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(57)【要約】
　血漿カリクレインと結合してその活性を抑制すること
が可能な抗体を開示する。このような抗体は、血漿カリ
クレインの触媒ドメインにおける１以上の重要残基と相
互作用する。該抗体は、特定の重鎖の相補性決定領域３
（ＣＤＲ）モチーフを含み得、および、任意選択で該重
鎖の可変領域および軽鎖の可変領域の両者内の特定の位
置に特有の残基を含み得る。
【選択図】図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト血漿カリクレイン（ＰＫａｌ）に結合する単離抗体であって、
前記抗体が、ヒトＰＫａｌ内の１以上のアミノ酸残基と相互作用し、および、その活性を
少なくとも５０％阻害し、
前記アミノ酸残基が、Ｖ４１０、Ｌ４１２、Ｔ４１３、Ａ４１４、Ｑ４１５、Ｒ４１６、
Ｌ４１８、Ｃ４１９、Ｈ４３４、Ｃ４３５、Ｆ４３６、Ｄ４３７、Ｇ４３８、Ｌ４３９、
Ｗ４４５、Ｙ４７５、Ｋ４７６、Ｖ４７７、Ｓ４７８、Ｅ４７９、Ｇ４８０、Ｄ４８３、
Ｆ５２４、Ｅ５２７、Ｋ５２８、Ｙ５５２、Ｄ５５４、Ｙ５５５、Ａ５６４、Ｄ５７２、
Ａ５７３、Ｃ５７４、Ｋ５７５、Ｇ５７６、Ｓ５７８、Ｔ５９６、Ｓ５９７、Ｗ５９８、
Ｇ５９９、Ｅ６００、Ｇ６０１、Ｃ６０２、Ａ６０３、Ｒ６０４、Ｑ６０７、Ｐ６０８、
Ｇ６０９、Ｖ６１０、およびＹ６１１からなる群から選択される、
前記単離抗体。
【請求項２】
　前記抗体が、前記ＰＫａｌのエピトープに結合し、
前記エピトープが、
（ｉ）　　　Ｖ４１０－Ｃ４１９、
（ｉｉ）　　Ｈ４３４－Ｌ４３９、
（ｉｉｉ）　Ｙ４７５－Ｇ４８０、
（ｉｖ）　　Ｆ５２４－Ｋ５２８、
（ｖ）　　　Ｙ５５２－Ｙ５５５、
（ｖｉ）　　Ｄ５７２－Ｓ５７８
（ｖｉｉ）　Ｔ５９６－Ｒ６０４、および
（ｖｉｉｉ）Ｑ６０７－Ｙ６１１
からなる群から選択されるセグメントを含む、請求項１の単離抗体。
【請求項３】
　前記抗体が、前記ＰＫａｌの活性を少なくとも８０％阻害する、請求項１または２の単
離抗体。
【請求項４】
　前記抗体が、約１ｎＭよりも低い見かけＫｉ（Ｋｉ，ａｐｐ）を有する、請求項１～３
のいずれか１項の単離抗体。
【請求項５】
　前記抗体が、約０．１ｎＭよりも低いＫｉ，ａｐｐを有する、請求項４の単離抗体。
【請求項６】
　前記抗体が、約０．０５ｎＭよりも低いＫｉ，ａｐｐを有する、請求項４の単離抗体。
【請求項７】
　前記抗体が、前記ＰＫａｌに対する１０－６Ｍよりも低い結合親和性（ＫＤ）を有する
、請求項１～６のいずれか１項の単離抗体。
【請求項８】
　前記抗体が、位置Ｒ５５１、Ｑ５５３、Ｙ５５５、Ｔ５５８、およびＲ５６０に１以上
の変異を有する前記ＰＫａｌの変異体に対する結合と比較して、前記ＰＫａｌに選択的に
結合する、請求項１～７のいずれか１項の単離抗体。
【請求項９】
　ヒト血漿カリクレインに結合する単離抗体であって、
前記抗体が、相補性決定領域１（ＨＣ　ＣＤＲ１）、相補性決定領域２（ＨＣ　ＣＤＲ２
）、および相補性決定領域３（ＨＣ　ＣＤＲ３）を含む重鎖可変領域を含み、ならびに
前記ＨＣ　ＣＤＲ３がモチーフＸ９９Ｒ１００Ｘ１０１Ｇ１０２Ｘ１０３Ｐ１０４Ｒ１０

５Ｘ１０６Ｘ１０７Ｘ１０８Ｘ１０９Ｘ１１０Ｘ１１１を含み、
前記モチーフにおいて、
Ｘ９９が、ＲまたはＱ、
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Ｘ１０１が、Ｔ、Ｉ、Ｒ、Ｓ、またはＰ、
Ｘ１０３が、Ｖ、Ｉ、またはＬ、
Ｘ１０６が、ＲまたはＷ、
Ｘ１０７が、ＤまたはＮ、
Ｘ１０８が、Ａ、Ｓ、Ｄ、Ｅ、またはＶ、
Ｘ１０９が、ＦまたはＬ、
Ｘ１１０が、Ｄ、Ｅ、またはＮ、および
Ｘ１１１が、Ｉ、Ｎ、Ｍ、またはＳである、
前記単離抗体。
【請求項１０】
　前記抗体が、前記ＰＫａｌの活性を少なくとも８０％阻害する、請求項９の単離抗体。
【請求項１１】
　前記抗体が、約１ｎＭよりも低いＫｉ，ａｐｐを有する、請求項９または１０の単離抗
体。
【請求項１２】
　前記抗体が、約０．１ｎＭよりも低いＫｉ，ａｐｐを有する、請求項１１の単離抗体。
【請求項１３】
　前記抗体が、約０．０５ｎＭよりも低いＫｉ，ａｐｐを有する、請求項１２の単離抗体
。
【請求項１４】
　前記抗体が、前記ＰＫａｌに対する１０－６Ｍよりも低い結合親和性（ＫＤ）を有する
、請求項９～１３のいずれか１項の単離抗体。
【請求項１５】
　Ｘ９９が、ＱおよびＸ１０１が、Ｉ、Ｒ、Ｓ、またはＰである、請求項９～１３のいず
れか１項の単離抗体。
【請求項１６】
　Ｘ１０６が、ＷおよびＸ１１１が、Ｎ、Ｍ、またはＳである、請求項９～１３のいずれ
か１項の単離抗体。
【請求項１７】
　Ｘ１０１が、Ｉ、Ｘ１０８が、Ｅ、およびＸ１０３が、ＩまたはＬである、請求項９～
１３のいずれか１項の単離抗体。
【請求項１８】
　Ｘ１０１が、ＩおよびＸ１０３が、ＩまたはＬである、請求項９～１３のいずれか１項
の単離抗体。
【請求項１９】
　Ｘ１０３が、ＩまたはＬおよびＸ１１０が、Ｄ、Ｅ、またはＮである、請求項９～１３
のいずれか１項の単離抗体。
【請求項２０】
　前記重鎖可変領域が、ＨＣ　ＣＤＲ１内にＨ３１を含む、請求項９～１９のいずれか１
項の単離抗体。
【請求項２１】
　前記重鎖可変領域が、フレームワーク領域１（ＦＲ１）内に、Ｆ２７、Ｆ２９または両
方を含む、請求項９～２０のいずれか１項の単離抗体。
【請求項２２】
　相補性決定領域１（ＬＣ　ＣＤＲ１）、相補性決定領域２（ＬＣ　ＣＤＲ２）、および
相補性決定領域３（ＬＣ　ＣＤＲ３）を含む軽鎖可変領域をさら含む、請求項９～２０の
単離抗体。
【請求項２３】
　前記ＬＣ　ＣＤＲ２が、Ｋ５０、Ｌ５４、Ｅ５５、Ｓ５６、またはこれらの組合せを含
む、請求項２２の単離抗体。
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【請求項２４】
　前記軽鎖可変領域が、フレームワーク領域３（ＦＲ３）内にさらにＧ５７を含む、請求
項２３の単離抗体。
【請求項２５】
　前記軽鎖可変領域が、フレームワーク領域２（ＦＲ２）内にＮ４５を含む、請求項２２
～２４のいずれか１項の単離抗体。
【請求項２６】
　前記抗体が、完全長抗体またはその抗原結合フラグメントである、先行する請求項のい
ずれか１項の単離抗体。
【請求項２７】
　前記抗体が、ヒト抗体またはヒト化抗体である、先行する請求項のいずれか１項の単離
抗体。
【請求項２８】
　前記抗体が、活性ＰＫａｌに選択的に結合する、先行する請求項のいずれか１項の単離
抗体。
【請求項２９】
　先行する請求項のうちのいずれか１項の抗体および薬学的に許容可能な担体を含む、医
薬組成物。
【請求項３０】
　血漿カリクレインと関連する疾患の治療方法であって、
その治療を必要している対象に、有効量の請求項２９の医薬組成物を投与することを含む
、
前記治療方法。
【請求項３１】
　前記対象が、前記疾患と診断されたヒト患者、前記疾患にかかっていることが疑われる
ヒト患者、または前記疾患にかかる危険性を有しているヒト患者である請求項３０の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１３年３月１５日に出願された米国仮出願番号６１／７９１，８２２の
利益を主張する。該仮出願の全体の内容はここで参照することにより取り込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　血漿カリクレインは、接触系のセリンプロテアーゼであり、ならびに、異なる炎症性疾
患、心血管疾患、感染性疾患（敗血症）および腫瘍性疾患のための有望な創薬ターゲット
である（Ｓａｉｎｚ　Ｉ．Ｍ．ら、血栓症と止血（Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ）９８
、７７－８３、２００７）。該接触系は、異物表面もしくは負電荷の表面への接触時に第
ＸＩＩａ因子によって、または、エンドセリン細胞表面上でプロリルカルボキシペプチダ
ーゼによって活性化される（Ｓａｉｎｚ　Ｉ．Ｍ．ら、血栓症と止血　９８、７７－８３
、２００７）。血漿カリクレインの活性化は、その第ＸＩＩ因子のフィードバック活性化
を介して固有の凝固作用を増幅させ、および、炎症誘発性ノナペプチドであるブラジキニ
ンの産生を介して炎症を増大させる。血液循環中の主要なキニノゲナーゼとして、血漿カ
リクレインは、血管系におけるブラジキニンの生成に大きな役割を果たす。血漿カリクレ
インの主要な天然阻害剤である、Ｃ１－阻害剤タンパク質（Ｃ１－ＩＮＨ）における遺伝
的欠損は、遺伝性血管浮腫（ＨＡＥ）を引き起こす。ＨＡＥの患者は、未知のトリガーに
よってしばしば引き起こされる有痛性浮腫の急性発作に苦しんでいる（Ｚｕｒａｗ　Ｂ．
Ｌ．ら、ニュー・イングランド・ジャーナル・オブ・メディシン（Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍ
ｅｄ）３５９、１０２７－１０３６、２００８）。
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【０００３】
　薬剤の使用または動物モデルにおける遺伝学的研究を通して、該血漿カリクレイン－キ
ニン系（血漿ＫＫＳ）は様々な疾患に関与してきた。したがって、血漿カリクレイン活性
を抑制し、それにより血漿カリクレインと関連する疾患の治療に有効となる薬剤を特定す
ることは、非常な関心を集めている。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、ヒト血漿カリクレイン（ＰＫａｌ）の触媒ドメインとＤＸ２９３０（ヒトＰ
Ｋａｌに特異的に結合し、かつその活性を効果的に阻害する抗体）のＦａｂフラグメント
とで形成された複合体の結晶構造の決定に基づいており、ならびに、本発明は、血漿カリ
クレイン（ＰＫａｌ）および抗体の両者内の残基の同定に基づいている。ここで、該抗体
は、該二つの分子の間の相互作用および／または該ＰＫａｌ活性の阻害に重要である。
【０００５】
　したがって、本発明の開示によって、ＰＫａｌの活性を阻害する（例えば、少なくとも
５０％）ことが可能な抗ＰＫａｌ抗体、そのような抗体を含む医薬組成物、および血漿カ
リクレインと関連する疾患および障害の治療のための該医薬組成物の使用、が特徴づけら
れる。
【０００６】
　一つの態様において、本発明の開示により、ヒト血漿カリクレイン（ＰＫａｌ）と結合
する単離抗体が提供される。ここで、該抗体は、ヒトＰＫａｌ内の１以上のアミノ酸残基
と相互作用し、ならびに、その活性を少なくとも５０％阻害する。該抗体と相互作用する
、該ＰＫａｌ内の該アミノ酸残基は、図２に示すように（太字および下線を引いて表して
いる）、Ｖ４１０、Ｌ４１２、Ｔ４１３、Ａ４１４、Ｑ４１５、Ｒ４１６、Ｌ４１８、Ｃ
４１９、Ｈ４３４、Ｃ４３５、Ｆ４３６、Ｄ４３７、Ｇ４３８、Ｌ４３９、Ｗ４４５、Ｙ
４７５、Ｋ４７６、Ｖ４７７、Ｓ４７８、Ｅ４７９、Ｇ４８０、Ｄ４８３、Ｆ５２４、Ｅ
５２７、Ｋ５２８、Ｙ５５２、Ｄ５５４、Ｙ５５５、Ａ５６４、Ｄ５７２、Ａ５７３、Ｃ
５７４、Ｋ５７５、Ｇ５７６、Ｓ５７８、Ｔ５９６、Ｓ５９７、Ｗ５９８、Ｇ５９９、Ｅ
６００、Ｇ６０１、Ｃ６０２、Ａ６０３、Ｒ６０４、Ｑ６０７、Ｐ６０８、Ｇ６０９、Ｖ
６１０およびＹ６１１であり得る。
【０００７】
　いくつかの実施例では、上記抗ＰＫａｌ抗体は、上記ＰＫａｌのエピトープに結合する
ことができる。該エピトープは、以下のＰＫａｌ内のセグメントのうちの１つを含む（図
２）：Ｖ４１０－Ｃ４１９、Ｈ４３４－Ｌ４３９、Ｙ４７５－Ｇ４８０、Ｆ５２４－Ｋ５
２８、Ｙ５５２－Ｙ５５５、Ｄ５７２－Ｓ５７８、Ｔ５９６－Ｒ６０４、またはＱ６０７
－Ｙ６１１。
【０００８】
　別の実施例では、上記抗体は、該ＰＫａｌの突然変異体（例えば、不活性な変異体）と
比較して、上記ＰＫａｌに選択的に結合する。該ＰＫａｌの突然変異体は、Ｒ５５１、Ｑ
５５３、Ｙ５５５、Ｔ５５８、およびＲ５６０の位置に１以上の変異を含む（例えば、図
５に示した変異体２）。
【０００９】
　別の態様では、本発明の開示によって、ヒト血漿カリクレインと結合する単離抗体が提
供されるが、該抗体は重鎖可変領域を含む。該重鎖可変領域は、相補性決定領域１（ＨＣ
　ＣＤＲ１）、相補性決定領域２（ＨＣ　ＣＤＲ２）、および相補性決定領域３（ＨＣ　
ＣＤＲ３）を含む。該抗体内の該ＨＣ　ＣＤＲ３は、モチーフＸ９９Ｒ１００Ｘ１０１Ｇ

１０２Ｘ１０３Ｐ１０４Ｒ１０５Ｘ１０６Ｘ１０７Ｘ１０８Ｘ１０９Ｘ１１０Ｘ１１１（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５８）を含む。ここで、Ｘ９９は、ＲまたはＱであり、Ｘ１０１は
、Ｔ、Ｉ、Ｒ、Ｓ、またはＰであり、Ｘ１０３は、Ｖ、Ｉ、またはＬであり、Ｘ１０６は
、ＲまたはＷであり、Ｘ１０７は、ＤまたはＮであり、Ｘ１０８は、Ａ、Ｓ、Ｄ、Ｅ、ま
たはＶであり、Ｘ１０９は、ＦまたはＬであり、Ｘ１１０は、Ｄ、Ｅ、またはＮであり、
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および、Ｘ１１１は、Ｉ、Ｎ、Ｍ、またはＳである。
【００１０】
　いくつかの実施例において、Ｘ９９は、Ｑであり得、およびＸ１０１は、Ｉ、Ｒ、Ｓ、
またはＰであり得る。他の実施例において、Ｘ１０６は、Ｗであり得、Ｘ１１１は、Ｎ、
Ｍ、またはＳであり得る。この代わりに、または、これに加えて、Ｘ１０１は、Ｉであり
得、Ｘ１０８は、Ｅであり得、および、Ｘ１０３は、ＩまたはＬであり得る。さらに別の
実施例においては、Ｘ１０１が、Ｉであり得かつＸ１０３が、ＩまたはＬであり得、ある
いは、Ｘ１０３が、ＩまたはＬであり得かつＸ１１０が、Ｄ、Ｅ、またはＮであり得る。
【００１１】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体の重鎖可変領
域は、上記ＨＣ　ＣＤＲ１内のＨ３１を含む。これに代えて、または、これに加えて、該
重鎖可変領域は、Ｆ２７、Ｆ２９、またはこれらの両方を、フレームワーク領域１（ＦＲ
１）内に含む。
【００１２】
　本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体はさらに、相補性決定領域１（ＬＣ　ＣＤＲ
１）、相補性決定領域２（ＬＣ　ＣＤＲ２）、および相補性決定領域３（ＬＣ　ＣＤＲ３
）を有する軽鎖可変領域を含むことができる。いくつかの実施形態において、該ＬＣ　Ｃ
ＤＲ２は、Ｋ５０、Ｌ５４、Ｅ５５、Ｓ５６、またはこれらの組合せを含む。これに代え
て、または、これに加えて、該軽鎖可変領域はさらに、Ｇ５７をフレームワーク領域３（
ＦＲ３）内に含む。必要な場合には、該軽鎖可変領域は、Ｎ４５をフレームワーク領域２
（ＦＲ２）内に含む。
【００１３】
　本明細書に記載される任意の上記抗ＰＫａｌ抗体は、ＰＫａｌの活性を少なくとも５０
％（例えば、少なくとも８０％、９０％、９５％、または９９％）阻害することができる
。いくつかの例において、該抗体は、約１ｎＭよりも低い（例えば、約０．１ｎＭよりも
低い、または約０．０５ｎＭよりも低い）見かけのＫｉ（Ｋｉ、ａｐｐ）を有する。これ
に代えて、または、これに加えて、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、１０－６

Ｍよりも小さい（例えば、１０－７Ｍ、１０－８Ｍ、または１０－９Ｍよりも小さい）、
該ＰＫａｌに対する結合親和性（ＫＤ）を有することができる。
【００１４】
　本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、完全長抗体またはその抗原結合性フラグ
メントであり得る。これに代えて、または、これに加えて、該抗体は、ヒト抗体またはヒ
ト化抗体であり得る。
【００１５】
　さらに、血漿カリクレインに関連するさまざまな疾患および障害の治療における使用の
ための医薬組成物、または該疾患および障害の治療のための医薬の製造における使用のた
めの医薬組成物も本発明の開示の範囲内である。該医薬組成物は、それぞれ、１以上の本
明細書に記載されるような抗ＰＫａｌ抗体および薬学的に許容可能な担体を含む。
【００１６】
　さらに、血漿カリクレインに関連する疾患の治療方法が本明細書に記載されるが、該方
法は、その治療を必要としている対象に、有効量の上記医薬組成物を投与することを含む
。ここで、該医薬組成物は、１以上の本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体を含む。
いくつかの実施例において、該対象は、疾患と診断されたヒト患者、疾患を患っているこ
とが疑われるヒト患者、または、疾患にかかる危険性があるヒト患者である。
【００１７】
　本発明の１以上の実施形態の詳細は、以下の記載において説明される。本発明のその他
の特徴または効果は、続く図面およびいくつかの実施形態の詳細な記載によって、ならび
に、特許請求の範囲によっても、明らかとなるだろう。
【図面の簡単な説明】
【００１８】



(7) JP 2016-513682 A 2016.5.16

10

20

30

　続く図面は、本明細書の一部分であり、本発明の開示におけるある態様をさらに説明す
るために含まれているのであり、本明細書に記載されている特定の実施形態の詳細な説明
と組合せてこれらの図の１以上を参照することにより、該態様をよりよく理解できる。
【図１】図１は、親抗体であるＭ０１６２－Ａ０４（なお、ＤＸ２９３０はＭ０１６２－
Ａ０４由来のものである。）の重鎖可変領域（ＶＨ）および軽鎖可変領域（ＶＬ）のアミ
ノ酸配列を示し、ならびに、示されているように、これらのアライメントを対応する生殖
細胞系のＶＨおよびＶＬと共に表す。生殖細胞系の配列と比較したときのＭ０１６２－Ａ
０４における変異を示す（太字）。
【図２】図２は、（完全長ヒトＰＫａｌの残基３９１－６３８である）ヒト血漿カリクレ
インの触媒ドメインのアミノ酸配列（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４０）を示す。太字および下
線を引いて示した残基は、ＤＸ２９３０の上記Ｆａｂフラグメントとの相互作用に関わる
残基を示しており、該相互作用に関わる残基は、後記の実施例１で議論される結晶構造に
よって特定した。
【図３】図３は、ヒトＰＫａｌに対するＭ０１６２－Ａ０４から派生した多数の抗体変異
体の見かけのＫｉ（Ｋｉ、ａｐｐ）を示すグラフである。
【図４】図４は、野生型ＰＫａｌおよび多数のＰＫａｌ変異体に対するクローンＸ１１５
－Ｆ０２（下記の表１を参照のこと。）の見かけＫｉ（Ｋｉ、ａｐｐ）を示すグラフであ
る。
【図５】図５は、多数のＰＫａｌ変異体（触媒ドメイン）のアミノ酸配列を示す。該変異
体は、ピキア属の細胞中で作製した。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　ＤＸ－２９３０は、親クローンＭ０１６２－Ａ０４由来の完全ヒトＩｇＧである。Ｍ０
１６２－Ａ０４のＶＨおよびＶＬのアミノ酸配列を図１に示した。図１にはまた、該アミ
ノ酸配列のアライメントも、対応する生殖細胞系ＶＨ遺伝子（ＶＨ３＿３－２３）および
ＶＬ遺伝子（ＶＫ１＿Ｌ１２）と共に示した。Ｍ０１６２－Ａ０４のＨＣ　ＣＤＲ３と比
較して、ＤＸ－２９３０のＨＣ　ＣＤＲ３は、Ｔ１０１Ｉ、Ｉ１０３Ｖ、およびＡ１０８
Ｅの変異を含む（下記の表２を参照のこと；ＤＸ－２９３０のＨＣ　ＣＤＲ３は、Ｍ０１
９９－Ａ０８と同一である。）。本発明の開示においては、コーチア付番規定（Ｃｈｏｔ
ｈｉａ　Ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ　Ｓｃｈｅｍｅ）を使用した（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉ
ｏｉｎｆ．ｏｒｇ．ｕｋ／ａｂｓ／）。
【００２０】
　以下の表１は、ＤＸ－２９３０、その親抗体Ｍ０１６２－Ａ０４、およびこれらの変異
体の構造情報を提供する。ＵＳ２０１２／０２０１７５６およびＵＳ２０１１／０２００
６１１も参照のこと。
【００２１】
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【表１】

【００２２】
　ＤＸ－２９３０のＦａｂフラグメントとヒト血漿カリクレイン（ＰＫａｌ）の触媒ドメ
インとの間に形成された複合体の結晶構造（異なる解（ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ）を有す
る）を決定した。結晶構造によってもたらされた構造情報に基づき、ヒトＰＫａｌの触媒
ドメイン内および上記抗体内（ＶＨおよびＶＬ内）の両方に存在する多数の相互作用残基
を特定した。該ＰＫａｌ内の該相互作用残基は、該ＰＫａｌの活性を阻害することが可能
な抗体の開発のための重要な標的である。同様に、該抗体内の該相互作用残基は、高い阻
害活性を有する抗ＰＫａｌ抗体を設計するための重要な構造情報もまた提供する。
【００２３】
　さらに、高い親和性抗ＰＫａｌ抗体を開発するために、クローンＭ０１６２－Ａ０４を
親として用いて親和性成熟分析を実施した。結晶構造によってもたらされた構造情報と適
合した親和性成熟から、結果を得た。該構造情報および該親和性成熟の結果に基づき、高
い阻害活性を有する抗ＰＫａｌ抗体に対して設計された特定のＶＨおよびＶＬモチーフ／
残基を特定した。
【００２４】
　したがって、血漿カリクレイン（例えば、ヒト血漿カリクレイン；ＰＫａｌ）に結合し
てその活性を阻害することができる抗体、および、血漿カリクレインと関連する疾患また
は障害の治療のための該抗体の使用が、本明細書に記載される。そのような抗体は、ＰＫ
ａｌの触媒ドメイン内の１以上の重要な残基と相互作用し、および／または、上記重鎖可
変領域（例えば、ＨＣ　ＣＤＲ１またはＨＣ　ＣＤＲ３）もしくは上記軽鎖可変領域（例
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【００２５】
ＰＫａｌに結合する抗体
【００２６】
　本発明の開示によれば、ＰＫａｌに結合する単離抗体が提供され、特に、ヒトＰＫａｌ
などのＰＫａｌの触媒ドメインに結合する単離抗体が提供される。本明細書において使用
される「単離抗体」という用語は、本来的に会合している分子、すなわち、該抗体を含有
する調製物の乾燥重量で最大で２０％を構成する自然会合分子、を実質的に含まない抗体
をいう。任意の適した方法、例えば、カラムクロマトグラフィー、ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動、およびＨＰＬＣにより純度を測定することができる。
【００２７】
　抗体（単数であっても複数であってもよい）は、標的に特異的に結合することができる
免疫グロブリン分子であり、該標的は、例えば、炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ポ
リペプチドなどであり、該免疫グロブリン分子の可変領域に位置する少なくとも１つの抗
原認識部位を通して標的に特異的に結合する。本明細書において使用されるように、「抗
体」という用語は、無傷の（すなわち、完全長の）ポリクローナル抗体またはモノクロー
ナル抗体のみではなく、それらの抗原結合性フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、
Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖなど）、単鎖（ｓｃＦｖ）、それらの変異体、抗体タンパク質を含
む融合タンパク質、ヒト化抗体、キメラ抗体、二重特異性抗体（ｄｉａｂｏｄｉｅｓ）、
線状抗体（ｌｉｎｅａｒ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）、単鎖抗体、多重特異性抗体（例えば
、二重特異性抗体など）、および、要求される特異性を示す抗原認識部位を有する該免疫
グロブリン分子の任意の他の改変配置をも包含し、例えば、抗体のグリコシル化改変体、
抗体のアミノ酸配列改変体、および共有結合的に修飾された抗体、を包含する。抗体は、
任意のクラス、例えば、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、またはＩｇＭ（または、これ
らのサブクラス）の抗体を包含し、ならびに、該抗体は、特定のクラスを必要としない。
該抗体の重鎖の定常部位のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは、異なるクラスに分
類することができる。免疫グロブリンの主要なクラスは５つあり、ＩｇＡ、ＩｇＤ、Ｉｇ
Ｅ、ＩｇＧ、およびＩｇＭである。そして、これらのクラスうちのいくつかは、例えば、
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２などのサブクラス（
アイソタイプ）へとさらに分けることができる。免疫グロブリンの異なるクラスに対応す
る該重鎖定常部位は、それぞれα、β、ε、γ、および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および三次元構造はよく知られている。
【００２８】
　本明細書に記載される上記抗体は、ＰＫａｌ、特にＰＫａｌ（例えば、ヒトＰＫａｌ）
の触媒ドメインに結合することができ、それによってＰＫａｌの活性を阻害する。いくつ
かの例において、本明細書に記載される該抗体は、少なくとも５０％、例えば、６０％、
７０％、８０％、９０％、９５％、またはより高い割合で、ＰＫａｌの活性を阻害するこ
とができる。阻害定数（Ｋｉ）は、阻害能の尺度となるものであり、酵素活性を半減させ
るために必要となる阻害剤の濃度であり、酵素または基質濃度に依存しない。抗ＰＫａｌ
抗体の阻害活性は、例えば後記する実施例２に記載した方法などの常法で測定することが
できる。
【００２９】
　いくつかの実施例において、抗ＰＫａｌ抗体の阻害活性は、上記見かけＫｉ（Ｋｉ、ａ

ｐｐ）値によって測定する。異なる抗体濃度における反応（例えば、酵素活性）の程度へ
の阻害効果を測定することにより、異なる基質濃度における該抗体のＫｉ、ａｐｐ値を得
た；阻害剤濃度の関数として擬一次速度定数における変化をモリソン公式（Ｍｏｒｒｉｓ
ｏｎ　ｅｑｕａｔｉｏｎ）（数式１）に当てはめることにより、該見かけＫｉ値の推定値
を算出する。競合阻害剤については、該Ｋｉは、基質濃度に対するＫｉ、ａｐｐのグラフ
の線形回帰分析から求めたｙ切片から得る。
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【数１】

【００３０】
　いくつかの実施例において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、１ｎＭより
低い（例えば、０．５ｎＭ、０．２ｎＭ、０．１ｎＭ、０．０９ｎＭ、０．０８ｎＭ、０
．０７ｎＭ、０．０６ｎＭ、０．０５ｎＭ、０．０４ｎＭ、０．０３ｎＭ、０．０２ｎＭ
、０．０１ｎＭ、または、より低い）Ｋｉ、ａｐｐ値を有する。抗体の該Ｋｉ、ａｐｐ値
は、当技術分野において既知の方法および本明細書に記載された方法（実施例２）に従っ
て推定することができる。
【００３１】
　本明細書に記載される上記抗体は、ネズミ由来、ラット由来、ヒト由来、または任意の
その他の由来のもの（キメラ抗体、またはヒト化抗体を含む）であり得る。いくつかの実
施例において、該抗体は、例えば免疫学的に不活性な定常部位のような改変定常部位を含
む。該免疫学的に不活性な定常部位としては、例えば、補体媒介溶菌を引き起こさない、
または抗体依存性細胞媒介細胞毒性（ＡＤＣＣ）を刺激しない。ＡＤＣＣ活性は、ＵＳ特
許番号５，５００，３６２に開示の方法を用いて評価できる。他の実施形態においては、
該定常部位は、『免疫学の欧州誌（Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．）（１９９９）２
９：２６１３－２６２４；ＰＣＴ出願番号　ＰＣＴ／ＧＢ９９／０１４４１；および／ま
たはＵＫ特許出願番号９８０９９５１．８．に記載されているように、改変される
【００３２】
　本明細書に記載される上記抗体のいずれも、モノクローナルまたはポリクローナルであ
り得る。「モノクローナル抗体」は、均一の抗体群を表し、および、「ポリクローナル抗
体」は異種の抗体群を表す。これら二つの用語は、抗体の供給源または抗体の作製方法を
制限するものではない。
【００３３】
　一つの実施例において、本明細書に記載される方法において使用される上記抗体は、ヒ
ト化抗体である。ヒト化抗体とは、非ヒト（例えば、ネズミ）抗体の形態であり、該非ヒ
ト抗体は、最小限の非ヒト免疫グロブリン由来配列を含む、特定のキメラ免疫グロブリン
、免疫グロブリン鎖、またはこれらの抗原結合フラグメントである。ほとんどの部分にお
いて、ヒト化抗体はヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）であり、該ヒト免疫グロブ
リンにおいては、該レシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ）の残基が、所望の特異性、
親和性、および性質を有するマウス、ラット、またはウサギなどの非ヒト種（ドナー抗体
）のＣＤＲ残基によって置換されている。いくつかの例においては、該ヒト免疫グロブリ
ンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、同様の非ヒト残基によって置換されている
。さらに、該ヒト化抗体は、レシピエント抗体内にも、移入されたＣＤＲまたはフレーム
ワーク配列内にも含まれない残基を含んでいてよく、該残基は、しかし、さらに抗体の性
能を精緻化し最適化するために含まれる。一般的に、該ヒト化抗体は、少なくとも一つの
、および典型的には２つの、可変領域を実質的にすべて含むだろう。ここで、該可変領域
においては、該ＣＤＲ領域の全体または実質的な全体は、非ヒト免疫グロブリンのそれら
と一致し、ならびに該ＦＲ領域の全体または実施的な全体は、ヒト免疫グロブリンのコン
センサス配列のそれらである。該ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常部位または
ドメイン（Ｆｃ）の少なくとも一部もまた含むだろう。一般的には、該免疫グロブリン定
常部位またはドメイン（Ｆｃ）は、ヒト免疫グロブリンのそれである。抗体は、ＷＯ９９
／５８５７２に記載されているように改変されたＦｃ領域を有していてよい。ヒト化抗体
の他の形態は、１以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ）のＣＤＲを有し、該ＣＤ
Ｒは元の抗体について変更されており、また該ＣＤＲは、元の抗体の１以上のＣＤＲ「由
来」の１以上のＣＤＲに変えられている。ヒト化抗体はまた、親和性成熟を伴ってもよい
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。
【００３４】
　別の実施例において、本明細書に記載される上記抗体は、キメラ抗体であり、該キメラ
抗体は、ヒト抗体の重鎖定常領域および軽鎖定常領域を含み得る。キメラ抗体は、第一の
種の可変領域または可変領域の一部ならびに第二の種の定常領域を有する抗体をいう。一
般的には、これらのキメラ抗体においては、軽鎖および重鎖両方の該可変領域は、哺乳類
の一つの種（例えば、マウス、ウサギ、およびラットなどの非ヒト哺乳類）由来の抗体の
該可変領域を擬態するが、その定常部位は、ヒトなど別の哺乳類由来の抗体内の配列と相
同である。いくつかの実施形態において、該可変領域および／または該定常領域内のアミ
ノ酸の改変を実施することができる。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、ＰＫａｌ
またはその触媒ドメインに対する好適な結合親和性を有する。本明細書で使用される「結
合親和性」は、見かけ会合定数またはＫＡをいう。該ＫＡは、解離定数（ＫＤ）の逆数で
ある。本明細書で記載される該抗体は、少なくとも１０－５、１０－６、１０－７、１０
－８、１０－９、１０－１０Ｍの結合親和性（ＫＤ）またはより低い結合親和性を有して
いてよい。結合親和性の増加は、ＫＤの減少に相当する。第二の標的に対する結合親和性
と比較したときの、ある抗体の第一の標的に対するより高い結合親和性は、該第二の標的
についてのＫＡ（または、ＫＤ数値）より高い該第一の標的についてのＫＡ（または、よ
り小さいＫＤ数値）によって示され得る。このような場合、該抗体は、該第一の標的（例
えば、第一の形態のタンパク質またはその模倣物）に対して、該第二の標的（例えば、同
じタンパク質の第二の形態のものまたはその模倣物；あるいは、第二のタンパク質）と比
較し、特異性を有する。（例えば、特異性またはその他の対照に関する）結合親和性にお
ける差は、少なくとも１．５、２、３、４、５、１０、１５、２０、３７．５、５０、７
０、８０、９１、１００、５００、１０００、１０，０００、または１０５倍であり得る
。
【００３６】
　結合親和性は、平衡透析、平衡結合、ゲル濾過、ＥＬＩＳＡ、表面プラズモン共鳴、ま
たは分光法（例えば、蛍光測定を用いた分光法など）を含むさまざまな方法によって決定
することができる。結合親和性を評価するための例示的な条件は、ＨＢＳ－Ｐバッファー
中（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．００５％（ｖ／ｖ
）サーファクタントＰ２０）である。これらの技術は、標的タンパク質濃度の関数として
の、結合している結合タンパク質の濃度を測定するために使用することができる。該結合
している結合タンパク質の濃度（［結合］）は、下記式で示されるように、遊離の標的タ
ンパク質の濃度（［遊離］）および標的となっている結合タンパク質に対する結合部位の
濃度と関連している。ここで、（Ｎ）は、標的分子あたりの結合部位の数である。
　数式：［結合］＝［Ｎ］［遊離］／（Ｋｄ＋［遊離］）
【００３７】
　ＫＡを正確に決定することは必ずしも必要ではないが、親和性の定量測定値を得るのに
十分であることもあるため、例えば、ＥＬＩＳＡまたはＦＡＣＳ分析などの方法を用いて
決定した場合など、ＫＡに比例し、ゆえに、より高い親和性（例えば、２倍高い親和性）
が親和性の定量測定値を得ることができるかどうかを決定するための、または、例えば機
能分析（例えば、イン・ビトロまたはイン・ビボ試験における機能分析）によって親和性
の推論を得ることができるかどうかを決定するための対照として用いることができる。
【００３８】
ヒト血漿カリクレイン内の特定の残基を標的とする抗体
【００３９】
　いくつかの実施形態において、上記抗ＰＫａｌ抗体は、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内
の１以上の上記残基（例えば、少なくとも３、５、８、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、または４５の残基）と相互作用する。該１以上の残基は、Ｖ４１０、Ｌ４１
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２、Ｔ４１３、Ａ４１４、Ｑ４１５、Ｒ４１６、Ｌ４１８、Ｃ４１９、Ｈ４３４、Ｃ４３
５、Ｆ４３６、Ｄ４３７、Ｇ４３８、Ｌ４３９、Ｗ４４５、Ｙ４７５、Ｋ４７６、Ｖ４７
７、Ｓ４７８、Ｅ４７９、Ｇ４８０、Ｄ４８３、Ｆ５２４、Ｅ５２７、Ｋ５２８、Ｙ５５
２、Ｄ５５４、Ｙ５５５、Ａ５６４、Ｄ５７２、Ａ５７３、Ｃ５７４、Ｋ５７５、Ｇ５７
６、Ｓ５７８、Ｔ５９６、Ｓ５９７、Ｗ５９８、Ｇ５９９、Ｅ６００、Ｇ６０１、Ｃ６０
２、Ａ６０３、Ｒ６０４、Ｑ６０７、Ｐ６０８、Ｇ６０９、Ｖ６１０、およびＹ６１１（
数字は完全長のプレカリクレインのアミノ酸配列に基づいている）を含む。これらの残基
の位置を、図２に示している（太字および下線を引いて示している）。これらの残基は、
後記の実施例１に記載される結晶構造によれば、ＰＫａｌの活性には重要であることが特
定されている。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、上記抗ＰＫａｌ抗体は、ヒトＰＫａｌの上記触媒ドメイ
ン内の１以上の上記残基（３、５、８、１０、１５、２０、または２３の残基）と相互作
用する。該残基は、Ｌ４１８、Ｃ４１９、Ｈ４３４、Ｃ４３５、Ｄ４３７、Ｇ４３８、Ｌ
４３９、Ｙ４７５、Ｄ４８３、Ｆ５２４、Ｄ５７２、Ａ５７３、Ｃ５７４、Ｋ５７５、Ｇ
５７６、Ｓ５７８、Ｔ５９６、Ｓ５９７、Ｗ５９８、Ｇ５９９、Ｅ６００、Ｇ６０１、お
よびＣ６０２（数字は完全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づいている）を含む。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、上記抗ＰＫａｌ抗体は、ヒトＰＫａｌの上記触媒ドメイ
ン内の１以上の上記残基（例えば、少なくとも３、５、または８の残基）と相互作用する
。該残基は、Ｋ４７６、Ｖ４７７、Ｓ４７８、Ｅ４７９、Ｇ４８０、Ｙ５５２、Ｄ５５４
、およびＹ５５５（数字は完全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づいている）を含
む。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、ヒトＰＫａｌの上記触媒ドメイン内の上記抗ＰＫａｌ抗
体は１以上の上記残基（例えば、３、５、８、または１０の残基）と相互作用する。該残
基は、Ｖ４１０、Ｌ４１２、Ｔ４１３、Ａ４１４、Ｑ４１５、Ｒ４１６、Ｅ５２７、Ｋ５
２８、Ａ６０３、およびＲ６０４（数字は完全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づ
いている）を含む。
【００４３】
　いくつかの実施形態において、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内の上記抗ＰＫａｌ抗体は
１以上の上記残基（例えば、少なくとも３、５、または６の残基）と相互作用する。該残
基は、Ｗ４４５、Ｑ６０７、Ｐ６０８、Ｇ６０９、Ｖ６１０、およびＹ６１１（数字は完
全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づいている）を含む。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内の上記抗ＰＫａｌ抗体は
１以上の上記残基（例えば、少なくとも３、５、８、または９の残基）と相互作用する。
該残基は、Ｆ５２４、Ｄ５７２、Ａ５７３、Ｃ５７４、Ｋ５７５、Ｇ５７６、Ｓ５７８、
Ｇ６０１、およびＣ６０２（数字は完全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づいてい
る）を含む。
【００４５】
　いくつかの実施形態において、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内の上記抗ＰＫａｌ抗体は
１以上の上記残基（例えば、少なくとも３、５、または８の残基）と相互作用する。該残
基は、Ｌ４１８、Ｃ４１９、Ｈ４３４、Ｃ４３５、Ｄ４３７、Ｇ４３８、Ｙ４７５、およ
びＤ４８３（数字は完全長のプレカリクレインアミノ酸配列に基づいている）を含む。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内の上記抗ＰＫａｌ抗体は
１以上の上記残基（例えば、少なくとも３または４の残基）と相互作用する。該残基は、
Ｓ５９７、Ｗ５９８、Ｇ５９９、およびＥ６００（数字は完全長のプレカリクレインアミ
ノ酸配列に基づいている）を含む。
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【００４７】
　相互作用するとは、２つの結合パートナーによって形成された複合体内の２つの残基の
間の距離が、所定の値（例えば、＜６Å、＜４Å、または＜２Å）よりも低いということ
を意味する。例えば、１つの結合パートナー内のある相互作用残基は、複合体構造上の他
の結合パートナーの残基の少なくとも１原子の所定の閾値内（例えば、＜６Å、＜４Å、
または＜２Å）に少なくとも１原子を有することができる。相互作用には、実際の結合を
必要としない。相互作用する残基は、抗体認識に関与することが示唆されている。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗体は、上記でリストアップ
した残基を１以上含むエピトープでヒトＰＫａｌに結合する。「エピトープ」とは、Ｆａ
ｂなどの抗体または完全長抗体によって束縛される標的化合物上の部位をいう。エピトー
プは、直線状であり得、一般的には６－１５ａａの長さである。あるいは、該エピトープ
は、高次構造的であり得る。
【００４９】
　いくつかの実施例において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、下記のセグ
メントを含むエピトープに結合する：Ｖ４１０－Ｃ４１９、Ｈ４３４－Ｌ４３９、Ｙ４７
５－Ｇ４８０、Ｆ５２４－Ｋ５２８、Ｙ５５２－Ｙ５５５、Ｄ５７２－Ｓ５７８、Ｔ５９
６－Ｒ６０４、またはＱ６０７－Ｙ６１１。
【００５０】
　いくつかの実施例において、本明細書に記載される上記抗体は、特異的にＰＫａｌまた
はＰＫａｌ内のエピトープに結合する。ある標的にまたはあるエピトープに「特異的に結
合する」（本明細書において交互に用いられる。）抗体は、当技術分野でよく理解されて
いる用語であり、そのような特異的結合を測定する方法もまた、当技術分野において周知
である。ある分子がある特定の標的抗原と、該分子が他の標的に対するよりも、非常に長
い期間および／または非常に高い親和性で、より高い頻度で、より迅速に、反応または関
連する場合に、該分子は「特異的結合」を示すといわれる。ある抗体は、該抗体が他の物
質に対するよりも、該抗体が非常に高い親和性、結合活性で、より迅速におよび／または
非常に長い期間結合する場合に、ある標的抗原に「特異的に結合」する。例えば、特異的
に（または選択的に）ヒトＰＫａｌまたはその中のエピトープと結合するある抗体は、こ
の標的抗原に対して、該抗体が他の抗原または同じ抗原内の異なるエピトープに対するよ
りも、非常に高い親和性、結合活性で、より迅速に、および／または非常に長い期間で結
合する抗体である。この定義の解釈から、例えば、第一の標的抗原に特異的に結合するあ
る抗体は、特異的にまたは選択的に第二の標的抗原に結合してもしなくてもよい、という
こともまた理解される。したがって、「特異的結合」または「選択的結合」は、（包含し
得るが、）必ずしも排他的結合である必要はない。必ずしもそうではないが、一般的に、
結合への言及は、選択的結合を意味する。
【００５１】
　ひとつの実施例において、本明細書で記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、１以上のＲ５
５１、Ｑ５５３、Ｙ５５５、Ｔ５５８、およびＲ５６０に変異を含む突然変異体、例えば
実施例３に記載される突然変異体２と比較した場合、選択的に野生型と結合する。そのよ
うな抗体は、突然変異体と比較してはるかに高い親和性で野生型ＰＫａｌと結合してよい
（例えば、少なくとも、２倍、５倍、１０倍、５０倍、１００倍、２００倍、５００倍、
１，０００倍高い）。これに代えて、または、これに加えて、該抗体は、該突然変異体と
比較して、該野生型ＰＫａｌに対してはるかに高い阻害活性を示す（例えば、少なくとも
２倍、５倍、１０倍、５０倍、１００倍、２００倍、５００倍、１，０００倍高い）。
【００５２】
　他の実施例において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、野生型ＰＫａｌお
よびその機能性変異体を含む活性ＰＫａｌと結合する。該抗体は、不活性変異体に対する
該抗体の結合と比較して、ある活性ＰＫａｌと選択的に結合することができる。
【００５３】
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特定のモチーフおよび／または残基を有する抗血漿カリクレイン抗体
【００５４】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、ＶＨおよ
びＶＬを含み、これらの両者は、フレームワーク領域に挟まれて配置された３つのＣＤＲ
を含む（ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４；図１を参照
のこと）。上記重鎖の該ＣＤＲ３は、以下のモチーフを含み得る：Ｘ９９Ｒ１００Ｘ１０

１Ｇ１０２Ｘ１０３Ｐ１０４Ｒ１０５Ｘ１０６Ｘ１０７Ｘ１０８Ｘ１０９Ｘ１１０Ｘ１１

１。ここで、Ｘ９９は、ＲまたはＱ、Ｘ１０１はＴ、Ｉ、Ｒ、Ｓ、またはＰ、Ｘ１０３は
Ｖ、Ｉ、またはＬ、Ｘ１０６は、ＲまたはＷ、Ｘ１０７は、ＤまたはＮ、Ｘ１０８は、Ａ
、Ｓ、Ｄ、Ｅ、またはＶ、Ｘ１０９は、ＦまたはＬ、Ｘ１１０は、Ｄ、Ｅ、またはＮ、お
よび、Ｘ１１１は、Ｉ、Ｎ、Ｍ、またはＳである。いくつかの実施例において、Ｘ９９は
、Ｑ、および、Ｘ１０１は、Ｉ、Ｒ、ＳまたはＰである。これに代えて、または、これに
加えて、Ｘ１０６はＷ、およびＸ１１１は、Ｎ、Ｍ、またはＳである。他の実施例におい
て、Ｘ１０１は、Ｉ、Ｘ１０８は、Ｅ、およびＸ１０３は、ＩまたはＬ；あるいは、Ｘ１

０１は、Ｉ、および、Ｘ１０３は、ＩまたはＬである。さらに別の実施例において、Ｘ１

０３は、ＩまたはＬ、および、Ｘ１１０は、Ｄ、Ｅ、またはＮである。
【００５５】
　さらに、このような抗ＰＫａｌ抗体は、本明細書で議論される結晶構造に基づいて特定
された１以上の他の残基を、ヒトＰＫａｌの上記触媒ドメインとの相互作用に関わる残基
として含むことができる。これらの残基は、上記ＶＨまたは上記ＶＬ鎖内に位置すること
ができる。例としては、該ＶＨの上記ＦＲ１内のＥ１、Ｖ２、Ｆ２７、Ｔ２８、Ｆ２９、
およびＳ３０、上記ＨＣ　ＣＤＲ１内のＨ３１；上記ＬＣ　ＣＤＲ１内のＳ３１およびＷ
３２、該ＶＬ鎖の上記ＦＲ１内のＹ４９、ＬＣ　ＣＤＲ２内のＫ５０、Ｔ５３、Ｌ５４、
およびＥ５５、およびＳ５６、ならびに、該ＶＬの上記ＦＲ３内のＧ５７およびＶ５８を
含む。
【００５６】
　上記で記載した抗ＰＫａｌ抗体は、生殖系列の重鎖および軽鎖Ｖ遺伝子をフレームワー
クとして使用することができる。重鎖Ｖ遺伝子は、これらに限定されるものではないが、
ＩＧＨＶ１－２、ＩＧＨＶ１－３、ＩＧＨＶ１－８、ＩＧＨＶ１－１８、ＩＧＨＶ１－２
４、ＩＧＨＶ１－４５、ＩＧＨＶ１－４６、ＩＧＨＶ１－５８、ＩＧＨＶ１－６９、ＩＧ
ＨＶ２－５、ＩＧＨＶ２－２６、ＩＧＨＶ２－７０、ＩＧＨＶ３－７、ＩＧＨＶ３－９、
ＩＧＨＶ３－１１、ＩＧＨＶ３－１３、ＩＧＨＶ３－１５、ＩＧＨＶ３－２０、ＩＧＨＶ
３－２１、ＩＧＨＶ３－２３、ＩＧＨＶ３－３０、ＩＧＨＶ３－３３、ＩＧＨＶ３－４３
、ＩＧＨＶ３－４８、ＩＧＨＶ３－４９、ＩＧＨＶ３－５３、ＩＧＨＶ３－６４、ＩＧＨ
Ｖ３－６６、ＩＧＨＶ３－７２、ＩＧＨＶ３－７３、ＩＧＨＶ３－７４、ＩＧＨＶ４－４
、ＩＧＨＶ４－２８、ＩＧＨＶ４－３１、ＩＧＨＶ４－３４、ＩＧＨＶ４－３９、ＩＧＨ
Ｖ４－５９、ＩＧＨＶ４－６１、ＩＧＨＶ４－Ｂ、ＩＧＨＶ５－５１、ＩＧＨＶ６－１、
およびＩＧＨＶ７－４－１を含む。
【００５７】
　いくつかの実施例において、上記抗体は、κ軽鎖を用いる。軽鎖ＶＫ遺伝子は、これら
に限定されるものではないが、Ｖ遺伝子に関して、ＩＧＫＶ１－０５、ＩＧＫＶ１－０６
、ＩＧＫＶ１－０８、ＩＧＫＶ１－０９、ＩＧＫＶ１－１２、ＩＧＫＶ１－１３、ＩＧＫ
Ｖ１－１６、ＩＧＫＶ１－１７、ＩＧＫＶ１－２７、ＩＧＫＶ１－３３、ＩＧＫＶ１－３
７、ＩＧＫＶ１－３９、ＩＧＫＶ１Ｄ－１６、ＩＧＫＶ１Ｄ－１７、ＩＧＫＶ１Ｄ－４３
、ＩＧＫＶ１Ｄ－８、ＩＧＫＶ２－２４、ＩＧＫＶ２－２８、ＩＧＫＶ２－２９、ＩＧＫ
Ｖ２－３０、ＩＧＫＶ２－４０、ＩＧＫＶ２Ｄ－２６、ＩＧＫＶ２Ｄ－２９、ＩＧＫＶ２
Ｄ－３０、ＩＧＫＶ３－１１、ＩＧＫＶ３－１５、ＩＧＫＶ３－２０、ＩＧＫＶ３Ｄ－０
７、ＩＧＫＶ３Ｄ－１１、ＩＧＫＶ３Ｄ－２０、ＩＧＫＶ４－１、ＩＧＫＶ５－２、ＩＧ
ＫＶ６－２１、およびＩＧＫＶ６Ｄ－４１を含む。他の実施例において、該抗体は、例え
ば任意のＩＧＬＶ１－ＩＧＬＶ１０などのλ軽鎖を用いる。
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【００５８】
　上記抗体は、任意の生殖系列の重鎖Ｊセグメント（例えば、重鎖ＩＧＪＨ１－ＩＧＪＨ
６）および軽鎖Ｊセグメント（例えば、ＩＧＪＫ１、ＩＧＪＫ２、ＩＧＪＫ３、ＩＧＪＫ
４、またはＩＧＪＫ５）もまた用いることができる。該セグメントは、例えば、Ｃ末端、
Ｎ末端またはこれら両方における欠失などで、変更され得る。
【００５９】
　生殖系列の抗体遺伝子／セグメント配列は、この分野において周知である。例えば、ｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｖｂａｓｅ２．ｏｒｇ／ｖｂｓｔａｔ．ｐｈｐを参照のこと。
【００６０】
　いくつかの実施例において、本明細書に記載される上記ＰＫａｌ抗体は、上記重鎖およ
び／または上記軽鎖のためのフレームワークとしてＶＨ３＿３－２３および／またはＶＫ
１＿Ｌ１２を用いる。それは、Ｍ０１６２－Ａ０４内のもの（図１）と実質的に類似のＨ
Ｃ　ＣＤＲ１、ＨＣ　ＣＤＲ２、および／またはＨＣ　ＣＤＲ３、ならびにＬＣ　ＣＤＲ
１、ＬＣ　ＣＤＲ２、および／またはＬＣ　ＣＤＲ３を含んでいてよく、これらは、例え
ば、対応するＭ０１６２－Ａ０４内のＣＤＲ領域と比較したとき５、４、３、２、または
１つまでのアミノ酸残基の変異を含む。
【００６１】
　他の実施例において、上記抗ＰＫａｌ抗体は、Ｍ０１６２－Ａ０４の対応するＶＨ　Ｃ
ＤＲと少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、または９８％）同
一のＶＨ　ＣＤＲ１、ＶＨ　ＣＤＲ２、およびＶＨ　ＣＤＲ３を含んでいるＶＨ鎖、なら
びに、Ｍ０１６２－Ａ０４の対応するＶＬ　ＣＤＲと少なくとも７５％（例えば、８０％
、８５％、９０％、９５％、または９８％）同一のＶＬ　ＣＤＲ１、ＶＬ　ＣＤＲ２、お
よびＶＬ　ＣＤＲ３を含んでいるＶＬ鎖、を含む。
【００６２】
　あるいは、上記抗ＰＫａｌ抗体は、Ｍ０１６２－Ａ０４のＶＨ鎖（成熟または前駆体）
と少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、または９８％）同一で
あるＶＨ鎖、および／または、Ｍ０１６２－Ａ０４のＶＬ鎖（成熟または前駆体）と少な
くとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、または９８％）同一であるＶ

Ｌ鎖を含む。
【００６３】
　二つのアミノ酸配列の上記「％同一性」は、カーリンとアルチュール（Ｋａｒｌｉｎ　
ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ）が『米国科学アカデミー紀要８７』２２６４－６８、１９９
０に記載したアルゴリズムを、カーリンとアルチュールが『米国科学アカデミー紀要９０
』５８７３－７７、１９９３に記載されるように変形して用いて決定する。このようなア
ルゴリズムは、アルチュールら著『分子生物学誌（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．）２１５』４
０３－１０、１９９０に記載のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン
２．０）に編入されている。ＢＬＡＳＴタンパクサーチを、ＸＢＬＡＳＴプログラム、ス
コア＝５０、ワードサイズ＝３で実行し、目的のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を
得ることができる。二つの配列間にギャップが生じている場所では、アルチュールら著『
核酸研究（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．）２５（１７）』３３８９－３４０２
、１９９７に記載されているようにギャップＢＬＡＳＴを利用することができる。ＢＬＡ
ＳＴおよびギャップＢＬＡＳＴプログラムを利用するとき、各プログラム（ＸＢＬＡＳＴ
およびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメーターを使うことができる。
【００６４】
　いくつかの例において、Ｍ０１６２－Ａ０４内の上記ＣＤＲへ、例えば、上記結晶構造
に基づいて決定した、該残基がＰＫａｌとの相互作用には関与しそうにない位置に、保存
的変異を導入することができる。本明細書で使用される「保存的アミノ酸置換」は、その
中でアミノ酸置換がなされるタンパク質の相対電荷またはサイズ特性を変化させないアミ
ノ酸置換をいう。変異体は、ポリペプチド配列の変換方法に従って調製できる。該ポリペ
プチド配列の変換方法は、当業者に知られており、例えば、そのような方法を編集してい
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る文献、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ，　Ｊ．　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，　ｅｔ　ａｌ．，　ｅｄｓ．，　Ｓｅｃｏｎ
ｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９
、または　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓ
ｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記載されている。アミノ酸の保存的置換は、以下
のグループ内のアミノ酸によってなされる置換を含む：（ａ）Ｍ、Ｉ、Ｌ、Ｖ；（ｂ）Ｆ
、Ｙ、Ｗ；（ｃ）Ｋ、Ｒ、Ｈ；（ｄ）Ａ、Ｇ；（ｅ）Ｓ、Ｔ；（ｆ）Ｑ、Ｎ；および（ｇ
）Ｅ、Ｄ。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、ＵＳ　２
０１１０２００６１１に記載された抗体ではない。なお、該文献は、ここで参照すること
により取り込まれる。
【００６６】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、ＤＸ－２
９３０と同じエピトープに結合し、および／または、該抗ＰＫａｌ抗体がＤＸ－２９３０
ではないとの前提のもと結合に関してＤＸ－２９３０と競合する。いくつかの実施形態に
おいて、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、ＰＫａｌ内の配列ＳＷＧＥ（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：４８）および／またはＤＡＣＫＧ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４９）に結合す
る。いくつかの実施形態において、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、Ｐｋａｌ
内の配列ＤＧＬ、ＳＥＧ、ＴＳＷＧＥＧ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５０）および／またはＤ
ＡＣＫＧ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４９）に結合する。いくつかの実施形態において、本明
細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、Ｐｋａｌ内のＤＧＬ、ＳＥＧ、ＴＳＷＧＥＧ（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５０）および／またはＤＡＣＫＧ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４９）に結
合しない。いくつかの実施形態において、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、配
列ＬＶＴＮＥＥＣＱＫＲＹＱＤＹＫＩＴＱＱ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５１）、ＷＶＴＧＷ
ＧＦＳＫＥＫＧＥＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５２）、ＡＣＫＧＤＳＧＧＰＬ（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：５３）、ＳＷＧＤＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５４）、ＨＤＩＡＬＩＫＬ（ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：５５）、ＴＰＦＳＱＩＫＥＩＩＩＨＱＮＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５６
）、および／またはＡＨＣＦＤＧＬＰＬＱＤＶＷＲＩＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５７）に
結合しない。
【００６７】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌ抗体は、ＰＫａｌの
上記活性ドメイン内に位置するエピトープ（エピトープ全体またはエピトープの一部）へ
結合し、および、ＤＸ－２９３０とは異なっている。このような抗体の該エピトープは、
ＤＸ－２９３０のエピトープの残基と重複する残基を有していてよい。あるいは、該二つ
のエピトープには、重複残基は存在し得ない。
【００６８】
　ＤＸ－２９３０の完全長の重鎖および軽鎖を以下に示す。
【００６９】
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【化１】

【００７０】
【化２】

【００７１】
　上記の配列において、定常領域は、イタリック体で示し、およびＣＤＲ領域は太字で下
線を引いて示した。
【００７２】
抗体の調製
【００７３】
　本明細書に記載されるＰＫａｌに結合可能な抗体は、当技術分野において既知の任意の
方法によって作製することができる。例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，（１９
８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋを参照のこと。
【００７４】
　いくつかの実施形態において、ある標的抗原（例えば、ヒトＰＫａｌまたはその触媒ド
メイン）に特異的な抗体は、従来のハイブリドーマ技術によって作製することができる。
任意選択でＫＬＨなどのキャリアータンパク質と連結していてもよい、完全長の標的抗原
またはそれらのフラグメントは、その抗原に結合する抗体を産生するように宿主動物を免
疫するために使用することができる。該宿主動物の免疫ルートおよびスケジュールは、一
般的に、さらに本明細書に記載されるような、抗体の刺激および産生のための確立された
従来技術に従う。マウス、ヒト化、およびヒト抗体の一般的な方法は、当技術分野におい
て知られており、また、本明細書に記載されている。ヒトを含む任意の哺乳動物の対象ま
たはそれから得られる抗体産生細胞を、ヒトハイブリドーマ細胞株を含む哺乳動物の産生
物の基礎となるように利用することができることが企図される。一般的に、該宿主動物は
、本明細書に記載されるものを含む、ある量の免疫原を、腹腔内接種、筋肉内接種、経口
接種、皮下接種、足裏（ｉｎｔｒａｐｌａｎｔａｒ）接種、および／または、皮内接種さ
れる。
【００７５】
　ハイブリドーマは、コーラー，Ｂとミルシュタイン，Ｃ（Kohler, B. and Milstein, C
.）の『ネイチャー　２５６』４９５－４９７（１９７５）に記載された一般的な体細胞
ハイブリダイゼーション技術を用いて、あるいは、バック，Ｄ．Ｗ（Ｂｕｃｋ，Ｄ．Ｗ．
）ら著『イン・ビトロ　１８』３７７－３８１（１９８２）によって改変された技術を用
いて、リンパ球および不死化骨髄腫細胞から調製することができる。限定されるものでは
ないが、Ｘ６３－Ａｇ８．６５３およびソーク研究所　細胞配送センター（ｔｈｅ　Ｓａ
ｌｋ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ）、サ
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ンディエゴ、カリフォルニア、ＵＳＡから入手したものを含む骨髄腫細胞株を、該ハイブ
リダイゼーションにおいて使用してもよい。一般的に、該技術は、例えばポリエチレング
リコールなどの融合剤を用いた、または当業者に周知の電気的手段による、骨髄腫細胞と
リンパ球様細胞との融合を伴う。該融合後に、該細胞を融合培地から分離し、ハイブリダ
イズされなかった親細胞を除去するために、例えばヒポキサンチン－アミノプテリン－チ
ミジン（ＨＡＴ）培地などの選択的増殖培地において増殖させる。本明細書に記載される
いかなる培地、血清を補充しているものまたは補充していないものも、モノクローナル抗
体を分泌するハイブリドーマを培養するために使用することができる。細胞融合技術の他
の代替法として、ＥＢＶ不死化Ｂ細胞を、本明細書に記載される該抗ＰＫａｌモノクロー
ナル抗体を産生するために使用してもよい。該ハイブリドーマは、所望の場合、増殖およ
びサブクローン化し、また、上清を、従来技術の免疫学的試験法（例えば、放射免疫測定
法、酵素免疫測定法、または蛍光免疫測定法）によって抗免疫原活性について試験する。
【００７６】
　抗体の供給源として使用してもよいハイブリドーマは、すべての派生物、上記ＰＫａｌ
活性の妨害が可能なモノクローナル抗体を産生する親ハイブリドーマの子孫細胞を包含す
る。そのような抗体を産生するハイブリドーマは、イン・ビトロまたはイン・ビボで、既
知の方法を用いて増殖させてよい。該モノクローナル抗体を、培養培地または体液から、
所望の場合、硫酸アンモニウム沈殿法、ゲル電気泳動法、透析法、クロマトグラフィー、
および限外濾過などの従来技術の免疫グロブリン精製方法によって単離してよい。望まし
くない活性が存在する場合、例えば、固体相に付着させた免疫原でできている吸着剤に調
製液を通し、該免疫原から所望の抗体を溶出または放出させることによって取り除くこと
ができる。標的抗原あるいは該標的アミノ酸配列を含むフラグメントによる宿主動物の免
疫化によって、抗体群（例えば、モノクローナル抗体）を得ることができる。ここで、該
標的抗原または該標的アミノ酸配列を含むフラグメントは、免疫化させる種において免疫
原性であるタンパク質と共役しており、該免疫原性であるタンパク質は、例えば、キーホ
ールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシチログロブリン、またはダイズトリ
プシン阻害因子などである。また、該免疫化は、例えば、マレイミドベンゾイルスルホス
クシンイミドエステル（システイン残基を介した結合）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
（リシン残基を介した結合）、グルタルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌ、またはＲ
１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲ（式中、ＲおよびＲ１は異なるアルキル基である）などの二官能性剤また
は誘導体化剤を用いて行う。
【００７７】
　所望の場合、目的の（モノクローナルまたはポリクローナル）抗体（例えば、ハイブリ
ドーマによって産生された抗体）の配列を決定してよく、および、該ポリヌクレオチド配
列をその後、発現または増殖のためにベクターへクローニングしてよい。目的の該抗体を
コードする配列は、宿主細胞内のベクター内で維持されてよく、該宿主細胞は、その後、
増殖させ将来の使用のために冷凍させることができる。代替法においては、該ポリヌクレ
オチド配列を、該抗体を「ヒト化」するための遺伝子操作または上記親和性（親和性成熟
）や該抗体のその他の特性を向上させるための遺伝子操作のために使用してよい。例えば
、該抗体がヒトにおける臨床試験および治療に使用される場合、上記定常領域を、免疫反
応を回避するためにヒト定常領域により類似するように操作してよい。該標的抗減に対す
る非常に高い親和性を得るため、および、ＰＫａｌの活性阻害において非常に高い効果を
得るために、一般的に該抗体配列を利用することが望ましい。該抗体において１以上のポ
リヌクレオチドを変換することができるということ、ならびに、それでもなお該標的抗原
に対する結合特異性が維持されるということが、当業者に明らかとなるであろう。
【００７８】
　別の実施形態において、特定のヒト免疫グロブリンタンパク質を発現するように遺伝子
操作された市販のマウスを使用することによって完全ヒト抗体を得ることができる。より
望ましい免疫反応（例えば、完全ヒト抗体）またはより強力な免疫反応を引き起こすよう
に設計されたトランスジェニック動物を、ヒト化抗体またはヒト抗体の産生のために使用
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してよい。このような技術の例としては、アムジェン社（Ａｍｇｅｎ，Ｉｎｃ．）（フリ
ーモント、カリフォルニア）のゼノマウス（Ｘｅｎｏｍｏｕｓｅ）（登録商標）ならびに
メダレックス社（Ｍｅｄａｒｅｘ，Ｉｎｃ．）（プリンストン、ニュージャージー）のＨ
ｕＭＡｂ－マウス（登録商標）およびＴＣマウス（商標）などがある。別の代替方法にお
いて、抗体を、ファージ提示法または酵母テクノロジーによって組換え的に作製してもよ
い。例えば、ＵＳ特許番号５，５６５，３３２；５，５８０，７１７；５，７３３，７４
３；および６，２６５，１５０；ならびにウィンターら（１９９４）『免疫学の年次報告
（Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．）１２』：４３３－４５５などを参照のこと。あ
るいは、免疫化されていないドナーの免疫グロブリン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパート
リーからヒト抗体および抗体フラグメントをイン・ビトロで産生するために、ファージ提
示法の技術（マッカファティ（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ）ら（１９９０）『ネイチャー３４
８』：５５２－５５３）を、使用することができる。
【００７９】
　無傷抗体（完全長抗体）の抗原結合フラグメントを、常法により調製することができる
。例えば、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを、抗体分子のペプシン消化によって製造するこ
とができ、また、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによっ
て、Ｆａｂフラグメントを生成することができる。
【００８０】
　一般的に、例えばヒト化抗体、キメラ抗体、単鎖抗体および二重特異性抗体などの遺伝
子操作された抗体は、従来の組換え技術によって製造することができる。一つの実施例に
おいて、ある標的抗原に対して特異的なモノクローナル抗体をコードするＤＮＡを、従来
技術の方法を用いて（例えば、上記モノクローナル抗体の上記重鎖および軽鎖をコードす
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使用することに
よって）容易に単離しおよび配列を決定することができる。上記ハイブリドーマ細胞は、
そのようなＤＮＡの好適な供給源として機能する。いったん単離されると、該ＤＮＡは１
以上の発現ベクター内に入れられてよい。その後、該ベクターを、組換え宿主細胞内でモ
ノクローナル抗体の合成体を得るために、例えば大腸菌細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニ
ーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞などの宿主細胞にトランスフェク
トする。ここで、該宿主細胞は、該ベクターをトランスフェクトしなければ、免疫グロブ
リンタンパク質を産生しない。例えば、ＰＣＴ公開公報番号　ＷＯ８７／０４４６２など
を参照のこと。該ＤＮＡは、その後、例えば置換などによって、改変され得る。該ＤＮＡ
の改変は、例えば、相同のネズミ配列の替わりにヒト重鎖および軽鎖定常ドメインのため
のコード配列に置換すること（モリソン（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ）ら（１９８４）『米国科学
アカデミー紀要８１』、６８５１）によって、あるいは、免疫グロブリンコード配列に非
免疫グロブリンポリペプチドのためのコード配列の全体または一部を共役的に結合させる
ことによって行う。この方法においては、一般的に、例えば「キメラ」または「ハイブリ
ッド」抗体などの遺伝子操作された抗体であり、ある標的抗原に対する結合特異性を有す
る抗体を、調製することができる。
【００８１】
　「キメラ抗体」の製造のために開発された技術は、当技術分野において周知である。例
えば、モリソンら（１９８４）『米国科学アカデミー８１』、６８５１；ニューベルガー
（Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ）ら（１９８４）『ネイチャー　３１２』、６０４；およびタケダ
ら（１９８４）『ネイチャー　３１４』：４５２を参照のこと。
【００８２】
　ヒト化抗体を構築するための方法もまた、当技術分野において周知である。例えば、ク
イーン（Ｑｕｅｅｎ）ら『米国科学アカデミー　８６』：１００２９－１００３３（１９
８９）を参照のこと。ひとつの実施例において、当技術分野における既知方法の後に、親
の非ヒト抗体のＶＨおよびＶＬの可変領域を、３次元分子モデリング分析に供する。続い
て、正しいＣＤＲ構造の形成のために重要であると予測されるフレームワークアミノ酸残
基を、同じ分子モデル分析を用いて特定する。同時に、親非ヒト抗体のアミノ酸配列と相
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同であるアミノ酸配列を有するヒトＶＨおよびＶＬ鎖を、親ＶＨおよびＶＬ配列を検索ク
エリとして使用して任意の抗体遺伝子データベースから特定する。ヒトＶＨおよびＶＬ受
容体遺伝子をその後選択する。
【００８３】
　上記選択ヒト受容体遺伝子内の上記ＣＤＲ領域を、親非ヒト抗体またはその機能性変異
体のＣＤＲ領域と置き換えることができる。必要である場合は、該ＣＤＲ領域との相互作
用において重要であると予測される上記親鎖の上記フレームワーク領域内の残基（上記の
記載を参照のこと）を、ヒト受容体遺伝子内の対応する残基の代りに使用することができ
る。
【００８４】
　単鎖抗体を、組換え技術により、重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列および軽
鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を結びつけることによって、調製することがで
きる。好ましくは、可動性リンカー（ｆｌｅｘｉｂｌｅ　ｌｉｎｋｅｒ）を、該二つの可
変領域の間に取り込む。あるいは、単鎖抗体の製造のために記載されている技術（ＵＳ特
許番号４，９４６，７７８および４，７０４，６９２）を、ファージまたは酵母ｓｃＦｖ
ライブラリを作成するために採用することができ、また、常法の後に、ＰＫａｌに特異的
なｓｃＦｖクローンを該ライブラリから特定することができる。ＰＫａｌ活性を阻害する
ものを特定するために、陽性クローンをさらにスクリーニングに供することができる。
【００８５】
　当技術分野において既知の方法および本明細書に記載される方法によって得られる抗体
は、当技術分野で周知の方法を使用して特徴を明らかにすることができる。例えば、一つ
の方法は、抗原が結合するエピトープを特定する方法、または「エピトープマッピング」
である。当技術分野において、タンパク質上のエピトープの位置をマッピングおよび特徴
付けるための多くの方法が知られており、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，　
Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９９９の１１章に記載されているような、抗体－
抗原複合体の結晶構造の解析、競合アッセイ、遺伝子フラグメント発現アッセイ、および
、合成ペプチドに基づくアッセイなどが知られている。追加の例においては、エピトープ
マッピングを、抗体が結合する配列を決定するために使用することができる。該エピトー
プは、線状エピトープであり得、すなわち、アミノ酸の単一の連なりの中に含まれ得る。
または、該エピトープは、単一の連なり（直線配列の基本的な構造）には必ずしも含まれ
てはいなくてもよいアミノ酸の３次元的相互作用によって形成された高次構造のエピトー
プであり得る。さまざまな長さのペプチド（例えば、少なくとも４～６アミノ酸の長さ）
を単離または（例えば、組換え的に）合成することができ、また、抗体との結合アッセイ
のために使用することができる。別の実施例において、抗体と結合するエピトープは、標
的抗原配列由来の重複ペプチドの使用および抗体により結合を決めることによる系統的ス
クリーニングで決定され得る。遺伝子フラグメント発現アッセイによれば、上記標的抗原
をコードするオープンリーディングフレームを、ランダムに、または特定の遺伝的構築物
によってフラグメント化し、該抗原の発現したフラグメントの、試験に供する該抗体との
反応度を決定する。該遺伝子フラグメントは、例えば、ＰＣＲよって製造され、その後、
放射性アミノ酸の存在下にイン・ビトロでタンパク質へと転写および翻訳されてもよい。
該抗体の、放射活性物質で標識した抗原フラグメントへの結合は、その後、免疫沈澱およ
び電気泳動によって決定する。特定のエピトープを、ファージ粒子の表面上に陳列された
（ファージライブラリ）ランダムペプチド配列の大きなライブラリを使用することによっ
て特定することもできる。あるいは、重複ペプチドフラグメントの定義されたライブラリ
を、簡易結合アッセイにおいて、試験抗体に対する結合に関して試験することができる。
追加の実施例において、エピトープ結合に必須、十分、および／または必要な残基を特定
するために、抗原結合ドメインの突然変異誘発、ドメイン交換実験およびアラインスキャ
ニング突然変異誘発を、実施することができる。例えば、ドメイン交換実験は、標的抗原
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の変異体を用いて実施することができる。該標的抗原の変異体においては、上記ＰＫａｌ
ポリペプチドのさまざまなフラグメントが、密接に関係している配列と置換（交換）され
ているが、抗原的に明確に異なるタンパク質である（例えば、ニューロトロフィンタンパ
ク質ファミリーの別のメンバーなど）。該抗体の該変異ＰＫａｌ（例えば、後記の実施例
２に記載される変異体）への結合を評価することによって、特定の抗原フラグメントの抗
体結合に対する重要性が評価できる。
【００８６】
　あるいは、同じ抗原に結合することが知られている他の抗体を用いて、ある抗体が他の
抗体と同じエピトープに結合するかどうかを決定するために、競合アッセイを実施するこ
とができる。競合アッセイは、当業者に周知である。
【００８７】
　当技術分野において知られている任意の好適な方法、例えば、本明細書に記載される上
記エピトープマッピング法を、上記抗ＰＫａｌ抗体が、本明細書に記載される該ＰＫａｌ
内の１以上の特定の残基／セグメントに結合するかどうかを決定するために適用すること
ができる。さらに、該抗体のＰＫａｌ内の１以上の定義された残基との相互作用を、常法
によって決定することができる。例えば、結晶構造を、後記の実施例１に記載される方法
の後に決定することができ、これにより、ＰＫａｌ内の該残基と該抗体内の１以上の残基
との間の距離を、決定することができる。このような距離に基づき、ＰＫａｌ内の特定の
残基が、該抗体内の１以上の残基と相互作用するかどうかを決定することができる。さら
に、好適な方法、例えば、競合アッセイおよび標的突然変異誘発アッセイなどを、変異体
ＰＫａｌなどのＰＫａｌ以外の標的への結合と比較したときの、候補の抗ＰＫａｌ抗体の
該ＰＫａｌへの選択的結合を決定するために適用することができる。
【００８８】
医薬組成物
【００８９】
　上記抗ＰＫａｌ抗体の１以上を、ＰＫａｌと関連する疾患または障害の緩和における使
用のための医薬組成物を形成させるために、バッファーを含む薬学的に許容可能な担体（
賦形剤）と混合することができる。「許容される」とは、該担体が組成物の有効成分と適
合し（および、好ましくは有効成分を安定化させることができ）、かつ治療対象に対して
有害ではないことを意味する。バッファーを含む薬学的に許容可能な賦形剤（担体）は、
当技術分野において周知である。例えば、レミントン（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ）：薬学の科
学と実践（Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｙ）第２０版（２０００）リッピンコット・ウィリアムズおよびウィルキンズ（Ｌｉｐｐ
ｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｋｉｎｓ）著、Ｋ．Ｅ．フーバー（Ｈ
ｏｏｖｅｒ）編を参照のこと。一つの実施例において、本明細書に記載される医薬組成物
は、上記標的抗原の異なるエピトープ／残基を認識する２以上の抗ＰＫａｌ抗体を含む。
【００９０】
　本発明において使用される上記医薬組成物は、凍結乾燥性剤または水溶液の形態で、薬
学的に許容可能な担体、賦形剤、または安定化剤を含むことができる。（レミントン：薬
学の科学と実践　第２０版（２０００）リッピンコット・ウィリアムズおよびウィルキン
ズ著、Ｋ．Ｅ．フーバー編。）許容できる担体、賦形剤、または安定化剤は、使用時の用
量および濃度においてレシピエントに対して無毒であり、リン酸塩、クエン酸塩、および
その他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸およびメチオニンを含む抗酸化剤；防
腐剤（例えば、オクタデシルジメチルベンジル塩化アンモニウム；塩化ヘキサメトニウム
；塩化ベンザルコニウム；フェノール、ブチルまたはベンジルアルコール；メチルまたは
プロピルパラベンなど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；およびｍ－クレゾール）；低分子量（約１０残基よりも少な
い）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリ
ビニルピロリドンなどの親水性ポリマー；ヒスチジン、アルギニン、またはリシンなどの
アミノ酸；単糖類、二糖類、ならびに、グルコース、マンノースまたはデキストランを含
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む他の炭水化物；ＥＤＴＡなどのキレート剤；ショ糖、マンニトール、トレハロースまた
はソルビトールなどの糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ－
タンパク質複合体）；および／または、ＴＷＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標
）またはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）などの非イオン性界面活性剤を含んでもよい
。薬学的に許容可能な賦形剤は、本明細書にさらに記載される。
【００９１】
　いくつかの実施例において、本明細書に記載される医薬組成物は、上記抗ＰＫａｌ抗体
を含有するリポソームを含む。該抗ＰＫａｌ抗体は、当技術分野において既知の方法によ
って調製することができ、例えば、エプスタイン（Ｅｐｓｔｅｉｎ）ら『米国科学アカデ
ミー　８２』：３６８８（１９８５）；ウォング（Ｈｗａｎｇ）ら『米国科学アカデミー
　７７』：４０３０（１９８０）；ならびに、ＵＳ特許番号４，４８５，０４５および４
，５４４，５４５に記載の方法によって調製することができる。循環時間が高められたリ
ポソームが、ＵＳ特許番号５，０１３，５５６に記載されている。ホスファチジルコリン
、コレステロール、およびＰＥＧ－誘導体化ホスラチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－Ｐ
Ｅ）を含有する脂質組成物を用いる逆相蒸発法によって、特に有用なリポソームを生成す
ることができる。リポソームは、所望の径のリポソームを得るために、規定の細孔径のフ
ィルターを通して溶出される。
【００９２】
　上記抗ＰＫａｌ抗体は、マイクロカプセルに封入することもできる。該マイクロカプセ
ルは、例えば、液滴形成技術によって、または、界面重合によって調製される。また、該
マイクロカプセルは、例えば、コロイド薬剤送達システム（例えば、リポソーム、アルブ
ミン小球体、マイクロエマルジョン、ナノ－粒子およびナノカプセル）またはマクロエマ
ルジョンにおける、ヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチンマイクロカプセルおよび
ポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセルである。このような技術は、当技術分
野において既知であり、例えば、レミントン：薬学の科学と実践　第２０版（２０００）
Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ（２０００）を参照のこと。
【００９３】
　他の実施例において、本明細書に記載される上記医薬組成物は、持続性放出の形態に製
剤化できる。持続性放出製剤の好適な例は、上記抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半
透性マトリックスを含み、該マトリックスは、例えば、フィルム、またはマイクロカプセ
ルなどの造形品の形状である。持続放出マトリックスの例は、ポリエステル、ハイドロゲ
ル（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコ
ール））、ポリラクチド（ＵＳ特許番号３，７７３，９１９）、Ｌ－グルタミン酸と７エ
チル－Ｌ－グルタミン酸塩との共重合体、非分解性エチレンビニル酢酸塩、ＬＵＰＲＯＮ
　ＤＥＰＯＴ（商標）（乳酸－グリコール酸共重合体および酢酸ロイプロリドでできてい
る注射可能な小球体）などの分解性の乳酸－グリコール酸共重合体、ショ糖酢酸イソ酪酸
エステル、およびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸を含む。
【００９４】
　イン・ビボ投与用の上記医薬組成物は、無菌でなければならない。これは、例えば、無
菌濾過膜を通過させる濾過によって、容易に達成できる。治療抗体組成物は、一般的に、
無菌のアクセスポートを有する容器に入れられている。該容器は、例えば、静脈注射液バ
ッグまたは皮下注射針によって穿通可能なストッパーを有するバイアルなどである。
【００９５】
　本明細書に記載される上記医薬組成物は、経口用、非経口用または直腸投与用、または
吸入もしくは送気による投与用の、錠剤、ピル、カプセル、粉末、下流、溶液、懸濁液ま
たは坐薬などの単位用量の形態であり得る。
【００９６】
　錠剤などの固体組成物を調製するために、本発明の化合物またはその薬学的に許容可能
な非毒性の均質な混合物を含有する固体の予備処方組成物を形成するように、上記の主要
有効成分を、薬学的担体、例えば従来技術の打錠原料、例えば、コーンスターチ、ラクト



(23) JP 2016-513682 A 2016.5.16

10

20

30

40

50

ース、ショ糖、ソルビトール、タルク、ステアリン酸、ステアリン酸マグネシウム、リン
酸二カルシウム、またはゴム糊などの該薬学的担体、ならびに、水などの他の薬学的希釈
剤と、混合することができる。これら予備処方組成物が均質であるというとき、それは、
該有効成分が該組成物全体に均一に分散しており、該組成物が容易に、同様に有効な錠剤
、ピルおよびカプセルなどの単位用量の形態に分割され得ることを意味する。該固体の予
備処方組成物は、その後、０．１～約５００ｍｇの本発明の該有効成分を含有する上記し
た単位用量の形態に分割される。該新規組成物の該錠剤またはピルは、コーティングされ
得る、あるいはそうでなければ、長期の作用を与える剤形を提供するように調合される。
例えば、該錠剤またはピルは、内部の用量成分および外部の用量成分を含み得、後者は前
者を覆う形態をしている。該二つの成分は、腸溶性の層によって分離することができる。
該腸溶性の層は、胃の中で分解するのを防ぐように機能し、ならびに、内部の成分がその
ままの状態で十二指腸に入るのを可能にするように、もしくは内部の成分の放出を遅らせ
るように機能する。このような腸溶性層またはコーティングには、さまざまな材料を使用
することができる。このような材料は、多くのポリマー酸およびポリマー酸とシェラック
、セチルアルコールおよび酢酸セルロースなどの材料との混合物を包含する。
【００９７】
　好適な界面活性剤は、特に、ポリオキシエチレンソルビタン（例えば、Ｔｗｅｅｎ（商
標）２０、４０、６０、８０または８５）およびその他のソルビタン（例えば、Ｓｐａｎ
（商標）２０、４０、６０、８０または８５）などの非イオン性剤を包含する。界面活性
剤を有する組成物は、好都合に０．０５～５％の範囲の界面活性剤を含むだろう。該界面
活性剤は、０．１～２．５％の範囲であり得る。必要である場合、例えば、マンニトール
またはその他の薬学的に許容可能なビヒクルなどの他の成分を添加してもよいことが理解
されるであろう。
【００９８】
　好適な乳剤を、Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ（商標）、Ｌｉｐｏｓｙｎ（商標）、Ｉｎｆｏｎ
ｕｔｒｏｌ（商標）、Ｌｉｐｏｆｕｎｄｉｎ（商標）およびＬｉｐｉｐｈｙｓａｎ（商標
）などの市販の脂肪乳剤を使用して調製してよい。上記有効成分は、予混合乳剤組成物中
に溶解させても、または、その代わりに油（例えば、大豆油、サフラワー油、綿実油、ゴ
マ油、コーン油またはアーモンド油）中に溶解させてもよく、リン脂質（例えば、卵リン
脂質、大豆リン脂質、または大豆レシチン）および水と混合するときに乳剤が形成する。
例えば、該乳剤の弾力性を調整するために、グリセロールまたはグルコースなどの他の成
分を添加してもよいことが理解されるであろう。好適な乳剤は、一般的に、２０％まで、
例えば５～２０％の範囲の油を含有するであろう。該脂肪乳剤は、０．１～１．０．ｉｍ
の脂肪滴、特に０．１～０．５．ｉｍを含み得、５．５から８．０の範囲のｐＨを有し得
る。
【００９９】
　上記乳剤組成物は、抗ＰＫａｌ抗体とＩｎｔｒａｌｉｐｉｄ（商標）またはその成分（
大豆油、卵リン脂質、グリセロールおよび水）とを混合することによって調製されたもの
であり得る。
【０１００】
　吸入または送気用の医薬組成物は、薬学的に許容可能な水性または有機溶媒、またはそ
の混合物および粉末中の、溶液および懸濁液を含む。該液体または固体組成物は、上記で
示したような薬学的に許容可能な好適な賦形剤を含有していてよい。いくつかの実施形態
において、該組成物は、局所効果または全身効果のために経口経路または鼻呼吸経路によ
って投与される。
【０１０１】
　好ましくは無菌の薬学的に許容可能な液剤の形態の組成物は、気体を使用することによ
って噴霧されてよい。噴霧された液剤は、噴霧装置から直接吸入されてよく、または該噴
霧装置をフェイスマスク、テントまたは断続的正圧呼吸器に装着させてもよい。溶液、懸
濁液、または粉末組成物は、好ましくは、経口または経鼻的に、適切な方法で製剤を送達
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する装置から投与されてよい。
【０１０２】
血漿カリクレインと関連している疾患／障害の治療のための抗ＰＫａｌ抗体の使用
【０１０３】
　本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、該ＰＫａｌと関連している疾患または障
害の治療において有効であるだろう。本明細書に記載される血漿カリクレイン結合タンパ
ク質によって治療（または予防）できるこのような疾患または状態の例は、以下を包含す
る：リウマチ性関節炎、痛風、腸の疾患、口腔粘膜炎、神経因性疼痛、炎症性疼痛、脊椎
管狭窄－脊椎退化変性症、動脈または静脈血栓症、術後イレウス、大動脈瘤、骨関節炎、
脈管炎、浮腫、遺伝性血管浮腫、脳浮腫、肺動脈塞栓症、脳卒中、心室補助装置またはス
テントによって誘発される血栓形成、頭蓋骨損傷または腫瘍周囲の脳浮腫、敗血症、急性
中大脳動脈（ＭＣＡ）、虚血性イベント（脳卒中）、再狭窄（例えば、血管形成術後の再
狭窄）、全身性エリテマトーデス腎炎、やけど、およびＤＭＥ。本明細書に記載される血
漿カリクレイン結合タンパク質はまた、創傷治癒を促進するためにも使用することができ
る。本明細書に記載される血漿カリクレイン結合タンパク質はまた、限定されるものでは
ないが、血管新生誘導ブラジキニンの生成を阻止することを含むメカニズムによる腫瘍学
的治療に使用することができる。
【０１０４】
　本明細書に記載される方法を実施するために、上記した医薬組成物の有効量を、治療を
必要としている対象（例えば、ヒト）に、例えばボーラス投与またはある一定期間にわた
る持続注入による静脈内投与、筋肉内、腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑液嚢内、髄
腔内投与、経口、吸入または局所的経路などの好適な経路を介して投与することができる
。ジェット噴霧器および超音波ネブライザーを含む、液体製剤のための市販の噴霧器は、
投与に有用である。液体製剤は、直接噴霧することができ、および凍結乾燥粉末は、再構
成後に噴霧することができる。あるいは、抗ＰＫａｌ抗体は、フッ化炭素製剤および定量
噴霧器を用いてエアロゾル化することができ、あるいは凍結乾燥粉砕粉末として吸入する
ことができる。
【０１０５】
　本明細書に記載される方法によって治療される上記対象は、哺乳類であり得え、より好
ましくはヒトである。哺乳類は、限定されるものではないが、家畜、娯楽用の動物、ペッ
ト、霊長類、ウマ、イヌ、ネコ、マウス、およびラットを含む。治療が必要であるヒトの
対象は、ＰＫａｌと関連する疾患／障害を患っているか、その危険性があるか、または患
っていることが疑われるヒトの患者であってよい。該ＰＫａｌと関連する疾患／障害は、
例えば、上記に記載したものが挙げられる。ＰＫａｌ関連疾患または障害を患っている対
象は、例えば臨床検査、臓器機能試験、ＣＴスキャン、または超音波検査などの通常の検
診によって特定することができる。任意の上記のような疾患／障害を患っていることが疑
われる対象は、該疾患／障害の１以上の症状を示すであろう。該疾患／障害の危険性があ
る対象は、その疾患／障害の１以上の危険因子を有する対象であり得る。
【０１０６】
　本明細書で用いられる「有効量」は、対象に対して治療的効果を与えるために必要なそ
れぞれの活性薬剤の量をいい、単独でまた１以上の他の活性薬剤との組合せのいずれでも
よい。当業者に認識されるように、治療されるときの特定の条件、状態の重症度、年齢、
健康状態、大きさ、性別および体重を含む個々の患者のパラメータ、治療期間、（もし実
施するならば）併用療法の性質、特定の投与経路および、医療関係者の知識および経験に
おけるそのような因子によって、有効量は変わる。これらの因子は、当業者に周知であり
、単なる通常の実験により対処することができる。個別の成分またはそれらの組合せの使
用最大用量は、健全な医学的判断に従った最大限に安全な用量であることが一般的に好ま
しい。しかしながら、患者は　医学的な理由、健康面での理由またはその他の実際上の理
由に応じた、低用量または耐容用量を強く要求する場合があることが当業者によって理解
されるであろう。
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【０１０７】
　半減期などの経験的考察が、一般的に、用量の決定に貢献するであろう。例えば、ヒト
免疫系と相性のよい抗体、例えばヒト化抗体または完全ヒト抗体などを、該抗体の半減期
を伸ばすために、および該抗体が宿主の免疫系を攻撃するのを防止するために、使用して
よい。投与頻度は、一般的に、だが必須ではないが、ＰＫａｌと関連する疾患／障害の治
療および／または抑制および／または改善および／または遅延に基づいて、治療過程を通
して決定および調整してよい。あるいは、抗ＰＫａｌの持続性放出製剤が適切であり得る
。持続的放出を達成するためのさまざまな製剤および装置が当技術分野において知られて
いる。
【０１０８】
　一つの実施例において、本明細書に記載される抗ＰＫａｌ抗体の用量は、該抗体の投与
を１回以上受けたことのある個々人において経験的に決定してよい。個々人は、該アンタ
ゴニストの増分用量を与えられる。該アンタゴニストの効能を評価するために、上記疾患
／障害の指標を用いることができる。
【０１０９】
　一般的に、本明細書に記載される任意の抗体の投与のための、最初の候補投与量は、約
２ｍｇ／ｋｇであり得る。本発明の開示の目的のために、典型的な１日の服用量の範囲は
、上記で言及した因子に基づいて、約０．１μｇ／ｋｇから、３μｇ／ｋｇまで、３０μ
ｇ／ｋｇまで、３００μｇ／ｋｇまで、３ｍｇ／ｋｇまで、３０ｍｇ／ｋｇまで、１００
ｍｇ／ｋｇまで、またはそれ以上、のいずれかである。数日またはより長い期間にわたる
反復投与は、状態に依拠し、発生している症状が望ましい状態に抑制されるまで、または
ＰＫａｌと関連する疾患または障害あるいはその症状を緩和するのに十分な治療レベルが
達成されるまで、治療を持続させる。例示的な投与計画は、初期用量が約２ｍｇ／ｋｇの
投与、その後、週毎に約１ｍｇ／ｋｇの該抗体の用量を維持し、または隔週で約１ｍｇ／
ｋｇの用量を維持する投与を含む。しかしながら、他の投与計画は、開業医が達成したい
と希望する薬物動態学的衰退のパターンに基づいて、有用であり得る。例えば、週に１～
４回の投与が企図される。いくつかの実施形態において、約３μｇ／ｍｇ～約２ｍｇ／ｋ
ｇ（例えば、約３μｇ／ｍｇ、約１０μｇ／ｍｇ、約３０μｇ／ｍｇ、約１００μｇ／ｍ
ｇ、約３００μｇ／ｍｇ、約１ｍｇ／ｋｇ、および約２ｍｇ／ｋｇ）の投与範囲を用いて
よい。いくつかの実施形態において、投与頻度は、毎週１度、毎２週間に１度、毎４週間
に１度、毎５週間に１度、毎６週間に１度、毎７週間に１度、毎８週間に１度、毎９週間
に１度、または、毎１０週間に１度；あるいは、毎月１度、毎２カ月に１度、毎３カ月に
１度、またはこれよりも長い期間である。この治療の進行は、従来技術および従来のアッ
セイによって容易にモニターできる。該投与計画（上記抗体の使用を含む）は、期間を通
して変化し得る。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、標準体重の成人患者には、約０．３～５．００ｍｇ／ｋ
ｇの範囲の用量が投与されてよい。具体的な投与計画、すなわち、用量、タイミングおよ
び頻度は、個別の薬剤の特性（該薬剤の半減期、および当技術分野において周知の他の考
慮すべき特性）に加えて、特定の個人、その個人の病歴に依拠するであろう。
【０１１１】
　本発明の開示の目的のための、適切な抗ＰＫａｌ抗体の用量は、採用した特定の抗体（
またはその組成物）、上記疾患／障害のタイプおよび重症度、該抗体の投与が予防目的か
治療目的か、薬歴、その患者の病歴および該アンタゴニストに対する反応、ならびに主治
医の裁量に依拠する。一般的に、臨床医は、所望の結果が達成される用量に達するまで、
抗ＰＫａｌ抗体を投与するであろう。抗ＰＫａｌ抗体の投与は、例えばレシピエントの健
康状態、投与の目的が治療かまたは予防かどうか、および技能を有する医師に知られてい
る他の因子に依拠して、連続または断続的であり得る。抗ＰＫａｌ抗体の該投与は、事前
に選択した期間にわたり基本的に連続していてもよく、または、例えば、ＰＫａｌと関連
する疾患または障害が進展する前、最中、または後のいずれかの、一連の間隔をあけた投
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与であってよい。
【０１１２】
　本明細書において、「治療する」という用語は、ＰＫａｌと関連する疾患／障害にかか
っている対象、該疾患／障害の症状を有している対象、または該疾患／障害にかかりやす
い体質を有している対象への、該疾患の該障害、症状、または該疾患／障害にかかりやす
い体質を、治癒、癒し、緩和、軽減、改変、改善、向上、好転させることを目的とした、
１以上の活性薬剤を含有する組成物の適用または投与をいう。
【０１１３】
　ＰＫａｌと関連する疾患／障害の緩和は、該疾患の進展または進行の遅延、または疾患
の重症度の軽減を含む。疾患の緩和は、必ずしも治癒的な結果を必要としない。本明細書
において使用される、ＰＫａｌと関連する疾患／障害の進展の「遅延」は、疾患の進行を
延期させる、妨げる、遅らせる、妨害する、安定化させる、および／または先延ばしにす
ることを意味する。この遅延は、病歴および／または治療を受ける個々人に依拠して、さ
まざまな長さの期間であり得る。疾患の進展を「遅延」または緩和させる、あるいは疾患
の発症を遅延させる方法は、該方法を使用しなかった場合と比較した際に、所定の期間内
において該疾患の１以上の症状の進展の可能性を減らす方法である。このような比較は、
一般的に、統計学的に有意な結果をもたらすのに十分な多くの対象を用いた臨床研究に基
づいている。
【０１１４】
　疾患の「進展」または「進行」は、初期症状および／または続く該疾患の進行を意味す
る。該疾患の進展は、当技術分野で既知の方法に加え、標準的な臨床技術を用いて検出お
よび評価することができる。しかしながら、進展は、検出できないであろう進行もまた示
す。本発明の開示の目的から、進展または進行は、該症状の生物学的経過をいう。「進展
」は、発生、再発、発病を含む。本明細書において使用される、ＰＫａｌと関連する疾患
／障害の「発病」または「発生」は、最初の発病および／または再発を含む。
【０１１５】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体は、治療を必
要としている対象に、イン・ビボでＰＫａｌの活性を少なくとも２０％（例えば、３０％
、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％またはもっと高い割合で）阻害する
のに十分な量で投与される。別の実施形態において、該抗体は、該ＰＫａｌレベルを少な
くとも２０％（例えば、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％また
はもっと高い割合で）減じるために有効な量で投与される。
【０１１６】
　医薬の技術分野における当業者に既知の従来技術の方法を、治療される疾患のタイプま
たは疾患の部位に依拠して、上記医薬組成物を上記対象に投与するために使用することが
できる。この組成物は、従来の他の経路を介して投与することもできる。例えば、経口、
非経口投与、吸入噴霧による投与、局所的、直腸的、経鼻的、口腔的、経膣的投与、また
は埋め込み型の著臓器を介しての投与などである。本明細書で使用される「非経口」は、
皮下、静脈内、筋肉内、関節内、動脈内、滑液嚢内、胸骨内、髄腔内、病変内、および頭
蓋内注射または点滴技術を含む。さらに、１カ月、３カ月、または６カ月間貯蔵の注射可
能なまたは生分解性の材料および方法を用いた貯蔵投与経路を介して、それを対象へ投与
できる。
【０１１７】
　注射可能な組成物は、植物油、ジメチルアセトアミド、ジメチルホルムアミド、乳酸エ
チル、炭酸エチル、ミリスチン酸イソプロピル、および多価アルコール（グリセロール、
プロピレングリコール、液体ポリエチレン・グリコールなど）などのさまざまな担体を含
んでもよい。静脈内注射に関し、水溶性抗体は、ドリップ法によって投与することができ
る。該ドリップ法により、上記抗体および薬学的に許容可能な賦形剤を含有する医薬製剤
が注入される。生理学的に許容可能な賦形剤は、例えば、５％ブドウ糖、０．９％生理食
塩水、リンガー液、またはその他の好適な賦形剤を含んでよい。例えば好適な可溶塩の形
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態の抗体無菌製剤などの、筋肉内製剤を、注射用水、０．９％生理食塩水、または５％グ
ルコース溶液などの医薬品添加物に溶解させて投与することができる。
【０１１８】
　一つの実施形態において、抗ＰＫａｌ抗体を、部位特異的または標的部位送達技術によ
って投与することができる。部位特異的または標的部位送達技術の例としては、注入カテ
ーテル、留置カテーテルまたは針カテーテル、人工血管、外膜ラップ、シャントおよびス
テントまたは他の移植可能な装置、部位特異的担体、直接噴射、または直接適用を含む。
例えば、　ＰＣＴ公開公報ＷＯ　００／５３２１１およびＵＳ特許番号５，９８１，５６
８を参照のこと。
【０１１９】
　アンチセンスポリヌクレオチド、発現ベクター、またはサブゲノムヌクレオチドを含有
する治療組成物の標的伝達もまた、使用できる。受容体－媒介ＤＮＡ送達技術は、例えば
、Ｆｉｎｄｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（１９９３）
１１：２０２；Ｃｈｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ：Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｏｆ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｇｅｎｅ　Ｔｒ
ａｎｓｆｅｒ（Ｊ．Ａ．Ｗｏｌｆｆ，ｅｄ．）　（１９９４）；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３：６２１；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９４）２６９：５４２；Ｚｅｎｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９０）８７：３６５５；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９１）２６６：３３８に記載されている。
【０１２０】
　ポリヌクレオチド（例えば、本明細書に記載される上記抗ＰＫａｌ抗体をコードするも
の）を含有する治療組成物を、遺伝子治療プロトコルにおける局所的投与のために、約１
００ｎｇ～約２００ｍｇのＤＮＡの範囲で投与することができる。いくつかの実施形態に
おいて、約５００ｎｇ～約５０ｍｇ、約１μｇ～約２ｍｇ、約５μｇ～約５００μｇ、お
よび約２０μｇ～約１００μｇ、またはそれ以上のＤＮＡ濃度範囲を遺伝子治療プロトコ
ルの期間中に使用することができる。
【０１２１】
　本明細書に記載される上記治療ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを、遺伝子送達ビ
ヒクルを用いて送達することができる。該遺伝子送達ビヒクルは、ウイルス由来または非
ウイルス由来であり得る（例えば、Ｊｏｌｌｙ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ　１９９４）１：５１；Ｋｉｍｕｒａ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９
９４）５：８４５；Ｃｏｎｎｅｌｌｙ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９
５）１：１８５；およびＫａｐｌｉｔｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（１９９４）
６：１４８を参照のこと。）。このようなコード配列の発現は、内因性哺乳動物または異
種プロモーターおよび／またはエンハンサーを用いて誘導することができる。該コード配
列の発現は、構造的または規制的のいずれかであり得る。
【０１２２】
　所望のポリヌクレオチドの送達および所望の細胞内での発現のためのウイルスベクター
は、当技術分野において周知である。ウイルスに基づいたビヒクルの例は、限定されるも
のではないが、組換えレトロウイルス（例えば、ＰＣＴ公開公報　ＷＯ９０／０７９３６
；ＷＯ９４／０３６２２；ＷＯ９３／２５６９８；ＷＯ９３／２５２３４；ＷＯ９３／１
１２３０；ＷＯ９３／１０２１８；ＷＯ９１／０２８０５；ＵＳ特許番号５，２１９，７
４０および４，７７７，１２７；ＧＢ特許番号２，２００，６５１；およびＥＰ特許番号
０　３４５　２４２を参照のこと）、アルファウイルスベクター（例えば、Ｓｉｎｄｂｉ
ｓ　ｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ、Ｓｅｍｌｉｋｉ　ｆｏｒｅｓｔ　ｖｉｒｕｓ（ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－６７；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４７）、Ｒｏｓｓ　Ｒｉｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ（Ａ
ＴＣＣ　ＶＲ－３７３；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４６）およびＶｅｎｅｚｕｅｌａｎ　ｅｑ
ｕｉｎｅ　ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２３；ＡＴＣＣ
　ＶＲ－１２５０；ＡＴＣＣ　ＶＲ　１２４９；ＡＴＣＣ　ＶＲ－５３２））、およびア
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デノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターを含む（例えば、ＰＣＴ公開公報　ＷＯ９４／１２
６４９、ＷＯ９３／０３７６９；ＷＯ９３／１９１９１；ＷＯ９４／２８９３８；ＷＯ９
５／１１９８４およびＷＯ９５／００６５５を参照のこと。）。Ｃｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．
Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７に記載されている死滅アデノウイルスにつ
ながっているＤＮＡの投与もまた、採用できる。
【０１２３】
　非ウイルス送達ビヒクルおよび方法もまた採用でき、限定されるものではないが、死滅
アデノウイルスのみと連結しているまたは連結していないポリカチオン性濃縮ＤＮＡ（例
えば、Ｃｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７を参照の
こと。）；リガンド連結ＤＮＡ（例えば、Ｗｕ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８９）
２６４：１６９８５を参照のこと。）；真核細胞送達ビヒクル細胞（例えば、ＵＳ特許番
号５，８１４，４８２；ＰＣＴ公開公報　ＷＯ９５／０７９９４；ＷＯ９６／１７０７２
；ＷＯ９５／３０７６３；およびＷＯ９７／４２３３８を参照のこと。）ならびに、核電
荷の中和または細胞膜との融合を含む。裸ＤＮＡもまた採用することができる。例示的な
裸ＤＮＡ導入方法は、ＰＣＴ公開公報　ＷＯ９０／１１０９２およびＵＳ特許番号５，５
８０，８５９に記載されている。遺伝子送達ビヒクルとして振舞うことができるリポソー
ムは、ＵＳ特許番号５，４２２，１２０；ＰＣＴ公開公報　ＷＯ９５／１３７９６；ＷＯ
９４／２３６９７；ＷＯ９１／１４４４５；およびＥＰ特許番号０５２４９６８に記載さ
れている。追加のアプローチが、Ｐｈｉｌｉｐ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９
４）１４：２４１１、および、Ｗｏｆｆｅｎｄｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．（１９９４）９１：１５８１に記載されている。
【０１２４】
　本明細書に記載される方法において使用される、上記具体的な投与計画、すなわち、用
量、タイミングおよび反復は、特定の対象およびその対象の病歴に依拠するであろう。
【０１２５】
　いくつかの実施形態において、２以上の抗ＰＫａｌ抗体、または抗ＰＫａｌ抗体と他の
好適な治療剤との組合せを、上記治療を必要としている対象へ投与してよい。該アンタゴ
ニストは、同じタイプであり得、またはお互いに異なり得る。該抗ＰＫａｌ抗体を、薬剤
の効果を高めるおよび／または補足するように機能する他の薬剤との併用にも、使用する
ことができる。
【０１２６】
　ＰＫａｌと関連する疾患／障害への治療効果は、当技術分野において周知の方法によっ
て評価できる。
【０１２７】
血漿カリクレインと関連する疾患／障害の緩和における使用のためのキット
【０１２８】
　本発明の開示により、血漿カリクレインと関連する疾患／障害の緩和における使用のた
めのキットもまた提供される。そのようなキットは、例えば、本明細書で記載された任意
の抗ＰＫａｌ抗体を含有する１以上の容器を含むことができる。
【０１２９】
　いくつかの実施形態において、上記キットは、本明細書に記載された任意の方法に従っ
た使用のための指示書を含むことができる。該含まれる指示書は、本明細書に記載される
治療、発病の遅延、または標的疾患の緩和のための上記抗ＰＫａｌ抗体の投与の記載を含
むことができる。該キットは、個人が標的疾患にかかっているかどうかの特定に基づく、
治療に好適である個人の選択の記載をさらに含んでもよい。さらに別の実施形態において
、該指示書は、標的疾患にかかる危険性のある個人への抗体の投与の記載を含むことがで
きる。
【０１３０】
　抗ＰＫａｌ抗体の使用に関連する上記指示書は、一般的に、用量、投与スケジュール、
および意図された治療のための投与経路についての情報を含む。上記容器は、単位用量、
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大量包装（例えば、複数の用量パッケージ）またはサブユニット用量であってよい。上記
キットと一緒に提供される指示書は、一般的に、ラベルまたは添付文書（例えば、キット
の中に含まれる紙シート）に指示が記載されているが、機械可読の指示書（例えば、電磁
的または光学式記憶ディスクで運搬される指示書）も同様に許容できる。
【０１３１】
　上記ラベルまたは添付文書は、上記組成物が、ＰＫａｌと関連する疾患または障害を治
療、発病の遅延および／または緩和のために使用されることを示唆する。指示書は、本明
細書に記載される任意の方法を実施するため提供されてよい。
【０１３２】
　本発明の上記キットは、好適なパッケージに入っている。好適なパッケージは、限定さ
れるものではないが、バイアル、ボトル、ジャー、フレキシブル包装（例えば、封がされ
たＭｙｌａｒバッグまたはプラスチックバッグ）などを含む。例えば吸入器、経鼻投与装
置（例えば、噴霧器）またはミニポンプのような注入装置などの特定の装置と組合せて使
用するためのパッケージもまた企図される。キットは、無菌のアクセスポート（例えば、
上記容器は静脈注射用の溶液バッグまたは皮下注射針によって穿通可能な栓を有するバイ
アルであってよい）を有していてもよい。該容器はまた、無菌のアクセスポートを有して
いてよい（例えば、該容器は、静脈注射用の溶液バッグまたは皮下注射針によって穿通可
能な栓を有するバイアルであってよい。）。上記組成物内の少なくとも一つの活性薬剤は
、本明細書に記載される抗ＰＫａｌ抗体である。
【０１３３】
　キットは、任意選択で、バッファーおよびなどの追加の成分および説明的な情報を提供
してもよい。通常、該キットは、一つの容器および一つのラベルまたは添付書（類）を、
容器上にまたは容器の中に含む。いくつかの実施形態において、本発明は、上記に記載し
たキットの内容物を含む製品を提供する。
【０１３４】
一般的方法
【０１３５】
　特に断りのない限り、本発明の実施を採用し、分子生物学（組換え技術を含む）、微生
物学、細胞生物学、生化学および免疫学の常法は、当技術分野の技術の範囲内である。そ
のような技術は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．，１９８
９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉ
ｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ，ｅｄ．，１９８４）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ；Ｃｅｌｌ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｎｏｔｅｂｏｏｋ（Ｊ．Ｅ．Ｃｅｌｌｉｓ，
ｅｄ．，１９９８）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔ
ｕｒｅ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，ｅｄ．，１９８７）；Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　
ｔｏ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｊ．Ｐ．Ｍａｔｈｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｐ．Ｅ．Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９９８）Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ；Ｃｅｌｌ　ａｎｄ
　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ（Ａ．
Ｄｏｙｌｅ，Ｊ．Ｂ．Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，ａｎｄ　Ｄ．Ｇ．Ｎｅｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，
１９９３－８）Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅ
ｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ．Ｍ．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．
Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏ
ｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｊ．Ｍ．Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍ．Ｐ．Ｃａｌ
ｏｓ，ｅｄｓ．，１９８７）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９８
７）；ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ，（Ｍｕ
ｌｌｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９４）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ
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　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１
９９１）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ（Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，１９９９）；Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ（Ｃ．Ａ
．Ｊａｎｅｗａｙ　ａｎｄ　Ｐ．Ｔｒａｖｅｒｓ，１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（
Ｐ．Ｆｉｎｃｈ，１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐ
ｒｏａｃｈ（Ｄ．Ｃａｔｔｙ．，ｅｄ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，１９８８－１９８９）；
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａ
ｃｈ（Ｐ．Ｓｈｅｐｈｅｒｄ　ａｎｄ　Ｃ．Ｄｅａｎ，ｅｄｓ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，２０００）；Ｕｓｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ　ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ（Ｅ．Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄ．Ｌａｎｅ（Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９）；Ｔ
ｈｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（Ｍ．Ｚａｎｅｔｔｉ　ａｎｄ　Ｊ．Ｄ．Ｃａｐｒａ，ｅｄ
ｓ．，Ｈａｒｗｏｏｄ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，１９９５）などの文
献に十分に説明されている。
【０１３６】
　さらなる労力なしに、当業者が上記の記載を基にして、本発明をその限度内において利
用することができると思われる。以下に記載する特定の実施形態は、したがって、単なる
説明目的のものであり、それら以外の本明細書の開示をいかなる方法によっても制限する
ものではない。本明細書で引用された全ての出版物は、本明細書において言及した目的ま
たは発明の主題の参照により取り込まれる。
【０１３７】
実施例１：ＤＸ－２９３０－ＰＫａｌ複合体の結晶構造に基づいた、ヒト血漿カリクレイ
ンの触媒ドメイン内の重要な残基の同定
【０１３８】
　Ｈｉｓ－タグと融合させたヒト血漿カリクレインの上記触媒ドメイン（図２）を、昆虫
細胞において発現させ、最初はニッケル親和性カラムを通して精製した。該Ｈｉｓ－タグ
を、トリプシン消化によって血漿カリクレインから除去し、該遊離の血漿カリクレインを
ベンズアミジン親和性カラムによって精製し、その後、ＳＥＣカラムによって精製した。
該精製産物を、ＰＡＧＥゲル上で試験した。その結果は、ヒト血漿カリクレインの該触媒
ドメインが適切に発現し精製されたということを示した。
【０１３９】
　ＤＸ－２９３０を、通常の組換え技術によって調製し、精製した。ＤＸ－２９３０の組
換えＦａｂフラグメントを、常法により製造し、精製した。
【０１４０】
　上記ＤＸ－２９３０Ｆａｂフラグメントおよびヒト血漿カリクレインの上記触媒ドメイ
ンを、抗ＰＫａｌ抗体複合体を形成させるのに好適な条件下でさまざまな濃度で混合した
。このようにして形成した該複合体について、該抗体－ＰＫａｌ複合体における割合を決
定するために、ＨＰＬＣを用いて試験した。したがって、１：１の複合体を形成させる際
の、該抗体および該ＰＫａｌの両者の好適な濃度を特定した。
【０１４１】
　上記抗体－ＰＫａｌ複合体を、結晶化させるさまざまな条件で維持した。その結晶化複
合体について回折分析を実施した。その結晶構造（２．１Åおよび２．４Å）は、回折の
統計に基づいて決定した。
【０１４２】
　上記結晶構造によって、ヒトＰＫａｌの触媒ドメイン内の残基がＤＸ－２９３０との相
互作用に関与していることが特定された。これらの残基を、図２に示している（太字およ
び下線を引いて示している）。ヒトＰＫａｌの触媒ドメインのアミノ酸配列を表す図２（
ヒトＰＫａｌの３９１－６３８）に該残基を示している（太字および下線を引いた。）。
【０１４３】
　さらに、ＰＫａｌと相互作用するＤＸ－２９３０内の残基もまた、上記結晶構造に基づ
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いて同定した。該残基は、重鎖可変領域内にＥ１、Ｖ２、Ｆ２７、Ｔ２８、Ｆ２９、Ｓ３
０、Ｈ３１、Ｒ１００、Ｉ１０１、Ｇ１０２、Ｖ１０３、Ｐ１０４、Ｒ１０５、Ｒ１０６
、Ｄ１０７、Ｇ１０７、Ｋ１０８、およびＤ１１１を、ならびに、軽鎖可変領域にＳ３１
、Ｗ３２、Ｙ４９、Ｋ５０、Ｔ５３、Ｌ５４、Ｅ５５、Ｓ５６、Ｇ５７およびＶ５８を含
む。
【０１４４】
　これらの結果は、ＤＸ－２９３０のＨＣ　ＣＤＲ３がＰＫａｌと相互作用する主要な領
域であり、ＨＣ　ＣＤＲ１およびＦＲ１内のいくつかの残基もまたＰＫａｌとの相互作用
に貢献しているであろうことを示している。上記軽鎖において、ＬＣ　ＣＤＲ２領域が該
相互作用に貢献していることが分かった。
【０１４５】
　さらに、該結果は、ＨＣ　ＣＤＲ３領域の特定の位置の変異が許容されるであろうこと
もまた示している。例えば、位置１０３は、ＶまたはＩなどの疎水性の小さい残基を必要
とする。他の例では、上記ＰＫａｌ結合活性に実質的な影響を及ぼさず、Ｒ１０６はＷと
置換され得、およびＥ１０８はＳまたはＤと置換され得る。同様に、Ｄ１１０は、Ｅと置
換されてもよい。
【０１４６】
実施例２：結晶構造から得た構造的情報に適合する親和性成熟の結果
【０１４７】
　抗体Ｍ０１６２－Ａ０４の上記重鎖可変領域、具体的には、上記ＨＣ　ＣＤＥ３領域を
、親和性成熟に供した。該ＨＣ　ＣＤＲ３領域内に１以上の位置にアミノ酸変異を有する
さまざまな変異体を生成し、それらのＫｉ，ａｐｐ値を常法に従って決定した。
【０１４８】
　簡単に説明すると、さまざまな濃度のＰＫａｌおよびＦａｂを一緒に、１時間、３０℃
でインキュベートした。（ＰＫａｌによって切断可能な）基質ペプチドを、その後、この
ＰＫａｌ－Ｆａｂ混合物に添加する。基質ペプチドの切断／タンパク質加水分解の割合を
、その後、測定し、該Ｆａｂの濃度に対してプロットする。このプロットをその後、Ｋｉ

，ａｐｐ値を計算するモリソン公式に当てはめる。このようにして得られた結果を図３お
よび下記表２に示す。
【０１４９】
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【表２】

【０１５０】
　この親和性成熟の結果は、ＨＣ　ＣＤＲ３領域内の特定の位置での変異は、親のＭ０１
６２－Ａ０４クローンと比較して高い親和性／阻害抗ＰＫａｌ抗体をもたらすということ
を示している。これらの結果は、上記実施例１で得た構造的情報と適合する。クローンＭ
０１９９－Ａ０８の該ＨＣ　ＣＤＲ３領域は、ＤＸ－２９３０のそれと同一であるという
ことに留意されたい。
【０１５１】
実施例３：抗体阻害活性に対する血漿カリクレインにおける成熟の影響
【０１５２】
　変異体Ｘ１１５－Ｆ０２のさまざまなＰＫａｌ変異体に対する阻害活性を試験した。
　Ｘ１１５－Ｆ０２は、ＤＸ－２９３０には存在せず、およびＣＨＯ細胞よりもＨＥＫ２
９３Ｔ細胞において発現したＣ末端リシン残基を含有することを除きＤＸ－２９３０のも
のと同じＩｇＧである（上記表１）。Ｘ１１５－Ｆ０２の結合の特異性および親和性は、
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ＤＸ－２９３０と同じである。
【０１５３】
　本研究に用いた（図５）血漿カリクレインの野生型および４つの変異体は、ピキア・パ
ストリス（ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）から発現および精製した組換え触媒ドメイ
ンである。変異体１は、以下の変異を活性部位のＳ３サブサイトに含有する：Ｓ４７８Ａ
、Ｎ４８１Ａ、Ｓ５０６Ａ、Ｙ５０７Ａ（数字は、完全長プレカリクレインアミノ酸配列
に基づく。）。変異体２は、以下の変異を活性部位のＳ１’サブサイトに含有する：Ｒ５
５１Ａ、Ｑ５５３Ａ、Ｙ５５５Ａ、Ｔ５５８Ａ、Ｒ５６０Ａ。変異体４は、活性部位から
遠位にある以下の変異を含有する：Ｎ３９６Ａ、Ｓ３９８Ａ、Ｗ３９９Ａ。変異体３は、
不活性であることが分かったことから、この活性試験においては試験しなかった。変異体
３は、以下の変異を活性部位のＳ１’サブサイトに含有する：Ｄ５７２Ａ、Ｋ５７５Ａ、
Ｄ５７７Ａ。
【０１５４】
　Ｘ１１５－Ｆ０２の上記野生型ＰＫａｌおよび上記変異体に対する阻害活性は、上記実
施例２に記載された方法で実施し、Ｋｉ，ａｐｐ値を決定した。図４に示すように、変異
体１および４における変異は、Ｘ１１５－Ｆ０２の血漿カリクレイン阻害の有効性に、有
意には影響しなかった。驚くべきことに、変異体２における変異は、該有効性を約６５倍
減じた。これらの結果は、残基Ｒ５５１Ａ、Ｑ５５３Ａ、Ｙ５５５Ａ、Ｔ５５８Ａ、Ｒ５
６０Ａおよびこれらに隣接する残基が、Ｘ１１５－Ｆ０２（ＤＸ－２９３０）の上記阻害
活性に重要であるだろうこと示している。
【０１５５】
その他の実施形態
【０１５６】
　本明細書に開示されるすべての要件は、任意の組合せに組合せてよい。本明細書に開示
されるそれぞれの要件は、したがって、同じ、同等の、または同様の目的を与える別の要
件に置換されてもよい。したがって、そうでないと明確に述べない限り、開示される各要
件は、同等または同様の要件の単なる包括的な一続きの例でしかない。
【０１５７】
　上記の記載から、当業者は本発明の重要な特徴を容易に確かめることができ、また、本
発明の精神と範囲から逸脱することなく、当業者はさまざまな用途および条件に適応させ
るため、本発明についてさまざまな変更および改変をなし得る。したがって、他の実施形
態もまた、請求の範囲内である。
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