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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離された抗体又はその抗原結合性断
片であって、Ｋ４８結合型ポリユビキチン又はモノユビキチンと特異的に結合しない抗体
又は抗原結合性断片。
【請求項２】
　配列番号６０－１１０のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列、及び８－５８のＨＶＲ－Ｌ２アミ
ノ酸配列から選択される一の超可変（ＨＶＲ）アミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗
体又は抗原結合性断片。
【請求項３】
　配列番号６０－１１０のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｈ２アミノ
酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項４】
　配列番号６０、６３及び６６のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｈ２
アミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項５】
　配列番号８－５８のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配
列を含む、請求項１に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項６】
　配列番号８、１１及び１４のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｌ２ア
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ミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項７】
　配列番号６０－１１０のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｈ２アミノ
酸配列、及び配列番号８－５８のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｌ２
アミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８】
　配列番号６０、６３及び６６のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲ－Ｈ２
アミノ酸配列、及び配列番号８、１１及び１４のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から選択され
るＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９】
　表ＢのＡｐｕ３．Ａ８－Ａｐｕ３．Ｈ１０の何れか一つに示される、配列番号６０－１
１０及び配列番号８－５８に各々記載のＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から
選択されるＨＶＲアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０】
　表ＢのＡｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２及びＡｐｕ３．Ｂ３の何れか一つに示される
、配列番号６０及び８、６３及び１１、並びに６６及び１４に各々記載のＨＶＲ－Ｈ２及
びＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から選択されるＨＶＲアミノ酸配列を含む、請求項１に記載
の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１１】
　配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１アミノ酸配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３アミノ酸配列、配
列番号３のＨＶＲ－Ｌ１アミノ酸配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３アミノ酸配列から選
択される少なくとも一つのＨＶＲアミノ酸配列を含む、請求項１から１０の何れか一項に
記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１２】
　配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１アミノ酸配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３アミノ酸配列、配
列番号３のＨＶＲ－Ｌ１アミノ酸配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３アミノ酸配列から選
択される少なくとも２つのＨＶＲアミノ酸配列を含む、請求項１から１０の何れか一項に
記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１３】
　配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１アミノ酸配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３アミノ酸配列、配
列番号３のＨＶＲ－Ｌ１アミノ酸配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３アミノ酸配列から選
択される少なくとも３つのＨＶＲアミノ酸配列を含む、請求項１から１０の何れか一項に
記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１４】
　配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１アミノ酸配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３アミノ酸配列、配
列番号３のＨＶＲ－Ｌ１アミノ酸配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３アミノ酸配列を含む
、請求項１から１０の何れか一項に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１５】
　配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１アミノ酸配列、配列番号６０のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列、
配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３アミノ酸配列、配列番号３のＨＶＲ－Ｌ１アミノ酸配列、配列
番号８のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３アミノ酸配列を含む、
請求項１に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１６】
　Ｋ６３結合型ポリユビキチン対する抗体又はその抗原結合性断片の親和性が、配列番号
５９のＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸配列及び配列番号７のＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列を含む親の
Ｆａｂ　Ａｐｕ２．１６の親和性に比較して高まっている、請求項１から１５の何れか一
項に記載の抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１７】
　Ｋ６３結合型ポリユビキチンに対する抗体又はその抗原結合性断片のＫｄ値が１０ｎＭ
又はそれ未満である、請求項１から１６の何れか一項に記載の抗体又はその抗原結合性断
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片。
【請求項１８】
　請求項１から１７の何れかの抗体又はその抗原結合性断片と、ポリユビキチン上の同じ
抗原決定基に結合する単離された抗体又は抗原結合性断片であって、モノユビキチンと特
異的に結合しない抗体又は抗原結合性断片。　　
【請求項１９】
　ポリユビキチンへの結合について、請求項１から１７の何れかの抗体又はその抗原結合
性断片と競合する、単離された抗体又は抗原結合性断片であって、モノユビキチンと特異
的に結合しない抗体又は抗原結合性断片。　　
【請求項２０】
　抗体又は抗原結合性断片がＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質に特異的に結合す
る、請求項１から１７の何れか一項に記載の抗体又は抗原結合性断片。　　
【請求項２１】
　抗体又は抗原結合性断片がＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質の分解を阻害する
、請求項２０に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項２２】
　抗体又は抗原結合性断片が少なくとも一つのポリユビキチン介在性シグナル伝達経路を
調整する、請求項２０に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項２３】
　抗体又は抗原結合性断片は少なくとも一つのポリユビキチン介在性シグナル伝達経路を
阻害する、請求項２０に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項２４】
　抗体又は抗原結合性断片は少なくとも一つのポリユビキチン介在性シグナル伝達経路を
刺激する、請求項２０に記載の抗体又は抗原結合性断片。
【請求項２５】
　請求項１から１７の何れか一項の抗体又は抗原結合性断片をコードする核酸分子。　　
【請求項２６】
　請求項２５に記載の核酸を含むベクター。　　
【請求項２７】
　請求項２６に記載のベクターを含む宿主細胞。　　
【請求項２８】
　請求項１から１７の何れか一項に記載の抗体又は抗原結合性断片を産生することができ
る細胞株。
【請求項２９】
　請求項１から１７の何れか一項に記載の抗体又は抗原結合性断片を産生する方法であっ
て、抗体又は抗原結合性断片が産生される条件下で、抗体又は抗原結合性断片をコードす
る核酸分子を含む宿主細胞を培養することを含む方法。　　
【請求項３０】
　試料中のＫ６３結合型ポリユビキチン又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質の
存在を同定する方法であって、請求項１から１７の何れかに記載の少なくとも１つの抗体
又は抗原結合性断片に、該試料を接触させることを含む方法。
【請求項３１】
　Ｋ６３結合型ポリユビキチン又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質を含むこと
が疑われる試料中のＫ６３結合型ポリユビキチン又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タン
パク質の存在を決定する方法であって、該試料を請求項１から１７の何れかの少なくとも
１つの抗体又は抗原結合性断片に暴露すること、及び該試料中のＫ６３結合型ポリユビキ
チン又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質への少なくとも一つの抗体又は抗原結
合性断片の結合性を測定することを含んでなる方法。　
【請求項３２】
　試料中のＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質を非Ｋ６３結合型ポリユビキチン化
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タンパク質から分離する方法であって、請求項１から１７の何れかに記載の少なくとも１
つの抗体又は抗原結合性断片に試料を接触させることを含む方法。　　
【請求項３３】
　細胞中のＫ６３結合型ポリユビキチンの機能及び／又は活性を測定する方法であって、
請求項１から１７の何れかに記載の少なくとも１つの抗体又は抗原結合性断片に細胞を接
触させること、及び細胞における該接触工程の効果を評価することを含む方法。
【請求項３４】
　試料中のＫ６３結合型ポリユビキチンの機能及び／又は活性を測定する方法であって、
請求項１から１７の何れかに記載の少なくとも１つの抗体又は抗原結合性断片に試料を接
触させること、及び試料における該接触工程の効果を評価することを含む方法。　
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗ポリユビキチン抗体の分野、および特にモノユビキチンに特異的に結合せ
ず、異なるイソペプチド結合を有するポリユビキチンを区別することができる抗ポリユビ
キチン抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ユビキチンは、多種多様な細胞経路において重要な調整の役割を有する小タンパク質で
ある。中でもタンパク質分解でのユビキチンの役割は最も周知であり、標的タンパク質に
ユビキチンが共有結合するとその標的タンパク質が２６Ｓのプロテアソームによって認識
され、破壊される(Wilkinson, Semin. Cell Devel. Biol. 11(3): 141-148 (2000)を参照
)。様々なシグナル伝達経路のプロテインキナーゼ制御はユビキチン化とも相関している(
Sun and Chen, Curr. Opin. Cell Biol. 16: 119-126 (2004)を参照)。例えば、ＩκＢキ
ナーゼによるＩκＢのリン酸化により、ＩκＢのユビキチン化とその後の２６Ｓのプロテ
アソームによる分解が促される；ＩκＢはＮＫκＢのインヒビターであるので、ＩκＢの
分解はＮＫκＢを活性化する(Ghosh and Karin, Cell 109 (Suppl.): S81-S96 (2002)；P
alombella等, Cell 78: 773-785 (1994))。また、ユビキチン化はＤＮＡ修復を媒介する(
Sun and Chen, Curr. Opin. Cell Biol. 16:119-126 (2004)を参照)。ＤＮＡが損傷され
ると、増殖性細胞核抗原(ＰＣＮＡ)のモノユビキチン化により、ＤＮＡが破壊されていて
もＤＮＡを合成することができる損傷耐性ポリメラーゼが活性化される(Stelter and Ulr
ich, Nature 425: 188-191 (2003)。ユビキチン化が伴うことが知られている他の生理学
的なプロセスには、細胞分裂、細胞増殖、細胞移動、及びアポトーシス／細胞死が含まれ
る(Johnson, Nat. Cell Biol. 4: E295-E298 (2002)；Pickart, Mol. Cell. 8: 499-504 
(2001))。
【０００３】
　標的タンパク質への７６アミノ酸タンパク質であるユビキチンの共有結合は、３-工程
酵素法である(Pickart, Annu. Rev. Biochem. 70: 503-533 (2001))。第一に、ユビキチ
ン-活性化酵素Ｅ１は、ＡＴＰ依存性反応においてユビキチン-Ｅ１チオエステルを形成す
る。第二工程において、ユビキチンは、ユビキチン-Ｅ１チオエステルから、ユビキチン
コンジュゲート酵素(Ｅ２)ファミリのメンバーに転移される。第三工程では、ユビキチン
-プロテインリガーゼ(Ｅ３)の援助により、ユビキチンのカルボキシル末端と標的タンパ
ク質上のリジン残基のεアミノ基との間にイソペプチド結合が形成される。デユビキチナ
ーゼと呼ばれる酵素は標的タンパク質からユビキチン部分を取り除く(Guterman and Glic
kman, Curr. Prot. Pep. Sci. 5: 201-210 (2004))。重要な制御分子としてのユビキチン
の役割に注目すると、ヒトゲノムはユビキチン化又は脱ユビキチン化に関与する多くの異
なるタンパク質を有する。今までのところ少なくとも４０の異なるＥ２ｓ、５００の異な
るＥ３、及び８０の異なるデユビキチナーゼが同定されている(Wong等, Drug. Discov. T
oday 8: 746-754 (2003))。
【０００４】
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　ユビキチンは７つのリジン残基(Ｌｙｓ６、Ｌｙｓ１１、Ｌｙｓ２７、Ｌｙｓ３３、Ｌ
ｙｓ２９、Ｌｙｓ４８およびＬｙｓ６３)を含有するため、ユビキチン自体がユビキチン
化の標的タンパク質として役立ちうる(Peng等, Nat. Biotechnol. 21: 921-926 (2003)；
Pickart and Fushman, Curr. Opin. Chem. Biol. 8:610-616 (2004))。ユビキチンタンパ
ク質のユビキチン化の際に産生される分子はポリユビキチン分子と呼ばれ、２以上のユビ
キチン成分を含みうる。ユビキチンのユビキチン化は理論的には７つのリジン残基のいず
れかで生じており(Peng等, Nat. Biotechnol. 21: 921-926 (2003))、異なる種のポリユ
ビキチンはユビキチン内の異なるリジン残基へのイソペプチド結合を有している。２つの
ユビキチン部分よりも大きな単一のポリユビキチン部分は１より多い種類のリジン結合を
有する可能性がある。いくつかの研究から、Ｅ2酵素があるユビキチン分子と他のユビキ
チン分子との間で作製される種類のリジン結合に影響することが示されている(Tenno等, 
Genes to Cells 9: 865-875 (2004)；Deng等 (2000); Hofmann and Pickart (2001))。ポ
リユビキチンおよびユビキチンは、遊離分子として存在するし、標的タンパク質と共有結
合して存在する。
【０００５】
　ユビキチンのように、ポリユビキチンの関与は、細胞内輸送、エンドサイトーシス、遺
伝子発現／サイレンシング、タンパク質分解、キナーゼ活性化、翻訳、及びＤＮＡ修復を
含む多くの細胞性プロセスに見られる(Hoege等, Nature 419:135-141 (2002)；Spence等,
 Mol. Cell. Biol. 15:1265-1273 (1995)；Hofmann and Pickart, Cell 96: 645-653 (19
99)。しかしながら、ポリユビキチンおよびポリユビキチン化は、同じ経路のモノユビキ
チン及びモノユビキチン化と著しく異なる生理学的役割を有しうる。例えば、ＤＮＡ損傷
後のＰＣＮＡのモノユビキチン化により誤りがちなＤＮＡポリメラーゼの活性化が生じる
のに対して、モノユビキチン化が観察される同定された残基でのＰＣＮＡのポリユビキチ
ン化により誤りのないＤＮＡ修復が生じる(Stelter and Ulrich, Nature 425: 188-191 (
2003)；Hoege等, Nature 419:135-141 (2002)；Spence等, Mol. Cell. Biol. 15:1265-12
73 (1995)；及びHofmann and Pickart, Cell 96: 645-653 (1999))。
【０００６】
　さらに、異なるリジン結合を有するポリユビキチンは異なる生理学的役割を有するよう
である。最も研究されている２つはＬｙｓ４８-結合型とＬｙｓ６３-結合型のポリユビキ
チンであり、この２つの構造的研究により、異なるリジン-結合型ポリユビキチンは著し
く異なる立体構造を有しているので、選択した結合パートナーと異なる相互作用を可能に
することが示唆されている(Tenno等, Genes to Cells 9: 865-875 (2004))。典型的に、
Ｌｙｓ４８-結合型ポリユビキチンによる共有結合的修飾はタンパク質分解の標的タンパ
ク質を明らかにするが、Ｌｙｓ４８-結合型ポリユビキチンもタンパク質分解性でない方
法で特定のタンパク質を調節しうるという証拠がいくつかある(Chau等, Science 243: 15
76-1583 (1989)；Finley等, Mol. Cell. Biol. 14: 5501-5509 (1994)；Flick等, Nat. C
ell. Biol. 6:634-641 (2004))。それに対して、Ｌｙｓ６３-結合型ポリユビキチンは、
ＤＮＡ修復(Ｋ６３Ｒ-ユビキチンを発現する酵母細胞はＤＮＡ修復を欠失する)、キナー
ゼ活性化、細胞内輸送、及び翻訳を含む様々な非タンパク質分解性の細胞内経路に関係し
ている(Pickart and Fushman, Curr. Opin. Chem. Biol. 8: 610-616 (2004)；Hicke and
 Dunn, Annu Rev. Cell Dev. Biol. 19: 141-172 (2003)；Spece等, Mol. Cell Biol. 15
: 1265-1273 (1995)；Ulrich, Eukaryot. Cell 1: 1-10 (2002)；Spence等, Cell 102: 6
7-76 (2000)；Seibenhener等, Mol. Cell. Biol. 24(18): 8055-8068 (2004))。ある具体
例では、synphilin-1は通常、プロテアソーム非依存的な方法でパーキンによるＫ６３-結
合型ポリユビキチンにてユビキチン化されるが、synphilin-1は交互にＫ４８-結合型ポリ
ユビキチンによるユビキチン化による破壊の標的となりうる(Lim等, J. Neurosci. 25(8)
: 2002-9 (2005))。パーキンソン病患者の分析により、synphilin-1のＫ６３-ポリユビキ
チン化がこの病気に関係するレビー小体封入対の形成に伴うことが示される(Lim等, J. N
eurosci. 25(8): 2002-9 (2005))。
【０００７】
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　他のリジン-結合型ポリユビキチンは、これらを区別することが難しいので、広範囲に
大規模に研究されていない。今までの研究は、一又は複数のリジンが除去されている変異
したユビキチンを発現する細胞、特定の結合の酵素的に合成したポリユビキチン、又はあ
る種のポリユビキチンと他種のポリユビキチンとを区別するための質量分析法などの技術
に頼っている。これらの方法のそれぞれは、特定のリジン-結合型ポリユビキチンの正常
な生理学的性質の分析に不適当であるか面倒なものである。モノユビキチンとは対照的に
ポリユビキチンに特異的である抗体が存在するのに対して(Fujimoro等, FEBS Lett. 349:
 173-180 (1994))、異なるリジン結合のポリユビキチン間を区別することができる抗体は
まだない。
【０００８】
　驚くべきことではないが、様々な細胞性プロセスに重要な役割があるので、ユビキチン
およびポリユビキチンも多くの疾患に関係していた(Argiles, Ubiquitin and Disease, R
. G. Landes (1998)を参照)。筋消耗にユビキチン調節不全が観察される(Mitch and Gold
berg, New Engl. J. Med. 335: 1897-905 (1996)；Bodine等, Science 294: 1704-1708 (
2001))。遺伝病の中には、嚢胞性線維症(Ward等, Cell 83: 121-127 (1995))、アンジェ
ルマン症候群(Kishino等, Nature Genet. 15: 70-73 (1997))およびリデル症候群(Staub
等, EMBO J 16: 6325-6336 (1997))を含む異常なユビキチン活性に関連しているものがあ
る。また、ユビキチンは免疫及び炎症性の応答に役割がある。例えば、細胞外ユビキチン
はサイトカインのような働きがあることが明らかになっており、末梢血単核細胞のエンド
トキシンに対するＴＮＦα応答を阻害し、エンドトキシン応答性低下を制御する(Majetsc
hak等, Blood 101: 1882-1890 (2003)；Ciechanover, EMBO J 17: 7151-7160 (1998))。
また、ユビキチンとポリユビキチンはヒトの血清中に見られ、寄生虫病やアレルギー疾患
を有する患者の血清では両分子のレベルが高い(Takada等, Clinical Chem. 43: 1188-119
5 (1997))。
【０００９】
　また、いくつかのユビキチンが媒介する経路の調節不全は癌に関与する(Spataro等, Br
. J. Cancer 77: 448-55 (1998)；Beckmann等, Hum. Mutat. 25: 507-12 (2005))。例え
ば、ヘテロダイマーユビキチンリガーゼＢＲＣＡ1-ＢＡＲＤ1の突然変異は乳癌と関係し
ており(Hashizume等, J. Biol. Chem. 276: 14537-40 (2001))、ユビキチン経路によって
分解されるＭｙｃの能力を破壊する突然変異は、ｃ-Ｍｙｃの発癌能力を活性化し(Salghe
tti等, EMBO J. 18: 717-726 (1999))、発癌性相関と関係のないものであるｃ-Ｊｕｎは
制御されない増殖が生じるので、形質転換したｖ-Ｊｕｎはユビキチン化も分解もされな
い(Ciechanover, EMBO J. 17: 7151-7160 (1998)；Trier等, Cell 78: 787-798 (1994))
。
【００１０】
　ユビキチンおよびポリユビキチンは、特に神経学的疾患において研究されている(Chung
等, TINS 24(11 Suppl.) S7-S14 (2001))。ハンチントン病、脊髄小脳失調症、プリオン
脳症、ピック病、レビー小体病、パーキンソン病、及びアルツハイマー病に蓄積する封入
対、小体、及び神経原線維変化は、モノ及び／又はポリユビキチンについて免疫陽性染色
される(Alves-Rodrigues等, Trends Neurosci. 21: 516-520 (1998)；Cammarata等, Neur
osci Lett. 156: 96-98 (1993)；Kalchman等, J. Biol. Chem. 271: 19385-94 (1996)；H
olmberg等, Human Mol. Genet. 7: 913-918 (1998)；Yedidia等, EMBO J. 20: 5383-91 (
2001)；Mori等, Science 235: 1641-44 (1987)；Leigh等, Acta Neuropathol. (Berl.) 7
9: 61-72 (1989)；及びKuzuhara等, Acta Neuropathologica 75: 345-353 (1988))。様々
な形態のパーキンソン病は、デユビキチナーゼであるユビキチンカルボキシ末端ヒドロラ
ーゼＬ１(ＵＣＨ-Ｌ１)の突然変異と関係していたのに対して(Leroy等, Nature 395: 451
-452 (1998))、他の形態のパーキンソン病は、ユビキチンコンジュゲート酵素であるＵｂ
ｃＨ７と相互作用してsynphilin-1をユビキチン化することが知られているＥ２-依存性ユ
ビキチン-タンパク質リガーゼであるパーキンの不活性化突然変異と関係していた(Shimur
a等, Nature Genet. 25: 302-305 (2000)、Zhang等, Proc. Natl. Acad. Sci. 97: 13354
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-13359 (2000)；Lim等, J. Neurosci. 25(8): 2002-9 (2005))。両タイプの突然変異によ
り異常なタンパク分解性プロセシングとタンパク質の不適当な凝集が生じる(McNaught等,
 Nature Rev. Neurosci. 2: 589-594 (2001)を参照)。また、ＵＣＨ-Ｌ1突然変異は、ハ
ンチントン舞踏病によって分かれることが明らかとなっている(Naze等, Neurosci. Lett.
 328: 1: 1-4 (2002))。突然変異型のユビキチンはポリユビキチン鎖に高率に組み込まれ
ているが、一度形成された脱ユビキチン化に抵抗性があるので、潜在的に正常な細胞性タ
ンパク質分解性のプロセシング系を優位に阻害することが、アルツハイマー病の脳におい
て同定された(Lam等, Proc. Natl. Acad. Sci. 97: 9902-9906 (2000))。
【００１１】
　リジン結合が異なるポリユビキチン間を区別することができる組成物及び方法をゆうす
るだけでなく、ユビキチン及びポリユビキチンが媒介する経路を標的とする及び調節する
際に有効な組成物及び方法を有することが有利であることは明らかである。本明細書にお
いて提供される本発明はこのような組成物および方法に関する。
【００１２】
　特許文献及び出版物を含む、本明細書中で引用したすべての参考文献は、その全体が出
典明記によって援用される。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明は、ポリユビキチンに結合する及び／又はポリユビキチンと関係する生物学的活
性を制御することができる新規の抗体を提供する。
　一実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離され
た抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体はＫ４８結合型ポリユビキチン又はモノ
ユビキチオンに特異的に結合しないものを提供する。一態様では、本発明は、それぞれ配
列番号５９－１１０と１１２、及び配列番号７－５８と１１１の任意のＨＶＲ－Ｈ２及び
ＨＶＲ－Ｌ２から選択される、少なくとも一つの超可変（ＨＶＲ）配列を含む単離された
抗体又は抗原結合性断片を提供する。　　
【００１４】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又は抗原結合性断片を提供し、ここで、抗体又は抗原結合性断片は、Ｋ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチンと特異的に結合せず、抗体または抗原結合性断片は
、少なくとも一つのＨＶＲ－Ｈ２配列を含んでなり、ＨＶＲ－Ｈ２は、アミノ酸配列ａ　
ｂ　ｃ　ｄ　ｅ　ｆ　ｇ　ｈ　ｉ　ｊ　ｋ　ｌ　ｍ　ｎ　ｏ　ｐ（配列番号２２１）を含
み、ここでアミノ酸ａはアミノ酸チロシン、アスパラギン酸及びトリプトファンから選択
され；アミノ酸ｂはイソロイシンであり；アミノ酸ｃは、アミノ酸セリン、スレオニン、
アラニン、フェニルアラニン、チロシン及びバリンから選択され；アミノ酸ｄはプロリン
であり；アミノ酸ｅはチロシンであり；アミノ酸ｆは、アミノ酸チロシン、フェニルアラ
ニン、ロイシン及びヒスチジンから選択され；アミノ酸ｇはグリシンであり；アミノ酸ｈ
は、アミノ酸セリン、グリシン、アラニン、フェニルアラニン及びトリプトファンから選
択され；アミノ酸ｉはスレオニンであり；アミノ酸ｊはセリンであり；アミノ酸ｋはチロ
シンであり；アミノ酸ｌはアラニンであり；アミノ酸ｍはアスパラギン酸であり；アミノ
酸ｎはセリンであり；アミノ酸ｏはバリンであり、アミノ酸ｐはリジンである。　　
【００１５】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体はＫ４８結合型ポリユビキチン又はモ
ノユビキチオンに特異的に結合しないものであり、配列番号５９－１１０及び１１２のＨ
ＶＲ－Ｈ２配列から選択される少なくとも一つのＨＶＲ－Ｈ２配列を含む抗体または抗原
結合性断片を提供する。一態様では、抗体または抗原結合性断片は配列番号６０、６３及
び６６のＨＶＲ－Ｈ２配列から選択される少なくとも一つのＨＶＲ－Ｈ２配列を含む。
【００１６】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
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れた抗体又は抗原結合性断片を提供し、ここで、抗体又は抗原結合性断片は、Ｋ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチンと特異的に結合せず、抗体または抗原結合性断片は
、少なくとも一つのＨＶＲ－Ｌ２配列を含んでなり、抗体または抗原結合性断片は、少な
くとも一つのＨＶＲ－Ｌ２配列を含んでなり、ＨＶＲ－Ｌ２は、アミノ酸配列ｑ　ｒ　ｓ
　ｔ　ｕ　ｖ　ｗ　ｘ（配列番号２２２）を含み、ここで、アミノ酸ｑは、アミノ酸チロ
シン及びフェニルアラニンから選択され；アミノ酸ｒは、アミノ酸アラニン及びセリンか
ら選択され；アミノ酸ｓはアラニンであり；アミノ酸ｔは、アミノ酸セリン、アルギニン
、バリン、スレオニン、アラニン、アスパラギン及びロイシンから選択され；アミノ酸ｕ
はセリンであり；アミノ酸ｖはロイシンであり；アミノ酸ｗはチロシンであり、アミノ酸
ｘはセリンである。　　
【００１７】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体又はその抗原結合性断片はＫ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチオンに特異的に結合しないものであり、配列番号７－
５８及び１１１のＨＶＲ－Ｌ２配列から選択される少なくとも一つのＨＶＲ－Ｌ２配列を
含む抗体または抗原結合性断片を提供する。一態様では、抗体または抗原結合性断片は配
列番号８、１１及び１４のＨＶＲ－Ｌ２配列から選択される少なくとも一つのＨＶＲ－Ｌ
２配列を含む。
【００１８】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片を提供するものであって、該抗体又はその抗原結合性断
片はＫ４８結合型ポリユビキチン又はモノユビキチオンに特異的に結合しないものであり
、抗体または抗原結合性断片はＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｌ２から選択される少なくとも
一つの配列を含んでなり、ここでＨＶＲ－Ｈ２は、アミノ酸配列ａ　ｂ　ｃ　ｄ　ｅ　ｆ
　ｇ　ｈ　ｉ　ｊ　ｋ　ｌ　ｍ　ｎ　ｏ　ｐ（配列番号２２１）を含み、アミノ酸ａは、
アミノ酸チロシン、アスパラギン酸及びトリプトファンから選択され；アミノ酸ｂはイソ
ロイシンであり；アミノ酸ｃは、アミノ酸セリン、スレオニン、アラニン、フェニルアラ
ニン、チロシン及びバリンから選択され；アミノ酸ｄはプロリンであり；アミノ酸ｅはチ
ロシンであり；アミノ酸ｆは、アミノ酸チロシン、フェニルアラニン、ロイシン及びヒス
チジンから選択され；アミノ酸ｇはグリシンであり；アミノ酸ｈは、アミノ酸セリン、グ
リシン、アラニン、フェニルアラニン及びトリプトファンから選択され；アミノ酸ｉはス
レオニンであり；アミノ酸ｊはセリンであり；アミノ酸ｋはチロシンであり；アミノ酸ｌ
はアラニンであり；アミノ酸ｍはアスパラギン酸であり；アミノ酸ｎはセリンであり；ア
ミノ酸ｏはバリンであり、アミノ酸ｐはリジンであり；更にＨＶＲ－Ｌ２は、アミノ酸配
列ｑ　ｒ　ｓ　ｔ　ｕ　ｖ　ｗ　ｘ（配列番号２２２）を含み、ここで、アミノ酸ｑは、
アミノ酸チロシン及びフェニルアラニンから選択され；アミノ酸ｒは、アミノ酸アラニン
及びセリンから選択され；アミノ酸ｓはアラニンであり；アミノ酸ｔは、アミノ酸セリン
、アルギニン、バリン、スレオニン、アラニン、アスパラギン及びロイシンから選択され
；アミノ酸ｕはセリンであり；アミノ酸ｖはロイシンであり；アミノ酸ｗはチロシンであ
り、アミノ酸ｘはセリンである。　　
【００１９】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片を提供するものであって、該抗体又はその抗原結合性断
片はＫ４８結合型ポリユビキチン又はモノユビキチオンと特異的に結合しないものであり
、抗体または抗原結合性断片は少なくとも１つのＨＶＲ－Ｈ２配列及び少なくとも１つの
ＨＶＲ－Ｌ２配列を含んでなり、ここでＨＶＲ－Ｈ２は、アミノ酸配列ａ　ｂ　ｃ　ｄ　
ｅ　ｆ　ｇ　ｈ　ｉ　ｊ　ｋ　ｌ　ｍ　ｎ　ｏ　ｐ（配列番号２２１）を含み、ここで、
アミンの酸アミノ酸チロシン、アスパラギン酸及びトリプトファンから選択され；アミノ
酸ｂはイソロイシンであり；アミノ酸ｃは、アミノ酸セリン、スレオニン、アラニン、フ
ェニルアラニン、チロシン及びバリンから選択され；アミノ酸ｄはプロリンであり；アミ
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ノ酸ｅはチロシンであり；アミノ酸ｆは、アミノ酸チロシン、フェニルアラニン、ロイシ
ン及びヒスチジンから選択され；アミノ酸ｇはグリシンであり；アミノ酸ｈは、アミノ酸
セリン、グリシン、アラニン、フェニルアラニン及びトリプトファンから選択され；アミ
ノ酸ｉはスレオニンであり；アミノ酸ｊはセリンであり；アミノ酸ｋはチロシンであり；
アミノ酸ｌはアラニンであり；アミノ酸ｍはアスパラギン酸であり；アミノ酸ｎはセリン
であり；アミノ酸ｏはバリンであり、アミノ酸ｐはリジンであり；更にＨＶＲ－Ｌ２は、
アミノ酸配列ｑ　ｒ　ｓ　ｔ　ｕ　ｖ　ｗ　ｘ（配列番号２２２）を含み、ここでアミノ
酸ｑは、アミノ酸チロシン及びフェニルアラニンから選択され；アミノ酸ｒは、アミノ酸
アラニン及びセリンから選択され；アミノ酸ｓはアラニンであり；アミノ酸ｔはアミノ酸
セリン、アルギニン、バリン、スレオニン、アラニン、アスパラギン及びロイシンから選
択され；アミノ酸ｕはセリンであり；アミノ酸ｖはロイシンであり；アミノ酸ｗはチロシ
ンであり、アミノ酸ｘはセリンである。　　
【００２０】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体又はその抗原結合性断片はＫ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチオンと特異的に結合しないものであり、配列番号５９
－１１０と１１２のＨＶＲ－Ｈ２配列から選択される少なくとも１つのＨＶＲ－Ｈ２配列
及び配列番号７－５８と１１１のＨＶＲ－Ｌ２配列から選択される少なくとも１つのＨＶ
Ｒ－Ｌ２配列を含む抗体又はその抗原結合性断片を提供する。
【００２１】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体又はその抗原結合性断片はＫ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチオンと特異的に結合しないものであり、配列番号６０
、６３及び６６のＨＶＲ－Ｈ２配列から選択される少なくとも１つのＨＶＲ－Ｈ２配列及
び配列番号８、１１及び１４のＨＶＲ－Ｌ２配列から選択される少なくとも１つのＨＶＲ
－Ｌ２配列を含む抗体又はその抗原結合性断片を提供する。
【００２２】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合する単離さ
れた抗体又はその抗原結合性断片であって、該抗体又はその抗原結合性断片はＫ４８結合
型ポリユビキチン又はモノユビキチオンと特異的に結合しないものであり、表ＢのＡｐｕ
３．Ａ８－Ａｐｕ３．Ｈ１０の何れか一つに示されるＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｌ２アミ
ノ酸配列から選択されるＨＶＲアミノ酸配列を含む抗体又はその抗原結合性断片を提供す
る。一態様では、ＨＶＲアミノ酸配列は、表ＢのＡｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２及び
Ａｐｕ３．Ｂ３の何れか一つに示されるＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｌ２アミノ酸配列から
選択される。一態様では、前記抗体または抗原結合性断片の何れかは、配列番号５のＨＶ
Ｒ－Ｈ１配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３配列、配列番号３のＨＶＲ－Ｌ１配列及び配列
番号４のＨＶＲ－Ｌ３配列から選択される少なくとも一つのＨＶＲ配列を含む。一態様で
は、前記抗体または抗原結合性断片の何れかは、配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１配列、配列番
号６のＨＶＲ－Ｈ３配列、配列番号３のＨＶＲ－Ｌ１配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３
配列から選択される少なくとも２つのＨＶＲ配列を含む。一態様では、前記抗体または抗
原結合性断片の何れかは、配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３配
列、配列番号３のＨＶＲ－Ｌ１配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３配列から選択される少
なくとも３つのＨＶＲ配列を含む。一態様では、前記抗体または抗原結合性断片の何れか
は、配列番号５のＨＶＲ－Ｈ１配列、配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３配列、配列番号３のＨＶ
Ｒ－Ｌ１配列及び配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３配列を含む。一態様では、前記抗体または抗
原結合性断片の何れかは、Ｋ６３結合型ポリユビキチンについての親のＦａｂ　Ａｐｕ２
．１６の親和性に対して、改良されたＫ６３結合型ポリユビキチンに対する親和性を有す
る。一態様では、前記抗体または抗原結合性断片の何れかは、１０ｎＭ又はそれ未満の、
Ｋ６３結合型ポリユビキチンについてのＫｄ値を有する。
【００２３】
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　別の実施態様では、本発明は、上記抗体又は抗原結合性断片の何れかと、ポリユビキチ
ン上の同じ抗原決定基に結合する、単離された抗体または抗原結合性断片であって、モノ
ユビキチンと特異的に結合しない抗体または抗原結合性断片を提供する。別の実施態様で
は、本発明は、上記抗体又は抗原結合性断片の何れかはポリユビキチンとの結合について
競合する、単離された抗体または抗原結合性断片であって、モノユビキチンと特異的に結
合しない抗体または抗原結合性断片を提供する。　ポリユビキチンとの結合について　別
の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンのエピトープと結合する単離さ
れた抗体または抗原結合性断片を提供する。一態様では、エピトープは、Ｋ６３結合型ポ
リユビキチンの第１のユビキチンサブユニット及び第２のユビキチンサブユニットの残基
に含む。別態様では、エピトープは、Ｇｌｕ－１８、Ｐｒｏ－１９，Ｓｅｒ－２０、Ａｓ
ｐ－２１、Ｔｈｒ－５５、Ｌｅｕ－５６、Ｓｅｒ－５７、Ａｓｐ－５８、Ａｓｎ－６０、
Ｉｌｅ－６１、及びＧｌｎ－６２から選択される第１のユビキチンサブユニットの少なく
とも１つの残基を含む。別態様では、エピトープは、Ｌｅｕ－８、Ｔｈｒ－９、Ｇｌｕ－
３４、Ｇｌｙ－３５、Ｉｌｅ－３６、Ｐｒｏ－３７、Ａｓｐ－３９、Ｇｌｎ－４０、Ｌｅ
ｕ－７１、Ａｒｇ－７２、Ｌｅｕ－７３、Ａｒｇ－７４、及びＧｌｙ－７５から選択され
る第２のユビキチンサブユニットの少なくとも１つの残基を含む。別態様では、エピトー
プは、Ｇｌｕ－１８、Ｐｒｏ－１９、Ｓｅｒ－２０、Ａｓｐ－２１、Ｔｈｒ－５５、Ｌｅ
ｕ－５６、Ｓｅｒ－５７、Ａｓｐ－５８、Ａｓｎ－６０、Ｉｌｅ－６１、及びＧｌｎ－６
２から選択される第１のユビキチンサブユニットの少なくとも１つの残基、及びＬｅｕ－
８、Ｔｈｒ－９、Ｇｌｕ－３４、Ｇｌｙ－３５、Ｉｌｅ－３６、Ｐｒｏ－３７、Ａｓｐ－
３９、Ｇｌｎ－４０、Ｌｅｕ－７１、Ａｒｇ－７２、Ｌｅｕ－７３、Ａｒｇ－７４、及び
Ｇｌｙ－７５から選択される第２のユビキチンサブユニットの少なくとも１つの残基を含
む。別態様では、ＨＶＲＨ３のＮ末端部分は、Ｃ末端残基及び供与体ユビキチンのＱ４０
と接触する。別態様では、ＨＶＲＨ３の末端部分は、Ｋ６３受容体ユビキチンの５０Ｓル
ープと接触する。別態様では、ＨＶＲＨ３のＮ末端部分はＣ末端残基７２－７４と供与体
ユビキチンのＱ４０と接触し、その一方でＨＶＲＨ３の残基Ｒ１０２及びＹ１０３はＫ６
３受容体ユビキチンの５０Ｓループと接触する。別態様では、供与体ユビキチンのＣ末端
残基は、抗体または抗原結合性断片と接触する。別態様では、接触に関係する供与体ユビ
キチン残基は、Ｌ７３とＲ７４である。　　
【００２４】
　別の実施態様では、本発明は、その軽鎖とＫ６３受容体ユビキチンの表面との間の改良
された荷電相補性を含む、単離された抗体または抗原結合性断片を提供する。一態様では
、抗体または抗原結合性断片は、ＨＶＲＬ２の位置５２にＡｒｇを含む。別態様では、抗
体または抗原結合性断片は、軽鎖フレームワーク領域の位置６６にＡｒｇを含む。別態様
では、抗体または抗原結合性断片は、ＨＶＲＬ２の位置５２にＡｒｇを、軽鎖フレームワ
ーク領域の位置６６にＡｒｇを含む。
【００２５】
　別の実施形態では、上記の抗体または抗原結合性断片の何れかは、Ｋ６３結合型ポリユ
ビキチン化タンパク質と特異的に結合する。一態様では、抗体または抗原結合性断片は、
Ｋ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質の分解を阻害する。別態様では、抗体または抗
原結合性断片は、少なくとも一つのポリユビキチン介在性シグナル伝達経路を調整する。
別態様では、抗体または抗原結合性断片は、少なくとも一つのポリユビキチン介在性シグ
ナル伝達経路を阻害する。別態様では、抗体または抗原結合性断片は、少なくとも一つの
ポリユビキチン介在性シグナル伝達経路を刺激する。
【００２６】
　別の実施態様では、本発明は、上記抗体または抗原結合性断片の何れかをコードする核
酸分子を提供する。別の実施態様では、本発明は、このような核酸分子を含むベクターを
提供する。別の実施態様では、本発明は、このようなベクターを含む宿主細胞を提供する
。別の実施態様では、本発明は、上記抗体または抗原結合性断片の何れかを産生すること
ができる細胞株を提供する。別の実施態様では、本発明は、本発明は、上記抗体または抗
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原結合性断片の何れかを産生する方法であって、抗体または抗原結合性断片が産生される
条件下で、抗体または抗原結合性断片をコードする核酸分子を含む宿主細胞を培養するこ
とを含む方法を提供する。　　
【００２７】
　別の実施態様では、本発明は、上記抗体または抗原結合性断片の有効量及び薬学的に許
容可能な担体を含む組成物を提供する。一態様では、組成物は、２以上の上記抗体または
抗原結合性断片を含む。
【００２８】
　別の実施態様では、本発明は、試料中のＫ６３結合型ポリユビキチン又はＫ６３結合型
ポリユビキチン化タンパク質の存在を同定する方法であって、少なくとも１つの上記抗体
または抗原結合性断片に、該試料を接触させることを含む方法を提供する。
【００２９】
　別の実施態様では、本発明は、患者のポリユビキチンの調節不全に関連する疾患または
状態の治療方法であって、患者に少なくとも１つの上記抗体または抗原結合性断片の有効
量を投与することを含む方法を提供する。一態様では、患者は、哺乳動物の患者である。
別態様では、患者はヒトである。別態様では、疾患は、癌、筋疾患、ユビキチン経路関連
遺伝的疾患、免疫性／炎症性疾患及び神経疾患から選択される。別態様では、疾患は、癌
腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、白血病、筋ジストロフィー、多発性硬化症、筋萎縮性側
索硬化症、嚢胞性線維症、アンジェルマン症候群、リデル症候群、アルツハイマー病、パ
ーキンソン病、ピック病及びパジェット病から選択される。　　
【００３０】
　別の実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンまたはＫ６３結合型ポリユ
ビキチン化タンパク質を含むことが疑われる試料中のＫ６３結合型ポリユビキチンまたは
Ｋ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質の存在を決定する方法であって、試料を上記抗
体または抗原結合性断片のうちの少なくとも１つに暴露すること及び試料中のＫ６３結合
型ポリユビキチン又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質に少なくとも一つの上記
抗体または抗原結合性断片の結合性を測定することを含んでなる方法を提供する。　
【００３１】
　別の実施態様では、本発明は、試料中のＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質を非
Ｋ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質から分離する方法であって、少なくとも１つの
上記抗体又は抗原結合性断片に試料を接触させることを含む方法を提供する。
【００３２】
　別の実施態様では、本発明は、細胞中のＫ６３結合型ポリユビキチンの機能及び／又は
活性を測定する方法であって、少なくとも１つの上記抗体又は抗原結合性断片に細胞を接
触させること及び細胞における上記接触工程の効果を評価することを含む方法を提供する
。
【００３３】
　別の実施態様では、本発明は、試料中のＫ６３結合型ポリユビキチンの機能及び／又は
活性を測定する方法であって、少なくとも１つの上記抗体又は抗原結合性断片に試料を接
触させること及び試料における上記接触工程の効果を評価することを含む方法を提供する
。
【００３４】
　本発明の抗体は多くの形態でありうる。例えば、本発明の抗体は、キメラ抗体、ヒト化
抗体又はヒト抗体でありうる。ある実施態様では、本発明の抗体はヒト抗体ではなく、例
えばゼノマウスで産生された抗体ではない(例えば、国際公開第９６／３３７３５号に記
載)。本発明の抗体は完全長又はその断片であってもよい(例えば、抗原結合成分を含む断
片)。他の実施態様では、本発明は上記の抗体のいずれかの抗原結合性断片を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
一般的技術
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　特に示さない限り、本発明の実施には、当業者の技量内にある分子生物学(組換え技術
を含む)、細菌学、細胞生物学、生化学、及び免疫学の一般的な技術を用いる。このよう
な技術は、文献、例えば「Molecular Cloning：A Laboratory Manual」第3版(Sambrook等
, 2001)；「Oligonucleotide Synthesis」(M. J. Gait編, 1984)；「Animal Cell Cultur
e」(R. I. Freshney編, 1987)；「Methods in Enzymology」(Academic Press, Inc.)；「
Current Protocols in Molecular Biology」(F. M. Ausubel等編, 1987, 及び定期更新物
)；「PCR：The Polymerase Chain Reaction」(Mullis等編, 1994)；PCR2:A Practical Ap
proach (M. J. MacPherson, B. D. Hames 及び G. R. Taylor編(1995)); Harlow及びLane
, 編 (1988 Antibodies, A Laboratory Manual; 「A Practical Guide to Molecular Clo
ning」(Perbal Bernard V., 1988；及び「Phage Display: A Laboratory Manual」(Barba
s等、2001)に十分に説明されている。
【００３６】
定義
　本明細書において使用する「ユビキチン」及び「モノユビキチン」という用語は互換可
能に使用され、アミノ酸６、アミノ酸１１、アミノ酸２７、アミノ酸２９、アミノ酸３３
、アミノ酸４８、及び／又はアミノ酸６３に少なくとも１のリジン残基を有する７６アミ
ノ酸タンパク質と実質的に同じ天然ヒト及び合成ユビキチンの全ての種と定義される。
　本明細書において使用する「ポリユビキチン」という用語は、ユビキチンの異なる重合
体結合のヒト及び合成クラスに含まれる天然ヒト及び合成のユビキチン重合体鎖として定
義され、それらには、限定されるものではないが、Ｋ６結合型ポリユビキチン、Ｋ１１結
合型ポリユビキチン、Ｋ２７結合型ポリユビキチン、Ｋ２９結合型ポリユビキチン、Ｋ３
３結合型ポリユビキチン、Ｋ４８結合型ポリユビキチン及びＫ６３結合型ポリユビキチン
が含まれる。ポリユビキチンは、どのような長さを有してもよく、少なくとも２のユビキ
チン部分を含む。ポリユビキチンは、元来一本鎖タンパク質として発現されるユビキチン
のタンデムリピートとは区別される。
【００３７】
　本明細書において使用する「Ｋ＊-結合型ポリユビキチン」及び「Ｌｙｓ＊結合型ポリ
ユビキチン」という用語は互換可能であり、１のユビキチン部分のＣ末端と別のユビキチ
ン部分の位置＊のリジンの間に少なくとも１のイソペプチド結合を含むポリユビキチン分
子を指す。例えば、「Ｋ６３-結合型ポリユビキチン」は、「Ｌｙｓ６３-結合型ポリユビ
キチン」と互換可能に使用され、これらの用語はいずれも、分子中のユビキチン部分の一
方のＣ末端と、他方のユビキチン部分の位置６３のリジンの間にイソペプチド結合を含む
ポリユビキチン分子を指す。
【００３８】
　本明細書において使用する、第１リジン結合が第２リジン結合と「異なる」という表現
は、１のユビキチン部分と別のユビキチン部分の間の第１リジン結合が、１のユビキチン
部分と別のユビキチン部分の間の第２リジン結合とは異なるリジン残基（例えば、Ｋ６、
Ｋ１１、Ｋ２７、Ｋ２９、Ｋ３３、Ｋ４８、及び／又はＫ６３）を含むことを示唆する。
　本明細書において使用する、「ユビキチン経路」という用語は、ユビキチン及び／又は
ポリユビキチンを含む細胞又は再構成されたインビトロ中の生化学的経路を指す。
【００３９】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療的な使用を妨害する
物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる
。一実施態様では、タンパク質は、(１)例えばローリー法で測定した場合９５％を越える
抗体、一部の実施態様では９９重量％を超えるまで、(２)例えばスピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の
残基を得るのに充分なほど、あるいは、(３)例えばクーマシーブルーあるいは銀染色を用
いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで充分なほど精
製される。抗体の自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、単離された抗体には
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、組換え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗
体は少なくとも一の精製工程により調製される。
【００４０】
　本明細書で使用する「抗ユビキチン抗体」及び「抗モノユビキチン抗体」という用語は
互換可能に使用され、ユビキチン分子に対する特異的結合能を有する抗体を指す。
　本明細書で使用する「抗ポリユビキチン抗体」という用語は、ポリユビキチン分子に対
する特異的結合能を有する抗体を指す。
【００４１】
　本明細書で使用する「抗Ｋ４８-結合型ポリユビキチン抗体」とは、Ｋ４８-結合型ポリ
ユビキチンに対する特異的結合能を有する抗体を指す。
　本明細書で使用する「抗Ｋ６３-結合型ポリユビキチン抗体」とは、Ｋ６３-結合型ポリ
ユビキチンに対する結合能を有する抗体を指す。
【００４２】
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同じ」、「等価な」、又は「実質的に等価
な」という句は、当業者が２つの数値(例えば、分子に関連するもの、及び参照／比較分
子に関連する他のもの)の差異に、該値(例えばＫｄ値、抗ウイルス効果等)によって測定
される生物学的性質上わずかに又は全く生物学的及び／又は統計学的有意差がないと認め
られるほど、２つの数値が有意に類似していることを意味する。前記２つの値間の差異は
、参照／比較分子の値の例えば約５０％以下、約４０％以下、約３０％以下、約２０％以
下、及び／又は約１０％以下である。
【００４３】
　ここで用いる「実質的に減少」、又は「実質的に異なる」という句は、当業者が２つの
数値(一般に、分子に関連するもの、及び参照／比較分子に関連する他のもの)の差異に、
該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上統計学的に有意であると認められ
るほど、２つの数値が有意に異なっていることを意味する。前記２つの値間の差異は、参
照／比較分子の値の、例えば約１０％より大きく、約２０％より大きく、約３０％より大
きく、約４０％より大きく、及び／又は約５０％より大きい。
【００４４】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に具体的な例示的実施態様を記載する。
【００４５】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、所望の抗体のＦａｂ型(バージ
ョン)とその抗原を用いて実行される放射性標識した抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定さ
れる。抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性は、段階的な力価の非標識抗原の存在下で、
最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コートプレート
と結合した抗原を捕獲することによって測定する(Chen,等, (1999) J. Mol Biol 293:865
-881)。アッセイの条件を決めるために、ミクロタイタープレート(Dynex)を５μｇ／ｍｌ
の捕獲抗Ｆａｂ抗体(Cappel Labs)を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩
コートして、その後２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃
)で２～５時間、ブロックする。非吸着プレート(Nunc#269620)に、１００ｐＭ又は２６ｐ
Ｍの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈した所望のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997
) Cancer Res. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。つい
で所望のＦａｂを一晩インキュベートする；しかし、インキュベーションは確実に平衡状
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態に達するまでに長時間(例えば６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕獲プ
レートに移し、室温で(例えば１時間)インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プ
レートを０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥した
ら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20; Packard)を加え、プレートをTopcou
ntγ計測器(Packard)にて１０分間計測する。最大結合の２０％か又はそれ以下濃度のＦ
ａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実施態様によると、～１０反応単位
(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000
(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫ
ｄ値を測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ
(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプ
ロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性
化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に
希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流
速で注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミ
ンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから
５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ
)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせること
による単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding model)
 (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン３．２)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解
離速度(Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した
。例として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかしながら、上
記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結
合速度は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equippe
d spectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Am
inco分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ
(ｐＨ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９
５ｎｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光
消光技術を用いて測定される。
【００４６】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又は
BIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共
鳴アッセイにて測定される。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチ
ルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨ
Ｓ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．
２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μ
ｌ／分の流速で注入した。反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを
注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５０
０ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を
含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによ
る単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding model) (BI
Acore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(
Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例と
して、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかしながら、上記の表
面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結合速度
は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spec
trophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分
光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ
７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ
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；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技
術を用いて測定される。
【００４７】
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが結合している他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子を意味するものである。一つのタイプのベクターは「プラスミド」
であり、これは付加的なＤＮＡセグメントが結合されうる円形の二重鎖ＤＮＡループを意
味する。他の型のベクターはファージベクターである。他の型のベクターはウイルスベク
ターであり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへ結合させうる。所定のベクタ
ーは、それらが導入される宿主細胞内において自己複製することができる(例えば、細菌
の複製開始点を有する細菌ベクターとエピソーム哺乳動物ベクター)。他のベクター(例え
ば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノム中に組
み込まれ、宿主ゲノムと共に複製する。更に、所定のベクターは、それらが作用可能に結
合している遺伝子の発現を指令し得る。このようなベクターはここでは「組換え発現ベク
ター」(又は単に「組換えベクター」)と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベ
クターはしばしばプラスミドの形をとる。本明細書では、プラスミドが最も広く使用され
ているベクターの形態であるので、「プラスミド」と「ベクター」を相互交換可能に使用
する場合が多い。
【００４８】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成
反応によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチ
ドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み
得る。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又は
後になされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポ
リヌクレオチドは合成後に、例えば標識との結合により、さらに修飾されてもよい。他の
タイプの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの
一又は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、
ホスホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオア
ート、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例え
ばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ply-L-リジン等)を含むもの、インタ
ーカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート剤(
例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を含むもの
、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチド
(類)の未修飾形態が含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、例
えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護さ
れてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化されて
もよく、もしくは固体又は半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨはホ
スホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又はアミン
で置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されてもよ
い。またポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又はデオキシリボ
ース糖類の類似形態のものをさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-Ｏ-
アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、アルファ-アノマ
ー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノース糖
、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似体、
例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結基で
置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホスファー
トがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミダ
ート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換えら
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れた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エーテ
ル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリール
、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である。ポ
リヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤＮＡ
を含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
【００４９】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００５０】
　「抗体」(Ａｂ)及び「免疫グロブリン」(Ｉｇ)は、同じ構造的特徴を有する糖タンパク
質である。抗体は、特定の抗原に対して結合特異性を示すが、免疫グロブリンは、抗体と
、一般に抗原特異性を欠く抗体様分子の双方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例え
ばリンパ系では低レベルで、骨髄腫では高レベルで産出される。
【００５１】
　「抗体」及び「免疫グロブリン」なる用語は、最も広義で相互に交換可能に使用され、
モノクローナル抗体(例えば、全長又は無傷のモノクローナル抗体)、ポリクローナル抗体
、一価抗体、多価抗体、多重特異性抗体(例えば、所望の生物活性を示す限り二重特異性
抗体)が含まれ、さらにある種の抗体断片(ここに詳細に記載されるもの)も含まれ得る。
抗体は、キメラ、ヒト、ヒト化及び／又は親和成熟したものであってよい。
【００５２】
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であり、抗原結合部位
を含む。
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の相補性決定領域（ＣＤＲ）又は高頻度
可変領域と呼ばれる３つのセグメントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持され
た部分はフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、
βシート構造を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つの
ＣＤＲにより連結されたβシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。
各鎖のＣＤＲは、ＦＲによって近接して結合され、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結
合部位の形成に寄与している(Kabatら, Sequence of Proteins ofImmunological Interes
t, 5th Ed. National Institutes of Health, BEthesda, MD. (1991))。定常ドメインは
、抗体の抗原への結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例
えば抗体依存性細胞毒性への抗体の関与を示す。
【００５３】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
【００５４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含む最小抗体断片である。二本鎖Ｆｖ
種において、この領域は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメ
インの二量体からなる。一本鎖Ｆｖ種では、柔軟なペプチドリンカーによって１の重鎖及
び１の軽鎖可変ドメインは共有結合性に結合することができ、よって軽鎖及び重鎖は、二
本鎖Ｆｖ種におけるものと類似の「二量体」構造に連結することができる。この配置にお
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いて、各可変ドメインの３つのＣＤＲは相互に作用してＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合
部位を形成する。集合的に、６つのＣＤＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、
単一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分)でさ
え、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。
【００５５】
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａ
ｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカル
ボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定
常ドメインのシステイン残基が一つの遊離チオール基を担持しているＦａｂ'に対するこ
こでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒンジシステインを有するＦａｂ'断片
の対として生産された。また、抗体断片の他の化学結合も知られている。
【００５６】
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別される
型の一つが割り当てられる。
【００５７】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体(免疫グロブリン)は異なるク
ラスが割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、
ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２等のサブクラス(アイソタイプ)に分かれる。免疫グロブリンの異
なるクラスに対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位はよく知られてお
り、例えば、Abbas等．Cellular and Mol. Immunology, 第４版(2000)に概説されている
。抗体は、抗体と１以上の他のタンパク質又はペプチドとの共有結合性又は非共有結合性
の会合により形成された融合大分子の一部であり得る。
【００５８】
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」という用語は、本明細書では
交換可能に使用され、ほぼインタクトな形態の抗体を指し、以下に定義するような抗体断
片は意味しない。この用語は、特にＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００５９】
　「抗体断片」は完全な抗体の一部のみを含んでなるものであり、その一部は、完全な抗
体に存在する場合のその一部に通常関連する機能の少なくとも一、及び多ければその殆ど
又は全てを保持する。一実施態様では、抗体断片は完全な抗体の抗原結合部位を含んでな
るために、抗原結合能を有する。他の実施態様では、抗体断片は、例えばＦｃ領域を含ん
でなるものは、完全な抗体に存在する場合のＦｃ領域に通常関連する生物学的な機能、例
えばＦｃＲｎ結合、抗体半減期の調節、ＡＤＣＣ機能及び補体結合の少なくとも一を保持
する。一実施態様では、抗体断片は、完全な抗体と実質的に類似したインビボ半減期を有
する一価性抗体である。例えば、このような抗体断片は、インビボ安定性を断片に与える
ことができるＦｃ配列に結合した抗原結合アームを含んでもよい。
【００６０】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる自然に
生じる可能性がある突然変異を除いて同一である。従って、「モノクローナル」との形容
は、個別の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。このようなモノクローナル抗
体は、通常、標的に結合するポリペプチド配列を含む抗体を含み、この場合、標的に結合
するポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列から単一の標的結合ポリペプチド配列
を選択することを含むプロセスにより得られる。例えば、この選択プロセスは、雑種細胞
クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクローンのプールのような複数のクローン
からの、唯一のクローンの選択とすることができる。重要なのは、選択された標的結合配
列を更に変化させることにより、例えば標的への親和性の向上、標的結合配列のヒト化、



(18) JP 5523345 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

細胞培養液中におけるその産生の向上、インビボでの免疫原性の低減、多選択性抗体の生
成等が可能になること、並びに、変化させた標的結合配列を含む抗体も、本発明のモノク
ローナル抗体であることである。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を典型
的に含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、モノクローナル抗体の調製物の各モノ
クローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するものである。それらの特異性に加えて、
モノクローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫グロブリンで通常汚染されていないと
いう点で有利である。「モノクローナル」との形容は、抗体の、実質的に均一な抗体の集
団から得られたものであるという特性を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければな
らないことを意味するものではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル
抗体は様々な技術によって作製することができ、それらの技術には、例えば、ハイブリド
ーマ法（例えば、Kohler等、Nature, 256:495 (1975); Harlow等、Antibodies: A Labora
tory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling等: 
Monoclonal Antibodies and T-Cell hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981)）、
組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４８１６５６７号参照）、ファージディスプレイ技
術（例えば、Clackson等、Nature, 352:624-628 (1991); Marks等、J. Mol. Biol. 222:5
81-597 (1992); Sidhu等、J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee等、J. Mol. Bio
l. 340(5);1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-1
2472 (2004); 及びLee等、J. Immounol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004)）、並びに
、ヒト免疫グロブリン座位の一部又は全部、或るいはヒト免疫グロブリン配列をコードす
る遺伝子を有する動物にヒト又はヒト様抗体を生成する技術（例えば、WO98/24893; WO96
/34096; WO96/33735; WO91/10741; Jakobovits等、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 255
1 (1993); Jakobovits等、Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann等、Year in Immuno
l. 7:33 (1993); 米国特許第５５４５８０７号; 同第５５４５８０６号; 同第５５６９８
２５号；同第５６２５１２６号; 同第５６３３４２５号; 同第５６６１０１６号; Marks
等、Bio.Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg等、Nature 368: 856-859 (1994); Mo
rrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild等、Nature Biotechnol. 14: 845-851 (
1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)及びLonberg及びHuszar, Intern
. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)参照）が含まれる。
【００６１】
　ここでモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体を含み、それは特定の種由来又は特
定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体において、対応する配列に一致する又は
類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部であり、残りの鎖は、所望の生物学的活性を表す限り
、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体にお
いて、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６７号
；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。
【００６２】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小
配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可
変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の残基によって置
換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を含ん
でいてもよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般に、ヒ
ト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのも
のに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のものである
少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、
ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、Jone
s等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；及びPresta
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, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また次の文献とそこに引用
されている文献を参考のこと：Vaswani及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle
及びGross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００６３】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ
２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。多数の高頻度可変領域の描写が使用
され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は配列変化に基づいており、最
も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interes
t, 5版 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991
))。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言及している(Chothia and Lesk J. Mol.
 Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ高頻度可変領域は、カバットＣＤＲとChothia構造
的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗体モデリングソフトウェアによ
り使用される。「接触」高頻度可変領域は、利用できる複合体結晶構造の分析に基づく。
これら高頻度可変領域のそれぞれからの残基を以下に示す。
カバットループ　　ＡｂＭ　　　 Chothia　　　 接触
L1　 L24-L34　　　L24-L34　　　L26-L32　　　L30-L36
L2　 L50-L56　　　L50-L56　　　L50-L52　　　L46-L55
L3　 L89-L97　　　L89-L97　　　L91-L96　　　L89-L96
H1　 H31-H35B　　 H26-H35B　　 H26-H32　　　H30-H35B
　　 (カバット番号付け)
H1　 H31-H35　　　H26-H35　　　H26-H32　　　H30-H35 
　　 (Chothia番号付け)
H2　 H50-H65　　　H50-H58　　　H53-H55　　　H47-H58
H3　 H95-H102　　 H95-H102　　 H96-H101　　 H93-H101
【００６４】
　高頻度可変領域は、次のような「拡大高頻度可変領域」を含むことができる、即ち、Ｖ
Ｌの２４－３６又は２４－３４（Ｌ１）、４６－５６又は５０－５６又は４９－５６（Ｌ
２）及び８９－９７又は８９－９６（Ｌ３）と、ＶＨの２６－３５（Ｈ１）、５０－６５
又は４９－６５（Ｈ２）及び９３－１０２、９４－１０２、又は９５－１０２（Ｈ３）で
ある。可変ドメイン残基には、これら各々を規定するために、Kabat等、上掲に従って番
号を付した。
【００６５】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。
　「カバット(Kabat)による可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットに記載のアミノ
酸位番号付け」なる用語およびその異なる言い回しは、Kabat 等, Sequences of Protein
s of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes 
of Health, Bethesda, MD. (1991)の抗体の編集の軽鎖可変ドメイン又は重鎖可変ドメイ
ンに用いられる番号付けシステムを指す。この番号付けシステムを用いると、実際の線形
アミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＨＶＲ内の短縮又は挿入に相当する２、３のア
ミノ酸又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、重鎖ＦＲ残基
８２の後に挿入された残基(例えばカバットによる残基８２ａ、８２ｂおよび８２ｃなど)
と、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Kabatによる残基５２ａ)を含んでもよい
。残基のKabat番号は、「標準の」カバット番号付け配列によって抗体の配列の相同領域
でアライメントすることによって与えられる抗体について決定してもよい。
【００６６】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、こ
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れらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。通常、ｓｃＦｖポリペプチドはＶＨ

及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に望
まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology o
f Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New Yo
rk, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００６７】
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ
ン(ＶＨ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成が可能で
あるリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つ
の抗原結合部位を創製する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４０４，０９７号；国
際公報９３／１１１６１；及びHollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448 (1
993)に更に詳細に記載されている。
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここに開示されたヒト抗体を作製する任意の技術を使用して製
造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んでなるヒト
化抗体を除く。
【００６８】
　「親和成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗体
の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を持
つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコモ
ルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られている手順によって生産
される。Marks等, Bio/Technology, 10：779-783(1992)は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッ
フリングによる親和成熟について記載している。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基の
ランダム突然変異誘導は、Barbas等, Proc Nat Acad. Sci, USA 91：3809-3813(1994)；S
chier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immunol.155：1994-2004(1995)；Ja
ckson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkins等, J. Mol. Biol.226：889-8
96(1992)に記載されている。
【００６９】
　「阻止(ブロック)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体とは、結合する抗原の生物学的活
性を阻害するか又は低下させる抗体である。特定の阻止抗体又はアンタゴニスト抗体は、
抗原の生物学的活性を、ほぼ又は完全に阻害する。
　本明細書において使用する「アゴニスト」抗体は、対象とするポリペプチドの機能活性
の少なくとも一つを模倣する抗体である。
【００７０】
　「疾患」とは、本発明の抗体を用いた治療が有益である任意の状態である。これには、
慢性及び急性の疾患、又は対象疾患に哺乳動物がかかりやすい病的状態を含む疾病が含ま
れる。ここで治療される疾患の非限定的例には、癌、筋疾患、ユビキチン経路関連遺伝的
疾患、免疫性／炎症性疾患、神経障害、及びその他のユビキチン経路に関連する疾患が含
まれる。
　「細胞増殖不全」及び「増殖不全」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖に関連す
る障害を指す。ある実施態様では、細胞増殖不全は癌である。
【００７１】
　ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び
増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」、「癌性」、「癌増殖
性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」という用語はここで意味するように互いに排除す
るものではない。
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長／増殖を特徴とす
る、哺乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定される
ものではないが、癌腫、リンパ腫（ホジキン及び非ホジキンリンパ腫）、芽細胞腫、肉腫
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、及び白血病が含まれる。このような癌のより具体的な例には、扁平細胞癌、小細胞肺癌
、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平癌腫、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵臓癌、神経膠
芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝癌、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子
宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝癌、
白血病及びその他リンパ球増殖性疾患、並びに頭頸部癌の様々なタイプが含まれる。
【００７２】
　「筋疾患」という用語は、筋肉を有する動物の、健常な筋肉の機能を著しく低減するよ
うな骨格筋及び／又は平滑筋の劣化又は弱化を典型的な特徴とする生理学的状態を指す又
は表わす。筋疾患の例には、これらに限定されるものではないが、筋ジストロフィー、多
発性硬化症、筋萎縮性側索硬化症、アイザックス症候群、全身硬直症候群、家族性周期性
四肢麻痺、ミオパチー、横紋筋融解症、筋萎縮症、及び様々なタイプの筋力低下及び筋固
縮が含まれる。
【００７３】
　「ユビキチン経路関連遺伝的疾患」という用語は、ユビキチン経路の異常機能を典型的
な特徴とする遺伝子に基づく疾患、又は同異常機能によって起こる遺伝子に基づく疾患を
指す又は表わす。ユビキチン経路関連遺伝的疾患の例には、これらに限定されるものでは
ないが、嚢胞性繊維症、アンジェルマン症候群、及びリドル症候群が含まれる。
【００７４】
　「神経障害」又は「神経疾患」という用語は、神経組織の劣化又は神経組織中の細胞間
の通信の悪化を典型的特徴とする、哺乳動物の中枢及び／又は末梢神経系の疾患又は不全
を指す又は表わす。神経障害の例には、これらに限定されるものではないが、神経変性疾
患、例えば非限定的に、レビー小体病、ポリオ後症候群、シャイ・ドレーガー症候群、オ
リーブ橋小脳萎縮症、パーキンソン病、多系統萎縮症、線条体黒質変性症、タウオパチー
、（アルツハイマー病、及び核上性麻痺を含むがこれらに限定されない）、プリオン病（
ウシ海綿状脳症、スクレイピー、クロイツフェルト・ヤコブ病、クールー病、ゲルストマ
ン・ストロイスラー・シャインカー病、慢性消耗病、及び致死性家族性不眠症を含むがこ
れらに限定されない）、球麻痺、運動ニューロン疾患、及び神経系ヘテロ変性疾患（カナ
バン病、ハンチントン病、神経セロイドリポフスチン症、アレキサンダー病、トゥレット
症候群、メンケス縮毛症候群、コケイン症候群、ハラーホルデン・スパッツ症候群、ラフ
ォラ病、レット症候群、肝レンズ核変性症、レッシュ・ナイハン症候群、及びウンフェル
リヒト・ルントボルク症候群を含むがこれらに限定されない）、認知症（ピック病、及び
脊髄小脳失調症を含むがこれらに限定されない）が含まれる。
【００７５】
　「炎症性疾患」及び「免疫疾患」という用語は、異常な免疫性機構及び／又は異常なサ
イトカインシグナル伝達により引き起こされる疾患を指す又は表わす。炎症性疾患及び免
疫疾患の例には、これらに限定されるものではないが、自己免疫疾患、免疫不全症候群、
及び過敏症が含まれる。ここで「自己免疫疾患」とは、個体自身の組織から生じ、個体自
身の組織に対する非悪性の疾病又は疾患のことである。ここでの自己免疫疾患は、悪性又
は癌性の疾病又は状態、特にＢ細胞リンパ腫、急性リンパ性白血病(ＡＬＬ)、慢性リンパ
性白血病(ＣＬＬ)、ヘアリー細胞白血病及び慢性骨髄芽球性白血病を除く。自己免疫疾病
又は疾患の例には、限定されるものではないが、炎症反応、例えば乾癬及び皮膚炎(例え
ばアトピー性皮膚炎)を含む炎症性皮膚病；全身性強皮症及び硬化症；炎症性腸疾患(例え
ばクローン病及び潰瘍性大腸炎)に関連した反応；呼吸困難症候群(成人性呼吸困難症候群
；ＡＲＤＳを含む)；皮膚炎；髄膜炎；脳炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎炎；アレル
ギー病状、例えば湿疹及び喘息及びＴ細胞の浸潤に関連した他の病状及び慢性炎症反応；
アテローム性動脈硬化症；白血球接着不全症；関節リウマチ；全身性エリテマトーデス(
ＳＬＥ)(ループス腎炎、皮膚ループスを含むがこれらに限定されない)；真性糖尿病(例え
ば、Ｉ型真性糖尿病又はインシュリン依存性真性糖尿病)；多発性硬化症；レノー症候群
；自己免疫甲状腺炎；橋本甲状腺炎；アレルギー性脳脊髄炎；シェールゲン症候群；若年
発症糖尿病；及び結核に典型的に見出されるサイトカイン及びＴリンパ球により媒介され
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る急性及び遅延型高血圧に関連した免疫反応、サルコイドーシス、多発性筋炎、肉芽種症
及び血管炎；悪性貧血(アジソン病)；白血球血管外遊出に関連した疾病；中枢神経系(Ｃ
ＮＳ)炎症性疾患；多臓器損傷症候群；溶血性貧血(限定されるものではないが、クリオグ
ロブリン血症又はクームズ陽性貧血を含む)；重症筋無力症；抗原抗体複合体媒介性疾病
；抗糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群；アレルギー性神経炎；クレーブス病；ランベ
ルト-イートン筋無力症症候群；類天疱瘡；天疱瘡；自己免疫多腺性内分泌障害；ライタ
ー病；スティフマン症候群；ベーチェット病；巨細胞性動脈炎；免疫複合体腎炎；ＩｇＡ
腎症；ＩｇＭ多発性神経障害；免疫血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)又は自己免疫血小板減少
病等が含まれる。
【００７６】
　免疫不全症候群の例には、これらに限定されるものではないが、毛細血管拡張性運動失
調症、白血球粘着不全症、リンパ球減少症、異常ガンマグロブリン血症、ＨＩＶ又はデル
タレトロウイルス感染、分類不全型免疫不全症、重症複合免疫不全症、貪食殺菌機能障害
、無ガンマグロブリン血症、ディジョージ症候群、及びウィスコット・アルドリッチ症候
群が含まれる。過敏症の例には、これらに限定されるものではないが、アレルギー、喘息
、皮膚炎、蕁麻疹、アナフィラキシー、ヴィスラー症候群、及び血小板減少性紫斑病が含
まれる。
【００７７】
　ここで使用される「治療」とは、治療される個体又は細胞の自然の経過を変化させる試
みにおける臨床的介入を意味し、予防のため、又は臨床病理経過中に実施することができ
る。治療の所望する効果には、疾患の発症又は再発の予防、症状の緩和、疾病の任意の直
接的又は間接的な病理学的結果の減少、炎症及び／又は組織／器官の損傷の防止又は減少
、疾病の進行速度の低減、病状の回復又は緩和、及び寛解又は予後の改善が含まれる。一
部の実施態様では、本発明の抗体は、疾病又は疾患の進行を遅延化させるために使用され
る。
【００７８】
　「個体」は脊椎動物である。特定の実施形態では、脊椎動物は哺乳動物である。哺乳動
物には、これらに限定されるものではないが、家畜（例えばウシ）、スポーツ用動物、愛
玩動物（例えばネコ、イヌ及びウマ）、霊長類、マウス及びラットが含まれる。特定の実
施形態では、脊椎動物はヒトである。
　治療目的の「哺乳動物」とは、ヒト、家畜、並びに動物園、スポーツ、又はペット動物
、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウシ、等を含む、哺乳動物に分類されるあらゆる動物を類意
味する。特定の実施形態では、哺乳動物はヒトである。
【００７９】
　「有効量」とは、所望される治療的又は予防的結果を達成するのに必要な期間、必要な
用量での有効量を意味する。
　本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、病状、年齢、性別、個体の体重、及び個体
に所望する反応を引き出すための物質／分子の能力等の要因に応じて変わり得る。また、
治療的有効量とは、物質／分子の任意の毒性又は有害な影響を、治療的に有益な効果が上
回る量である。「予防的有効量」は、所望する予防的結果を達成するのに必要な期間、用
量で有効な量を意味する。必ずではないが、典型的には、予防的用量は、疾病の前又は初
期の段階に患者に使用されるために、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位元素(例えば、Ａｔ２１

１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、
Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位元素)、化学治療薬、例えばメトトレキセート
、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド類(ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポ
シド)、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノル
ビシン又は他の挿入剤、酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素、抗生物質、及び毒素、
例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源
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の酵素的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むように意図
されている。他の細胞毒性剤を以下に記載する。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起
こす。
【００８０】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド(CYTOXAN(商標登録))のようなアルキル化剤；ブスルファン
、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ
(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のよう
なアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチ
レンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenethiophosphoramide)及
びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメ
ラミン類；アセトゲニン(特にブラタシン及びブラタシノン)；デルタ－９－テトラヒドロ
カンナビノール（ドロナビロール、MARINOL（登録商標））；β－ラパコン；ラパコール
；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン（HYCAMTIN(登録商
標)、ＣＰＴ－１１（イリノテカン、CAMPTOSAR（登録商標））、アセチルカンプトテシン
、スコポレチン、及び９－アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチ
ン；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む
)；ポドフィロトキシン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(特にクリプト
フィシン１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン(合成アナログ
、ＫＷ-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サ
ルコジクチン；スポンジスタチン；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)
、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド、メク
ロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(nov
embichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフ
ォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カ
ルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチ
ン、ニムスチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、例えば
エネジイン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシン
γ１Ｉ及びカリケアマイシンωＩ１(例えばAgnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:183-186(1
994)参照)；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシン；並
びにネオカルチノスタチン発色団及び関連する色素タンパクエネジイン抗生物質発色団)
、アクラシノマイシン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authr
amycin)、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(
carabicin)、カルミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン類
、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オキ
ソ-Ｌ-ノルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン(モルホリノ-ドキソルビシン
、シアノモルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン及びデオキシドキソ
ルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マーセロマイシン(marc
ellomycin)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェノール酸(mycopheno
lic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイ
シン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラマイシン(quelamyci
n)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジ
ン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；
代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナログ
、例えばデノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin)
、トリメトレキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例えばフルダラビン(fludarabi
ne)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリミジンアナログ、例えば
アンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモフー
ル、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabine)
、フロキシウリジン(floxuridine)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(calusterone)
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、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクト
ン(testolactone)；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉
酸リプレニッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；
アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン(ams
acrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート
(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(
diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エ
ポチロン(epothilone)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レ
ンチナン；ロニダミン(lonidainine)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイ
タンシン(maytansine)及びアンサミトシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)
；ミトキサントロン；モピダモール(mopidanmol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントス
タチン；フェナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-エチルヒドラ
ジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖複合体(JHS Natural Products, Eugene, O
R)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogerm
anium)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-
トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)
Ａ、ロリジン(roridine)Ａ及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン（ＥＬ
ＩＤＩＳＩＮＥ（登録商標）、ＦＩＬＤＥＳＩＮ（登録商標））；ダカルバジン；マンノ
ムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマ
ン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)；チオテパ；
タキソイド類、例えばTAXOL(登録商標)パクリタキセル(Bristol-Myers Squibb Oncology,
 Princeton, NJ)、ABRAXANETMパクリタキセルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ
粒子製剤(American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois)、及びTAXOTERE(
登録商標)ドキセタキセル(Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France)；クロランブシル；ゲ
ムシタビン(gemcitabine)（GEMZAR(登録商標)）；６-チオグアニン；メルカプトプリン；
メトトレキセート；プラチナアナログ、例えばシスプラチン及びカルボプラチン；ビンブ
ラスチン（ＶＥＬＢＡＮ（登録商標）；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６)；イホスファ
ミド；マイトキサントロン；ビンクリスチン（ＯＮＣＯＶＩＮ（登録商標））；オキサリ
プラチン；ロイコボリン；ビノレルビン（NAVELBINE(登録商標)）；ノバントロン(novant
rone)；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandr
onate)；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦ
Ｏ)；レチノイン酸のようなレチノイド；カペシタビン(capecitabine)（ＸＥＬＯＤＡ（
登録商標））；及び上述したものの薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体、並びに、
上記のうちの２つ以上の組み合わせ、例えば、ＣＨＯＰ（シクロホスファミド、ドキソル
ビシン、ビンクリスチン、及びプレドニゾロンの併用療法の略称）、及びＦＯＬＦＯＸ（
５－ＦＵ及びロイコボリンと組み合わせたオキサリプラチン（ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ）を
用いる治療形悪の略称）
が含まれる。
【００８１】
　またこのような「化学療法剤」の定義に含まれるものには、癌の増殖を促進するホルモ
ンの影響を調節、低減、遮断又は阻害するように働く抗ホルモン剤で、多くの場合全身性
の治療の形態のものがある。それらはそれ自体がホルモンであり、例えば抗エストロゲン
及び選択的エストロゲン受容体調節物質(ＳＥＲＭ)、例えば、タモキシフェン(NOLVADEX(
登録商標)タモキシフェンを含む)、ＥＶＩＳＴＡ（登録商標）ラロキシフェン(raloxifen
e)、ドロロキシフェン、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)
、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、及
びＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標）トレミフェン；抗プロゲステロン；エストロゲンレセプ
ター下方制御（ＥＲＤ）、卵巣を抑制又は停止させる機能を有する薬剤、例えば、ＬＵＰ
ＲＯＮ（登録商標）及びＥＬＩＧＡＲＤ（登録商標）等の黄体形成ホルモン放出ホルモン
（ＬＨＲＨ）アゴニスト、リュープロリド酢酸塩、ゴセレリン酢酸塩、ブセレリン酢酸塩
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及びトリプトレリン；フルタミド、ニルタミド及びビカルタミド等のその他抗アンドロゲ
ン；及び副腎のエストロゲン産生を調節する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻
害剤、例えば４(５)-イミダゾール、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商標)酢酸メゲス
トロール、AROMASIN(登録商標)エキセメスタン、フォルメスタニー(formestanie)、ファ
ドロゾール、RIVISOR(登録商標)ボロゾール、FEMARA(登録商標)レトロゾール、及びARIMI
DEX(登録商標)アナストロゾールを含む。加えて、このような化学療法剤の定義には、ク
ロドロン酸等のビスホスホネート（例えば、ＢＯＮＥＦＯＳ（登録商標）又はＯＳＴＡＣ
（登録商標）、ＤＩＤＲＯＣＡＬ（登録商標）エチドロン酸、ＮＥ－５８０９５、ＺＯＭ
ＥＴＡ（登録商標）ゾレドロン酸／ゾレドロン酸、ＦＯＳＡＭＡＸ（登録商標）アレンド
ロン酸、ＡＲＥＤＩＡ（登録商標）パミドロン酸、ＳＫＥＬＩＤ（登録商標）チルドロン
酸、又はＡＣＴＯＮＥＬ（登録商標）リセドロン酸、並びにトロキサシタビン(troxacita
bine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体)；アンチセンスオリゴヌクレオ
チド、特に付着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害する
もの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｌｆ、Ｈ-Ｒａｓ、及び上皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）
；ＴＨＥＲＡＴＯＰＥ（登録商標）ワクチン及び遺伝子治療ワクチン等のワクチン、例え
ばALLOVECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン、及びVAXID(登録商標)
ワクチン；LURTOTECAN(登録商標)トポイソメラーゼ１阻害剤；ABARELIX(登録商標)ｒｍＲ
Ｈ；ラパチニブditosylate（GW572016としても知られるＥｒｂＢ－２及びＥＧＦＲ二重チ
ロシンキナーゼ小分子阻害剤）及び上記のものの製薬的に許容される塩類、酸類又は誘導
体を含む。
【００８２】
組成物とその作製方法
　本発明は、ポリユビキチンに特異的に結合するが、モノユビキチンには結合しない抗体
を提供する。具体的には、Ｋ６３結合を有するポリユビキチンに対する結合能を有するが
、第２の、異なるリジン結合を有するポリユビキチンに対する結合能を有さない抗体が提
供される。驚くべきことに、本発明の抗体は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンについて、既
知の抗体を超える改良された親和性を提供する。この改良された親和性は、免疫沈降反応
のようなＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質に対する抗体のしっかりした結合性が
必要条件である様々なアッセイにおける幅広い使用を可能にする。また、本発明の抗体は
、以前に同定された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン特異的抗体よりも治療としての使用に
よりよく適しており、これは、それらが同じK63結合型ポリユビキチンについてより小さ
い親和性を有する抗体よりも、低い投与量及び低頻度で投与される可能性を有するためで
ある。
【００８３】
　一態様において、本発明は、配列番号６０－１１０のうちの少なくとも一つの配列を有
するＨＶＲ－Ｈ２領域を含んでなる抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列番号１
１２のＨＶＲ－Ｈ２領域コンセンサス配列を含んでなる抗体を提供する。
【００８４】
　一態様において、本発明は、配列番号８－５８のうちの少なくとも一つの配列を有する
ＨＶＲ－Ｌ２領域を含んでなる抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列番号１１１
のＨＶＲ－Ｌ３領域コンセンサス配列を含んでなる抗体を提供する。
【００８５】
　一態様では、本発明は、以下の内の少なくとも１又は少なくとも２を含んでなる抗体を
提供する：
(i) 配列番号６０－１１０の内の少なくとも一つの配列を含むＨＶＲ－Ｈ２配列；
(ii) 配列番号８－５８の内の少なくとも一つの配列を含むＨＶＲ－Ｌ２配列。
【００８６】
　一態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンに対し、高い親和性で特異的に結
合するが、K４８結合型ポリユビキチンにはそれよりも実質的に小さい親和性で結合する
抗体であって、以下の内の少なくとも１又は少なくとも２を含んでなる抗体を提供する：



(26) JP 5523345 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

(i) 配列番号６０－１１０の内の少なくとも一つの配列を含むＨＶＲ－Ｈ２配列；
(ii) 配列番号８－５８の内の少なくとも一つの配列を含むＨＶＲ－Ｌ２配列。
【００８７】
　表Ｂに示すように、配列番号８－１１２のアミノ酸配列には個々のＨＶＲ（すなわちＨ
２、Ｌ２）に関して番号を付けた。後述するように、この番号付けは、カバット番号付け
システムと整合している。一実施形態において、本発明の抗体は、上記配列（ｉ）～（ｉ
ｉ）の内の１又は２を含み、配列番号３のＨＶＲ－Ｌ１、配列番号４のＨＶＲ－Ｌ３、配
列番号５のＨＶＲ－Ｈ１、及び配列番号６のＨＶＲ－Ｈ３の少なくとも１を含む。
　一態様では、本発明は、表Ｂに示すように、重鎖ＨＶＲ　Ｈ２配列を含んでなる抗体を
提供する。一実施形態において、抗体は、表Ｂに示す軽鎖ＨＶＲ　Ｌ２配列を更に含む。
【００８８】
　本発明の抗体の一部の実施形態は、下記の配列番号２２４に示すように、ヒト化４Ｄ５
抗体（huMAb4D5-8）（HERCEPTIN（登録商標）Genentech, Inc．、米国カリフォルニア州
サウスサンフランシスコ）（米国特許第６４０７２１３号及びLee等、J． Mol． Biol (2
004), 340(5):1073-93においても言及される）の軽鎖可変ドメインを含む。
Asp1 Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
 Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
 Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser
 Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
 Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln
 Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 107 （配列番号２２４）（ＨＶＲ残基を下線で示す）。
【００８９】
　一実施形態において、huMAb4D5-8軽鎖可変ドメイン配列は、位置２８、３０、３１、４
２、５３、６６及び９１－９６の一つ以上（それぞれ、上記に太字及び斜体で示されたＡ
ｓｐ、Ａｓｎ、Ｔｈｒ、Ｌｙｓ、Ｐｈｅ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｔｙｒ、Ｔｈｒ、Ｔｈｒ、Ｐ
ｒｏ及びＰｒｏ）において修飾される。一実施形態において、修飾されたhuMAb4D5-8配列
は、位置２８にＳｅｒ、位置３０にＳｅｒ、位置３１にＳｅｒ、位置４２にＧｌｕ、位置
５３にＳｅｒ、位置６６にＧｌｙ、位置９１にＴｙｒ、位置９２にＳｅｒ、位置９３にＳ
ｅｒ、位置９４にＴｙｒ、位置９５にＳｅｒ、位置９６にＳｅｒ及び／又は位置９６のＳ
ｅｒと位置９７のＴｈｒの間にＬｅｕとＰｈｅの挿入を含む。別の実施形態において、修
飾されたhuMAb4D5-8配列は、位置１の直前（すなわちタンパク質のＮ末端）にＳｅｒの挿
入、位置２８にＳｅｒ、位置３０にＳｅｒ、位置３１にＳｅｒ、位置４２にＧｌｕ、位置
５３にＳｅｒ、位置６６にＧｌｙ、位置９１にＴｙｒ、位置９２にＳｅｒ、位置９３にＳ
ｅｒ、位置９４にＴｙｒ、位置９５にＳｅｒ、位置９６にＳｅｒ及び／又は位置９６のＳ
ｅｒと位置９７のＴｈｒの間にＬｅｕとＰｈｅの挿入を含む。したがって、一実施形態に
おいて、本発明の抗体は、下記の配列番号２２５に示される配列を含む軽鎖可変ドメイン
を含む。
Ser-1　Asp1 Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg 
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln 
Lys Pro Gly Glu Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Ser Leu Tyr Ser Gly Val 
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu 
Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Ser Ser Leu Phe 
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys （配列番号２２５）（ＨＶＲ残基を下線
で示す）。
huMAb4D5-8に関する置換された残基は、上記に太字及び斜体で示される。
【００９０】
　本発明の抗体の特定の実施態様は、以下の配列を有する重鎖可変ドメインを含む：
Glu Ile Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 
Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Val Lys Thr Gly Leu Ile His Trp Val 
Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile Ser Pro Tyr Tyr Gly Ser 
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Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn 
Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
Arg Glu Tyr Tyr Arg Trp Tyr Thr Ala Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr 
Val Ser Ser (配列番号２２６）（ＨＶＲ残基を下線で示す）。
　一実施態様では、重鎖可変ドメイン配列は、太字、斜字の位置で修飾されている。別の
実施態様では、太字、斜字のＳｅｒはＴｈｒに変えられている。別の実施態様では配列番
号２２６に示す重鎖可変ドメイン配列の最初の３残基が存在しない。
【００９１】
　別の実施態様では、本発明の抗体は、以下の配列を有する重鎖可変ドメインを含む：
Glu Ile Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 
Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Val Lys Thr Gly Leu Ile His Trp Val 
Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile Thr Pro Tyr Tyr Gly Ser 
Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn 
Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
Arg Glu Tyr Tyr Arg Trp Tyr Thr Ala Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr 
Val Ser Ser (配列番号２２７）（ＨＶＲ残基を下線で示す）。
【００９２】
　別の実施態様では、本発明の抗体は、以下の配列を有する重鎖可変ドメインを含む：
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu 
Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Val Lys Thr Gly Leu Ile His Trp Val Arg Gln Ala 
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr Ile Thr Pro Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Tyr 
Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Tyr 
Tyr Arg Trp Tyr Thr Ala Ile Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
(配列番号２２８）（ＨＶＲ残基を下線で示す）。
【００９３】
　特定のリジン結合を含むポリユビキチンに対する結合活性が実質的に保持されるならば
、本発明の抗体はいかなる適切なフレームワーク可変ドメイン配列をも含むことができる
。例えば、一部の実施形態では、本発明の抗体は、ヒトサブグループＩＩＩ重鎖フレーム
ワークコンセンサス配列を含んでなる。これらの抗体の一実施形態において、フレームワ
ークコンセンサス配列は、位置７１、７３及び／又は７８に置換を含む。
　これらの抗体の一部の実施形態において、位置７１はＡであり、７３はＴであり、及び
／又は、７８はＡである。一実施形態において、これらの抗体はhuMAb4D5-8（HERCEPTIN
（登録商標）Genentech, Inc．、米国カリフォルニア州サウスサンフランシスコ）（米国
特許番号６４０７２１３号及び同第５８２１３３７、及びLee等、J． Mol． Biol． (200
4), 340(5):1073-93においても言及される）の重鎖可変ドメインフレームワーク配列を含
む。一実施形態において、これらの抗体は、ヒトкI軽鎖フレームワークコンセンサス配
列を更に含む。一実施形態において、これらの抗体は、配列番号３、４、８－５８及び１
１１の軽鎖ＨＶＲ配列配の内の少なくとも１、２又は全てを含む。一実施形態において、
これらの抗体は、米国特許番号６４０７２１３号及び同第５８２１３３７号に記載されて
いるような、huMAb4D5-8の軽鎖ＨＶＲ配列を含む。一実施形態において、これらの抗体は
、huMAb4D5-8（配列番号７８３及び７８４）（HERCEPTIN（登録商標）Genentech, Inc．
、米国カリフォルニア州サウスサンフランシスコ）（米国特許番号６４０７２１３及び５
８２１３３７、及びLee等、J． Mol． Biol． (2004), 340(5):1073-93においても言及さ
れている）の軽鎖可変ドメイン配列を含む。
【００９４】
　一実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配
列は、配列番号１１３－１８８、２０９－２１２、及び２１７－２２０の内の少なくとも
一つを含み、ＨＶＲ　Ｈ１配列は配列番号５であり、ＨＶＲ　Ｈ２配列は配列番号５９－
１１０及び１１２から選択され、ＨＶＲ　Ｈ３配列は配列番号６である。一実施形態にお
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いて、本発明の抗体は、軽鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は、配列番号
１８９－２０４、２０５－２０８及び２１３－２１６の内の少なくとも一つの配列を含み
、ＨＶＲ－Ｌ１配列は配列番号３であり、ＨＶＲ－Ｌ２配列は配列番号８－５８の少なく
とも１つから選択され、ＨＶＲ－Ｌ３配列は配列番号４である。
【００９５】
　一実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配
列は、配列番号１１３－１８８の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｈ１、Ｈ２及び
Ｈ３配列はそれぞれ配列番号５、６０及び６である（クローンＡｐｕ３．Ａ８）。同様に
、他の実施形態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の
抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号１１３－１８８の少
なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号５であり、ＨＶＲ－Ｈ２配列は表Ｂ
の各クローンについて特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号６である。一
実施形態において、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は
、配列番号１８９－２０４の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ２及びＬ３
配列は、それぞれ配列番号３、８及び４である（Ａｐｕ３．Ａ８）。同様に、他の実施形
態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の抗体は軽鎖可
変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号１８９－２０４の少なくとも一つ
の配列を含み、ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号３であり、ＨＶＲ－Ｌ２配列は表Ｂの各クローン
について特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号４である。
【００９６】
　一実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配
列は、配列番号２０９－２１２の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｈ１、Ｈ２及び
Ｈ３配列はそれぞれ配列番号５、６０及び６である（クローンＡｐｕ３．Ａ８）。同様に
、他の実施形態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の
抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号２０９－２１２の少
なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号５であり、ＨＶＲ－Ｈ２配列は表Ｂ
の各クローンについて特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号６である。一
実施形態において、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は
、配列番号２０５－２０８の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ２及びＬ３
配列は、それぞれ配列番号３、８及び４である（Ａｐｕ３．Ａ８）。同様に、他の実施形
態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の抗体は軽鎖可
変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号２０５－２０８の少なくとも一つ
の配列を含み、ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号３であり、ＨＶＲ－Ｌ２配列は表Ｂの各クローン
について特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号４である。
【００９７】
　一実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配
列は、配列番号２１７－２２０の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｈ１、Ｈ２及び
Ｈ３配列はそれぞれ配列番号５、６０及び６である（クローンＡｐｕ３．Ａ８）。同様に
、他の実施形態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の
抗体は重鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号２１７－２２０の少
なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号５であり、ＨＶＲ－Ｈ２配列は表Ｂ
の各クローンについて特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号６である。一
実施形態において、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は
、配列番号２１３－２１６の少なくとも一つの配列を含み、ＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ２及びＬ３
配列は、それぞれ配列番号３、８及び４である（Ａｐｕ３．Ａ８）。同様に、他の実施形
態では、本願明細書の表Ｂに示すクローンＡｐｕ３．Ａ９－Ｈ１０の各々の抗体は軽鎖可
変ドメインを含み、そのフレームワーク配列は配列番号２１３－２１６の少なくとも一つ
の配列を含み、ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号３であり、ＨＶＲ－Ｌ２配列は表Ｂの各クローン
について特に列挙される配列であり、ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号４である。
【００９８】
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　別の例では、高い親和性でＫ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合するが、それよ
りも実質的に低い親和性でＫ４８結合型ポリユビキチンと結合する本発明の親和成熟抗体
は、ＨＶＲ－Ｈ２アミノ酸位置５０、５２、５３、５４及び５６に置換を含む。別の実施
例では、高い親和性でＫ６３結合型ポリユビキチンと特異的に結合するが、それよりも実
質的に低い親和性でＫ４８結合型ポリユビキチンと結合する本発明の親和成熟抗体は、Ｈ
ＶＲ－Ｌ２アミノ酸位置４９、５０、５２及び５３に置換を含む。
【００９９】
一実施形態において、本発明の抗体は、配列番号５、８及び６の配列を含む重鎖可変ドメ
インを含んでなる。一実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３、６０及び４の配
列を含む軽鎖可変ドメインを含んでなる。一実施形態において、本発明の抗体は、配列番
号５、８及び６の配列を含む重鎖可変ドメインと、更に、配列番号３、６０及び４の配列
を含む軽鎖可変ドメインとを含んでなる。一実施形態において、本発明の抗体は、配列番
号５、６３及び６の配列を含む重鎖可変ドメインを含んでなる。一実施形態において、本
発明の抗体は、配列番号３、１１及び４の配列を含む軽鎖可変ドメインを含んでなる。一
実施形態において、本発明の抗体は、配列番号５、６３及び６の配列を含む重鎖可変ドメ
インと、更に、配列番号３、１１及び４の配列を含む軽鎖可変ドメインとを含んでなる。
別の実施形態において、本発明の抗体は、配列番号５、６６及び６の配列を含む重鎖可変
ドメインを含んでなる。一実施形態において、本発明の抗体は、配列番号３、１４及び４
の配列を含む軽鎖可変ドメインを含んでなる。一実施形態において、本発明の抗体は、配
列番号５、６６及び６の配列を含む重鎖可変ドメインと、更に、配列番号３、１４及び４
の配列を含む軽鎖可変ドメインとを含んでなる。
【０１００】
　一態様では、本発明は、ポリユビキチンに対する結合について上述の抗体のいずれかと
競合する抗体を提供する。一態様では、本発明は、上述の抗体のいずれかと同じポリユビ
キチン上の抗原決定基に結合する抗体を提供する。
　本願明細書において示されるように、本発明の抗体は、Ｋ６３リジン結合を有する単離
されたポリユビキチンと特異的に結合する。本願明細書において示されるように、そのポ
リユビキチンを異種タンパク質に付着させるとき、本発明の抗体も特定のリジン結合を有
するポリユビキチンと特異的に結合する（例えば実施例２及び３を参照）。
【０１０１】
　少なくとも一つの抗ポリユビキチン抗体、又は抗ポリユビキチン抗体をコードする配列
を含む少なくとも一つのポリヌクレオチドを含んでなる組成物が提供される。特定の実施
形態では、組成物は、医薬品組成物とすることができる。本明細書で使用する場合、組成
物は、一つ以上のポリユビキチンと結合する一つ以上の抗体か、又は一つ以上のポリユビ
キチンと結合する一つ以上の抗体をコードする配列を含む一つ以上のポリヌクレオチドを
含んでなる。これらの組成物は、公知の適切な担体、例えばバッファーを含む製薬的に許
容可能な賦形剤等を更に含むことができる。
　単離された抗体及びポリヌクレオチドも提供される。特定の実施形態では、単離された
抗体及びポリヌクレオチドは実質的に純粋である。
【０１０２】
　一実施形態において、抗ポリユビキチン抗体はモノクローナル抗体である。別の実施形
態では、抗ポリユビキチン抗体の断片（例えばFab、Fab'－SH及びF（ab'）2断片）が提供
される。これらの抗体断片は、酵素消化等の従来の手段によって作成することができるか
又は組換え体技術によって生成することができる。このような抗体断片は、キメラ抗体、
ヒト化抗体、又はヒト抗体でもよい。これらの断片は、後述する診断及び治療目的に有用
である。
【０１０３】
ファージディスプレイライブラリを用いた抗ポリユビキチン抗体の生成
　対象とする抗体が得られるファージディスプレイライブラリを生成するための様々な方
法が従来技術に既知である。対象とする抗体の一生成法では、Lee等、J. Mol. Biol. (20
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04), 340(5):1073-93に記載されているファージ抗体ライブラリを使用する。
　本発明の抗ポリユビキチン抗体は、所望される活性を有する合成抗体クローンをスクリ
ーニングするために、コンビナトリアルライブラリを用いて同定することができる。原則
として、合成抗体クローンを、ファージコートタンパク質と融合した抗体可変領域(Fv)の
種々の断片を表示するファージを有するファージライブラリをスクリーニングすることに
よって選択される。このようなファージライブラリは、所望される抗原に対するアフィニ
ティークロマトグラフィーによって選別される。所望される抗原と結合することができる
Fv断片を発現するクローンは抗原へ吸収され、それによって、ライブラリの非結合クロー
ンから分離される。次いで、この結合クローンは、抗原から溶出させることが可能であり
、抗原吸収／溶出の付加的サイクルによってさらに濃縮することができる。本発明の任意
の抗ポリユビキチン抗体は、興味の対象であるファージクローンを選択するために適切な
抗原スクリーニング手法を設計し、続いて、興味の対象であるファージクローンからのFv
配列、及びKabatら, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Editio
n, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切な定常領域(
Fc)配列を用いての全長抗ポリユビキチン抗体クローンの構築によって得ることができる
。
【０１０４】
　抗体の抗原結合ドメインは、約１１０アミノ酸の２つの可変(V)領域である軽(VL)及び
重(VH)鎖で形成され、その双方には、３つの超可変ループ又は相補鎖決定領域(CDRs)が存
在する。可変ドメインは、Winterら，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に記載の
ように、VH及びVLが短くて柔軟なペプチドを介して共有結合している一本鎖Fv(scFv)断片
として、又は定常ドメインと融合して非共有的に相互作用しているFab断片のいずれかと
してファージ上に機能的に表示することができる。ここで用いられているように、scFvコ
ード化ファージクローン、及びFabコード化ファージクローンは、総称して「Fvファージ
クローン」又は「Fvクローン」と呼ぶ。
【０１０５】
　VH及びVL遺伝子のレパートリーを、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)によって分離してクロ
ーンし、ファージライブラリにおいてランダムに組み換えられることが可能であり、それ
は、Winterら，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように抗原結合クロー
ンについて探索することが可能である。免疫化したソースからのライブラリは、ハイブリ
ドーマを構成する必要がなく、免疫原に対する高親和性抗体を提供する。あるいは、天然
レパートリーをクローニングして、Griffithsら，EMBO J, 12: 725-734(1993)に記載のよ
うにどんな免疫化もせずに、幅広い非自己及びまた自己抗原に対するヒト抗体の単一のソ
ースを提供することが可能である。最終的には、天然ライブラリは、また、Hoogenboom及
びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、幹細胞からの再配列され
ていないV遺伝子セグメントをクローニングし、及びランダム配列を有するPCRプライマー
を利用して高度可変CDR3領域をコードし、インビトロでの再配列を完成させることによっ
て合成的に作製することができる。
【０１０６】
　繊維状ファージは、マイナーコートタンパク質pIIIへの融合によって、抗体断片を表示
するのに用いられる。この抗体断片は、一本鎖Fv断片として表示することが可能であり、
そのVH及びVLドメインは、例えば、Marksら，J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に記載
のような、又は、例えば、Hoogenboomら，Nucl. Acids. Res., 19: 4133-4137(1991)に記
載のような、１つの鎖はpIIIと融合し、もう一方の鎖は、幾つかの野生型コートタンパク
質を置換することによってファージ表面上に表示されるようになるFabコートタンパク質
構造のアセンブリがある細菌宿主細胞のペリプラズムへ分泌されるFab断片のように、柔
軟なポリペプチドスペーサーによって同じポリペプチド鎖上に連結されている。
【０１０７】
　一般的に、抗体遺伝子断片をコードする核酸は、ヒト又は動物から収集した免疫細胞か
ら得られる。抗ポリユビキチンクローンに有利になるように偏ったライブラリが望ましい
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場合には、検体をポリユビキチンで免疫化して抗体応答を生成させ、そして、脾臓細胞及
び／又は循環B細胞又は他の末梢血リンパ球(PBL)を、ライブラリ構築のために回収する。
一実施態様では、ポリユビキチン免疫化により、ポリユビキチンに対するヒト抗体を産生
するB細胞が生じるように、抗ヒトポリユビキチンクローンに好ましいヒト抗体遺伝子断
片ライブラリは、機能的ヒト免疫グロブリン遺伝子アレイを有する(及び、機能的な内因
性抗体産生系を欠く)トランスジェニックマウスにおける抗ヒトポリユビキチン抗体応答
を生成することによって得られる。ヒト抗体産生トランスジェニックマウスの作製は以下
の（ＩＩＩ）（ｂ）の章に記載する。
【０１０８】
　抗ポリユビキチン反応細胞集団のさらなる濃縮は、適切なスクリーニング手法を利用し
てポリユビキチン特異的膜結合抗体を発現するB細胞を単離すること、例えば、ポリユビ
キチンアフィニティクロマトグラフィーによる細胞分離、又は蛍光色素標識ポリユビキチ
ンへの細胞の吸着とその後の蛍光標示式細胞分取器(FACS)によって得ることができる。
　あるいは、非免疫化供与体からの脾臓細胞及び／又はB細胞又は他のPBLの利用によって
可能性のある抗体レパートリーのより良い表示が提供され、また、ポリユビキチンが免疫
原ではない任意の動物(ヒト又は非ヒト)種を利用した抗体ライブラリの構築が可能となる
。インビトロの抗体遺伝子コンストラクトを取り込むライブラリに関しては、幹細胞を被
検体から収集して非再配列の抗体遺伝子セグメントをコードする核酸を提供する。対象の
免疫細胞は、種々の動物種、例えばヒト、マウス、ラット、ウサギ目、オオカミ、犬科、
ネコ科、ブタ、ウシ、ウマ、及びトリ種等から得ることができる。
【０１０９】
　抗体可変遺伝子セグメント(VH及びVLセグメントを含む)をコードする核酸を、興味の対
象の細胞から回収して増幅した。再配列したVH及びVL遺伝子ライブラリの場合では、その
所望するDNAは、Orlandiら，Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837 (1989)に記
載されているように、リンパ球からのゲノムDNA又はmRNAを単離し、再配列したVH及びVL
遺伝子の5'及び3'末端と一致するプライマーによるポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を行うこ
とによって得ることが可能であり、よって発現のための多様なV遺伝子レパートリーを作
製することができる。このV遺伝子は、Orlandiら, (1989)及びWardら，Nature, 341: 544
-546(1989)に記載のように、成熟Vドメインをコードするエクソンの5'末端のバックプラ
イマーとJセグメントに基づいた前方向プライマーにより、cDNA及びゲノムDNAから増幅す
ることが可能である。しかしながら、cDNAからの増幅のためには、バックプライマーは、
また、Jonesら，Biotechnol., 9:88-89(1991)に記載のようにリーダーエクソンに、前方
向プライマーは、Sastryら，Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86:5728-5732(1989)に記載
のように定常領域内に基づくことが可能である。相補性を最大にするために、Orlandiら(
1989)又はSastryら(1989)に記載のように、縮重をプライマーへ取り込むことが可能であ
る。特定の実施形態では、例えば、Marksら，J. Mol. Biol., 222: 581-597(1991)の方法
に記載のように、又はOrumら，Nucleic Acids Res., 21: 4491-4498(1993)の方法に記載
のように、免疫細胞の核酸試料に存在するすべての入手可能なVH及びVL配列を増幅するた
めに、各V遺伝子ファミリーを標的にしたPCRプライマーを用いて、そのライブラリの多様
性を最大にする。発現ベクターへの増幅DNAのクローニングに関しては、希な制限部位を
、Orlandiら(1989)に記載のように、又はClacksonら，Nature, 352: 624-628(1991)に記
載のようにタグ付加したプライマーによるさらなるPCR増幅によって、PCRプライマー内の
１つの末端へタグとして導入することができる。
【０１１０】
　合成的に再配列したV遺伝子のレパートリーは、V遺伝子セグメントからインビボで誘導
することができる。殆どのヒトVH遺伝子セグメントはクローニング及び配列決定(Tomlins
onら, J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992)に報告されている)、そしてマッピングがされ
ている(Matsudaら，Nature Genet., 3: 88-94(1993))；これらクローニングされたセグメ
ント(H1及びH2ループのすべての主要なコンホメーションを含む)は、Hoogenboom及びWint
er, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、多様な配列と長さのH3ループを
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コードするPCRプライマーによる多様なVH遺伝子レパートリーを作製するのに用いられる
。VHレパートリーは、また、Barbasら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-4461(19
92)に記載されているように、単一の長さの長いH3ループに焦点を合わせたすべての配列
多様性をともなって作製することができる。ヒトVκ及びVλセグメントはクローニング及
び配列決定がなされ(Williams及びWinter， Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461(1993))、
合成軽鎖レパートリーを作製するのに利用することができる。VH及びVLフォールドの範囲
及びL3及びH3の長さに基づく合成的V遺伝子レパートリーは、相当に構造的多様性を有す
る抗体をコードする。DNAをコードするV遺伝子の増幅に続いて、生殖系のV遺伝子セグメ
ントは、Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)の方法に従ってイン
ビトロで再配列することができる。
【０１１１】
　抗体断片のレパートリーは、幾つかの方法でVH及びVL遺伝子レパートリーを共に組み合
わせることによって構築することができる。各レパートリーを異なるベクターで作製し、
そのベクターを、例えばHogrefeら, Gene, 128: 119-126(1993)に記載のようにインビト
ロで、又はコンビナトリアル・インフェクション、例えばWaterhouseら, Nucl. Acids Re
s., 21: 2265-2266(1993)に記載のloxP系によってインビボで作製することが可能である
。このインビボの組み換え手法では、大腸菌の形質転換効率によって強いられるライブラ
リの大きさの限界を克服するために、二本鎖種のFabフラグメントが利用される。ナイー
ブのVH及びVLレパートリーは、１つはファージミドへ、そして他はファージベクターへと
個別にクローニングされる。この２つのライブラリは、その後、各細胞が異なる組み合わ
せを有し、そのライブラリの大きさが、存在する細胞の数(約１０１２クローン)によって
のみ限定されるように、ファージミド含有細菌のファージ感染によって組み合わせられる
。双方のベクターは、VH及びVL遺伝子が単一のレプリコンへ組み換えられ、ファージビリ
オンへ共にパッケージされるように、インビボの組み換えシグナルを有する。これら巨大
なライブラリは、良好な親和性(約１０-8MのKｄ

-1)の多くの多様な抗体を提供する。
【０１１２】
　別法として、このレパートリーは、例えばBarbasら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
 7978-7982(1991)に記載のように、同じベクターへ連続してクローニングするか、又は、
Claksonら, Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにPCR後に、クローニングすること
でアセンブリすることができる。PCRアセンブリは、また、柔軟なペプチドスペーサーを
コードしているDNAとVH及びVL DNAを連結させて、単鎖のFv(scFv)レパートリーを形成す
ることに利用することができる。さらに他の技術では、「細胞内でのPCRアセンブリ」は
、Embletonら, Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837(1992)に記載のように、PCRによってリ
ンパ球内のVH及びVL遺伝子を組み合わせて、その後、連結した遺伝子のレパートリーをク
ローニングするのに利用される。
　ライブラリのスクリーニングは、いずれかの既知の技術によって行うことができる。例
えば、ポリユビキチンを使用して、吸着プレートの壁をコーティングし、吸着プレートに
固定した宿主細胞上に発現させることができるか、細胞選別に使用することができるか、
ビオチンにコンジュゲートさせて、ストレプトアビジンでコーティングしたビーズにて捕
捉することができるか、又はファージディスプレイライブラリをパニングするための何れ
かの既知の方法に使用することができる。
【０１１３】
　ファージライブラリサンプルを、少なくとも一部のファージ粒子を吸収剤と結合させる
のに適した条件下で、固定化したポリユビキチンに接触させる。通常、ｐＨ、イオン強度
、温度等を含むこの条件は、生理的条件に近似するように選択される。固体ファージに結
合させるファージを洗浄し、次いで、Barbas等、Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-
7982 (1991)に記載のように酸により、Marks等、J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)に
記載のようにアルカリにより、或いは、例えばClackson等、Nature, 352: 624-628 (1991
)の抗原競合法に類似の手順での、ポリユビキチン抗原競合により、溶出する。ファージ
は、単一回の選択で２０～１，０００倍に濃縮することができる。更に、濃縮ファージを
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細菌培養で増殖させ、更なる選択回を行うことができる。
　選択の効率は、洗浄の間の解離の動力学、及び単一のファージ上の多数の抗体断片が同
時に抗原と結合できるかどうかを含む、多数の要因によって決まる。短時間の洗浄、多価
のファージディスプレイ、及び固体相の抗原の高いコーティング密度により、速い解離動
態（及び弱い結合親和性）を有する抗体を保持することができる。密度が高いことは、多
価の相互作用によりファージを安定させるだけでなく、解離したファージの再結合に有利
である。遅い解離動態（及び良好な結合親和性）を有する抗体の選択を、長時間の洗浄及
びBass等、Proteins, 8: 309-314 (1990)及びWO 92/09690に記載のような単価ファージデ
ィスプレイ、並びにMarks等Biotechnol., 10: 779-783 (1992)に記載のような抗原の低い
コーティング密度によって促進することができる。
【０１１４】
　ポリユビキチンのために、異なる親和性のファージ抗体間で選択を行うことが、親和性
の差異がわずかであっても、可能である。しかしながら、選択された抗体をランダムに変
異させることにより（例えば、上記親和性成熟技術の一部において行われるように）、多
数の変異が生じ、大部分が抗原に結合し、且つ少数に親和性の向上が生じると思われる。
ポリユビキチンが制限されている場合、珍しい高親和性ファージを計算することができた
。親和性の高い変異体全てを保持するため、過剰ビオチン標識したポリユビキチンである
が、ポリユビキチンの標的モル親和性定数より低いモル濃度でビオチン標識したポリユビ
キチンを用いてファージをインキュベートすることができる。次いで、ストレプトアビジ
ンでコーティングした常磁性ビーズで高親和性結合ファージを捕捉することができる。こ
のような「平衡捕捉」により、結合の親和性に従って抗体を選択することができ、その際
の感受性は、親和性の低い、過剰なファージの２倍に過ぎない親和性を有する変異クロー
ンを単離可能なものである。固体相に結合したファージの洗浄に使用する条件を操作して
、解離動態に基づく識別を行なうこともできる。
【０１１５】
　抗ポリユビキチンクローンは、活性により選択することもできる。一実施形態では、本
発明はポリユビキチンリガンドとポリユビキチンとの結合を遮断するが、ポリユビキチン
リガンドと第２のタンパク質との結合を遮断しない抗ポリユビキチン抗体を提供する。そ
のような抗ポリユビキチン抗体に対応するＦｖクローンは、（１）上記Ｂ（Ｉ）（２）に
記載のように、ファージライブラリから抗ポリユビキチンクローンを単離し、場合によっ
て、単離されたファージクローンの集団を、当該集団を適切な細菌宿主中で増殖させるこ
とにより増幅すること、（２）それぞれ、所望の遮断活性及び非遮断活性を有する、ポリ
ユビキチン及び第２タンパク質を選択すること、（３）抗ポリユビキチンファージクロー
ンを吸収してポリユビキチンを固定すること、（４）過剰な第２タンパク質を使用して、
第２タンパク質の結合決定基と重複するか、同決定基と共有されるポリユビキチン結合決
定基を認識するすべての望ましくないクローンを溶出すること、及び（５）（４）の後に
吸収されたままのクローンを溶出することにより、選択することができる。場合によって
、所望の遮断／非遮断特性を有するクローンを、本明細書に開示される選択手順を１回以
上繰り返すことにより、更に濃縮することができる。
【０１１６】
　本発明のＦｖクローンをコードするＤＮＡは、従来の手順により容易に単離及び配列決
定することができる（例えば、ハイブリドーマ又はファージＤＮＡテンプレートから対象
の重鎖及び軽鎖コード化領域を特異的に増幅させるように設計されたオリゴヌクレオチド
プライマーを用いることにより）。単離後、ＤＮＡを発現ベクターに配置し、次いで当該
ベクターを、大腸菌細胞、サルのＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）
細胞、又は他の場合には免疫グロブリンタンパク質を生成しない骨髄腫細胞等の宿主細胞
に形質移入し、よって組換え宿主細胞中に所望のモノクローナル抗体の合成を得る。抗体
コード化ＤＮＡの細菌における組換え発現に関する参考文献には、Skerra等、Curr. Opin
ion in Immunol., 5: 256 (1993)及びPluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992)が含
まれる。
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　本発明のＤＮＡコード化Ｆｖクローンを、重鎖及び／又は軽鎖の定常領域をコードする
既知のＤＮＡ配列（例えば、適切なＤＮＡ配列をKabat等、上掲から得ることができる）
と組み合わせ、完全長又は部分長の重鎖及び軽鎖を形成することができる。ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及びＩｇＥ定常領域を含む、任意のアイソタイプの定常領域をこの
目的のために使用できること、及びそのような定常領域は任意のヒト又は動物の種から採
取できることを理解されたい。「ハイブリッド」の完全長重鎖及び／又は軽鎖のコード化
配列を形成するために、一の動物（例えばヒト）の種の可変ドメインＤＮＡから採取し、
次いで別の動物種の定常ドメインＤＮＡに融合させるＦｖクローンは、本明細書で使用す
る「キメラ」抗体及び「ハイブリッド」抗体の定義に含まれる。一実施形態では、ヒト可
変ＤＮＡ由来のＦｖクローンをヒトの定常領域ＤＮＡに融合させ、全ヒトの完全長又は部
分長重鎖及び／又は軽鎖のコード化配列を形成する。
【０１１７】
　ナイーブのライブラリ(天然又は合成のいずれか)によって産生された抗体は中度の親和
性(約１０６～１０７M-1のKd

-1)である可能性があるが、Winterら(1994), 上掲に記載の
ように第二番目のライブラリから構築して遊離することによって、親和性成熟をもインビ
トロで模倣することが可能である。例えば、Hawkinsら, J. Mol. Biol. 226: 889-896(19
92)の方法、又はGramら, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580(1992)の方法にお
いてエラー・プローンポリメラーゼ(Leungら, Technique, 1:11-15(1989)で報告されてい
る)を利用することによって、突然変異をインビトロでランダムに導入することができる
。さらには、１つ又はそれより多いCDRをランダムに変異させることによって、例えば、
選択した個々のFvクローンにおいて、対象のCDRまで及ぶランダム配列を有するプライマ
ーによるPCRを利用して、そしてより高い親和性クローンをスクリーニングすることで親
和性成熟をおこなうことが可能である。国際公開9607754(1996年3月14日に公開)は、免疫
グロブリン軽鎖の相補性決定領域へ突然変異生成を誘導して軽鎖遺伝子のライブラリを作
製する方法を記載している。その他の有効な手法は、Marksら, Biotechnol. 10: 779-783
(1992)に記載のように、非免疫化供与体から得られた天然で発生するVドメイン変異体の
レパートリーによるファージディスプレイによって選択されたVH又はVLドメインを組み換
えること、及び数回のチェーン・シャッフリングにおいてより高い親和性についてスクリ
ーニングすることである。この技術は、１０-9Mの範囲の親和性の抗体及び抗体断片の産
生を可能にする。
【０１１８】
抗ポリユビキチン抗体を生成する他の方法
　更に、抗体を生成して親和性を評価する他の方法が従来技術に既知であり、例えばKohl
er等、Nature 256: 495 (1975)；米国特許第４８１６５６７号；Goding, Monoclonal Ant
ibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986；Kozbor, J. I
mmunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等、Monoclonal Antibody Production Techniques a
nd Applications, 51-63頁(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987；Munson等、Anal. Bi
ochem., 107:220 (1980)；Engels等、Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28: 716-734 (1989
)；Abrahmsen等、EMBO J., 4: 3901 (1985)；Methods in Enzymology, vol. 44 (1976)；
Morrison等、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)に記載されている。
【０１１９】
一般的方法
　総じて、本発明は、親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体を提供する。
これらの抗体は、米国特許公開番号第ＵＳ２００７－０２１８０６９号（本願明細書にお
いて完全に引用したものとする）に記載されている抗体と比較して、Ｋ６３結合型ポリユ
ビキチンに対して親和性及び特異性を増大している。その刊行物において同定された最も
良い抗Ｋ６３結合型Ｆａｂ（Ａｐｕ２．１６）は、約１００ｎＭのＫｄ及びＫ４８結合型
ポリユビキチンに対する少量の人為的な結合性を有する。本願明細書において提供する改
良されたＦａｂと抗体はＡｐｕ２．１６の親和性成熟されたバージョンであり、最も良い
バインダー（例えば、Ｆａｂ　Ａｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２及びＡｐｕ３．Ｂ３及
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びそれらの抗体を参照）はＫ６３結合型ポリユビキチンに対するＡｐｕ２．１６の親和性
において１０倍を超える増大、及びＫ４８結合型ポリユビキチンに対するごくわずかな結
合性を有する。この親和性と感受性の増加によって、本発明の分子は、（ａ）本発明の分
子の中で増大した感受性及び／又は（ｂ）本発明の分子によるＫ６３結合型ポリユビキチ
ンの厳密な結合及び／又は（ｃ）　Ｋ４８結合型ポリユビキチンと比較して、親の分子Ａ
ｐｕ２．１６と比較してＫ６３結合型ポリユビキチンについての本発明の分子の増大した
特異性によって、恩恵をうけられる適用と方法のために用いられることができる。　　　
【０１２０】
　一実施態様では、本発明は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンが介在する疾患であって１又
は複数のＫ６３結合型ポリユビキチン活性の部分的又は全体的遮断が要求される疾患の治
療に役立つ抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体を提供する一実施態様では、本発明の抗Ｋ
６３結合型ポリユビキチン抗体は、癌を治療するために用いられる。別の実施態様では、
本願明細書において提供される抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、例えば上記の筋疾
患を治療するために用いられる。別の実施態様では、本願明細書において提供される抗Ｋ
６３結合型ポリユビキチン抗体は、例えば上記の神経疾患を治療するために用いられる。
別の実施態様では、本願明細書において提供される抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は
、遺伝病を治療するために用いられる。別の実施態様では、本願明細書において提供され
る抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、免疫性／炎症性疾患を治療するために用いられ
る。
【０１２１】
　本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体のユニークな特性は、扱いにくい高価な遺
伝子操作または生物物理学的な方法（例えば質量分析）を用いずに、それらを特に細胞機
構のポリユビキチンの異なるリジン結合型形態の間で区別することに役立つ。本発明の抗
Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、インビトロ及びインビボの両方でＫ６３結合型ポリ
ユビキチンの機能と活性を特徴づけるために用いることができる。例えば、本願明細書に
おいて示されるように、ＲＩＰ及びＩＲＡＫ１は、それぞれＴＮＦαまたはＩＬ－１β刺
激によって、Ｋ４８結合型又はＫ６３結合型ポリユビキチンを有する代替物タギングよっ
て機能と活性において調整される。本発明のＫ６３結合型ポリユビキチン抗体は、Ｋ６３
ユビキチンバージョンのＲＩＰ及び／又はＩＲＡＫを、直接に及び免疫沈降、ＥＬＩＳＡ
または免疫顕微鏡法のようなルーチンの生体分子アッセイで、質量分析または遺伝子操作
を必要とせず、感度が高く特異的な検出ができるようにする。次に、これは、これらの経
路の中で正常に機能しているものを観察し解明すること及び経路が異常に機能している場
合を検出することの両方に相当な利点を提供する。　　
【０１２２】
　本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、また、疾患の発現と病因における特異
的なリジン結合型ポリユビキチンの役割を決定するために用いることができる。上記の通
り、例えば本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチンは、ＲＩＰ又はＩＲＡＫ１が異常にＫ
６３ユビキチン化されているかどうかを測定するために使用することができ、それは次に
、１又は複数の疾病状態と相関している可能性があるＴＮＦαまたはＩＬ－１βシグナル
伝達の正常又は異常な機能について情報を提供する。　　
【０１２３】
　本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、更に１又は複数のＫ６３結合型ポリユ
ビキチンが異常に調整されるか又は異常に機能している疾患を、本発明の抗ポリユビキチ
ン抗体が特異的でないポリユビキチンの正常な活性を妨げずに、治療するために用いるこ
とができる。　　
　別の態様では、本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、Ｋ６３結合型ポリユビ
キチンの細胞集団内及び所与の細胞内の密度と分布の測定、及びＫ６３結合型ポリユビキ
チンの存在又は量に基づく細胞選別を含むさまざまな細胞型と組織におけるＫ６３結合型
ポリユビキチンの検出のようなＫ６３結合型ポリユビキチンの検出と隔離のための試薬と
して有用性を見い出される。本発明の抗体は、特にさまざまな鎖長の単離されたＫ６３結
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合型ポリユビキチンだけでなく、Ｋ６３結合型ポリユビキチンによってポリユビキチン化
されたタンパク質にも結合することが可能であり、したがって、遊離型（すなわち異種タ
ンパク質にコンジュゲートしていない）又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質（
すなわち、異種タンパク質にコンジュゲートされている）および／または両方の検出と結
合性は本願明細書において考察される。　　
　さらに他の態様では、本抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、本発明の対象抗体のそ
れらに類似した遮断活性パターンを有するポリユビキチン・アンタゴニストの発現に役立
つ。例えば、本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、同じＫ６３結合型ポリユビ
キチン結合特性および／またはＫ６３結合型ポリユビキチンによって介在される経路を遮
断する能力を有する他の抗体を決定し同定するために用いることができる。
　さらなる例として、本発明の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、直鎖状及び立体配
置のエピトープを含む本願明細書において例証した抗体と実質的に同じＫ６３結合型ポリ
ユビキチンの抗原決定基を結合する他の抗ポリユビキチン抗体を同定するために用いるこ
とができる。　　
【０１２４】
　本発明の抗ポリユビキチン抗体は、抗体がするように、Ｋ６３結合型ポリユビキチンに
対する１又は複数の結合パートナーの結合性を遮断することと類似した薬理効果を呈する
Ｋ６３結合型ポリユビキチンの小分子アンタゴニストを検査するためにＫ６３結合型ポリ
ユビキチンが関与する生理学的経路に基づくアッセイにおいて用いることができる。例え
ば、Ｋ６３結合型ポリユビキチンはＤＮＡ修復に関係していることが知られており（例え
ばPickart and Fushman, Curr. Opin. Chem. Biol. 8: 610-616 (2004)を参照）、したが
って、ＤＮＡ修復経路に対抗する抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体の活性はその同じＤ
ＮＡ修復経路のＫ６３結合型ポリユビキチンの１又は複数の潜在的な小分子アンタゴニス
トの活性と比較することができる。同様に、別の例では、Ｋ６３結合型ポリユビキチンは
パーキンソン病のレヴィー小体の形成に関係していることが知られており（例えばLim et
 al., J. Neurosci. 25(8): 2002-9 (2005)参照）、したがって、レヴィー小体の形成を
中和する抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体の活性は、レヴィー小体の形成を中和におけ
る、Ｋ６３結合型ポリユビキチンの１又は複数の潜在的な小分子アンタゴニストの活性と
比較されることができる。　
【０１２５】
　抗体の生成は、本願明細書において記載されているものを含む当該分野の通常の技術、
例えばハイブリドーマ技術、バインダー分子のファージ・ディスプレイ・ライブラリーの
スクリーニングを使用して行うことができる。これらの方法は、従来技術において確立さ
れている。
【０１２６】
　簡潔に説明すると、本発明の抗ポリユビキチン抗体は、一又は複数の所望の活性を有す
る合成抗体クローンをスクリーニングするために、コンビナトリアルライブラリを用いて
作製することができる。原則として、合成抗体クローンは、ファージコートタンパク質と
融合した抗体可変領域(Fv)の種々の断片を表示するファージを有するファージライブラリ
をスクリーニングすることによって選択される。このようなファージライブラリは、所望
される抗原に対するアフィニティークロマトグラフィーによって選別される。所望される
抗原と結合することができるFv断片を発現するクローンは抗原に吸収され、それによって
ライブラリーの非結合クローンから分離される。次いで、この結合クローンを抗原から溶
出することができ、抗原吸収／溶出のサイクルを繰り返すことによってさらに濃縮するこ
とができる。本発明の任意の抗ポリユビキチン抗体は、対象のファージクローンを選択す
るために適切な抗原スクリーニング手法を設計し、続いて対象のファージクローン由来の
Fv配列、及びKabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edit
ion, NIH Publication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切な定常領
域(Fc)配列を用いて完全長抗ポリユビキチン抗体クローンを構築することにより、得るこ
とができる。国際公開第０３／１０２１５７号パンフレット及びその引用文献も参照され
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たい。
【０１２７】
　一実施態様では、本発明の抗ポリユビキチン抗体はモノクローナルである。また、ここ
に提供される抗ポリユビキチン抗体のＦａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'-ＳＨ及びＦ(ａｂ')２断
片、並びにそれらの変形形態も本発明の範囲に含まれる。これらの抗体断片は、酵素消化
等の常套的な手段により作製することができるか、又は組換え技術により生成することが
できる。このような抗体断片は、キメラ、ヒト又はヒト化とすることができる。これらの
断片は、本明細書に定める実験、診断及び治療の目的に有用である。
　モノクローナル抗体は、ほぼ同種の抗体の集団から得ることができる。つまり、集団を
構成する個々の抗体は、少量だけ存在する可能性のある天然に発生する突然変異を別にす
れば同一である。従って、形容詞「モノクローナル」とは、別個の抗体の混合物ではない
という抗体の特性を示す。
　本発明の抗ポリユビキチンモノクローナル抗体は、Kohler等、Nature, 256:495 (1975)
によって最初に開示されたハイブリドーマ法を含む、従来技術に既知の様々な方法を用い
て作製することができるか、或いは組換えＤＮＡ法によって作製することができる(例え
ば、米国特許第４８１６５６７号)。
【０１２８】
ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡは
従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて)。多くの
ベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。宿
主細胞は、限定するものではないが、原核生物又は真核生物(一般的に哺乳動物)由来の細
胞を含む。この目的のために、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及びＩｇＥの定常領域
を含め、いずれかのアイソタイプの定常領域を使用することができ、そのような定常領域
は何らかのヒト又は動物種から採取することができる。
【０１２９】
原核生物の宿主細胞を用いた抗体生成
　　ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組
換え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細
胞のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオ
チドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得ら
れると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを
複製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手で
き知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換さ
れる特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能(異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発
現ないしその両方)及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。
一般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、
プロモーター、リボゾーム結合部位(ＲＢＳ)、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終
末配列が含まれる。
【０１３０】
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン(Ａｍｐ)及びテトラサイクリン(Ｔｅｔ)耐
性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。ｐＢ
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Ｒ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タンパ
ク質を発現する微生物によって使用可能なプロモーターを含むか、含むように変更される
。特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６４
８２３７号に詳細に記載されている。
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
【０１３１】
　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
ー-シストロン(翻訳単位)対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロン
の上流(５')に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には誘
導性と構成的との二つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の有
無又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写レ
ベルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　様々な潜在的宿主細胞によって認識されるプロモーターが非常にたくさん公知となって
いる。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモーターを
除去し、本発明のベクター内に単離したプロモーターを挿入することによって軽鎖又は重
鎖をコードするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター
配列と多くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせる
ために使用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーター
と比較して、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異
種プロモーターが有用である。
【０１３２】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター(例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター)も
好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要とさ
れる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコードす
るシストロンにそれらを作用可能に結合させることができる(Siebenlist等 (1980) Cell 
20:269)。
　本発明の一態様では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる(つまりシグナルペプチダーゼにより切断される)ものでなければならない
。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細胞
に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、Ｐｅ
ｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって置換
される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳＴＩ
Ｉシグナル配列又はその変異体である。
【０１３３】
　他の態様では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する(例として大腸菌ｔｒｘ



(39) JP 5523345 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

Ｂ－系)。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　本発明の抗体は、発現されるポリペプチド成分の量的な比を変更することにより、分泌
されて適切に集合体化(アセンブル)された本発明の抗体の産出を最大化することができる
発現系を用いても生成することができる。このような変更は、少なくとも部分的にはポリ
ペプチド成分の翻訳強度を同時に変更することにより行われる。
【０１３４】
　翻訳の強度を変更するための一つの技術は、Simmons等による米国特許第５８４０５２
３号に開示されている。この方法は、シストロン内の翻訳開始領域(ＴＩＲ)の変異体を利
用する。任意のＴＩＲについて、一連のアミノ酸又は核酸配列変異体を一定の範囲の翻訳
強度を有するように作成することができ、これにより特定の鎖に所望の発現レベルが得ら
れるようにこの因子を調節する便利な手段が提供される。ＴＩＲ変異体は、アミノ酸配列
を変更しうるコドンの変化を起こす常套的な変異原性技術により生成することができる。
特定の実施形態では、ヌクレオチド配列における変化はサイレントである。ＴＩＲにおけ
る変更は、例えば、シャイン・ダルガノ配列の数又はスペーシングの変更、並びにシグナ
ル配列の変更を含みうる。変異シグナル配列を生成するための一つの方法は、シグナル配
列のアミノ酸配列を変更しない(つまり、変化がサイレントである)コード化配列の始めに
「コドンバンク」を生成することである。これは、各コドンの３番目のヌクレオチド位置
を変更することにより達成することができる。加えて、いくつかのアミノ酸、例えばロイ
シン、セリン、及びアルギニンは、１番目及び２番目の位置を複数有しており、これによ
って前記バンクの作製が複雑になり得る。変異原性の方法は、Yansura等(1992)METHODS: 
A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158に詳細に記載されている。
【０１３５】
　一実施形態では、含有される各シストロンについて一定の範囲のＴＩＲ強度を有する一
組のベクターを生成する。この限定された組により、各鎖の発現レベル、及び種々のＴＩ
Ｒ強度の組み合わせにおける所望の抗体産物の産出を比較することができる。ＴＩＲ強度
は、Simmons等による米国特許第５８４０５２３号に詳細に記載されているレセプター遺
伝子の発現レベルを定量化することにより決定することができる。翻訳強度の比較に基づ
いて、所望の個々のＴＩＲを選択し、本発明の発現ベクターコンストラクトと組み合わせ
る。
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属(例
えば大腸菌)、バシラス属(例えば枯草菌)、エンテロバクター属、シュードモナス種(例え
ば緑膿菌)、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans)、クレブシエラ属、プロテウス
属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)が含ま
れる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞が本発
明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3
 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許第５６
３９６３５号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Wa
shington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATCC寄託
番号27,325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B, 大
腸菌λ 1776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘導体
も好適である。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型を有
する上記の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当業者に公知であり、例として, Bass等, 
Proteins, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリコンの
複製能を考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＡＣＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用してレプ
リコンを供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主として好
適に用いることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しな
ければならず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入すること
ができる。
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【０１３６】
　　抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
ア培地(ＬＢ)プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発現
ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成に
基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝子
を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
【０１３７】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。例えば、大腸菌の増殖に対しては、限定
するものではないが、約２０℃から約３９℃、約２５℃から約３７℃の範囲、及び約３０
℃を含む温度範囲で増殖が起こる。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から
約９の範囲の任意のｐＨでありうる。大腸菌に対しては、ｐＨは約６．８から約７．４、
又は約７．０とすることができる。
　本発明の発現ベクターに誘導性プロモーターが用いられる場合、プロモーターの活性に
適する条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制
御のためにＰｈｏＡプロモーターが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘
導のためにリン酸限定培地で培養する。一実施態様では、リン酸限定培地はＣ．Ｒ．Ａ．
Ｐ培地である(例として、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)
。様々な他の誘導因子は用いるベクターコンストラクトに応じて当業者に知りうるように
用いてよい。
【０１３８】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方
法を使用して同定することができる。
　本発明の一態様では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、例えば約１０００から１０００００リットルの容量である。こ
れらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(一般的炭素／エネルギー源)を分散させ



(41) JP 5523345 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

る撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で、約１リ
ットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
【０１３９】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
【０１４０】
　発現された異種タンパク質(特にタンパク分解を受けやすいもの)のタンパク質分解を最
小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることができ
る。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ
、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及び
その組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を
生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲
のJoly等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第
５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されてい
る。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
【０１４１】
　　抗体精製
　一実施態様では、ここで生成される抗体タンパク質を更に精製することにより、更なる
アッセイ及び使用のためにほぼ同種の調製物を得る。当分野で公知の標準的なタンパク質
精製方法を用いることができる。以下の方法は好適な精製手順の例である：免疫親和性又
はイオン交換カラムによる分画化、エタノール沈降法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ又はＤＥＡ
Ｅなどの陽性交換樹脂によるクロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-Ｐ
ＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降法及び、例えばSephadex G-75を用いたゲル濾過法。
　一態様では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の抗体産物の免疫親和性精製法に
用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌から単離
した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark 等 (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-
13。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、或いは孔を調節したガラ
スカラム又はケイ酸カラムを含むカラムとすることができる。ある方法では、カラムは非
特異的な混入物の接着をできるだけ防ぐように、グリセロールなどの試薬でコートされる
。
　精製の初めの工程では、上記に記載のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固
定固形層に適応し、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させることができる。
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ついで、固形層を洗浄して、固形層に非特異的に結合した混入物を除去する。最後に、対
象とする抗体を溶出により固形層から除去する。
【０１４２】
真核生物の宿主細胞を用いた抗体の生成
　一般的に、ベクターは、限定するものではないが、以下の一以上を含む：シグナル配列
、複製起点、一以上のマーカ遺伝子、エンハンサー因子、プロモーター及び転写終末因子
。
【０１４３】
　　(i) シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。通常選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(
すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものである。哺乳動物細胞での発
現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペ
スｇＤシグナルが利用できる。
　このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコードするＤＮＡに読み取り枠を一致さ
せて結合される。
【０１４４】
　　(ii) 複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
【０１４５】
　　(iii) 選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
トラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)必要があれば栄養
要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質
をコードする。
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
【０１４６】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、オ
ルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、例えば、
ＤＨＦＲ活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞 (例として、AT
CC CRL-9096)を含む。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。米国特許
第４９６５１９９号を参照のこと。
【０１４７】
　　(iv) プロモーター成分
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　発現及びクローニングベクターは通常、宿主生物体によって認識され、対象のポリペプ
チドをコードする核酸(例えば抗体)に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核
生物のプロモーター配列が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転写開始
部位からおよそ２５ないし３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している。多数
の遺伝子の転写開始位置から７０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎが任意
のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には
、コード配列の３'末端へのポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列
がある。これらの配列は全て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体ポリペプチドの転写は、例えば、ポリ
オーマウイルス、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)、ウ
シ乳頭腫ウイルス、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
炎ウイルス及びサルウイルス４０(ＳＶ４０)のようなウイルスのゲノムから得られるプロ
モーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリ
ンプロモーター、或いは熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿
主細胞系に適合し得る限り、調節されうる。
　ＳＶ４０ウイルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウイルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第４４１９４４６
号に開示されている。この系の変形例は米国特許第４６０１９７８号に開示されている。
単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下におけるマウス細胞
内のヒトβインターフェロンｃＤＮＡの発現に関するReyes等、Nature 297:598-601 (198
2)も参照されたい。あるいは、ラウス肉腫ウイルス長末端反復をプロモーターとして使用
することができる。
【０１４８】
　　(v) エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物による本発明の抗体ポリペプチドをコードしているＤＮＡの転写は
、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強され得る。哺乳動
物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、
アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。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が用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側の
ＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウイルス初期プロモーター
エンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハン
サーが含まれる。真核生物プロモーターの活性化のための増強要素については、Yaniv, N
ature, 297:17-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチドコード
配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、通常プロモーターから５
'位に位置している。
【０１４９】
　　(vi) 転写終末成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含む。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤＮＡ
又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗
体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレ
オチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化
領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこ
と。
【０１５０】
　　(vii) 宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含む本明細書中に記載の高等真核生物細胞を含む。培養(
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組織培養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主
株化細胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１６５１);ヒト胚腎臓株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン
化された２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細胞
(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ,
 Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(Ｔ
Ｍ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ 
ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)
；ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣＣ
 ＣＣＬ３４)；バッファーローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；
ヒト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０６
５)；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Ma
ther等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；及
びヒト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
【０１５１】
　　(viii) 宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養すること
ができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(Sigma)、最小必須培地((ＭＥ
Ｍ),(Sigma)、ＲＰＭＩ-１６４０(Sigma)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ)
,Ｓｉｇｍａ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), 
Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７
８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公
開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９
８５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地
には何れもホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、
又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン
酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)
、抗生物質(例えば、GENTAMYCINTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存
在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応
じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当
な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた
宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【０１５２】
　　(ix) 抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で生成され、又は培地内に直接分泌される。抗
体が細胞内に生成された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れにし
ても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地に
分泌された場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃
縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮す
る。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を
阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい。
【０１５３】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティークロマトグラフィーは一般に許容可能な精製技術である。プロテインＡ等のアフ
ィニティー試薬の適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタ
イプに依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に
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用いることができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧ
は、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 1657
1575 (1986))。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであること
が最も多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベン
ゼン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短
い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノ
ール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフ
ィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー
(ポリアスパラギン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸ア
ンモニウム沈殿法も、回収される多価抗体に応じて利用可能である。
　任意の予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液を、例えばｐＨ約
２．５－４．５、一般的には低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用
いて低ｐＨ疎水性作用クロマトグラフィーにより、必要な精製ステップを更に行う。
　一般に、研究、試験及び臨床用に使用される抗体を調製するための技術及び方法は従来
技術において既に確立されており、上記と合致している及び／又は対象とする特定の抗体
について当業者により適切とみなされることに注意されたい。
【０１５４】
活性アッセイ
　本発明の抗体は、従来技術に既知の様々なアッセイにより、その物理的／化学的特性及
び生物学的機能について特徴付けることができる。
　精製された抗体は、Ｎ末端配列決定、アミノ酸分析、非変性サイズ排除高速液体クロマ
トグラフィー(ＨＰＬＣ)、質量分析、イオン交換クロマトグラフィー及びパパイン消化を
含むがこれらに限定されない一連のアッセイにより、更に特徴付けることができる。
　必要に応じて、抗体の生物学的活性が分析される。一部の実施態様では、本発明の抗体
の抗原結合活性について試験する。従来技術に既知の、本発明に使用可能な抗原結合アッ
セイには、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ(酵素結合免疫吸着
検定法)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イムノアッセイ、
及びプロテインＡイムノアッセイ等のあらゆる直接的又は競合的結合アッセイを含むがこ
れらに限定されない。
【０１５５】
　一実施態様では、本発明は、全てではないが幾つかのエフェクター機能を有する変更さ
れた抗体を考慮し、この抗体は、抗体のインビボ半減期が重要であり、更に特定のエフェ
クター機能(補体又はＡＤＣＣなど)が不要又は有害である多くの用途の好ましい候補とな
る。特定の実施態様では、抗体のＦｃ活性を測定して、所望の特性だけが維持されている
ことを確認する。インビボ及び／又はインビトロ細胞障害アッセイを行って、ＣＤＣ及び
／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲ)結合アッセイを行って、抗体がＦｃγＲ結合を欠損している(すなわちＡＤＣＣ活性
を欠損していると思われる)が、ＦｃＲｎ結合能は維持していることを確認することがで
きる。ＡＤＣＣを仲介する第一細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現し、その
一方で単核細胞はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血系細胞でのＦ
ｃＲ発現については、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)の464頁
の表3に要約されている。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロア
ッセイの一例は、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されてい
る。そのようなアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及び
ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞が含まれる。あるいは、又は加えて、対象とする分子のＡＤ
ＣＣ活性は、例えばClynes 等のPNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような
動物モデルにおいてインビボに評価することができる。また、Ｃ１ｑ結合アッセイを行っ
て、抗体がＣ１ｑに結合できない、つまりＣＤＣ活性を欠損していることを確認してもよ
い。補体活性化を評価するために、例えばGazzano-Santoro等、J. Immunol. Methods 202



(46) JP 5523345 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

:163 (1996)に記載のように、ＣＤＣアッセイを行ってもよい。また、ＦｃＲｎ結合及び
インビボクリアランス／半減期測定を、当分野で公知の方法を用いて行うことができる。
【０１５６】
抗体断片
　本発明は抗体断片を包含する。特定の場合では、全抗体よりも抗体断片の利用に利点が
ある。より小さいサイズの断片によりクリアランスが速くなり、固形腫瘍へのアクセスが
改善されうる。
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、完全な抗体のタンパク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimotoら, Journ
al of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennanら, Scienc
e, 229:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞により
直接生産することができる。例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片はすべて、大腸
菌で発現され、分泌されるため、この断片の大規模産生が容易となる。抗体断片は上述に
おいて検討した抗体ファージライブラリーから分離することができる。別法として、Ｆａ
ｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ')２断片
を形成することができる(Carterら, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプロー
チ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。サル
ベージレセプター結合エピトープ残基を含有する、インビボ半減期が増加したＦａｂ及び
Ｆ(ａｂ')２断片は米国特許第５８６９０４６号に記載される。抗体断片の生産のための
他の方法は当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓ
ｃＦＶ)である。国際公開93/16185；米国特許第５５７１８９４号；及び米国特許第５５
８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域が欠けている完全な結合部を有
する唯一の種である；したがって、それらは、インビボでの使用の間の非特異的結合を減
らすために適する。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ末端又はカルボキシ末端の
何れかで、エフェクタータンパク質の融合物を得るために構築されうる。上掲のAntibody
 Engineering, ed. Borrebaeckを参照。また、抗体断片は、例えば米国特許第５６４１８
７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい。このような直線状の断片
は単特異的又は二重特異的であってもよい。
【０１５７】
ヒト化抗体
　本発明は、ヒト化抗体を含む。非ヒト抗体をヒト化するための様々な方法が従来技術に
既知である。例えば、ヒト化抗体は、非ヒトのソースからそれに導入された一以上のアミ
ノ酸残基を有することができる。これらの非ヒトアミノ酸残基は、しばしば「重要な」残
基と呼ばれ、一般に「重要な」可変ドメインに由来する。ヒト化は、基本的にヒト抗体の
該当する配列を高頻度可変領域配列で置換することにより、Winter及び共同研究者(Jones
等(1986)Nature 321:522-525；Riechmann等(1988)Nature, 332:323-327；Verhoeyen等(19
88)Science 239:1534-1536)の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」
抗体は、インタクトな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４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗
体は典型的には幾つかの高頻度可変領域残基が、及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由来の残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１５８】
　ヒト化抗体の作製に使用されるヒト可変ドメインの選択は、軽鎖及び重鎖いずれも、抗
原性を減らすために重要である。いわゆる「最良に適合する(ベストフィット)」方法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー
全体に対してスクリーニングする。次いで、齧歯類の配列に最も近いヒト配列を、ヒト化
抗体のヒトフレームワークとして受け入れる(Sims等(1993)J. Immunol. 151:2296; Choth
ia等(1987)J. Mol. Biol. 196:901)。別の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループ
の全ヒト抗体のコンセンサス配列から得られた特定のフレームワークを使用する。同じフ
レームワークを複数の異なるヒト化抗体に使用することができる(Carter等(1992)Proc. N
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atl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta等(1993)J. Immunol., 151:2623)。
　更には、抗体は、抗原に対する高い親和性及びその他の望ましい生物学的特性を保持し
てヒト化されることが一般に好ましい。この目的を達成するために、一方法では、親の配
列及びヒト化配列の三次元モデルを用いて、親配列及び様々な概念上のヒト化産物を分析
するプロセスにより、ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般に利用
可能であり、当技術分野の当業者に周知である。選択された候補免疫グロブリン配列の、
有望な三次元立体配置的構造を図解及び表示するコンピュータプログラムが利用可能であ
る。このような表示を検査することにより、候補免疫グロブリン配列が機能する際に残基
が果たすと思われる役割を分析することができ、つまり候補免疫グロブリンの、その抗原
に対する結合能に影響する残基を分析することができる。このように、レシピエント及び
重要な配列からＦＲ残基を選択して組み合わせることにより、所望の抗体特性、例えば標
的とする抗原に対する親和性の増大を達成することができる。一般に、高頻度可変領域残
基は、抗原の結合に対する影響に、直接的に且つ最も有意に関わっている。
【０１５９】
ヒト抗体
　本発明のヒト抗ポリユビキチン抗体は、上記のように、ヒト由来のファージディスプレ
イライブラリから選択したＦｖクローン可変ドメイン配列を公知のヒト定常ドメイン配列
と結合することによって構築することができる。あるいは、本発明のヒトモノクローナル
抗ポリユビキチン抗体は、ハイブリドーマ法によって作製することができる。ヒトモノク
ローナル抗体の生産のためのヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株は
，例えば，Kozbor, J. Immunol. 133, 3001(1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Pr
oduction Techniques and Applications, pp.51-63(Marcel Dekker, Inc., New York, 19
87)；及びBoerner 等, J. Immunol., 147: 86 (1991)によって記載されている。
　免疫化することで、内因性免疫グロブリンの生産なしに、ヒト抗体の完全なレパートリ
ーを生産することが可能なトランスジェニック動物(例えばマウス)を生産することが現在
は可能である。例えば、キメラ及び生殖細胞系変異体マウスでの抗体重鎖結合領域(ＪＨ)
遺伝子のホモ接合体欠失は、内因性抗体の生産の完全な阻害をもたらすことが記載されて
いる。そのような生殖細胞系変異体マウスでのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子配列
の転移は、抗原の挑戦によってヒト抗体の生産を引き起こす。例えば、Jakobovits等, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551-255(1993)；Jakobovits等, Nature 362, 255-258(1
993)を参照のこと。
【０１６０】
　また、遺伝子シャフリングは、ヒト抗体が開始非ヒト、例えば齧歯類の抗体と類似した
親和性および特性を有している場合、非ヒト、例えば齧歯類の抗体からヒト抗体を得るた
めに使用することもできる。「エピトープインプリンティング」とも呼ばれるこの方法に
より、上記のファージディスプレイ技術により得られた非ヒト抗体断片の重鎖可変領域遺
伝子又は軽鎖可変領域遺伝子の何れかをヒトＶドメイン遺伝子のレパートリーで置換し、
非ヒト鎖／ヒト鎖ｓｃＦｖないしＦａｂキメラの集団を作成する。抗原を選択することに
より、ヒト鎖が初めのファージディスプレイクローンにおいて一致した非ヒト鎖の除去に
より破壊された抗原結合部位を回復する、非ヒト鎖／ヒト鎖キメラｓｃＦｖないしＦａｂ
が単離される、つまり、エピトープがヒト鎖のパートナーの選択をつかさどる（インプリ
ントする）。残りの非ヒト鎖を置換するためにこの工程を繰り返すと、ヒト抗体が得られ
る（1993年4月1日公開のPCT特許出願WO 93/06213を参照）。伝統的なCDR移植による非ヒ
ト抗体のヒト化と異なり、この技術により、非ヒト起源のFR又はCDR残基を全く持たない
完全なヒト抗体が得られる。
【０１６１】
二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有するモ
ノクローナル抗体である。特定の実施形態では、二重特異性抗体は、ヒト抗体ないしヒト
化抗体である。特定の実施形態では、結合特異性の一つは特定のリジン結合を含むポリユ
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ビキチンに対するものであり、他は他の任意の抗原に対するものである。特定の実施形態
では、二重特異性抗体は、２つの異なるリジン結合を含む２つの異なるポリユビキチンに
結合しうる。二重特異性抗体は完全長抗体又は抗体断片(例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗
体)として調製することができる。
【０１６２】
　二重特異性抗体を作成する方法は当該分野において既知である。二重特異性抗体の伝統
的な組み換え産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つ
の重鎖は異なる特異性を持っている(Millsteinら, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グ
ロブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四
部雑種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正
しい二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行わ
れる正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が1993年5月1
3日に公開の国際公報93/08829及びTrauneckerら、EMBO J. 10:3655-3659(1991)に開示さ
れている。
　異なる実施形態によれば、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原－抗体結
合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は、例えば、少なくと
もヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとの融合
である。特定の実施形態では、軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ
１)を、融合の少なくとも一つに存在させることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合
、望まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中
に挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。これにより、コンストラクトに使用され
る三つのポリペプチド鎖の等しくない比率が最適な収率をもたらす態様において、三つの
ポリペプチド断片の相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも
二つのポリペプチド鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が特
に重要性を持たないときは、２または３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を
一つの発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１６３】
　このアプローチ法の好適な実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有す
る一方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グ
ロブリン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分
にしか免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は
、所望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容
易にすることが分かった。このアプローチ法は、国際公報94/04690に開示されている。二
重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSureshら, Methods in Enzymolog
y, 121:210 (1986)を参照されたい。
　他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子間の界面を操作して組換え細胞培養から回
収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすることができる。界面は抗体定常ドメイ
ンのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの
一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)
と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャビティ」を、大き
なアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第
２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのような不要の他の最終産物
に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。
【０１６４】
　二特異性抗体とは架橋抗体や「ヘテロ抱合抗体」を含む。例えば、ヘテロ抱合体の一方
の抗体がアビジンと結合し、他方はビオチンと結合していても良い。このような抗体は、
例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせること(米国特許第４６７
６９８０号)及びＨＩＶ感染の治療(国際公報91/00360、国際公報92/00373及び欧州特許第
03089号)等の用途が提案されている。ヘテロ抱合抗体は適当な架橋方法によって生成でき
る。当技術分野においては、適切な架橋剤は周知であり、それらは複数の架橋法と共に米
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国特許第４６７６９８０号などに記されている。
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennanら, Science, 229:81
 (1985) は完全な抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元し
て近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルヒド形成を防止する。産生されたＦａｂ'
断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導
体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転換し、
他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られた二
重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
【０１６５】
　最近の進歩により大腸菌からＦａｂ'-ＳＨ断片を直接回収することが容易となっており
、これにより化学的にカップリングされて二重特異性抗体にを形成する。Shalaby 等, J.
 Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は、完全なヒト化二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の産
生について記述している。各々のＦａｂ'断片は大腸菌から別々に分泌されて、インビト
ロで化学的にカップリングされて、二重特異性抗体を形成する。したがって、形成された
二重特異性抗体は、ＨＥＲ２を過剰発現する細胞及び正常ヒトT細胞に結合するだけでな
く、ヒト胸部腫瘍の標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性を引き起こすことがで
きた。
【０１６６】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産された。Kost
elnyら, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロ
イシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合さ
せられた。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化
させて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して
使用することができる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズム
を提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短い
リンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従っ
て、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制
的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片製造方策もまた報告されている。Gruberら, J.Immunol., 15
2:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
ttら J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１６７】
多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。二量化ドメインは、例えば、Ｆ
ｃ領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、抗体はＦ
ｃ領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであろう
。一実施形態では、多価抗体は、例えば、３ないし８、又は４の抗原結合部位を有する(
又はそれらからなる)。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(例えば２つのポリペ
プチド鎖)を有し、ポリペプチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例え
ば、ポリペプチド鎖(類)はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１
は第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポ
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は１である。例えば、ポリペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１
-Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は
、少なくとも２つ(例えば４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有することがで
きる。ここで多価抗体は、例えば約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。
ここで考察される軽鎖可変ドメインポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によっ
てはＣＬドメインを更に有する。
【０１６８】
抗体変異体
　一部の実施態様では、ここで記載の抗体のアミノ酸配列の修飾を考察する。例えば、抗
体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性が改善されることが望ましい。抗体のアミノ
酸配列変異体は、適当なヌクレオチド変化を抗体核酸に導入することにより、又はペプチ
ド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基の欠
失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせは
、最終コンストラクトに達するまでなされるが、その最終コンストラクトは所望の特徴を
有する。アミノ酸変化は、配列を作製する時点で対象とする抗体のアミノ酸配列に導入し
てもよい。
　突然変異のための好ましい位置にある抗体の特定の残基又は領域の同定のために有用な
方法は、Cunningham及びWells (1989) Science 244:1081-1085に記載されているように「
アラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の残基又は基が同
定され(例えば、arg、asp、his、lys及びglu等の荷電残基)、中性又は負荷電アミノ酸(例
えばアラニン又はポリペプチドアニリン)に置換され、アミノ酸と抗原との相互作用に影
響を及ぼす。次いで置換に対する機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置は、置換部
位において又はそれに対して更に又は他の置換を導入することにより精密にされる。即ち
、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異自体の性質は予め決める必
要はない。例えば、与えられた部位における変異の性能を分析するために、alaスキャン
ニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領域で実施し、発現された免疫グロブ
リンを所望の活性についてスクリーニングする。
【０１６９】
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ-及び／又はカルボキシル末端融合物、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ-末端メチオニル残基を持つ抗体又は細胞障害ポリ
ペプチドに融合した抗体を含む。抗体分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半減期を向上
させる酵素(例えばＡＤＥＰＴ)又はポリペプチドの抗体のＮ-又はＣ-末端への融合物を含
む。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、異なる残基によって
置換された抗体分子に少なくとも一つのアミノ酸残基を有する。置換突然変異について最
も対象となる部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ変化も考慮される。保存的置換は、「好
ましい置換」と題して表Ａに示す。これらの置換により生物学的活性に変化が生じる場合
、表Ａに「例示的置換」と称した又はアミノ酸の分類を参照して以下に更に記載するよう
な、より実質的な変化を導入し、生成物をスクリーニングしてよい。
【０１７０】
表Ａ
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【０１７１】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩
を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成される。
アミノ酸は、その側鎖の特性の類似性に従ってグループ化することができる(A. L. Lehni
nger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975))
：
(１)無極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M)
(２)無電荷極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q)
(３)酸性：Asp (D), Glu (E)
(４)塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　別法では、天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile；
(２)中性の親水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；
(３)酸性：Asp、Glu；
(４)塩基性：His、Lys、Arg；
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(５)鎖配向に影響する残基：Gly、Pro； 及び
(６)芳香族：Trp、Tyr、Phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。このような置換された残基も、保存的置換部位か、残存する(非保存的)部位
に、導入することができる。
【０１７２】
　一つの種類の置換による変異体は、親抗体(例えばヒト化抗体又はヒト抗体)の一以上の
高頻度可変領域残基を置換することを含む。一般に、更なる開発用に選択される結果とし
て得られた変異体の生物学的特性は、それらが生成された親抗体と比べて変更(例えば改
善)される。このような置換による変異体を生成する便利な方法では、ファージディスプ
レイを用いた親和性成熟を使用する。簡単には、複数の高頻度可変領域部位(例えば６～
７の部位)を変異させることにより、各部位に可能な全てのアミノ酸置換を生じさせる。
このようにして生成された抗体は、各粒子内にパッケージングされたファージコートタン
パク質(例えば、Ｍ１３の遺伝子III産物)の少なくとも一部への融合物として、糸状のフ
ァージ粒子から表示される。次いで、ファージディスプレイされた変異体は、本明細書に
開示されるように、その生物的活性(例えば結合親和性)についてスクリーニングされる。
修飾のための候補高頻度可変領域部位を同定するために、系統的変異導入法(例えばアラ
ニンスキャニング)を行って、抗原結合に有意に貢献する高頻度可変領域残基を同定する
ことができる。別法として、又は付加的に、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析すること
により、抗体と抗原との接触点を同定することが有効である。このような接触残基隣接残
基は、従来技術に既知の技術による置換の候補であり、それにはここに説明するものが含
まれる。そのような変異体が生成されたら、本明細書に記載のものを含む従来技術に既知
の技術を用いて変異体パネルのスクリーニングを行い、更なる開発のために一以上の関連
アッセイにおいて優れた特性を有する抗体を選択することができる。
【０１７３】
　従来技術に既知の様々な方法により、本抗体の、アミノ酸配列変異体をコードする核酸
分子を調製した。これらの方法は、天然源からの単離(天然に生じるアミノ酸配列変異体
の場合)又はオリゴヌクレオチド媒介性(又は部位特異的)突然変異による調製、ＰＣＲ突
然変異誘発、及び前もって調製された変異体又は抗体の非変異バージョンのカセット変異
導入法を含むが、これらに限定されない。
　本発明の抗体のＦｃ領域に一以上のアミノ酸修飾を導入することにより、Ｆｃ領域変異
体を生成することが望ましい場合がある。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステインのアミノ
酸位置を含む一以上のアミノ酸位置に一のアミノ酸修飾(例えば置換)を含むヒトＦｃ領域
配列(例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域)を含みうる。
　本明細書及び従来技術の教示によれば、一部の実施態様では、本発明の抗体は、対応す
る野生型の抗体と比較した場合、例えばＦｃ領域内に、一以上の変更を有すると考えられ
る。それでも、これらの抗体は、その野生型の同等物と比較した場合、治療的有効性に必
要なほぼ同一の特性を保持している。例えば、国際公開第９９／５１６４２号等に記載さ
れているように、Ｆｃ領域に、Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)に変
化(つまり効果の改善又は低減)をもたらす特定の変更を実施することが考慮される。Ｆｃ
領域の変異体の他の例に関し、Ducan及びWinterによるNature 322:738-40 (1998)；米国
特許第５６４８２６０号；同第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号も
参照されたい。
　一態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドのインターフェースに変更を
含む抗体を提供し、この場合前記変更によりヘテロ二量体化が促進及び／又は増長される
。これらの変更には、第１のＦｃポリペプチドへの隆起の導入及び第２のＦｃポリペプチ
ドへの空洞の導入を含み、前記隆起が前記空洞に配置可能であることにより、第１及び第
２のＦｃポリペプチドの複合が促進される。このような変更を有する抗体の生成方法は、
米国特許第５７３１１６８号に記載のように、従来技術に既知である。
【０１７４】
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免疫コンジュゲート
　別の態様では、本発明は、化学療法剤、薬剤、成長阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状
菌、植物又は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放
射性コンジュゲート)などの細胞障害剤にコンジュゲートした抗体を含んでなる、免疫コ
ンジュゲート又は抗体-薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を提供する。
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療における腫瘍細胞を殺す又は阻
害するための薬剤の局部運搬に抗体-薬剤コンジュゲートを用いると(Syrigos及びEpeneto
s (1999) Anticancer Research 19:605-614；Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv
. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国特許第４９７５２７８号)、腫瘍への薬剤成分の標的
とする運搬とそこでの細胞内集積が可能となるものであり、この非コンジュゲート薬物作
用剤の全身性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できな
いレベルとなりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05；Thorpe, 
(1985) 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in
 Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera等 
(編), pp. 475-506)。これによって、最小限の毒性で最大限の効果を求める。ポリクロー
ナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であるとして報告されている(Rowland
等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用いる薬物には、ダ
ウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含まれる(Rowland等
, (1986)、上掲)。抗体-毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの細
菌性毒素、ゲルダナマイシン(Mandler等(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19)
:1573-1581；Mandler等(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandle
r等(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(欧州特許第１３９１２
１３号；Liu等, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイ
シン(Lode等 (1998) Cancer Res. 58:2928；Hinman等 (1993) Cancer Res. 53:3336-3342
)などのリシン、小分子毒素などの植物毒が含まれる。該毒素は、チューブリン結合、Ｄ
ＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性
の効果に影響しうる。ある種の細胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリ
ガンドにコンジュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【０１７５】
　ゼバリン(ZEVALIN)(登録商標)(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体-放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等 
(2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等 (2002) Blood 99(12):4336-42
；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol
. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキン性リンパ球(ＮＨＬ)に対して活性を有
するが、投与によってほとんどの患者に重症で長期の血球減少を引き起こす。カリケアマ
イシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロターグ
(MYLOTARG)(登録商標)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Phar
maceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として2000年に認可された(Drugs of 
the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７９２３３号；
同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同第５７３９１
１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリンカーＳＰＰ
を介してメイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体からなる抗体
薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansine)(Immunoge
n, Inc.)を、ＣａｎＡｇを発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの治療について試験
する。メイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結している抗前立腺特異的膜抗原(ＰＳＭＡ)
モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ-２７０４(Millennium
 Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の潜在的治療用に試験する。ア
ウリスタチン(auristatin)ペプチド、アウリスタチンＥ(ＡＥ)及びモノメチルアウリスタ
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チン(ＭＭＡＥ)、ドラスタチン(dolastatin)の合成類似体は、キメラモノクローナル抗体
ｃＢＲ９６(癌細胞上のルイスＹに特異的)及びｃＡＣ１０(血液系悪性腫瘍上のＣＤ３０
に特異的)(Doronina等 (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784)にコンジュゲート
しており、治療的開発段階にある。
【０１７６】
　免疫コンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を本明細書中(上記)に記載した。用いる
ことのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合
活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modecci
n)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質
、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)
タンパク質(PAPI、PAPII、及びPAP-S)、モモルディカ・チャランチア(momordica charant
ia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリ
ス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin
)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enom
ycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として1993年10月28日に公開の国
際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。放射性コンジュゲート抗体の生成には、様々
な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉ
ｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害剤の複合体は、種々の二官能性
タンパク質カップリング剤、例えば、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(
ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジスクシンイミジルスベレート等)、
アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘ
キサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチ
レンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイソシアネート等)、及びビス-
活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等)を用いて作成できる
。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)に記載されている
ように調製することができる。カーボン-
１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-Ｄ
ＴＰＡ)は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公
開９４／１１０２６参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、ドラスタチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５
、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導体が、ここで考察される。
【０１７７】
　メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のメイタンシノイド分
子にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
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共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
【０１７８】
　メイタンシノイド薬剤分子の例示的な実施態様には、以下の構造を有するＤＭ１；ＤＭ
３及びＤＭ４が含まれる。メイタンシノイドを含有する免疫コンジュゲート、その作製方
法及びそれらの治療用途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号、
欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１に開示されており、その開示は出典を明示してここに取
り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結腸
直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシノ
イドを含有する免疫コンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培養された
結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有することが見出されており、インビボ腫瘍成長ア
ッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)には
、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結合す
るマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノクロ
ーナル抗体ＴＡ.１に結合している免疫コンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１-メイ
タンシノイドコンジュゲートの細胞障害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけるイン
ビトロで試験され、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コンジュ
ゲートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細胞障害
度は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増加する。Ａ
７-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞障害性を示した
。
【０１７９】
　抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子のいずれの
生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗体を化学的に結合
させることにより調製される。例えば、米国特許第５２０８０２０号(この開示内容は出
典明記により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用におい
て細胞障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３－４のメイタン
シノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、標的
細胞に対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該技術
分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することもでき
る。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許、及
び上述の非特許文献に開示されている。メイタンシノイドは、限定するものではないが、
メイタンシノール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の
芳香環又は他の位置が修飾されたメイタンシノール類似体を含む。
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１、Chari等,
 Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び2004年10月8日に出願の米国特許出願番号１
０／９６０，６０２(これらの開示内容は出典明記により特別に組み込まれる)に開示され
ているもの等を含め、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するために、当該技
術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイタンシノ
イドコンジュゲートは、2004年10月8日に出願の米国公開特許第１０／９６０６０２号に
開示されるように調製されうる。結合基には、上述した特許に開示されているようなジス
ルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチターゼ不安定性基、
又はエステラーゼ不安定性基が含まれる。更なる結合基を本願明細書中に記載し、例示す
る。
【０１８０】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
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ヒド類(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)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシア
ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。カップリング剤には、限定されるものではないが、ジ
スルフィド結合により提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノア
ート(ＳＰＰ)及びＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤ
Ｐ)(Carlsson等, Biochem. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。一実施態様では、結合はメイタンシノール又はメイ
タンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
【０１８１】
　アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３５４８３号
；同第５７８０５８８号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。ドラスタチ
ン及びアウリスタチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke
 等 (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特
許第５６６３１４９号)及び抗真菌性活性(Pettit 等 (1998) Antimicrob. Agents Chemot
her. 42:2961-2965)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤
成分は、ペプチジル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接
着しうる(国際公開第０２／０８８１７２号)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様は、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤成分
ＤＥ及びＤＦを含み、"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s"、2004年11月5日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号に開示される。この開
示内容は出典明記によってその全体が特別に組み込まれる。
【０１８２】
　例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＥ及びＭＭＡＦである。それ以外の例示的
実施態様には、ＭＭＡＥ又はＭＭＡＦ、及び様々なリンカー成分(後述で更に説明)である
Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦ、Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡ
Ｅ及びＡｂ-ＭＣ-ＭＭＡＦが含まれる。
　一般的に、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、US 5635483; US 5780588；Pettit 
等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465；Pettit 等 (1998) Anti-Cancer Drug De
sign 13:243-277；Pettit, G.R., 等 Synthesis, 1996, 719-725；及びPettit 等 (1996)
 J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863の方法に従って調製されうる。また、Doroni
na (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784; "Monomethylvaline Compounds Capable of 
Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号
も参照のこと。これらは出典明記によってその全体が本願明細書中に組み込まれる(例え
ば、リンカー及びモノメチルバリン化合物、例えばＭＭＡＥ及びリンカーにコンジュゲー
トしたＭＭＡＦの調整方法を開示している)。
【０１８３】
　カリケアマイシン
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結
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合した本発明の抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコ
モルの濃度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコ
ンジュゲートの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同
５７３９１１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同
５７７３００１号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこ
と。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１

Ｉ、
α２

Ｉ、α３
Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１

Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ
１(Hinman等, Cancer Research

, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAm
erican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮
抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内に作用部位を有
し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーションによるこれ
らの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【０１８４】
　他の細胞障害剤
　本発明の抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンク
リスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０７１０号
に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のファミリー、
並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(PAPI、PAPII及びPAP
-S)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(cur
cin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、ゲロニン(gel
onin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン
、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば、1993年10月28
日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
免疫コンジュゲートをさらに考察する。
【０１８５】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公知)用のスピン標
識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１
３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
　放射又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチドは
生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使用
する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、Ｒ
ｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能で
ある。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(19
78) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用するこ
とができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(Ch
atal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０１８６】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
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えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
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)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１
０２６号を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切
断可能リンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リン
カー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され
得る(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
　本発明の化合物は、限定するものではないが、架橋剤：市販されている(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、Ｈ
ＢＶＳ、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、
ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、スルホ-Ｍ
ＢＳ、スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳＢ (succi
nimidyl-(4-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考えられる。2003-20
04 Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
【０１８７】
　抗体薬剤コンジュゲートの調製
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)を、リンカー(Ｌ)を介
して、一つ以上の薬剤部分(Ｄ)、例えば抗体につき約１～約２０の薬剤部分にコンジュゲ
ートする。式ＩのＡＤＣはいくつかの手段、当業者に公知の有機化学反応、状態及び試薬
を用いて調製されうる：(1) 共有結合の後に薬剤部分Ｄと反応してＡｂ-Ｌを形成するた
めの、二価のリンカー試薬を用いた抗体の求核基の反応；及び(2) 共有結合の後に抗体の
求核基と反応してＤ-Ｌを形成するための、二価のリンカー試薬を用いた薬剤部分の求核
基の反応、が含まれる。ＡＤＣを調製するための更なる方法は本願明細書中に記載される
。
　　Ａｂ－(Ｌ－Ｄ)ｐ　　　　　　Ｉ
　リンカーは、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は、６
-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトル
リン(「val-cit」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジルオキ
シカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート
(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カルボ
キシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息
香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当分野で公知であり、そのい
くつかは本願明細書において、記述される。また、"Monomethylvaline Compounds Capabl
e of Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願した米国公開特許第１０／９８３
３４０号を参照。その内容は出典明記により本願明細書に組み込まれる。
【０１８８】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン-シトルリン(vc又はval-cit)、アラニン-フェニルア
ラニン(af又はala-phe)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バリン-シトルリン(
gly-val-cit)及びグリシン-グリシン-グリシン(gly-gly-gly)を含む。アミノ酸リンカー
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成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるもの、並びに微量のアミノ酸及び非天然
に生じるアミノ酸類似体、例えばシトルリンを含む。アミノ酸リンカー成分は設定され、
特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテ
アーゼによる酵素的切断の選択性に最適化できる。
【０１８９】
　例示的なリンカー構成成分の構造を以下に示す(ここで、波形の線はＡＤＣの他の構成
成分への共有結合の部位を示す)：

【０１９０】
　更なる例示的なリンカー構成成分及び略号は以下のものを含む(ここで、抗体(Ａｂ)及
びリンカーが示されており、ｐは１～約８である)：
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【０１９１】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：(i) Ｎ末端アミン基、
(ii) 側鎖アミン基、例えばリシン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv
) 抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及び水酸基は、求
核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬により共有結合を
形成することができる：(i) 活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセト
アミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド群、が含まれる。特定
の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還
元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコ
ンジュゲート反応を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の
反応性のチオール求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(
トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入
することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残
基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異
体抗体を調製する)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
【０１９２】
　また、本発明の抗体薬剤コンジュゲートは、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する
(リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応させることができる)ことによって生成して
もよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させて
もよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合
を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトース
オキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化
物部分の反応により、薬剤(Hermanson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応す
ることができるタンパク質のカルボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施
態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含んでいるタンパク質はナトリウムメタ過
ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan & S
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troh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；US 5362852)。このようなアルデヒドは、
薬剤部分又はリンカー求核基と反応することができる。
【０１９３】
　同様に、薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、以下のものを含む：反応
して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性の基と共有結合することができるアミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基：(i) 活性エステル(例えば
ＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物)；(ii) アルキル及び
ベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル
及びマレイミド基、が含まれる。
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から非結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０１９４】
　抗体(Ａｂ)-ＭＣ-ＭＭＡＥは、本明細書中に提供される何れかの抗体と以下のMC-MMAE
とのコンジュゲートにより調製されうる。抗体は、ｐＨ８．０の５００ｍＭ ホウ酸ナト
リウムと５００ｍＭ 塩化ナトリウムに溶解して、過剰量の１００ｍＭ ジチオトレイトー
ル(ＤＴＴ)で処理した。３７℃で３０分インキュベートした後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２
５樹脂で溶出することによって、バッファーを交換して、１ｍＭ ＤＴＰＡを含むＰＢＳ
にて溶出した。溶液の２８０ｎｍの吸光度とＤＴＮＢ (Aldrich, Milwaukee, WI)と反応
させて４１２ｎｍの吸光度の測定によるチオール濃度から減少した抗体濃度を決定するこ
とによって、チオール／Ａｂ値を調べる。ＰＢＳに溶解した減少した抗体を氷上で冷やす
。薬剤リンカー試薬であるマレイミドカプロイル-モノメチルアウリスタチンＥ(ＭＭＡＥ
)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＥをＤＭＳＯに溶解して、濃度がわかっているアセトニトリルと
水にて希釈して、冷やした減少した抗体２Ｈ９を含むＰＢＳに添加する。およそ１時間後
に、過剰量のマレイミドを添加して反応を止め、反応していない抗体チオール基を覆った
。反応混合物を遠心限外濾過によって、濃縮し、２Ｈ９-ＭＣ-ＭＭＡＥを精製して、ＰＢ
ＳのＧ２５樹脂による溶出によって、脱塩して、無菌条件下で０．２ｍｍのフィルターに
濾過して、保存のために凍結した。
【０１９５】
　抗体-ＭＣ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプロトコールによるＭＣ-
ＭＭＡＦと本明細書において、提供される何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製さ
れうる。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＳＭＣＣ-ＤＭ１は、以下のＳＭＣＣ-ＤＭ１と本明細書において、提供される何
れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、(スクシンイミジ
ル４(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート(ＳＭＣＣ、Pierce Bio
technology, Inc) で誘導体化して、ＳＭＣＣリンカーを導入する。具体的には、５０ｍ
Ｍ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５中で、７
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．５モル等量のＳＭＣＣ(ＤＭＳＯ中に２０ｍＭ、６．７ｍｇ／ｍｌ)にて２０ｍｇ／ｍｌ
の抗体を処理した。室温のアルゴン下で２時間撹拌した後に、反応混合物を、５０ｍＭ 
リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５にて平衡化し
たＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラムにてろ過する。抗体を含有する分画をプールして、ア
ッセイする。
【０１９６】
　このようにして調製される抗体-ＳＭＣＣは、５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩
化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５で希釈して、最終濃度およそ１０ｍｇ／ｍ
ｌとし、１０ｍＭのＤＭ１の溶液を含むジメチルアセトアミドにて反応させる。反応は、
１６．５時間に亘り、室温、アルゴン下にて撹拌して行う撹拌して行う。コンジュゲート
反応混合物は、ｐＨ６．５の１×ＰＢＳによるＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５ゲル濾過カラム(
１．５×４．９ｃｍ)にろ過する。２５２ｎｍと２８０ｎｍの吸光度で測定されるように
、抗体に対するＤＭ１薬剤の比率(ｐ)はおよそ２～５でありうる。
　Ａｂ-ＳＰＰ-ＤＭ１は、本明細書中で提供される何れかの抗体と以下のＳＰＰ-ＤＭ１
とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、ジチオピリジル基を導入する
ために、Ｎ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノエートによって、誘導体化
される。ＮａＣｌ(５０ｍＭ)及びＥＤＴＡ(１ｍＭ)を含有する４４．７ｍｌの５０ｍＭ 
リン酸カリウムバッファー(ｐＨ６．５)中の抗体(３７６．０ｍｇ、８ｍｇ／ｍｌ)を、Ｓ
ＰＰ(２．３ｍｌ エタノール中に５．３のモル等量)にて処理した。室温、アルゴン下に
て９０分間インキュベートした後、抗応混合物を、３５ｍＭのクエン酸ナトリウム、１５
４ｍＭ ＮａＣｌ、２ｍＭ ＥＤＴＡバッファーにて平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５
カラムにろゲル濾過する。抗体含有分画をプールして、アッセイした。抗体の修飾の程度
は、上記の通りに決定される。
【０１９７】
　抗体-ＳＰＰ-Ｐｙ(およそ１０ｍｍｏｌの解放可能な２-チオピリジン基)を上記の３５
ｍＭ クエン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．５にて希釈して、およそ２．５ｍｇ／ｍ
ｌの終濃度にした。次いで、ＤＭ１(１．７等量、１７ｍｍｏｌｅ)を含む３．０ｍＭのジ
メチルアセトアミド(ＤＭＡ、最終反応混合物中３％v/v)を抗体溶液に添加する。およそ
２０時間、室温、アルゴン下にて反応を行う。反応物を、３５ｍＭ クエン酸ナトリウム
、１５４ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ６．５にて平衡化したセファクリルＳ３００ゲル濾過カラ
ム(５．０ｃｍ×９０．０ｃｍ、１．７７Ｌ)に流す。流速はおよそ５．０ｍｌ／分でよく
、６５の分画(各々２０．０ｍｌ)を回収する。抗体分子当たりの結合されるＤＭ１薬剤分
子の数(ｐ')は、２５２ｎｍ及び２８０ｎｍの吸光度を測定して決定し、抗体当たりのＤ
Ｍ１薬剤成分をおよそ２～４としてもよい。
　抗体-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１は、本明細書中に示される何れかの抗体と以下のＢＭＰＥＯ-
ＤＭ１とのコンジュゲートにより調製される。抗体を、ビスマレイミド試薬ＢＭ(ＰＥＯ)
４ (Pierce Chemical)にて修飾して、抗体の表面上の反応していないマレイミド基を除去
する。これは、ＢＭ(ＰＥＯ)４を５０％のエタノール／水混合液に１０ｍＭの濃度になる
まで溶解して、およそ１．６ｍｇ／ｍｌ(１０マイクロモル)の濃度でリン酸緩衝食塩水に
抗体を含有する溶液に１０倍のモル過剰量を加え、１時間反応させて、抗体-リンカー中
間生成物である２Ｈ９-ＢＭＰＥＯを形成させることにより達成される。１５０ｍＭのＮ
ａＣｌバッファーと０ｍＭのクエン酸塩、ｐＨ６のゲル濾過(HiTrap column, Pharmacia)
によって、過剰なＢＭ(ＰＥＯ)４を取り除く。およそ１０倍のモル過剰ＤＭ１を、ジメチ
ルアセトアミド(ＤＭＡ)に溶解して、２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ中間生成物に加える。また、ジ
メチルホルムアミド(ＤＭＦ)を用いて薬剤成分試薬を溶解してもよい。反応混合物を終夜
反応させて、ＰＢＳでゲル濾過ないし透析を行って反応していないＤＭ１を取り除く。Ｐ
ＢＳのＳ２００カラムによるゲル濾過を用いて、高分子量凝集塊を取り除いて、精製され
た２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１に供給する。
【０１９８】
　抗体誘導体
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　本発明の抗体を更に変更し、従来技術に既知で容易に入手可能な非タンパク質性成分を
更に含有させる。一実施態様では、抗体の誘導体化に適した成分は、水溶性ポリマーであ
る。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されないが、ポリエチレングリコール(Ｐ
ＥＧ)、エチレングリコール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセル
ロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ-１，３-ジ
オキソラン、ポリ-１，３，６-トリオキサン、エチレン／マレイン無水物共重合体、ポリ
アミノ酸(ホモポリマー又はランダムな共重合体)、及びデキストラン又はポリ(ｎ-ビニル
ピロリドン)ポリエチレングリコール、プロプロピレングリコールホモポリマー、プロリ
プロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール(例え
ばグリセロール)、ポリビニルアルコール、及びそれらの混合物が含まれる。ポリエチレ
ングリコールプロピオンアルデヒドは、水に対する適性を有しており、製造するのに有利
である。ポリマーは任意の分子量を有することができ、分枝していてもしていなくともよ
い。抗体に付着しているポリマーの数は変動し、複数のポリマーが付着している場合、そ
れらは同じ分子であるか、又は異なる分子である。一般に、誘導体化に使用されるポリマ
ーの数及び／又は種類は、改善される抗体の特定の特性又は機能、抗体誘導体が決まった
条件の下に治療に使用されるかどうか等を含むがこれらに限定されない検討材料に基づい
て決定される。
　別の実施形態では、放射線照射に暴露することにより選択的に加熱することができる非
タンパク質性部分と抗体とのコンジュゲートが提供される。一実施形態では、非タンパク
質性部分はカーボンナノチューブである（Kam等, Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-1
1605 (2005)）。照射はどのような波長のものでもよく、限定するものではないが、通常
の細胞を傷つけないが、非タンパク質性の部分を抗体－非タンパク質性部分に近接する細
胞が死滅する温度まで加熱する波長を含む。
【０１９９】
薬学的製剤
　本発明の抗体を含んでなる治療用製剤は、所望の純度を持つ抗体と、場合によっては生
理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより(Remington's Pharm
aceutical Sciences 16th edition, Osool, A. Ed. (1980))、水溶液、凍結乾燥又は他の
乾燥製剤の形態に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用い
られる用量と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、ヒスチジ
ン及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保
存料(例えばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムク
ロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノール、ブチル又
はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール
；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール)；低分
子量(約１０残基未満)のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン
等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、ア
スパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース
、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化
剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の
塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体)；及び／又はTWEENTM、PLUR
ONICSTM又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０２００】
　ここでの製剤は、限定しないが、互いに悪影響を与えない相補的活性を持つものを含め
、治療される特定の徴候のために必要ならば一以上の活性化合物も含んでよい。そのよう
な分子は、好適には、意図する目的のために有効な量で組み合わされて存在する。
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロカプ
セル及びポリ-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-粒
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子及びナノカプセル)に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このような
技術は、Remington's Pharmaceutical sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に
開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
て濾過することにより容易に達成される。
【０２０１】
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、本発明の免疫グロブリ
ンを含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例え
ばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステ
ル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、又はポリ(ビニル
アルコール))、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とγエチ
ル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコー
ル酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOTTM(乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸ロイプロ
リドからなる注射可能なミクロスフィア)、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチル酸が含
まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分子を１００日以
上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質をより短い時間
で放出する。カプセル化された抗体が体内に長時間残ると、３７℃の水分に暴露された結
果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化させるおそれがある。合理
的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出することができる。例えば
、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の形成であることが見いださ
れた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥させ、水分含有
量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマトリクス組成物を開発するこ
とによって達成されうる。
【０２０２】
使用
　本発明の抗体を、例えば、インビトロ、エクスビボ及びインビボの治療法に用いてもよ
い。本発明の抗体をアンタゴニストとして使用し、インビトロ、エキソビボ及び／又はイ
ンビボにおいて、特定の抗原活性を部分的又は完全に遮断することができる。更に、本発
明の少なくともいくつかの抗体は、他の種由来の抗原活性を中和することができる。従っ
て、本発明の抗体を使用することにより、抗原を含む細胞培養物、或いはヒト被験者又は
本発明の抗体と交差反応する抗原を有する他の哺乳類の被験体(例えばチンバンジー、ヒ
ヒ、マモセット、カニクイザル及びアカゲザル、ブタ又はマウス)において特定の抗原活
性を阻害することができる。一実施態様では、本発明の抗体は、抗体に抗原を接触させて
抗原活性を阻害することにより、抗原活性を阻害するために使用することができる。一実
施態様では、抗原はヒトタンパク質分子である。
　一実施態様では、本発明の抗体は、抗原活性が有害な疾患に罹患している被験体の抗原
を阻害する方法に使用することができる。この方法では、本発明の抗体を被験体に投与す
ることにより、被験体の抗原活性を阻害する。一実施態様では、抗原はヒトタンパク質分
子であり、被験体はヒト被験者である。或いは、被験体は、本発明の抗体が結合する抗原
を発現している哺乳動物とすることができる。更には、対象は、(例えば、抗原の投与に
よるか、又は抗原導入遺伝子の発現により)抗原が導入された哺乳動物でもよい。本発明
の抗体は、治療的目的のためにヒト被験者に投与することができる。更に、獣医学的な目
的のために、又はヒトの疾病の動物モデルとして、当該抗体に交差反応する抗原を発現す
る非ヒト哺乳動物(例えば霊長類、ブタ又はマウス)に本発明の抗体を投与することができ
る。動物モデルに関して言えば、このようなモデルは、本発明の抗体の治療有効性を評価
するために有用であり得る(例えば、投与量及び時間経過の試験)。本発明の抗体は、ポリ
ユビキチン及びポリユビキチン化したタンパク質の異常発現及び／又は活性に関連する疾
病、障害又は症状を、治療、阻害、進行を遅延、再発を予防／遅延、寛解、或いは予防に
使用することができ、前記疾病、障害又は症状には、癌、筋疾患、ユビキチン経路に関連
する遺伝的疾患、免疫異常／炎症性疾患、神経障害、及びその他ユビキチン経路に関連す
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る疾患が含まれるがこれらに限定されない。
【０２０３】
　一態様では、本発明の阻止抗体は、Ｋ６３リジン結合を有するポリユビキチンに特異的
であり、Ｋ６３結合型ポリユビキチンとＫ６３結合型ポリユビキチンと相互作用するタン
パク質との相互作用による遮断又は妨害により、正常なＫ６３結合型ポリユビキチン活性
を阻害し、それによって対応するシグナル伝達経路及びその他関連分子又は細胞イベント
を阻害する。別の実施態様では、本発明の阻止抗体は、Ｋ６３結合型ポリユビキチンとコ
ンジュゲートされた１又は複数のタンパク質と相互作用するＫ６３リジン結合を有するポ
リユビキチンに特異的であり、それによってタンパク質のシグナル伝達経路との相互作用
及びその他関連分子又は細胞イベントとの干渉を阻害する
　ある実施態様では、一の細胞障害性剤とコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる
免疫コンジュゲートを患者に投与する。いくつかの実施態様では、免疫コンジュゲート及
び／又はそれが結合する抗原が、Ｋ６３結合型ポリユビキチンに関連する１又は複数のタ
ンパク質をその表面に発現する細胞に内在化されており、結合する標的細胞を殺す際の免
疫コンジュゲートの治療効果が増す。一実施態様において、細胞障害性剤は標的細胞内の
核酸を標的とするか又は妨げる。このような細胞障害性剤の例には、本明細書に記載の何
れかの化学療法剤(例えばメイタンシノイド、又はカリケアマイシン)、放射性同位元素、
又はＲＮＡ分解酵素ないしＤＮＡエンドヌクレアーゼが含まれる。
【０２０４】
　本発明の抗体は、単独で、又は、他の組成物と組み合わせて治療に用いることができる
。例えば、本発明の抗体は、他の抗体、及び／又はアジュバント／治療薬(例えばステロ
イド)と同時に投与してもよい。例えば、本発明の抗体は、治療計画において、例えば癌
、筋疾患、ユビキチン経路に関連する遺伝的疾患、免疫異常／炎症性疾患、神経障害、及
びその他ユビキチン経路に関連する疾患を含む、本明細書に記載するいずれかの疾病の治
療において、抗炎症薬及び／又は消毒薬と組み合わせてもよい。上記の併用治療には、併
用投与(２以上の作用剤が同じか又は別の製剤に包含される)及び別々の投与、別々の場合
には、本発明の抗体は補助治療(一又は複数)の前及び／又はその後に投与することができ
る。
　本発明の抗体(及び補助治療薬)は、非経口的、皮下、腹膜内、肺内、鼻腔内、そして、
必要に応じて局所の治療のために、病巣内投与を含む任意の好適な手段によって投与する
ことができる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹膜内、又は皮下的な投与を
含む。加えて、抗体を、特に抗体の用量を減少して、パルス注入によって好適に投与する
。投与が短期のものであるか長期のものであるかにある程度依存して、任意の好適な経路
、例えば、静脈内又は皮下注射などの注射によって投与することができる。
【０２０５】
　抗体の調製及び投与において、本発明の抗体の結合標的の位置を考慮することができる
。結合標的が細胞内分子である場合、本発明の特定の実施形態では、結合標的が位置する
細胞に導入される抗体又はその抗原結合性断片が提供される。一実施形態では、本発明の
抗体は、細胞内に細胞内抗体として発現させることができる。本明細書で使用する「細胞
内抗体(intrabody)」という用語は、Marasco, Gene Therapy 4: 11-15 (1997); Konterma
nn, Methods 34: 163-170 (2004); U.S. Patent Nos. 6,004,940 and 6,329,173; U.S. P
atent Application Publication No. 2003/0104402, and PCT Publication No. WO2003/0
77945に記載のように、標的分子に特異的に結合することができる、細胞内で発現される
抗体又はその抗原結合タンパク質を指す。細胞内抗体の細胞内発現は、標的細胞内に、所
望の抗体をコードする核酸又はその抗原結合タンパク質（当該抗体又は抗原結合性断片を
コードする遺伝子に通常関連付けられる野生型リーダー配列及び分泌性シグナルを欠いて
いる）を導入することにより達成することができる。細胞に核酸を導入するための何らか
の標準的方法を使用することができ、これらの方法には、限定するものではないが、微量
注入、弾道的注入、電気泳動、リン酸カルシウム沈降、リポソーム、及び対象の核酸を有
するレトロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス及びワクシニアベクターによ
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る形質移入が含まれる。本発明の抗ポリユビキチン抗体の全部又は一部をコードする一以
上の核酸を標的細胞に送達することにより、ポリユビキチンに細胞内で結合し、一以上の
ポリユビキチン媒介性細胞経路を調節できる、一以上の細胞内抗体を発現させることがで
きる。
　別の実施形態では、内部移行する抗体が提供される。抗体は、細胞内への抗体の送達を
増強する特定の特徴を有することができるか、又はそのような特徴を有するように修飾す
ることができる。これを達成する技術は従来技術に既知である。例えば、抗体のカチオン
化は、細胞内へのその取り込みを容易にすることが知られている（例えば、米国特許第６
７０３０１９号参照）。リポフェクション又はリポソームも、細胞内に抗体を送達するた
めに使用することができる。抗体断片を使用する場合、標的タンパク質の結合ドメインに
特異的に結合する最小の抑制性断片が一般に有利である。例えば、抗体の可変領域配列に
基づいて、標的のタンパク質配列に対する結合能を有するペプチド分子を設計することが
できる。このようなペプチドは、化学的に合成することができる、及び／又は組換えＤＮ
Ａ技術によって製造することができる。例えば、Marasco等、Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 90: 7889-7893 (1993)を参照されたい。
【０２０６】
　標的細胞への修飾因子ポリペプチドの移入は、従来技術に既知の方法によって増強する
ことができる。例えば、ＨＩＶ　Ｔａｔ又はアンテナペディアホメオドメインタンパク質
由来の配列のような特定の配列は、細胞膜全体に異種タンパク質の効率的な取り込みを導
くことができる。例えば、Chen等、Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999), 96:4325-4329
参照。
　結合標的が脳に位置する場合、本発明の特定の実施形態は、血液脳関門を横切る抗体又
はその抗原結合性断片を提供する。特定の神経変性疾患は、血液脳関門の透過性の増大に
関連しており、これにより抗体又は抗原結合性断片を脳に容易に導入できる。血液脳関門
が完全に保持されているとき、そこに分子を搬送するための複数の従来技術に既知の手法
が存在し、それらには、限定するものではないが、物理的方法、脂質に基づく方法、及び
レセプターとチャネルに基づく方法が含まれる。
【０２０７】
　血液脳関門に抗体又は抗原結合性断片を搬送する物理的方法には、限定するものではな
いが、血液脳関門を完全に包囲すること、又は血液脳関門に開口部を形成することが含ま
れる。包囲法には、限定するものではないが、脳への直接注入（例えば、Papanastassiou
等、Gene Therapy 9: 398-406 (2002)）、間質性注入／対流強化送達（例えば、Bobo等、
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 2076-2080 (1994)参照）、及び脳への送達装置の移植
（例えば、Gill等、Nature Med. 9: 589-595 (2003)；及びGliadel WafersTM, Guildford
 Pharmaceutical参照）が含まれる。関門に開口を形成する方法には、限定するものでは
ないが、超音波（例えば、米国特許出願公開第２００４／００３８０８６号参照）、浸透
圧（例えば、高浸透圧性マンニトールの投与による（Neuwelt, E. A., Implication of t
he Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (198
9)））、例えば、ブラジキニン又はパーミアライザーＡ－７による透過性化（例えば、米
国特許第５１１２５９６号、同第５２６８１６４号、同第５５０６２０６号、及び同第５
６８６４１６号参照）、及び抗体又は抗原結合性断片をコードする遺伝子を含むベクター
による血液脳関門にまたがるニューロンの形質移入（例えば、米国特許出願公開第２００
３／００８３２９９号）が含まれる。
　血液脳関門に抗体又は抗原結合性断片を搬送する脂質に基づく方法には、限定されるも
のではないが、血液脳関門の血液内皮上のレセプターに結合する抗体結合断片に連結され
るリポソームに抗体又は抗原結合性断片を封入すること（例えば、米国特許出願公開第２
００２／００２５３１３号参照）、及び低密度リポプロテイン粒子（例えば、米国特許出
願公開第２００４／０２０４３５４号参照）、又はアポリポタンパク質Ｅ（例えば、米国
特許出願公開第２００４／０１３１６９２号参照）中の抗体又は抗原結合性断片をコーテ
ィングすることが含まれる。
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【０２０８】
　血液脳関門に抗体又は抗原結合性断片を搬送するレセプター及びチャネルに基づく方法
には、限定するものではないが、グリココルチコイド遮断薬を用いて血液脳関門の透過性
を増大させること（例えば、米国特許出願公開第２００２／００６５２５９号、同第２０
０３／０１６２６９５号、及び同第２００５／０１２４５３３号参照）、カリウムチャネ
ルを活性化させること（例えば、米国特許出願公開第２００５／００８９４７３号参照）
、ＡＢＣ薬の搬送を抑制すること（例えば、米国特許出願公開第２００３／００７３７１
３号参照）、抗体をトランスフェリンでコーティングし、一以上のトランスフェリンレセ
プターの活性を調節すること（例えば、米国特許出願公開第２００３／０１２９１８６号
参照）、及び抗体のカチオン化（例えば、米国特許第５００４６９７号参照）が含まれる
。
　本発明の抗体組成物は、医学的実用性に合わせた様式で調製し、１回分に分けて、投与
される。ここで考慮する要因は、治療する特定の疾患、治療する特定の哺乳動物、個々の
患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の運搬部位、投与の方法、投与の日程計画、及び医師
が知る他の因子を含む。必要ではないが場合によっては、問題の疾患を予防するか又は治
療するために一般に用いられる一つ以上の作用剤と抗体とを調製する。そのような他の作
用剤の有効量は、製剤中の本発明の抗体の量、疾患の型又は治療、及び上記の他の因子に
依存する。これらは、一般的に、ここに記載されるものと同じ用量及び投与経路で、又は
ここに記載される用量の１～９９％で、或いは経験的／臨床的に適切と判断される任意の
用量及任意の投与経路で、用いられる。
【０２０９】
　疾患の予防又は治療のために、本発明の抗体の好適な用量は(単独で用いる場合、又は
化学療法剤などの他の作用剤と組み合わせて用いる場合)、治療する疾患のタイプ、抗体
のタイプ、疾患の重症度及び経過、抗体を予防目的で投与するか治療目的で投与するか、
以前の治療法、患者の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう
。抗体は一時的又は一連の治療にわたって好適に患者に投与される。疾患のタイプ及び重
症度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ(例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／
ｋｇ)の抗体を、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与の初期候補用量と
することができる。ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１０
０ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与は、
通常、所望の疾患症状の抑制が得られるまで持続する。抗体の用量の例は、約０．０５ｍ
ｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの範囲であろう。ゆえに、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ
／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの一以上の用量を(又はそれらを組み合わ
せて)患者に投与してもよい。このような用量は、間欠的に、例えば週ごと又は３週ごと
に投与してもよい(例えば患者に約２～約２０、例えば約６用量の抗体が投与される)。初
期のより高い負荷投与量の後、一以上のより低い用量を投与してもよい。例示的用量療法
は、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷投与量の後、約２ｍｇ／ｋｇの毎週の維持用量抗体を投与
することを含む。しかしながら、他の投与計画が有効かもしれない。この治療の進行は、
従来技術及びアッセイにより容易にモニターすることができる。
【０２１０】
製造品
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。該製造品は容器と該容器上又は該容器に付随するラベル又はパッケー
ジ挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれ
る。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、症
状を治療、予防及び／又は診断するのに有効な組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有
しうる(例えば、容器は皮下注射針が貫通可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内
投与溶液バッグでありうる)。組成物中の少なくとも一つの活性剤は本発明の抗体である
。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が選択された症状の治療に使用されることを示
す。更に、製造品は、(a)本発明の抗体を含有する組成物を中に収容する第一の容器；と(
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b)更なる細胞障害剤又はそれ以外の治療薬を含有する組成物を中に収容する第二の容器と
を含みうる。本発明のこの実施態様における製造品は、組成物を特定の症状の治療に使用
することができることを示しているパッケージ挿入物を更に含む。あるいは、もしくは付
加的に、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)、
リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第二の(又は第三の)容
器を更に具備してもよい。更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリン
ジを含む、商業上及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０２１１】
　以下は、本発明の方法及び組成物の例である。上記に示す一般的な説明により、様々な
他の実施態様が実施しうることは理解される。
【図面の簡単な説明】
【０２１２】
【図１】ユビキチンの一次構造及び特定のポリユビキチン・イソペプチド結合の概略図を
示す。図１Ａは、ヒトユビキチンのアミノ酸配列を示す（配列番号２２３）。リジン残基
は太字、下線を施されたテキストである。図１Ｂは、第１ユビキチン分子のリジン４８又
はリジン６３と第２ユビキチン分子のＣ末端のグリシン残基との間に形成される結合の模
式的な描写を示す。
【図２】図２Ａ－Ｅは、実施例４で議論する、適切な分子の結晶構造を表す。図２Ａは、
Ｋ６３結合型ジユビキチン（図の上部）とＡｐｕ２．１６　Ｆａｂ断片（図の下部、左側
に軽鎖及び右側に重鎖）との間の複合体を表し、重鎖ＣＤＲ３（「Ｈ３」）は、イソペプ
チド結合の両側において、両方のユビキチン鎖に接触していることを示す。ジユビキチン
の４．２Å内のＨ３側鎖及びＨ３の４．２Å内のユビキチン側鎖を、スティックとして示
す。太字で名前をつけた残基はユビキチン残基であり、他（太字でないもの）で名前をつ
けた残基はＦａｂ残基である。受容体ユビキチンにおけるＫ６３は球体で示される。図２
Ｂは、Ｋ６３結合型（上）及びＫ４８結合型（下）ジユビキチン構造の比較を表す。いず
れの場合も、リジン受容体ユビキチンは図の左にあり、供与体ユビキチンは図の右にある
。鎖がより長い様式で伸長するＫ６３ダイマーと比較して、Ｋ４８結合型ジユビキチンは
、ユビキチンダイマーに対して垂直に伸長する鎖を有する、よりコンパクト形状を形成す
る。図２Ｃは、Ａｐｕ３．Ａ８の結晶構造に重ね合わせられている図２Ａに示されるＡｐ
ｕ２．１６結晶構造の重ね合せであり、Ａｐｕ３．Ａ８を作成するための親和性成熟過程
の間に、Ｌ２（Ｓ５２Ｒ）及びＨ３（Ｓ５２Ｔ）に導入される２つの変異の位置を示す。
図２Ｄは、ヒト化４Ｄ５（ｐｄｂ　１ＦＶＥ）の変異体及びＡｐｕ２．１６、Ａｐｕ３．
Ａ８の構造の比較を示す。Ａｐｕ２．１６及びＡｐｕ３．Ａ８のＦｖ領域はチューブとし
て示されおり、ヒト化抗Ｈｅｒ２抗体４Ｄ５変異体のＦｖ領域の上に重ね合せられている
。上図において、ＣＤＲ領域が名前を付けられており；下図では、Ｆｖ領域は、Ｎ末端を
示すために９０℃回転されている。図２Ｅは、Ａｐｕ３．Ａ８（下）とジユビキチン（上
）との間の荷電相補性を表す。表面静電はＰｙＭｏｌによって算出された。陽電位の領域
には陰影がついている;陰電位を有する領域には、陰影がついており、且つ点線によって
示されている。
【図３】図３Ａ－Ｄは、実施例１（Ｅ）に記載されているウエスタンブロッティング実験
の結果を表す。図３Ａは、親の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン　Ｆａｂ　Ａｐｕ２．１６
の、固定されたＫ６３結合型ジユビキチンに対する結合性及び固定されたＫ４８結合型ジ
ユビキチンへの結合性の欠如を示す。図３Ｂは、抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン　Ｆａｂ
　Ａｐｕ３．Ａ８の、固定されたＫ６３結合型ジユビキチンに対する結合性及び固定され
たＫ４８結合型ジユビキチンへの結合性の欠如を示す。図３Ｃは、抗Ｋ６３結合型ポリユ
ビキチン　Ｆａｂ　Ａｐｕ３．Ａ１２の、固定されたＫ６３結合型ジユビキチンに対する
結合性及び固定されたＫ４８結合型ジユビキチンへの結合性の欠如を示す。図３Ｄは、抗
Ｋ６３結合型ポリユビキチン　Ｆａｂ　Ａｐｕ３．Ｂ３の、固定されたＫ６３結合型ジユ
ビキチンに対する結合性及び固定されたＫ４８結合型ジユビキチンへの結合性の欠如を示
す。
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【図４】図４は、実施例２に記載されているウエスタンブロッティング実験の結果を表す
。図は、親のＡｐｕ２．１６　ＩｇＧの、固定されたＫ６３結合型ジ－からヘプタユビキ
チン又は固定されたＫ４８結合型ジ－からヘプタユビキチンの何れかへの弱い結合を示す
。図は、更に、親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ３．Ａ１２、
Ａｐｕ３．Ｂ３、及びＡｐｕ３．Ａ８の何れかの、固定されたＫ６３結合型ジ－からヘプ
タユビキチンへの結合性及びＫ４８結合型ジ－からヘプタユビキチンへの結合性の欠如を
示す。
【図５】図５は、実施例２に記載されているウエスタンブロッティング実験の結果を表す
。図は、親の抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ２．１６はＫ６３結合型ユビキチ
ンＴｒａｆ６を検出することができないが、親和性成熟された抗体Ａｐｕ３．Ａ１２、Ａ
ｐｕ３．Ｂ３及びＡｐｕ３．Ａ８は、特にウエスタンブロット形式でＫ６３結合型ユビキ
チン化Ｔｒａｆ６を検出できることを示す。
【図６】図６Ａ－Ｂは、実施例２に説明したように、Ｋ６３結合型Ｔｒａｆ６を細胞ライ
セートから免疫沈降させるための、さまざまな抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体の能力
を評価するための、ウエスタンブロッティング実験の結果を表す。親和性成熟された抗体
Ａｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ｂ３及びＡｐｕ３．Ａ１２は、親抗体Ａｐｕ２．１６よりも
、Ｋ６３結合型ポリユビキチンＴｒａｆ６を免疫沈降させることがよりよくできた。
【図７】図７Ａ－Ｋは、実施例３に説明したように、確認的質量分析実験の結果を表す。
図７Ａは、親和性成熟された抗体Ａｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ｂ３及びＡｐｕ３．Ａ１２
によって免疫沈降するタンパク質が、実施例２にて説明したように、主にＫ６３結合型ユ
ビキチン化されていることを確認する質量分析実験の結果を表す。図７Ｂは、Ｋ４８結合
は、このアプローチを使用しても濃縮されなかったので、Ｋ６３鎖結合に対するＫ６３抗
体の特異性を示す。図７Ｃ－Ｆは、抗Ｋ４８結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ２．０７、
抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ３．Ａ８又はアイソタイプコントロール抗体（
抗Ｈｅｒ２）を使用した免疫沈降実験に続く免疫沈降したユビキチンの総量（図７Ｃ）、
並びに溶菌液に存在するポリユビキチン結合の種類（図７Ｄ）及び抗体特異的な免疫沈降
物（図７Ｅでは抗Ｋ４８結合型ポリユビキチン；図７Ｆでは抗Ｋ６３結合型ポリユビキチ
ン）を測定するための質量分光分析から得られたデータの棒グラフを示す。図７Ｇは、Ｗ
Ｔ、Ｋ４８ＲまたはＫ６３Ｒユビキチンによるインビトロで実施されるＭｕＲＦ１自己ユ
ビキチン化反応、続いてＡｐｕ２．０７、Ａｐｕ３．Ａ８またはアイソタイプ合致型コン
トロール抗体による免疫沈降を模式的に表す。かっこ内の数は、図７Ｈ－Ｋの関連するレ
ーンとカラムを示す。図７Ｈは、図７Ｇにおいて模式的に示す反応を含むウエスタンブロ
ットを示す。ブロットは汎ユビキチン抗体によってプローブされた。横点線は、切り出さ
れて、質量分析による解析にかけられたゲルの部分を示す。図７Ｉ－Ｋは、自己ユビキチ
ン化反応のポリユビキチン結合を決定する実験及び図７Ｇにおいて模式的に示した免疫沈
降から得られた質量分析データの棒グラフを示す。
【図８】図８Ａは、インビボで腫瘍壊死因子受容体１（ＴＮＦＲ１）と結合している腫瘍
壊死因子アルファ（ＴＮＦα）によって刺激されるシグナル伝達経路を模式的に表す。図
８Ｂは、インビボでＩＬ－１Ｒ１に結合するＩＬ－１βによって刺激されるシグナル伝達
経路を模式的に表す。
【図９】図９Ａは、実施例３に説明したように、ＲＩＰのユビキチン化状態を検出するた
めの免疫沈降実験のウエスタンブロットを示す。この図を説明する目的のために、ブロッ
トに連続する番号１から７を割り当て、一番上のブロットには番号１を割り当て、最下部
のブロットについては番号７を割り当てる。ブロット６は、Ｋ４８結合型ポリユビキチン
化されたタンパク質を捕獲するために、抗Ｋ４８結合型ＩｇＧによって免疫沈降した試料
を含む。ブロット７は、Ｋ６３結合型ポリユビキチン化されたタンパク質を捕獲するため
に、Ａｐｕ３．Ａ８とＡｐｕ３．Ｂ３の１：１混液によって免疫沈降した試料を含む。両
ブロットは、抗ＲＩＰ抗体で着色された。ブロット１－３は、ＲＩＰとチューブリンのレ
ベルはＴＮＦα処理の間、比較的一定のままであるが（ブロット１と３）、ＩκＢαレベ
ルはＴＮＦα処理に応じてに減少すること（ブロット２）を証明するためのコントロール
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ウエスタンブロットを示す。ブロット４と５は、ＲＩＰが、ＴＮＦＲ１のための免疫沈降
の間、共沈澱すること（ブロット４）及びＴＮＦＲ１のレベルはＴＮＦα処理の間、一定
のままであること（ブロット５）を証明するためのコントロールウエスタンブロットを示
す。図９Ｂは、Ｋ６３結合型ポリユビキチンがＲＩＰに加えられて、Ａ２０によってＫ４
８結合型ポリユビキチンと交換される細胞経路を模式的に表す。
【図１０】図１０は、細胞のＩＬ－１β刺激後、ＩＲＡＫ１のポリユビキチン化状態を評
価する実施例３（Ｂ）に記載されている実験の結果を示す。トータルＩＲＡＫ１、ＩκＢ
α及びチューブリンレベルは、図１０Ａ及び１０Ｂに示す。図１０Ｃは、Ｋ４８結合型ポ
リユビキチン（上パネル）またはＫ６３結合型ポリユビキチン（下パネル）によって修飾
されたＩＲＡＫ１を評価するウエスタンブロットを示す。図１０Ｄは、ポリユビキチン化
されたＩＲＡＫ１の分解におけるプロテアーゼインヒビターＭＧ－１３２の効果を示すウ
エスタンブロットを示す。
【図１１】図１１は、実施例５に説明したように、抗Ｋ４８結合型ポリユビキチン抗体ま
たは抗Ｋ６３合型ポリユビキチン抗体のみ（それぞれ図１１Ａ又は図１１Ｄ）、または２
０Ｓプロテアソーム・サブユニットを認識するポリクローナル抗体を更に含むもの（それ
ぞれ図１１Ｂ又は図１１Ｅ）により染色されたＨｅＬａ細胞の免疫蛍光法鏡検イメージを
表す。矢は、中央体染色を示す。統合した画像（図１１Ｃ及び図１１Ｆ）において、非常
に明るい染色は潜在的な共局所化を示し、より明るくない染色はＤＡＰＩ標識の核に対応
する。各図の棒は、５０μｍを表す。
【図１２】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、例示的
なアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を表す。可変重鎖(ＶＨ)コンセンサ
スフレームワーク(図１２Ａおよび１２Ｂ)：ヒトＶＨサブグループIコンセンサスフレー
ムワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号１１３－１１６)。ヒトＶＨサブグループIコ
ンセンサスフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号１１７－１２８)。
ヒトＶＨサブグループIIコンセンサスフレームワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号
１２９－１３２)。ヒトＶＨサブグループIIコンセンサスフレームワークマイナス伸展し
た高頻度可変領域(配列番号１３３－１４４)。ヒトＶＨサブグループIIIコンセンサスフ
レームワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号１４５－１４８)。ヒトＶＨサブグループ
IIIコンセンサスフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号１４９－１６
０)。ヒトＶＨアクセプターフレームワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号１６１－１
６４)。ヒトＶＨアクセプターフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号
１６５－１７２)。ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナスカバットＣＤＲ(配列
番号１７３－１７６)。ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナス伸展した高頻度
可変領域(配列番号１７７－１８８)。
【図１３】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、例示的
なアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を表す。　可変軽鎖(ＶＬ)コンセン
サスフレームワーク(図１３)：ヒトＶＬκサブグループIコンセンサスフレームワーク(配
列番号１８９－１９２)。ヒトＶＬκサブグループIIコンセンサスフレームワーク(配列番
号１９３－１９６)。ヒトＶＬκサブグループIIIコンセンサスフレームワーク(配列番号
１９７－２００)。ヒトＶＬκサブグループIVコンセンサスフレームワーク(配列番号２０
１－２０４)。
【図１４】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８軽鎖および重鎖のフレームワーク領域配列を表す。上付
／太字の番号はカバットに従ったアミノ酸位を示す。
【図１５】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８軽鎖および重鎖の修飾／変異フレームワーク領域配列を
表す。上付／太字の番号はカバットに従ったアミノ酸位を示す。
【実施例】
【０２１３】
実施例１：Ｋ６３結合型ジユビキチン特異的抗体断片の親和性成熟
　Ｋ４８結合型ポリユビキチンとＫ６３結合型ポリユビキチンとを区別することが可能な
抗体のパネルは、米国特許公開番号ＵＳ２００７－０２１８０６９に記載されており、本
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願明細書において完全に引用したものとする。その刊行物において同定された最高の抗Ｋ
６３結合型Ｆａｂの親和性及び特異性（Ａｐｕ２．１６、約１００ｎＭのＫｄ及びＫ４８
結合型ポリユビキチンに対する少量の人工的な結合）は、その刊行物において同定された
最高の抗－Ｋ４８結合型Ｆａｂの親和性と特異性（Ａｐｕ２．０７、約１ｎＭのＫｄ、Ｋ
６３結合型ポリユビキチンに対する結合は観察されない）より劣っていた。改良されたＫ
６３結合型ポリユビキチン特異的Ｆａｂ／抗体は、Ｆａｂ／抗体のより優れた特異性また
は親和性が望まれる適用を促進することが求められた。
（Ａ）ライブラリー作成
　Ａｐｕ２．１６抗Ｋ６３結合型ジユビキチン抗体断片（Ｆａｂ）は、抗体を親和性成熟
するために、突然変異生成に供した。Ａｐｕ２．１６とＫ６３結合型ジユビキチンの共結
晶構造に示すように（図２及び本願明細書に完全に組み込まれる米国特許公開番号ＵＳ２
００７－０２１８０６９を参照）、ＣＤＲ　Ｌ２の残基４９、５０、５２及び５３、及び
ＣＤＲ　Ｈ２の残基５０、５２、５３、５４及び５６は、Ｋ６３結合型ジユビキチンと、
それらの接触に基づいて、突然変異生成のために選択された。ＣＤＲ　Ｌ２の位置５１と
ＣＤＲ　Ｈ２の５２ａにＴＡＡ終止コドンを有するＡｐｕ２．１６停止テンプレートは、
両方のＣＤＲ領域の突然変異生成を押し進めるために用いた。この構造物の発現は、細菌
性アルカリホスファターゼ（ＰｈｏＡ）プロモータの制御下にあった。軽鎖と重鎖は、大
腸菌において分泌ができるようにするために、アミノ末端基細菌性ｓｔＩＩシグナル配列
を含んでいた。重鎖カルボキシル末端は、Ｍ１３バクテリオファージの遺伝子産物ＩＩＩ
が続くアンバー終止コードンにインフレームで融合し、アンバーサプレッサ大腸菌菌株に
おいて発現される場合にファージ上に一価のＦａｂ提示を可能にする。時間の５０％はＡ
ｐｕ２．１６野生型残基が保持され、時間の５０％は残りの１９アミノ酸の一つがコード
されるように、変性オリゴヌクレオチドは接触の位置をソフトランダム化するために合成
された。ソフトランダム化を達成するために、特定のヌクレオチド位置が、時間の７０％
は、表示の塩基により占められており、時間の１０％は、３分の１の他の塩基によって占
められるようにオリゴヌクレオチドは設計された(Gallop et al., J. Med. Chem. 37: 12
33 (1994))。このようなソフトランダム化が特定塩基が含まれる場所では、ソフトランダ
ム化の存在は、その塩基位置における数の存在により示される。数「５」は、塩基アデニ
ンがその位置で時間の７０％存在することを示し、その一方で、塩基グアニン、シトシン
及びチミンはそれぞれ時間の１０％で存在した。同様に、数「６」はグアニンを、「７」
はシトシンを、及び「８」はチミンを指し、ここで、いずれの場合においても、各々のそ
の他３つの塩基は時間の１０％だけ存在した。
　突然変異誘発性オリゴヌクレオチド３１０８８７
（ＣＣＧＡＡＧＣＴＴＣＴＧＡＴＴ８５７８７６ＧＣＡ８７７５６７ＣＴＣＴＡＣＴＣＴ
ＧＧＡＧＴＣ）（配列番号１）及び
３１０８９０
（ＧＧＣＣＴＧＧＡＡＴＧＧＧＴＴＧＣＡ８５８ＡＴＴ８７８ＣＣＴ８５８８５８ＧＧＣ
８７８ＡＣＴＴＣＴＴＡＴＧＣＣＧＡＴＡＧＣ）（配列番号２）は、Ｋｕｎｋｅｌ突然変
異生成反応において、４０μｇのＡｐｕ２．１６停止テンプレートのＫｕｎｋｅｌ　ＤＮ
Ａを使用した(Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488 (1985) and Sidhu et al.,
 Meth. Enzymol. 328: 333 (2000)を参照）。突然変異生成反応は、エレクトロテン・ブ
ルー大腸菌（ストラタジーン）にエレクトロポーレイションして、２５ｍｌのＳＯＣ培地
において３７℃で４５分間振盪して回復した。２０μｌを取り出して、１０倍の連続希釈
物をカルベニシリン含有の固体寒天プレート上に塗布されて、ライブラリーサイズを決定
するために３７℃で一晩培養した。残りの培養は、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリン、５
０μｇ／ｍｌのカナマイシン及び１０１０　ファージ／ｍＬ　Ｍ１３Ｋ０７ヘルパーファ
ージ（ニューイングランド・バイオラボ）を含有する５００ｍｌの２ＹＴブロスへ移され
た。培養は、３０℃で１４時間振盪培養した。ライブラリーは、約３×１０１０のＣＦＵ
を含んでいた。ファージは、１／５量の２０％のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）／２
．５ＭのＮａＣｌにより２ラウンドの沈殿によって、培養液上清から精製された。　　
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【０２１４】
（Ｂ）ライブラリー選別
　増幅されたファージは、９６ウェルのマキシソーブ・イムノプレート（Maxisorb immun
oplates）（Ｎｕｎｃ）に固定された酵素的に合成されたＫ６３結合型ジユビキチン（Ｂ
ｏｓｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ）に対する選別において使われた。プレートは、５μｇ／ｍ
ｌのＫ６３結合型ジユビキチンの５０ｍＭの炭酸ナトリウム・バッファー（ｐＨ９．６）
溶液で、４℃で一晩被覆された。被覆プレートは、２．５％ミルクの０．０５％Ｔｗｅｅ
ｎ－２０（ＰＢＳＴ）含有ＰＢＳ溶液によって、２５℃で１時間ブロックされた。ファー
ジは、２．５％のミルク／ＰＢＳＴにＯＤ２６８の５に希釈されて、１時間の氷上でイン
キュベートされた。ブロッキング後、プレートは、ＰＢＳＴで５回洗われた。１００μｌ
／ウェルのファージを加えて、２５℃で１時間振盪しながらインキュベートした。結合後
、プレートは、ＰＢＳＴで１０回洗われた。ファージは、１００μＬ／ウェルの１００ｍ
ＭのＨＣｌによって、２５℃で２０分間振盪し、溶出した。溶出液は、１／１０量の１Ｍ
のトリス（ｐＨ１１．０）によって中和され、続いてＭ１３Ｋ０７ヘルパーファージの付
加によってＸＬ－１ブルー大腸菌（ストラタジーン）において増殖させた。
　増殖したファージが、選別の次のラウンドにおいて使われた。第２の選別は、１００ｎ
Ｍのビオチン化Ｋ６３結合型ジユビキチンを溶液中の標的として使用し、ファージがＯＤ

２６８で１．０で使われたことを除いては、上記の通りに行われた。ビオチン化Ｋ６３結
合型ジユビキチンは、結合したファージと共に、５μｇ／ｍＬのニュートラアビジン被覆
されたイムノプレートに捕獲された。第３の選別ラウンドは、ファージ・ブロッキング工
程とファージ・結合工程の競争相手として、可溶性１００ｎＭのＫ４８結合型ジユビキチ
ン及び１００ｎＭのモノユビキチン（Boston Biochem）を加えて、第２ラウンドと同様に
実施された。第４の選別ラウンドにおいて、ビオチン化Ｋ６３結合型ジユビキチン標的濃
度は１０ｎＭまで減少させ、Ｋ４８結合型ジユビキチンとモノユビキチンの競争相手濃度
は各々１μＭに増大させた。ニュートラアビジン単独と比較したビオチン化Ｋ６３結合型
ジユビキチンに対する結合性のための濃縮は、ラウンド３と４の後に、観察された。第４
選別由来の９６個体のクローンは、９６ウェル様式で、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリン
と１０１０ファージ／ｍＬのＭ１３Ｋ０７ヘルパーファージを含有する１ｍｌの２ＹＴブ
ロスにおいて増殖させた。それらの培養からの上清は、Ｋ６３結合型ジユビキチン、Ｋ４
８結合型ジユビキチン、モノユビキチン、又はプレートの非被覆ウェルへの結合性につい
て、ハイスループット・ファージＥＬＩＳＡにおいて使われた。５１クローンについてＫ
６３結合型ジユビキチンへの特異的な結合性が証明され、それらのＤＮＡは標準的方法を
使用して配列決定された。各クローンのＣＤＲ　Ｌ２及びＨ２の配列は、表Ｂに示される
。ＣＤＲ　Ｌ１、Ｌ３、Ｈ１及びＨ３は配列決定されなかったが、それらは突然変異生成
の標的とされなかったので、突然変異生成のために標的とされなかったＡｐｕ２．１６テ
ンプレートＣＤＲ　Ｌ１配列（ＲＡＳＱＳＶＳＳＡＶＡ）（配列番号３），ＣＤＲ　Ｌ３
配列（ＱＱＹＳＳＹＳＳＬＦＴ）（配列番号４），ＣＤＲ　Ｈ１配列（ＶＫＴＧＬＩ）（
配列番号５）、及びＣＤＲ　Ｈ３配列（ＥＹＹＲＷＹＴＡＩ）（配列番号６）を有すると
期待される。
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【０２１５】
（Ｃ）　Ｆａｂ産生
　最も特異的な抗－Ｋ６３結合型ジユビキチン・クローンの２４（上記のファージ・スポ
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ットＥＬＩＳＡにおけるＫ４８結合型ジユビキチンと比較してＫ６３結合型ジユビキチン
への結合が１０を超えるシグナル比率によって判断された）は、可溶性Ｆａｂ産生のため
に選択された。これらのＦａｂをコードしているプラスミドは、大腸菌に形質転換され、
カルベニシリン含有の固体の寒天に塗布された。一つのコロニーを、５０μｇ／ｍＬカル
ベニシリン含有の２５ｍｌの２ＹＴブロスに接種をするために用いた。培養は、３７℃で
一晩増殖させ、５ｍｌを、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリンを有する５００ｍｌの完全Ｃ
．Ｒ．Ａ．Ｐ．培地（３．５７ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．７１ｇのクエン酸ナトリウ
ム２Ｈ２Ｏ、１．０７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇのイースト抽出物、５．３６ｇのＨｙｃａ
ｓｅ　ＳＦ（シェフィールド）、ｐＨはＫＯＨの付加によって７．３に合わせられ、体積
は超純水で８７２ｍｌに合わせられ、オートクレーブされ、５５℃まで冷却後、１ＭのＭ
ＯＰＳ（ｐＨ７．３）、１１ｍＬの５０％グルコース及び７ｍＬの１ＭのＭｇＳＯ４の１
１０ｍｌを加えた）に接種するために用いた。培養は、３０℃で２４時間振盪培養した。
細胞は遠心によって回収し、ペレットは－２０℃で保存された。Ｆａｂは、１０μｇ／ｍ
ＬのＤＮａｓｅ、０．２ｍｇ／ｍｌのリゾチーム及び１ｍＭのフェニルメチルスルホニル
フロリド（ＰＭＳＦ）を含有する３５ｍｌの冷たい洗浄バッファー（ＰＢＳ＋１５０ｍＭ
のＮａＣｌ）の各ペレットを再懸濁することによって精製された。ペレットは、速やかに
、２５℃で４５分間のボルテックスによって再懸濁された。細胞残屑は遠心によってペレ
ット化され、ライセートは冷たい洗浄バッファーによって前もって平衡化された１ｍｌの
プロテインＡ－セファロース・カラム（GE Health Sciences）上にロードされた。カラム
は、５０ｍｌの冷たい洗浄バッファーによって洗われて、３ｍｌの０．１Ｍの酢酸によっ
て溶出させられて、１５０μＬの２Ｍのトリス（ｐＨ１１．０）によって中和された。Ｆ
ａｂは、Ａｍｉｃｏｎ・Ｕｌｔｒａ－１５の遠心濾過機ユニット（５ＫＤカットオフ、ミ
リポア）を使用して濃縮された。結果として生じたＦａｂ濃度は、分光測光法で決定され
、濃縮Ｆａｂは、４℃で保存された。
（Ｄ）単離されたＦａｂの親和性解析
　２４の選択されたＦａｂの親和性（上の実施例１（Ｃ）を参照）は、選択して、ＢＩＡ
ＣＯＲＥＴＭ　Ａ１００システム（Ｂｉａｃｏｒｅ）を使用して、表面プラスモン共鳴（
ＳＰＲ）によって決定された。Ｋ６３結合型ジユビキチンまたはＫ４８結合型ジユビキチ
ンの約５０反応単位は、製造業者によって提供されたアミン・カップリング・プロトコル
を使用して、ＣＭ５チップの４つのフローセルのうちの２つに固定された。各ＣＭ５チッ
プ上の１つのフローセルは活性化され、固定タンパク質なしにブロックしたエタノールア
ミンは、対照標準として使われた。各Ｆａｂの二倍連続希釈法（３１．２５－５００ｎＭ
）は、各フローセル上に注入された（３０μＬ／分の流速で、計６０μＬ）。対象標準の
信号は、各フローセル・シグナルから減算された。溶出期間後（１０分）、チップ表面は
、１５μＬの１０ｍＭのＨＣｌによって再生した。速度定数及び結合定数は、製造業者に
よって提供されるソフトウェアを用いて非線形回帰分析法によって同時に算出して、表Ｃ
に示した。親のＡｐｕ２．１６　Ｆａｂの速度定数及び結合定数の測定は３回の独立した
測定値、及び２４の親和性成熟されたＦａｂについての単一測定値からのの平均（Ａｖｇ
）を示す。親のＡｐｕ２．１６　Ｆａｂ又は２４の親和性成熟されたＦａｂのいずれにつ
いても、Ｋ４８結合型ジユビキチンへの検出可能な結合性を証明されなかった。　　
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（Ｅ）　親和性成熟Ｆａｂのウエスタンブロット
　実施例１（Ｄ）のＳＰＲ解析から得られた結合定数は、３つのクローン（Ａｐｕ３．Ａ
８、Ａｐｕ３．Ａ１２及びＡｐｕ３．Ｂ３）が一桁のナノモル結合性を発揮することを示
した。親のＡｐｕ２．１６　Ｆａｂに加えてこれらの３つのＦａｂは、ウエスタンブロッ
トにおいてＫ６３結合型ジユビキチン及びＫ４８結合型ジユビキチンの検出が試験された
。Ｋ６３結合型ジユビキチン（３１－１０００ｎｇ）の６つの濃度及びＫ４８結合型ジユ
ビキチン（２５０－１０００ｎｇ）の３つの濃度は、４－１２％のＮｕＰＡＧＥゲル（イ
ンビトロゲン）に泳動し、フッ化ポリビニリデン（ＰＶＤＦ）膜に移され、親のクローン
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及び３つの親和性成熟Ｆａｂによりブロットした。Ｆａｂは、カルボキシ末端６ｘ－Ｈｉ
ｓタグを含んでいたので、抗－ペンタＨｉｓ－ＨＲＰ抱合型２次抗体（Ｑｉａｇｅｎ）に
より、ケミルミネセンス発現に続いて検出された。全４つのＦａｂは、特異的にＫ６３結
合型ジユビキチン（図３を参照）を検出した。Ｋ４８結合型ジユビキチンに対する結合性
は、試験された４つのＦａｂの何れについても観察されなかった。
（Ｆ）ＩｇＧへの変換
　親のＦａｂ　Ａｐｕ２．１６及び３つの親和性成熟されたＦａｂであるＡｐｕ３．Ａ８
、Ａｐｕ３．Ａ１２、Ａｐｕ３．Ｂ３は、ヒトＩｇＧとして、ＨＥＫ２９３細胞において
発現された。発現コンストラクトは、ヒトＩｇＧの重鎖および軽鎖をコードするｐＲＫ哺
乳類発現コンストラクト（Gorman et al., DNA Prot. Eng. Tech. 2: 3-10 (1990)）に、
Ｆａｂ可変ドメインをクローニングすることによって生成された。ＩｇＧは、標準方法に
よってプロテインＡ－セファロース・カラム上のアフィニティークロマトグラフィーによ
って精製された。　　
【０２１６】
実施例２：内因的ユビキチン化タンパク質の検出　
　実施例１（Ｆ）に記載の親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチンＩｇＧの活性
は、評価された。ウエスタンブロット分析のために、ポリユビキチンまたはポリユビキチ
ン化タンパク質は、ポリアクリルアミドゲル上で泳動され、ゲルの内容は従来技術の標準
的方法に従ってニトロセルロース・ブロットへ移された。結果として生じるニトロセルロ
ース・ブロットは、５％の脱脂粉乳を含む１０ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１
５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のＴｗｅｅｎ－２０（ＴＢＳＴ）で約１時間ブロックされ
た。主要な抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体（ＩｇＧ形態の親のＡｐｕ２．１６抗体、
またはＩｇＧ形態のＡｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２、又はＡｐｕ３．Ｂ３のどちらか
）は、室温で最短１時間の間に、最終濃度５μｇ／ｍｌに加えられた。一晩のインキュベ
ーションは、４℃で行われた。ブロットは、ＴＢＳＴによって、１洗浄につき１０分間、
３回洗われた。結合した抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、５％の脱脂粉乳を含有す
るＴＢＳＴに、１：１０，０００に希釈されたペルオキシダーゼ抱合型抗ヒトＩｇＧ（Ｉ
ＣＮ　Ｃａｐｐｅｌ）によって検出された。室温で１時間後に、ブロットはＴＢＳＴにお
いて３～６回洗浄し、製造業者の指示に従ってＳｕｐｅｒｓｉｇｎａｌ（ピアス）におい
てインキュベートされ、フィルムに露出された。内因的にユビキチン結合したタンパク質
のウエスタン・ブロットについて、２９３Ｔの細胞は、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２
０００（インビトロゲン）を使用して、３ｘＨＡ－タグ付ＴＲＡＦ６を発現するベクター
の有無にかかわらずトランスフェクションした。細胞は、最後の時間に、２５μＭのＭｇ
－１３２（Calbiochem）における培養のトランスフェクションの２日後に回収された。細
胞はリン酸塩緩衝食塩水で洗われ、次にタンパク質抽出物は完全プロテアーゼインヒビタ
ー・カクテル（ロシュ）を補充した氷冷溶解緩衝液（２０ｍＭのトリス－Ｃｌ（ｐＨ　７
．５）、１３５ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、１ｍＭのＥＧＴＡ、１％のＴ
ｒｉｔｏｎＸ－１００、１０％のグリセリン、１ｍＭのジチオスレイトール、２ｍＭのＮ
－エチル－マレイミド）において調製された。　　
　図４及び５に示すように、３つの試験された親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ＩｇＧの
各々は、ウエスタンブロットにおいて親のＡｐｕ２．１６　ＩｇＧより良好に機能した。
図４は、２から７つのユビキチン・サブユニットを含む、固定され精製されたＫ４８結合
型又はＫ６３結合型ポリユビキチンに対するウエスタンブロットの結果を表す。親のＩｇ
Ｇ　Ａｐｕ２．１６は、試験された如何なる濃度でも、如何なる数のユビキチン・サブユ
ニットの、Ｋ６３結合型またはＫ４８結合型ポリユビキチンを検出しなかった。親和性成
熟されたＩｇＧ　Ａｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２、またはＡｐｕ３．Ｂ３は試験され
た各濃度において、２から６つのサブユニットを含むＫ６３結合型ポリユビキチンを検出
し、試験された最も低い濃度以外の全てにおいて、７つのサブユニットのものを検出した
。Ｋ４８結合型ポリユビキチンに対する非特異的結合性は、３つの親和性成熟されたＩｇ
Ｇの何れでも観察されなかった。親和性成熟された抗体が内因的にユビキチン結合された
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タンパク質を検出することが可能だったかどうか確認するために、２９３Ｔ細胞はＴＲＡ
Ｆ６によってトランスフェクションされ、ＭＧ－１３２によって処理されて、それはイン
ビボでＴＲＡＦ６のＫ６３結合型ユビキチン化に結果としてなることが見いだされた（We
rtz et al., Nature (2004) 430: 694-699)。図４の固定された精製ポリユビキチンによ
るウエスタンブロットと同様に、親のＡｐｕ２．１６　ＩｇＧは、Ｋ６３結合型ポリユビ
キチン化ＴＲＡＦ６も又は他のいかなるＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質も、ウ
エスタンブロットアッセイにおいて検出することが不可能だった（図５）。しかしながら
、各々の抗体Ａｐｕ３．Ａ８、Ａｐｕ３．Ａ１２及びＡｐｕ３．Ｂ３は、同じウエスタン
ブロット・アッセイにおいて、Ｋ６３結合型ポリユビキチン化ＴＲＡＦ６及び他のＫ６３
結合型ポリユビキチン化タンパク質を特異的に検出した（図５）。　　
　前の実験は、親和性成熟された抗体が、固定されたポリユビキチン化タンパク質を検出
することができることを確認した。更なる実験は、これらの抗体がポリユビキチン化タン
パク質を免疫沈降させることが可能であるかどうか確認するために行われた。免疫沈降ア
ッセイのために、先に述べた溶解緩衝液は６Ｍの尿素を更に含んでおり、細胞は１５分間
の室温で溶解された。次に、不溶性物質は遠心によって除去されて、可溶性ライセートは
通常の溶解緩衝液に希釈されて、尿素濃度を０．２９Ｍまで下げた。ライセートは、プロ
テインＡ－セファロース（ＧＥ）によって、４℃で１時間、前もってクリアにされてから
、次に５μｇの示された抗体と共に４℃で１時間インキュベートされた。抗体複合体は、
プロテインＡ－セファロースによって４℃で１時間捕獲されて、溶解バッファーで十分に
洗われて、２．５％の２－メルカプトエタノールを補充されたＮｏｖｅｘトリス－グリシ
ンＳＤＳ－試料バッファー（インビトロゲン）中で沸騰することによって溶出させられた
。
　ＴＲＡＦ６含有ライセートは、他のユビキチン結合タンパク質からそれを分離するため
に、１％のＳＤＳの存在下で変性され、免疫沈降は０．０５％の低いＳＤＳの希釈に従っ
て行われた場合、ＴＲＡＦ６は、Ｋ６３特異的抗体によって捕獲されなかった（データを
示さない）。しかしながら、ＴＲＡＦ６を発現している細胞が代替の変性剤である６Ｍの
尿素の存在下で溶解された場合は、ＴＲＡＦ６の免疫沈降は成功した。図６Ａに示すよう
に、３つの親和性成熟された抗体は、親の抗体Ａｐｕ２．１６よりも、Ｋ６３結合型ポリ
ユビキチン化Ｔｒａｆ６をより良く免疫沈降しており、これは、親和性成熟された抗体は
、親の抗Ｋ６３ポリユビキチン抗体と比較して、溶液中の内因性のＫ６３ユビキチン化タ
ンパク質に対する結合性が改良されたことを示す。更なる実験において、免疫沈降したＫ
６３結合型ポリユビキチン化物質の、無差別の脱ユビキチン酵素Ｕｓｐ２による処理は、
図６Ａ及び図６Ｂの第２レーンにおいて観察された、より高分子量バンドのスメアを崩壊
させた時間を増大させ、免疫沈降したＴＲＡＦ６がユビキチン化されていたことを確認し
た（図６Ｂ、レーン３から５）。Ｕｓｐ２に関連する可能性がある非特異的タンパク分解
性活性は、システインプロテアーゼ・インヒビターであるＮ－エチルマレイミド（ＮＥＭ
）を使用したＵｓｐ２脱ユビキチン化活性の阻害がスメアの崩壊を妨げたので（図６Ｂ、
レーン６）、より遅く移動する種の観察された消失の原因となっている可能性は低い。Ｋ
６３特異的抗体Ａｐｕ３．Ａ８によって免疫沈降したＴＲＡＦ６の一部は、その泳動から
、変更されていないＴＲＡＦ６であるように見えた。そして、非修飾ＴＲＡＦ６をトラッ
プする自己オリゴマーの形成を誘導するＴＲＡＦ６の過剰発現に起因する可能性が高い。
　
　これらの結果は、質量分析実験によって確認された。ポリユビキチン鎖がトリプシンに
よって消化された場合、リジン結合の７つの異なるタイプの各々に対応するユニークなペ
プチドが観察されることがある。これは、間違って切断されたリジン上のＧｌｙＧｌｙの
モティーフの一般的なコンセンサスに続く。７つの可能なポリユビキチン鎖結合の各々は
、ユニークな質量（１０ｐｐｍの質量精度で測定される）、更には衡突による解離に応じ
たユニークな断片化パターンを有するユニークなペプチドを生ずる。従って、高分解能質
量分析計を使用して、興味がある特異的なシグネチャー・ペプチドに対する標的を定めた
解析とともに、Ｋ４８かＫ６３ポリユビキチン鎖結合の存在率のレベルを監視すること及
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び数量化することができる。簡潔には、ＢＪＡＢ細胞からの免疫沈降反応は、抗Ｋ４８結
合型抗体、３つの親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチンＩｇＧ　Ａｐｕ３．Ａ
８、Ａｐｕ３．Ａ１２及びＡｐｕ３．Ｂ３の混合物または対照抗体（ハーセプチン（登録
商標））を使用して、上記の通りに行われた。タンパク質は化学的にアセトニトリル：水
＋０．１％のＴＦＡを使用して、還元化、アルキル化され及びトリプシンによって消化さ
れて、ビーズから抽出された。ｎａｎｏＡＣＱＵＩＴＹＴＭ　ＵＰＬＣ（Thermo-Fisher 
Scientific）に結合するハイブリッドＬＴＱ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ質量分析計が、１時間の
勾配（溶媒Ａ：水＋０．１％のギ酸；溶媒Ｂ：アセトニトリル＋０．１％ギ酸）を有する
１μＬ／分の流速で、使われた。計測器は調整されて、標的を定めた解析研究のための最
適なチャージ状態を確証するために、トリプシンにより消化された合成テトラユビキチン
（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ）を使用して調整された。Ｋ４８結合型ポリユビキチン
について決定されたｍ／ｚは４８７．６、７３０．８９及び１４６０．７８であり、Ｋ６
３結合型ポリユビキチンについて決定されたｍ／ｚは５６１．８０、７４８．７３及び１
１２２．６であった。トリプシンによる消化、逆相分離及び標的を定めたタンデム型質量
分析の後、Ｋ４８及びＫ６３ポリユビキチン・ペプチドのためのイオン・クロマトグラム
は抽出されて、ピーク面積は濃度を推定するために算出された。　　
　免疫沈降解析の結果は、図７Ａと７Ｂに記載される。図７Ａに示すように、３つの親和
性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体の混合物は、特異的にＫ６３結合型ポリ
ユビキチン化タンパク質を免疫沈降させた。図７Ｂの結果は、抗Ｋ６３結合型ポリユビキ
チン抗体がＫ４８結合型ポリユビキチン・ペプチドについて交差反応を起こさないことを
示す（一方で、比較のために、Ｋ４８結合型ポリユビキチン抗体は、Ｋ４８結合型ポリユ
ビキチン・ペプチドについて相当な濃縮を示す）。
　更なる質量分析実験において、ポリユビキチン化タンパク質は、上記の通りにヒトＢＪ
ＡＢ細胞から免疫沈降して、次に標準分析法を使用してＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル
電気泳動によって分解した。免疫沈降したゲル分解されたタンパク質は、イン－ゲル・ト
リプシン消化を受けて、次にユビキチン－ＡＱＵＡ法の変形法を使用して分析された（Ki
rkpatrick et al., Nat. Cell Biol. 8: 700-710 (2006)）。簡潔には、トリプシン消化
物は、ポリユビキチン鎖結合及び非分枝型ユビキチンを各々表しているアイソトープ標識
された内標準ペプチドで補充され、次に標準と加えてそれに対応する天然検体は、狭いレ
ンジで抽出されたイオン・クロマトグラムを使用して、高解像度前駆体イオン・スキャン
において検出された（Crosas et al., Cell 127: 1401-1413 (2006)）。各々のポリユビ
キチン鎖結合の存在率とＢＪＡＢ免疫沈降物のユビキチンの総量は、その対応する内標準
に比較して、各々の消化されたペプチドからのシグナルを比較することによって定量化さ
れた。特に、ＢＪＡＢ細胞は、スピナー・フラスコにおいて、１００μＭのＬ－アスパラ
ギン、５０μＭの２－メルカプトエタノール及び１０％のウシ胎仔血清で補充されたダル
ベッコの改質イーグル培地の高グルコース・バージョンにおいて培養された。細胞（＞１
０９）は、ＰＢＳで洗われて、６Ｍの尿素、２ｍＭのＮ－エチルマレイミド（ＮＥＭ）及
び完全プロテアーゼインヒビター・カクテル（ロシュ）を含有する溶解バッファー（２０
ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１３５ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２

、１ｍＭのＥＧＴＡ、１％のトリトンＸ－１００、１０％のグリセリン）中に室温で３０
分間溶解した。不溶性物質は遠心によって除去し、次にライセートはプロテアーゼインヒ
ビター、２ｍＭのＮＥＭ及び１ｍＭのＤＴＴで補充された溶解バッファーで４Ｍの尿素に
希釈された。１時間のプロテインＡ－セファロース（GE Healthcare）によって前もって
クリアにされた後、ライセートは、Ａｐｕ３．Ａ８抗－Ｋ６３（ＩｇＧ形態）、Ａｐｕ２
．０７抗Ｋ４８（ＩｇＧ形態）又はアイソタイプ・コントロール抗体（抗Ｈｅｒ２）のい
ずれかの３０μｇを受けた３つの試料に分けられた。試料は、２時間室温でインキュベー
トされ、沈澱した物質を取り除くために、続いて遠心分離機にかけられた。更なる抗体（
１０μｇ）は同様に可溶性ライセートに加えられ、更にプロテインＡ－セファロースと試
料が一晩室温でインキュベートされた。セファロース・ビーズは、溶解バッファー、次に
ＰＢＳで十分に洗われた。ビーズは、還元ＳＤＳサンプルバッファーに溶出されて、ヨー
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ドアセトアミドでアルキル化されて、次に４－２０％のトリス・グリシン・ゲル類（イン
ビトロゲン）のＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分析された。（沈降抗
体由来の重鎖及び軽鎖を表す２５及び５５ｋＤａの領域を除いて）ゲルの全ての領域は、
切り出され、つぶされ、５０：５０のアセトニトリル：水中の２５ｍＭのＮＨ４ＨＣＯ３

で洗浄し、脱水された。ゲルは、次にトリプシン（プロメガ）を含む２５ｍＭのＮＨ４Ｈ
ＣＯ３で再水和され、３７℃で一晩インキュベートされた。反応は、０．００８％のＴＦ
Ａの付加によって停止された。ペプチドは５％の酢酸で２度抽出され、次に１００％のア
セトニトリルで抽出された。これらの試料は、ＡＱＵＡペプチド標準（１ｐｍｏｌ）によ
ってスパイクをつけられて、ＮａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣシステム（Ｗａｔｅｒｓ
）上の逆相クロマトグラフィーによって、分離のためにオートサンプラーを経て注入され
た。プレカラム（５μｍ、シンメトリー（登録商標）Ｃ１８、１８０×２０ｍｍ）上にロ
ードされたペプチドは、分析カラム（１．７μｍのＢＥＨ－１３０　Ｃ１８カラム１００
×１００ｍｍ（Ｗａｔｅｒｓ））を使用して、１分につき１μＬの流速で、２％の溶媒Ｂ
から９０％の溶媒Ｖの勾配を７０分に渡って適用して、全分析時間９０分により、分離し
た。ペプチドは、２ｋＶのスプレー電圧によりナノスプレー・イオン化源に直接溶出し、
ＬＴＱ　ＸＬ－Ｏｒｂｉｔｒａｐ質量分析計（ThermoFisher）を使用して分析された。前
駆体イオンは、６０，０００の分解能でＦＴＭＳにおいて分析された。定量化は各ペプチ
ドの重いバージョンと軽いバージョンのためのピーク面積を比較することによって行われ
、４小数位までの１０ｐｐｍの質量精度でイオン・クロマトグラムを抽出した。
　ＭｕＲＦ１自己ユビキチン化反応は、製造業者の指示（Boston Biochem）に従って行わ
れた。免疫沈降のために、試料は、４Ｍの尿素を含有する１００倍の溶解バッファーに溶
解され、プロテインＡ－セファロースによって前もってクリアにされ、次に抗体（２０μ
ｇ）とプロテインＡ－セファロースと共に一晩免疫沈降した。トータル・ユビキチンは、
Ｐ４Ｄ１抗体（Santa Cruz Biotechnology）でブロットした。質量分析によって分析され
るＭｕＲＦ１試料は、５％の溶媒Ｂから３０％の溶媒Ｂへの１５分の勾配によりＡｇｉｌ
ｅｎｔ１１００　ＬＣ　モジュール上で、全分析時間３０分で分析された。イオン・クロ
マトグラムは、期待されるｍ／ｚから、１ウインドウ±１５　ｐｐｍを抽出することによ
って作成された。　　
【０２１７】
　抗Ｋ４８結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ２．０７、抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗
体Ａｐｕ３．Ａ８及びＨｅｒ２を認識するアイソタイプ対照抗体は、それぞれ４９．１ｐ
ｍｏｌ、２．２ｐｍｏｌ及び０．２ｐｍｏｌのトータル・ユビキチンを免疫沈降させた（
図７Ｃ）。この結果は、Ｋ４８結合型ポリユビキチン鎖が、免疫沈降のために使用された
投入ライセート中のＫ６３結合型ポリユビキチン鎖よりも豊富だったという観察と一致し
ていた（図７Ｄ）。抗Ｋ４８抗体によって免疫沈降したポリユビキチン結合の直接的検証
は、１２．７ｐｍｏｌのＫ４８－ＧＧシグネチャーペプチド及び特定の他の結合について
シグネチャーペプチドの残存する量を明らかにした（０．１ｐｍｏｌのＫ６３，　１．１
ｐｍｏｌのＫ１１，　及び２．０ｐｍｏｌのＫ６）（図７Ｅ）。同様に、抗Ｋ６３結合型
ポリユビキチン抗体Ａｐｕ３．Ａ８によって免疫沈降したポリユビキチン鎖は、主にＫ６
３－ＧＧシグネチャーペプチド（０．３ｐｍｏｌのＫ６３）及びより小さい量の他の結合
ペプチドを産生した（０．１８ｐｍｏｌのＫ４８、０．０８ｐｍｏｌのＫ１１及び０．０
６ｐｍｏｌのＫ６）（図７Ｆ）。表面プラスモン共鳴によって抗ポリユビキチン抗体につ
いて見られる強い結合性選択を想定すると、これらの質量分析結果は、ユビキチンによっ
て修飾される細胞基質の有意分画が不均一なポリユビキチン鎖結合を呈することを示唆す
る。
　ＢＪＡＢ細胞ライセートから免疫沈降するこれらの「的外れの」結合が不均一なポリユ
ビキチン鎖を生じている基質に由来していることを確認するために、非特異的結合性とは
対照的に、「的外れの」結合の免疫沈降のための標的結合の必要性を調査した。Ｋ４８又
はＫ６３結合の何れかを欠いている混合された結合ポリユビキチン鎖は、無差別のＥ２酵
素ＵｂｃＨ５ｃと組合わせたＥ３　ＭｕＲＦ１を使用して、インビトロで生成された　（
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Kim et al. J.Biol. Chem. 282: 17375-17386 (2007)）。Ｋ４８又はＫ６３結合は、アル
ギニンについて突然変異したＫ４８又はＫ６３のどちらかを有した変異体ユビキチンを使
用したＭｕＲＦ１自己ユビキチン化反応から除外された（図７Ｇ）。汎ユビキチン抗体に
よるウエスタンブロッティングによって、ＭｕＲＦ－１自己ユビキチン化反応は、野生型
か、Ｋ４８Ｒ、又はＫ６３Ｒユビキチンが使われるかどうかにかかわりなく高分子量スメ
アを産生した（図７Ｈ、レーン１、５及び９）。野生型ユビキチンによる反応のユビキチ
ン－ＡＱＵＡ解析は、３つの主な結合を明らかにした：Ｋ４８、Ｋ６３及びＫ１１（図７
Ｉ、レーン１）。期待通りに、Ｋ４８Ｒユビキチンによって行われる反応は、Ｋ４８結合
型ポリユビキチン鎖を欠いていた（図７Ｉ、レーン９）。ＭｕＲＦ１が野生型ユビキチン
によって修飾された場合に（図７Ｈ、レーン３－４）、抗Ｋ４８結合型及び抗Ｋ６３結合
型ポリユビキチン抗体は、ポリユビキチン化種を免疫沈降させたが、特異的であるものに
対する標的結合が存在しないならば、各々の抗体はそうすることが出来なかった（図７Ｈ
、レーン７及び１２）。アイソタイプが一致した対照抗体（抗ＨＥＲ２）は、何れの反応
由来のユビキチン化ＭｕＲＦ１を免疫沈降させなかった（図７Ｈ、レーン２、６及び１０
）。濃縮に使用する抗体に関係なく、野生型Ｕｂ反応由来の免疫沈降した種のユビキチン
－ＡＱＵＡ解析は、Ｋ４８－、Ｋ６３－及びＫ１１－結合鎖の存在を証明した（図７Ｊ、
レーン３及び図７Ｋ、レーン４）。ウエスタンブロッティングによって予測されるように
（図７Ｈ、レーン７と１２）、それらの標的の結合が更に存在していた場合だけ、Ｋ１１
結合鎖は、抗Ｋ４８結合型及び抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体によって免疫沈降した
（図７Ｊ及び７Ｋ）。これらの結果は、抗Ｋ４８結合型及び抗Ｋ６３結合型ポリユビキチ
ン抗体が、免疫沈降に関してそれらの正確さを保持することを証明した。更に、それらは
、抗Ｋ４８結合型及び抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体によって、細胞から免疫沈降さ
れた別の結合が、標的及び的外れの結合の両方を生じる個々の基質に由来するにちがいな
いことを示す。　　
【０２１８】
実施例３：親和性成熟抗体を使用したユビキチン化経路の検出
　ポリユビキチン化の主要なタンパク質によって調整される多くの細胞経路は同定されて
いる。本発明の親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、細胞における特
定のタンパク質のＫ６３結合型ポリユビキチン化の範囲を決定するために用いた。それは
Ｋ６３結合型ポリユビキチンによるユビキチン化が役割を果たす細胞シグナル伝達経路の
説明を助ける。　　
（Ａ）ＴＮＦＲ１のＴＮＦα活性化
　腫瘍壊死因子受容体１（ＴＮＦＲ１）のＴＮＦα活性化は、ＲＩＰとＴＲＡＦ２の会合
につながる（図８Ａを参照）。ＴＲＡＦ２は、ＲＩＰにＫ６３結合型ポリユビキチン鎖を
与え、ＴＡＫ１／ＴＡＢ２／ＴＡＢ３の補充及びＮＦκＢシグナル伝達経路の続く活性化
を可能にする。この経路によるシグナル伝達のダウンレギュレーションは、ＲＩＰ上のＫ
６３結合型ポリユビキチン鎖を除去し、それらをＫ４８結合型ポリユビキチン鎖と交換し
、分解のためのプロテアソームについてＲＩＰを標的とする、脱ユビキチナーゼ　Ａ２０
によって起こる。本発明の親和性成熟された抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体は、経路
のさまざまな混乱の間に、ＲＩＰのポリユビキチン化の程度と種類を評価するために用い
た。
　簡潔には、ＨｅＬａ　Ｓ３細胞は、１０分間の２１μＭのＭＧ－１３２によって処理さ
れた。その後、細胞は、１００ｎｇ／ｍｌのＴＮＦによって、０から２５分まで処理され
た。各時点において、細胞はペレット化されて、ＰＢＳで一度洗われた。洗われたペレッ
トは、プロテアーゼインヒビター、２５μＭのＭＧ－１３２、１０ｍＭのＮ－エチルマレ
イミド（ＮＥＭ）及び５０ｍＭのＮａＦを含む、２０ｍＬのＴＮＦＲ１免疫沈降バッファ
ー（２０ｍＭのＴｒｉｓ、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１％のトリトンＸ－１００及び１ｍＭ
のＥＤＴＡ）に、回転により、４℃で１０分間、溶解した。ライセートは、１０，０００
×ｇで５分間遠心分離機にかけた。透明なライセートは、回転させながら、４℃で１時間
、２００μＬのプロテインＡビーズと共にインキュベートされた。ビーズとデブリは、５
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分間２，０００ｒｐｍ／分の遠心によってペレット化された。試料は、上記の通りに、ウ
エスタンブロット分析のための各時点のライセートから取り出された。免疫沈降試料のた
めに、２０μＬの抗ＴＮＦＲ１抗体は各試料に加えられ、試料は４℃で２．５時間、回転
させた。２００μＬの非ブロック化プロテインＡを各試料に加え、試料を再度４℃で２．
５時間回転させた。ビーズは免疫沈降バッファーによって２回、１ＭのＮａＣｌを含む免
疫沈降バッファーで２回、免疫沈降バッファーによって２回洗浄した。ビーズに特異的に
結合したタンパク質は、６Ｍの尿素を含んでいるユビキチン鎖溶解バッファー（２０ｍＭ
のトリス－Ｃｌ（ｐＨ７．５）、１３５ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、１ｍ
ＭのＥＧＴＡ、１％のトリトンＸ－１００及び１０％のグリセリン）により、室温で１５
分間、穏やかな振動により回収された。ビーズは、遠心によってペレット化された。上清
は、プロテアーゼインヒビター、１０ｍＭのＮＥＭ及び０．５ｍＭのジチオスレイトール
を含むユビキチン鎖溶解バッファーにより２５倍に希釈され、続いて５０μＬのプロテイ
ンＡビーズ＋１０μｇのハーセプチンで２時間、前もってクリアにした。抗Ｋ４８結合型
ポリユビキチン抗体と抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体（Ａｐｕ３．Ａ８とＡｐｕ３．
Ｂ３の１：１混合物）は、４℃で３時間のプロテインＡビーズに前もって結合された。免
疫沈降反応試料は、前もって結合させた抗体の一つと組み合せて、４℃で２時間回転させ
、続いて溶解バッファーで洗浄し及び試料バッファーの付加をした。試料は、上の実施例
２に記載の手順に従って、還元され、アルキル化されて、４－１２％のＴｒｉｓ／Ｇｌｙ
　１．５　ｍｍ　１５－ウェル　Ｎｏｖｅｘゲルに泳動し、続いて移して、イムノブロッ
ティングし、ウエスタンブロット分析した。
　既知のＲＩＰ修飾経路の簡単な形態を、図９Ｂに図式的に示す。ＴＮＦαによるＨｅＬ
ａＳ３細胞の処理は、ＴＮＦＲ１との複合体である、ＲＩＰのＫ６３結合型ポリユビキチ
ンを刺激する。２段階の免疫沈降（第１のＴＮＦＲ１複合体の免疫沈降、次にＫ４８結合
型ポリユビキチン化タンパク質又はＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質の免疫沈降
）は、ＴＮＦα処理に応じてＲＩＰのユビキチン化状態の解析を可能にする。図９Ａに図
示するように、ＲＩＰタンパク質がＴＮＦα処理の最初の５分以内に、急速にＴＮＦＲ１
と結びつき、結合したＲＩＰの量は、その後のＴＮＦα治療の時間を問わず一定のままで
ある（ブロット４）。ＴＮＦＲ１と最初に結合するＲＩＰは、Ｋ６３結合型ポリユビキチ
ン化されているが、ＴＮＦαによるより長い処理は鎖の編集につながり、Ｋ４８結合型ポ
リユビキチン化ＲＩＰに結果としてなる（ブロット６と７を比較する）。したがって、Ｋ
６３結合型ポリユビキチン標識を有するＲＩＰとＫ４８結合型ポリユビキチン標識を有す
るＲＩＰを区別する能力は、ＴＮＦαが引き金となる細胞経路について重要な情報を提供
するものであり、本発明の親和性成熟された抗体は、質量分析または他の生物物理学的な
解析を行うこと無しに、このＲＩＰ介在経路を調べることについて、便利で役立つツール
を提供する。　
【０２１９】
（Ｂ）ＩＲＡＫ１のポリユビキチン鎖編集
　キナーゼＲＩＰ１は、順にＫ６３－及び次にＫ４８結合型ポリユビキチン鎖を修飾する
ものであって、後者はＥ３脱ユビキチナーゼＡ２０によって与えられ、更にＡ２０は特定
のＴＬＲによるシグナル伝達の既知の負の調節剤であること（Boone et al. Nat. Immuno
l. 5: 1052-1060 (2004)）を考慮すると、ＴＬＲとインターロイキン１受容体（ＩＬ－１
Ｒ）に取り込まれる他のキナーゼ・アダプターは、同じように調節のために調査された。
翻訳後に修飾されたＩＲＡＫ　が活性化された受容体複合体に迅速に取り込まれ、続いて
劣化するので、ＩＲＡＫ１はポリユビキチン鎖編集を受けることについて潜在的な候補で
あった（Yamin and Miller J. Biol. Chem. 272: 21540-21547 (1997)）。ＩＬ－１Ｒと
ＩＬ１Ｒ－ＡｃＰを安定に発現している２９３の細胞は、１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－１β（
ｅＢＩｏｓｃｉｅｎｃｅ）の付加の直前に、２５μＭのＭＧ－１３２によって処理された
。細胞はＰＢＳにより洗われて、６Ｍの尿素を含むＩＲＡＫ　ＩＰバッファー（２０ｍＭ
のＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．６）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、２ｍＭ
のＥＧＴＡ、１０ｍＭのＮａＦ、２ｍＭのＤＴＴ及び０．５％のトリトンＸ－１００）に
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溶解した。可溶性ライセートは溶解バッファーに約２０倍に希釈され、抗Ｋ４８結合型ポ
リユビキチン抗体Ａｐｕ２．０７又は抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ３．Ａ８
とＡｐｕ３．Ｂ３の１：１配合物のどちらかによって免疫沈降が、実施例３（Ａ）でＲＩ
Ｐ１について記載したとおりに実施された。ＩＲＡＫ１抗体は、Santa Cruz Biotechnolo
gyから入手した。
　ＩＬ－１βによる処理に応じて、ＩＬ－１Ｒを安定して発現している細胞は、２分以内
に、改質ＩＲＡＫ１のスメアを明らかにした（図１０Ａ）。ＩＲＡＫ１のより遅い移動の
形態は、１０分でより豊富になり、ＮＥＭ感度が高い様式のＵｓｐ２によって、ＩＲＡＫ
１の非修飾形態に変換される可能性がある。これらの結果は、ＩＲＡＫ１のより高分子量
形態がユビキチン化によることを示唆した。ユビキチン化ＩＲＡＫ１の出現は、ＩκＢα
分解によって証明されたように、下流のＮＦ－κＢシグナル伝達の活性化と同時だった（
図１０Ｂ）。ＩＬ－１βによる処理後の異なる時間に、細胞ライセートは、６Ｍの尿素中
に調製されて、ＩＲＡＫ１のウエスタンブロッティング前に、結合型特異的ポリユビキチ
ン抗体によって免疫沈降した（図１０Ｃ）。Ｋ６３結合型ポリユビキチン鎖によって修飾
されたＩＲＡＫ１はＩＬ－１β処理の５分後に検出されて、処理後３０－６０分に最大と
なり、高分子量ＩＲＡＫ１スメアの出現のタイミングを反映していた（図１０Ｂの上パネ
ルと図１０Ｃの下パネルとの比較）。トータルＩＲＡＫ１シグナルの強度が鎮静し始めた
時間の後に、Ｋ４８結合型ポリユビキチンの量は、ＩＲＡＫ１に、はっきりと９０－１５
０分でピークに達した。細胞がプロテアソーム・インヒビターＭＧ－１３２の存在下でＩ
Ｌ－１βで処理した場合、ユビキチン化ＩＲＡＫ１のこの分解は阻害されて（図１０Ｄ）
、プロテアソーム性分解のためのＩＲＡＫ１を標的とするＫ４８結合型ポリユビキチン鎖
と一致していた。したがって、ＩＬ－１βで処理される細胞のＩＲＡＫ１のポリユビキチ
ン鎖編集は、ＴＮＦによって処理される細胞のものと似ており、ポリユビキチン鎖編集の
この処理は下流のシグナル伝達イベントを終了する一般的機構を表しうる。Ｋ６３結合型
ポリユビキチン標識を有するＩＲＡＫ１とＫ４８結合型ポリユビキチン標識を有するＩＲ
ＡＫ１を区別する能力は、ＴＮＦαが引き金となる細胞経路について重要な情報を提供す
るものであり、本発明の親和性成熟された抗体は、質量分析または他の生物物理学的な解
析を行うこと無しにこのＩＲＡＫ１介在経路を調べることについて、便利で役立つツール
を提供する。　
【０２２０】
実施例４：Ｋ６３ｄＵＢと複合したＡＰＵ３．Ａ８の結晶構造
　Ａｐｕ３．Ａ８の観察された親和性と特異性の改良点の構造的な結果を理解するために
、Ｆａｂ断片はＫ６３結合型ジユビキチンと複合して結晶化され、構造は２．６Å分解能
で解明された（図２Ｃ）。簡潔には、Ａｐｕ３．Ａ８のＦａｂ断片は、大腸菌において発
現され、タンパク質Ｇ－セファロースを使用して精製され、０．５８％の酢酸により溶出
させた。Ｆａｂを含有する分画は、２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ５．５）において平衡化した
ＳＰ　ＨｉＴｒａｐカラム（GE Healthcare）を使用して精製され、ＮａＣｌ勾配により
溶出した。更に、タンパク質は、２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．３）、１５０ｍＭ
のＮａＣｌで、Ｓ－２００カラム（GE Healthcare）に通すことによって、精製された。
Ｋ６３結合型ジユビキチンは、５０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．５
ｍＭのＤＴＴ、２．５ｍＭのＡＴＰ中の４．１ｍＭのユビキチン（Ｋ６３Ｒ及びＤ７７）
、０．１μＭのＥ１（Boston Biochem）及び２０μＭのＥ２（Ｋ６３についてＵｂｃＨ１
３／Ｕｅｖ１ａ）（Boston Biochem）とともに、３７℃で一晩インキュベートすることで
作成した（参照，例えば, Pickart and Raasi, Meth. Enzymol. 399: 21-36 (2005)）。
ジユビキチンは、ＮａＣｌ勾配及び２０ｍＭのＭＥＳ（ｐＨ５．５）中のＭｏｎｏＳカチ
オン交換カラムを使用して精製され、次に０．５ｍｇ／ｍｌに濃縮した。ジユビキチン－
Ｆａｂ複合体は、ジユビキチンと共にＦａｂの３倍のモル過剰から調製された。複合タン
パク質は、２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．３）、１５０ｍＭのＮａＣｌのＳｕｐｅ
ｒｄｅｘ　７５カラムを通して精製された。複合分画はプールされて、結晶化スクリーニ
ング実験のために１７ｍｇ／ｍｌまで濃縮した。Ｋ６３Ｒジユビキチン－Ａｐｕ３．Ａ８
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（９０μｍｘ９０μｍｘ１５０μｍ）の結晶は、タンパク質（２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ
（ｐＨ７．３）、１５０ｍＭのＮａＣｌ中の１７ｍｇ／ｍｌ）とウェル溶液（０．１Ｍの
トリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、１．６ＭのＬｉＳＯ４）の１：１混合物からの滴を温め
て、１８℃で２週間後に成長した。結晶は、３０％グリセリンを付加したウェル溶液を使
用して、抗凍結保護した。結晶学的データは、ＳＳＲＬビームライン７－１（表Ｄ）で収
集され、ＨＫＬ（ＨＫＬ）によって処理された。構造は、プログラムＰＨＡＳＥＲ（ＣＣ
Ｐ４）を使用している分子置換、続くＲＥＦＭＡＣ５（ＣＣＰ４）による微調整によって
解析された。Ａｐｕ３．Ａ８複合体は、サーチモデルとして厳正なＡｐｕ２．１６複合体
を使用して解析された。（図２Ａ及び米国特許公開番号ＵＳ２００７－０２１８０６９を
参照）（図２Ｃ及び２Ｄ）。全ての図は、ＰｙＭｏｌ（ｗｗｗ．ｐｙｍｏｌ．ｏｒｇ）に
よって製作された。

　結果として生じた構造は、Ｌ２とＨ２の変化は、特異性を非常に改良したが、Ｆａｂの
構造に比較的小さい影響を及ぼした（図２Ｃ）。ＣＤＲ　Ｌ３の配座と軽鎖のＮ末端基鎖
の違い（双方とも結晶充填の相違に起因している）を除いて、Ａ８　Ｆａｂの構造は、親
のＡ１６　Ｆａｂの構造と実質的に同一である（４１２Ｃ－α原子上ｒｍｓｄ　０．０８
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Å）。双方の構造は、ヒト化抗ＨＥＲ２抗体４Ｄ５のＦｖ領域と比較された（図２Ｄ）。
Ｌ１の配座と３つのＦａｂのＮ末端は、かなり異なる。Ｔ５のＣ－α原子は、Ａｐｕ２．
１６又はＡｐｕ３．Ａ８のいずれかとヒト化４Ｄ５の構造間の１４オングストロームによ
って置換されるが、３つの構造のこれらの領域は同一の配列である。Ｌ３の配座と配列は
、同様にかなり異なる。これらの相違は、Ａｐｕ３．Ａ８のＱ９０の位置に影響を及ぼす
ためにそれがＮ末端基鎖によって通常占められている空間を占有し、Ｌ１の付随する再編
成によるこの鎖の置換に結果としてなっる。上記の共結晶構造のＫ６３ジユビキチン構造
のＫ６３ジユビキチン単独の結晶構造（ｐｄｂコード２ＪＦ５）又はＫ４８ジユビキチン
の結晶又は溶液構造との比較は、ＦａｂがＫ６３結合に特有であるジユビキチンの特異的
なコンフォメーションを認識することを証明する（Cook et al., J. Biol. Chem. 267: 1
6467-16471 (1992); Varadan et al., J. Mol. Biol. 324: 637-647 (2002))。　
　驚くべきことに、Ｌ２のＲ５２も、Ｈ２のＴ５２もジユビキチンとの密接な接触はせず
、どちらの残基もあまりＡｐｕ３．Ａ８上のユビキチン－結合性表面に寄与しない。その
代わりに、これらの２つの突然変異の効果は、Ｋ６３アクセプター・ユビキチンと軽鎖（
図２Ｅ）の表面との間の改良された荷電相補性によって主に促進されているように見える
。Ａｐｕ３．Ａ８軽鎖において、Ｒ５２（Ａｐｕ３．Ａ８に導入された）とＲ６６は、ユ
ビキチン表面上の負に荷電する領域に近い付近にある陽領域に寄与し、Ｋ６３受容体ユビ
キチンからの残基Ｄ２１、Ｄ５８及びＥ１８によって、部分的に作成される。
【０２２１】
実施例５：細胞内のポリユビキチン鎖の局在
　前の実験は、本発明の親和性成熟された抗体は、ウエスタンブロットにおいてＫ６３結
合型ポリユビキチン化タンパク質の感度が高く特異的な検出ができること、細胞ライセー
トからのＫ６３結合型ポリユビキチン化タンパク質を特異的に免疫沈降させることができ
ること、及び一つ以上のタンパク質のＫ６３結合型ポリユビキチン化を含んでいる細胞経
路の解明を助けるために使用できることを証明する。更なる実験は、細胞内のポリユビキ
チン化種、及び任意の当該検出タンパク質が局所化する場所の視覚化のための間接免疫蛍
光法鏡検において使用する抗体の能力を確認するために行われた。２ウェル・チャンバー
・スライドで増殖させたＨｅＬａ細胞は、２０分間室温で、４％パラホルムアルデヒドの
ＰＢＳ溶液で固定され、ＰＢＳで２度リンスし、５分間の０．１％のトリトンＸ－１００
を含むＰＢＳによって透過させた。１０％のヤギ血清、０．１％のトリトンＸ－１００及
び０．１％のサポニンで補充したアールの平衡塩類溶液で１時間ブロッキング後、細胞は
、ブロッキング溶液中の１μｇ／ｍｌのＡｐｕ２．０７抗－Ｋ４８、１μｇ／ｍｌのＡｐ
ｕ３．Ａ８抗－Ｋ６３、又は５μｇ／ｍｌのＰＷ８１５５抗－プロテアソーム抗体（Biom
ol International）によって１晩４℃で標識した。細胞は、０．１％のトリトンＸ－１０
０を含むＰＢＳで３回洗浄し、次に４滴のＩｍａｇｅ－ＩＴ　Ｆｘシグナル・エンハンサ
ー（インビトロゲン）により１５分間インキュベートした。細胞は、０．１％のトリトン
Ｘ－１００を含むＰＢＳで３回洗浄し、、次にブロッキング溶液に希釈したテキサスレッ
ド－抱合型の抗－ウサギ抗体（Jackson ImmunoResearch）及びＣｙ２抱合型抗ヒト抗体に
より１時間染色した。細胞は、０．１％のトリトンＸ－１００を含むＰＢＳで３回洗浄し
、、水で２回リンスし、次にＤＡＰＩ（インビトロゲン）を含有するＰｒｏＬｏｎｇ　Ｇ
ｏｌｄＴＭ及び１．５ｍｍのカバーグラスでマウンドした。細胞は、Ａｘｉｏｐｌａｎ２
光学顕微鏡（ツァイス）下で調べ、画像は、ＳｌｉｄｅＢｏｏｋＴＭソフトウェア（Inte
lligent Imaging Innovations）によって制御されたＣｏｏｌＳＮＡＰＨＱ　ＣＣＤカメ
ラ（Photometrics）で記録した。加えて、Ｚ－シリーズ画像を撮って、ＳｌｉｄｅＢｏｏ
ｋＴＭまたはＡｕｔｏＱｕａｎｔＴＭ（Media Cybernetics）ソフトウェアを使用して、
デコンボリューション鏡検によって分析された（データは示されない）。シグナルの局在
化を確認するために、更に、試料は、ＬＳＭ５１０ＭＥＴＡ・レーザー読取り共焦点顕微
鏡（ツァイス）で調べられた。提出した画像の全ては、一回キャプチャーの広視野の蛍光
性顕微鏡写真である。
　結果を図１１に示す。抗Ｋ４８結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ２．０７は、ＨｅＬａ
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細胞の核と細胞質の両方に着色したが、核小体を標識しなかった（図１１Ａ）。この染色
パターンは、コア２０Ｓサブユニットを認識するポリクローナル抗体により標識されたプ
ロテアソームとほぼ完全に一致し（図１１Ｂ及びＣ）、Ｋ４８結合型ポリユビキチン鎖が
一般的にプロテアソーム分解のためのタンパク質を標的とするという考えと整合した。プ
ロテアソームでなく、Ｋ４８結合型ポリユビキチン鎖は、有糸分裂の間、中央体で検出さ
れた。対照的に、ＨｅＬａ細胞は、個々の細胞間の数及びサイズの両方が異なる細胞質ス
ペックルで標識された、抗Ｋ６３結合型ポリユビキチン抗体Ａｐｕ３．Ａ８で着色された
（図１１Ｄ）。プロテアソームによるＫ６３結合型ポリユビキチン鎖の共局在性は、それ
らのスペックルにおいて検出されなかった（図１１Ｅ及びＦ）。対照実験において、標的
結合が存在する場合だけ（データは示さない）、結合特異的抗体による染色は、合成され
たポリユビキチン鎖によって競争される可能性がある。これらの結果は、Ｋ４８－及びＫ
６３結合型ポリユビキチン鎖が異なった細胞内領域に生じうること、及び抗体Ａｐｕ２．
０７及びＡｐｕ３．Ａ８は、Ｋ４８結合型又はＫ６３結合型ポリユビキチンをは間接免疫
蛍光法アッセイを検出することができることを示す。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】
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