含む、方法。
［２２］
　徐放性組成物である、請求項１７に記載の医薬組成物。
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