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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した第２５１－２５６アミノ酸残基の
１もしくは複数における置換を含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域
またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃ
Ｒｎ結合ドメイン；および
（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいるヒト
ＩｇＧ４コアヒンジ領域配列；
を含んでいる、特異的にインターロイキン（ＩＬ）－５と結合する単離された抗体、免疫
グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質であって、
　修飾された抗－ＩＬ－５抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融
合タンパク質の生体内半減期が、対応する修飾されていない抗－ＩＬ－５抗体、免疫グロ
ブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質と比べて延長され、
　Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅ、ならびにＳ２２８Ｐアミノ酸置換の組合
せにより、半減期の相乗的長期化がもたらされる、
抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質。
【請求項２】
　キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、ＣＤＲグラフト抗体、霊長類化抗体、脱免疫化抗
体、または化粧張り抗体である、請求項１に記載の抗体または免疫グロブリン構築物。
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【請求項３】
　治療薬、細胞毒、放射性同位元素、免疫調節薬、抗血管新生剤、抗新生血管形成、およ
び／または他の血管新生作用物質、毒素、抗増殖性作用物質、アポトーシス促進性作用物
質、化学療法薬、ならびに治療用核酸からなる群から選択される部分を含むように、化学
的に結合したか、遺伝子組換えにより融合したか、または遺伝子操作した、請求項１また
は２に記載の抗体または免疫グロブリン構築物。
【請求項４】
　配列番号６に規定される重鎖定常領域配列および配列番号７に規定される重鎖可変領域
配列を含み、配列番号８に規定される可変および定常領域配列を含んでいる軽鎖をさらに
含んでいる、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　以下の：
（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５
４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域また
はそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ
結合ドメイン；および
（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいるヒト
ＩｇＧ４コアヒンジ領域配列；
を含んでいる、延長された生体内半減期を有する、単離された抗－インターロイキン（Ｉ
Ｌ）－５抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を含
む、疾患の処置または予防用の薬剤。
【請求項６】
　請求項１または４に記載の単離された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリ
ンＩｇＧ４融合タンパク質を含む、余分な好酸球産生を特徴とする疾患の治療用の薬剤。
【請求項７】
　前記疾患が、アトピー性喘息、アトピー性皮膚炎、アレルギー性鼻炎、非アレルギー性
鼻炎、喘息、重度の喘息、慢性好酸性肺炎、アレルギー性気管支肺アスペルギルス症、小
児脂肪便症、チャーグ・ストラウス症候群、好酸球性筋肉痛症候群、特発性好酸球増加症
候群、偶発性血管性浮腫を含めた浮腫性反応、蠕虫感染、オンコセルカ皮膚炎、好酸球性
食道炎、好酸球性胃炎、好酸球性胃腸炎、好酸球性小腸炎、好酸球性結腸炎、鼻マイクロ
ポリポーシス、鼻ポリポーシス、アスピリン不耐喘息、閉塞型睡眠時無呼吸、慢性喘息、
クローン病、強皮症、および心内膜線維症から成る群から選択される、請求項５または６
に記載の薬剤。
【請求項８】
　請求項１から４のいずれか一項に記載された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グ
ロブリンＩｇＧ４融合タンパク質をコードする核酸。
【請求項９】
　請求項８に記載された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質をコードする核酸を含む形質転換細胞。
【請求項１０】
　医薬的に許容され得る賦形剤と一緒に請求項１から４のいずれか一項に記載された単離
された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を含ん
でいる医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この書類は、ＵＳＳＮ６１／４２５，８５８の優先権を主張し、その全内容を参照する
ことによって本明細書中に援用する。
　本発明の分野
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　本発明は、（ｉ）修飾されたＩｇＧ４Ｆｃ領域もしくはそのＦｃＲｎ結合ドメインと（
ｉｉ）修飾されたＩｇＧ４ヒンジ領域配列の組合せによって生体内半減期が延長される抗
体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の背景
　ＩｇＧは、ヒトおよび他の哺乳動物における最も一般的な免疫グロブリンクラスであり
、様々なタイプの免疫療法と診断法で利用される。これらの治療法の１つの重要問題が、
血液循環内での免疫グロブリンの残留期間である。投与された免疫グロブリンのクリアラ
ンス速度は、免疫グロブリンの投薬の量と頻度に直接影響する。血液循環内でのＩｇＧ異
化の研究では、ＦｃＲｎ（新生児型Ｆｃ受容体）との相互作用により血清中のＩｇＧ分解
速度を含めたＩｇＧ代謝を制御するＩｇＧ定常ドメイン部分を特定した。ＦｃＲｎに対す
る高い結合親和性は、ＩｇＧの血液循環（または血清）半減期を延長する（例えば、Kim 
et al., Eur J Immunol., 24:2429 (1994)を参照のこと）。例えば、ＷＯ９７／４３３１
６、ＵＳ５，８６９，０４６、ＵＳ５，７４７，０３５、ＷＯ９６／３２４７８には、Ｆ
ｃＲｎ結合ポリペプチドを分子内に導入することによってその半減期が変更された生理学
的に活性な分子を得る方法が記載されている。抗体またはそのＦｃＲｎ結合ドメインフラ
グメントに分子を融合する方法は、例えば、ＷＯ９９／４３７１３に記載されている。し
かしながら、上記の文献では、半減期に影響するＩｇＧ定常ドメインにおける特定の変異
体を開示していない。
【０００３】
　ＦｃＲｎに対する親和性を増大もしくは低減するようなアミノ酸の置換、付加、または
欠失によるＩｇＧ分子の修飾が、ＷＯ９８／２３２８９内に開示されているが、しかしな
がら、この文献には、より長いまたはより短い生体内半減期を示すいずれか特定の変異体
は挙げられていない。
【０００４】
　血中半減期を延長することが示されているマウスＩｇＧ１の１つの変異は、例えば、Ｗ
Ｏ９７／３４６３１中に記載の三重変異Ｔｈｒ２５２Ａｌａ、Ｔｈｒ２５４Ｓｅｒおよび
Ｔｈｒ２５６Ｐｈｅである。Ｍｅｄｌｍｍｕｎｅ（ＵＳ７，０８３，７８４）は、ヒトＩ
ｇＧ１に関連して、ＣＨ２ドメイン内のアミノ酸残基２５１－２５６、２８５－２９０、
および３０８－３１４、ならびにＣＨ３ドメイン内のアミノ酸残基３８５－３８９および
４２８－４３６のうちの１もしくは複数の修飾が、ＦｃＲｎに対する定常ドメインの親和
性を増強し、それにより血中半減期を延長し得ることを実証した。特に、彼らは、ヒトＩ
ｇＧ１アイソタイプ抗体のＦｃ内の「ＹＴＥ」と表される三重変異Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４
ＴおよびＴ２５６Ｅが、ヒト以外の霊長動物において抗体の血中半減期を約２～３倍延長
するのが可能であることを実証した。
【０００５】
　ＩｇＧ４アイソタイプ抗体の特徴
　ＩｇＧ４は、非還元条件でのＳＤＳ－ＰＡＧＥにより、２つのタンパク質種が観察され
るという点で他のヒトＩｇＧアイソタイプと異なっており、主要種は四量体ＩｇＧ（Ｈ２
Ｌ２、すなわち、２本の重鎖と２本の軽鎖）であり、そして次に少ない種は１本の重鎖と
１本の軽鎖を含んでいる（ＨＬ）「半分の免疫グロブリン」であるである。これらの知見
は、ヒンジ領域での２本の重鎖間のジスルフィド結合生成における不均一性を示している
。さらに、異なった抗原結合特異性を有する異なったヒトＩｇＧ４が一緒に混ざっている
とき、個々のＩｇＧ４分子は半分の免疫グロブリン（ＨＬ）に分離でき、そしてそれらは
、その後、再結合して、２種類の別々の抗原に結合する四量体ＩｇＧ（Ｈ２Ｌ２）（二重
特異性抗体）を形成する。ＨＬ種は、ＩｇＧ４の組立てにおける主要な中間体であると考
えられる。ヒトＩｇＧ重鎖のヒンジ配列の分析では、（Kabat et al., Sequences of Pro
teins of Immunological Interest 4th Edition. Washington DC United States Departm
ent of Health and Human Servicesの付番方式による）ＩｇＧ４の第２２８残基（いくつ
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かの刊行物では第２４１残基とも言われている；誤解を避けるために、これはＩｇＧ４ヒ
ンジ領域配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）の中心のセリンを指している）に存在するセリン
が不均一性の原因となり得ることが示唆された。ＩｇＧ４内のこの残基がセリンからプロ
リン（ＩｇＧ１およびＩｇＧ２内のその位置にて天然に見られる残基）に変更されるとき
、それは延長された血清中半減期を有する均一な抗体の産生につながる（Angal S et al.
, Molecular Immunology vol 30, no 1: 105-108 (1993); Labrijn et al, Nature Biote
chnology vol 27, no 8:767-771; Schuurman J et al., Molecular Immunology 38 (2001
) 1-8）。
　例えば、強化された血中半減期などの強化された特性を有する、治療目的のための抗体
を作り出す必要性が今なお存在している。
【発明の概要】
【０００６】
　本発明は、（ｉ）修飾されたＩｇＧ４アイソタイプ配列を含んでいるＦｃ領域またはＦ
ｃＲｎ結合ドメイン領域、および（ｉｉ）修飾されたＩｇＧ４ヒンジ領域配列の組合せに
よって生体内半減期が延長された分子、特に抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グ
ロブリンＩｇＧ４融合タンパク質に関する。特に、これらの分子は、ＦｃＲｎに対するＦ
ｃまたは重鎖ＣＨ２とＣＨ３定常領域の親和性を増強し、それにより、対象体内でその血
中半減期を延長する、例えば、変異などのアミノ酸修飾を持つ。そのうえ、該分子は、Ｉ
ｇＧ４アイソタイプ抗体に特有である混合性ヘテロ二量体の形成を妨げる、修飾されたＩ
ｇＧ４ヒンジ領域配列を含んでいる。
【０００７】
　本発明は、上記の修飾の組合せが、単独の（単数もしくは複数の）Fc領域修飾またはヒ
ンジ領域修飾のいずれかより実質的に長い間、その野生型無修飾対応物に比べて分子の血
中半減期を延長するという驚くべき発見に基づいている。そのうえ、修飾の組合せは、半
減期の相乗的（共力的）長期化をもたらす。（ヒト抗体定常領域を含んでいるタンパク質
を含めた）ヒトタンパク質ベースの薬品におけるあらゆる修飾が患者の抗薬物免疫応答を
引き起こすリスクを高めるので、一般に、薬物に対するそうした免疫応答を引き起こすこ
とに対して、それぞれのそうした変異の恐らく相加的に増加したリスクを制限するために
そうした変異の数を制限することが賢明である。しかしながら、２つのクラスの置換（Ｆ
ｃ修飾とヒンジ修飾）の組合せがＩｇＧ４抗体の血中半減期の延長に相乗効果をもたらす
驚くべき結果を、本明細書中に記載したはずである。その結果、この組合せは、抗薬物免
疫反応促進の発生を増加することに関する理論上の不都合を克服できる予期外の利点を提
供する。分子の半減期を延長する利点は、当業者にすぐに明確になる。そうした利益は、
対象体内における有害事象のリスクを減らし、かつ、コストを抑える、より低い投与の用
量および／または頻度を含んでいる。従って、延長された半減期を有するそうした免疫グ
ロブリンは、顕著な医薬的な重要性を持つ。
　さらに、該分子がＩｇＧ４アイソタイプ定常ドメインとＩｇＧ４ヒンジ領域を含むので
、該分子は生体内においてエフェクター機能を示さないか、または最小限しか示さない。
【０００８】
　従って、一実施形態において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番された第２５１－２５６アミノ酸
残基の１もしくは複数に置換を含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域
またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃ
Ｒｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）アミノ酸配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）内のセリン残基のプロリンへの置換
を含むヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された抗体、免疫グロブリン構築物または
免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものと比べて延長される、
抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を提供する。
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【０００９】
　抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の延長され
た生体内半減期は、上記置換を欠いている対応するヒトＩｇＧ４抗体、免疫グロブリン構
築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の半減期を参考にして決定される。
　本発明はまた、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ
、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそ
のＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合
ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された抗体、免疫グロブリン構築物または
免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものと比べて延長される、
抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を提供する。
【００１０】
　本発明による抗体は、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、superhumanised（登録商標
）抗体、脱免疫化抗体または化粧張り（veneered）抗体であってもよい。
　一例において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）ヒトまたはヒト化Ｆａｂ
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番された第２５１－２５６アミノ
酸残基の１もしくは複数に置換を含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領
域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦ
ｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従ってＳ２２８Ｐ置換とも記述されるア
ミノ酸配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）におけるセリン残基のプロリンへの置換を含んでい
るヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された抗体であって、
　修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
の生体内半減期が、対応する修飾されていない抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グ
ロブリンＩｇＧ４融合タンパク質と比べて延長される、
抗体を提供する。
【００１１】
　明細書中では、免疫グロブリン重鎖の残基の付番は、ＫａｂａｔのＥＵインデックスま
たはに付番方式によるものである（Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunolog
ical Interest 5th Ed., Washington DC United States Department of Health and Huma
n Services, 1991 , National Institutes of Health, Bethesda.）。「ＫａｂａｔのＥ
Ｕインデックス」とは、ヒトＩｇＧ１ＥＵ抗体の付番を指す（Edelman et al., Proc. Na
tl. Acad. USA, 63, 78-85, 1969）。ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＧ４アイソタイプ
のアミノ酸配列は、それぞれのヒンジ領域の最初と最後のシステイン残基を同じ位置に配
置することによってＩｇＧ１配列と整列され、そしてそれは、重鎖内Ｓ－Ｓ結合を形成す
る。
【００１２】
　ＫａｂａｔのＥＵインデックスよる第２５１－２５６アミノ酸残基は、Ｆｃ領域の免疫
グロブリン重鎖ＣＨ２ドメイン内に位置している。これらの残基は、Ｆｃ領域のＦｃＲｎ
への結合に関係し、そのため、抗体半減期を変更する際に関係してくる。
　別の例において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）抗体フラグメント、
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番された第２５１－２５６アミノ
酸残基の１もしくは複数に置換を含むように、対応する修飾されていないＣＨ２ドメイン
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に対して修飾したヒトＩｇＧ４ＣＨ２ドメイン、および
　　（ｉｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従ってＳ２２８Ｐ置換とも記述される、
アミノ酸配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）内のセリン残基のプロリンへの置換を含むヒトＩ
ｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された免疫グロブリン構築物であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものと比べて延長される、
免疫グロブリン構築物を提供する。
【００１３】
　一実施形態において、単離された免疫グロブリン構築物は、ヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域また
はＦｃＲｎ結合ドメインを含む。
　好ましくは、単離された免疫グロブリン構築物は、ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従
って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含む。
　具体的な抗体フラグメントには、これだけに制限されるものではないが、（ｉ）Ｆａｂ
フラグメント、（ｉｉ）Ｆｄフラグメント、（ｉｉｉ）Ｆｖフラグメント、（ｉｖ）ｄＡ
ｂフラグメント、（ｖ）単離されたＣＤＲ領域、（ｖｉ）Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、
（ｖｉｉ）一本鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）、（ｖｉｉｉ）二重特異性一本鎖Ｆｖ、ならびに
（ｉｘ）二重特異性抗体（ｘ）三重特異性抗体および（ｘｉ）四重特異性抗体が含まれる
。
【００１４】
　本発明はまた、（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ
、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはその
ＦｃＲｎ結合ドメイン、ならびに（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従ってコアヒ
ンジ領域配列内にアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含むヒトＩｇＧ４を含むように遺伝子組換え
により融合されるか、化学的に結合されるか、または遺伝子操作される生理活性分子を含
めた、延長された生体内半減期を有する免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を提供す
る。
　生理活性分子には、タンパク質、非タンパク質性物質、あるいは非免疫グロブリンタン
パク質が含まれ得る。
【００１５】
　一実施形態において、生理活性分子はポリペプチドである。
　別の例において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）生理活性分子；
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番された第２５１－２５６アミノ
酸残基の１もしくは複数に置換を含むように、ＩｇＧ４ＣＨ２ドメインに対して修飾した
ヒトＩｇＧ４ＣＨ２ドメイン；および
　　（ｉｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従ってＳ２２８Ｐ置換と記述されるプロ
リンへの、アミノ酸配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）内のセリン残基への置換を含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質であっ
て、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものと比べて延長される、
免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を提供する。
【００１６】
　好ましくは、単離された免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、ヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインを含んでいる。
　好ましくは、単離された免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、ＫａｂａｔのＥＵ
インデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含んで
いる。
　本発明によるヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列は、ＫａｂａｔのＥＵインデックスによ
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るＳ２２８Ｐ置換を好ましくは含んでいる。この置換は、Ｋａｂａｔら（1987 Sequences
 of proteins of immunological interest. United States Department of Health and H
uman Services, Washington DC）によるとＳ２４１Ｐとも呼ばれる。上記置換には、ヒン
ジ領域のコアの配列を野生型ＩｇＧ１またはＩｇＧ２アイソタイプ抗体のものと同じにす
るという効果がある。ＩｇＧ４アイソタイプ抗体に関して、それは、ＩｇＧ４抗体の均一
系形態の産生をもたらし、それにより、ヘテロ二量体ＩｇＧ４抗体の産生につながること
が多い重鎖の解離、そして再会合を防ぐ。
【００１７】
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合分子は、Ｋａ
ｂａｔのＥＵインデックスによる第２５２、２５４、および２５６アミノ酸残基の１もし
くは複数における置換を含んでいるヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメイ
ンを含んでいる。特定の例において、本発明による抗体、免疫グロブリン構築物または免
疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、Ｆｃ領域の第２５２、２５４または２５６アミ
ノ酸残基のいずれか一つの単一置換を含んでいる。他の例において、抗体、免疫グロブリ
ン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、Ｆｃ領域の第２５２および２
５４残基、または第２５４および２５６残基もしくは第２５２および２５６残基の置換を
含んでいる。特定の例において、抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇ
Ｇ４融合タンパク質は、ヒトＩｇＧ４定常領域配列の第２５２、２５４、および２５６残
基のそれぞれに置換を含んでいる。
【００１８】
　本発明の特定の例において、第２５２残基はチロシン、フェニルアラニン、セリン、ト
リプトファンまたはトレオニンで置換され、第２５４残基はトレオニンまたはセリンで置
換され、そして、第２５６残基はセリン、アルギニン、グルタミン、グルタミン酸、アス
パラギン酸、アラニン、アスパラギンまたはトレオニンで置換される。特定の例において
、第２５２残基はチロシンで置換され（２５２Ｙ）、第２５４残基はトレオニンで置換さ
れ（Ｓ２５４Ｔ）、そして第２５６残基はグルタミン酸で置換される（Ｔ２５６Ｅ）。こ
れらの置換は、まとめて「ＹＴＥ修飾」と呼ばれる。
　もう１つの実施形態において、本発明による抗体または免疫グロブリン構築物は、部分
を含むように、更に遺伝子組換えにより融合されても、化学的に結合されても、または遺
伝子操作されてもよい。本発明による部分は、これだけに制限されるものではないが、抗
体に直接的または間接的に結合される治療薬、細胞毒、放射性同位元素、免疫調節薬、抗
血管新生剤、抗新生血管形成、および／または他の血管新生作用物質、毒素、抗増殖性作
用物質、アポトーシス促進性作用物質、化学療法薬、および治療用核酸から選択され得る
。
【００１９】
　一例において、本発明に従って修飾された抗体は、ヒトＩＬ－５に特異的に結合する抗
体である。別の例において、本発明に従って修飾された抗体は、ヒトＣＤ３３に特異的に
結合する抗体である。
　従って、一例において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ
２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはその
ＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、ＩＬ－５に特異的に結合する単離された抗体であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものの半減期と比べて延長
される、
抗体を提供する。
【００２０】
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　特定の例において、対応する修飾されていない抗ＩＬ－５抗体は、ｈｕ３９Ｄ１０であ
る。
　もう１つの実施形態において、単離された抗体のＦａｂ配列は、メポリズマブの軽鎖お
よび重鎖可変領域配列に相当し得る。
　別の例において、本発明は、ＩＬ－５に特異的に結合する抗体、配列番号６に規定され
る定常重鎖配列を含んでいる抗体、および配列番号７に規定される重鎖可変領域配列を提
供する。別の例において、ＩＬ－５に特異的に結合する抗体は、配列番号８に規定される
可変および定常領域配列を含んでいる軽鎖をさらに含んでいる。
【００２１】
　別の例において、本発明は、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ
２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはその
ＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、ＣＤ３３に特異的に結合する単離された抗体であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないものの半減期と比べて延長
される、
抗体を提供する。
【００２２】
　特定の例において、本発明に従って修飾された抗ＣＤ３３抗体は、抗体ｈｕＭａｂ１９
５である。
　別の例において、本発明は、ＣＤ３３に特異的に結合する抗体、配列番号１１に規定さ
れる重鎖配列を含んでいる抗体、および配列番号１２に規定される軽鎖配列を提供する。
　本発明はまた、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番された第２５１－２５６アミノ酸
残基の１もしくは複数に置換を含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域
または修飾されていないそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領
域またはそのＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによりＳ２２８Ｐ置換とも記述される、プロ
リン（配列番号１）へのアミノ酸配列ＣＰＳＣＰ内のセリン残基の置換を含んでいるヒト
ＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された抗体、免疫グロブリン構築物または
免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の使用を提供する。
【００２３】
　好ましくは、単離された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融
合タンパク質は、ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２
５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含んでいる。
　本発明はまた、疾患を処理するかまたは予防するための薬剤の製造における発明に従っ
て修飾された単離された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質の使用を提供する。
　本発明は、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ
２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはその
ＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによりアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、延長された生体内半減期を有する単離された抗体、免疫グロブリン構築物または



(9) JP 6147670 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の、対象の疾患を処置または予防するための薬剤
の製造における使用を提供する。
【００２４】
　本発明はまた、本発明の修飾された抗ＩＬ－５抗体を投与することを含む、余分な好酸
球産生を特徴とする対象の疾患を処置または予防する方法を提供する。
　本発明はまた、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ
、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそ
の修飾されていないＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域または
そのＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含み、ＩＬ－５を特異的に結合する単離された抗体であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていないもの半減期と比べて延長さ
れる、
抗体を対象に投与することを含む、余分な好酸球産生を特徴とする対象の疾患を処置する
方法を提供する。
【００２５】
　本発明はまた、余分な好酸球産生を特徴とする対象の疾患を処置または予防する際のそ
うした修飾された抗体の使用、および、余分な好酸球産生を特徴とする疾患を処置または
予防するための薬剤の製造における修飾された抗体の使用にも及ぶ。
　一例において、本発明は、対象の余分な好酸球産生を特徴とする疾患を処置または予防
するための薬剤の製造における、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ
２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはその
ＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含み、ＩＬ－５に特異的に結合する、延長された生体内半減期を有する単離された抗体
の使用を提供する。
【００２６】
　一例において、疾患は、余分な好酸球産生は特徴とする（好酸球増加症）。
　余分な好酸球産生を特徴とする疾患は、アトピー性喘息、アトピー性皮膚炎、アレルギ
ー性鼻炎、非アレルギー性鼻炎、喘息、重度の喘息、慢性好酸性肺炎、アレルギー性気管
支肺アスペルギルス症、小児脂肪便症、チャーグ・ストラウス症候群、好酸球性筋肉痛症
候群、特発性好酸球増加症候群、偶発性血管性浮腫を含めた浮腫性反応、蠕虫感染、オン
コセルカ皮膚炎、好酸球性食道炎、好酸球性胃炎、好酸球性胃腸炎、好酸球性小腸炎、好
酸球性結腸炎、鼻マイクロポリポーシス、鼻ポリポーシス、アスピリン不耐喘息、閉塞型
睡眠時無呼吸、慢性喘息、クローン病、強皮症、および心内膜線維症から成る群から選択
される。
【００２７】
　別の例において、疾患は自己免疫疾患である。
　本発明による修飾された抗ＩＬ－５抗体が余分な好酸球産生を特徴とする疾患に関連す
る予防または診断の方法で使用できることも理解される。
　本発明はまた、本発明により修飾された抗ＣＤ３３抗体を対象に投与することを含む、
対象の癌疾患を処置する方法も提供する。
【００２８】
　本発明はまた、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番した置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ
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、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそ
の修飾されていないＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域または
そのＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、ＣＤ３３に特異的に結合する単離された抗体であって、
　修飾されたその生体内半減期が、対応する修飾されていない抗体の半減期と比べて延長
される、
抗体を対象に投与することを含む、対象の癌疾患を処置する方法も提供する。
【００２９】
　本発明はまた、癌疾患を処置または予防する際のそうした修飾された抗体の使用、およ
び癌疾患を処置または予防するための薬剤の製造における修飾された抗体の使用にも及ぶ
。
　特定の例において、癌疾患は急性骨髄性白血病である。
　別の例において、本発明は、対象の癌疾患を処置または予防するための薬剤の製造にお
ける、以下の：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ
２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように、対応する修飾されていないヒトＩｇＧ４Ｆｃ
領域またはその修飾されていないＦｃＲｎ結合ドメインに対して修飾したヒトＩｇＧ４Ｆ
ｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメイン、および
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいる
ヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列、
を含む、ＣＤ３３に特異的に結合する延長された生体内半減期を有する単離された抗体の
使用を提供する。
　特定の例において、癌疾患は急性骨髄性白血病である。
【００３０】
　本発明はまた、以下のステップ：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番されたアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、
Ｓ２５４ＴおよびＴ２５６Ｅを定常領域配列またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに導入し、
そして、
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐをコアヒンジ
領域配列に導入する、
を含む、ＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインとＩｇＧ４ヒンジ領域を含ん
でいるヒトまたはヒト化ＩｇＧ４アイソタイプ抗体または免疫グロブリン構築物の生体内
半減期を延長する方法も提供する。
【００３１】
　特定の例において、上記の方法は、抗ＩＬ－５抗体、特にｈｕ３９Ｄ１０の半減期を延
長するのに使用できる。
　更なる特定の例において、上記の方法は、抗ＣＤ３３抗体の半減期を延長するのに使用
できる。
　本発明はまた、以下のステップ：
　　（ｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付番されたアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、
Ｓ２５４ＴおよびＴ２５６ＥをヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに
導入し、そして
　　（ｉｉ）ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミノ酸置換Ｓ２２８ＰをヒトＩｇＧ
４コアヒンジ領域配列に導入する、
を含む、ＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインとＩｇＧ４ヒンジ領域を含ん
でいる免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の生体内半減期を延長する方法も提供する
。
【００３２】
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　本発明はまた、配列番号１４を含んでいる融合タンパク質としてそれを遺伝子操作する
ことによってタンパク質の生体内半減期を延長する方法も提供する。
　本発明はまた、配列番号１４を含んでいる融合タンパク質も提供する。
　一例において、融合タンパク質は、配列番号１４に、Ｃ末端に直に結合している一つの
リジンをさらに含んでいる。
【００３３】
　本発明はまた、以下のステップ：
　　（ｉ）非ＩｇＧ４抗体の重鎖定常領域を、ＫａｂａｔのＥＵインデックスに従って付
番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含むように修飾された
ヒトＩｇＧ４定常領域またはそのＦｃＲｎ－結合ドメインと置き換え、そして
　　（ｉｉ）非ＩｇＧ４抗体のヒンジ領域を、ＫａｂａｔのＥＵインデックスによるアミ
ノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいるＩｇＧ４ヒンジ領域と置き換える、
を含む、非ＩｇＧ４抗体のエフェクター機能を低減する方法も提供する。
【００３４】
　本発明はまた、以下のステップ：
　　（ｉ）ヒト以外のＩｇＧ４抗体の重鎖定常領域を、ＫａｂａｔのＥＵインデックスに
従って付番したアミノ酸置換Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４Ｔ、およびＴ２５６Ｅを含んでいる修
飾されたヒトＩｇＧ４定常領域またはそのＦｃＲｎ－結合ドメインと置き換え、そして
　　（ｉｉ）ヒト以外のＩｇＧ４抗体のヒンジ領域を、ＫａｂａｔのＥＵインデックスに
よるアミノ酸置換Ｓ２２８Ｐを含んでいるＩｇＧ４ヒンジ領域と置き換える、
を含む、ヒト以外のＩｇＧ４抗体の生体内半減期を延長する方法も提供する。
【００３５】
　本発明はまた、いずれかの実施形態により本明細書中に記載した抗体、免疫グロブリン
構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質をコード化する核酸も提供する。
　本発明はまた、いずれかの実施形態により本明細書中に記載した抗体、免疫グロブリン
構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を発現する形質転換細胞も提供する
。
　本発明はまた、本明細書中に記載した抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリ
ンＩｇＧ４融合タンパク質をコード化する核酸を含んでいる形質転換細胞も提供する。
【００３６】
　一実施形態において、本発明は、医薬的に許容され得る賦形剤と一緒に本発明による単
離された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を含
んでいる医薬組成物を提供する。好ましくは、上記組成物は、治療的に有効な量の抗体、
免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を含んでいる。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】可変ドメインとＩｇＧ４定常ドメインを含めたレリズマブ（relizumab）重鎖の
配列、Ｓ２２８Ｐ変異、「ＹＴＥ」変異またはＳ２２８ＰとＹＴＥ変異群の組合せを含ん
でいる定常ドメイン（天然ＩｇＧ４アイソタイプ）またはＩｇＧ４定常ドメインの配列を
示す；ｈｕ３９Ｄ１０重鎖可変ドメインとｈｕ３９Ｄ１０軽鎖の配列もまた示す。
【図２】ヒトＦｃＲｎ細胞外ドメインの配列を示す。
【図３】ヒトβ2ミクログロブリンの成熟部分の配列を示す。
【図４】天然ＩｇＧ４Ｆｃドメインを含んでいるｈｕ３９Ｄ１０、またはＳ２２８Ｐ変異
、ＹＴＥ変異、またはＳ２２８ＰおよびＹＴＥ変異の両方を有するものに対するヒトＦｃ
Ｒｎの親和性を計測するためのＥＬＩＳＡベースのアッセイを示す。
【図５】ヒト化ＦｃＲｎを有するマウス、すなわち、内在性ＦｃＲｎ遺伝子を欠失されて
いるが、ヒト対応物の異所性発現があるマウスにおけるＰＫ試験を示す。０日目に、マウ
スにｈｕ３９Ｄ１０、またはＹＴＥ置換のみ、ヒンジ置換（Ｓ２２８Ｐ）のみ、もしくは
両タイプの置換を含んでいるバリアントを与えた。各マウスは、２、１２、２４時間、そ
して２、４、７、１０、１４、１８、２１、および２８日目に後眼窩洞から採血した。血
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漿サンプルをヒト化抗体濃度について分析した。抗体レベルを、同じマウスの２４時間の
時点のレベルに対するパーセントとして表した。
【図６】ＦｃドメインがＳ２２８ＰとＴＹＥ修飾を含んでいるＩｇＧ４アイソタイプであ
るＣＤ３３抗体ｈｕＭａｂ１９５の配列を示す；ｈｕＭａｂ１９５の軽鎖もまた示す。
【図７】ヒトＣＤ３３の細胞外ドメイン－Ｆｃ融合タンパク質の配列を示す。
【図８】ヒト化ＦｃＲｎを有するマウス、すなわち、内在性ＦｃＲｎ遺伝子を欠失されて
いるが、ヒト対応物の異所性発現があるマウスにおけるＰＫ試験を示す。０日目に、マウ
スに天然ＩｇＧ４Ｆｃドメインを持つｈｕＭａｂ１９５、またはＹＴＥ置換のみ、ヒンジ
置換（Ｓ２２８Ｐ）のみ、もしくは両タイプの置換を含んでいるバリアントを与えた。各
マウスは、２、１２、２４時間、そして２、４、７、１０、および１４日目に後眼窩洞か
ら採血した。血漿サンプルをヒト化抗体濃度について分析した。抗体レベルを、同じマウ
スの２４時間の時点のレベルに対するパーセントとして表した。
【図９】天然ヒトＩｇＧ４重鎖のヒンジＦｃ部分の配列、ならびにＳ２２８ＰとＹＴＥ変
異群とＣ末端リジンの欠失を有するヒトＩｇＧ４重鎖ヒンジＦｃ部分の配列を示す。
【００３８】
　発明の詳細な説明
　通則
　「および／または」という用語、例えば、「Ｘおよび／またはＹ」は「ＸとＹ」または
「ＸまたはＹ」のいずれかも意味するものと理解されなければならず、両方の意味または
いずれかの意味の明確な支持を提供するものと解釈されなければならない。
【００３９】
　本明細書全体を通じて、特に具体的に明記しない限り、または特に文脈上必要でない限
り、単一ステップ、組成物、一群のステップまたは一群の組成物に対する参照は、１およ
び複数（すなわち、１もしくは複数）のそれらのステップ、組成物、一群のステップまた
は一群の組成物を包含すると解釈されるべきである。よって、本明細書中に使用される場
合、単数形「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」は、別段に明確に指示されない限り、複
数の態様を含んでいる。例えば、「ａ」への言及は、１個ならびに２個以上を含んでおり
；「ａｎ」への言及は、１個ならびに２個以上を含んでおり；「ｔｈｅ」への言及は、１
個ならびに２個以上を含んでいる。
　開示の各実施例は、別段の具体的な記載のない限り、必要な変更を加えて、他のありと
あらゆる実施形態に適用される。
【００４０】
　当業者は、本開示に、明確に記載されたもの以外の変形および修正の影響を受け入れる
余地があることを理解するであろう。本開示は、かかる全ての変形および修正を含むこと
が理解されるべきである。本開示はまた、本明細書において個々にまたは集合的に参照ま
たは示される全てのステップ、特徴、組成物、および化合物、ならびに該ステップまたは
特徴のあらゆる組み合わせ、または任意の２つ以上を含む。
【００４１】
　本開示は、本明細書において説明される特定の実施形態による範囲に限定されるもので
はなく、それらの実施形態は、単に例示の目的のためであることが意図される。機能的に
同等の製品、組成物、および方法は、本明細書中に説明されるように、明らかに本開示の
範囲内に含まれる。
【００４２】
　本明細書中に記載した組成物および方法は、別段の指示がない限り、必要以上の実験な
しに、分子生物学、微生物学、ウイルス学、組換えＤＮＡ技術、液中ペプチド合成、固相
ペプチド合成、および免疫学のいずれかの従来の手法を使用して製造または実施される。
例えば、そうした手順は、Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning:A Labora
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York, Second Edition (1989), V
ols I, II, and III全般; Benny K.C.Lo, Antibody Engineering: Methods and Protocol
s, (2004) Humana Press, Vol. 248; DNA Cloning: A Practical Approach, Vols. I and
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 II (D. N. Glover, ed., 1985), IRL Press, Oxford, text; Oligonucleotide Synthesi
s: A Practical Approach (M. J. Gait, ed, 1984) IRL Press, Oxford、全文および特に
その中の論文Gait, ppl-22; Atkinson et al, pp35-81; Sproat et al, pp 83-115; and 
Wu et al, pp 135-151; 4. Nucleic Acid Hybridization: A Practical Approach (B. D.
 Hames & S. J. Higgins, eds., 1985) IRL Press, Oxford、全文; Immobilized Cells a
nd Enzymes: A Practical Approach (1986) IRL Press, Oxford、全文; Perbal, B., A P
ractical Guide to Molecular Cloning (1984); Methods In Enzymology (S. Colowick a
nd N. Kaplan, eds., Academic Press, Inc.)、全編; J.F. Ramalho Ortigao, "The Chem
istry of Peptide Synthesis" In: Knowledge database of Access to Virtual Laborato
ry website (Interactiva, Germany); Sakakibara, D., Teichman, J., Lien, E. Land F
enichel, R.L. (1976). Biochem. Biophys. Res. Commun. 73 336-342; Merrifield, R.B
. (1963). J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2154; Barany, G. and Merrifield, R. B. (197
9) in The Peptides (Gross, E. and Meienhofer, J. eds.), vol. 2, pp. 1-284, Acade
mic Press, New York. 12. Wunsch, E., ed. (1974) Synthese von Peptiden in Houben-
Weyls Metoden der Organischen Chemie (MQIer, E., ed.), vol. 15, 4th edn., Parts 
1 and 2, Thieme, Stuttgart;Bodanszky, M. (1984) Principles of Peptide Synthesis,
 Springer-Verlag, Heidelberg;Bodanszky, M. & Bodanszky, A. (1984) The Practice o
f Peptide Synthesis, Springer Verlag, Heidelberg; Bodanszky, M. (1985) Int.J.Pep
tide Protein Res.25, 449-474; andbook of Experimental Immunology, Vols.I-IV (D.M
.Weir and C. C.Blackwell, eds., 1986, Blackwell Scientific Publications);およびA
nimal Cell Culture:Practical Approach, Third Edition (John R. W. Masters, ed., 2
000), ISBN 0199637970、全文。
【００４３】
　本明細書を通じて、「含む（comprise）」、または「含む（comprises）」「含んでい
る（comprising）」等の変形という語は、明確に述べられた要素、完全体、またはステッ
プ、あるいは要素群、完全体群、またはステップ群を含むが、しかし他の要素、完全体ま
たはステップ、あるいは要素群、完全体群、またはステップ群の解消をするものではない
と理解されるだろう。
【００４４】
　定義
　本明細書中で使用される場合、「対応する」修飾されていない抗体という用語は、修飾
された抗体と同じ配列の抗体であるが、本明細書中に記載したアミノ酸配列、特にＦｃと
ヒンジ領域に変化のない抗体を意味する。
　「エピトープ」という用語は、それに対して抗体が生じ、そしてそれに抗体が結合する
抗原分子の部分を指すことを意図する。「エピトープ」という用語は、本明細書中に使用
される場合、（ａ）動物、好ましくは脊椎動物、より好ましくは哺乳動物、そして最も好
ましくはヒトまたはヒトの免疫機構の関連成分を発現するトランスジェニック動物の大部
分に抗原性または免疫原性活性を有するペプチドの（単数もしくは複数の）部分を指す。
エピトープは、タンパク質、タンパク質断片、ペプチド、炭水化物、脂質、および他の分
子を含み得るが、本発明の目的のためには、最も一般的に短いオリゴペプチドである。「
エピトープ」という用語は、「免疫原性エピトープ」、「抗原性エピトープ」、または「
抗原エピトープ」を包含することを意図する。
【００４５】
　「抗体」という用語は、本明細書中で使用される場合、免疫グロブリン分子の可変領域
に位置する少なくとも１のエピトープ認識部位を通じて標的に結合することができる分子
を指す。免疫グロブリンおよび抗体という用語は、明細書中で互換的に使用され得る。免
疫グロブリンまたは抗体分子は、４本の鎖抗体（例えば、２本の軽鎖と２本の重鎖）、遺
伝子組換え型または修飾された抗体（例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、ＣＤ
Ｒグラフト抗体、霊長類化抗体、脱免疫化抗体、superhumanized（登録商標）抗体、半抗
体、二重特異性抗体）を含んでいる。抗体はまた、概して、定常領域または定常断片もし



(14) JP 6147670 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

くは結晶性断片（Ｆｃ）として配列され得る定常ドメインも含む。抗体は、１個または数
個の密接に関連する抗原に特異的に結合することができる。概して、抗体は、その基本単
位として４本の鎖からなる構造を含む。完全長抗体は、共有結合で連結された２本の重鎖
（約５０～７０ｋＤ）と２本の軽鎖（各約２３ｋＤ）とを含む。軽鎖は、概して可変領域
と定常ドメインとを含み、および哺乳動物ではκ軽鎖またはλ軽鎖のいずれかである。重
鎖は、概して可変領域と、ヒンジ領域によって別の１つまたは複数の定常ドメインに連結
された１つまたは２つの定常ドメインとを含む。哺乳動物の重鎖は以下の種類、すなわち
α、δ、ε、γ、またはμのうちの一つである。各軽鎖はまた、重鎖の一方に共有結合で
連結されている。例えば、２本の重鎖および重鎖と軽鎖とは、鎖間ジスルフィド結合およ
び非共有結合性の相互作用により一体に保持される。鎖間ジスルフィド結合の数は、抗体
の種類によって異なり得る。各鎖は、Ｎ末端可変領域（ＶＨまたはＶＬ、各々が約１１０
アミノ酸長である）と、Ｃ末端における１つまたは複数の定常ドメインとを有する。軽鎖
の定常ドメイン（ＣＬ、約１１０アミノ酸長）は重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ、約３
３０～４４０アミノ酸長）と整列し、それにジスルフィド結合している。軽鎖可変領域は
重鎖の可変領域と整列する。抗体重鎖は２つ以上のさらなるＣＨドメイン（ＣＨ２、ＣＨ
３など）を含むことができ、定常ドメインＣＨ１とＣｍとの間に特定され得るヒンジ領域
を含むことができる。抗体は任意の種類（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、Ｉ
ｇＡ、およびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2、ＩｇＧ3、ＩｇＧ4、ＩｇＡ

1およびＩｇＡ2）またはサブクラスであり得る。
【００４６】
　「免疫グロブリン構築物」という用語は、本明細書中で使用される場合、霊長類または
ヒトＩｇＧ４抗体からの少なくともＣＨ２重鎖定常ドメインとヒンジ領域を含んでいる構
築物を指す。好ましくは、その用語は、霊長類またはヒトＩｇＧ４抗体からの少なくとも
軽鎖および重鎖定常ドメイン、ならびにヒンジ領域を含んでいる構築物を指すことを意図
する。
【００４７】
　「定常領域」または「定常フラグメント」という用語は、抗原結合部位を含んでいる、
可変領域と呼ばれる、免疫グロブリンまたは抗体のもう片方の部分に対してコアの保存さ
れたアミノ酸配列を含んでいる免疫グロブリンまたは抗体分子の一部を指す。重鎖では、
定常領域はＣＨ１、ＣＨ２、およびＣＨ３ドメインを含んでいる。
【００４８】
　「Ｆｃ領域」という用語は、本明細書中で使用される場合、ＩｇＧ分子のパパイン分解
によって得られる結晶可能フラグメントに関連する抗体または免疫グロブリン分子の一部
を指す。Ｆｃ領域は、ジスルフィド結合によって連結される半分のＩｇＧ分子の２本の重
鎖のＣ末端の約半分を形成しているＩｇＧ重鎖のＣ末端領域から成る。ＫａｂａｔのＥＵ
インデックスに従って付番されるように、境界はわずかに変化し得るが（場合によっては
、それはヒンジの一部を含む）、Ｆｃ領域は第２３１アミノ酸から第４４７アミノ酸に及
ぶ。ＩｇＧのＦｃ領域は、２つの定常ドメイン、ＣＨ２およびＣＨ３を含んでいる。
ヒトＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ２ドメインは、通常、ＫａｂａｔのＥＵインデックスによる
と第２３１アミノ酸から第３４１アミノ酸に及ぶ。ヒトＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ３ドメイ
ンは、通常、ＫａｂａｔのＥＵインデックスによると第３４２～４４７アミノ酸に及ぶ。
Ｆｃ領域は、抗原結合活性を持っていないが、炭化水素部分と新生児型Ｆｃ受容体（Ｆｃ
Ｒｎ）を含めたＦｃ受容体に対する結合部位を含んでいる。
【００４９】
　「そのＦｃＲｎ結合ドメイン」という用語は、本明細書中で使用される場合、ＦｃＲｎ
に結合することができるＦｃ領域の部分を指す。本明細書の文脈中では、それはまた、少
なくともＣＨ２ドメインを含んでいるＦｃ領域配列のフラグメントも指す。
　「ＦｃＲｎ受容体」という用語は、本明細書中で使用される場合、ヒトまたは霊長類の
胎盤を通過して胎児への、および小腸を通過して初乳から新生児への母親のＩｇＧｓの移
行にかかわるＦｃ受容体（新生児期を示す「ｎ」）を指す。ＦｃＲｎはまた、ＩｇＧ分子
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に結合し、そして血清中にそれらを再循環させることによって、一定の血清ＩｇＧレベル
の維持にかかわっている。ＩｇＧ分子へのＦｃＲｎの結合は、ｐＨ６．０にて至適結合を
有する厳密なｐＨ依存である。ＦｃＲｎは通常、β2ミクログロブリンと複合体を形成し
ている。
【００５０】
　「ヒンジ領域」、本明細書中で使用される場合、抗体分子の２つのＦａｂアームに可動
性を与えるＦｃとＦａｂ領域の間の免疫グロブリン重鎖の高プロリン部分を指す。それは
重鎖の第１と第２定常ドメインの間に位置している。ヒンジ領域は、重鎖間ジスルフィド
結合にかかわるシステイン残基を含んでいる。それは一般に、ＫａｂａｔのＥＵ付番シス
テムによるとヒトＩｇＧ１のＧｌｕ２１６からＰｒｏ２３０（または、Ｋａｂａｔの付番
システムによるとＰｒｏ２４３からＧｌｕ２２６）に及ぶと規定される。他のＩｇＧアイ
ソタイプのヒンジ領域は、同じ位置に重鎖間ジスルフィド（Ｓ－Ｓ）結合を形成する最初
と最後のシステイン残基を配置することによってＩｇＧＩ配列と整列できる（例えばＷＯ
２０１０／０８０５３８を参照のこと）。ヒンジ領域は、重鎖間ジスルフィド結合にかか
わるシステイン残基を含んでいる。
【００５１】
　本明細書中で使用される場合「コアヒンジ領域配列」という用語は、ＩｇＧ４内に存在
しているアミノ酸配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）を指すことを意図し、そしてＫａｂａｔ
のＥＵインデックスによると第２２６～２３０アミノ酸に及ぶ（下側のヒンジと呼ばれる
ことも多い）。コアヒンジ領域は、ヒトＩｇＧ４では、配列ＥＳＫＹＧＰＰである、上側
のヒンジ領域と区別される。
【００５２】
　「可変領域」という用語は、本明細書中で使用される場合、抗原に特異的に結合できる
本明細書中に規定される軽鎖および／または重鎖の部分を指し、相補性決定領域（ＣＤＲ
）；すなわち、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤＲ３、およびフレームワーク領域（ＦＲ）のア
ミノ酸配列を含む。例えば、可変領域は、３つのＣＤＲと一緒に３または４つのＦＲを含
んでいる（例えば、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、そして任意にＦＲ４）。ＩｇＮＡＲから得
られたタンパク質の場合では、そのタンパク質はＣＤＲ２を欠いてもよい。ＶＨは重鎖の
可変領域を指す。ＶＬは軽鎖の可変領域を指す。
【００５３】
　「Ｆａｂ」という用語は、本明細書中で使用される場合、それぞれの重鎖と軽鎖の
ある定常ドメインとある可変ドメインから構成される抗体の領域（一価の抗原結合フラグ
メント）を指すことを意図するが、ここで、重鎖は、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを欠く
ように短縮され（すなわち、ＶＨ、ＣＨ１、ＶＬ、およびＣＬ）、かつ、ヒンジ領域の一
部またはすべてを欠いていてもよい。それは、酵素パパインを用いた抗体全体の消化で生
じる。Ｆａｂは、分離物のこの領域を指しても、または完全長抗体、免疫グロブリン構築
物またはＦａｂ融合タンパク質と関連するこの領域を指してもよい。
【００５４】
　「Ｆａｂ’」という用語は、本明細書中で使用される場合、完全な軽鎖およびＶＨと一
つの定常ドメインを含んでいる重鎖の一部から成る分子を得るために、ペプシンで抗体全
体を処理し、続いて還元することによって得られる。２つのＦａｂ′フラグメントが、こ
のように処置された抗体ごとに得られる。
【００５５】
　「ｓｃＦｖ」とは、抗体のＶＨおよびＶＬドメインを含んでいる抗体フラグメントを意
味し、これらのドメインは単一のペプチド鎖で存在している。例えば、米国特許第４，９
４６，７７８号、同第５，２６０，２０３号、同第５，４５５，０３０号、および同第５
，８５６，４５６号を参照のこと。一般に、Ｆｖポリペプチドは、ｓｃＦｖが抗原結合性
のための所望の構造を形成するのを可能にするＶＨとＶＬドメインの間のポリペプチドリ
ンカーをさらに含んでいる。ｓｃＦｖの総説に関しては、Pluckthun (1994) The Pharmac
ology of Monoclonal Antibodies vol 113 ed. Rosenburg and Moore (Springer-Verlag,
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 New York) pp 269-315を参照のこと。ＦｖフラグメントのＶＨとＶＬドメイン複合体は
また、ジスルフィド結合によって安定させられてもよい（米国特許第５，７４７，６５４
号）。
【００５６】
　「存在しないもしくは最小限のエフェクター機能」とは、例えば、抗体依存性細胞障害
作用（ＡＤＣＣ）の補体結合または刺激などのＩｇＧ１型抗体に通常起因する特定の活性
が低減または除去されていることを意味する。
【００５７】
　「単離された」という用語は、本明細書中で使用される場合、その自然環境から取り出
された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を指す
。これにより、遺伝子組換え宿主が産生した抗体、免疫グロブリン構築物または融合タン
パク質が、本発明の目的のために単離されると考えられる。好ましくは、単離された抗体
、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、実質的に精製
される。
【００５８】
　「実質的に精製される」とは、抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇ
Ｇ４融合タンパク質が、それが取り出された細胞または組織起源からの細胞物質またはそ
の他の混入タンパク質を実質的に含まないか、または化学的に合成された際に化学物質前
駆体または他の化学物質を実質的に含まないことを意味する。その言語には、それがそこ
から単離されたかまたは遺伝子組換えによって産生される細胞の細胞成分から分離された
抗体、免疫グロブリン構築物または融合タンパク質の調製が含まれる。これにより、細胞
物質を実質的に含まない抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質は、（乾燥重量により）約３０％、２０％、１０％または５％未満の夾雑タン
パク質および培地しか含まない調製物である。
　「免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質」という用語は、修飾されたヒトＩｇＧ４ヒ
ンジ領域および修飾されたヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域および／またはそのＦｃＲｎ結合ドメイ
ンに連結または結合された生理活性分子を指す。融合タンパク質については、後で詳細に
議論する。
【００５９】
　「生体内半減期」という用語、本明細書中で使用される場合、所定の動物の血液循環内
での、Ｆｃ領域および／またはそのＦｃＲｎ結合ドメインを含んでいる特定の抗体、免疫
グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の血中半減期を指し、そ
して動物に投与した量の半分が血液循環から除去されるまでに必要な時間によって表され
る。本発明による所定の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質のクリアランス曲線が時間の関数として作成された場合、その曲線は、通常、
血管内外の空間の間での注射されたＩｇＧ分子の平衡を表す短いα相と、分子サイズによ
ってある程度決定される、血管内空間のＩｇＧ分子の異化を表すより長いベータ相の二相
性である。用語「生体内半減期」は、事実上、ベータ型の修飾されたもしくは修飾されて
いないＩｇＧ４免疫グロブリン、または融合タンパク質の半減期に相当する。
【００６０】
　「生体内半減期を延長する」という用語は、本明細書中で使用される場合、本発明に従
って修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク
質が、血清または血漿でより高い持続性を有すること、および／または同じ置換を含まな
い同じ抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質に対し
て、計測された最大血清または血漿中濃度が半分まで減るのにより長い期間がかかること
を意味する。
【００６１】
　「遺伝子組換え」という用語は、人工的な遺伝的組換えの産物を意味すると理解される
べきである。従って、抗体の抗原結合ドメインを含んでいる組換えタンパク質との関連に
おいて、この用語は、対象の体内に自然に生じた抗体、すなわち、Ｂ細胞成熟中に起こる
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天然の組換えの産物を包含しない。しかしながら、そうした抗体が単離されたなら、それ
は抗体可変領域を含んでいる分離されたタンパク質と見なされるべきである。同様に、タ
ンパク質をコード化する核酸が単離されて、遺伝子組換え手段を使用して発現されれば、
得られたタンパク質は、抗体の抗原結合ドメインを含んでいる組換えタンパク質である。
また、遺伝子組換えという用語はまた、例えば、それが発現される細胞、組織または対象
の中に存在するとき、人工的な遺伝子組換え手段で発現された抗体、免疫グロブリンまた
は融合タンパク質を包含する。
【００６２】
　「特異的に結合」という用語は、抗原（例えば、エピトープまたは免疫複合体）に特異
的または優先的に結合し、かつ、抗原、例えば、他の構造的もしくは機能的に関連したタ
ンパク質、または配列相同性を有するタンパク質などに特異的に結合しない（すなわち、
交差反応しない）分子（例えば、抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇ
Ｇ４融合タンパク質）を指す。抗原に特異的に結合する分子は、例えば、免疫学的アッセ
イ、ＢＩＡｃｏｒｅ、または当該技術分野で知られている他の検定方法によって測定され
るように、低い親和性でしか他のペプチドまたはポリペプチドに結合しない。好ましくは
、抗原に特異的に結合する分子は、他のタンパク質と交差反応しない。抗原に特異的に結
合する分子は、例えば、免疫学的アッセイ、ＢＩＡｃｏｒｅ、または当業者に知られてい
る他の技術によって特定できる。制限されることのない例として、抗体は、それが別の抗
原に対する抗体のＫDより低い解離定数（ＫD）である抗原に結合するのであれば、ある抗
原に優先的に結合すると考えられる。別の制限されることのない例では、抗体は、それが
第２の抗原に対する抗体のＫDより少なくとも１桁低い親和性で第１の抗原に結合するの
であれば、第１の抗原に優先的に結合すると考えられる。別の限定されない実施形態では
、抗体は、それが第２の抗原に対する抗体のＫDより少なくとも２桁低い親和性で第１の
抗原に結合するのであれば、第１の抗原に優先的に結合すると考えられる。
【００６３】
　「処置（treatingまたはtreat）」という用語、本明細書中で使用される場合、指定さ
れた疾患または状態の少なくとも１の症状を軽減するかまたは解消するのに十分な、本発
明による抗体、免疫グロブリン構築物または融合タンパク質の「治療上有効な量」を投与
することを指す。
【００６４】
　「予防（preventまたはpreventing）」という用語は、本明細書中で使用される場合、
指定された疾患または状態の発生を阻止するかまたは妨げるのに十分な、抗体、免疫グロ
ブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の治療上有効な量を投与する
ことを指す。
【００６５】
　本明細書中に使用される場合、「治療上有効な量」という用語は、その疾患を臨床的に
診断するもしくは臨床的に特徴づけるものとして観察もしくは認められるよりも低いレベ
ルに臨床疾患の１もしくは複数の症状を軽減または阻害するのに十分な数量の抗体、免疫
グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を意味すると解釈される
。当業者は、例えば、投与される（単数もしくは複数の）具体的な抗体、（単数もしくは
複数の）免疫グロブリン構築物、および／または（単数もしくは複数の）免疫グロブリン
ＩｇＧ４融合タンパク質、および／または特定の対象、および／または疾患のタイプ、重
症度またはレベルに依存してそうした量が変化することが分かっている。従って、この用
語は、具体的な量、例えば、重さまたは量に本発明を制限すると解釈されるべきではなく
、それどころか、本発明は、対象の記載された結果を達成するのに十分な量の（単数もし
くは複数の）抗体、（単数もしくは複数の）免疫グロブリン構築物、および／または（単
数もしくは複数の）免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を包含する。
【００６６】
　「医薬的に許容され得る」という用語は、本明細書中で使用される場合、ヒトでの使用
のために連邦もしくは州政府の監督官庁によって承認された、あるいは米国薬局方または
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その他の一般に認識された薬局方に列挙されたことを意味する。
　本明細書中に使用される場合、「対象」という用語は、ヒトもしくはヒト以外の霊長類
、またはヒトＦｃＲｎを有する霊長類以外の哺乳動物を意味する。
【００６７】
　アミノ酸置換
　アミノ酸を置換する方法は当該技術分野で知られている。例えば、アミノ酸置換は、部
位特異的変異誘発によって行われることができる（例えば、Zoller and Smith Nucl. Aci
ds Res. 10:6487 (1982)）。変異誘発は、修飾される抗体の定常ドメインの配列中の１以
上の修飾を有するオリゴヌクレオチドの合成によって行うことができる。部位特異的変異
誘発は、所望の変異のＤＮＡ配列と、横断する欠失結合部の両側で安定な二本鎖を形成す
るのに十分なサイズおよび配列複雑度のプライマー配列を与えるのに十分な数の隣接ヌク
レオチドとをコードする特異的オリゴヌクレオチド配列の使用により、変異体の産生を可
能にする。典型的には、改変される配列の結合部の両側に約１０～約２５以上の残基を有
する約１７～約７５ヌクレオチド以上の長さのプライマーが好ましい。変異体のライブラ
リーを作製するために、１以上の位置に種々の異なる変異を導入する多数のそのようなプ
ライマーを使用することができる。
【００６８】
　部位特異的変異誘発の技術は、当技術分野で良く知られている（例えば、Kunkel et al
., Methods Enzymol., 154:367-82, 1987を参照のこと）。一般には、部位特異的変異誘
発は、まず、所望のペプチドをコードするＤＮＡ配列を配列中に含む一本鎖ベクターを得
るかまたは該配列を含む二本鎖ベクターの２つの鎖を融解解離させることにより行う。所
望の変異配列を保持するオリゴヌクレオチドプライマーを、一般には合成的に製造する。
ついでこのプライマーを一本鎖ベクターでアニーリングし、Ｔ７ＤＮＡポリメラーゼのよ
うなＤＮＡ重合酵素に付して、該変異保持鎖の合成を完成させる。このようにしてヘテロ
二本鎖が形成され、ここで、一方の鎖は元の非変異配列をコードしており、もう一方の鎖
は所望の変異を保持する。ついでこのヘテロ二本鎖ベクターを使用して大腸菌（E.coli）
細胞のような適当な細胞を形質転換またはトランスフェクトし、該変異配列配置を保持す
る組換えベクターを含むクローンを選択する。理解されるとおり、該技術は、典型的には
、一本鎖および二本鎖の両方の形態で存在するファージベクターを用いる。部位特異的変
異誘発に有用な典型的なベクターは、Ｍ１３ファージのようなベクターを包含する。これ
らのベクターは容易に商業的に入手可能であり、それらの使用は概ね当業者に良く知られ
ている。また、関心のある遺伝子をプラスミドからファージへ導入する工程を省く部位特
異的変異誘発においては、二本鎖プラスミドが常套的に使用される。部位特異的変異誘発
はまた、Kim Jin-Kyoo et al., (1994) Eur.J.Immunol.24:542-548に記載のとおり、マウ
スＩｇＧ１ヒンジ－Ｆｃフラグメントの血漿クリアランスに影響を及ぼすアミノ酸残基を
特定するのにも使用された。
【００６９】
　あるいは、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼのような商業的に入手可能な熱安定酵素と共に
ＰＣＲを用いて、変異誘発性オリゴヌクレオチドプライマーを増幅ＤＮＡ断片中に組込む
ことが可能であり、ついでそれを適当なクローニングまたは発現ベクター中にクローニン
グすることができる。例えば、ＰＣＲ媒介変異誘発法については、Tomic et al., Nuclei
c Acids Res., 18(6): 1656, 1987, and Upender et al., Biotechniques, 18(1):29-30,
 32, 1995を参照のこと。また、熱安定ポリメラーゼに加えて熱安定リガーゼを使用する
ＰＣＲを用いてリン酸化変異誘発性オリゴヌクレオチドを増幅ＤＮＡ断片中に組込み、つ
いでそれを適当なクローニングまたは発現ベクター中にクローニングすることができる（
例えば、Michael, Biotechniques, 16(3):410-2, 1994を参照のこと）。
【００７０】
　抗体のＦｃドメインまたはそのＦｃＲｎ結合ドメインの配列バリアントを製造するため
の当業者に公知の他の方法を用いることが可能である。例えば、抗体の定常ドメインまた
はそのフラグメントのアミノ酸配列をコードする組換えベクターをヒドロキシルアミンの
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ような変異誘発剤で処理して、配列バリアントを得ることができる。
　ＦｃＲｎに対する親和性増加と延長された生体内半減期をもたらす変異体は、例えば、
後に記載するものなどの、常套的な分析を使用することでスクリーニングできる。
　代表的なアミノ酸置換は、ＥＵ Ｋａｂａｔ付番システムによるＴ２５０Ｑおよび／ま
たはＭ４２８ＬもしくはＴ２５２Ａ、Ｔ２５４ＳおよびＴ２６６ＦまたはＭ２５２Ｙ、Ｓ
２５４ＴおよびＴ２５６ＥまたはＨ４３３ＫおよびＮ４３４Ｆを含んでいる。追加または
代替のアミノ酸置換は、例えば、ＵＳ２００７０１３５６２０またはＵＳ７０８３７８４
に記載されている。
【００７１】
　本発明の抗体
　本発明による抗体または免疫グロブリンは、抗原に結合する（特異的な抗原－抗体結合
をアッセイするための、当該技術分野で知られている免疫学的アッセイによって決定され
る）いずれかの免疫グロブリン分子または抗体を含んでいて、そしてＦｃ領域またはＦｃ
Ｒｎ結合ドメインを含んでいる。抗体は、ポリクローナル、モノクローナルまたは単一特
異性、二重特異性（抗体の多様型との関連において）、ヒト、ヒト化、キメラ、superhum
anised（登録商標）、霊長類化、または脱免疫化されたものであってよい。別の例におい
て、本発明の抗体は、単一特異性（または二重特異性、三重特異性、あるいは多量体で存
在しているのであれば、より多くの多重特異性）であってもよい。
【００７２】
　特に、抗体は単一特異性の四量体である。
　抗体（本明細書中に記載した他の免疫グロブリン構築物または融合タンパク質）は、ど
んな動物起源由来であってもよい。好ましくは、抗体は、ヒトまたはヒト化されたもので
ある。本明細書中で使用される場合、「ヒト」抗体という用語は、ヒト免疫グロブリンの
アミノ酸配列を含んでいる抗体を含み、そしてヒト免疫グロブリンライブラリまたは、例
えば、ＵＳ５，９３９，５９８に記載されているように、内在性免疫グロブリンを発現し
ない、１もしくは複数のヒト免疫グロブリンをトランスジェニックした動物から単離され
た抗体を含む。
【００７３】
　本発明の（単数もしくは複数の）抗体は、安定化ＩｇＧ４ヒンジ領域を含んでいる。「
安定化ＩｇＧ４ヒンジ領域」という用語は、Ｆａｂアーム交換、Ｆａｂアーム交換を被る
傾向、半抗体の形成または半抗体を形成する傾向を低減するように修飾されたＩｇＧ４ヒ
ンジ領域を意味すると理解される。「Ｆａｂアーム交換」は、ヒトＩｇＧ４のタンパク質
修飾の一種を指し、そこでは、ＩｇＧ４重鎖と結合している軽鎖（半分子）が別のＩｇＧ
４分子からの重鎖－軽鎖対と交換される。これにより、ＩｇＧ４分子は、２つの異なった
抗原を認識する（二重特異性分子をもたらす）２つの異なったＦａｂアームを取得できる
。Ｆａｂアーム交換は、生体内では自然に起こっているので、精製した血球細胞または還
元グルタチオンなどの還元剤によって試験管内で誘発できる。ＩｇＧ４抗体がそれぞれ１
本の重鎖と１本の軽鎖を含んでいる２個の分子を形成するように解離するとき、「半抗体
」を形成する。
【００７４】
　安定したＩｇＧ４ヒンジ領域は、ＫａｂａｔのＥＵ付番システムによる２２８位にセリ
ンからプロリンへの置換を含んでいて（Kabat et al., Sequences of Proteins of Immun
ological Interest Washington DC United States Department of Health and Human Ser
vices, 2001 and Edelman et al., Proc. Natl. Acad. USA, 63, 78-85, 1969）、それが
、Ｋａｂａｔの付番システムによる２４１位でのセリンからプロリンへの置換に相当する
（Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest Washington DC Un
ited States Department of Health and Human Services, 1987 and/or 1991）。
【００７５】
　誤解を避けるために、これは、ＩｇＧ４ヒンジ領域配列ＣＰＳＣＰ（配列番号１）の中
心のセリンを指す。セリンのプロリンへの置換を受けて、ＩｇＧ４ヒンジ領域は配列ＣＰ
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ＰＣＰを含む。その際、当業者は、「ヒンジ領域」が抗体の２つのＦａｂアームに可動性
を与えるＦｃとＦａｂ領域を連結する抗体重鎖定常領域の高プロリン部分であることを意
識する。
【００７６】
　一例には、本発明の抗体は多様型であってもよい。例えば、抗体は、単量体免疫グロブ
リン分子の二量体、三量体、または高次な多量体の抗体形態を取ってもよい。全免疫グロ
ブリン分子またはＦ（ａｂ’）2フラグメントの二量体は４価であるが、Ｆａｂフラグメ
ントまたはｓｃＦｖ分子の二量体は２価である。抗体多量体内の個々のモノマーは、同一
であっても、異なっていてもよい、すなわち、それらは異種または同種抗体多量体である
ことができる。例えば、多量体内の個々の抗体には、同じであるか、または異なった結合
特異性があってもよい。
【００７７】
　抗体の多量体化は、抗体の天然の凝集によるか、または当業者に知られている化学的も
しくは遺伝子組換え連結技術によって達成され得る。例えば、精製した抗体調製物の数パ
ーセンは、抗体ホモダイマーを含んでいるタンパク質凝集体を自然に形成し、そしてその
他のものは高次な抗体多量体を形成する。あるいは、抗体ホモダイマーは、当該技術分野
で知られている化学結合技術によっても形成され得る。制限されることのない例として、
これだけに限定されるものではないが、ＳＭＣＣ［サクシニミジル ４－（マレイミドメ
チル）シクロヘキサン－ｌ－カルボキシラート］およびＳＡＴＡ［Ｎ－スクシンイミジル
 Ｓ－アセチルチオ－アセタート］（例えば、Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, 1
11.)から入手可能）を含めたヘテロ二官能性架橋剤を、抗体多量体を形成するのに使用で
きる。抗体ホモダイマーの形成のための代表的なプロトコールは、Ghetie MA et al. Ant
ibody homodimers can be converted to F(ab')2 homodimers through digestion with p
epsinの中に示されている。抗体ホモダイマーを形成する別の方法は、Zhao Y & Kohler H
 J. Immunother (1997) 25(5):396-404に記載の自己消化性（autophilic）Ｔｌ５ペプチ
ドの使用による。
【００７８】
　あるいは、抗体は、自然に、または組換えＤＮＡ技術によって多量体を形成できる。Ｓ
ｃＦｖ二量体はまた、当該技術分野で知られている遺伝子組換え技術によっても形成でき
る；ｓｃＦｖ二量体の構築例は、Goel A et al. Cancer Research 60(24):6964-6971に示
されている。抗体多量体は、当該技術分野で知られているいずれかの適切な方法、例えば
、サイズ排除クロマトグラフィーによって精製され得る。
【００７９】
　抗体誘導体
　本発明はまた、本明細書中に記載の抗体分子（例えば、ＶＨドメインおよび／またはＶ
Ｌドメイン）のバリアント（誘導体を含む）を含むかまたはこれらから成る抗体を提供し
、これらの抗体は、抗原ペプチド（例えば、ＩＬ－５抗原またはＣＤ３３抗原）に特異的
に結合する。例えば、アミノ酸置換を生じる部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘
発を含めた当業者に知られている標準的な技術が、本発明の分子をコード化するヌクレオ
チド配列に変異群を導入するのに使用できる。本発明による抗体誘導体はまた、免疫グロ
ブリンＶＬおよび／またはＶＨ領域に保存的なアミノ酸置換を包含する。「保存的なアミ
ノ酸置換」は、アミノ酸残基が、類似の電荷を有する側鎖を有するアミノ酸残基で置換さ
れたものである。同様の電荷を有するアミノ酸側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは
、当該分野において定義されてきた。これらのファミリーとしては、塩基性側鎖（例えば
、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン
酸）、非荷電極性側鎖（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオ
ニン、チロシン、システイン）、非極性残基（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イ
ソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β位－分岐
側鎖（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（例えば、チロシ
ン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を有するアミノ酸が、挙げられる
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。あるいは、変異は、コード配列の全てまたは一部に沿って、例えば、飽和変異誘発によ
ってランダムに導入され得、そして、生じた変異は、活性を保持する変異を同定するため
に、生物学的活性（例えば、本発明の抗原ペプチドを結合する能力）について、スクリー
ニングされ得る。
【００８０】
　「保存的置換」という用語は、表１に規定されるアミノ酸置換を意味するとも解釈され
る。
【表１】

【００８１】
　例えば、変異の導入は、抗体分子のフレームワーク領域のみまたはＣＤＲ領域のみに可
能である。変異の導入は、サイレントまたは中立のミスセンス変異であり得る、すなわち
、抗原を結合する抗体の能力に影響を有さないかまたはほとんど影響を有さない。これら
の型の変異は、コドンの使用を最適化し、またはハイブリドーマの抗体産生を改善するた
めに有用であり得る。
【００８２】
　あるいは、非中立のミスセンス変異は、抗原を結合する抗体の能力を変更し得る。当業
者は、所望の特性を有する、例えば、抗原結合活性、または結合活性（例えば、抗原結合
活性の改善、または抗体の特異性の変化）などにおける変更のない、変異分子を設計しそ
して試験し得る。変異誘発に続き、コードされるタンパク質は、慣用的に発現され、そし
てコードされるタンパク質の機能的および／または生物学的活性（例えば、本発明の抗原
ペプチドを特異的に結合する能力）は、本明細書中に記載された技術を使用することによ
って、または当該分野で公知の慣用的な調節技術によって決定され得る。
【００８３】
　本発明の抗体は、共有結合が抗体の抗原結合を妨げないように、抗体に対する任意の分
子型の共有結合（covalent attachment）によって別の方法で改変された誘導体を含む。
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例えば、抗体誘導体としては、例えば、グリコシル化、アセチル化、ペグ化（pegylation
）、リン酸化、アミド化、既知の保護基／ブロック基（blocking group）による誘導体化
、タンパク質分解性切断、細胞性リガンドまたは他のタンパク質への連結などによって改
変された抗体が挙げられる。多数の任意の化学的改変が、特異的化学切断、アセチル化、
ホルミル化、ツニカマイシンの代謝的合成などを含めた公知の技術によって実行され得る
。さらに、誘導体は、１つ以上の非古典的アミノ酸を含み得る。
【００８４】
　加えて、本発明の抗体は、化学的に合成され得る。例えば、タンパク質の一部に対応す
るペプチドは、ペプチド合成機の使用によって合成され得る。さらに、所望の場合、非古
典的アミノ酸または化学アミノ酸アナログが、複合体のポリペプチドの１つ、いずれか、
両方、いくつかまたはすべてに導入され得る。
　非古典的アミノ酸としては、これだけに限定されるものではないが、通常のアミノ酸の
Ｄ型異性体、フルオロアミノ酸、デザイナーアミノ酸、例えば、β－メチルアミノ酸、Ｃ
γ－メチルアミノ酸、Ｎγ－メチルアミノ酸、および一般的なアミノ酸アナログなどが挙
げられる。
【００８５】
　本発明はまた、抗体に直接的または間接的に結合される異なる部分、例えば、治療薬に
結合した本開示の抗体または免疫グロブリン短縮体を含む免疫複合体も提供する。他の部
分の例として、これだけに限定されるものではないが、細胞毒素、放射性同位体（例えば
、ヨウ素－１３１、イットリウム－９０、もしくはインジウム－１１１）、免疫調節薬、
抗血管形成剤、抗新血管形成および／または他の血管新生剤、毒素、抗増殖剤、アポトー
シス促進剤、化学療法剤、ならびに治療用核酸が挙げられる。
【００８６】
　細胞毒素は、細胞に対して有害な（例えば、死滅させる）任意の作用物質を含む。当技
術分野で既知のこれらの薬物のクラスの記述およびそれらの作用機序については、Goodma
n et al., Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8th Ed
., Macmillan Publishing Co., 1990を参照のこと。抗体免疫毒素の調製に関するさらな
る技術は、例えば、Vitetta (1993)およびＵＳ５，１９４，５９４に提供される。例示的
な毒素には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、活性フラグメ
ント毒素Ａ鎖（緑膿菌由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、αサルシン、
シナアブラギリタンパク質、ジアンチンタンパク質、アメリカヤマゴボウタンパク質（Ｐ
ＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡＰ－Ｓ）、ニガウリ阻害剤、クルシン、クロチン、サボ
ンソウ阻害剤、ゲロニン、ミトジリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシ
ン、ならびにトリコテセンが含まれる。例えば、ＷＯ９３／２１２３２を参照のこと。
【００８７】
　本開示の免疫複合体を形成するのに好適な治療薬剤には、タクソール、サイトカラシン
Ｂ、グラミシジンＤ、エチジウムブロマイド、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、
テニポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノル
ビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサントロン、ミトキサントロン、アク
チノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テト
ラカイン、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシン、アンチメタボライ
ト（メトトレキサート、６－メトトレキサート、６－チオグアニン、シタラビン、フルダ
ラビン、５－フルオロウラシル、ダカルバジン、ヒドロキシウレア、アスパラギナーゼ、
ゲムシタビン、クラドリビン等）、アルキル化剤（メクロレタミン、チオテパ、クロラム
ブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホ
スファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、ダカルバジン
（ＤＴＩＣ）、プロカルバジン、マイトマイシンＣ、シスプラチン等、およびカルボプラ
チン等の他の白金誘導体）、抗生物質（ダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、
ブレオマイシン、ダウノルビシン（以前のダウノマイシン）、ドキソルビシン、イダルビ
シン、ミトキサントロン、マイトマイシン、ミトキサントロン、プリカマイシン、アント
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ラマイシン（ＡＭＣ）等）が含まれる。
【００８８】
　多種多様の放射性核種が放射接合抗体の産生で使用可能である。例として、212Ｂｉ、1

31Ｉ、90Ｙ、および186Ｒｅが挙げられるが、それらに限定されない。
　抗体と治療薬の複合体は、様々な二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、これだ
けに限定されるものではないが、４－（４’アセチルフェノキシ）ブタン酸（ＡｃＢｕｔ
）、３－アセチルフェニル酢酸（ＡｃＰａｃ）、４－メルカプト－４－メチル－ペンタン
酸（Ａｍｉｄｅ）、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオナート(
ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能性誘導体(例えばアジプイミ
ド酸ジメチルＨＣＬ)、活性なエステル(例えばスベリン酸ジサクシンイミジル)、アルデ
ヒド(例えばグルタルアルデヒド)、ビス-アジド化合物(例えばビス-(ｐ-アジドベンゾイ
ル)-ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えばビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾ
イル)-エチレンジアミン)、ジイソシアナート(例えばトリエン-２,６-ジイソシアナート)
、およびビス-活性フッ素化合物(例えば１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)、な
らびその誘導体を用いて作製される。例えば、リシンイムノトキシンは、Vitetta et al.
, Science 238: 1098 (1987)に記載されるように調製できる。炭素-１４-標識１-イソチ
オシアネートベンジル-３-メチルジエチレン トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、抗体
への放射性ヌクレオチドのコンジュゲートのための代表的なキレート剤である(ＷＯ９４
／１１０２６)。
【００８９】
　本発明の免疫グロブリン構築物
　本明細書中で使用する場合、「免疫グロブリン構築物」という用語は、本発明に従って
、抗原結合抗体フラグメントが修飾されたヒトＩｇＧ４ヒンジ領域と修飾されたヒトＩｇ
Ｇ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインに連結された構築物を指すことを意図して
いる。
　特別な興味は、Ｆｃ領域、Ｆｃ融合、および重鎖の定常領域を含んでいる免疫グロブリ
ン構築物（ＣＨ１－ヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３）にある。
【００９０】
　具体的な抗体フラグメントとしては、これだけに限定されるものではないが、（ｉ）Ｖ
Ｌ、ＶＨ、ＣＬ、およびＣＨ１ドメインから成るＦａｂフラグメント；（ｉｉ）ＶＨおよ
びＣＨ１ドメインから成るＦｄフラグメント；（ｉｉｉ）単一抗体のＶＬおよびＶＨドメ
インから成るＦｖフラグメント；（ｉｖ）単一可変領域から成るｄＡｂフラグメント（Wa
rd et al., (1989) Nature 341:544-546）；（ｖ）単離されたＣＤＲ領域；（ｖｉ）Ｆ（
ａｂ’）2フラグメント、２つの連結Ｆａｂフラグメントを含んでいる二価のフラグメン
ト；（ｖｉｉ）一本鎖Ｆｖ分子（ｓｃＦｖ）、ＶＨドメインとＶＬドメインは、２つのド
メインが抗原結合部位を形成させるペプチドリンカーによって連結される（Bird et al.,
 (1988) Science 242:423-426, Huston et al., (1989) Proc Natl Acad Sci USA 85:587
9-5883）；（ｖｉｉｉ）二重特異性一本鎖Ｆｖ（ＷＯ０３／１１１６１）、ならびに（ｉ
ｘ）二重特異性抗体と三重特異性抗体または四重特異性抗体（Tomlinson et al., (2000)
 Methods Enzymol 326:461-479；ＷＯ９４／１３８０４；Hollinger et al., (1993) Pro
c Natl Acad Sci USA 90:6444-6448）が挙げられる。分子は、ＶＨとＶＬドメインを連結
するジスルフィド架橋を取り込むことによって安定化できる（Reiter et al., (1996) na
ture Biotech 14: 1239-1245）。
【００９１】
　（ヒンジ領域を含まない）先に記載したフラグメントが、ヒンジがリンカーの役割を果
たすヒンジ－Ｆｃ領域に接合されてもよいことは理解される。
　別の例において、抗体フラグメントが、（Hu, Shi-zhen et al., (1996) Cancer Resea
rch 56:3055-3061に記載の）ｓｃＦＶ－ＣＨ３とヒンジ領域配列から成る柔軟性ミニボデ
ィであってもよい。
　抗体の調製
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【００９２】
　抗体は、ハイブリドーマ、組換え体およびファージディスプレイ技術またはそれらの組
合せの使用を含めた当該技術分野において既知の多様な技術を用いて調製可能である。例
えば、モノクローナル抗体は、当該技術分野において既知であり、例えばHarlow et al.,
 Antibodies: A laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press 2nd Edn 19
88)で教示されているものを含めたハイブリドーマ技術を用いて産生可能である。
【００９３】
　本明細書で用いられる「モノクローナル抗体」という語は、ハイブリドーマ技術を通し
て産生された抗体に制限されない。「モノクローナル抗体」という語はあらゆる真核生物
、原核生物またはファージクローンを含めた、単一のクローンから誘導される抗体を意味
し、その産生方法を意味しない。
【００９４】
　ハイブリドーマ技術を用いた特異的抗体のための産生およびスクリーニング方法は、日
常的であり、当該技術分野において周知である。例えば、マウスは、問題の抗原またはか
かる抗原を発現する細胞で免疫化され得る。ひとたび免疫応答が検出された、例えばマウ
ス血清内でその抗原に特異的な抗体が検出されたならば、マウスの脾臓は採取され脾細胞
は単離される。次に脾細胞は周知の技術により、任意の適切な骨髄腫細胞に融合される。
ハイブリドーマが選択され、制限希釈によりクローニングされる。ハイブリドーマクロー
ンはその後、抗原を結合する能力をもつ抗体を分泌する細胞のための当該技術分野におい
て既知の方法によって検定される。陽性ハイブリドーマクローンをマウスに腹腔内接種す
ることによって、一般に高レベルの抗体を含有する腹水を、生成することができる。
【００９５】
　特異的エピトープを認識する抗体フラグメントも同様に本発明で有用であり得、周知の
技術によって生成可能である。例えば、（Ｆａｂフラグメントを産生するための）パパイ
ンまたは（Ｆ（ａｂ′）2フラグメントを産生するための）ペプシンといった酵素を用い
て、免疫グロブリン分子のタンパク質分解分割により、ＦａｂおよびＦ（ａｂ′）2フラ
グメントを産生することができる。Ｆ（ａｂ′）2フラグメントは、完全軽鎖および重鎖
の可変領域、ＣＨ１領域およびヒンジ領域を含有する。
【００９６】
　さまざまなファージディスプレイ法を用いて、抗体を生成することもできる。ファージ
ディスプレイ法において、官能性抗体ドメインは、それをコードするポリヌクレオチド配
列を担持するファージ粒子の表面上で表示される。特定の実施形態においては、かかるフ
ァージは、リパートリまたは組合せ抗体ライブラリ（例えばヒトまたはマウス）から発現
されたＦａｂおよびＦｖまたはジスルフィド結合で安定化されたＦｖといった抗原結合ド
メインを表示するために利用できる。問題の抗原を結合させる抗原結合ドメインを発現す
るファージは、例えば、標識された抗原または固体表面またはビーズに結合または捕捉さ
れた抗原を用いて、抗原で選択または同定可能である。これらの方法で使用されるファー
ジはｆｄおよびＭ１３を含め、標準的に線状ファージである。抗原結合ドメインは、ファ
ージ遺伝子ＩＩＩまたは遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のいずれかに対する組換えにより融合
されたタンパク質として発現される。あるいは、本発明の免疫グロブリンの修飾されたＦ
ｃＲｎ結合部分はまた、ファージディスプレイ系でも発現される。本発明の免疫グロブリ
ンまたはそのフラグメントを作製するのに使用されるファージディスプレイ法の例として
は、Brinkman et al., J. Immunol. Methods, 182:41-50, 1995; Ames et al., J. Immun
ol. Methods, 184: 177-186, 1995; Kettleborough et al., Eur. J. Immunol., 24:952-
958, 1994; Persic et al., Gene, 187:9-18, 1997; Burton et al., Advances in Immun
ology, 57: 191-280, 1994；ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１１３４号；ＰＣＴ公開
ＷＯ９０／０２８０９；ＷＯ９１／１０７３７；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／１８
６１９；ＷＯ９３／１１２３６；ＷＯ９５／１５９８２；ＷＯ９５／２０４０１；米国特
許第５，６９８，４２６号；同第５，２２３，４０９号；同第５，４０３，４８４号；同
第５，５８０，７１７号；同第５，４２７，９０８号；同第５，７５０，７５３号；同第
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５，８２１，０４７号；同第５，５７１，６９８号；同第５，４２７，９０８号；同第５
，５１６，６３７号；同第５，７８０，２２５号；同第５，６５８，７２７号；同第５，
７３３，７４３号および同第５，９６９，１０８号に開示されたものが挙げられる。
【００９７】
　上述の参考文献に記述されているように、ファージ選択の後、ファージからの抗体コー
ディング領域は単離され、ヒト抗体を含む全抗体または任意のその他の所望のフラグメン
トを生成するために使用され、例えば以下で詳述されている通り哺乳動物細胞、昆虫細胞
、植物細胞、酵母および細菌を含むあらゆる所望の宿主の中で発現される。例えば、Fab
、Fab′、およびF（ab′）2フラグメントを組換えにより産生するための技術は、PCT公報
ＷＯ９２／２２３２４；Mullinax et al., BioTechniques, 12(6):864-869, 1992; and S
awai et al., AJRI, 34:26-34, 1995；およびBetter et al, Science, 240:1041-1043, 1
988の中で開示されているもののような当該技術分野において既知の方法を用いて利用す
ることもできる。一本鎖Ｆｖｓおよび抗体を産生するために使用可能な技術の例としては
、米国特許第４，９６４，７７８号および同第５，２５８，４９８号；Huston et al., M
ethods in Enzymology, 203:46-88, 1991; Shu et al., PNAS, 90:7995-7999, 1993；お
よびSkerra et al., Science, 240:1038-1040, 1988の中で記述されているものが含まれ
る。
【００９８】
　抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の遺伝子
組換えによる作製
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
は、遺伝子組換えにより作り出すことができる。例えば、本発明の抗体、免疫グロブリン
構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質をコードするＤＮＡは、従来の手順
を使用して（例えば、抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオ
リゴヌクレオチドプローブを使用することによって）容易に単離され、配列が決定される
。ハイブリドーマ細胞は、このＤＮＡの好ましい供給源として用いられる。組換え宿主細
胞中でモノクローナル抗体を合成するため、そのＤＮＡは一旦単離後は発現ベクター中に
配置してよく、次にその発現ベクターは、Ｅ．コリ細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズ
ハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または別の状況では抗体タンパク質を産生しない骨髄腫
細胞などの宿主細胞に導入される。抗体をコードするＤＮＡの細菌による組換え発現の総
説については、Skerra et al, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262 (1993)およびPlu
ckthun, Immunol. Revs., 730:151-188 (1992)が挙げられる。これらの目的を達成するた
めの分子クローン技術が、当該技術分野で知られている。さまざまなクローニングおよび
試験管内増幅法が、遺伝子組換え核酸の構築に好適である。多くのクローニング試行を経
た当業者を導くのに十分な技術と教示の例は、Berger and Kimmel, Guide to Molecular 
Cloning Techniques, Methods in Enzymology volume 152 Academic Press, Inc., San D
iego, Calif. (Berger); Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning A Laboratory Man
ual (2nd ed.) Vol. 13, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, 
N.Y., (Sambrook)；およびCurrent Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et
 al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing Associa
tes, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., (1994 付録) (Ausubel)に見られる。組換え免
疫グロブリンの作製方法もまた、当技術分野で知られている。Cabilly, U.S. Pat. No. 4
,816,567；およびQueen et al. (1989) Proc. Natl Acad. Sci. USA 86: 10029-10033を
参照のこと。
【００９９】
　組換え産生のため、抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タ
ンパク質をコードする核酸が、好ましくは単離され、更なるクローニング（ＤＮＡの増幅
）または発現を行うために複製ベクターへ挿入される。抗体または融合タンパク質をコー
ドするＤＮＡを直ぐに単離するか、または通常の方法（例えば当該抗体の重鎖および軽鎖
をコードしている遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブにより）を使
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用して合成する。多くのベクターが入手可能である。ベクターの構成には一般的に、以下
のものの１もしくは複数を含むがこれには限定されない：シグナル配列、（例えば、本明
細書中に提供された情報に由来する）本発明の抗体フラグメントをコードする配列もしく
はその断片、エンハンサーエレメント、プロモーター、および転写終止配列。
【０１００】
　（ｉ）シグナル配列要素：本発明の抗体は、組換え的に直接に産生するのみならず、好
ましくはシグナル配列または他のポリペプチドであって成熟した蛋白質またはポリペプチ
ドのＮ末端に特異的開裂部位を有する非相同性ポリペプチドとの融合ポリペプチドとして
産生してもよい。選択される非相同的シグナル配列は宿主細胞により認識されて処理（即
ち、シグナルペプチダーゼにより）されるものである。未変性の抗体シグナル配列につい
て認識も処理も行わない原核性の宿主細胞の場合、このシグナル配列は例えば以下の群よ
りなる原核細胞のシグナル配列から選択される：アルカリホスファターゼ、ペニシリナー
ゼ、ｌｐｐ、または熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダー。酵母の分泌の場合、未変性
のシグナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、α因子リーダー(サッカロマイ
セス（Saccharomyces）およびクルイベロマイセス（Kluyveromyces）のα因子リーダーを
含む)、酸ホスファターゼリーダー、Ｃ．アルビカンス（albicans）グルコアミラーゼリ
ーダー、またはＷＯ９０／１３６４６に記載のシグナルにより置換されていてもよい。哺
乳動物細胞の発現においては、哺乳類シグナル配列はウイルス性分泌リーダー、例えば単
純ヘルペスのｇＤシグナルと同様に入手可能である。そのような前駆体領域のＤＮＡは、
抗体をコードするＤＮＡにリーディングフレームで連結される。
【０１０１】
　（ｉｉ）プロモーター要素：発現用およびクローニング用ベクターは通常、宿主生物に
より認識され、抗体核酸に機能的に連結されるプロモーターを含んでいる。原核性宿主で
使用するのに適するプロモーターには、ｐｈｏＡプロモーター、β－ラクタマーゼおよび
ラクトースプロモーター系、アルカリホスファターゼ、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモ
ーター系、およびｔａｃプロモーター等のようなハイブリッドプロモーターが含まれる。
しかしながら、他の既知の細菌性プロモーターも適している。細菌系で使用されるプロモ
ーターはまた、抗体をコードするＤＮＡに機能的に連結されたシャイン－ダルガーノ（Ｓ
．Ｄ．）配列を含んでいる。 
　真核細胞についてもプロモーターが知られている。実質的に全ての真核遺伝子は、転写
か開始される部位の上流、約２５～３０塩基に位置するＡＴリッチな領域を有している。
多くの遺伝子の転写開始点の上流７０～８０塩基に見られる別の配列は、ＣＮＣＡＡＴ領
域であり、ここでＮはいかなるヌクレオチドをも意味する。多くの真核遺伝子の３’末端
には、ボリＡテイルをコード配列の３ ’末端に付加するシグナルとなりえるＡＡＴＡＡ
Ａ配列がある。これらの配列の全ては、真核発現ベクター中に適切に挿入されている。酵
母宿主で用いるのに適切な促進性配列の例には、３－ホスホグリセレートキナーゼ、また
は例えば、エノラーゼ、グリセルアルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、ヘキ
ソキナーゼ、ビルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース－６
－リン酸イソメラーゼ、３－ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオ
ースホスフェートイソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、およびグルコキナーゼ
などの他の解糖系酵素用のプロモーターが含まれる。他の酵母プロモーターで、増殖条件
により転写が制御されるという付加的な利点を有する誘導性プロモーターであるものは、
アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロームＣ、酸性ホスファターゼ、窒素代謝に
関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド－３－ホスフェートデヒド
ロゲナーゼ、並びにマルトースおよびガラクトースの利用に関与する酵素用のプロモータ
ー領域である。酵母中での発現に使用する適切なベクターおよびプロモーターは、更には
ＥＰ７３，６５７中に記載されている。酵母エンハンサーもまた、酵母プロモーターと有
利に使用される。
【０１０２】
　哺乳動物宿主細胞中におけるベクターからの抗体の転写は、例えばポリオーマウイルス
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、伝染性上皮腫ウイルス、アデノウイルス（例えばアデノウイルス２型）、ＣＭＶ、ウシ
パピローマウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型
肝炎ウイルスなど、そして最も好ましくはシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）のようなウ
イルスのゲノムから得たプロモーターや、非相同性の哺乳動物性プロモーター、例えばア
クチンプロモーターまたは免疫グロブリンプロモーター、更には熱ショックプロモーター
から得られるプロモーターにより制御されているが、但しそのようなプロモーターは宿主
細胞系と適合するものであるという条件がつく。
【０１０３】
　（ｉｉｉ）エンハンサーエレメント要素：本発明の抗体をコードするＤＮＡについての
、高等真核生物による転写はしばしば、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することで
増大する。哺乳類の既知の遺伝子（グロビン、エラスターゼ、アルブミン。α－フェトプ
ロテイン、およびインスリン）より、多くのエンハンサー配列が知られている。しかしな
がら典型的には、真核細胞ウイルス由来のエンハンサーを使用する例としては、複製起点
の後ろ側（１００－２７０ｂｐ）にあるＳＶ４０エンハンサー、サイトメガロウイルス初
期プロモーターのエンハンサー、複製起点の後ろ側にあるポリオーマエンハンサー、およ
びアデノウイルスエンハンサーが含まれる真核性プロモーターを活性化する宜進生配列エ
レメントについての、Yaniv (1982) Nature 297: 17-18も参照のこと。エンハンサーは、
ベクター中の抗体をコードする配列の５’または３’側に接合させても良いが、好ましく
はプロモーターより５’側に位置させる。
【０１０４】
　（ｉｖ）転写終止要素：真核宿主細胞（酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒト、または
他の多細胞性生物由来の有核細胞）中で使用される発現ベクターにはまた、転写の終止お
よびｍＲＮＡの安定化に必要な配列が含まれるであろう。このような配列は通常は、真核
性もしくはウイルス性のＤＮＡ、またはｃＤＮＡの非翻訳領域の５’、ときには３’ よ
り得ることができる。これらの領域には、抗体をコードするｍＲＮＡの非翻訳領域におけ
るポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチド配列が含まれる。有益な転写終止要
素の一つは、ウシ成長ホルモンポリアデニレーション領域である。ＷＯ９４／１１０２６
およびその中で開示されている発現ベクターを参照のこと。
【０１０５】
　（ｖ）宿主細胞の選択および形質転換：本願においては、ベクター中のＤＮＡを発現、
またはクローニングするベクターに適する宿主には、上記したような、原核細胞、酵母、
または高等な真核細胞がある。この目的に適した原核細胞には、グラム陰性またはグラム
陽性の生物などのような真正細菌、例えばエシェリシア（Escherichia）（例：Ｅ．コリ
）、エンテロバクター（Enterobacter）、エルウィニア（Erwinia）、クレブシエラ（Kle
bsiella）、プロテウス（Proteus）、サルモネラ（Salmonella）（例：サルモネラ．ティ
フィムリウム（Salmonella typhimurium））、セラチア（S erratia）（例：セラチア マ
ルセスカンス（Serratia marcescans））、および赤痢菌（Shigella）のようなエンテロ
バクテリア科と同様に、桿菌（Bacilli）（例：Ｂ．サブチリス（subtilis）、Ｂ．リヒ
ェニフォルミス（licheniformis ）、シュードモナス（Pseudomonas）（例：Ｐ．アエル
ギノサ（aeruginosa））およびストレプトミセス（Streptom yces）が含まれる。他の株
、例えば、Ｅ．コリＢ、Ｅ．コリＸ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）、およびＥ．コリ
Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）も適しているが、大腸菌クローニング宿主のうちの
好ましいものの一つは、Ｅ．コリ２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）である。これらは限定
するものではなく、例示するものである。
【０１０６】
　原核細胞に加えて、糸状真菌、または酵母のような真核性の微生物も、抗体をコードす
るベクターのクローニングまたは発現用の宿主に適する。サッカロミセス セレビシエ（S
accharomyce cerevisiaes）、またはベーカーズ酵母として知られるものは、低級な真核
性宿主微生物の中では最もよく使用される。しかしながら、数多くの他の属、種、および
株が入手可能でありまた本願でも有益であり、例えばシゾサッカロミセス ポンベ（Schiz
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osaccharomyces pom be）；クルイベロミセス（Kluyveromyces）宿主（例：Ｋ．ラクチス
（lactis）、Ｋ．フラギリス（fragilis）（ＡＴＣＣ１２，４２４）、Ｋ．ブルガリクス
（bulgaricus）（ＡＴＣＣ１６，０４５）、Ｋ．ウィカラミイ（wickeramii）（ＡＴＣＣ
２４，１７８）、Ｋ．ワルチイ（waltii）（ＡＴＣＣ５６，５００）、Ｋ．ドロソフィラ
ルム（drosopilarum）（ＡＴＣＣ３６，９０６）、Ｋ．サーモト・レランス（thermotole
rans）、およびＫ．マルキシアヌス（marxianus））；ヤロウィア（yarrowia）（ＥＰ４
０２，２２６）；ピチア パストリス（Pichia pastoris）（ＥＰ１８３，０７０）；カン
ジダ（Candida）；トリコデルマ レエシア（Trichoderma reesia）（ＥＰ２４４，２３４
）；ニューロスポラ クラッサ（Neurospora crassa）；シュワンニオマイセス（Schwanni
omyces）（例：シュワンニオマイセス オクシデンタリス（Schwanniomyces occidentalis
））；および糸状菌類（例：ニューロスポラ（Neurospora）、ペニシリウム（Penici lli
um）、トリポクラディウム（Trypocladium）、およびアスペルギルス（Aspergi llus）宿
主（例：Ａ．ニズランス（nidulans）、およびＡ．ニガー（niger））がある。 
【０１０７】
　グルコシル化した抗体を発現するための適切な宿主細胞は、多細胞生物に由来する。無
脊椎生物の細胞の例としては植物および昆虫の細胞がある。多数のバキュロウイルス株お
よび変異体、並びにスポドプテラ フルギペルダ（Spo doptera frugiperda）（イモムシ
）、アエデス アエギプチ（Aedes aegypti ）（カ）、アエデス アルボピクタス（Aedes 
albopictus）（カ）、ドロソフィラ メラノガスタ（Drosophila melanogaster）（ショウ
ジョウバエ）、およびボンビクス モリ（Bombyx mori）などの宿主由来の、対応する許容
性昆虫宿主細胞が同定されている。数多くの形質移入用ウイルス株、例えばオートグラフ
ァ カリフォルニカ（Autographa californica）ＮＰＶのＬ－１変異体、およびボンビク
ス モリ（Bombyx mori）ＮＰＶのＢｍ－５株が入手可能であり、このようなウイルスは本
発明によれば、本願のウイルスとして使用することが可能であり、特にスポドプテラ フ
ルギペドラ（Spodoptera frugiperda）細胞の形質移入用に使用できる。 
【０１０８】
　有益な哺乳類宿主細胞の例としては、ＳＶ４０で形質転換したサルの腎臓ＣＶ－１株（
ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５１）；ヒト胎児性腎臓株（２９３、または懸濁培養
中で増殖させた２９３細胞のサブクローン、Graham et al. (1977) Gen Virol. 36:59）
ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０）；チャイニーズハムスター
卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Urlaub et al. (1980) Proc. Natl. Acad. ScL USA 77:
4216）；マウスセルトリ細胞（ＴＭ４、Mather (1980) Biol. Reprod. 23:243-251）；サ
ル腎臓細胞（ＣＶ１ ＡＴＣＣＣＣＬ７０）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ＶＥＲＯ－
７６、ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１５８７）；ヒト頚部癌細胞（ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ ＣＣＬ２）
；イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４）；バッファロラット肝臓細胞（ＢＲ
Ｌ３Ａ、ＡＴＣＣ ＣＲＬ １４４２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５）
；ヒト肝臓細胞（ＨｅｐＧ２、ＨＢ８０６５）；マウス乳腺癌（ＭＭＴ０６０５６２、Ａ
ＴＣＣ ＣＣＬ５１）；ＴＲＩ細胞（Mather et al. (1982) Annals N. Y. Acad. Sci. 38
3:44-68）；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；およびＰＥＲ．Ｃ６（商標）（Crucell NV）で
ある。
【０１０９】
　宿主細胞は、上記の抗体産生用の発現用またはクローニング用ベクターで形質転換され
て、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、または所望の配列をコードする遺伝子
を増幅させるために適切に改変した通常の栄養培地中で培養される。
【０１１０】
　（ｖｉｉ）宿主細胞の培養：本発明の抗体を産生するのに使用した宿主細胞は、種々の
培地中で培養することができる。商業的に入手可能な培地、例えばハムＦ１０（Sigma）
、最小必須培地（ＭＥＭ）（Sigma）、ＲＰＭＩ－１６４０（Sigma）、およびダルベッコ
改変イーグル培地（（ＤＭＥＭ）、Sigma）等が当該宿主細胞を培養するのに適している
。更に、Ham et al. (1979) Meth. Enz. 58:44, Barnes et al. (1980) Anal. Biochem.1
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02:255、米国特許第４，７６７７０４号；同第４，６５７，８６６号；同第４，９２７，
７６２号；同第４，５６０，６５５号；もしくは同第５，１２２，４６９号；ＷＯ９０／
０３Ｚ１３０；ＷＯ８７／００１９５；または米国再発行特許第３０，９８５号に記載さ
れる何れも、当該宿註細胞用の培地として使用することができる。これらの培地の何れも
必要であればホルモン、および／または他の成長因子（例えばインスリン、トランスフェ
リン、または上皮細胞成長因子）、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウ
ム、およびリン酸塩）、緩衝液（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオチド（例えばアデノシン
およびチミジン）、抗生物質（例えばＧＥＮＴＡＭＹＣＩＮ（商標）薬剤）、微量元素（
マイクロモルの範囲の最終濃度で通常は存在する無機化合物と定義される）、およびグル
コースまたは等価なエネルギー源で補充していてもよい。当業者に知られる他の必要な補
充物のいかなるものも、適切な濃度で含めることができる。温度、ｐＨ等の培養条件は、
発現用に選択した宿主細胞で以前に使用したものであり、当業者には明らかである。
【０１１１】
　キメラ抗体
　本発明による抗体は、キメラ抗体であってもよい。キメラ抗体は、ある種の抗体産生細
胞から得られた可変軽鎖および重鎖領域（ＶＬとＶＨ）を、別の種の定常軽鎖および重鎖
領域と組み合わせることによって遺伝子組換え手段によって作られる。通常、キメラ抗体
は、ヒトドメインを優先的に持つ抗体を生じさせるために、齧歯動物やウサギの可変領域
とヒト定常領域を利用する。例えば、キメラ抗体は、ヒト定常領域に融合させたマウス抗
体からの可変領域を含んでいる。そうしたキメラ抗体の産生が当該技術分野で知られてい
て、そして（例えば、Morrison, Science 229: 1202 (1985); Oi et al, BioTechniques 
4:214 (1986); Gillies et al, (1989) J. Immunol. Methods 725: 191-202；米国特許第
５，８０７，７１５号；同第４，８１６，５６７号；および同第４，８１６，３９７号に
記載の）標準的な手段で達成され得る。
【０１１２】
　霊長類化抗体
　「霊長類化抗体」という用語は、サル可変領域とヒト定常領域を含んでいる抗体を指す
。霊長類化抗体を作製する方法は、当該技術分野で知られている。例えば、米国特許第５
，６５８，５７０号；同第５，６８１，７２２号；および同第５，６９３，７８０号を参
照のこと。
【０１１３】
　ヒト化およびヒト抗体
　本発明の範囲内に含まれるのは、例えば、特許公報ＥＰ０９８３３０３、ＷＯ００／３
４３１７、およびＷＯ９８／５２９７６に記載の方法を使用して作製された配列多様性を
有する脱免疫化抗体である。
　用語「ヒト」抗体は、ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を含んでいる抗体を含んでい
て、そして、ヒト免疫グロブリンライブラリまたは、例えば、米国特許第５，９３９，５
９８号に記載のヒト免疫グロブリンの１もしくは複数でトランスジェニックした動物から
単離された抗体を含んでいる。ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配列から得られた抗体ラ
イブラリーを使用したフェーズディスプレイを含めた当該技術分野で知られているさまざ
まな方法で作製できる。また、ＷＯ９８／４６６４５、ＷＯ９８／２４８９３、Ｗ０９８
／１６６５４、ＷＯ９６／３４０９６、ＷＯ９６／３３７３５、およびＷＯ９１／１０７
４１も参照のこと。
【０１１４】
　本発明の抗体は、ヒト化抗体であってもよい。非ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化形と
は、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいはその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、
Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ’）2あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グ
ロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレシピエントの相補性決定
領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラットまたはウサギのような所望の特異性、親和性およ
び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブ
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リン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワ
ーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、レシピ
エント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基を
含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤＲ領域が非
ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グ
ロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメイ
ンの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型
的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる（Jones et al. (
1986) Nature, 321:522-525; Riechmann et al. (1988) Nature, 332:323-329；およびPr
esta (1992) Curr Op Struct Biol, 2:593-59）。
【０１１５】
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一または複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は
、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒ
ト化は基本的に齧歯動物のＣＤＲまたはＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換する
ことによりWinterおよび共同研究者（Jones PT et al (1986) Nature 321(6069):522; Ri
echmann L et al (1988) Nature 332(6162): 323-327; Verhoeyen M et al (1988) Scien
ce 239(4847): 1534-1536）の方法に従って、齧歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列をヒト抗体
の対応する配列に置換することにより実施される。従って、このような「ヒト化」抗体は
、無傷のヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換さ
れたキメラ抗体(米国特許第４，８１６，５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は典型
的には幾つかのＣＤＲ残基および場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似す
る部位からの残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１１６】
　抗体は、以下を含む当該分野で公知の種々の技術を用いてヒト化され得る：例えば、Ｃ
ＤＲ－グラフティング（ＥＰ２３９，４００；ＰＣＴ公開ＷＯ ９１／０９９６７；米国
特許第５，２２５，５３９号；同第５，５３０，１０１号および同第５，５８５，０８９
号）、ベニヤリング（veneering）またはリサーフェイシング（resurfacing）（ＥＰ５９
２，１０６；ＥＰ５１９，５９６号；Padlan EA et al (1991)Mol Immunol 28(4-5):489;
 Studnicka GM et al (1994) Protein Eng 7(6):805-14）、およびチェーンシャッフリン
グ（chain shuffling）（米国特許第５，５６５，３３２号）。
【０１１７】
　場合によっては、ヒト免疫グロブリンの１もしくは複数の可変領域のフレームワーク領
域内の残基は、対応するヒト以外の残基で置き換えられる（例えば、Ｑｕｅｅｎの米国特
許第５，５８５，０８９号；同第５，６９３，７６１号；同第５，６９３，７６２号；お
よび同第６，１８０，３７０号を参照のこと）。
【０１１８】
　本発明はまた、ＵＳ６，８８１，５５７および７，７３２，５７８に記載のSuperhuman
ization（登録商標）とも呼ばれる方法によってもヒト化抗体に至る。簡単に言えば、ヒ
ト化抗体のためのこれらの方法は、ヒト以外の抗体の可変領域のＣＤＲ配列の基準のＣＤ
Ｒ構造型を、ヒト抗体配列のライブラリからの対応するＣＤＲの基準のＣＤＲ構造型と比
較することによってヒト抗体遺伝子から可変領域フレームワーク配列を選択することに基
づいている。ヒト以外のＣＤＲに類似した基準のＣＤＲ構造型を持つヒト抗体可変領域は
、そこからヒトフレームワーク配列を選択するヒト抗体配列メンバーのサブセットを形成
する。
【０１１９】
　「化粧張り抗体」もまた、本発明の範囲内に含まれる。化粧張り抗体という用語は、天
然のフレームワーク領域折りたたみ構造の実質的にすべてを保有する抗原結合部位を含ん
でいる異種間分子を提供するために、ヒトフレームワーク領域残基でのフレームワーク領
域残基の選択的置換を指す。化粧張り技術は、抗原結合部位のリガンド結合性特徴が抗原
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結合表面の重鎖および軽鎖ＣＤＲセットの構造と相対配置によって決定されることの理解
に基づいている。化粧張り技術を使用することによって、（免疫系が容易に相対する）外
側の（例えば、溶媒がアクセス可能な）フレームワーク領域残基を、ヒト残基で選択的に
置き換えて、弱い免疫原性しか有さないかまたは実質的に免疫原性を有さない化粧張り表
面をハイブリッド分子に提供する。
【０１２０】
　ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリを含む、従来技術に既知の様々な技
術によって製造可能である（Hoogenboom and Winter (1991) J Mol Biol, 227:381; Mark
s et al. (1991) J Mol Biol, 222:581）。ColeらおよびBoernerらの技術もヒトモノクロ
ーナル抗体の調製に使用できる（Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Ther
apy, Alan R. Liss, p. 77 (1985)およびBoerner et al. (1991) J Immunol, 147:86-95
）。同様に、ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン座位を、トランスジェニック動物、例えば
内在性免疫グロブリン遺伝子が部分的にまたは完全に不活性化されたマウスに導入するこ
とによって作成できる。施行後、ヒト抗体生産を観察したところ、遺伝子再編成、組立て
および抗体レパートリーを含む全ての面においてヒトに見られるものと酷似していた。こ
のアプローチは、例えば、米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号
；同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；
同第５，６６１，０１６号に記載されている。
【０１２１】
　別の実施形態において、完全ヒト抗体は、トランスジェニック・マウスを免疫すること
によって得られる。
　そうしたマウスは一つには、ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ（商標）技術（Abgenix; Fremont, Ca
lif）を使用することで得られ、米国特許第６，０７５、１８１号；同第６，０９１，０
０１号および同第６，１１４，５９８号で開示されている。完全ヒト抗体は、マウスまた
はマウス誘導体化モノクローン抗体に対する内在性の免疫原性およびアレルギー応答を最
小限にし、それにより投与された抗体の有効性と安全を高めると予想される。
【０１２２】
　選択されたエピトープを認識する完全にヒトの抗体を、「誘導型選択」と呼ばれる技術
を用いて作製することが可能である。このアプローチでは、例えばマウス抗体といったよ
うな選択された非ヒトモノクローナル抗体が、同じエピトープを認識する完全にヒトの抗
体の選択を誘導するべく使用される（Jespers et al, Bio/technology 72:899-903 (1988
)）。
【０１２３】
　抗体はまた、、先に記載のような既知の選択および／または突然変異誘発法を利用して
親和的に成熟している。好ましい親和性成熟抗体は、５倍、より好ましくは１０倍、更に
より好ましくは２０または３０倍も成熟抗体の調製の元である出発抗体（一般的には、マ
ウス、ヒト化またはヒト）より高い親和性を有する。
　「親和性成熟」抗体は、それらの修飾を持たない親抗体と比較して、ＩＬ－５に対する
抗体の親和性の改善をもたらす、１もしくは複数のそのＣＤＲにおける１もしくは複数の
修飾を有するものである。Marks et al (1991) J Mol Biol 222:581-597は、ＶＨおよび
ＶＬドメインシャッフリングによる親和性成熟を説明している。
【０１２４】
　抗体結合
　本発明の抗体は、当業者に公知の任意の好適な方法によって特異的結合についてアッセ
イされ得る。使用できる免疫アッセイは、技術、例えば、BIAcore分析、FACS (蛍光活性
化セルソーター) 分析、免疫蛍光、免疫細胞化学、ウェスタンブロット、放射免疫アッセ
イ、ELISA、「サンドウィッチ」型免疫アッセイ、免疫沈降アッセイ、沈降素反応、ゲル
内沈降反応、免疫拡散アッセイ、凝集アッセイ、補体結合アッセイ、免疫放射定量測定、
蛍光免疫アッセイ、プロテインA免疫アッセイなどを用いる競合および非競合アッセイ系
を含むが、これだけに限定されるものではない。
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【０１２５】
　免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
　本発明はまた、本発明の修飾されたヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメ
インと修飾されたヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列に遺伝子組換えにより融合されるまた
は（共有結合または非共有結合を含めて）化学的に結合される生理活性分子を含んでいる
融合タンパク質も提供する。融合タンパク質という用語は、「免疫接着」という用語と同
義であることが多い。理論に拘束されることを望むものではないが、免疫グロブリンＩｇ
Ｇ４融合タンパク質の変異がヒンジ領域を安定させ、そしてＦｃ領域の変異がヒトＦｃＲ
ｎに対する親和性を高めると考えられる。特定の実施形態において、融合タンパク質は、
配列番号１４のアミノ酸配列、またはＣ末端アミノ酸（リジン）を欠いているそのバリア
ントを含んでいる。
【０１２６】
　融合される生物活性分子の具体例は、当業者に知られているいずれかのポリペプチドま
たは合成薬物であることができる。好適なペプチドの例としては、サイトカイン、細胞接
着分子（例えば、ＣＴＬＡ４、ＣＤ２およびＣＤ２８）、リガンド（例えば、ＴＮＦ－α
、ＴＮＦ－βおよび抗血管新生因子）、受容体および増殖因子（例えば、ＰＤＧＦ、ＥＧ
Ｆ、ＮＧＦおよびＫＧＦ）、酵素、ケモカインが挙げられる。
　融合される生理活性分子はまた、非タンパク性重合体、例えば、ポリエチレングリコー
ルまたはポリプロピレングリコールであってもよい。
【０１２７】
　本発明の生理活性分子または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の製造方法には、
は標準的な組換えDNA技法または、例えばペプチド合成機の使用によるタンパク質合成技
法が含まれる。例えば、本発明の生理活性分子をコードする核酸分子は、自動DNA合成機
を含む従来の技法で合成することができる。あるいはまた、遺伝子断片のPCR増幅を、2つ
の連続的な遺伝子断片、それらは後にアニーリングされ再増幅されてキメラ遺伝子配列を
生成することができるが、それらの遺伝子断片の間に相補的なオーバーハングを生ずるア
ンカープライマーを用いて行うことができる。さらに、生物活性分子をコードする核酸を
、Fc領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインを含んでいる発現ベクター中にクローン化して
その生物活性分子が定常領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメインとインフレームで連結する
ようにすることができる。
【０１２８】
　抗体の定常領域にポリペプチドを融合させるまたは結合させる方法は当業界では公知で
ある（例えば、米国特許第５，３３６，６０３号、同第５，６２２，９２９号、同第５，
３５９，０４６号、同第５，３４９，０５３号、同第５，４４７，８５１号、同第５，７
２３，１２５号、同第５，７８３，１８１号、同第５，９０８，６２６号、同第５，８４
４，０９６号、同第５，１１２，９４６号、同第７，９５５，５９０号を参照のこと）。
【０１２９】
　生物活性分子をコードするヌクレオチド配列は、Ｇｅｎｂａｎｋから得ることができ、
そして定常ドメインをコードするヌクレオチド配列は、本明細書に記載の技法を用いて産
生させた突然変異体の配列分析によって決定することができる。融合タンパク質をコード
するヌクレオチド配列は、適切な発現ベクター中に挿入することができる。
　ポリヌクレオチド
　本発明はまた、本発明の修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリン
ＩｇＧ４融合タンパク質をコード化するヌクレオチド配列と、高ストリンジェンシー下で
それにハイブリダイズするポリヌクレオチド配列を含んでいるポリヌクレオチドを提供す
る。
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンｌｑＧ４融合タンパク質
の半減期のアッセイ
【０１３０】
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の



(33) JP 6147670 B2 2017.6.14

10

20

30

40

50

半減期は、Kim et al, Eur J of Immunol 24:542 (1994)による記載の方法に従った薬物
動態試験（ＰＫ）によって、測定することができる。この方法によれば、放射標識した改
変型ＩｇＧまたはそのフラグメントをマウスの静脈内に注射し、その血漿濃度を時間の関
数として、例えば注射後３分～７２時間に周期的に測定する。こうして得られるクリアラ
ンス曲線は、二相、すなわちα相およびβ相からなるはずである。修飾された免疫グロブ
リンまたは本発明の融合タンパク質の生体内半減期を決定するために、β相におけるクリ
アランス速度を計算し、野性型、修飾されていない抗体、免疫グロブリン構築物またはＩ
ｇＧ４融合タンパク質と比較する。
【０１３１】
　上で記載したものなどのＰＫ試験は、Petkova SB et al., (2006) International Immu
nology 18(12):1759-1769に記載されているように、マウス内在性ＦｃＲｎがノックアウ
トされ、そしてヒトＦｃＲｎがノックインされている、ヒト化ＦｃＲｎマウスモデルで実
施できる。
　延長された抗体半減期が、改善された生体内活性と関連することが最近報告された（Za
levsky J et al., (2010) nature Biotechnology 28(2): 157-159）。
【０１３２】
　例えば、修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タ
ンパク質のＦｃＲｎとの結合の能力を、野生型ＩｇＧ4、ＩｇＧ4ヒンジ領域修飾および重
鎖定常領域を含んでいる修飾されたＩｇＧ4抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロ
ブリンＩｇＧ４融合タンパク質の結合の能力と比較するために、野生型ＩｇＧ4を放射性
標識して、試験管内でＦｃＲｎを発現している細胞と反応させることができる。次いでそ
の細胞に結合した画分の放射能を測定し、比較することができる。このアッセイに用いら
れるＦｃＲｎを発現している細胞は、好ましくは、Ｂ１０．ＤＢＡ／２マウスの肺由来の
マウス肺末梢血管内皮細胞（Ｂ１０、Ｄ２．ＰＣＥ）およびＣ３Ｈ／ＨｅＪマウス由来の
ＳＶ４０で形質転換させた内皮細胞（ＳＶＥＣ）（Kim et al., J. Immunol., 40:457-46
5, (1994)）などの内皮細胞系である。しかし、その他のタイプの細胞（例えば生後１０
日～１４日目の乳児マウスから単離した腸刷子縁であり、これは十分な数のＦｃＲｎを発
現している）を用いることもできる。あるいはまた、対象としている種の組換えＦｃＲｎ
を発現している哺乳類細胞を用いることもできる。修飾された免疫グロブリン構築物また
は融合タンパク質の結合した画分、または野生型ＩｇＧ4の結合した画分の放射能を計数
した後、その結合した分子を界面活性剤で抽出し、細胞のユニット数あたりの放出された
ものの比率を計算し、比較することができる。
【０１３３】
　修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
のＦｃＲｎに対する親和性は表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）測定を、例えば前述のBIAcor
e 2000（BIAcore Inc.）を用いて測定することができる（Popov et al., ol Immunol., 3
3:493-502 (1996); Karlsson et al., J. Immunol. Methods, 145:229-240 (1991)、これ
らを参照により本明細書中に援用する）。この方法では、ＦｃＲｎ分子はＢＩＡｃｏｒｅ
センサーチップ（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ製のＣｍ５チップ）と結合され、修飾され
た免疫グロブリン構築物または融合タンパク質の固定化ＦｃＲｎへの結合は、特定の流速
でＢＩＡ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　２．１ソフトウエアを用いてセンサーグラムを得て、
それに基づいて修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融
合タンパク質のＦｃＲｎとの結合速度および脱離速度を計算することができる。
【０１３４】
　修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
、および野生型ＩｇＧ4のＦｃＲｎに対する相対親和性は単純競合結合アッセイで測定す
ることもできる。ＦｃＲｎが固定化されている９６ウエルのプレートのウエルに種々の量
の非標識修飾された抗体／免疫グロブリン構築物／免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク
質または野生型ＩｇＧ4を添加する。次いで、一定量の放射標識野生型ＩｇＧ4を各ウエル
に添加する。結合した画分の放射能百分率を非標識修飾された免疫グロブリン／融合タン
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パク質または野生型ＩｇＧ4の量に対してプロットし、その曲線の勾配から修飾ヒンジ－
Ｆｃの相対的親和性を計算することができる。
【０１３５】
　さらに、修飾された抗体／免疫グロブリン構築物／免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパ
ク質、および野生型ＩｇＧ4のＦｃＲｎに対する親和性は、飽和試験およびスキャッチャ
ード分析によっても測定することができる。
【０１３６】
　ＦｃＲｎによる修飾された抗体／免疫グロブリン構築物／免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質および野生型ＩｇＧ4の細胞を横切る移送は、放射性標識ＩｇＧまたはそれの
フラグメントおよびＦｃＲｎを発現している細胞を用いた試験管内移送アッセイにより、
細胞単層の一方の側の放射能をもう一方の側の放射能と比較することによって測定するこ
とができる。あるいはまた、そのような移送は、試験管内で生後１０日から１４日後の乳
児マウスに放射性標識した修飾ＩｇＧを与え、定期的に血液中の放射能を計測することに
よって測定することができ、それは腸を通過するＩｇＧの循環系（またはその他の標的組
織のいずれかのもの、例えば肺）への移送を示している。腸を通過する用量依存性のＩｇ
Ｇ移送の阻害を試験するために、放射性標識および非標識のＩｇＧの一定比率の混合物を
マウスに与え、血漿中の放射能を定期的に測定することができる（Kim et al, Eur J of 
Immunol 24:542 (1994)）。
【０１３７】
　医薬組成物と投与様式
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は
、予防薬または治療療法のための非経口、局所、経口、もしくは局部投与、エアロゾル投
与、または経皮投与に有用である。医薬組成物は、投与方法によって、さまざまな単位剤
形で投与できる。例えば、経口投与に好適な単位剤形は散剤、錠剤、丸薬、カプセル剤、
およびロゼンジを含んでいる。経口的に投与する場合、本願発明の医薬組成物を消化から
保護しなければならないと認識されている。これは、酸と酵素の加水分解に対してそれに
耐性を与えるために組成物とタンパク質の錯形成によって、または適当な耐性担体、例え
ば、リポソームなどの中にタンパク質をパッケージすることによって通常達成される。消
化からタンパク質を保護する手段は当該技術分野で知られている。
【０１３８】
　本願発明の医薬組成物は、例えば、静脈内投与または体腔または臓器もしくは関節の内
腔への投与などの非経口投与に特に有用である。投与のための組成物は、一般的に医薬的
に許容し得る担体、好ましくは水性担体中に溶解された本発明の抗体、免疫グロブリン構
築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の溶液を含む。さまざまな水性担体、
例えば、緩衝化生理食塩水などが使用可能である。これらの溶液は、無菌であり、そして
通常、望ましくない物質を含まない。これらの組成物は、従来の、周知の滅菌技術で滅菌
され得る。組成物は、例えば、ｐＨ調整剤や緩衝剤、毒性調整物質などの生理的条件に近
づけるために必要とされる医薬的に許容され得る補助剤、例えば、酢酸ナトリウム、塩化
ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなどを含み得る。これらの
製剤中の本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパ
ク質の濃度は、大きく変更でき、選択した特定の投与方法および対象のニーズにより主に
液量、粘性、体重などに基づく。
【０１３９】
　例えば、非経腸的投与のためには、対象の抗体は、医薬として許容される非経腸担体と
共に単位投与注射剤形（溶液、懸濁液、乳濁液）として製剤化されてもよい。このような
担体の例は、水、塩溶液、リンゲル溶液、グルコース溶液、および５％ヒト血清アルブミ
ンである。非水性担体、例えば、混合油およびオレイン酸エチルを使用することもできる
。担体としてリポゾームを使用することもできる。ビヒクルは、等張性および化学的安定
性を増強する微量の添加剤、例えば、緩衝剤および防腐剤を含有することができる。
【０１４０】
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　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は
、しばしば非経口投与のために処方される。例えば、静脈内、筋肉内、皮下または他のそ
のような経路を経る注射のために処方される。代表的には、このような組成物は、液体溶
液または懸濁液のいずれかのように注射可能なものとして調製され得る。注射前に液体を
加えて溶液または懸濁液を調製するために用いられるのに適する固体の形態もまた、調製
され得る。そして調製物はまた、乳化もされ得る。
【０１４１】
　注射用途に適した薬学的形態としては、無菌水溶液または分散体；ゴマ油、ピーナッツ
油、または水性プロピレングリコールを含有する処方物；および無菌注射溶液または分散
体の用時調製のための無菌粉末が挙げられる。すべての場合で、形態は、無菌でなければ
ならず、容易にシリンジで使用できる程度まで流動的でなければならない。それは、製造
および保存条件下で安定でなければならず、微生物、例えば、細菌類および真菌類の混入
作用に対して保護されなければならない。
【０１４２】
　組成物は、中性または塩の形態で組成物の中に処方され得る。薬学的に受容し得る塩は
、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基により形成される）を包含し、そしてこれは無機
酸（例えば、塩酸またはリン酸）または有機酸、例えば、酢酸、シュウ酸、酒石酸、マン
デル酸などにより形成される。遊離カルボキシル基により形成される塩はまた、無機塩基
、例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム
、または水酸化第二鉄および有機塩基、例えば、イソプロピルアミン、トリメチルアミン
、ヒスチジン、プロカインなどから誘導され得る。
【０１４３】
　担体はまた、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレ
ングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、それらの適切な混合物、およ
び植物油を含む溶媒または分散媒であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンのよう
なコーティングの使用により、分散の場合には要求される粒子の大きさの維持により、お
よび界面活性剤の使用により維持され得る。
【０１４４】
　普通の貯蔵および使用条件下で、そうしたすべての調製が微生物の増殖を予防する保存
料を含んでいる。微生物の作用を防止することは、種々の抗細菌剤および抗真菌剤、例え
ば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどにより達
成され得る。多くの場合、等張化剤（例えば、糖または塩化ナトリウム）を含有すること
が好ましい。注射可能な組成物の吸収を延長することは、吸収を遅延する薬物、例えば、
アルミニウムモノステアレートおよびゼラチンの組成物中での使用で達成され得る。
【０１４５】
　製剤前または製剤時に、本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩ
ｇＧ４融合タンパク質は、望ましくない小分子量分子を取り除くために透析される、およ
び／または所望のビヒクル中により容易に製剤化できるように、必要に応じて凍結乾燥さ
れる。無菌注射剤溶液は、必要な量の有効成分と共に、所望であれば、先に列挙した種々
の他の構成要素を適当な溶媒に組み込み、その後、濾過により滅菌することによって準備
される。一般に、分散液は、基本的な分散媒体と先に列挙したものからの他の必要な構成
要素を含んでいる無菌のビヒクル中に、様々な殺菌処置をした有効成分を組み入れること
によって準備される。
　無菌注射剤溶液の調製のための無菌散剤の場合、好ましい調製方法は、有効成分に加え
、どんな追加の所望の構成要素でも、前もって滅菌濾過した溶液から散剤をもたらす真空
乾燥および凍結乾燥技術である。
【０１４６】
　本発明による好適な医薬組成物は、一般に、無菌の水溶液などの許容される医薬的な希
釈剤または賦形剤と混合された、意図される用途によってさまざまな終濃度をもたらす本
発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の量を
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含んでいる。調製技術は、Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th Ed. Mack Publi
shing Company, 1980（参照により本明細書中に援用する）によって例示されるように当
該技術分野で一般に知られている。例えば、エンドトキシン汚染は安全レベルの最小限、
例えば、０．５ｎｇ／ｍｇタンパク質未満に保たれなければならないことが理解されなけ
ればならない。
【０１４７】
　製剤では、投薬製剤に適合した様式にて、治療的／予防的に効果的な量で本発明の抗体
、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質が投与される。製
剤は、例えば、先に記載の注射液のタイプなどのさまざまな剤形で容易に投与されるが、
その他の医薬的に許容され得る形態、例えば、錠剤、丸薬、カプセル剤または経口投与、
坐剤、ペッサリー、経鼻溶液もしくはスプレーのための他の固体、エアゾール、吸入剤、
リポソーマル形態などもまた企図される。
【０１４８】
　薬学的「徐放」カプセル剤または組成物を使用することもできる。徐放製剤は、概して
、長期間にわたって一定の薬物レベルを与えるよう設計されており、本発明の抗体、免疫
グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質を送達するために使用す
ることができる。
【０１４９】
　いくつかの実施形態において、リポソームおよび／またはナノ粒子もまた、有効成分と
共に用いられてもよい。リポソームの形成および使用は、一般に当業者には知られている
。リポソームは、それらが多重ラメラ小胞（ＭＬＶｓ）と称される場合がある多重ラメラ
同心状二層小胞を自発的に形成するように、水性媒体中に分散されたリン脂質から形成さ
れる。ＭＬＶは、典型的には２５ｎｍ～４μｍの直径を有する。超音波で処理した場合、
ＭＬＶは、水溶液を含む核を有する、直径約２００～５００オングストロームの小さな単
層小胞（ＳＵＶｓ）を形成する。一般に、リン脂質は、水性媒体中に分散された場合、脂
質の水に対するモル比に応じて、リポソーム以外の様々な構造を形成することができる。
脂質対水のモル比が低い場合には、リポソームは好ましい構造であろう。リポソームの物
理的特性は、ｐＨ、張度、および２価カチオンの有無に依存する。リポソームは、イオン
性および極性物質に対して低い透過性を示すが、高温にてそれらの透過性を顕著に変える
相転移を受ける。相転移は、ゲル状態として知られている密に封入された、秩序構造物か
ら、流動状態として知られている緩く封入され、秩序が緩い構造への変化にかかわる。こ
れは、独特の相転移温度で起こり、そしてイオン、糖、および薬物の透過性増加が起こる
。
【０１５０】
　一般に、ナノカプセルは、安定して再現性のよい方法で化合物を封じ込める。細胞内の
高分子超過荷重による副作用を避けるために、そのような超微粒子（約０．１μｍのサイ
ズ）は、生体内で分解できる重合体を使用して設計されなければならない。これらの要件
を満たす生分解性ポリアルキルシアノアクリレートナノ粒子が本発明における使用のため
に企図され、そしてそうした粒子が容易に作られる。
【０１５１】
　国際公開ＷＯ２００２／０８０９６７は、組成物、および本開示のタンパク質の投与に
も好適である、例えば、喘息の治療のためのタンパク質を含むエアロゾル化された組成物
を投与するための方法を説明する。
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質の
投薬量は、当業者によって測定できる。しかしながら、投薬量は、修飾された免疫グロブ
リンまたは融合タンパク質の生体内半減期が延長されていることにある程度依存する。さ
らに、本発明による抗体または融合タンパク質の投与の投薬量と頻度はまた、例えば、脂
質化などの修飾によって取り込みと（例えば、肺への）組織透過性を上げることによって
、削減されてもよい。
【０１５２】
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　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質に
よる処置は、単回の処置または一連の処置を含んでいる。本発明の医薬組成物は、１週間
に１回、１週間に２回、２週間に１回、１カ月に１回、または６週間毎に１回投与されて
もよい。
【０１５３】
　本発明の修飾された抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンｌｑＧ４融合タ
ンパク質の使用
　本発明の修飾された抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合
タンパク質は、様々な非治療目的に使用される。それらは、親和性精製作用物質として使
用できる。それらはまた、例えば、細胞、組織または血清中の着目の抗原の発現の特異的
検出などの診断アッセイに有用でもあり得る。診断応用において、抗体は、放射性同位元
素、蛍光標識、および様々な酵素基質標識を含めた検出可能な部分で通常標識される。抗
体はまた、例えば、競争結合アッセイ、直接的もしくは間接的なサンドイッチ法、および
免疫沈降反応アッセイなどのあらゆる公知の分析法に利用され得る。抗体、免疫グロブリ
ン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質はまた、生体内診断アッセイに
使用されてもよい。一般に、抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ
４融合タンパク質は、抗原またはそれを発現する細胞が免疫シンチグラフィを使用して局
在化できるように、放射性ヌクレオチドで標識される。
【０１５４】
　治療法における抗ＩＬ－５抗体の使用
　喘息と他の慢性アレルギー疾患の発症機序における一般的な特徴は、特に肺の気管支粘
膜における、高い好酸球数であると判明した。活性化により、好酸球は、炎症性気道反応
にかかわる多くの伝達物質を活発に分泌する。好酸球の活性化において、インターロイキ
ン５（ＩＬ－５）は重要な役割を果たしている。
　ＩＬ－５は、特に多くの哺乳類種で見つけられ、ついてヒトとマウスの両方でＩＬ－５
の遺伝子がクローン化された。ヒト遺伝子は、第５染色体に３つのイントロンと４つのエ
クソンから成り、１３４アミノ酸のＮ末端リーダー配列をコードする。活性なＩＬ－５は
、ホモ二量体であり、そして、遺伝子組換えｈｌＬ－５の３次元構造はＸ線結晶学によっ
て測定された。ＩＬ－５の受容体は、主に好酸球に存在しており、α鎖とβ鎖から構成さ
れる。受容体のα鎖はＩＬ－５に特異的であり、そして（高親和性結合とシグナル伝達を
確保する）β鎖はＩＬ－３とＧＭ－ＣＳＦのヘテロ二量体受容体と共有される。
【０１５５】
　ＩＬ－５は、完全に分化したＴｈ２細胞、マスト細胞、および好酸球によって主に分泌
される。好酸球、好塩基球、細胞傷害Ｔリンパ球およびマウスＢ細胞に作用することが示
された。
　好酸球に対するＩＬ－５の作用は、走化性、内皮細胞への接着促進、および細胞の終末
分化の活性化を含んでいる。さらに、ＩＬ－５が成熟好酸球のアポトーシスを阻止するこ
とが実証された。これらの知見は、好酸球分化のための最も重要なサイトカインであると
いうＩＬ－５の概念に寄与した。
【０１５６】
　現在の喘息の処置はコルチコステロイドにかかわるが、その未来の喘息、ならびに好酸
球によって媒介された他の症状の処置が抗ＩＬ－５抗体を含むことが構想される。好酸球
からのサイトカインと他のエフェクタ分子の不適当な分泌が、周辺組織の損傷と機能不全
を引き起こす。好酸球浸潤と活性化から生じる末端臓器の損傷が、アトピー性疾患および
特発性好酸球増加症候群（ＨＥＳ）を含めたいくつかの病状の一般的な病原性要素を示し
ている。ヒトの好酸球数を減少させる治療法に対する明確なニーズが存在する。
【０１５７】
　障害の処置または予防における本発明の抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロ
ブリンＩｇＧ４融合タンパク質
　修飾された抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク
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質には、様々な治療への適用がある。修飾された抗体、免疫グロブリン構築物、および免
疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質は、疾患または障害に罹患しているか、または罹患
しやすい（修飾された抗体の投与から利益を得る場合がある）対象を処置するのに使用で
できる。抗体を用いて処置される状態としては、癌；例えば、喘息などの炎症状態；自己
免疫疾患；およびウイルス感染などが挙げられる。
【０１５８】
　本明細書中に記載した抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融
合タンパク質によって治療できる癌としては、これだけに限定されるものではないが、乳
癌、扁平上皮細胞癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子
宮頚癌、卵巣癌、膀胱癌、肝細胞癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜癌、唾液腺癌、腎癌
、肝臓癌、前立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝癌腫、および種々な種類の頭頚部の癌が挙
げられる。
【０１５９】
　自己免疫疾患としては、これだけに限定されるものではないが、アディソン病、耳の自
己免疫疾患、眼の自己免疫疾患、例えばブドウ膜炎など、自己免疫性肝炎、クローン病、
糖尿病（Ｉ型）、精巣上体炎、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー症候群、橋本
病、溶血性貧血、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、重症筋無力症、天疱瘡、乾癬
、関節リウマチ、サルコイドーシス、強皮症、シェーグレン症候群、脊椎関節症、甲状腺
炎、潰瘍性大腸炎、および血管炎が挙げられる。
【０１６０】
　本発明はまた、好酸球増加症を特徴とする疾患を処置する方法を含んでいる。喘息は、
本発明の方法の主要な標的であるが、例えば、多発性のアレルギー、アレルギー性鼻炎、
および好酸球性食道炎などの他の慢性状態もまた処置の好適な標的でもある。よって、本
発明の方法のある実施形態は、好酸球細胞の数が有意に減少する程度までＩＬ－５活性を
下方調整する抗ＩＬ－５抗体の投与を含む、喘息または好酸球増加症を特徴とする他の慢
性のアレルギー状態の処置、予防、および／または改善を含む。
【０１６１】
　本明細書の文脈中での、好酸球細胞数の有意な減少は、従来の処置の好酸球数と比較し
て少なくとも２０％であるが、より高いパーセンテージ、例えば少なくとも３０％、少な
くとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８
０％、そして少なくとも９０％さえも企図している。その減少は、全身的、または多くは
局所的、例えば、肺であってもよい。
【０１６２】
　好酸球数は、通常、好適なサンプルである気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）液の顕微鏡法を使
用し、そして顕微鏡下、手作業で好酸球細胞数をカウントする、当該技術分野で知られて
いる方法で測定される。あるいは、好酸球数は、好酸球を識別できるフローサイトメトリ
ーを使用することでカウントされる。
　本発明の修飾された抗ＣＤ３３抗体は、癌、より具体的には骨髄性白血病の治療に有用
である。本発明はまた、その半減期を延長するために本発明に従って修飾された、カリケ
アマイシンを結合させた抗ＣＤ３３を包含する（Hamann PR et al., (2002) Bioconj Che
m. 13(1):40-6）。抗ＣＤ３３－カリケアマイシン複合体は、急性骨髄性白血病を治療す
るのに使用できる。
【０１６３】
　非免疫賦活抗体の有用性
　本発明の抗体、免疫グロブリン構築物、および免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質
は、修飾されたヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域またはそのＦｃＲｎ結合ドメイン、および修飾され
たヒトＩｇＧ４コアヒンジ領域配列を含んでいる。抗体定常ドメインのアイソタイプが抗
体のエフェクター機能に影響を及ぼすことは、当該技術分野では知られている。様々なヒ
ト免疫グロブリンクラスの中で、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、およびＩｇＭだけ
が補体を活性化することが知られている；そして、ヒトＩｇＧ１とＩｇＧ３は、ＩｇＧ２
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やＩｇＧ４より効果的に抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を媒介する。本発明の免疫グロ
ブリンと融合タンパク質は、ＩｇＧ４定常領域配列を含んでいるので、補体カスケードま
たはＡＤＣＣ活性を活性化できないので、それにより、あらゆる望ましくないＮＫ細胞ま
たはＴ細胞活性化も引き起こさない。従って、それらは、状態を悪化させるだけである細
胞の活性化を引き起こすことが望ましくないアレルギー状態、例えば喘息などに適してい
る。
【０１６４】
　ＩｇＧ４抗体は、それらの抗炎症活性が他のＩｇＧサブクラスと機能上異なっており、
Ｃ１ｑ（補体第１成分のｑフラグメント）とＦｃガンマ受容体に対する低い親和性のため
、補体と細胞の活性化を引き起こす能力がわずかしかない。その結果、ＩｇＧ４は、宿主
エフェクター機能の動員が望ましくない免疫療法に好ましいサブクラスになった。
【０１６５】
　抗ＩＬ－５抗体
　本発明は、本発明による修飾されたヒトＩｇＧ４Ｆｃ領域と修飾されたヒトＩｇＧ４ヒ
ンジ領域に加えられた既知のＩＬ－５抗体の軽鎖および重鎖の可変領域配列を含んでいる
抗体、免疫グロブリン構築物または免疫グロブリンＩｇＧ４融合タンパク質に及ぶ。抗Ｉ
Ｌ－５抗体のいくつかの例が、ＵＳ５，６８３，８９２、ＵＳ５，６９３，３２３、ＵＳ
５，７８３、１８４、ＵＳ５，８５１、５２５、ＵＳ６、１２９，９１３、ＵＳ５，０９
６，０７１、ＵＳ６，０５６，９５７、およびＵＳ６，４５１，９８２に記載されている
。加えて、（ＵＳ ＲＥ３９，５４８Ｅに記載の）ヒト化抗ＩＬ－５抗体であるＣＴＩＬ
－５－１０ｇＨ／－ｇＬ６（本明細書中では３９Ｄ１０またはｈｕ３９Ｄ１０とも呼ばれ
る）とメポリズマブは、本発明による修飾に特に好適である。
【０１６６】
　具体的な実施形態に示されているように、多数のバリエーションおよび／または修飾が
、幅広く記載した本発明の範囲から逸脱せずに、本発明に対してなされ得ることは、当業
者に理解される。そのため、本実施形態は、あらゆる点で説明のためのものであり、限定
のためのものとみなされない。
【０１６７】
　置換の相乗効果
　本発明者らは、ＩｇＧ４抗体のＳ２２８Ｐヒンジ領域変異に組み合わせられると、Ｉｇ
Ｇ４免疫グロブリンまたは抗体Ｆｃ領域のＹＴＥ置換（すなわち、Ｍ２５２Ｙ、Ｓ２５４
Ｔ、およびＴ２５６Ｅ変異群）が相乗的に修飾されたＩｇＧ４抗体の生体内半減期を延長
することを見出した。これは、実施例に記載されているとおり、２つの異なった、関係な
い抗原に結合する２つの異なった抗体について実証された。
【０１６８】
　特に、発明者らは、ＹＴＥ置換がヒトＦｃＲｎに対する修飾された抗体の親和性を高め
るが、ヒンジ領域へのＳ２２８Ｐ修飾の更なる含有がＦｃＲｎに対する抗体親和性への更
なる効果を生じないことがわかった。この領域がＦｃＲｎと相互作用しないと考えると、
このことは、完全に予想外というわけではなかった。そのため、Ｓ２２８Ｐ置換とＹＴＥ
置換の相乗効果がないことは、予測されただろう。（ヒト抗体定常領域を含むタンパク質
を含んでいる）ヒトタンパク質ベースの薬品のいずれかの修飾は、患者が抗薬物免疫応答
を引き起こす危険性を高めるので、一般診療では、薬物に対するそうした免疫応答の誘発
に関してそれぞれの変異リスクの相加的な高まりを抑制するために、そうした変異の数を
制限することになっている。しかしながら、２つのクラスの修飾（Ｆｃ修飾とヒンジ修飾
）の組合せがＩｇＧ４抗体の血中半減期を延長すること対して前掲の相加効果をもたらす
という本明細書中に記載の驚くべき結果のため、これらの２つのクラスの変異を組合せる
利益は、抗薬物免疫反応の発生を高めるのに関連する理論上の不利益より重視できる。分
子の半減期を延長する利点は、当業者にとってすぐに明確になる。そうした利益は、対象
の有害事象の危険性を下げ、且つコストを削減する投薬量および／または投与頻度の削減
を含んでいる。従って、延長された半減期を伴うそうした免疫グロブリンは、医薬的に著
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しく重要なものである。
【０１６９】
　本明細書中に言及されたすべての参考文献または文献は、その全体が参照により本明細
書中に援用されたと見なされる。
【０１７０】
　本明細書全体を通じて語句「～を含む（comprise）」、または「～を含む（comprises
）」もしくは「～を含んでいる（comprising）」などのその変形は、記載される要素、完
全体（integer）もしくはステップ、または一群の要素、完全体もしくはステップが包含
され、しかし任意の他の要素、完全体もしくはステップ、または一群の要素、完全体もし
くはステップを除外するものではないことを含意するものと理解され得る。
　本明細書に含まれている文献、行為、材料、デバイス、物品などに関するあらゆる考察
は、それが本出願のそれぞれの請求項の優先日以前に存在した場合、これらの内容のいず
れまたはすべてが、本発明の関連分野の一般的な一般知識であるかまたはそれに基づく従
来技術の一部を形成する。
【実施例】
【０１７１】
　実施例１
　材料と方法
　ｈｕ３９Ｄ１０とそのバリアントの作製
　ヒトＩｇＧ４重鎖定常領域をコード化する遺伝子を、Quickclone cDNA Library（Clont
ech, Mountain View, CA）から単離し、そしてｐＴＴ５発現ベクター（Durocher et al, 
Nucleic Acids Research vol 30, No. 2, pp e9）内にクローン化した。Ｆｃドメインに
先に記載した変異を導入するために、１もしくは複数の変異を伴う相補的配列から成る２
つのプライマーのセットを合成し、そしてＰＣＲベースの部位特異的変異誘発に使用した
。Ｉｇκ発現ベクターを、同様の手段によって組み立てた。ｈｕ３９Ｄ１０可変領域（図
１）をコード化するＤＮＡフラグメントを、ＰＣＲベースの遺伝子アッセンブリによって
１８個（重鎖）または１６個（軽鎖）のオリゴヌクレオチドを使用して、公開されている
タンパク質配列（ＵＳ ＲＥ３９，５４８Ｅ）からリバースデザインした。フラグメント
を、クローニングのためにベクターに組み込まれた制限部位を使用することで発現ベクタ
ーにクローン化した。ｈｕ３９Ｄ１０の重鎖および軽鎖の最終的なアミノ酸配列を図１に
示す。図面もまた、４つのアミノ酸置換を含むｈｕ３９Ｄ１０の配列を示す（ＹＴＥ＋Ｓ
２２８Ｐ、配列番号６）。
【０１７２】
　ｈｕ３９Ｄ１０およびバリアントの発現と精製
　ｈｕ３９Ｄ１０とそのバリアントのためのｐＴＴ５発現ベクターを、Durocher et al, 
Nucleic Acids Research vol 30, No. 2, pp e9に従ってＨＥＫ２９３ ６Ｅ細胞内に形質
移入した。トランスフェクションの６日間後に、培養液を分け取り、そして、Protein G
－アガロースビーズ（GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ）を使用した親和
性精製にかけた。
【０１７３】
　ＦｃＲｎ／β2ミクログロブリン複合体発現構築物の作製
　ヒトＦｃＲｎとβ2ミクログロブリンをコード化するＤＮＡフラグメントを、Superscri
pt III First-strand Synthesis kit（Invitrogen, Carlsbad, CA）を使用し、ヒトＵｎ
ｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ（BioChain, Hayward, CA）のヒト全ＲＮＡのプールを使用して合
成したｃＤＮＡから単離した。ＦｃＲｎの細胞外ドメイン（第２４－２９０アミノ酸）と
β2ミクログロブリンの成熟部分（第２１－１１９アミノ酸）を、個別にｐＴＴ５発現ベ
クター内にクローン化した。ヒトＦｃＲｎ細胞外ドメインとβ2ミクログロブリンの配列
を、図２と図３にそれぞれ示す。
【０１７４】
　ＦｃＲｎ／β2ミクログロブリン複合体の発現と精製
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　ヒトＦｃＲｎとβ2ミクログロブリンを製造するためのｐＴＴ５発現ベクターを、ＨＥ
Ｋ２９３ ６Ｅ細胞に同時形質移入した。トランスフェクションの６日後に、培養液を、
分け取り、そしてIgG-Sephasoreビーズ（GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ
）を使用した親和性精製にかけた。
【０１７５】
　ＦｃＲｎ／β2ミクログロブリン複合体に対するｈｕ３９Ｄ１０およびバリアントの親
和性を計測するためのＥＬＩＳＡ
　Maxisorp９６－ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY）を、５
μｇ／ｍｌの抗β2ミクログロブリンモノクローナル抗体によってコーティングした。次
に、ウェルを、ＰＢＳで洗浄し、Superblockブロッキング溶液（Thermo Fisher Scientif
ic, Rockford, IL）で処置した。次に、ＦｃＲｎ／β2ミクログロブリン複合体を、５μ
ｇ／ｍｌのＳＰＢＳ６Ｔ（５０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファーｐＨ６．０、１５０ｍ
Ｍ ＮａＣｌ、０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０）中に希釈し、そして加えて、室温で６０
分間、コート化抗β2ミクログロブリン抗体に捕獲させた。次に、ウェルを、ＳＰＢＳ６
Ｔで洗浄し、次に、ＳＰＢＳ６Ｔ中でｈｕ３９Ｄ１０またはそのバリアントに晒し、そし
て室温で６０分間インキュベートした。インキュベーションで形成されたｈｕ３９Ｄ１０
／ＦｃＲｎ複合体を、室温で３０分間、抗ヒトκＨＲＰコンジュゲート（SourthernBiote
chnology, Birmingham, AL；ＳＰＢＳ６Ｔで１／５０００に希釈）のＦ（ａｂ’）2フラ
グメントでプローブした。ＳＰＢＳ６Ｔで洗浄した後に、シグナル検出のために１００μ
ｌのＴＭＢ（Sigma）を各ウェルに添加した。次に、５０μｌの２Ｎ硫酸を加え、発色現
像を止め、次いで、Ａ４５０をＶｍａｘプレートリーダ（Molecular Devices, Sunnyvale
, CA）で計測した。ＦｃＲｎに対するＩｇＧバリアントの親和性を、GraphPad Software
（La Jolla, CA）によるPrismソフトウェアを使用して計算し、そしてプロットした。
【０１７６】
　結果と結論
　図４に示したように、ヒトＦｃＲｎに対するｈｕ３９Ｄ１０の親和性（ＥＣ５０＝３．
８ｎＭ）は、ＹＴＥ変異群を加えることによって、４．７倍高まった（ＥＣ５０＝０．８
１ｎＭに）。Ｓ２２８Ｐ変異の更なる付加は、ＦｃＲｎ親和性に対して効果がなかった（
ＥＣ５０＝０．８１ｎＭ、ＹＴＥ変異を有するｈｕ３９Ｄ１０と同じ）。ＦｃＲｎと相互
作用するＦｃの領域からＳ２２８Ｐ変異が遠かったので、この結果は予期外ではなかった
。この結果に基づいて、当業者は、循環半減期に対してＹＴＥとＳ２２８Ｐ変異群の間に
いずれの相乗効果も期待しないだろう。
【０１７７】
　実施例２
　ＰＫ試験
　マウスＰＫ試験を、それらの内在性ＦｃＲｎはノックアウトされているが、ヒトＦｃＲ
ｎがノックインされているマウス（Petkova et al, (2006) International Immunology v
ol. 18, No. 12, pp. 1759-1769に記載の４９１９Ｔｇ２７６半接合マウスモデル）を用
いて、Ｊａｃｋｓｏｎ試験所－ウエスト（Sacramento, CA）によって実施した。０日目に
、各群の７匹のマウスに、ｈｕ３９Ｄ１０またはそのバリアントを腹腔内（ＩＰ）（２０
０μｇ）に与えた。血漿サンプルを調製するために、各マウスで、２、１２、２４時間お
よび２、４、７、１０、１４、１８、２１、および２８日間に後眼窩洞から採血した。
【０１７８】
　血漿サンプル中のｈｕ３９Ｄ１０およびバリアントを計測するＥＬＩＳＡ
　Maxisorp９６－ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY）を、冷
蔵庫内で一晩、ＰＢＳ中の２μｇ／ｍｌの遺伝子組換えＩＬ－５（ｈｕ３９Ｄ１０抗原；
R&D Systems, Minneapolis, MN）でコーティングした。次に、ウェルをＰＢＳで洗浄し、
非特異的結合を最小限にするために、２００μｌのSuperblockブロッキング溶液（Thermo
 Fisher Scientific, Rockford, IL）で３０分間ブロッキングした。次に、血漿サンプル
を、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）で１／５０に希釈し、ＩＬ－５コートウェルに
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添加した。加えて、遺伝子組換えｈｕ３９Ｄ１０標準を、２％のマウス血清（Sigma-Aldr
ich, St. Louis, MO）を含むＰＢＳＴで希釈し、定量化のための検量線を作るためにコー
ト化ウェルに添加した。室温にて６０分間のインキュベーション後に、ウェルをＰＢＳＴ
で洗浄し、次に、抗ヒトＦｃ－ＨＲＰコンジュゲート（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO、
ＰＢＳＴで１／１０００に希釈）を加え、室温にて３０分間インキュベートした。そして
、ウェルをＰＢＳＴで洗浄した。シグナル検出のために、１００μｌのＴＭＢ（Sigma-Al
drich, St. Louis, MO）を各ウェルに添加した。次に、５０μｌの２Ｎ硫酸を加えて、発
色現像を止め、そして次に、Ａ４５０をＶｍａｘプレートリーダ（Molecular Devices, S
unnyvale, CA）で計測した。血漿中のｈｕ３９Ｄ１０およびバリアントの濃度を、Ｐｒｉ
ｓｍ（GraphPad Software, La Jolla, CA）ソフトウェアを使用して、ｈｕ３９Ｄ１０の
検量線を使用して計算した。各マウスついて、１日目に計測した濃度（１００％と規定）
と比較したｈｕ３９Ｄ１０の相対濃度を、時間の関数としてプロットした。個々の動物に
おけるｈｕ３９Ｄ１０またはそのバリアントの半減期もまた、指数関数的減衰とゼロの漸
近線を前提として、ソフトウェアを使用して計算した。複合変異（Ｓ２２８Ｐ＋ＹＴＥ）
を有するバリアントの半減期計算において、（計算した半減期を延長する）２つの異常値
結果（すなわち２匹のマウスからの結果）を、平均半減期の計算のために除外した。
【０１７９】
　結果と考察
　図５に示したように、Ｓ２２８Ｐ変異を有するｈｕ３９Ｄ１０の血清中半減期（ｔ１／
２＝６．５日間）は、修飾されていないＦｃを有するｈｕ３９Ｄ１０（ｔ１／２＝４．６
日間）と比較して４２％延長された。ＹＴＥ変異もまた、血清中半減期の７５％（ｔ１／
２＝８．０日間）の有意な延長を示す。驚いたことに、組合せた場合、Ｓ２２８ＰとＹＴ
Ｅ変異群がさらに相乗効果的に血中半減期を延長した（ｔ１／２＝１３．３日間まで）。
ＹＴＥ変異へのＳ２２８Ｐ変異の追加は、単独のＹＴＥに対して血中半減期を６６％（ま
たは５．３日間）延長したのに対して、Ｓ２２８Ｐの半減期延長は、非ＹＴＥ変異ＩｇＧ
４においては４２％（１．９日）の延長に留まった。Ｓ２２８ＰとＹＴＥ変異の間の相乗
効果を欠くとき、Ｓ２２８Ｐ変異は、ＹＴＥ変異ｈｕ３９Ｄ１０において、非ＹＴＥ変異
ｈｕ３９Ｄ１０においてそれがなしたのと同じかまたは少ないくらいの半減期の延長しか
起こさないが、ＹＴＥおよびＳ２２８Ｐ変異群の両方を有するｈｕ３９Ｄ１０に関して１
１日間以下の半減期をもたらす。
【０１８０】
　Ｆｃ定常領域内の増加する変異数に起因する抗薬物免疫応答の促進の機会を増大するに
もかかわらず、この相乗効果のため、抗体（またはＦｃ融合タンパク質）ベースの薬物の
非常に長い半減期を達成するために同じ分子内にＹＴＥとＳ２２８Ｐ変異群を組合せるこ
とが有益であると結論づけられる。
【０１８１】
　実施例３
　材料と方法
　ｈｕＭａｂ１９５およびそのＦｃバリアントの作製
　ＣＤ３３結合抗体ｈｕＭａｂ１９５可変領域をコード化するＤＮＡフラグメント（図６
）を、ＰＣＲベースの遺伝子アッセンブリによって１８個（重鎖）と１８個（軽鎖）のオ
リゴヌクレオチドを使用して、公開されたタンパク質配列（ＵＳ５，６９３，７６１）か
らリバースエンジニアリングした。そして、重鎖および軽鎖可変領域フラグメントを、前
項に記載のヒトＩｇＧ４（天然とバリアント）発現ベクターにクローン化して、天然Ｉｇ
Ｇ４定常ドメイン配列を有するｈｕＭａｂ１９５のＩｇＧ４／κバージョン、またはＳ２
２８Ｐ変異、ＹＴＥ変異、またはその両方のＳ２２８ＰおよびＹＴＥ変異群を含んでいる
バージョンを作製した。Ｓ２２８ＰとＹＴＥ変異群の両方を有するｈｕＭａｂ１９５ Ｉ
ｇＧ４重鎖の配列を、軽鎖配列のように図６に示す。
【０１８２】
　ｈｕＭａｂ１９５およびバリアントの発現と精製
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　ｈｕＭａｂ１９５とそのバリアントのｐＴＴ５発現ベクターを、実施例２に記載のとお
り、様々なＩｇＧ４タンパク質を産生させるように、ＨＥＫ２９３ ６Ｅ細胞内に形質移
入した。そして、これらのタンパク質を、実施例２のようにProtein G－アガロースビー
ズを使用して精製した。
【０１８３】
　ヒトＣＤ３３細胞外ドメインの作製
　ヒトＣＤ３３細胞外ドメイン（ｈＣＤ３３ＥＣＤ、リーダー配列を含む第１－２５８ア
ミノ酸）をコード化するＤＮＡフラグメントを、QuickcloneヒトcDNA Library（Clontech
、Mountain View CA）から増幅した。トロンビン切断部位（Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａ
ｒｇ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ）が続く（Ｈｉｓ）6タグをコードするＤＮＡを、これらの配列を
担持するプライマーを使用したＰＣＲによってｈＣＤ３３ＥＣＤフラグメントの３’末端
に加えた。次に、ｈｉｓ６－タグ付与ｈＣＤ３３ ＥＣＤコードＤＮＡフラグメントを、
ＰＣＲによってＦｃコード化ヒトＩｇＧ１ＤＮＡフラグメントに連結し（ｈＣＤ３３ＥＣ
Ｄ－Ｆｃ）、そしてｐＴＴ５発現ベクター内にクローン化した。ｈＣＤ３３ＥＣＤ－Ｆｃ
のタンパク質配列を図７に示す。
【０１８４】
　ヒトＣＤ３３細胞外ドメインの発現と精製
　ｈＣＤ３３ＥＣＤ－Ｆｃ融合タンパク質をコードするｐＴＴ５発現ベクターを、ＨＥＫ
２９３ ６Ｅ細胞内に形質移入し、次に、培養液を取り分け、そしてProtein G－アガロー
スビーズ（GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ）を使用した親和性精製にか
けた。ｈＣＤ３３ ＥＣＤを単離するために、精製した融合タンパク質をトロンビン（EMD
 Chemicals, San Diego, CA）で処理し、Ｆｃ部分を取り出した。そして、ｈＣＤ３３ Ｅ
ＣＤを、ＮｉＮＴＡ－アガロース（Qiagen GmbH, Hilden, Germany）親和性クロマトグラ
フィーによって単離した。
【０１８５】
　ＰＫ試験
　マウスＰＫ試験を、それらの内在性ＦｃＲｎはノックアウトされているが、ヒトＦｃＲ
ｎがノックインされているマウス（Petkova et al, International Immunology vol. 18,
 No. 12, pp. 1759-1769に記載の４９１９Ｔｇ２７６半接合マウスモデル）を用いて、Ｊ
ａｃｋｓｏｎ試験所－ウエスト（Sacramento, CA）によって実施した。０日目に、各群の
７匹のマウスに、ｈｕＭＡｂ１９５またはそのバリアントを腹腔内（ＩＰ）（２００μｇ
）に与えた。投与の２、１２、２４時間および２、４、７、１０、１４、１８、２１、お
よび２８日間後に、各マウスから採血して、血漿サンプルを調製した。
【０１８６】
　血漿サンプル中のｈｕＭＡｂ１９５およびバリアントを計測するためのＥＬＩＳＡ
　Maxisorp９６－ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY）を、Ｐ
ＢＳ中の２μｇ／ｍｌの遺伝子組換えｈＣＤ３３ ＥＣＤでコーティングした。次に、ウ
ェルをＰＢＳで洗浄し、Superblockブロッキング溶液（Thermo Fisher Scientific, Rock
ford, IL）でブロッキングした。次に、血漿サンプルを、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢ
ＳＴ）で１／５０に希釈し、ｈＣＤ３３ ＥＣＤコートウェルに添加した。平行して、既
知濃度の遺伝子組換えｈｕＭａｂ１９５標準を、２％のマウス血清（Sigma-Aldrich, St.
 Louis, MO）を含むＰＢＳＴで希釈し、定量化のための検量線を作るためにコート化ウェ
ルに添加した。室温にて６０分間のインキュベーション後に、ウェルをＰＢＳＴで洗浄し
、次に、抗ヒトκフラグメントＨＲＰコンジュゲート（Invitrogen, Carlsbad, CA、ＰＢ
ＳＴで１／２０００に希釈）を加え、室温にて３０分間インキュベートした。ウェルを洗
浄した後、実施例２に記載のとおり、シグナルを現像し、計測し、そして分析した。
【０１８７】
　結果と考察
　図８に示したように、Ｓ２２８Ｐ変異を有するｈｕＭａｂ１９５の血清中半減期（ｔ１
／２＝２．０日間）は、修飾されていないＦｃを有するｈｕＭＡｂ１９５（ｔ１／２＝１
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．６日間）と比較して２６％延長された。ＹＴＥ変異もまた、血清中半減期の１１０％（
ｔ１／２＝３．４日間）の有意な延長を示した。Ｓ２２８ＰとＹＴＥ変異群が組合わせら
れたとき、半減期はさらに１４日間まで延長され、ＹＴＥバリアントと比較して３１２％
の延長であった。相乗効果を欠くとき、ＹＴＥ含有ｈｕＭａｂ１９５へのＳ２２８Ｐ変異
の追加からの最大の延長は２６％であり、４．３日間の半減期をもたらすが、観察された
１４日間より有意に短かかった。この第２の実施例では、ヒトＩｇＧ４抗体へのＳ２２８
ＰおよびＹＴＥ修飾が、ヒトＦｃＲｎを持つ対象におけるＩｇＧ４抗体の血中半減期を延
長するそれらの効果が相乗的であるという観察を確認した。そうした相乗効果は、増大す
る免疫原性の可能性にもかかわらず、同じタンパク質に対するこれらの２つの修飾の使用
を正当化し得る。

【図１】 【図２】

【図３】
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              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
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