
(57)【要約】
本発明は、重鎖の CDR2内の N-グリコシル化部位を欠損するように遺伝子操作されている変
異体 266抗体、その医薬組成物、ならびに変異体抗体を発現するために有用な、ポリヌク
レオチド配列、ベクターおよび形質転換細胞を提供する。変異体は、可溶性Ａβペプチド
をヒトの生物流体から隔絶し、 N-グリコシル化部位を保持するマウス抗体 266またはヒト
型 266抗体のいずれよりも有意に高い親和性で、アミロイドβペプチドＡβの 13～ 28位に
含まれるエピトープに特異的に結合する。変異体抗体は、Ａβと関連する病態および疾患
(アルツハイマー病、ダウン症候群、大脳アミロイドアンギオパチー、軽度の認知障害等 )
の治療または予防に有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
軽 鎖 お よ び 重 鎖 を 含 む 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 軽 鎖 が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 266由 来 の ３ 個 の 軽 鎖 相 補 性 決 定 基 (CDR)(配 列 番 号 １ ～ ３ )を 含 み 、 重 鎖 が マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266由 来 の 重 鎖 CDR1お よ び CDR3(そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ４ お よ び ６ )、 お よ
び 配 列 番 号 ５ ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 表 し （ た だ し 、 ８ 位 の Xaaが Aspで も Proで も な
く 、 ９ 位 の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
配 列 番 号 ５ の ８ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 表 し （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ９ 位
の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ８ 位 の Xaaは Aspま た は Proで あ る ） 、 お よ び
配 列 番 号 ５ の ９ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 表 す （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ８ 位
の Xaaが Aspで も Proで も な い 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 。 ］
で 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 CDR2を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら 選 択 さ れ （ た だ し
、 ９ 位 の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
配 列 番 号 ５ の ８ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 お よ び
配 列 番 号 ５ の ９ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ る 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 、 請 求 項
１ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serま た は Thrま た は Hisで あ り 、 ８
位 の Xaaが Serで あ り 、 ９ 位 の Xaaが Thrで あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaが Serま た は Thrで あ り 、 ８ 位 の Xaaが Serで あ り 、 ９ 位 の Xaaが Thr
で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ５ の ８ 位 の Xaaが Serで あ り 、 ９ 位 の Xaaが Thrで あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ８ 位 の Xaaが Serで あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ の い ず れ
か に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 ７ に よ り 示 さ れ る 配 列 の 軽 鎖 可 変 部 お よ び 配 列 番 号 ８ に よ り 示 さ れ る 重 鎖 可 変 部
を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
配 列 番 号 ９ に よ り 示 さ れ る 配 列 の 軽 鎖 可 変 部 お よ び 配 列 番 号 １ ０ に よ り 示 さ れ る 重 鎖 可 変
部 を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ９ 】
配 列 番 号 １ １ に よ り 示 さ れ る 配 列 の 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 １ ２ に よ り 示 さ れ る 配 列 の 重 鎖 を
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有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
重 鎖 に お い て 、 56位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択
さ れ （ た だ し 、 58位 の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 56位 の Xaaは Asnで は な く 、
57位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 そ し て
58位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る （ た だ し
、 56位 の Xaaが Asnで あ る 場 合 、 58位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
重 鎖 に お い て 、 56位 の Xaaが Ala、 Gly、 His、 Gln、 Serま た は Thrで あ り 、 57位 の Xaaが Ser
で あ り 、 58位 の Xaaが Thrで あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
重 鎖 に お い て 、 56位 の Xaaが Serま た は Thrで あ り 、 57位 の Xaaが Serで あ り 、 58位 の Xaaが Th
rで あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
重 鎖 に お い て 、 57位 の Xaaが Serで あ り 、 58位 の Xaaが Thrで あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
重 鎖 に お い て 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 57位 の Xaaが Serで あ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 酵 素 的 切 断 に よ り 得 ら れ る 、 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Fabま た は F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
。
【 請 求 項 １ ８ 】
Fabフ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
IgG 1 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン イ ソ タ イ プ で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま
た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 骨 髄 腫 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 ゴ ー ル
デ ン ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 お よ び ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 宿 主 細 胞 中 で 産
生 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 軽 鎖 ま た は 重 鎖 を
コ ー ド す る 配 列 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
適 切 な 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ た 場 合 に 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 の 軽
鎖 ま た は 重 鎖 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 生 じ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ １ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ９
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 ２ ３ の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ベ ク タ ー ２ 種 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 細 胞 で あ っ て 、 第 １ の ベ
ク タ ー は 軽 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 第 ２ の ベ ク タ ー は 重 鎖 を コ ー ド
す る 配 列 を 含 む 、 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヒ ト 型 抗 体 を 発 現 し 得 る 、 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
骨 髄 腫 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ イ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 お よ び
ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細
胞 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヒ ト 型 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 製 薬 上 許
容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 出 願 は 米 国 仮 出 願 出 願 番 号 60/313,224(2001年 ８ 月 17日 出 願 )の 優 先 権 を 主 張 す る (こ の
内 容 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 し て 組 み 込 む )。
【 ０ ０ ０ ２ 】
本 発 明 は 、 重 鎖 の 第 ２ 相 補 性 決 定 基 (CDR2)の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 欠 損 し た 、 抗 体 266の
ア ナ ロ グ に 関 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は Ａ β ペ プ チ ド に 関 連 し た 病 態 (状 態 )(例 え ば 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 お よ び 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー )の 予 防 的 お よ び 治 療
的 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
多 数 の 病 態 お よ び 疾 患 が 、 ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド (Ａ β )を 含 有 す る 、 脳 内 の 神 経 性 (neuri
tic)お よ び 脳 血 管 性 の プ ラ ー ク (斑 )に 関 連 し て い る と 思 わ れ る 。 な か で も 、 発 症 前 お よ び
臨 床 上 の 両 方 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 お よ び 発 症 前 お よ び 臨 床 上 の 大
脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー (CAA)が あ る 。 循 環 形 態 の Ａ β ペ プ チ ド は 、 前 駆 体 タ ン パ ク
質 で あ る ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質  (APP)の 切 断 か ら 得 ら れ る 39～ 43ア ミ ノ 酸 か ら 構 成
さ れ る (ほ と ん ど は 40ま た は 42ア ミ ノ 酸 )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 減 少 さ せ る た め の 免 疫 反 応 を 誘 発 す る 方 法 は 、 PCT公 報 WO99/27944(1999
年 ６ 月 10日 公 開 )に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 明 細 書 は 、 全 長 凝 集 型 Ａ β ペ プ チ ド が 有 用 な 免
疫 原 で あ る と 仮 定 し て い る 。 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス IgGに 連 結 し た Ａ β フ ラ グ メ ン ト (ア ミ ノ 酸 13
-28)の 投 与 は 皮 質 ア ミ ロ イ ド 負 荷 に な ん ら 変 化 を 引 き 起 こ さ ず 、 Ａ β 13-28フ ラ グ メ ン ト
結 合 体 の 注 射 を 受 け た ９ 匹 の 動 物 の う ち １ 匹 の み が 、 Ａ β に 応 答 し て リ ン パ 球 増 殖 を 示 し
た 。 ま た 、 こ の 出 願 は 、 Ａ β ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 治 療 用 薬 剤 と し て 使 用 し
う る こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 添 付 デ ー タ は 、 Ａ β 4 2 等 を 用 い た 能 動 免 疫 に 関 す
る プ ロ ト コ ル を 反 映 し て お り 、 こ れ は 推 測 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
WO 00/72880お よ び Bard, F.ら 、 Nature Med. (2000) 6:916-919は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス ア ル ツ ハ イ マ ー 病 モ デ ル の 皮 質 お よ び 海 馬 に お け る 斑 が 、 Ａ β ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 フ
ラ グ メ ン ト お よ び そ れ に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 処 理 し た 場 合 に は 顕 著 に 減 少 す る が 、 ヒ ツ
ジ 抗 マ ウ ス IgGに 連 結 し た Ａ β 13-28フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 13-28フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗
体 で あ る 抗 体 266を 用 い て 処 理 し た 場 合 に は 減 少 し な い こ と を 記 載 す る 。 Ｎ 末 端 に 対 す る
抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ 研 究 で 、 血 液 脳 関 門 を 通 過 し 、 ア ミ ロ イ ド 斑 の 食 作 用 を 誘 発 す る と 主
張 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
WO 00/77178は 、 β ア ミ ロ イ ド の 加 水 分 解 を 触 媒 す る よ う に 設 計 さ れ た 抗 体 (フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン ス タ チ ン (statine)転 移 化 合 物 Cys-Ａ β 1 0 - 2 5 、 ス タ チ ン Phe 1 9 -Phe 2 0 お よ び Cys-Ａ β 1

0 - 2 5 ス タ チ ン Phe 2 0 -Ala 2 1 の 混 合 物 に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 、 お よ び Phe 1 9 と Phe 2 0 と の 間
に 還 元 型 ア ミ ド 結 合 を 有 す る Ａ β 1 0 - 2 5 に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 を 含 む )を 記 載 す る 。 文 献

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-503789 A 2005.2.10



は 、 こ れ ら の 抗 体 の 投 与 が 、 中 枢 神 経 系 か ら の Ａ β の 流 入 、 斑 形 成 の 妨 害 、 斑 負 荷 の 減 少
、 抗 体 と 組 織 サ ン プ ル 中 の Ａ β と の 複 合 体 の 形 成 を 引 き こ す 、 ま た は 認 知 に 影 響 を 与 え る
と い う こ と に つ い て の 、 イ ン ビ ボ で の 証 拠 は 示 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
米 国 特 許 第 5,766,846号 、 同 第 5,837,672号 お よ び 同 第 5,593,846号  (こ れ ら を 参 照 し て 本
明 細 書 中 に 組 み 込 む )は 、 Ａ β ペ プ チ ド の 中 央 ド メ イ ン に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 産 生 を 記 載 す る 。 Ａ β の 13位 か ら 28位 の ア ミ ノ 酸 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 抗 体
に 、 マ ウ ス 抗 体 266、 4G8お よ び 1C2が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ れ ま で に 、 PCT/US/01/06191(2001年 ２ 月 26日 出 願 )に 記 載 の よ う に 、 24ヶ 月 齢 ヘ ミ 接 合
型 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス  (APP V 7 1 7 F )に お け る 長 期 間 の 週 １ 回 266抗 体 の 投 与 の 後 、 マ
ウ ス 抗 体 266の 投 与 は 認 知 (物 体 記 憶 )を ほ ぼ 完 全 に 回 復 さ せ る こ と が 見 出 さ れ て い た 。 ま
た 、 抗 体 266の 末 梢 投 与 は 、 CNSか ら 血 漿 へ の 比 較 的 大 量 の Ａ β ペ プ チ ド の 迅 速 な 流 入 を 生
じ る 。 ま た 、 長 期 処 置 は 、 有 効 で あ る た め に 必 要 と さ れ る 当 該 技 術 が 教 示 す る 特 性 （ す な
わ ち 、 Ａ β ア ミ ロ イ ド 斑 負 荷 の 減 少 、 血 液 脳 関 門 の 有 意 な 程 度 で の 通 過 、 斑 の 修 飾 (decor
ating)、 細 胞 性 メ カ ニ ズ ム の 活 性 化 ま た は 凝 集 型 Ａ β へ の 高 い 親 和 性 で の 結 合 )を 抗 体 が
必 ず し も 有 さ な い 場 合 で さ え 、 可 溶 性 Ａ β の 変 更 さ れ た ク リ ア ラ ン ス 、 斑 形 成 の 予 防 、 お
よ び 認 知 の 改 善 を 生 じ た 。 DeMattosら (Proc. Natl. Acad. Sci (USA)、 早 版 、 2001年 ７ 月
３ 日 )は 、 PCT/US/01/06191中 に あ る デ ー タ を い く つ か 公 開 し た 。 ま た 、 PCT/US/01/06191
は ヒ ト 型 266抗 体 を 開 示 し た (「 Hu266」 ま た は 「 h266」 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
重 鎖 Ｖ 領 域 の 56位 で 開 始 す る と 、 Mu266お よ び Hu266は 両 方 と も 配 列 Asn-Ser-Thrを 含 有 す
る 。 こ の 配 列 は 、 N-連 結 型 グ リ コ シ ル 化 の た め の Asn-X-Ser/Thrシ グ ナ ル の １ 例 で あ り 、 A
snは N-連 結 型 グ リ コ シ ル 鎖 の 結 合 部 位 で あ る 。 分 泌 型 タ ン パ ク 質 中 の Asn-X-Ser/Thrは ほ
と ん ど グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る  (Gavel, Y.ら 、 Prot. Eng. (1990) 3:433-442)が 、 ポ リ
ペ プ チ ド 中 に 存 在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 配 列 の 全 て が 実 際 に 糖 残 基 が 結 合 し て い る 部 位
と い う わ け で は な い (米 国 特 許 第 5,714,350号 )。 特 に 、 PCT/US/01/06191で 報 告 さ れ て い る
結 果 は 、 重 鎖 の 56位 で 完 全 に グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 266抗 体 を 用 い て 得 ら れ た も の で あ
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
可 変 部 フ レ ー ム ワ ー ク で の グ リ コ シ ル 化 は 、 抗 体 結 合 親 和 性 に 負 の 影 響 (お そ ら く 立 体 障
害 に 起 因 す る )を 及 ぼ し う る こ と が 示 さ れ て き た (Co, M.S.ら 、 Mol. Immunol. (1993) 30:
1361-1367)。 対 照 的 に 、 特 定 の マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 CDR2で の グ リ コ シ ル 化 は 、 抗 原 に 対 す る
親 和 性 を 上 昇 さ せ た (Wallick, S.C.ら 、 J. Exp. Med. (1988) 168:1099-1109; Wright, A
.ら 、 EMBO J. (1991) 10:2717-2723)。 こ れ ら の 教 示 を 鑑 み る と 、 VH CDR2の h266の グ リ コ
シ ル 化 に よ る 、 Ａ β に 対 す る 親 和 性 へ の 影 響 は 予 測 不 可 能 で あ る （ す な わ ち 、 グ リ コ シ ル
化 は Ａ β へ の 親 和 性 に 、 正 に 影 響 を 与 え る か も し れ な い し 、 負 に 影 響 を 与 え る か も し れ な
い し 、 ま た は ま っ た く 与 え な い か も し れ な い )。 266の グ リ コ シ ル 化 が 親 和 性 に 影 響 を 与 え
る か ど う か を 決 定 す る た め の 唯 一 の 方 法 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 取 り 除 き 、 結 合 親 和 性 を
測 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
全 く 予 測 で き な い こ と に 、 そ し て 好 都 合 な こ と に 、 重 鎖 CDR2中 で 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い
る Hu266の 、 Ａ β ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 は 、 h266の 親 和 性 よ り も 明 ら か に 高 い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 は 、 マ ウ ス 抗 Ａ β 抗 体 266の CDRで あ っ て 、 重 鎖 CDR2中 の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が N-グ
リ コ シ ル 化 さ れ な い よ う に 修 飾 さ れ て い る 、 マ ウ ス 抗 Ａ β 抗 体 266の CDRを 有 す る 、 ヒ ト 型
抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 そ れ ゆ え 、 広 い 意 味 で は 、 本 発 明 は 、 軽 鎖 が マ
ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266由 来 の ３ 個 の 軽 鎖 相 補 性 決 定 基 (CDR)(配 列 番 号 １ ～ ３ )を 含 み
、 重 鎖 が マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266由 来 の 重 鎖 CDR1お よ び CDR3(そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ４
お よ び ６ )お よ び 以 下 の 配 列 番 号 ５ に よ り 示 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 CDR2を 含 む 、 軽 鎖 お
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よ び 重 鎖 を 含 む 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に 関 す る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
７ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 ８ 位 の Xaaが Aspで も Proで も な く 、 ９ 位 の Xa
aが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
８ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ９ 位 の Xaaが Serま
た は Thrで あ る 場 合 、 ８ 位 の Xaaが Aspま た は Proで あ る ） 、 そ し て
９ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ８ 位 の Xaaが Aspで
も Proで も な い 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） ]。
【 ０ ０ １ ３ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 の ヒ ト 型 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 ヒ ト 型 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ベ
ク タ ー 、 こ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し て い る か 、 ま た は ヒ ト 型 抗 体 ま た は こ の フ ラ グ メ ン ト
を 発 現 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 み 込 ん で い る 宿 主 細 胞 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の ヒ ト 型 抗 体
お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト の 医 薬 製 剤 お よ び こ れ ら の 製 造 方 法 お よ び 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ａ β に 対 し て マ ウ ス 266ま た は ヒ ト 型 266よ り も 高 い 親 和 性 を 有 す る よ う な ヒ ト 型 抗 体 お よ
び そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 マ ウ ス 266ま た は ヒ ト 型 266に 関 し て 既 に 記 載 さ れ て い る 特 性 と 同
じ 特 性 を 示 す と 予 測 さ れ る 。 す な わ ち 、 そ れ ら は ヒ ト に お い て Ａ β を 隔 絶 す る た め 、 ヒ ト
の 脳 に お け る Ａ β 斑 ま た は Ａ β 毒 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 お よ び 病 態 (ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 お よ び 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー な ど )の 治 療 お よ び 予 防 の た
め 、 ヒ ト に お け る こ れ ら の 疾 患 の 診 断 の た め 、 お よ び ヒ ト 被 検 体 が Ａ β に 対 す る ヒ ト 型 抗
体 を 用 い る 治 療 に 反 応 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 変 異 体 266抗 体 の 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て き た ヒ ト 型 266抗 体 を 超 え る 利 点
と し て は 、 よ り 信 頼 性 の 高 い 製 造 容 易 性 、 グ リ コ シ ル 化 に お け る バ ッ チ 間 の 少 変 動 性 、 お
よ び こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る ヒ ト 型 266抗 体 に 匹 敵 す る ま た は そ れ よ り も 高 い 抗 原 に 対
す る 親 和 性 が あ げ ら れ る 。 こ れ に よ り 、 よ り 低 用 量 で 、 同 等 の 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
生 体 液 中 を 循 環 す る Ａ β ペ プ チ ド を 隔 絶 す る た め の イ ン ビ ボ で の 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 は 、
脳 に お け る Ａ β 含 有 び ま ん 性 の 神 経 性 お よ び 脳 血 管 性 斑 の 形 成 と 関 連 し た 病 態 の 予 防 的 お
よ び 治 療 的 処 置 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 、 CDR2 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 に 起 因 す る 結
合 親 和 性 の 上 昇 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
ま た 、 本 発 明 は ヒ ト に お け る β ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 斑 の 形 成 に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 病 態 を 治 療 お よ び 予 防 す る た め に 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 を 用 い る 方 法 に 関 し 、 こ
の 方 法 は そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト に 、 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 ま た は そ の 免 疫 学
的 に 反 応 性 の フ ラ グ メ ン ト を 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 有 効 な 量 で 、 好 ま し く は 末 梢 か ら 投 与
す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ヒ ト に お け る ア ミ ロ イ ド 斑 の 形 成 を 阻 害 す る 方 法 お よ び ア ミ
ロ イ ド 斑 を 除 去 す る 方 法 に 関 し 、 こ の 方 法 は こ の よ う な 阻 害 を 必 要 と す る ヒ ト 被 検 体 に 本
発 明 の 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 を 有 効 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 臨 床 上 の ま た は 発 症 前 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 ま た は 臨 床 上
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の ま た は 発 症 前 の 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー を 有 す る と 診 断 さ れ た 被 検 体 に お け る 認
知 衰 弱 の 反 転 、 認 知 認 識 (cognitive cognition)の 改 善 、 認 知 衰 弱 の 治 療 、 お よ び 認 知 衰
弱 の 予 防 の た め の 方 法 を 含 み 、 こ れ ら の 方 法 は 、 本 発 明 の 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 を 有 効
量 で 被 検 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 ヒ ト に お け る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 ま た は 大 脳 ア ミ ロ イ ド
ア ン ギ オ パ チ ー の 治 療 、 予 防 ま た は 逆 転 の た め 、 臨 床 上 ま た は 発 症 前 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病
、 ダ ウ ン 症 候 群 ま た は 臨 床 上 ま た は 発 症 前 の 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー に お け る 認 知
衰 弱 を 治 療 、 予 防 ま た は 逆 転 さ せ る た め 、 ま た は ア ミ ロ イ ド 斑 の 形 成 ま た は 毒 性 可 溶 性 Ａ
β 種 の 影 響 を 阻 害 す る た め の 、 医 薬 の 製 造 用 の 本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 こ れ は
ヒ ト 組 織 に お け る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 組 換 え 配 列 の 長 期 発 現 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 CDRが マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266を 起 原 と し 、 フ レ ー
ム ワ ー ク お よ び 他 の 抗 体 の 部 分 が ヒ ト 生 殖 細 胞 系 を 起 原 と し 、 重 鎖 の CDR2内 の N-グ リ コ シ
ル 化 部 位 が 除 去 さ れ て い る ヒ ト 型 抗 体 が 、 グ リ コ シ ル 型 マ ウ ス ま た は ヒ ト 型 266抗 体 よ り
も 驚 く ほ ど 高 い 親 和 性 で Ａ β 1-40お よ び Ａ β 1-42に 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の よ う に
、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 型 形 態 へ と 変 換 す る こ と に よ り 免 疫 原 性 を 低 下 す る よ う に 修 飾 さ れ
て い る 、 ヒ ト 型 抗 体 の こ の 特 異 性 が 、 Ａ β に 関 連 し た 、 ヒ ト に お け る 病 態 (発 症 前 お よ び
臨 床 上 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 お よ び 発 症 前 お よ び 臨 床 上 の 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア
ン ギ オ パ チ ー を 含 む )を 、 予 防 的 お よ び 治 療 的 に 処 置 す る た め の 機 会 を 提 供 す る と 考 え る
合 理 的 な 根 拠 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 治 療 (処 置 )」 は 、 処 置 さ れ る 病 態 が す で に 存 在 す る こ と が 知 ら
れ て い る 場 合 の 治 療 的 処 置 、 お よ び 予 防 、 す な わ ち 、 病 態 の 将 来 の 発 生 の 可 能 性 の 予 防 ま
た は 改 善 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
「 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 自 体 、 ま た は 免 疫 学 的 に 有 効 な そ の フ ラ グ メ ン ト (例 え
ば 、 F a b 、 F a b ’ ま た は F ( a b ’ ) 2 ） を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 の 文 脈 に お い て 、 フ ラ グ メ ン ト
は 具 体 的 に 強 調 し て 記 載 さ れ て い る が 、 そ れ 以 外 の 場 合 に は フ ラ グ メ ン ト が 特 記 さ れ て い
る か 否 か に か か わ ら ず 、 用 語 「 抗 体 」 が そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト な ら び に １ 本 鎖 形 態 を 含
む こ と が 理 解 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 が 、 意 図 す る 標 的 に 結 合 す る 特 異 的 な 能 力 を 保 持 し て い
る 限 り 、 用 語 「 抗 体 」 の 定 義 内 に 含 ま れ る 。 ま た 、 定 義 「 抗 体 」 に は １ 本 鎖 形 態 が 含 ま れ
る 。 好 ま し く は 、 し か し 必 ず し も 必 須 で は な い が 、 本 発 明 に 有 用 な 抗 体 は 組 換 え 技 術 に よ
り 産 生 さ れ る 。 抗 体 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い て も 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な く と も 良 い
が 、 CDR2の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 以 外 が グ リ コ シ ル 化 さ れ た 抗 体 が 好 ま し い 。 周 知 で あ る よ
う に 、 抗 体 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 適 切 に 架 橋 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
基 本 的 な 抗 体 構 造 単 位 は 、 四 量 体 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 各 四 量 体 は ２ つ の 同 一 の ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 対 か ら な り 、 各 対 は １ 本 の 「 軽 」 鎖 (約 25kDa)お よ び １ 本 の 「 重 」 鎖 (約 50～
70kDa)を 有 す る 。 各 鎖 の ア ミ ノ 末 端 部 分 は 、 主 な 抗 原 認 識 を 担 う 約 100～ 110以 上 の ア ミ ノ
酸 の 可 変 部 を 含 む 。 各 鎖 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 主 に エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 担 う 定 常 部 を 規
定 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
軽 鎖 は κ お よ び λ に 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は γ 、 μ 、 α 、 δ ま た は ε に 分 類 さ れ 、 そ れ ぞ れ 、
IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgEと し て 抗 体 イ ソ タ イ プ を 規 定 す る 。 各 タ イ プ の 中 に も サ ブ
タ イ プ (IgG 1 、 IgG 4 な ど )が 存 在 し う る 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 内 で 、 可 変 部 お よ び 定 常 部 は 約 12
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 「 Ｊ 」 領 域 に よ り 連 結 さ れ 、 ま た 、 重 鎖 は 約 ３ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 「 Ｄ 」
領 域 を 含 ん で い る 。 定 常 域 の 特 有 の 同 定 部 (identity)で あ る イ ソ タ イ プ 、 ま た は サ ブ タ イ
プ は 本 発 明 に 影 響 を 与 え な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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各 軽 鎖 ／ 重 鎖 対 の 可 変 部 は 抗 体 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 は ２ つ の
結 合 部 位 を 有 す る 。 鎖 は 全 て 、 ３ つ の 超 可 変 部 (相 補 性 決 定 基 ま た は CDRと も 呼 ぶ )に よ り
連 結 し た 比 較 的 保 存 さ れ て い る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)の 同 一 の 全 体 構 造 を 示 す 。 各 対 の
２ つ の 鎖 に 由 来 す る CDRを フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に よ り 整 列 さ せ て 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 結 合
し う る よ う に す る 。 Ｎ － 末 端 か ら Ｃ － 末 端 で 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 は 両 方 と も 、 ド メ イ ン FR1
、 CDR1、 FR2、 CDR2、 FR3、 CDR3お よ び FR4を 含 む 。 各 ド メ イ ン に 対 す る ア ミ ノ 酸 の 配 置 は
、 周 知 の 慣 例 に 従 っ て 行 う [Kabat 「 Sequences of Proteins of Immunological Interest
」  National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1987お よ び 1991; Chothiaら 、 J. M
ol. Biol. 196:901-917 (1987); Chothiaら 、 Nature 342:878-883 (1989)]。
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 ヒ ト 型 抗 体 」 は 、 非 ヒ ト 相 補 性 決 定 基 (CDR)を 有 す る 抗 体 の 配 列 を 変 更 す る こ と に よ り
ヒ ト 抗 体 生 殖 細 胞 系 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 部 分 的 ま た は 完 全 に 構 成 さ れ る 抗 体 を
意 味 す る 。 ヒ ト 型 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 マ ウ ス 可 変 部 お よ び ヒ ト 定 常 部 を 有 す る キ メ ラ 抗
体 は 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 抗 体 の 可 変 部 、 お よ び CDRで さ え も 、 当 該 分 野 に お い て 現
在 周 知 で あ る 技 術 に よ り ヒ ト 型 に さ れ る 。 可 変 部 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 、 対 応 す る ヒ ト
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で 置 換 し 、 非 ヒ ト CDRは 実 質 的 に イ ン タ ク ト な ま ま で 残 す 。 上 記 の よ
う に 、 抗 体 の 免 疫 学 的 に 特 異 的 な フ ラ グ メ ン ト (単 鎖 形 態 を 示 す フ ラ グ メ ン ト を 含 む )を 用
い る こ と は 、 本 発 明 の 方 法 で の 使 用 に 関 し て 十 分 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ヒ ト 型 抗 体 は 、 ヒ ト 治 療 で の 使 用 に 関 し て 、 非 ヒ ト お よ び キ メ ラ 抗 体 を 超 え る 少 な く と も
３ つ の 利 点 の 可 溶 性 を 有 す る 。
１ ） エ フ ェ ク タ ー 部 分 が ヒ ト で あ る の で 、 他 の 部 分 の ヒ ト 免 疫 系 と よ り よ く 相 互 作 用 す る
か も し れ な い (例 え ば 、 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 (CDC)ま た は 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 障 害 (ADCC)
に よ り 、 よ り 効 率 よ く 標 的 細 胞 を 破 壊 す る )。
２ ） ヒ ト 免 疫 系 は ヒ ト 型 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク ま た は Ｃ 部 を 異 種 と し て 認 識 せ ず 、 そ れ ゆ
え 、 こ の よ う な 注 射 抗 体 に 対 す る 抗 体 反 応 は 完 全 に 異 種 の 非 ヒ ト 抗 体 ま た は 部 分 的 に 異 種
の キ メ ラ 抗 体 よ り も 少 な い 。
３ ） 注 射 し た 非 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 循 環 中 に お い て ヒ ト 抗 体 の 半 減 期 よ り も か な り 短 い 半 減
期 を 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。 注 射 し た ヒ ト 型 抗 体 は 、 基 本 的 に 、 天 然 に 存 在 す る ヒ ト 抗
体 と 同 一 の 半 減 期 を 有 し 、 よ り 少 量 か つ よ り 頻 度 の 低 い 、 施 す べ き 投 薬 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ヒ ト 型 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 設 計 は 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 ヒ ト フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 に 関 し て は 、 CDR提 供 (CDR-providing)非 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム ワ ー ク
ま た は 可 変 部 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 可 変 部 配 列 コ レ ク シ ョ ン の 対 応 す る
配 列 と 比 較 し 、 同 一 ア ミ ノ 酸 を 高 い 割 合 で 有 す る 配 列 を 選 択 す る 。 ア ミ ノ 酸 が 以 下 の カ テ
ゴ リ ー に 入 る 場 合 は 、 用 い る ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (ア ク セ プ タ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン )の フ
レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 を 、 CDR提 供 非 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (ド ナ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン )由
来 の フ レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 に よ り 置 き 換 え る 。
(a)ア ク セ プ タ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 の ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 に
あ る の は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に と っ て は 一 般 的 で は な い が 、 ド ナ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 内
の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が そ の 位 置 に あ る の は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に と っ て は 典 型 的 な も の
で あ る 。
(b)ア ミ ノ 酸 の 位 置 が CDRの １ つ に 直 ち に 隣 接 し て い る 。 ま た は
(c)３ 次 元 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン モ デ ル に お い て 、 フ レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 の 任 意 の 側 鎖 原 子
は 、 CDRア ミ ノ 酸 の 任 意 の 原 子 の 約 ５ ～ ６ オ ン グ ス ト ロ ー ム (中 心 ～ 中 心 )内 に あ る [Queen
ら 、 Proc. Natl Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989)、 お よ び Coら 、 Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 88, 2869 (1991)]。 ア ク セ プ タ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領
域 内 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び ド ナ ー イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 が そ れ ぞ れ 、 そ の
位 置 に あ る の は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に と っ て は 一 般 的 で は な い 場 合 、 こ の よ う な ア ミ ノ
酸 は そ の 位 置 に あ る の が ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に と っ て は 典 型 的 な ア ミ ノ 酸 に よ り 置 き 換
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え ら れ る 。
脱 グ リ コ シ ル 型 ヒ ト 型 266の CDRは 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
軽 鎖 CDR1：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
軽 鎖 CDR2：
【 化 ３ 】
　
　
　
軽 鎖 CDR3：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
重 鎖 CDR1：
【 化 ５ 】
　
　
　
重 鎖 CDR2：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
７ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 ８ 位 の Xaaが Aspで も Proで も な く 、 ９ 位 の Xa
aが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
８ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ９ 位 の Xaaが Serま
た は Thrで あ る 場 合 、 ８ 位 の Xaaが Aspま た は Proで あ る ） 、 お よ び
９ 位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る （ た だ し 、 ７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ８ 位 の Xaaが Aspで
も Proで も な い 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） ]。
お よ び 重 鎖 CDR3：
【 化 ７ 】
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 任 意 の ア ミ ノ 酸 」 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 を 意 味 す る 。 好 ま し い 天 然 に 存 在 す る ア
ミ ノ 酸 は 、 Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 Asn、 Pro、 Gln、
Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrで あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
好 ま し い 抗 体 群 は 、 軽 鎖 CDR1～ CDR3と し て 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 １ ～ ３ の 配 列 、 重 鎖 CDR1
お よ び CDR3と し て 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ４ お よ び 6の 配 列 、 お よ び 重 鎖 CDR2と し て 、 配 列
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番 号 ５ ：
[配 列 中 、
配 列 番 号 ５ の ７ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 As
n、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら 選 択 さ れ （ た だ し 、 ８ 位 の Xaaは As
pで も Proで も な く 、 ９ 位 の Xaaは Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
配 列 番 号 ５ の ８ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 As
n、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ （ た だ し 、 ７
位 の Xaaが Asnで あ り 、 ９ 位 の Xaaは Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ８ 位 の Xaaは Aspま た は Proで
あ る ） 、 そ し て
配 列 番 号 ５ の ９ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、 As
n、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る （ た だ し 、
７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、 ８ 位 の Xaaが Aspで も Proで も な い 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで
も な い ） ］
の 配 列 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
好 ま し い 群 の 別 の 説 明 は 、 軽 鎖 CDR1-CDR3と し て そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ～ ３ の 配 列 、 重 鎖 CDR
1お よ び CDR3と し て そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ お よ び ６ の 配 列 を 有 し 、 重 鎖 CDR2の 配 列 が 以 下 の
配 列 群 か ら 選 択 さ れ る 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
１ ） 配 列 番 号 １ ３
【 化 ８ 】
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
配 列 番 号 １ ３ の ７ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、
Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
配 列 番 号 １ ３ の ８ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、
Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
配 列 番 号 １ ３ の ９ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、
Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ］
２ ） 配 列 番 号 １ ４
【 化 ９ 】
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
配 列 番 号 １ ４ の ７ 位 の Xaaは Asnで あ り 、
配 列 番 号 １ ４ の ８ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、
Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Ser、 Thr、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
配 列 番 号 １ ４ の ９ 位 の Xaaは Ala、 Cys、 Asp、 Glu、 Phe、 Gly、 His、 Ile、 Lys、 Leu、 Met、
Asn、 Pro、 Gln、 Arg、 Val、 Trpお よ び Tyrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ］
３ ） 配 列 番 号 １ ５
【 化 １ ０ 】
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［ 配 列 中 、
配 列 番 号 １ ５ の ７ 位 の Xaaは Asnで あ り 、
配 列 番 号 １ ５ の ８ 位 の Xaaは Aspお よ び Proか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
配 列 番 号 １ ５ の ９ 位 の Xaaは Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ］
【 ０ ０ ３ ３ 】
重 鎖 の CDR2に 好 ま し い 配 列 と し て は 、 た だ １ つ の ア ミ ノ 酸 が 変 化 し て い る 、 ア ミ ノ 酸 ２ つ
の み が 変 化 し て い る 、 ま た は ３ つ 全 て が 変 化 し て い る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 ７ 位 の Asnを 置
換 す る こ と 、 ま た は ９ 位 の Thrを 置 換 す る こ と 、 ま た は 両 方 を 置 換 す る こ と が 好 ま し い 。
１ 、 ２ ま た は ３ 箇 所 全 て の 位 置 で の 保 存 的 置 換 が 好 ま し い 。 最 も 好 ま し い 種 は 、 ７ 位 Asn
の Serま た は Thrに よ る 置 換 を 有 す る も の で あ る 。 ８ 位 の Serが 置 換 さ れ て い な い こ と が 好
ま し く 、 ８ 位 の Serが 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 Alaま た は Thr等 で 保 存 的 に 置 換 さ れ て い
る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 は 、 重 鎖 の CDR2内 (す な わ ち
、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内 )に お い て 、 以 下 の 点 を 有 す る ；
７ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ （ た だ し ９
位 の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 ７ 位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
８ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 そ し て
９ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る （ た だ し
７ 位 の Xaaが Asnで あ る 場 合 、 ９ 位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
他 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 は 、 軽 鎖 CDR1-CDR3と し て そ れ ぞ れ 配 列 番 号 １ ～ ３ の
配 列 、 重 鎖 CDR1お よ び CDR3と し て そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ お よ び ６ の 配 列 を 有 し 、 重 鎖 CDR2の
配 列 が 以 下 の 配 列 群 か ら 選 択 さ れ る 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る ：
１ ） 配 列 番 号 １ ６
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
配 列 番 号 16の ７ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
配 列 番 号 16の ８ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、
配 列 番 号 16の ９ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。 ］
２ ） 配 列 番 号 １ ７
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
［ 配 列 中 、
配 列 番 号 17の ７ 位 の Xaaは Asnで あ り 、
配 列 番 号 17の ８ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、
配 列 番 号 17の ９ 位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asnお よ び Glnか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ］
【 ０ ０ ３ ５ 】
別 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 群 は 、 重 鎖 の CDR2中 (す な わ ち 、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内
)が 以 下 で 示 さ れ る も の で あ る ：
７ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 Leu、 Met、 Gln、 Ser、 Thrお よ び Valか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
８ 位 の Xaaが Serで あ り 、
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９ 位 の Xaaが Thrで あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
別 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 群 は 、 重 鎖 の CDR2中 (す な わ ち 、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内
)に 、 以 下 の 点 を 有 す る も の で あ る 。
７ 位 の Xaaが Asnで あ り 、
８ 位 の Xaaが Serで あ り 、
９ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 Asn、 Glnお よ び Valか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
別 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 群 は 、 重 鎖 の CDR2中 (す な わ ち 、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内
)に 、 以 下 の 点 を 有 す る も の で あ る 。
７ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 Leu、 Met、 Gln、 Ser、 Thrお よ び Valか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
８ 位 の Xaaが Serで あ り 、
９ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 Asn、 Glnお よ び Valか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
別 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 群 は 、 重 鎖 の CDR2中 (す な わ ち 、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内
)に 、 以 下 の 点 を 有 す る も の で あ る 。
７ 位 の Xaaが Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
８ 位 の Xaaが Ser、 Alaお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
９ 位 の Xaaが Ala、 Gly、 Asn、 Gln、 Thrお よ び Valか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
別 の 好 ま し い 脱 グ リ コ シ ル 型 266抗 体 群 は 、 重 鎖 の CDR2中 (す な わ ち 、 上 記 の 配 列 番 号 ５ 内
)に 以 下 の 点 を 有 す る も の で あ る 。
７ 位 の Xaaが Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
８ 位 の Xaaが Ser、 Alaお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
９ 位 の Xaaが Thrで あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 の 好 ま し い 軽 鎖 可 変 部 は 、 免 疫 原 性 の 可 能 性 を 低 下 さ せ る た め に 、 配
列 中 、 フ レ ー ム ワ ー ク は ヒ ト 生 殖 細 胞 系 Vkセ グ メ ン ト DPK18お よ び Jセ グ メ ン ト Jk1に 由 来
し 、 同 一 の ヒ ト Ｖ サ ブ グ ル ー プ 中 の コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 に い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有
す る も の で あ る 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 化 １ ３ 】
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［ 配 列 中 、
２ 位 の Xaaは Valま た は Ileで あ り 、
７ 位 の Xaaは Serま た は Thrで あ り 、
14位 の Xaaは Thrま た は Serで あ り 、
15位 の Xaaは Leuま た は Proで あ り 、
30位 の Xaaは Ileま た は Valで あ り 、
50位 の Xaaは Arg、 Glnま た は Lysで あ り 、
88位 の Xaaは Valま た は Leuで あ り 、
105位 の Xaaは Glnま た は Glyで あ り 、
108位 の Xaaは Lysま た は Argで あ り 、
109位 の Xaaは Valま た は Leuで あ る ］ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 の 好 ま し い 重 鎖 可 変 部 は 、 免 疫 原 性 の 可 能 性 を 低 下 さ せ る た め に 、 配
列 中 、 フ レ ー ム ワ ー ク は ヒ ト 生 殖 細 胞 系 VHセ グ メ ン ト DP53お よ び Jセ グ メ ン ト JH4に 由 来 し
、 同 一 の ヒ ト Ｖ サ ブ グ ル ー プ 中 の コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 に い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る も の で あ る 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 化 １ ４ 】
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［ 配 列 中 、
１ 位 の Xaaは Gluま た は Glnで あ り 、
７ 位 の Xaaは Serま た は Leuで あ り 、
46位 の Xaaは Glu、 Val、 Aspま た は Serで あ り 、
56位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 57位 の Xaaは Aspで も Proで も な く 、 59位 の Xa
aは Serま た は Thrで あ る 場 合 、 56位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
57位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 58位 の Xaaが Serま
た は Thrで あ る 場 合 、 57位 の Xaaは Aspま た は Proで あ る ） 、
58位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 57位 の Xaaは Aspで
も Proで も な い 場 合 、 58位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 、
63位 の Xaaは Thrま た は Serで あ り 、
75位 の Xaaは は Ala、 Ser、 Valま た は Thrで あ り 、
76位 の Xaaは Lysま た は Argで あ り 、
89位 の Xaaは Gluま た は Aspで あ り 、 そ し て
107位 の Xaaは Leuま た は Thrで あ る 。 ］
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 の 特 に 好 ま し い 軽 鎖 可 変 部 は 、 免 疫 原 性 の 可 能 性 を 低 下 さ せ る た め に
、 配 列 中 、 フ レ ー ム ワ ー ク は ヒ ト 生 殖 細 胞 系 Vkセ グ メ ン ト DPK18お よ び Jセ グ メ ン ト Jk1に
由 来 し 、 同 一 の ヒ ト Ｖ サ ブ グ ル ー プ 中 の コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 に い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換
を 有 す る も の で あ る 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 化 １ ５ 】
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【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 の 特 に 好 ま し い 重 鎖 可 変 部 は 、 配 列 中 、 フ レ ー ム ワ ー ク が ヒ ト 生 殖 細
胞 系 VHセ グ メ ン ト DP53お よ び Jセ グ メ ン ト JH4に 由 来 す る も の で あ る 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 。
【 化 １ ６ 】
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［ 配 列 中 、
56位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 57位 の Xaaは Aspで も Proで も な く 、 59位 の Xa
aが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 56位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
57位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 58位 の Xaaが Serま
た は Thrで あ る 場 合 、 57位 の Xaaは Aspま た は Proで あ る ） 、 そ し て
58位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 57位 の Xaaは Aspで
も Proで も な い 場 合 、 58位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 。 ］
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 に と っ て 好 ま し い 軽 鎖 は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 化 １ ７ － １ 】
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【 化 １ ７ － ２ 】
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【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 に と っ て 好 ま し い 重 鎖 は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
【 化 １ ８ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 化 １ ８ － ２ 】
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【 化 １ ８ － ３ 】
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［ 配 列 中 、
56位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 57位 の Xaaは Aspで も Proで も な く 、 59位 の Xa
aが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 56位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
57位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 58位 の Xaaが Serま
た は Thrで あ る 場 合 、 57位 の Xaaは Aspま た は Proで あ る ） 、 そ し て
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58位 の Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る （ た だ し 、 56位 の Xaaが Asnで あ り 、 57位 の Xaaは Aspで
も Proで も な い 場 合 、 58位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 。 ］
【 ０ ０ ４ ６ 】
配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 12に 記 載 の 重 鎖 可 変 部 を 有 す る 好 ま し い 脱 グ リ コ
シ ル 型 266抗 体 は 、 配 列 中 に 以 下 の 点 を 有 す る 。
56位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ （ た だ し 、
58位 の Xaaが Serま た は Thrで あ る 場 合 、 56位 の Xaaは Asnで は な い ） 、
57位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 そ し て
58位 の Xaaは Ala、 Gly、 His、 Asn、 Gln、 Serお よ び Thrか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る （ た だ し
、 56位 の Xaaが Asnで あ る 場 合 、 58位 の Xaaは Serで も Thrで も な い ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
重 鎖 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 12の CDR2に 好 ま し い 配 列 (56位 、 57位 お よ び 5
8位 )と し て は 、 た だ １ つ の ア ミ ノ 酸 が 変 化 し て い る 、 ア ミ ノ 酸 ２ つ の み が 変 化 し て い る 、
ま た は ３ つ 全 て が 変 化 し て い る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 56位 の Asnが 置 換 さ れ て い る こ と が 好
ま し い 。 58位 の Thrを Ser以 外 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が 好 ま し い 。 57位 の Serを Proま た
は Aspで 置 換 す る と い う 以 外 の 手 段 に よ り 、 266重 鎖 の CDR2中 の N-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 破 壊
す る こ と が 好 ま し い 。 １ 、 ２ ま た は ３ 個 全 て の 位 置 で の 保 存 的 置 換 が 好 ま し い 。 最 も 好 ま
し い 種 は 、 56位 の Asnが Serま た は Thrで 置 換 さ れ て い る も の で あ る 。 特 に 好 ま し い 抗 体 は
、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 10ま た は 配 列 番 号 12の 56位 が Serま た は Thr、 57位 が Ser、 そ し て 5
8位 が Thrで あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
最 も 好 ま し い 種 は 、 配 列 番 号 11の 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 重 鎖 を 含 む 抗 体 で あ っ て 、 配 列
番 号 12中 、 56位 の Xaaが Ser、 57位 の Xaaが Ser、 そ し て 58位 の Xaaが Thrで あ る (「 N56S」 )か
、 ま た は 配 列 番 号 12中 、 56位 の Xaaが Thr、 57位 の Xaaが Ser、 そ し て 58位 の Xaaが Thr(「 N56
T」 )で あ る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の ヒ ト 型 抗 体 お よ び ヒ ト 型 266に 対 す る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 に は 、 他 の 配 列 も 可 能 で あ
る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は ２ 対 の 軽 鎖 ／ 重 鎖 複 合 体 を 有 し 、 少 な く と も １ つ の 鎖 は ヒ ト フ レ
ー ム ワ ー ク 領 域 セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 し た マ ウ ス 相 補 性 決 定 基 を １ つ 以 上 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 発 現 さ せ る と 本 発 明 の 抗 体 由 来 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 CDRを 含
む 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 発 現 さ せ る と 本 発 明 の 重 鎖 お よ び
軽 鎖 CDRを 含 む ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を コ ー ド す る 例 示 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 図 １ ～ ７ に 示
す 。 ヒ ト 型 抗 体 266変 異 体 N56Sお よ び N56Tを 生 じ る 顕 著 な 重 鎖 変 化 (図 ２ ～ ６ )の 回 復 に よ
り 、 ヒ ト 型 抗 体 266に イ ン タ ク ト な CDR2 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 提 供 さ れ る 。 コ ド ン 縮 重 に
起 因 し て 、 他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で こ れ ら の 配 列 を 簡 単 に 置 換 す る こ と が で き る 。 本
発 明 に お い て 特 に 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 抗 体 を コ ー ド し 、 こ れ は 発 現 す る と 、 配 列
番 号 １ ～ ４ お よ び ６ 、 お よ び 配 列 番 号 ５ 、 13、 14、 16ま た は 17の CDR、 ま た は 配 列 番 号 ７
～ 配 列 番 号 ７ ～ 10の 可 変 部 の い ず れ か 、 ま た は 配 列 番 号 11お よ び 配 列 番 号 12の 軽 鎖 お よ び
重 鎖 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 、 ヒ ト 型 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て
い る 発 現 制 御 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (天 然 で 関 連 し て い る 、 ま た は 異 種 性 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 を 含 む )を さ ら に 含 む 。 好 ま し く は 、 発 現 制 御 配 列 は 、 真 核 生 物 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換
ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 得 る ベ ク タ ー 中 の 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー 系 で あ る が 、 原 核 生 物
宿 主 に 対 す る 制 御 配 列 も ま た 使 用 す る こ と が で き る 。 一 度 、 適 切 な 宿 主 細 胞 株 に ベ ク タ ー
を 組 み 込 め ば 、 宿 主 細 胞 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 に 適 切 な 条 件 下 で 増 殖 さ せ た 後 、 必 要
に 応 じ て 、 軽 鎖 、 重 鎖 、 軽 鎖 ／ 重 鎖 二 量 体 ま た は イ ン タ ク ト な 抗 体 、 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、
ま た は 他 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 形 態 の 回 収 お よ び 精 製 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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最 終 的 に 所 望 の ヒ ト 型 抗 体 を 発 現 し 得 る 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 種 々 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド (ゲ ノ ム ま た は cDNA、 RNA、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど )お よ び 構 成 成 分 (例 え ば 、 Ｖ
、 Ｊ 、 Ｄ お よ び Ｃ 領 域 )か ら 任 意 の 種 々 の 周 知 の 技 術 を 用 い て 形 成 す る こ と が で き る 。 適
当 な ゲ ノ ム 配 列 と 合 成 配 列 と を 連 結 す る 方 法 が 一 般 的 な 産 生 方 法 で あ る が 、 cDNA配 列 を 利
用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ヒ ト 定 常 部 DNA配 列 は 、 種 々 の ヒ ト 細 胞 か ら 周 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る が
、 好 ま し く は 不 死 化 Ｂ 細 胞 由 来 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 し た 供 給 源 細 胞 、 お よ
び イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 発 現 お よ び 分 泌 用 の 宿 主 細 胞 は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 多 数 の 供 給
源 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記 載 す る ヒ ト 型 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 加 え て 、 他 の 「 実 質 的 に 相 同 な
」 修 飾 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 当 業 者 に 周 知 の 種 々 の 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 簡 単 に 設 計 お
よ び 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、 種 々 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 末 端
お よ び 中 間 の 付 加 お よ び 欠 失 な ど に よ り 、 一 次 構 造 レ ベ ル で ネ イ テ ィ ブ な 配 列 か ら 変 更 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 、 種 々 の 異 な る ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が 、 本 発 明 の ヒ ト 型 イ ム
ノ グ ロ ブ リ ン に 対 す る 基 礎 と し て 、 単 独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ う る 。 通 常 、 遺
伝 子 の 修 飾 は 、 種 々 の 周 知 の 技 術 (部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 な ど )に よ り 容 易 に 達 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
あ る い は 、 一 次 抗 体 構 造 の 一 部 の み を 含 む ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る こ と が で
き 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 1種 以 上 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 活 性 (例 え ば 、 補 体 結 合 活 性 )を 有 す
る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ る イ ン タ ク
ト な 抗 体 の タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 に よ り 、 ま た は 部 位 特 異 性 変 異 誘 発 法 を 用 い て 停 止 コ ド
ン を ベ ク タ ー 中 の 所 望 の 位 置 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 CH
1の 後 に Fabフ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め 、 ま た は ヒ ン ジ 領 域 の 後 に F(ab’ )２ フ ラ グ メ ン
ト を 製 造 す る た め な ど ） 。 １ 本 鎖 抗 体 は 、 VLお よ び VHを DNAリ ン カ ー と 連 結 す る こ と に よ
り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
先 に 記 載 し た よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 を 発 現 制 御 配 列 に 動 作 可 能 に 連 結 し た (
す な わ ち 、 確 実 に 機 能 し 得 る よ う に 配 置 し た )後 に 、 宿 主 中 で 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 発 現
ベ ク タ ー は 、 通 常 、 エ ピ ソ ー ム ま た は 宿 主 染 色 体 DNAの 必 須 部 分 の い ず れ か と し て 、 宿 主
生 物 中 で 複 製 可 能 で あ る 。 通 常 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 所 望 の DNA配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 細 胞 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 選 択 マ ー カ ー (テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は ネ オ マ イ シ ン )を
含 む 。 こ れ ら の 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 発 現 制 御 配 列 (複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー お よ び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 お よ び
転 写 終 結 配 列 の よ う な 必 須 の プ ロ セ シ ン グ 情 報 部 位 )を 含 み 得 る 。 好 ま し い 発 現 制 御 配 列
は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 SV40、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ ィ ル ス な ど に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (例 え ば 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 配 列 お よ び 発 現 制 御
配 列 )を 含 む ベ ク タ ー を 、 周 知 の 方 法 (細 胞 宿 主 の タ イ プ に 応 じ て 変 わ る )に よ り 宿 主 細 胞
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 種 々 の 宿 主 を 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 を 用
い て 本 発 明 の 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 組 織 培 養 物 が 好 ま
し く 、 特 に 、 CHO細 胞 株 、 COS細 胞 株 、 ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 、 HeLa細 胞 、 骨 髄
腫 細 胞 株 、 形 質 転 換 し た Ｂ 細 胞 、 ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 株 ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 等 を 用 い
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
一 旦 発 現 さ せ た ら 、 標 準 的 な 方 法 に し た が っ て 、 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。 医 薬 用 途
に は 、 少 な く と も 約 90～ 95％ の 均 質 性 を 有 す る 実 質 的 に 純 粋 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 好 ま し

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-503789 A 2005.2.10



く 、 98～ 99％ 以 上 の 均 質 性 が 最 も 好 ま し い 。 部 分 的 ま た は 所 望 さ れ る 均 質 性 ま で 精 製 し た
後 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す る よ う に ポ リ ペ プ チ ド を 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
抗 体 (免 疫 学 的 に 反 応 性 の フ ラ グ メ ン ト )は 、 臨 床 上 ま た は 発 症 前 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ
ウ ン 症 候 群 ま た は 臨 床 上 ま た は 発 症 前 の 大 脳 ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー 等 の Ａ β 関 連 症 状
ま た は 病 状 の 危 険 が あ る ま た は こ れ ら を 示 す 被 検 体 に 、 標 準 的 な 投 与 方 法 を 用 い て 、 好 ま
し く は 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 皮 下 、 経 肺 、 経 皮 、 筋 肉 内 、 経 鼻 、 経 頬 粘 膜 、 舌 下 ま た は 坐 薬 で
の 投 与 に よ り 抹 消 か ら (す な わ ち 、 中 枢 神 経 系 へ の 投 与 に よ る も の で は な い )、 投 与 さ れ る
。 抗 体 は 、 脳 室 系 (ventricular system)、 髄 液 ま た は 脳 実 質 に 直 接 投 与 す る こ と が で き 、
こ れ ら の 位 置 を 指 向 す る 方 法 が 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る が 、 こ れ ら の よ り 難 し い 方 法
を 用 い る 必 要 は な い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 末 梢 性 循 環 系 に よ る 、 よ り 簡 単 な 方 法 に よ り 投 与
し た 場 合 も 有 効 で あ る 。 本 発 明 の 利 点 と し て は 、 中 枢 神 経 系 自 体 に 直 接 投 与 し な い 場 合 で
さ え 、 抗 体 が 有 利 な 効 果 を 発 揮 し 得 る こ と が あ げ ら れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に 用 い る ヒ ト 型
抗 体 を 末 梢 か ら 投 与 し た と き 場 合 に 、 Ａ β ペ プ チ ド に 結 合 し た 場 合 、 ま た は 自 由 に 循 環 す
る 場 合 に 、 そ れ ら の 有 利 な 効 果 を 有 す る た め に 脳 に お け る 細 胞 性 免 疫 反 応 を 誘 発 す る 必 要
が な い 。 さ ら に 、 末 梢 か ら 投 与 し た 場 合 に 、 有 益 な 効 果 を 有 す る た め に 脳 内 の 凝 集 型 Ａ β
ペ プ チ ド に 感 知 し う る ほ ど 結 合 し な く て も よ い 。 事 実 、 血 液 脳 関 門 を 通 過 す る 抗 体 の 量 が
血 漿 レ ベ ル の 0.1％ 未 満 で あ る こ と が 実 証 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
投 与 用 医 薬 組 成 物 は 、 選 択 し た 投 与 の 態 様 に と っ て 適 切 で あ る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 適
切 な 場 合 に は 、 緩 衝 剤 、 界 面 活 性 剤 (surfactant)、 保 存 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 等 張 化 剤 、 安 定
剤 な ど の 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 用 い る 。 Remington's Pharmaceutical Sciences, Mac
k Publishing Co., Easton PA, 最 新 版 (本 明 細 書 中 に 参 照 し て 組 み 込 む )は 、 通 常 、 当 業
者 に 公 知 の 製 薬 技 術 の 要 約 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
製 剤 中 の ヒ ト 型 抗 体 の 濃 度 は 、 約 0.1重 量 ％ の 低 い 程 度 か ら 、 15ま た は 20重 量 ％ の 高 い 程
度 で あ っ て よ く 、 選 択 し た 特 定 の 投 与 態 様 に し た が っ て 、 主 に 、 流 体 の 体 積 、 粘 性 等 に 基
づ き 選 択 す る 。 し た が っ て 、 注 射 用 医 薬 組 成 物 は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 １ ml中 に 本 発 明
の ヒ ト 型 抗 体 を １ ～ 100mg含 有 す る よ う に 製 造 す る こ と が で き る 。 製 剤 は 、 製 剤 を 作 製 し
た 後 に 滅 菌 ろ 過 す る か 、 そ う で な け れ ば 微 生 物 学 的 に 許 容 で き る よ う に す る 。 静 脈 内 注 入
用 の 通 常 の 組 成 物 は 、 250mLも の 体 積 の 流 体 (リ ン ガ ー 液 等 )、 お よ び 1-100 mg/mL以 上 の 抗
体 濃 度 を 有 し う る 。 本 発 明 の 治 療 薬 剤 は 保 存 の た め に 凍 結 さ せ る か 、 ま た は 凍 結 乾 燥 さ せ
、 使 用 前 に 適 切 な 滅 菌 キ ャ リ ア 中 で 再 構 成 す る こ と が で き る 。 凍 結 乾 燥 お よ び 再 構 築 は 、
種 々 の 程 度 の 抗 体 活 性 の 損 失 を 導 く か も し れ な い (例 え ば 、 従 来 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ
る IgM抗 体 は 、 IgG抗 体 よ り も 活 性 を 損 失 の 程 度 が 大 き い 傾 向 が あ る )。 補 う た め に 投 与 量
を 調 整 す る 必 要 が あ り 得 る 。 製 剤 の pHは 、 (化 学 的 お よ び 物 理 的 な )抗 体 安 定 性 の バ ラ ン ス
を と る よ う に 、 そ し て 投 与 時 に 患 者 に と っ て 快 適 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 通 常 、 ４ ～ ８
の 間 の pHが 容 認 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
上 記 の 方 法 は ヒ ト 型 抗 体 の よ う な タ ン パ ク 質 の 投 与 に 最 も 都 合 が よ く 、 最 も 適 切 な 方 法 で
あ る が 、 適 切 な 製 剤 が 設 計 さ れ る な ら ば 、 適 切 な 適 応 に よ り 、 他 の 投 与 方 法 (経 皮 投 与 お
よ び 経 口 投 与 )を 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 生 分 解 性 フ ィ ル ム お よ び マ ト リ ッ ク ス
、 ま た は 浸 透 圧 ミ ニ ポ ン プ 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン ビ ー ズ 、 ア ル ギ ナ ー ト ま た は コ ラ ー ゲ ン
に 基 づ く 送 達 系 を 利 用 す る 、 制 御 放 出 製 剤 を 用 い る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 要 約 す
る と 、 製 剤 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 に 利 用 可 能 で あ り 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 種
々 の 選 択 肢 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な 投 薬 レ ベ ル は 、 標 準 的 な 臨 床 技 術 を 用 い
て 最 適 化 す る こ と が で き 、 投 与 態 様 お よ び 患 者 の 状 態 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 例 示 の た め で あ っ て 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 本 明
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細 書 中 以 下 の 実 施 例 で は 、 特 に 「 266」 と 表 す マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し て い る
。 こ の 抗 体 は 、 も と も と 、 ヒ ト Ａ β ペ プ チ ド の 13～ 28残 基 か ら 構 成 さ れ る ペ プ チ ド で の 免
疫 感 作 に よ り 調 製 し た 。 抗 体 は こ の ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る こ と を 確 認 し た 。 こ の 抗 体 の
調 製 は 、 米 国 特 許 第 5,766,846号 に 記 載 さ れ て い る (こ れ は 本 明 細 書 中 に 参 照 し て 組 み 込 む
)。 こ れ ら 実 施 例 で は マ ウ ス 系 で 行 っ た 実 験 に つ い て 記 載 し て い る の で 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 使 用 で 十 分 で あ る 。 し か し な が ら 、 ヒ ト に お け る 使 用 を 意 図 す る 本 発 明 の 治
療 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の ヒ ト 化 形 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 １
24ヶ 月 齢 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヘ ミ 接 合 型 PDAPPマ ウ ス で の 認 知 に 対 す る 抗 体 266投 与 の 効 果
16匹 の ヘ ミ 接 合 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (APP V 7 1 7 F )を 用 い た 。 試 験 開 始 時 、 マ ウ ス は
、 お よ そ 24ヶ 月 齢 で あ っ た 。 注 射 は 全 て 腹 膜 内 (i.p.)で あ っ た 。 マ ウ ス の 半 数 に 週 に 一 度
、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (PBS、 「 コ ン ト ロ ー ル 」 )の 注 射 を 行 い 、 残 り 半 数 に PBSに 溶 解
し た マ ウ ス 抗 体 266(355μ g)を 投 与 し た 。 ７ 週 間 (42日 )に わ た り 注 射 を 合 計 ６ 回 行 っ た 。
最 後 の 注 射 後 ３ 日 間 、 動 物 の 行 動 を 、 原 則 的 に J.-C. Dodartら 、 Behavioral Neuroscienc
e, 113 (5) 982-990 (1999)に 記 載 さ れ て い る 物 体 認 識 課 題 を 用 い て 評 価 し た 。 認 識 指 標  
(T B × 100)/(T B － T A )を 計 算 し た 。 結 果 を 以 下 の 表 １ に 示 す 。
表 １ ． 認 識 指 標 に 関 す る 記 述 統 計 学
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
24ヶ 月 齢 ヘ ミ 接 合 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の 週 １ 回 の 抗 体 266(355μ g)の 投 与 は 、
行 動 に お け る 有 意 な 変 化 と 関 連 し た 。 抗 体 処 置 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 野 生 型
コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス と よ く 似 た 認 識 指 標 を 有 し た  [J.-C. Dodartら ]。 認 識 指 標 に お け る
差 は 、 0.001確 率 水 準 で 統 計 的 に 有 意 で あ っ た 。 認 識 指 標 の 上 昇 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い
て の 処 置 が 、 こ の マ ウ ス ア ル ツ ハ イ マ ー 病 モ デ ル で 示 さ れ た 行 動 欠 陥 を 逆 転 さ せ る こ と を
示 し て い る 。 し た が っ て 、 マ ウ ス 266よ り も 強 く Ａ β に 結 合 す る 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 は 、
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の よ う な 疾 患 を 治 療 し 、 通 常 、 疾 患 の 進 行 と 関 連 し
て い る 認 知 衰 弱 に 歯 止 め を か け る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
上 記 の よ う に 、 ７ 週 間 に わ た り マ ウ ス 抗 体 266を 用 い て 処 置 し た 24ヶ 月 齢 の 動 物 の 脳 由 来
の 、 海 馬 (帯 状 回 お よ び 頭 頂 皮 質 の 領 域 を 含 む )を 覆 っ て い る 隣 接 す る 皮 質 中 の ア ミ ロ イ ド
負 荷 (抗 Ａ β 抗 体 3D6ま た は 21F12で の 染 色 後 の 免 疫 反 応 性 物 質 に よ り 覆 わ れ た 領 域 ％ )を 定
量 し た 。 結 果 を 以 下 の 表 に 示 す 。 処 置 群 間 の 差 は 、 統 計 上 、 有 意 で は な い 。
表 ２ ． マ ウ ス 266抗 -Ａ β 抗 体 で の 処 置 後 の APP V 7 1 7 F  ＋ / － マ ウ ス に お け る ア ミ ロ イ ド 斑
負 荷
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ６ ７ 】
こ れ ら の 非 常 に 老 齢 の 動 物 に 関 し て は 、 3D6ま た は 21F12の い ず れ か を 用 い て 測 定 し た 、 マ
ウ ス 抗 体 266で の 処 置 は 、 PBS処 置 群 と 比 較 し て 、 ア ミ ロ イ ド 負 荷 の 有 意 差 は 生 じ な か っ た
。 さ ら に 、 Ａ β 負 荷 は 、 物 体 認 識 課 題 に お い て 新 規 な 物 体 を 見 知 っ た 物 体 と 正 し く 区 別 す
る こ と が で き な い よ り 若 い 動 物 で の ア ミ ロ イ ド 負 荷 と 比 較 す る と 実 質 的 に 高 く 、 有 意 に 上
昇 し て い た (以 下 を 参 照 の こ と )。 最 も 驚 く べ き こ と に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の 抗 Ａ β
抗 体 が 、 ア ミ ロ イ ド 負 荷 自 体 を 減 少 さ せ る 必 要 な し に 認 知 欠 損 を も 逆 転 し 得 る こ と を 大 い
に 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 ２
若 年 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヘ ミ 接 合 型 PDAPPマ ウ ス で の 認 知 に 対 す る 抗 体 266の 投 与 の 効 果
54匹 の ホ モ 接 合 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス  (APP V 7 1 7 F )を 用 い た 。 実 験 開 始 時 、 23匹 の
マ ウ ス は お よ そ ２ ヶ 月 齢 で あ っ た 。 残 り の マ ウ ス は 、 実 験 開 始 時 、 お よ そ ４ ヶ 月 齢 で あ っ
た 。 治 療 期 間 は ５ ヶ 月 だ っ た 。 従 っ て 、 実 験 終 了 時 に は 、 マ ウ ス は お よ そ ７ ヶ 月 齢 で あ る
か 、 ま た は ９ ヶ 月 齢 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
注 射 は す べ て 腹 腔 内 (i.p.)で あ っ た 。 「 PBS」 コ ン ト ロ ー ル 群 の 各 マ ウ ス に は 週 に 一 度 、
リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 を 注 射 し た (PBS:200μ L)。 「 IgG」 コ ン ト ロ ー ル 群 の 各 マ ウ ス に
は 週 に 一 度 、 IgG1κ イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル を 注 射 し た (100μ g/マ ウ ス /週 )。 「 高 用 量 」
群 の 各 マ ウ ス に は 、 PBSに 溶 解 し た 抗 体 266を 355μ g、 週 に 一 度 投 与 し た (「 HD」 )。 「 低 用
量 」 群 の 各 マ ウ ス に は 、 PBSに 溶 解 し た 抗 体 266を 71μ g、 週 に 一 度 投 与 し た (「 LD」 )。 最
後 の 注 射 後 ３ 日 間 、 動 物 の 行 動 を 、 上 記 実 施 例 １ の よ う に 物 体 認 識 課 題 を 用 い て 評 価 し 、
区 別 指 標 を 、 新 規 な 物 体 に 費 や し た 時 間 と 、 見 知 っ た 物 体 に 費 や し た 時 間 と の 差 と し て 計
算 し た 。 結 果 を 以 下 の 表 ３ に 示 す 。 デ ー タ は 、 実 験 終 了 時 の マ ウ ス の 年 齢 で グ ル ー プ 分 け
す る 。
表 ３ ． 区 別 指 標 に 関 す る 記 述 統 計 学
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ７ ０ 】
ま と め る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 体 266の 投 与 が ７ ～ ９ ヶ 月 齢 の APP V 7 1 7 F ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス で の 斑 の 沈 着 を 減 少 す る と 共 に 、 予 め 特 徴 付 け ら れ た 行 動 欠 損 を 逆 転 さ せ る
と い う 結 論 を 支 持 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る 患 者 の 処 置 は 、 通 常 は 疾 患 の 進
行 と 関 連 し て い る 認 知 減 弱 を 阻 害 ま た は 予 防 し 、 お よ び 逆 転 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ３
ヒ ト 型 抗 体 266の 合 成
細 胞 お よ び 抗 体 。 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 Sp2/0は ATCC (Manassas, VA)か ら 得 、 10％  FBS (カ
タ ロ グ 番 号 SH30071.03, HyClone, Logan, UT)を 含 有 す る DME培 地 中 で 37℃ で の CO 2 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー 中 で 維 持 し た 。 マ ウ ス 266ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 最 初 は 、 10％  FBS(HyClone)
、 10 mM HEPES、 2 mMグ ル タ ミ ン 、 0.1 mM 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １ mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
25 μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン を 含 有 す る RPMI-1640培 地 中 で 生 育 さ せ 、 次 い で ２ ％ 低 Ig FBS (
カ タ ロ グ 番 号 30151.03, HyClone)を 含 有 す る 無 血 清 培 地 (Hybridoma SFM, カ タ ロ グ 番 号 12
045-076, Life Technologies, Rockville, MD)中 で ロ ー ラ ー 瓶 中 で 2.5Lの 体 積 ま で 広 げ た
。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266(Mu266)を 、 プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム を 用 い る 親
和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー か ら 培 養 上 清 か ら 精 製 し た 。 ビ オ チ ニ ル 型 Mu266を 、 EZ-連 結 ス ル
ホ -NHS-LC-LC-ビ オ チ ン (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin)(カ タ ロ グ 番 号 21338ZZ, Pierc
e, Rockford, IL)を 用 い て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
可 変 部 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ 。 全 RNAを 、 TRIzol試 薬 (Life Technologies)お よ び ポ リ (A)＋ R
NAを 用 い て 約 10 7 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 抽 出 し 、 PolyATract mRNA Isolation System 
(Promega, Madison, WI)を 、 業 者 の 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 単 離 し た 。 二 本 鎖 cDNAを 、
SMART T M RACE cDNA Amplification Kit (Clontech, Palo Alto, CA)を 業 者 の 取 扱 説 明 書 に
従 っ て 用 い て 合 成 し た 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 に 対 す る 可 変 部 cDNAを 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス κ お よ び
γ 鎖 定 常 部 に ア ニ ー リ ン グ す る 3’ プ ラ イ マ ー 、 お よ び SMART T M RACE cDNA Amplification 
Kit中 の 5’ ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ り 増 幅 し
た 。 VL PCRに 関 し て は 、 3’ プ ラ イ マ ー は 、 マ ウ ス Ck領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 17-46残 基
を 有 す る 以 下 の 配 列 を 有 す る 。
【 化 １ ９ 】
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VH PCRに 関 し て は 、 3’ プ ラ イ マ ー は マ ウ ス γ 鎖 CH1に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 17-50残 基 を 有
す る 以 下 の 縮 重 配 列 を 有 す る 。
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
配 列 決 定 の た め 、 VLお よ び VH cDNAを pCR4Blunt-TOPOベ ク タ ー  (Invitrogen, Carlsbad, C
A)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 蛍 光 ジ デ オ キ シ 鎖 タ ー ミ ネ ー タ ー (Applied Biosystems, Fos
ter City, CA)を 取 扱 説 明 書 の 通 り に 用 い て PCRサ イ ク ル 配 列 決 定 反 応 に よ り DNA配 列 決 定
を 行 っ た 。 配 列 決 定 反 応 を Model 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems)で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ヒ ト 型 266(Hu266)可 変 部 の 構 築 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 部 遺 伝 子 を 構 築 し 、 約 65～ 80塩 基 の
長 さ に わ た る ８ 個 の 重 複 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 増 幅 し た  [He, X. Y.ら 、 J. Im
munol. 160: 029-1035 (1998)]。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 対 で ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 DNAポ リ
メ ラ ー ゼ Ｉ の Klenowフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 伸 長 し て 二 本 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 得 た 。 得 ら れ た
フ ラ グ メ ン ト を 変 性 し 、 対 で ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 Klenowで 伸 張 し 、 ２ つ の フ ラ グ メ ン ト を
得 た 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 変 性 し 、 対 で ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 再 度 伸 張 し て 全 長 遺 伝 子
を 得 た 。 得 ら れ た 生 成 物 を Expand High Fidelity PCR System (Roche Molecular Biochem
icals, Indianapolis, IN)を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た 。 PCR増 幅 し た フ ラ グ メ ン ト を ゲ ル
精 製 し 、 pCR4Blunt-TOPOベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 配 列 確 認 後 、 VLお よ び VH 遺 伝 子
を MIuIお よ び XbaIで 消 化 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 発 現 の た め に 、 そ れ ぞ れ 、 ベ
ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て pVk-Hu266 (図 ８ )お よ び pVg1-Hu266 [Co, M. S.ら 、 J. 
Immunol. 148:1149-1154 (1992)]を 作 製 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド か ら 発 現 さ れ る 成 熟 ヒ
ト 型 266抗 体 は 、 配 列 番 号 11の 軽 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 重 鎖 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 Sp2/0へ の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン を 、 Gene Pulser装 置 (BioRad, Hercules, CA)を 、 記 載 (Coら 、 1992)の 通 り に 360 Vお よ
び 25μ Fで 用 い て ELECTRONICポ レ ー シ ョ ン に よ り 達 成 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 に 、 p
Vk-Hu266お よ び pVg1-Hu266プ ラ ス ミ ド DNAを 、 FspIを 用 い て 線 状 化 し た 。 約 10 7  Sp2/0細 胞
を pVk-Hu266(20μ g)お よ び pVg1-Hu266(40μ g)で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 細 胞 を 10％ FBSを 含 有 す る DME培 地 に 懸 濁 し 、 数 枚 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ
ン グ し た 。 48時 間 後 、 選 択 培 地 (10％ FBS、 HT培 地 補 充 物 、 0.3 mg/mlキ サ ン チ ン お よ び １
μ g/mlミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 を 含 有 す る DME培 地 )を 適 用 し た 。 選 択 開 始 の 約 10日 後 、 培 地 上 清
を 、 以 下 に 示 す よ う に 抗 体 産 生 に つ い て ELISAに よ り ア ッ セ イ し た 。 高 収 率 ク ロ ー ン を 10
％ FBSを 含 有 す る DME倍 地 中 に 広 げ 、 抗 体 発 現 に 関 し て さ ら に 分 析 し た 。 次 い で 、 選 択 し た
ク ロ ー ン を Hybridoma SFM中 で 増 殖 す る よ う に 適 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ELISAに よ る 抗 体 発 現 の 測 定 。 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト (Nunc-Immunoプ レ ー ト 、 カ タ ロ グ 番
号 439454, NalgeNunc, Naperville, IL)の ウ ェ ル を 、 0.2M 炭 酸 ナ ト リ ウ ム -重 炭 酸 塩 緩 衝
液 (pH9.4)中 １ μ g/ml ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG、 Fcγ フ ラ グ メ ン ト 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (カ タ
ロ グ 番 号 109-005-098, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)(100μ l)で 、 ４ ℃ で 一
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晩 、 コ ー テ ィ ン グ し た 。 洗 浄 緩 衝 液 (0.1％  Tween 20含 有 PBS)で の 洗 浄 後 、 ウ ェ ル を 、 Sup
erblockブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 (カ タ ロ グ 番 号 37535, Pierce)(400μ l)を 用 い て 30分 間 ブ ロ ッ
ク し 、 次 い で 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 Hu266を 含 有 す る サ ン プ ル を 、 ELISA緩 衝 液  (１ ％  B
SAお よ び 0.1％  Tween 20を 含 有 す る PBS)中 で 適 切 に 希 釈 し 、 ELISAプ レ ー ト に 適 用 し た (１
ウ ェ ル あ た り 100μ l)。 標 準 と し て 、 ヒ ト 型 抗 -CD33 IgG1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  HuM195 (Co
ら 、 1992、 上 記 )を 用 い た 。 ELISAプ レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ウ ェ ル を 洗
浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ELISA緩 衝 液 中 の 1/1,000希 釈 HRP結 合 型 ヤ ギ 抗 ヒ ト κ ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  (カ タ ロ グ 番 号 1050-05, Southern Biotechnology, Birmingham, AL)(100
μ l)を 各 ウ ェ ル に 適 用 し た 。 １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、
ABTS基 質 (カ タ ロ グ 番 号 507602お よ び 506502, Kirkegaard and Perry Laboratories, Gait
hersburg, MD)(100μ l)を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ２ ％ シ ュ ウ 酸 を １ ウ ェ ル あ た り 100μ l加 え
る こ と に よ り 呈 色 を 停 止 し た 。 OPTImaxマ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Devices, M
enlo Park, CA)を 用 い て 415nmで 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
Hu266の 精 製 。 高 Hu266発 現 Sp2/0安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 体 の １ つ (ク ロ ー ン 1D9)を Hybridom
a SFM中 で 生 育 す る よ う に 適 合 さ せ 、 ロ ー ラ ー 瓶 中 で 2Lま で 広 げ た 。 細 胞 生 存 率 が 10％ 以
下 に 達 し た 時 点 で 消 費 培 養 上 清 を 回 収 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に ロ ー ド し た
。 抗 体 を 0.1 Mグ リ シ ン -HCl (pH 2.5)、 0.1 M NaClで 溶 離 さ せ る 前 に カ ラ ム を PBSで 洗 浄
し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 PBS(2L)を 3回 交 換 し て 透 析 し 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー で ろ 過 し
た 後 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 280 nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 抗 体 濃 度 を 決 定 し た (１ m
g/ml＝ 1.4 A 2 8 0 )。 ４ ～ 20％ 勾 配 ゲ ル (カ タ ロ グ 番 号  EC6025, Novex, San Diego, CA)で 標
準 方 法 に 従 っ て 、 Tris-グ リ シ ン 緩 衝 液 中 で の SDS-PAGEを 行 っ た 。 精 製 ヒ ト 型 266抗 体 を 還
元 し 、 SDS-PAGEゲ ル で 泳 動 し た 。 全 抗 体 は 、 分 子 量 約 25 kDaお よ び 50 kDaの ２ つ の バ ン ド
を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ミ ノ 酸 組 成 か ら 計 算 し た 軽 鎖 お よ び 重 鎖 ま た は 重 鎖 フ ラ グ メ
ン ト の 分 子 量 と 一 致 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ４
ヒ ト 型 266抗 体 の イ ン ビ ト ロ 結 合 特 性
ヒ ト 型 266抗 体 (上 記 の よ う に 合 成 お よ び 精 製 し た )の 結 合 効 率 を 、 比 較 ELISAで ビ オ チ ニ ル
型 マ ウ ス 266抗 体 を 用 い て マ ウ ス 266抗 体 と 比 較 し た 。 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト  (Nunc-Immu
noプ レ ー ト 、 カ タ ロ グ 番 号 439454, NalgeNunc)の ウ ェ ル を 0.2 M 炭 酸 ナ ト リ ウ ム /重 炭 酸
塩 緩 衝 液  (pH 9.4)中 で 、 BSAに 結 合 し た β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド (1-42)(10μ g/mL)(100μ l)
で 、 一 晩 、 ４ ℃ で コ ー テ ィ ン グ し た 。 Ａ β 1 - 4 2 -BSA結 合 体 を 、 Ａ β 1 - 4 2 -Cys 4 3  (C-末 端 シ
ス テ イ ン Ａ β 1 - 4 2 , AnaSpec)7.5mgを ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (500μ L)に 溶 解 し 、 す ぐ に 蒸
留 水 1,500μ Lを 加 え る こ と に よ り 調 製 し た 。 マ レ イ ミ ド 活 性 型 (maleimide-activated)ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン  (Pierce)２ mgを 蒸 留 水 200μ Lに 溶 解 し た 。 こ の ２ 種 類 の 溶 液 を あ わ せ
、 徹 底 的 に 混 合 し 、 室 温 で ２ 時 間 静 置 し た 。 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 未 反
応 の ペ プ チ ド を Ａ β 1 - 4 2 -Cys-BSA結 合 体 か ら 単 離 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ウ ェ ル を 、 ELISAプ レ ー ト 洗 浄 器 を 用 い て 0.1％ Tween 20 (洗 浄 緩 衝 液 )を 含 有 す る リ ン 酸
緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (PBS)で 洗 浄 し た 後 、 SuperBlock試 薬 (Pierce)を １ ウ ェ ル あ た り 300μ L
添 加 す る こ と に よ り ウ ェ ル を ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ の 30分 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液
で 洗 浄 し 、 過 剰 な 液 体 を 取 り 除 い た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ELISA緩 衝 液 中 の ビ オ チ ニ ル 型 Mu266 (最 終 濃 度 0.3 μ g/ml)お よ び 競 合 抗 体 (Mu266ま た は H
u266、 最 終 濃 度 750μ g/mlで 開 始 し て ３ 倍 系 列 希 釈 )の 混 合 物 を 、 最 終 体 積 １ ウ ェ ル あ た り
100μ Lで 、 ３ 連 で 加 え た 。 非 競 合 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 0.3 μ g/ml ビ オ チ ニ ル 型 Mu266を
100μ l加 え た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ELISA緩 衝 液 100μ Lを 加 え た 。 ELI
SAプ レ ー ト を 室 温 で 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 緩 衝 液 で の 洗 浄 の 後 、 １ μ g/ml HRP
結 合 型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (カ タ ロ グ 番 号 21124, Pierce)100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ
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レ ー ト を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 呈 色 の た め に 、 ABTSペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質  (Kirkegaard＆ Perry Laboratories)100μ l/ウ ェ ル を 加 え た 。 ２ ％ シ
ュ ウ 酸 100μ L/ウ ェ ル を 加 え る こ と に よ り 呈 色 を 停 止 さ せ た 。 415nmで 吸 光 度 を 読 み 取 っ た
。 吸 光 度 を 競 合 物 質 濃 度 の logに 対 し て プ ロ ッ ト し 、 曲 線 を デ ー タ 点 に 適 合 さ せ (Prismを
用 い る )、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 各 抗 体 に 対 し IC50を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
マ ウ ス 266に 対 す る 平 均 IC50は 4.7μ g/mL(３ 回 の 独 立 し た 実 験 、 標 準 偏 差 ＝ 1.3μ g/mL)で
あ り 、 ヒ ト 型 266に 対 し て は 7.5μ g/mL (３ 回 の 独 立 し た 実 験 、 標 準 偏 差 ＝ 1.1μ g/mL)で あ
っ た 。 第 ２ セ ッ ト の ３ 回 の 実 験 を 、 基 本 的 に は 上 に 記 載 し た と お り に 行 い 、 マ ウ ス 266に
対 す る 平 均 IC50が 3.87μ g/mL (SD＝ 0.12μ g/mL)で あ る と 決 定 し 、 ヒ ト 266に 関 し て は 、 IC
50は 4.0μ g/mL (SD＝ 0.5μ g/mL)で あ る と 決 定 し た 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 本 発 明 者
ら は 、 ヒ ト 型 266は 、 マ ウ ス 抗 体 266の 結 合 特 性 と 非 常 に 類 似 す る 結 合 特 性 を 有 す る と 結 論
付 け た 。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 型 266が マ ウ ス 266と 比 較 し て 非 常 に 類 似 の イ ン
ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 活 性 を 有 し 、 マ ウ ス に お い て マ ウ ス 266を 用 い て 実 証 し た の と 同 じ
効 果 が ヒ ト に お い て 示 す と 予 測 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
実 施 例 ５
マ ウ ス 抗 体 266お よ び ヒ ト 型 抗 体 266の イ ン ビ ト ロ 結 合 特 性
抗 体 親 和 性 (KD＝ Kd/Ka)を BIAcoreバ イ オ セ ン サ ー 2000を 用 い て 測 定 し 、 デ ー タ を BIAevalu
ation (v. 3.1)ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 分 析 し た 。 補 足 抗 体 (ウ サ ギ 抗 マ ウ ス )を 、 バ イ オ セ
ン サ ー チ ッ プ の フ ロ ー セ ル ２  (CM5)上 で N-エ チ ル -N-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ
ミ ド お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド  (EDC/NHS)を 用 い て 、 遊 離 ア ミ ン 基 を 介 し て カ ル
ボ キ シ ル 基 に カ ッ プ リ ン グ し た 。 非 特 異 的 ウ サ ギ IgGを バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル と
し て フ ロ ー セ ル １ に カ ッ プ リ ン グ し た 。 モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 を 補 足 し て 300共 鳴 単 位 (RU)
を 得 た 。 次 い で 、 ア ミ ロ イ ド β 1-40ま た は 1-42 (Biosource International, Inc.)を 減 少
濃 度 で チ ッ プ 上 に 流 し た  (1000～ 0.1× KD)。 チ ッ プ を 再 生 さ せ る た め に 、 結 合 型 抗 Ａ β 抗
体 を グ リ シ ン -HCl (pH 2)を 含 む 洗 浄 液 を 用 い て チ ッ プ か ら 溶 離 さ せ た 。 ア ミ ロ イ ド β を
含 ま な い コ ン ト ロ ー ル 注 入 は 、 ベ ー ス ラ イ ン の 除 去 の た め の コ ン ト ロ ー ル と し て 役 立 つ 。
結 合 相 お よ び 解 離 相 を 示 す セ ン サ ー グ ラ ム を 分 析 し て kdお よ び kaを 決 定 し た 。 こ の 方 法 を
用 い て 、 Ａ β １ - 4 0 お よ び Ａ β １ - 4 2 に 対 す る マ ウ ス 抗 体 266の 親 和 性 が ４ pMで あ る こ と を
見 出 し た 。 ヒ ト 型 266の Ａ β 1 - 4 2 に 対 す る 親 和 性 が ４ pMで あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 ６
脱 グ リ コ シ ル 型 ヒ ト 型 抗 体 266変 異 体 N56Sお よ び N56Tの 合 成
部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 。 QuikChange XL部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト (カ タ ロ グ 番 号 200517, 
Stratagene, La Jolla, CA)を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 行 っ た 。 Hu266の VH CDR2に お
け る N56Sお よ び N56T変 異 体 を 作 製 す る た め に 、 所 望 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 、 製 造 業 者 の 取 扱 い 指 示 に 従 っ て 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー を PfuTur
bo DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 、 pVg1-Hu266プ ラ ス ミ ド DNAを 鋳 型 と し て 用 い て 伸 長 さ せ た 。 得 ら
れ た 生 成 物 を 、 メ チ ル 型 お よ び ヘ ミ メ チ ル 型 DNAに 特 異 的 な Dpn Iエ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処
理 し て 親 鋳 型 を 消 化 し た 。 得 ら れ た 変 異 体 プ ラ ス ミ ド pVg1-Hu266 N56Sお よ び pVg1-Hu266 
N56Tを 、 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
細 胞 培 養 。 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 Sp2/0-Ag14 (本 文 書 中 、 Sp2/0と 呼 ぶ 。 カ タ ロ グ 番 号 CRL-1
581, ATCC, Manassas, VA)を 、 10％  FBS (カ タ ロ グ 番 号 SH32661.03, ロ ッ ト 番 号 AKE11827
, HyClone, Logan, UT)を 含 有 す る DME培 地 中 で 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 37℃ で 増 殖 さ せ
る 。 gpt発 現 に 対 す る 選 択 を 、 10％ FBS、 HT培 地 補 充 物 (カ タ ロ グ 番 号 H-0137, Sigma, St. 
Louis, MO)、 0.3 mg/mlキ サ ン チ ン (カ タ ロ グ 番 号 X-3627, Sigma) お よ び １ μ g/mlミ コ フ
ェ ノ ー ル 酸 (カ タ ロ グ 番 号 11814-019, Life Technologies, Rockville, MD)を 含 有 す る DME
培 地 で 行 っ た 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 変 異 体 Hu266を 産 生 す る 細 胞 株 を 確 立 す る た め 、 Sp2/0へ の
安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 基 本 的 に は 実 施 例 ３ に 記 載 し て い る 方 法 と 同 じ 方 法 で 達
成 し た 。 ELISA分 析 を 選 択 の 開 始 後 ７ 日 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ELISAに よ る 抗 体 発 現 の 測 定 。 ELISAの 詳 細 に 関 し て は 、 実 施 例 ３ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Hu266軽 鎖 お よ び 変 異 体 重 鎖 の cDNAの 配 列 決 定 。 全 RNAを 、 TRIzol試 薬 (Life Technologies
)を 用 い て 約 ２ × 10 7 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 単 離 し た 。 第 １ 鎖 cDNAを 、 全 RNAを 鋳 型 と し
て 、 お よ び ラ ン ダ ム な ヘ キ サ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 合 成 し た 。
SuperScript II逆 転 写 酵 素 (Life Technologies)を 用 い て 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ
て 反 応 を 行 っ た 。 Hu266軽 鎖 ま た は 変 異 体 重 鎖 の 全 コ ー ド 領 域 を 含 む DNAフ ラ グ メ ン ト を 、
そ れ ぞ れ 、 5'お よ び 3'非 コ ー ド 領 域 に 結 合 す る 5'お よ び 3'プ ラ イ マ ー を 用 い る PCRに よ り
増 幅 し た 。 増 幅 し た フ ラ グ メ ン ト を ゲ ル 精 製 し 、 適 切 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
変 異 体 Hu266の 精 製 。 精 製 の 詳 細 に つ い て は 実 施 例 ３ を 参 照 の こ と 。 明 確 に す る た め に 、
以 下 に 差 異 を 記 載 す る 。 各 変 異 体 Hu266に 対 し て 、 ク ロ ー ン A4は Hu266 N56Sに 対 す る も の
で あ り 、 ク ロ ー ン D2は Hu266 N56Tに 対 す る も の で あ っ た 。 カ ラ ム を PBSで 洗 浄 し た 後 、 抗
体 を 0.1 M グ リ シ ン -HCl (pH 2.8)、 0.1 M NaClで 溶 離 す る 。 １ M TrisHCl (pH 8)で 中 和
し た 後 、 溶 離 し た タ ン パ ク 質 を PBS(2L)を 3回 交 換 し て 透 析 し 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー で ろ 過 し
た 後 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 4-12％  NuPAGEゲ ル (カ タ ロ グ 番 号 NP0321, Invitrogen)で 標 準 的
な 方 法 に 従 っ て 、 MES緩 衝 液 中 で SDS-PAGEを 行 っ た 。 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、
コ ロ イ ド ブ ル ー 染 色 キ ッ ト (Colloidal Blue Staining Kit)(カ タ ロ グ 番 号 LC6025, Invitr
ogen)を 用 い て ゲ ル 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 ７
マ ウ ス 266、 ヒ ト 型 抗 体 266変 異 体 N56Sお よ び N56T ELISA競 合 の 比 較 結 合 。 96ウ ェ ル ELISA
プ レ ー ト  (Nunc-Immunoプ レ ー ト 、 カ タ ロ グ 番 号 439454, NalgeNunc)の ウ ェ ル を 0.2 M 炭
酸 ナ ト リ ウ ム /重 炭 酸 塩 緩 衝 液  (pH 9.4)中 の β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド と 結 合 し た BSA(３ μ g/
mL)100μ lを 用 い て 、 一 晩 、 ４ ℃ で コ ー テ ィ ン グ し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 Superblockブ
ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 30分 間 、 室 温 で ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 再 度 洗 浄 し た 。 ビ オ チ ニ ル
型 Mu266 (最 終 濃 度 0.6μ g/ml)お よ び 競 合 抗 体  (Mu266ま た は 変 異 体 Hu266、 通 常 、 最 終 濃
度 750μ g/mlで 開 始 し て ３ 倍 系 列 希 釈 )の ELISA緩 衝 液 中 の 混 合 物 を 、 最 終 体 積 １ ウ ェ ル あ
た り 100μ Lで 、 ３ 連 で 加 え た 。 非 競 合 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 0.6μ g/ml ビ オ チ ニ ル 型 Mu26
6(100μ l)を 用 い た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ELISA緩 衝 液 100μ Lを 用 い た
。 ELISAプ レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後
、 10μ g/ml HRP結 合 型 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (カ タ ロ グ 番 号 21124, Pierce)100μ lを 各 ウ ェ
ル に 加 え た 。 ELISAプ レ ー ト を 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。
呈 色 の た め に 、 ABTS基 質 を 100μ l/ウ ェ ル で 加 え た 。 ２ ％ シ ュ ウ 酸 を 100μ l/ウ ェ ル で 加 え
る こ と に よ り 呈 色 を 停 止 さ せ た 。 415nmで 吸 光 度 を 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
Mu266、 本 来 の Hu266 (野 生 型 )、 Hu266 N56Sお よ び Hu266 N56Tの β -ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド に
対 す る 親 和 性 を 、 競 合 ELISAに よ り 比 較 し た 。 Mu266、 野 生 型 Hu266、 Hu266 N56Sお よ び Hu2
66 N56Tは 、 濃 度 依 存 性 の 様 式 で ビ オ チ ニ ル 型 Mu266と 競 合 し た 。 Hu266 N56Sお よ び Hu266 
N56Tは 、 Mu266お よ び 本 来 の Hu266よ り も 高 い 親 和 性 を 示 し た 。 Mu266、 Hu266 N56Sお よ び H
u266 N56Tの IC 5 0 値 を 、 各 変 異 体 に 対 し て ３ 回 の 独 立 し た 実 験 か ら 得 た 。 値 は 、 コ ン ピ ュ
ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)を 用 い て 計 算 し 、
表 ４ に 示 す 。 Hu266 N56Sお よ び Hu266 N56Tの 結 合 親 和 性 比 は 、 そ れ ぞ れ 、 平 均 で 、 Mu266
よ り も 6.2倍 お よ び 5.8倍 高 か っ た 。 こ れ は 、 グ リ コ シ ル 型 (56位 で )マ ウ ス 抗 体 と 比 較 し て
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、 脱 グ リ コ シ ル 型 変 異 体 ヒ ト 型 抗 体 の 親 和 性 の 有 意 な 上 昇 を 示 す 。
表 ４ ． ELISA競 合 実 験 の ま と め
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 ８
ヒ ト 型 抗 体 266変 異 体 N56Sお よ び N56Tの 親 和 性
抗 体 親 和 性 (KD＝ Kd/Ka)を BIAcoreバ イ オ セ ン サ ー 2000を 用 い て 測 定 し 、 デ ー タ を 、 基 本 的
に は 実 施 例 ５ に 記 載 さ れ る 方 法 と 同 じ 方 法 で 、 BIAevaluation (v. 3.1)ソ フ ト ウ ェ ア を 用
い て 分 析 し た 。 ELISA実 験 を 、 基 本 的 に は 実 施 例 ７ に 記 載 の 方 法 と 同 じ 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
以 下 の デ ー タ は 、 脱 グ リ コ シ ル 型 ヒ ト 型 抗 体 変 異 体 (N56S、 N56T)が 、 グ リ コ シ ル 型 形 態 (h
266)よ り も 有 意 に 良 好 な 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 分 析 間 で 変 動 が あ る が 、 こ れ ら の 差
は 、 こ れ ら の 脱 グ リ コ シ ル 型 変 異 体 に 関 し て 示 さ れ た 、 グ リ コ シ ル 型 形 態 を 超 え る 、 相 対
的 な 親 和 性 の 改 善 に は 有 意 な 影 響 は 与 え な い 。
【 表 ５ 】

10

20

(31) JP 2005-503789 A 2005.2.10



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 ９
ヒ ト 型 抗 体 266の 重 鎖 の 56位 で の グ リ コ シ ル 化 の 決 定
基 本 的 に 上 記 の よ う に 発 現 お よ び 精 製 し た ヒ ト 型 266の ２ つ の 各 ロ ッ ト に つ い て 、 約 100μ
gの 抗 体 を 含 有 す る サ ン プ ル を 調 製 し た 。 ウ レ ア (50mg)、 50 mg/mL DTT (５ μ L) お よ び  
３ M ト リ ス 緩 衝 液 (pH 8.0)(10μ L)を 添 加 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 、 各 サ ン プ ル を 還 元 し た 。 50mg/mLヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 溶 液 (20μ l)を 添 加 し 、 暗 所 で 室
温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 を ア ル キ ル 化 し た 。 P-6樹 脂 を パ
ッ ク し た ス ピ ン カ ラ ム (１ mL)で 溶 液 を 脱 塩 し た 。 脱 塩 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 0.025M NH 4 HCO 3 緩
衝 液 で 溶 離 し た 。 タ ン パ ク 質 画 分 (約 250μ L)を 各 サ ン プ ル に つ い て 回 収 し た 。 各 タ ン パ ク
質 画 分 を 1 mg/mL ト リ プ シ ン 溶 液 (２ ～ ３ μ L)と 混 合 し 、 次 い で 混 合 物 を 37℃ で 約 2.5時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 残 留 す る ト リ プ シ ン 活 性 を 、 溶 液 を 100℃ で ３ 分 間 加 熱 す る こ と に
よ り ク エ ン チ し た 。 脱 シ ア リ ン 酸 型 (desialylated)サ ン プ ル に 関 し て は 、 各 サ ン プ ル の ト
リ プ シ ン 消 化 物 (10μ L)を 、 水 中 0.15％ ギ 酸 (７ μ L)お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ (a.u.)溶 液 (
１ 単 位 /mL、 ２ μ L)と 混 合 し た 。 混 合 物 を 37℃ で １ ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 HPLC/
MS 分 析 を 行 っ た 。 脱 N-グ リ コ シ ル 型 サ ン プ ル に 関 し て は 、 ト リ プ シ ン 消 化 物 (10μ L)を N-
グ リ コ シ ダ ー ゼ F(１ μ L)で 37℃ で ３ 時 間 処 理 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
全 溶 液 を 、 以 下 の 条 件 を 用 い て キ ャ ピ ラ リ ー HPLC/MSに よ り 直 接 分 析 し た ： HPLCは HP1100
で あ る ； カ ラ ム ：  Zorbax C8, 2.1× 150mmま た は Vydac C18, 0.3× 150 mm； 温 度 ： 周 囲 温
度 ； 流 速 ： Zorbaxに 対 し て は 200 μ L/分 、 C18に 対 し て は 5-10μ L/分 ； 注 射 体 積 ： １ ： １
希 釈 後 、 ま た は も と も と の 溶 液 を 10μ L； HPLC溶 媒 ： Ａ － H 2 O中 0.15％ ギ 酸 、 Ｂ － ACN中 0.1
2％ ギ 酸 ； 勾 配  (時 間 ， ％ Ｂ )： (0,2), (40,50), (43,90), (45,90), (46,2), (50,2)； 質
量 分 析 ： API 150EX MASS SPEC 03， ス テ ッ プ  0.333, DP 25 V, ISV 5000 V, お よ び  FP 2
50 V。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
分 析 し た 両 方 の ロ ッ ト で 、 グ リ コ ペ プ チ ド を 含 有 す る ２ つ の ピ ー ク が 見 出 さ れ た 。 脱 N-グ
リ コ シ ル 化 の 後 、 ピ ー ク の う ち の １ つ (お よ そ 13分 ご ろ 溶 離 )に 新 規 ペ プ チ ド の 質 量 で あ る
1189.6お よ び 1672.5を 見 出 し た 。 こ れ ら の ２ つ の 質 量 は 、 重 鎖 288-296お よ び 284-296 (脱
N-グ リ コ シ ル 化 の 後 の 予 測 質 量 ： 1190.2お よ び 1672.8)と 一 致 す る 。 他 方 の ピ ー ク (約 26分
ご ろ 溶 離 )で は 、 新 規 ペ プ チ ド の 質 量 2369.4が 脱 N-グ リ コ シ ル 化 の 後 に 見 出 さ れ た 。 こ の
質 量 は 、 重 鎖 ペ プ チ ド 44-65と 一 致 す る 。 し た が っ て 、 重 鎖 の 潜 在 的 な グ リ コ シ ル 化 部 位
で あ る Asn56お よ び 292が グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 可 能 性 が あ っ た 。 ト リ プ シ ン 消 化 物 の HP
LC/MS分 析 か ら の ペ プ チ ド 288-296お よ び 44-65の 再 構 成 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム に は 明 確 な
ピ ー ク は 見 出 さ れ な か っ た 。 結 果 は 、 ヒ ト 型 266抗 体 の 両 方 の ロ ッ ト に 関 し て 、 Asn 56位
が 完 全 に グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る こ と を 示 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 ヒ ト 型 変 異 体 266軽 鎖 を 発 現 す る pVk-Hu266ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 発 現 型 ヒ
ト 型 266軽 鎖 に 関 す る １ 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド 。 軽 鎖 遺 伝 子 の 完 全 な 配 列 は 、 pVk-Hu266の Ml
uIお よ び BamHI部 位 の 間 に あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 数 は pVk-Hu266中 に お け る 位 置 を 示 す 。 Vk
お よ び Ckエ キ ソ ン を １ 文 字 コ ー ド に 翻 訳 す る 。 点 (ド ッ ト )は 翻 訳 終 止 コ ド ン を 示 す 。 成 熟
軽 鎖 は 二 重 下 線 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D)か ら 始 ま る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で あ る
。
【 図 ２ 】 Hu266 N56S重 鎖 遺 伝 子 の 完 全 配 列 。 pVg1-Hu266 N56S中 の MluIお よ び BamHI部 位 の
間 に 位 置 す る Hu266 N56S重 鎖 遺 伝 子 の 完 全 配 列 。 ヌ ク レ オ チ ド の 数 は pVg1-Hu266 N56S中
に お け る 位 置 を 示 す 。 VHお よ び CHエ キ ソ ン を １ 文 字 コ ー ド に 翻 訳 す る 。 点 (ド ッ ト )は 翻 訳
終 止 コ ド ン を 示 す 。 成 熟 重 鎖 は 太 文 字 の 一 重 下 線 の グ ル タ ミ ン 酸 (E)か ら 始 ま る 。 pVg1-Hu
266の 853位 の ヌ ク レ オ チ ド の ア デ ニ ン は グ ア ニ ン (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )で 置 換 さ れ て お
り 、 セ リ ン 残 基 (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )へ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 は イ
タ リ ッ ク 体 で あ る 。 ポ リ Ａ シ グ ナ ル に 下 線 を 付 す 。
【 図 ３ 】 Hu266 N56T重 鎖 遺 伝 子 の 完 全 配 列 。 pVg1-Hu266 N56T中 の MluIお よ び BamHI部 位 の
間 に 位 置 す る Hu266 N56T重 鎖 遺 伝 子 の 完 全 配 列 。 ヌ ク レ オ チ ド の 数 は pVg1-Hu266 N56T中
に お け る 位 置 を 示 す 。 VHお よ び CHエ キ ソ ン を １ 文 字 コ ー ド に 翻 訳 す る 。 点 (ド ッ ト )は 翻 訳
終 止 コ ド ン を 示 す 。 成 熟 重 鎖 は 太 文 字 の 一 重 下 線 の グ ル タ ミ ン 酸 (E)か ら 始 ま る 。 pVg1-Hu
266の 853位 の ヌ ク レ オ チ ド の ア デ ニ ン は シ ト シ ン (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )で 置 換 さ れ て お
り 、 ト レ オ ニ ン 残 基 (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )へ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 イ ン ト ロ ン 配 列
は イ タ リ ッ ク 体 で あ る 。 ポ リ Ａ シ グ ナ ル に 下 線 を 付 す 。
【 図 ４ 】 ミ ニ エ キ ソ ン 中 の Hu266 N56Sの 重 鎖 可 変 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 縮 重 型 ア ミ
ノ 酸 配 列 。 235位 の ヌ ク レ オ チ ド の ア デ ニ ン は グ ア ニ ン (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )で 置 換 さ
れ て お り 、 セ リ ン 残 基 (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )へ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で あ る 。 Kabat (Johnson, J.ら 、 Nucleic Acids Res. (2000) 28
:214-218) の 定 義 に 基 づ く CDRに 下 線 を 付 す 。 成 熟 重 鎖 は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 で 始 ま る (太 文
字 お よ び 一 重 下 線 )。 示 し た 配 列 は 、 唯 一 の MluI (ACGCGT)お よ び XbaI (TCTAGA)部 位 に 隣
接 し て い る 。
【 図 ５ 】 ミ ニ エ キ ソ ン 中 の Hu266 N56Tの 重 鎖 可 変 部 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 縮 重 型 ア ミ
ノ 酸 配 列 。 235位 の ヌ ク レ オ チ ド の ア デ ニ ン は シ ト シ ン (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )で 置 換 さ
れ て お り 、 ト レ オ ニ ン 残 基 (太 文 字 お よ び 二 重 下 線 )へ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 。 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド 配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で あ る 。 Kabat (Johnson, J.ら 、 Nucleic Acids Res. (2000
) 28:214-218) の 定 義 に 基 づ く CDRに 下 線 を 付 す 。 成 熟 重 鎖 は グ ル タ ミ ン 酸 残 基 で 始 ま る (
太 文 字 お よ び 一 重 下 線 )。 示 し た 配 列 は 、 唯 一 の MluI (ACGCGT)お よ び XbaI (TCTAGA)部 位
に 隣 接 し て い る 。
【 図 ６ 】 Hu266 N56S重 鎖 cDNAお よ び 翻 訳 型 ア ミ ノ 酸 配 列 。 ア ミ ノ 酸 は １ 文 字 コ ー ド で 示 す
。 点 (ド ッ ト )は 翻 訳 終 止 コ ド ン を 示 す 。 成 熟 重 鎖 の 第 １ ア ミ ノ 酸 を 下 線 を 付 し て 太 文 字 に
し 、 こ れ は 前 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 が あ る 。 置 換 型 ア ミ ノ 酸 で あ る セ リ ン を 太 文 字 に す
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る 。
【 図 ７ 】 Hu266 N56T重 鎖  cDNAお よ び 翻 訳 型 ア ミ ノ 酸 配 列 。 ア ミ ノ 酸 は １ 文 字 コ ー ド で 示
す 。 点 (ド ッ ト )は 翻 訳 終 止 コ ド ン を 示 す 。 成 熟 重 鎖 の 第 １ ア ミ ノ 酸 を 下 線 を 付 し て 太 文 字
に し 、 こ れ は 前 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 が あ る 。 置 換 型 ア ミ ノ 酸 で あ る ト レ オ ニ ン を 太 文
字 に す る 。
【 図 ８ 】 プ ラ ス ミ ド pVk-Hu266。
【 図 ９ 】 Hu266 N56Sお よ び N56Tの 発 現 の た め の プ ラ ス ミ ド 構 築 。 Hu266変 異 体 VH遺 伝 子 を
、 MluIお よ び XbaI部 位 に 隣 接 し た ミ ニ エ キ ソ ン と し て 構 築 し た 。 V領 域 を 対 応 す る 発 現 ベ
ク タ ー に 組 み 込 ん で pVg1-Hu266 N56Sま た は N56Tを 作 製 し た 。

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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