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(57)【要約】
　本発明は、PCSK9抗体、その抗原結合フラグメント及
びその医薬用途を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　i）HCDR1、前記HCDR1の配列がGYX1IH（配列番号：43）である（式中、X1はT、DまたはE
である。）；
　ii）HCDR2、前記HCDR2の配列がX2IX3PSX4TYTKFNQKFKD（配列番号：44）である（式中、
X2はYまたはEであり;X3はN、L、IまたはVであり;X4はS、GまたはAである。）;
　iii）HCDR3、前記HCDR3の配列がAREX5IX6X7NYWFFDX8（配列番号：45）である（式中、X
5はRまたはNであり;X6はYまたはFであり;X7はSまたはFであり;X8はVまたはRである。）;
　iv）LCDR1、前記LCDR1の配列がKASQNVYX1X2VX3（配列番号：46）である（式中、X1はT
またはWであり;X2はAまたはEであり;X3はA、DまたはVである。）;
v）LCDR2、前記LCDR2の配列がX4X5X6NRYT（配列番号：47）である（式中、X4はS、Eまた
はQであり;X5はAまたはMであり;X6はSまたはVである。）;及び
　vi）LCDR3、前記LCDR3の配列がQQX7SX8X9PX10T（配列番号：48）である（式中、X7はY
、FまたはLであり;X8はSまたはWであり;X9はY、F、QまたはSであり;X10はY、DまたはEで
ある。）。
から選択される少なくとも1つ以上のCDR領域を含む可変領域を含む、PCSK9と特異的に結
合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、それぞれ配列番号：43、配列番号：44
及び配列番号：45で示されるHCDR1、HCDR2及びHCDR3を含む、請求項１に記載のPCSK9と特
異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、それぞれ配列番号：46、配列番号：47
及び配列番号：48で示されるLCDR1、LCDR2及びLCDR3を含む、請求項１に記載のPCSK9と特
異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項４】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、それぞれ配列番号：43、配列番号：44
及び配列番号：45で示されるHCDR1、HCDR2及びHCDR3及びそれぞれ配列番号：46、配列番
号：47及び配列番号：48で示されるLCDR1、LCDR2及びLCDR3を含む、請求項１～３のいず
れか１項に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項５】
　前記HCDR1が、配列番号：14、配列番号：20または配列番号：21のアミノ酸配列、また
は前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択され;
　HCDR2が、配列番号：15、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号：25
、配列番号：26または配列番号：27のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくと
も95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択され;
　HCDR3が、配列番号：16、配列番号：28、配列番号：29または配列番号：30のアミノ酸
配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から
選択される、請求項１または請求項２に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体または
その抗原結合フラグメント。
【請求項６】
　前記LCDR1が、配列番号：17、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33または配列
番号：34のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列から選択され;
　LCDR2が、配列番号：18、配列番号：35、配列番号：36または配列番号：37、または前
記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択され;
　LCDR3が、配列番号：19、配列番号：38、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41
または配列番号：42のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同
一性を有するアミノ酸配列から選択される、請求項１または請求項３に記載のPCSK9と特
異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
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【請求項７】
　前記HCDR1が、配列番号：14、配列番号：20または配列番号：21のアミノ酸配列、また
は前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択され;
　HCDR2が、配列番号：15、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号：25
、配列番号：26または配列番号：27のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくと
も95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択され；
　HCDR3が、配列番号：16、配列番号：28、配列番号：29または配列番号：30のアミノ酸
配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から
選択され;及び
　LCDR1が、配列番号：17、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33または配列番号
：34のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するア
ミノ酸配列から選択され；
　LCDR2が、配列番号：18、配列番号：35、配列番号：36または配列番号：37のアミノ酸
配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から
選択され;
　LCDR3が、配列番号：19、配列番号：38、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41
または配列番号：42のアミノ酸配列、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同
一性を有するアミノ酸配列から選択される、請求項１～６のいずれか1項に記載のPCSK9と
特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　PCSK9抗体が、
 1）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 2）それぞれ配列番号：14、配列番号：22、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 3）それぞれ配列番号：14、配列番号：23、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 4）それぞれ配列番号：20、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 5）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：28、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 6）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：29、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 7）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：35
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 8）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：36
及び配列番号：19で示されるような6つのCDR;
 9）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：31、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 10）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：32、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 11）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：38で示される6つのCDR;
 12）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：39で示される6つのCDR;
 13）それぞれ配列番号：21、配列番号：24、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：15で示される6つのCDR;
 14）それぞれ配列番号：14、配列番号：25、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 15）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：30、配列番号：17、配列番号：3
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7及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 16）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：40で示される6つのCDR;
 17）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：41で示される6つのCDR;
 18）それぞれ配列番号：14、配列番号：26、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 19）それぞれ配列番号：14、配列番号：27、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 20）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：33、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 21）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：34、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR;
 22）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：42で示される6つのCDR;及び
 23）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：30、配列番号：17、配列番号：1
8及び配列番号：19で示される6つのCDR。
から成る群より選択される6つのCDRを含む、請求項１～７のいずれか１項に記載のPCSK9
と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、マウス抗体またはそのフラグメントで
ある、請求項１～８のいずれか１項に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはそ
の抗原結合フラグメント。
【請求項１０】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、キメラ抗体またはそのフラグメントで
ある、請求項１～８のいずれか１項に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはそ
の抗原結合フラグメント。
【請求項１１】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、ヒト化抗体またはそのフラグメントで
ある、請求項１～８のいずれか１項に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはそ
の抗原結合フラグメント。
【請求項１２】
　ヒト化抗体が、重鎖可変FR領域を含み、該重鎖可変FR領域が、ヒト生殖系列重鎖IGHV1-
2*02及びhjh6.1の組合せ配列またはその変異体配列に由来し;該重鎖可変FR領域が、IGHV1
-2*02由来のFR1、FR2、FR3領域及びhjh6.1由来のFR4領域またはその変異体配列を含む、
請求項１１に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント
。
【請求項１３】
　ヒト化抗体が、配列番号：10で示される重鎖可変領域またはその変異体を含み;該変異
体が、配列番号：10に1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個のアミノ酸変化の存在を意
味する、請求項１２に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメント。
【請求項１４】
　ヒト化抗体が、1～10個のアミノ酸逆突然変異を有する重鎖FR領域を含み、該逆突然変
異が、好ましくは、R72A、T74K、V68A、M70L、M48V、G49A、R67K及びR38Kから成る1つ以
上の逆突然変異から選択される、請求項１２に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１５】
　PCSK9抗体がVHを含み、前記VHのアミノ酸配列は、配列番号：12、配列番号：49、配列
番号：50、配列番号：51、配列番号：52、配列番号：53、配列番号：54、配列番号：55、
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配列番号：56、配列番号：57または配列番号：58、または前記の配列に対して少なくとも
95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択される、請求項１～１１のいずれか１項
に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１６】
　ヒト化抗体が、軽鎖可変領域上の軽鎖FR領域を含み、該軽鎖FR領域の配列が、ヒト生殖
系列軽鎖IGKV1-39*01及びhjk4.1の組合せ配列またはその変異体配列に由来し;該軽鎖FR領
域が、ヒト生殖系列軽鎖IGKV1-39*01由来のFR1、FR2、FR3及びhjk4.1由来のFR4、または
その突然変異配列を含む、請求項１１に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体または
その抗原結合フラグメント。
【請求項１７】
　ヒト化抗体が、配列番号：11で示される軽鎖可変領域またはその変異体を含み;該変異
体が、配列番号：11に1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個のアミノ酸変化の存在を意
味する、請求項１６に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメント。
【請求項１８】
　ヒト化抗体が、1～10個のアミノ酸逆突然変異を有する軽鎖FR領域を含み、該逆突然変
異が、好ましくは、Q3V、A43S及びY87Fから成る1つ以上の逆突然変異から選択される、請
求項１６に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項１９】
　PCSK9抗体がVLを含み、該VLのアミノ酸配列が、配列番号：13、配列番号：59、配列番
号：60、配列番号：61、配列番号：62、配列番号：63、配列番号：64、配列番号：65、配
列番号：66、配列番号：67、配列番号：68、配列番号：69または配列番号：70、または前
記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配列から選択される、請
求項１～１１のいずれか１項に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原
結合フラグメント。
【請求項２０】
　PCSK9抗体が、
　1）配列番号：12のVH及び配列番号：13のVL;
　2）配列番号：49のVH及び配列番号：13のVL;
　3）配列番号：50のVH及び配列番号：13のVL;
　4）配列番号：51のVH及び配列番号：13のVL;
　5）配列番号：52のVH及び配列番号：13のVL;
　6）配列番号：53のVH及び配列番号：13のVL;
　7）配列番号：12のVH及び配列番号：59のVL;
　8）配列番号：12のVH及び配列番号：60のVL;
　9）配列番号：12のVH及び配列番号：61のVL;
　10）配列番号：12のVH及び配列番号：62のVL;
　11）配列番号：12のVH及び配列番号：63のVL;
　12）配列番号：12のVH及び配列番号：64のVL;
　13）配列番号：54のVH及び配列番号：13のVL;
　14）配列番号：55のVH及び配列番号：13のVL;
　15）配列番号：56のVH及び配列番号：65のVL;
　16）配列番号：12のVH及び配列番号：66のVL;
　17）配列番号：12のVH及び配列番号：67のVL;
　18）配列番号：57のVH及び配列番号：13のVL;
　19）配列番号：58のVH及び配列番号：13のVL;
　20）配列番号：12のVH及び配列番号：68のVL;
　21）配列番号：12のVH及び配列番号：69のVL;
　22）配列番号：12のVH及び配列番号：70のVL;及び
　23）配列番号：56のVH及び配列番号：13のVL。
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から成る群より選択されるVH及びVLを含む、請求項１１に記載のPCSK9と特異的に結合す
るPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２１】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、更にヒトIgG1、IgG2、IgG3またはIgG4
またはそれらの変異体、またはそれらの配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有す
るアミノ酸配列に由来する重鎖定常領域を含み;好ましくは、ヒトIgG1、IgG2またはIgG4
、またはアミノ酸変異は血清における抗体の半減期を延長させるヒトIgG1、IgG2もしくは
IgG4変異体に由来する重鎖定常領域を含み、より好ましくは、YTE突然変異で導入されたI
gG1、IgG2またはIgG4重鎖定常領域を含む;
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、更にヒトκ鎖、ヒトλ鎖またはそれら
の変異体、またはそれらの配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有するアミノ酸配
列に由来する軽鎖定常領域を含む、請求項１０～２０のいずれか１項に記載のPCSK9と特
異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント。
【請求項２２】
　PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントが、
　1）配列番号：71の重鎖配列及び配列番号：73の軽鎖配列;または
　2）配列番号：75の重鎖配列及び配列番号：73の軽鎖配列。
を含む、請求項２１に記載のPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメント。
【請求項２３】
　請求項１～２２のいずれか１項に記載のPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントを
コードするDNA分子。
【請求項２４】
請求項２３に記載のDNA分子を含む発現ベクター。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の発現ベクターで形質転換された宿主細胞であって、該宿主細胞が、
原核細胞及び真核細胞から成る群より選択され、好ましくは真核細胞であり、より好まし
くは哺乳動物細胞である。
【請求項２６】
　請求項１～２２のいずれか１項に記載のPCSK9抗体をコードする核酸の発現に適した条
件下で請求項２５の宿主細胞を培養すること、及び/または該宿主細胞からPCSK9抗体を回
収することを含む、PCSK9抗体を調製する方法。
【請求項２７】
　治療的有効量の請求項１～２２のいずれか１項に記載のPCSK9抗体またはその抗原結合
フラグメント、及び1つ以上の薬学的に許容される担体、希釈剤または賦形剤を含有する
、医薬組成物。
【請求項２８】
　PCSK9媒介性の疾患または病態を治療するための医薬品の調製における、請求項１～２
２のいずれか１項に記載のPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント、または請求項２
７に記載の医薬組成物の使用。該疾患または病態が、好ましくは、コレステロール関連疾
患であり;より好ましくは、高コレステロール血症、心臓病、メタボリックシンドローム
、糖尿病、冠状動脈性心疾患、脳卒中、心血管疾患、アルツハイマー病及び一般的な脂質
異常症であり；最も好ましくは、高コレステロール血症、脂質異常症、粥状動脈硬化、CV
Dまたは冠状動脈性心疾患である。
 
 
 
 
 
【発明の詳細な説明】
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【発明の分野】
【０００１】
　本発明は、PCSK9抗体、その抗原結合フラグメント、キメラ抗体及びPCSK9抗体のCDR領
域を含むヒト化抗体、ならびにPCSK9抗体及びその抗原結合フラグメントを含む医薬組成
物及び血中の脂質レベルを低下させるための医薬品としての使用に関する。
【発明の背景】
【０００２】
　高コレステロール血症は、血清中コレステロールレベルの上昇を特徴とする、脂質の異
常な代謝を伴う疾患である。その主な症状は血清中のコレステロール値の上昇である。こ
れは血管内でコレステロール凝集を引き起こし、結果的に粥状動脈硬化が生じる。膨大な
臨床的及び実験的な研究結果によって、脂質の異常代謝は冠状動脈性心臓病の発症及び進
行と密接に関連することが実証された。従って、血中のコレステロール濃度を低下させる
ことは、粥状動脈硬化症を治療及び予防するための主な手段となる。
【０００３】
　中国における生活水準の急速な向上に伴い、脂質異常症は中国の都市部及び農村部の住
民を危険にさらす主な要因になっている。2012年の統計結果によると、中国における年間
死亡者の約40％が心臓血管疾患に起因していた。中国の成人における脂質異常症の罹患率
は18.6％である。現在、脂質異常症の患者は1億6,000万人いると推定されている。各種脂
質異常症の罹患率は次のとおりである。高コレステロール血症：2.9％、高中性脂肪血症
：11.9％、低高密度リポタンパク質血症：7.4％、血中コレステロールレベルの僅かな増
加：3.9％。中国では高コレステロール血症の患者が3300万人いると言われているが、地
方での脂質異常症の罹患率はこの数字より遥かに深刻である（公衆衛生省疾病予防管理委
員会の慢性疾患の予防及び管理支部、2012年）。
【０００４】
　現在、臨床で使用される脂質レベルを制御するための医薬品は、主にスタチン系の薬剤
に重点を置いている。リプトールは最も広く使用されているコレステロール低下薬として
、コレステロールを産生する酵素の肝臓への影響を阻害することによりコレステロールの
生成を減少させ、従って肝臓による血液からのコレステロールの取込みを増加させる。そ
のため、血液中のコレステロール濃度を減少させる。しかし、リプトールには欠点がある
。まず、データから分かるように、リプトールは低密度リポタンパク質を30％～40％まで
減少させることができるが、多くの患者では血中脂質レベルを効果的に減少させることは
まだ達成できない（低密度リポタンパク質<50mg/dL）。第二に、リプトールに対する応答
率には患者間に人種差がある。これらの理由で患者はより効果的な血中脂質を低下させる
薬を必要としている。
【０００５】
　家族性高コレステロール血症（FM）は常染色体の単遺伝子優性遺伝病である。その臨床
的特徴としては、血中総コレステロール(TC)及び低密度リポタンパク質コレステロール(L
DL-c)の著しい増加、黄色板腫、角膜環及び早発性心血管疾病がある。低密度リポタンパ
ク質受容体（LDL受容体、LDLR）遺伝子の突然変異はLDLR欠損または欠如を引き起こし、
結果として、LDL-cは肝臓に運ばれて清浄化されないため、血液中のLDL-cレベルが上昇す
る。現在、３つの遺伝子がFMの発生と関連することが明らかになっている。即ち、LDLR遺
伝子、アポリポタンパク質B100遺伝子及びプロタンパク質転換酵素サブチリシン/ケクシ
ン９型（PCSK9）遺伝子である。
【０００６】
　プロタンパク質転換酵素サブチリシン/ケクシン９型（PCSK9）は、プロタンパク質転換
酵素であり、分泌性枯草菌ファミリーに属するプロテアーゼKのサブファミリーである。
コードされたタンパク質は、可溶性の酵素前駆体として合成され、自己触媒作用によって
小胞体内で分子内処理される。実験結果によると、PCSK9はLDL受容体の分解を促進し、血
漿中のLDLコレステロールの量を増加させるが、LDL受容体は肝臓におけるLDLの形質膜陥
入の過程を媒介し、後者は循環系からLDLを除去する主経路である。研究者らは、高コレ
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ステロール血症（ADH）患者の12.5％においてPCSK9遺伝子変異が同定されていることを発
見した。様々なタイプのPCSK9突然変異が存在している。PCSK9によって調節されるLDL-c
レベルに対する突然変異の異なる影響によって、機能喪失型及び機能獲得型を含む２つの
グループの突然変異がある。機能喪失突然変異は、低血中コレステロールのレベルと関連
し、粥状動脈硬化性心疾患の発症を予防する効果を有する。低コレステロールに関連する
PCSK9突然変異の割合は、他の人種よりアフリカ人種において高い。PCSK9機能獲得突然変
異はPCSK9機能を増大させ、LDLRの発現を低下させることにより血漿コレステロールのレ
ベルを上昇させ、重篤な高コレステロール血症及び早期冠動脈と粥状動脈硬化性の心疾患
を引き起こす。現在、PCSK9の機能獲得突然変異には、D374Y、S127R、F216L、N157K、R30
6S等は含まれることが判明されている。PCSK9野生型と比較し、細胞表面上のLDLRはD374Y
変異体では36％減少し、S127R変異体では10％減少した。
【０００７】
　PCSK9は潜在的な新規標的として高コレステロール血症の研究において注目されている
。コレステロール代謝のメカニズムを更に理解し、新しい治療戦略を見つけることが重要
である。多くの多国籍製薬会社はPCSK9に対するモノクローナル抗体を開発している。こ
れは血液中のPCSK9を中和することにより肝臓表面上のLDLR濃度を増加させ、血液中のLDL
濃度を低下させる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】WO2011111007
【特許文献２】WO2011072263
【特許文献３】WO2013170367
【特許文献４】WO2013169886
【特許文献５】WO2013148284
【特許文献６】WO2013091103
【特許文献７】WO2013039958
【特許文献８】WO2013039969
【特許文献９】WO2013016648
【特許文献１０】WO2013008185
【特許文献１１】WO2012170607
【特許文献１２】WO2012168491
【特許文献１３】WO2012154999
【特許文献１４】WO2012109530
【特許文献１５】WO2012101251
【特許文献１６】WO2012088313
【特許文献１７】US8829165B2
【特許文献１８】US8563698B2
【特許文献１９】US8859741B2
【特許文献２０】US8871913B2
【特許文献２１】US8871914B2
【特許文献２２】US8883983B2
【特許文献２３】WO2012058137
【特許文献２４】WO2012054438
【０００９】
　本発明は、より高い親和性、より高い選択性及びより高い生物活性を有するPCSK9抗体
を提供する。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、



(9) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

i）GYX1IH（配列番号：43）のHCDR1（式中、X1はT、DまたはEである。）;
ii）X2IX3PSX4TYTKFNQKFKD（配列番号：44）のHCDR2（式中、X2がYまたはEであり;X3はN
、L、IまたはVであり;X4はS、GまたはAである。）;
iii）AREX5IX6X7NYWFFDX8（配列番号：45）のHCDR3（式中、X5がRまたはNであり;X6はYま
たはFであり;X7はSまたはFであり;X8はVまたはRである。）;
iv）KASQNVYX1X2VX3（配列番号：46）のLCDR1（式中、X1はTまたはWであり;X2はAまたはE
であり;X3はA、DまたはVである。）;
v）X4X5X6NRYT（配列番号：47）のLCDR2（式中、X4がS、EまたはQであり;X5はAまたはMで
あり;X6はSまたはVである。）;及び
vi）QQX7SX8X9PX10T（配列番号：48）のLCDR3（式中、X7がY、FまたはLであり;X8はSまた
はWであり;X9はY、F、QまたはSであり;X10はY、DまたはEである。）。
から選択される少なくとも1つ以上のCDR領域を含む可変領域を含む、PCSK9と特異的に結
合するPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントを提供する。
【００１１】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、それぞれ配列番号：43、配列番号：44及び配列番号
：45で示されるHCDR1、HCDR2及びHCDR3を含む。
【００１２】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、それぞれ配列番号：46、配列番号：47及び配列番号
：48で示されるLCDR1、LCDR2及びLCDR3を含む。
【００１３】
　親和性成熟化を用い、本発明による前記の配列番号：43～48のCDR領域にアミノ酸突然
変異を行い、より高い活性を得ることができる。
【００１４】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントにおいて、HCDR1は、配列番号：14、配列番号：20また
は配列番号：21、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列か
ら選択される；
　HCDR2は、配列番号：15、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号：25
、配列番号：26または配列番号：27、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同
一性を有する配列から選択される;
　HCDR3は、配列番号：16、配列番号：28、配列番号：29、または配列番号：30、または
前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列から選択される。
【００１５】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントにおいて、LCDR1は、配列番号：17、配列番号：31、配
列番号：32、配列番号：33または配列番号：34、または前記の配列に対して少なくとも95
％の配列同一性を有する配列から選択される;
　LCDR2は、配列番号：18、配列番号：35、配列番号：36または配列番号：37、または前
記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列から選択される;
　LCDR3は、配列番号：19、配列番号：38、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41
または配列番号：42、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配
列から選択される。
【００１６】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、以下より選択される6つCDR領域を含む。
1）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
2）それぞれ配列番号：14、配列番号：22、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
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及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
3）それぞれ配列番号：14、配列番号：23、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
4）それぞれ配列番号：20、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
5）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：28、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
6）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：29、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
7）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：35
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
8）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：36
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
9）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：31、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
10）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：32、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
11）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：38で示される6つのCDR領域;
12）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：39で示される6つのCDR領域;
13）それぞれ配列番号：21、配列番号：24、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：15で示される6つのCDR領域;
14）それぞれ配列番号：14、配列番号：25、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
15）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：30、配列番号：17、配列番号：37
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
16）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：40で示される6つのCDR領域;
17）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：41で示される6つのCDR領域;
18）それぞれ配列番号：14、配列番号：26、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
19）それぞれ配列番号：14、配列番号：27、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
20）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：33、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
21）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：34、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域;
22）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：42で示される6つのCDR領域;及び
23）それぞれ配列番号：14、配列番号：15、配列番号：30、配列番号：17、配列番号：18
及び配列番号：19で示される6つのCDR領域。
【００１７】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、マウス由来の抗体またはそのフラグメントである。
【００１８】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、キメラ抗体またはそのフラグメントである。
【００１９】



(11) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、ヒト化抗体またはそのフラグメントである。
【００２０】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントに関して、ヒト化抗体の重鎖は、FR配列がヒト生殖系列
重鎖IGHV1-2*02及びhjh6.1の組合せ配列、またはそれらの変異体配列に由来する重鎖可変
領域を含む;前記FR配列が、IGHV1-2*02に由来のFR1、FR2、FR3及びhjh6.1由来のFR4、ま
たはその変異体配列を含むか、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を
有するアミノ酸配列を含む。
【００２１】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメントに関して、ヒト化抗体の重鎖配列は、配列番号：10に記載の配列の変異体である
;該変異体が、好ましくは、重鎖可変領域に0～10個のアミノ酸変化を有する。該アミノ酸
変化が、抗体の親和性または半減期を改善するための当技術分野の技術（例えば、親和性
成熟化によるCDRアミノ酸の修飾、または逆突然変異によるFRアミノ酸の修飾）に基づい
た修飾であってもよい。
【００２２】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントに関して、ヒト化抗体は、0～10個のアミノ酸逆突然変
異を有する重鎖FR領域を含み、該逆突然変異が、好ましくは、R72A、T74K、V68A、M70L、
M48V、G49A、R67K及びR38Kから成る1つ以上の逆突然変異から選択される。
【００２３】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントに関して、PCSK9抗体は、VHを含み、そのアミノ酸配列
は、配列番号：12、配列番号：49、配列番号：50、配列番号：51、配列番号：52、配列番
号：53、配列番号：54、配列番号：55、配列番号：56、配列番号：57及び配列番号：58か
ら成る群より選択され、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する
配列から成る群より選択される。
【００２４】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメントに関して、ヒト化抗体軽鎖可変領域の軽鎖FR配列は、ヒト生殖系列軽鎖IGKV1-39
*01及びhjk4.1の組合せ配列、またはそれらの変異体配列に由来する。該軽鎖FRが、IGKV1
-39*01由来のFR1、FR2、FR3及びhjk4.1由来のFR4またはそれらの変異体配列、または前記
の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列を含む。
【００２５】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントに関して、ヒト化抗体は、配列番号：11の軽鎖可変領域
またはその変異体;該変異体が、配列番号：11に1、2、3、4、5、6、7、8、9または10個の
アミノ酸変化の存在を意味する。該アミノ酸変化が、抗体の親和性または半減期を改善す
るための当技術分野の技術（例えば、親和性成熟化によるCDRアミノ酸の修飾、または逆
突然変異によるFRアミノ酸の修飾）に基づいた修飾であってもよい。
【００２６】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントに関して、ヒト化抗体は、0～10個のアミノ酸逆突然変
異を有する軽鎖FR領域を含み、該逆突然変異が、好ましくは、Q3V、A43S及びY87Fから成
る1つ以上のアミノ酸逆突然変異から選択される。
【００２７】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメントは、VLを含み、そのアミノ酸配列は、配列番号：13、配列番号：59、配列番号：
60、配列番号：61、配列番号：62、配列番号：63、配列番号：64、配列番号：65、配列番



(12) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

号：66、配列番号：67、配列番号：68、配列番号：69及び配列番号：70から成る群より選
択され、または前記の配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列から選択さ
れる。
【００２８】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、以下の群から選択されるVH及びVLを含む：
1）配列番号：12のVH及び配列番号：13のVL;
2）配列番号：49のVH及び配列番号：13のVL;
3）配列番号：50のVH及び配列番号：13のVL;
4）配列番号：51のVH及び配列番号：13のVL;
5）配列番号：52のVH及び配列番号：13のVL;
6）配列番号：53のVH及び配列番号：13のVL;
7）配列番号：12のVH及び配列番号：59のVL;
8）配列番号：12のVH及び配列番号：60のVL;
9）配列番号：12のVH及び配列番号：61のVL;
10）配列番号：12のVH及び配列番号：62のVL;
11）配列番号：12のVH及び配列番号：63のVL;
12）配列番号：12のVH及び配列番号：64のVL;
13）配列番号：54のVH及び配列番号：13のVL;
14）配列番号：55のVH及び配列番号：13のVL;
15）配列番号：56のVH及び配列番号：65のVL;
16）配列番号：12のVH及び配列番号：66のVL;
17）配列番号：12のVH及び配列番号：67のVL;
18）配列番号：57のVH及び配列番号：13のVL;
19）配列番号：58のVH及び配列番号：13のVL;
20）配列番号：12のVH及び配列番号：68のVL;
21）配列番号：12のVH及び配列番号：69のVL;
22）配列番号：12のVH及び配列番号：70のVL;及び
23）配列番号：56のVH及び配列番号：13のVL。
【００２９】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9抗体またはその抗原結合フラ
グメントに関して、キメラ抗体またはヒト化抗体の重鎖は、ヒトIgG1、IgG2、IgG3または
IgG4またはそれらの変異体、またはそれらの配列に対して少なくとも95％の配列同一性を
有する配列に由来する重鎖定常領域を含み;好ましくは、ヒトIgG1、IgG2またはIgG4に由
来する重鎖定常領域、またはアミノ酸変異が血清中の抗体の半減期を延長させる、IgG1、
IgG2またはIgG4変異体の重鎖定常領域を含み、最も好ましくは、YTE突然変異で導入され
たIgG1、IgG2またはIgG4重鎖定常領域を含む。
　キメラ抗体またはヒト化抗体の軽鎖は、更にヒトκ鎖、ヒトλ鎖またはそれらの変異体
、またはそれらの配列に対して少なくとも95％の配列同一性を有する配列に由来する定常
領域を含む。
【００３０】
　本発明の別の好ましい実施形態では、本発明によるPCSK9と特異的に結合するPCSK9抗体
またはその抗原結合フラグメントは、
1）配列番号：71の重鎖配列及び配列番号：73の軽鎖配列;または
2）配列番号：75の重鎖配列及び配列番号：73の軽鎖配列。
を含む。
【００３１】
　一方、本発明は、配列番号：14、配列番号：15または配列番号：16で示されるHCDR、ま
たは配列番号：14、配列番号：15または配列番号：16に対して少なくとも95％の配列同一
性を有する配列で示されるHCDR、及び配列番号：17、配列番号：18または配列番号：19で
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示されるLCDR、または配列番号：17、配列番号：18または配列番号：19に対して少なくと
も95％の配列同一性を有する配列で示されるLCDRから選択される1つ以上のCDRを含む、PC
SK9抗体またはその抗原結合フラグメントを提供する。少なくとも95％の同一性がある配
列は、配列番号：20及び配列番号：21から選択されるHCDR1、または配列番号：22～27か
ら選択されるHCDR2、または配列番号：28～30から選択されるHCDR3;または配列番号：31
～34から選択されるLCDR1、または配列番号：35～37から選択されるLCDR2、または配列番
号：38～42から選択されるLCDR3のようなCDR領域の親和性成熟化によって得られる。本発
明のHCDRは、好ましくは配列番号：21、配列番号：24及び配列番号：16を含み、LCDRは、
好ましくは配列番号：17、配列番号：18及び配列番号：19を含む。
【００３２】
　更に本発明は、上記のPCSK9抗体またはその抗原結合フラグメントをコードするDNA分子
を提供する。
【００３３】
　更に本発明は、上記のDNA分子を含む発現ベクターを提供する。
【００３４】
　更に本発明は、上記の発現ベクターで形質転換された宿主細胞を提供する。該宿主細胞
が、原核細胞及び真核細胞から成る群より選択され、好ましくは真核細胞であり、より好
ましくは哺乳動物細胞である。
【００３５】
　更に本発明は、上記の宿主細胞を核酸の発現に適した条件下で培養すること、上記のPC
SK9抗体をコードする、及び/または宿主細胞からPCSK9抗体を回収することを含む、PCSK9
抗体の調製方法を提供する。
【００３６】
　更に本発明は、治療的有効量の上記PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント、及び
１つ以上の薬学的に許容される担体、希釈剤または賦形剤を含有する、医薬組成物を提供
する。
【００３７】
　更に本発明は、PCSK9抗体またはその抗原結合フラグメント、または上記の医薬組成物
の、PCSK9媒介性疾患または病態を治療するための医薬品の調製における使用を提供する
。該疾患または病態が、好ましくは、コレステロール関連疾患（「血清コレステロール関
連疾患」を含む）であり;より好ましくは、高コレステロール血症、心臓病、メタボリッ
クシンドローム、糖尿病、冠状動脈性心疾患、脳卒中、心血管疾患、アルツハイマー病及
び一般的な脂質異常症から成る群より選択され；最も好ましくは、高コレステロール血症
、脂質異常症、粥状動脈硬化、CVDまたは冠状動脈性心疾患から選択される。
【００３８】
　本発明による抗体が診断できる典型的な疾患には、コレステロール関連疾患（「血清コ
レステロール関連疾患」を含む）が含まれる。これには高コレステロール血症、心臓病、
メタボリックシンドローム、糖尿病、冠状動脈性心疾患、脳卒中、心血管疾患、アルツハ
イマー病及び一般的な脂質異常症から選択される１つ以上のもの（これらの特徴は、総血
清コレステロール、LDL、トリグリセリド、超低密度リポタンパク質（VLDL）の増加及び/
またはHDLの低下である。）が含まれる。
【００３９】
　一方で、本発明は、ヒトにおける高コレステロール血症及び/または脂質異常症、粥状
動脈硬化、心血管疾患（CVD）または冠状動脈性心疾患から選択される少なくとも1つの症
状を治療または予防する方法を提供する。該方法が、有効量のPCSK9抗体をヒトに投与す
ることを含む。また、本発明は、医薬品の調製における細胞外または循環PCSK9に対する
有効量のPCSK9抗体の使用を提供する。ここで、該医薬品が、ヒトにおける高コレステロ
ール血症及び/または脂質異常症、粥状動脈硬化、CVDまたは冠動脈心疾患から選択される
少なくとも1つの症状の治療または予防に用いるものである。
【００４０】
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　本発明に記載の任意の実施形態またはそれらの組合せは、本発明による任意の及び全て
のPCSK9抗体、方法及び使用に適している。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】各種濃度のPCSK9抗体（h011-3058、h011-3065、h011-3133、h011-3147、h011-31
91）におけるHepG2細胞によるLDL取込みの変化。本結果では、PCSK9抗体がHepG2細胞によ
るLDL取込みを促進できることが示されている。
【図２】各種濃度のPCSK9抗体（h011-3050、h011-3095、h011-3181、h011-3187、h011-31
90）におけるHepG2細胞によるLDL取込みの変化。本結果では、PCSK9抗体がHepG2細胞によ
るLDL取込みを促進できることが示されている。
【図３】マウス(*：p<0.05、**：p<0.01、vs IgG）に各種PCSK9抗体(h011-3133-WT、h011
-3133-YTE、h011-3191、h011-3065）を注射した後の血清中LDL-c濃度の変化。本結果では
、PCSK9抗体が過剰発現ヒトPCSK9のマウスにおけるLDL-cの血清中濃度を低下させること
が示されている。
【図４】マウス(*:p<0.05、vs IgG、**:p<0.01、vs IgG）に各種PCSK9抗体（h011-3058、
h011-3191、h011-3147）を注射した後の血清中LDL-c濃度の変化。本結果では、PCSK9抗体
が過剰発現ヒトPCSK9のマウスにおけるLDL-cの血清中濃度を低下させることが示されてい
る。
【図５】マウスに各種PCSK9抗体（h011-3133-WT、h011-3133-YTE、h011-3191）を注射し
た後の血清中LDL-cの相対濃度の変化（IgG群と比較して）。本結果では、IgG群と比べ、P
CSK9抗体が過剰発現ヒトPCSK9のマウスにおけるLDL-cの血清中濃度を低下させることが示
されている。
【図６】マウスに各種PCSK9抗体（h011-3058、h011-3191、h011-3147）を注射した後の血
清中LDL-cの相対濃度の変化（IgG群と比較して）。本結果では、IgG群と比べ、PCSK9抗体
が過剰発現ヒトPCSK9のマウスにおけるLDL-cの血清中濃度を低下させることが示されてい
る。発明の詳細な説明
【００４２】
　本発明の記載または技術及び方法は、一般的に当業者がよく理解し、通常に使用するも
のである。例えば、次の文献に記載されている広く使われる方法である。Sambrookら、分
子クローニング：実験室マニュアル 3 (2001); Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y. 分子生物学における最新の実験方法 (F. M. Ausubelら, Ed.,
 (2003)); METHOD SINENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR2：実用的アプローチ (P
CR2：実用的方法) (M. J. MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor Ed. (1995)), Ha
rlow and Lane Ed. (1988); 抗体、実験マニュアル及び動物細胞培養物 (R.I. Freshney 
Ed.(1987)); オリゴヌクレオチド合成(M. J. Gait Ed. 1984); 分子生物学方法、Humana 
Press; 細胞生物学：実験ノート(J. E. Cellis Ed.1998) Academic Press; 動物細胞の培
養 (R. I. Freshney) Ed., 1987); 細胞及び組織培養の紹介 (J. P. Mather and P.E. Ro
berts, 1998) Plenum Press; 細胞及び組織培養：実験手順（A. Doyle, J. B. Griffiths
 and D. G. Newell Ed., 1993-8）J. Wiley and Sons; 実験的免疫学ハンドブック (D. M
. Weir and C. C. Blackwell Ed.)；哺乳類細胞のための遺伝子導入ベクター (J. M. Mil
ler and M. P. Calos Ed., 1987)；PCR：ポリメラーゼ連鎖反応(Mullisら, Ed. 1994)；
免疫学における現在のプロトコル (J.E. Coligan ら, Ed., 1991); 分子生物学における
ショートプロトコール(Wiley and Sons, 1999); 免疫学 (C. A. Janeway and P.Travers,
 1997); 抗体 (P. Finch, 1997); 抗体：実践的アプローチ (D. Catty Ed., IRL Press, 
1988-1989); モノクローナル抗体：実践的アプローチ (P. Shepherd and C. Dean Ed., O
xford University Press, 2000); 抗体の使用：実験室マニュアル (E. Harlow and D. La
ne (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); 抗体 (M. Zanetti and JD Capra Ed
., Harwood Academic Publishers, 1995);及び癌：腫瘍学の原理及び実践 (VT DeVitaら,
 Ed., J. B. Lippincott Company, (1993)。
[定義]
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【００４３】
　本明細書の他の箇所で特に定義されていない限り、ここで使用される全ての技術用語及
び科学用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同様
な意味を有する。Singletonら、微生物学と分子生物学の辞典、第２版 J. Wiley&Sons (N
ew York, N.Y.1994), and March, 上級有機化学反応、メカニズムと構造、第4版, John W
iley&Sons (New York, N.Y. 1992)。本発明で使用される多くの用語は、当業者にいくつ
かの指針を提供する。ここに引用される全ての参考文献（特許出願及び出版物を含む）は
、参照により完全に組み込まれる。
【００４４】
　本明細書を解釈するため、以下の定義が使用され、適宜に単数形で使用される用語は複
数形を含むことができ、またその逆も可能である。ここで用いられる用語は、ある実施形
態のみを説明するためのものであり、限定を意図するものではないことを理解されたい。
以下に記載される定義のいずれかが、ここで参考として援用されるいずれかの文献と矛盾
する場合、以下に記載される定義が優先する。
【００４５】
　ここで用いる用語「プロタンパク質転換酵素サブチリシン/ケキシン9型（PCSK9）」、
「PCSK9」または「NARC-1」とは、特に断りのない限り、霊長類（例えば、ヒト）及びげ
っ歯類（例えば、マウス及びラット）のような哺乳類を含む、任意の脊椎動物に由来する
任意の天然PCSK9をいう。この用語は、「全長鎖」、未処理のPCSK9、ならびに細胞によっ
て産生または処理された任意な形態のPCSK9を包含する。この用語はまた、PCSK9の天然に
存在する変異体、例えば、スプライス変異体または対立遺伝子変異体も包含する。
【００４６】
　本明細書及び特許請求の範囲において、免疫グロブリンの重鎖中における残基の番付は
、Kabatら、免疫学的観点からのタンパク質配列、第５版、公衆衛生サービス、国立衛生
研究所、Bethesda, MD, 1991に記載のEUインデックスに従う。ここに上記文献は参照によ
り組み込まれる。「The EU index as in Kabat」とは、ヒトIgG1EU抗体における残基の付
番をいう。
【００４７】
　用語「可変領域」または「可変ドメイン」とは、抗体の抗原への結合に関与する抗体重
鎖または軽鎖ドメインをいう。天然抗体の重鎖及び軽鎖の可変ドメイン（それぞれVH及び
VL）は、一般に類似した構造を有し、各ドメインは4つの保存されたフレームワーク領域
（FR）及び3つの超可変領域（CDR）を含む（例えば、Kindt Kubyら、免疫学、第６版、W.
 H. Freeman and Co., p.91 (2007) を参照）。単一のVHまたはVLドメインは、抗原結合
特異性を付与するのに十分であり得る。更に、特定の抗原に結合する抗体は、抗原に結合
する抗体からのVHまたはVLドメインを用いて、それぞれ相補的なVLまたはVHドメインのラ
イブラリーをスクリーニングすることによって単離できる（例えば、Portolanoら、J. Im
munol. 150：880-887(1993); Clarksonら、Nature 352:624-628(1991)を参照）。
【００４８】
　ここで用いる用語「超可変領域」または「HVR」とは、配列が超可変であり、及び/また
は構造的に規定されたループ（「超可変ループ」）を形成する抗体可変ドメインの各領域
をいう。一般に、天然の4本鎖抗体は6つのCDRを含み、3つはVH（HI、H2、H3）内、3つはV
L（L1、L2、L3）内にある。CDRは、一般に超可変ループ及び/または「相補性決定領域」
（CDR）からのアミノ酸残基を含み、後者は最高の配列可変性及び/または抗原認識に関与
する。例示的な超可変ループは、アミノ酸残基26-32（L1）、50-52（L2）、91-96（L3）
、26-32（H1）、53-55（H2）及び96-101（H3）に発生する(Chothia and Lesk, J. Mol. B
iol. 196:901-917(1987))。例示的なCDR（LCDR1、LCDR2、LCDR3、HCDR1、HCDR2及びHCDR3
）は、アミノ酸残基L1の24～34、L2の50～56、L3の89～97,H1の31～35B、H2の50～65及び
H3の95～102に発生する（Kabatら、免疫学的観点からのタンパク質配列、第５版、公衆衛
生サービス、国立衛生研究所、Bethesda, MD (1991))。VHのCDR1を除いて、CDRは一般に
、超可変ループを形成するアミノ酸残基を含む。CDRはまた、抗原と接触する残基である
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「特異性決定残基」または「SDR」を含む。SDRは、切断CDRまたはa-CDRと呼ばれるCDR領
域内に含まれる。例示的なa-CDR（a-LCDR1、a-LCDR2、a-LCDR3、a-HCDR1、a-HCDR2及びa-
HCDR3）は、アミノ酸残基L1の31～34、L2の50～55、H3の31～35B、H2の50～58及びH3の95
～102に発生する（Almagro and Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633(2008)を参照）
。特に明記しない限り、可変ドメイン中のCDR残基及び他の残基（例えば、FR残基）は、
ここでKabatら（上記）に従って付番される。
【００４９】
　用語「抗PCSK9抗体」、「抗PCSK9」、「PCSK9抗体」または「PCSK9に結合する抗体」と
は、ここで互換的に使用されるが、十分な親和性でPCSK9に結合でき、PCSK9を標的化する
間の診断薬及び/または治療薬として使用できる抗体をいう。
【００５０】
　ここで用いる用語「抗体」は、最も広い意味で使用され、所望の抗原結合活性を示す限
り、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば、二重特異性抗
体）及び抗体フラグメントを含む様々な抗体構造を有する。
【００５１】
　用語「全長鎖抗体」、「無処置抗体」及び「完全抗体」とは、ここで互換的に使用され
が、本来の抗体構造と実質的に類似した構造を有する抗体またはここで定義されるFc領域
を含む重鎖を有する抗体をいう。
【００５２】
　本発明の抗原結合フラグメントは、Fab、Fab'-SH、Fv、scFvまたは(Fab')2フラグメン
トから選択される。
【００５３】
　「抗原結合フラグメント」とは、無処置抗体以外の分子をいい、無処置抗体が結合する
抗原に結合する無処置抗体の一部を含む。抗原結合フラグメントの例として、Fv、Fab、F
ab'、Fab'-SH、F(ab')2；二重特異性抗体;線状抗体;一本鎖抗体分子(例えば、scFv);及び
抗原結合フラグメントによって形成される多重特異性抗体が含まれるが、これらに限定さ
れない。パパインによる抗体の消化は２つの「Fab」フラグメントと呼ばれる同一な抗原
結合フラグメントを生じ、それぞれが単一の抗原結合部位及び「Fc」フラグメントを有す
る。その名前は容易に結晶化できることを反映している。ペプシン処理は、2つの抗原結
合部位を有するF(ab')2フラグメントを生じ、依然として抗原と架橋結合できる。
　重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメインに加えて、Fabフラグメントはまた、軽鎖の定
常ドメイン及び重鎖の第1定常ドメイン（CH1）も含む。Fab'フラグメントは、Fabフラグ
メントと異なる点として、重鎖CH1ドメインのカルボキシル末端に、抗体ヒンジ領域由来
の1つ以上のシステイン残基を含むいくつかの残基が付加されている。ここではFab'-SHが
Fab'のための名称であり、そこに、定常ドメイン内のシステイン残基が遊離チオール基を
運ぶ。元々F(ab')2抗体フラグメントはFab'フラグメント対として産生され、そこに、ヒ
ンジシステインがFab'フラグメントの間に位置した。抗体フラグメントの他の化学的カッ
プリングも知られている。
【００５４】
　ここで用語「Fc領域」は、定常領域の少なくとも一部を含む免疫グロブリン重鎖のC末
端領域を明確にするために使用される。この用語は、天然配列Fc領域及び変異体Fc領域を
含む。１つの実施態様では、ヒトIgG重鎖Fc領域は、Cys226またはPro230から重鎖のカル
ボキシル末端まで伸長する。しかし、C末端リジン（Lys447）はFc領域に存在しても、ま
たは存在しなくてもよい。ここで他に特定されない限り、Fc領域または定常領域における
アミノ酸残基の付番は、Kabatら、免疫学的観点からのタンパク質配列、第５版、公衆衛
生サービス、国立衛生研究所、Bethesda, MD, 1991に記載のEU付番システム（EUインデッ
クスとも呼ばれる）に従う。Fc領域は、抗体のエフェクター機能に必要である。該エフェ
クター機能には、補体依存性細胞傷害（CDC）を引き起こすこと、貧食及び抗体依存性細
胞媒介性細胞傷害（ADCC）を引き起こすこと、及び経細胞質輸送により抗体を細胞バリア
を越えて移動させることが含まれる。更に、Fc領域はクラスIgGの抗体の血清半減期の維
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持に重要である（Ward and Ghetie, Ther. Immunol. 2:77-94(1995))。IgG抗体の血清半
減期はFcの新生児Fc受容体（FcRn）への結合と関係していることが研究で発見された。Fc
Rnは膜貫通α鎖と可溶性β鎖（β2-ミクログロブリン）から成るヘテロ二量体である。米
国特許第6,165,745号は、抗体をコードするDNAセグメントに突然変異を導入することによ
り、生物学的半減期が低下した抗体を産生する方法を開示している。該突然変異は、Fcヒ
ンジドメインの253位、310位、311位、433位または434位でのアミノ酸置換を含む。米国
特許第6,277,375B1号は、変異体IgG分子を含む組成物を開示しており、該分子は、野生型
IgGと比べ、血清半減期が増加され、該変異体IgG分子が以下のアミノ酸置換を含む：252
位でスレオニンをロイシンに、254位でスレオニンをセリンに、または256位（M252Y、S25
4T及びT256E）でスレオニンをフェニルアラニンに置換。また、433位、435位、または436
位でのアミノ酸置換を有する変異体IgGも開示されている。米国特許第6,528,624号には、
IgG Fc領域を含む抗体変異体が開示され、該変異体が、ヒトIgG Fc領域にの1つ以上のア
ミノ酸位置：270位、322位、326位、327位、329位、331位、333位及び334位にアミノ酸置
換を含む。WO 02/060919 A2には修飾IgGが開示され、これが野生型IgG定常ドメインと関
連する1つ以上のアミノ酸修飾を含むIgG定常ドメインを含み、該修飾IgGが、野生型IgG定
常ドメインを有するIgGと比べ、増加した半減期を有し、そこに、該1つ以上のアミノ酸修
飾が、251位、253位、255位、285位～290位、308位～314位、385位～389位及び428位～43
5位の１つ以上の位置で行われる。具体的には、ここに記載の「YTE」または「YET突然変
異」とは、Fc領域とヒトFcRnとの間の結合を促進し、ヒト血清における抗体の半減期を延
長するためのIgG1のFc領域における突然変異の組合せをいう。YTE変異体は、３つの「YTE
突然変異」：M252Y、S254T及びT256Eの組合せを含む。残基の番付は、KabatらのIgG重鎖
の番付等のようなEU番付システム、（EUインデックスとも呼ばれている）（米国特許第7,
658,921号参照）に従う。野生型抗体と比べ、YTE変異体抗体の血清における半減期は大き
く延長されている（例えば、Dall'Acquaら、J. Biol. Chem. 281：23514-24(2006) 及び
米国特許第7,083,784号）。
【００５５】
　「Fv」は、完全な抗原結合部位を含む最小の抗原結合フラグメントである。１つの実施
形態では、二本鎖Fvは、1つの重鎖可変ドメイン及び1つ軽鎖可変ドメインから成り、二量
体の形成に密接に、かつ非共有結合的に関連する。一本鎖Fv（scFv）では、1つの重鎖可
変ドメイン及び1つの軽鎖可変ドメインは、可動性ペプチドリンカーを介して共有結合的
に連結でき、これにより、軽鎖及び重鎖が二本鎖Fvのそれと類似した「二量体」構造に随
伴できる。このような立体配置の中で、各可変ドメインの3つのCDRが相互作用し、VH-VL
二量体の表面上の抗原結合部位を明確にしている。まとめると、6つのCDRは抗体に抗原結
合特異性を付与する。しかし、単一の可変ドメイン（または抗原に特異的な3つのCDRのみ
を含むFvの半分）ても抗原を認識して結合する能力を有し、その親和性は結合部位全体の
親和性より低い。
【００５６】
　「一本鎖Fv」または「scFv」抗原結合フラグメントは抗体のVH及びVLドメインを含み、
これらのドメインは単一のポリペプチド鎖として存在する。一般に、scFvポリペプチドは
、更にVHドメインとVLドメインとの間にポリペプチドリンカーを含み、これにより、scFv
が抗原結合のために所望の構造を形成できる。scFvの総説については、Pluckthun, モノ
クローナル抗体の薬理学, vol.113, Rosenburg and Moore ed., Springer-Verlag, New Y
ork, pp. 269-315 (1994)を参照されたい。
【００５７】
　用語「キメラ抗体」はマウス抗体の可変領域をヒト抗体の定常領域と融合することによ
って形成される抗体である。キメラ抗体はマウス抗体誘発免疫応答を緩和することができ
る。キメラ抗体を確立するには、まず、特定のマウスモノクローナル抗体を分泌するハイ
ブリドーマを確立し、マウスハイブリドーマ細胞から可変領域遺伝子をクローニングした
後、ヒト抗体の定常領域遺伝子を所望通りにクローニングし、マウス可変領域遺伝子をヒ
ト定常領域遺伝子と結合し、ヒトベクターに挿入できるキメラ遺伝子を形成し、最後に、
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キメラ抗体分子は真核または原核生物工業系で発現される。本発明の好ましい実施態様で
は、PCSK9キメラ抗体の軽鎖は、更にヒトκ鎖、λ鎖またはそれらの変異体に由来する軽
鎖Fc領域を含む。PCSK9キメラ抗体の重鎖は、更にヒトIgG1、IgG2、IgG3またはIgG4、ま
たはそれらの変異体に由来する重鎖Fc領域を含み、好ましくは、ヒトIgG1、IgG2、IgG3ま
たはIgG4に由来する重鎖定常領域を含み、または好ましくは、アミノ酸変異（例えば、YT
E変異）を介し、延長された血清半減期を有するヒトIgG1、IgG2またはIgG4変異体に由来
する重鎖定常領域を含む。
【００５８】
　「ヒト抗体」は、ヒトまたはヒト細胞から産生された抗体、またはヒト抗体レパートリ
ーを利用した非ヒト起源に由来する抗体のアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列、または
他のヒト抗体コード配列を有する抗体である。このようなヒト抗体の定義は、特に、非ヒ
ト抗原結合残基を含むヒト化抗体を排除する。
【００５９】
　「ヒト化」抗体とは、非ヒトCDR由来のアミノ酸残基及びヒトFR由来のアミノ酸残基を
含むキメラ抗体をいう。ある実施形態では、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、典型的には
2つの実質的に全ての可変ドメインを含み、そこには、全てまたは実質的に全てのCDR（例
えば、CDR）が非ヒト抗体のそれらに対応し、全てまたは実質的に全てのFRがヒト抗体の
それらに対応する。場合によって、ヒト化抗体はヒト抗体由来の抗体定常領域の少なくと
も一部を含むことができる。「ヒト化形態」、例えば、非ヒト抗体とは、ヒト化された抗
体をいう。
【００６０】
　「フレームワーク」または「FR」とは、超可変領域（HRV）残基以外の可変ドメイン残
基をいう。可変ドメイン内のFRは、一般に4つのFRドメイン：FR1、FR2、FR3、及びFR4か
ら成る。従って、HRV及びFR配列はVH（またはVL）の中で一般にFR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-F
R3-H3(L3)-FR4の順で現れる。
【００６１】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は、ヒト免疫グロブリンVLまたはVHフレームワー
ク配列の選択において最も一般的に生じるアミノ酸残基を表すフレームワークである。一
般に、ヒト免疫グロブリンVLまたはVH配列は可変ドメイン配列のサブタイプから選択され
る。一般に、配列のサブタイプは、Kabatら、免疫学的観点からのタンパク質配列、第５
版、NIH Publication 91-3242, Bethesda MD（1991), vol.1-3に記載されているサブタイ
プである。１つの実施形態では、VLについて、サブタイプが前記のKabatらに記載されて
いるサブタイプκIである。1つの実施形態では、VHについて、サブタイプが前記のKabat
らに記載されているサブタイプIIIである。
【００６２】
　ここのための「受容体ヒトフレームワーク」は、以下に定義されるようなヒト免疫グロ
ブリンフレームワークまたはヒトコンセンサスフレームワークに由来する軽鎖可変ドメイ
ン（VL）フレームワークまたは重鎖可変ドメイン（VH）フレームワークのアミノ酸配列を
含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリンフレームワークまたはヒトコンセンサス
フレームワークに「由来」する受容体ヒトフレームワークは、その同じアミノ酸配列を含
んでいてもよく、またはアミノ酸配列変化を含んでいてもよい。いくつかの実施形態では
、アミノ酸変化の数は10個以下、9個以下、8個以下、7個以下、6個以下、5個以下、4個以
下、3個以下または2個以下である。いくつかの実施形態では、VL受容体ヒトフレームワー
ク配列は、VLヒト免疫グロブリンフレームワーク配列またはヒトコンセンサスフレームワ
ーク配列と同一である。
【００６３】
　「親和性」とは、分子（例えば、抗体）の単一の結合部位とその結合相手（例えば、抗
原）との間の非共有結合相互作用の総和の強さをいう。他に示されない限り、ここで用い
る「結合親和性」とは、結合対（例えば、抗体と抗原）のメンバー間の1：1相互作用を反
映する内因的な結合親和性をいう。分子XのそのパートナーYに対する親和性は、一般に解
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離定数(Kd)で表すことができる。親和性は、ここに記載のものを含む当技術分野で公知の
一般的な方法で測定することができる。結合親和性の測定に関する具体的な図解や例示の
実施形態を以下に記載する。
【００６４】
　「親和性が成熟された」抗体は、それらの変化を持たない親抗体と比べ、抗原に対する
抗体の親和性の改善をもたらす、その1つ以上のCDRにおける1つ以上の変化を有する抗体
である。
【００６５】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞培養物」とは、交換可能に使用され
るが、外因性核酸が導入された細胞（そのような細胞の子孫を含む）をいう。宿主細胞は
、「形質転換体」及び「形質転換細胞」を含み、これは継代の数にかかわらず、主に形質
転換された細胞及びそれに由来する子孫を含む。子孫は、核酸含有量が親細胞と完全に同
一でなくてもよいが、突然変異を含み得る。最初に形質転換された細胞についてスクリー
ニングまたは選択されたものと同じ機能または生物学的活性を有する突然変異子孫がここ
に含まれる。
【００６６】
　「単離された」抗体は、その自然環境中の成分から分離された抗体である。いくつかの
実施形態では、抗体は、例えば、電気泳動（例えば、SDS-PAGE、電点電気泳動（IEF）、
キャピラリー電気泳動）またはクロマトグラフィー（例えば、イオン交換または逆相HPLC
）による測定で、95％または99％以上の純度に精製される。概説や抗体純度の評価方法に
ついては、例えば、Flatmanら, J. Chromatogr. B 848:79-87(2007)で参照できる。
【００６７】
　「抗PCSK9抗体をコードする単離された核酸」とは、抗体重鎖及び軽鎖（またはそのフ
ラグメント）をコードする１つ以上の核酸分子をいい、単一のベクターまたは別々のベク
ターにあるもの、また、宿主細胞の１つ以上の位置に存在するものが含まれる。
【００６８】
　ここで用いる用語「ベクター」とは、それが連結している別の核酸を増殖させることが
できる核酸分子をいう。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、及びそれが導
入された宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。特定のベクターは、作動可能
に連結されている核酸の発現を指示することができる。ここでは、そのようなベクターを
「発現ベクター」と称する。
【００６９】
　ここで用いる用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均質な抗体の集団から得られ
た抗体をいい、即ち、自然に起きる突然変異またはモノクローナル抗体の作製過程に生じ
うる変異体抗体（このような変異体は一般に少量で存在する。）を除いて、集団を含む個
々の抗体は同一であり、または同じエピトープに結合している。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とは対照的に、モノク
ローナル抗体調製の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に対するものである
。従って、修飾語「モノクローナル」は、抗体の実質的に均質な集団から得られる抗体の
特性を示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするものと解釈されるべきでは
ない。例えば、本発明に従って用いられるモノクローナル抗体は様々な技術によって産生
できる。これらの技術として、ハイブリドーマ法、組換えDNA法、ファージディスプレイ
法、及びヒト免疫グロブリン遺伝子座の一部または全てを含むトランスジェニック動物を
利用する方法が含まれるが、これらに限定されない。モノクローナル抗体を作製するため
のこのような方法及びその他の例示的な方法をここに記載する。
【００７０】
　「ネイキッド抗体」とは、異種部分（例えば、細胞傷害性部分）または放射性標識に結
合していない抗体をいう。ネイキッド抗体は、医薬製剤中に存在してもよい。
【００７１】
　「天然抗体」とは、様々な構造を有する天然に存在する免疫グロブリン分子をいう。例
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えば、天然IgG抗体は、約150,000ダルトンを有するヘテロ四量体糖タンパク質であり、ジ
スルフィド結合を介して2つの同一の重鎖に関連する2つの同一の軽鎖から構成される。各
重鎖は、N末端からC末端までに可変領域（VH）（可変重ドメインまたは重鎖可変ドメイン
とも呼ばれる）を有し、続いて3つの定常ドメイン（CHI、CH2及びCH3）が続く。同様に、
各軽鎖は、N末端からC末端までに可変領域（VL）（可変軽ドメインまたは軽鎖可変ドメイ
ンとも呼ばれる）ドメインを有し、その後は定常軽（CL）ドメインが続く。抗体の軽鎖は
、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つのタイプのうちの1つに割り当てられ得る。
【００７２】
　参照ポリペプチド配列に対し、「パーセント（％）アミノ酸配列同一性」は、配列を整
列させ、間隙を導入した後に、参照ポリペプチド配列中のアミノ酸残基と同一である候補
配列中のアミノ酸残基の百分率として定義され、必要に応じて配列同一性の最大パーセン
トを達成し、そして配列同一性の一部としての保存的置換を考慮しない。パーセントアミ
ノ酸配列同一性を決定するための整列化は、当業者の範囲内の様々な方法によって達成す
ることができる。例えば、BLAST、BLAST-2、ALIGNまたはMegalign（DNASTAR）ソフトウェ
ア等の公的に入手可能なコンピュータソフトウェアを使用する。当業者は、比較される配
列の全長にわたって最大の整列化を達成するために必要とされる任意のアルゴリズムを含
む、アライメントを測定するための適切なパラメーターを決定することができる。しかし
、ここの目的には、％アミノ酸配列同一性の値は、配列比較コンピュータプログラムALIG
N-2を用いて作成される。該ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムがGenentech, Inc.
によって作成され、ソースコードは米国著作権局、ワシントンD.C.,20559にユーザー文書
と共に提出されており、米国著作権登録番号TXU510087に登録されている。該ALIGN-2プロ
グラムは、カリフォルニア州サウスサンフランシスコのGenentech, Inc.から公的に入手
でき、またはソースコードから収集できる。該ALIGN-2プログラムは、UNIX V4.0Dを含むU
NLXオペレーティングシステム用に収集すべきである。全ての配列比較パラメーターはALI
GN-2プログラムによって設定され、変化しない。
　アミノ酸配列比較のためにALIGN-2が使用される状況では、所与のアミノ酸配列Aの、所
与のアミノ酸配列Bに、それと、またはそれに対する％アミノ酸配列同一性（その代わり
に、所与のアミノ酸配列Bに、それと、またはそれに対して特定の％アミノ酸配列同一性
がある所与のアミノ酸配列Aともいえる）は、以下のように計算する：
　　X/Yの100倍
　　ここで、Xが、プログラムのA及びBの整列化における配列整列化プログラムALIGN-2に
よる同一のマッチとして得点されたアミノ酸残基の数であり、Yが、Bにおけるアミノ酸残
基の総数である。アミノ酸配列Aの長さがアミノ酸配列Bの長さと等しくない場合、Bに対
するAの％アミノ酸配列同一性は、Aに対するBの％アミノ酸配列同一性と等しくない。特
に断らない限り、ここで用いる％アミノ酸配列同一性の値は、全てALIGN-2コンピュータ
プログラムを用いた、直前のパラグラフに記載されるように得られている。
【００７３】
　薬剤、例えば医薬製剤の「有効量」とは、所望の治療または予防結果を達成するのに必
要な用量及び期間での有効な量をいう。
【００７４】
　ここで用いる用語「高コレステロール血症」とは、コレステロールのレベルがある所望
のレベルを上回っている状態をいう。ある実施形態では、LDL-コレステロールのレベルは
、該所望のレベルを上回っている。ある実施形態では、血清LDL-コレステロールのレベル
は、該所望のレベルを上回っている。
【００７５】
　「個体」または「被験者」は哺乳動物である。哺乳動物には、家畜（例えば、ウシ、ヒ
ツジ、ネコ、イヌ及びウマ）、霊長類（例えば、ヒト及びサルのようなヒト以外の霊長類
）、ウサギ、及びげっ歯類（例えば、マウス及びラット）が含まれるが、これらに限定さ
れない。ある実施形態では、該個体または被験者はヒトである。
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【００７６】
　用語「医薬製剤」または「医薬組成物」とは、その中に含まれる活性成分の生物学的活
性が有効であるような形態にあって、該製剤の投与対象にとって容認できない程度の毒性
である更なる成分を含まない製剤をいう。
【００７７】
　「薬学的に許容される担体」とは、被験者に無毒である医薬製剤中の有効成分以外の成
分をいう。薬学的に許容される担体には、緩衝剤、賦形剤、安定剤、または保存剤が含ま
れるが、これらに限定されない。
【００７８】
　ここで用いる用語PCSK9の「PCSK9活性」または「生物活性」は、PCSK9の任意の生物学
的効果を含む。ある実施形態では、PCSK9活性には、基質または受容体と相互作用または
結合するPCSK9の能力が含まれる。ある実施形態では、PCSK9の生物学的活性が、LDL受容
体（LDLR）に結合するPCSK9の能力である。ある実施形態では、PCSK9活性には、LDLRの利
用能を減少または低下させるPCSK9の能力が含まれる。ある実施形態では、PCSK9の生物学
的活性には、被験者におけるLDLの量を増加させるPCSK9の能力が含まれる。ある実施形態
では、PCSK9の生物学的活性には、被験者におけるLDLに結合するのに利用可能なLDLRの量
を減少させるPCSK9の能力が含まれる。ある実施形態では、PCSK9の生物学的活性には、LD
Lに結合するのに利用可能なLDLRの量を減少させるPCSK9の能力が含まれる。ある実施形態
では、PCSK9の生物活性には、PCSK9シグナル伝達から生じる任意の生物学的活性が含まれ
る。
【００７９】
　ここで用いる「治療」とは、治療される個体の自然経過を変える試みにおける臨床的介
入をいい、発病予防のため、または臨床病理の過程にも治療を行うことができる。治療の
望ましい効果には、疾患の発症または再発の予防、症状の緩和、疾患の直接的または間接
的な病理学的結果の減少、疾患の進行速度の低下、疾患状態の緩和または軽減、及び予後
の改善が含まれるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態では、本発明の抗体は
疾患の発症を遅延させ、または疾患の進行を遅くするために使用される。
[組成物及び方法]
【００８０】
　一態様では、本発明は、部分的に、PCSK9抗体の使用によって得られた実験結果に基づ
いている。得られた結果、抗PCSK9抗体によるPCSK9の生物学的活性を阻害することはLDLR
の減少を防止することが示された。更に、この結果では、抗PCSK9抗体の投与は被験者に
おける全LDL-コレステロールのレベルを低下させることが実証された。従って、ここで記
載されるように、本発明のPCSK9抗体は、PCSK9関連の病理学的状態（例えば、コレステロ
ール関連障害）を標的とする使用に重要な治療剤及び診断剤を提供する。
【００８１】
　ある実施形態では、「コレステロール関連障害」には、高コレステロール血症、心臓病
、メタボリックシンドローム、糖尿病、冠状動脈性心疾患、脳卒中、心臓血管疾患、アル
ツハイマー病及び一般的な脂質異常症から選択される1つ以上が含まれる。該一般的な脂
質異常症の特徴として、例えば、高い総血清コレステロールレベル、高いLDLレベル、高
いトリグリセリドレベル、高いVLDLレベル、及び/または低いHDLレベルがある。抗PCSK9
抗体が単独、または1つ以上の他の薬剤と組合せて治療できる一次及び二次脂質異常症の
例として、これらに限定されないが、メタボリックシンドローム、糖尿病、家族性合併性
高脂血症、家族性高トリグリセリド血症、家族性ヘテロ接合性高コレステロール血症、ホ
モ接合性高コレステロール血症、家族性欠損アポリポタンパク質B-100を含む高コレステ
ロール血症;多価高コレステロール血症;レムナント除去病、肝リパーゼ欠損症;食欲不振
、甲状腺機能低下症、エストロゲン及びプロゲスチン治療を含む薬物、ベータ阻害薬及び
チアジド利尿薬のいずれかに二次的な脂質異常症;糖尿病性網膜症、ネフローゼ症候群、
慢性腎不全、クッシング症候群、原発性胆汁性肝硬変、グリコーゲン貯蔵疾患、肝癌、胆
汁うっ滞、先端巨大症、インスリノーマ、単離成長ホルモン欠乏症及びアルコール誘発性



(22) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

高トリグリセリド血症。また、ここに記載の抗PCSK9抗体は、例えば、冠状動脈性心疾患
、冠動脈疾患、末梢動脈疾患、脳卒中（虚血性及び出血性）、狭心症、または脳血管疾患
及び急性の冠動脈症候群や心筋梗塞の予防または治療に有用である。ある実施形態では、
ここに記載の抗PCSK9抗体は、非致命的心臓発作、致命的及び非致命的脳卒中、特定のタ
イプの心臓手術、心不全による入院、心臓病患者の胸痛、先例性心臓発作、先例性心臓手
術、及び/または動脈詰まりの兆候を伴う胸痛のような確立された心臓病による心血管イ
ベントのリスクの低減に有用である。ある実施形態では、ここに記載の抗PCSK9抗体及び
方法を用いて再発性心血管イベントのリスクを低減することができる。
【００８２】
例示的な抗PCSK9抗体
　一態様では、本発明はPCSK9と特異的に結合する単離された抗体を提供する。ある実施
形態では、該抗PCSK9抗体がPCSK9の活性を活性化する。
　いくつかの実施形態では、該抗PCSK9抗体がヒト化されてもよい。１つの実施形態では
、該抗PCSK9抗体が上記実施形態のいずれかで定義されたCDRを含み、更に、ヒト免疫グロ
ブリンフレームワークまたはヒトコンセンサスフレームワークのような受容体ヒトフレー
ムワークを含む。
　別の態様では、該抗PCSK9抗体が、配列番号：12及び49～58から選択されるアミノ酸配
列と少なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％または10
0％の配列同一性がある重鎖可変ドメイン(VH)を含む。ある実施形態では、該少なくとも9
0％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％または99％の同一性があるVH配
列は、参照配列に対する置換（例えば、保存的置換）、挿入または欠失を含むが、前記の
配列を含む抗PCSK9抗体は、PCSK9に結合する能力を保持する。ある実施形態では、合計1
～10個のアミノ酸が配列番号：12、49～57または58に置換、挿入及び/または欠失されて
いる。ある実施形態では、置換、挿入または欠失は、CDRの外の領域（即ち、FRs）に起き
る。場合により、該抗PCSK9抗体が、前記の配列の翻訳後修飾を含む、配列番号：12、49
～57または58で示されるVH配列を含む。特定の実施形態では、VHは、（a）配列番号：14
、20または21のアミノ酸配列を含むHCDR1;（b）配列番号：15、22～26または27のアミノ
酸配列を含むHCDR2;（c）配列番号：16、28～29または30のアミノ酸配列を含むHCDR3から
選択される少なくとも１つ、２つ、または３つのCDRを含む。
　別の態様では、配列番号：13、59～69または70のアミノ酸配列と少なくとも90％、91％
、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％または100％の配列同一性がある軽
鎖可変ドメイン（VL）を含む、抗PCSK9抗体が提供される。ある実施形態では、少なくと
も90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％または99％の同一性があるVL
配列は、参照配列に対する置換（例えば、保存的置換）、挿入または欠失を含むが、前記
の配列を含む抗PCSK9抗体はPCSK9に結合する能力を保持する。ある実施形態では、合計1
～10個のアミノ酸は配列番号：13、59～69または70に置換、挿入及び/または欠失されて
いる。ある実施形態では、該置換、挿入または欠失がCDRの外の領域（即ち、FRs）に起き
る。場合により、該抗PCSK9抗体が前記配列の翻訳後修飾を含む配列番号：13、15～69ま
たは70で示されるVL配列を含み。特定の実施形態では、VLは（a）配列番号：17、31～33
または34のアミノ酸配列を含むLCDR1;（b）配列番号：18、35～36または37のアミノ酸配
列を含むLCDR2;（c）配列番号：19、38～41または42のアミノ酸配列を含むLCDR3から選択
される少なくとも１つ、２つ、または３つのCDRを含む。
　別の態様では、上記で提供された実施形態のいずれかに記載のVH及び上記で提供された
実施形態のいずれかに記載のVLを含む抗PCSK9抗体が提供される。１つの実施形態では、
該抗体が配列番号：12及び配列番号：13にそれぞれ示されるVH及びVL配列、またはそれら
の配列の翻訳後修飾を含む。１つの実施形態では、該抗体が配列番号：12及び配列番号：
59にそれぞれ示されるVH及びVL配列、またはそれらの配列の翻訳後修飾を含む。１つの実
施形態では、該抗体が配列番号：52及び配列番号：13にそれぞれ示されるVH及びVL配列、
またはそれらの配列の翻訳後修飾を含む。１つの実施形態では、該抗体が配列番号：54及
び配列番号：13にそれぞれ示されるVH及びVL配列、またはそれらの配列の翻訳後修飾を含
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む。１つの実施形態では、該抗体が配列番号：56及び配列番号：65にそれぞれ示されるVH
及びVL配列、またはそれらの配列の翻訳後修飾を含む。１つの実施形態では、該抗体が配
列番号：56及び配列番号：13にそれぞれ示されるVH及びVL配列、またはそれらの配列の翻
訳後修飾を含む。
　本発明の更なる態様では、上記実施形態のいずれかによる抗PCSK9抗体はキメラ、ヒト
化またはヒト抗体を含むモノクローナル抗体である。１つの実施形態では、該抗PCSK9抗
体が抗原結合フラグメントである。例えば、Fv、Fab、Fab'、scFv、二重特異性抗体、ま
たはF（ab'）2フラグメント。もう１つの実施形態では、該抗体が全長鎖抗体である。例
えば、無処置のIgG1抗体またはここで定義される他の抗体クラスまたはアイソタイプ。
　更なる態様では、上記の実施形態のいずれかによる抗PCSK9抗体は単独でまたは組合せ
て任意の下記の特徴を有し得る：
１.抗体親和性
　ある実施形態では、ここで提供される抗体の解離定数(Kd)は≦1 μM、≦100 nM、≦10 
nM、≦1 nM、≦0.1 nM、≦0.01 nMまたは≦0.001 nM（例えば10E-8M以下、例えば10E-8M
～10E-13M、例えば10E-9M～10E-13M）である。
２.抗原結合フラグメント
　ある実施形態では、ここで提供される抗体は抗原結合フラグメントである。抗原結合フ
ラグメントには、Fab、Fab'、Fab'-SH、F(ab')2、Fv及びscFvフラグメント、ならびに下
記の他のフラグメントが含まれるが、これらに限定されない。特定の抗原結合フラグメン
トに関する総説については、Hudsonら, Nat. Med. 9:129-134(2003) を参照されたい。sc
Fvフラグメントに関する総説については、例えば、Pluckthun, モノクローナル抗体の薬
理学, vol.113, Rosenburg and Moore eds. (Springer-Verlag, New York), p269-315(19
94)；国際公開第93/16185号や米国特許第5,571,894号及び第5,587,458号を参照されたい
。エピトープ残基と結合するサルベージ受容体を含み、増加したin vivo半減期を有する
、Fab及びF（ab'）2フラグメントに関する考察については、米国特許第5,869,046号を参
照されたい。
　単一ドメイン抗体は、抗体の重鎖可変ドメインの全部または一部、または軽鎖可変ドメ
インの全部または一部を含む抗原結合フラグメントである。ある実施形態では、単一ドメ
イン抗体はヒト単一ドメイン抗体である（Domantis. Inc., Waltham, MA; 例えば、米国
特許第6,248,516 B1号を参照）。
　様々な技術によって抗原結合フラグメントを作製することができる。これには無処置抗
体のタンパク質分解消化やここに記載の組換え宿主細胞（例えば、大腸菌またはファージ
）による産生が含まれるが、これらに限定されない。
３.キメラ抗体及びヒト化抗体
　ある実施形態では、ここで提供される抗体はキメラ抗体である。特定のキメラ抗体は、
例えば、米国特許第4,816,567号;及びMorrisonら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:685
1-6855(1984) に記載されている。一例では、キメラ抗体は非ヒト可変領域（例えば、マ
ウス、ラット、ハムスター、ウサギ、またはサルのような非ヒト霊長類に由来する可変領
域）及びヒト定常領域を含む。更なる例では、キメラ抗体はクラスまたはサブクラスが親
抗体のものから変化した「クラス交換」抗体である。キメラ抗体にはその抗原結合フラグ
メントが含まれる。
　ある実施形態では、キメラ抗体はヒト化抗体である。典型的には、非ヒト抗体は非ヒト
親抗体の特異性及び親和性を保持しながら、ヒトへの免疫原性を低下させるためにヒト化
される。一般に、ヒト化抗体はHVR、例えばCDR（またはその一部）が非ヒト抗体に由来す
る１つ以上の可変ドメインを含み、FR（またはその一部）はヒト抗体配列に由来する。ヒ
ト化抗体は、場合により、ヒト定常領域の少なくとも一部も含む。いくつかの実施形態で
は、ヒト化抗体中のいくつかのFR残基は、例えば、抗体の特異性または親和性を回復また
は改善するために、非ヒト抗体由来の対応する残基（例えば、CDR残基が由来する抗体）
で置換される。
　ヒト化抗体及びその作製方法は、例えば、Almagro and Fransson, Front Biosci. 13：
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1619-1633(2008)に概説され、例えば、Riechmannら、Nature 332：323-329(1988); Queen
ら, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033(1989); 米国特許第5,821,337号、第7,
527,791号、第6,982,321号、及び第7,087,409号; Kashmiriら、Methods 36:25-34(2005) 
(SDR(a-CDR)移植を記載); Padlan. Mol. Immunol. 28:489-498(1991)(「表面置換」を記
載); DaU'Acquaら、Methods 36:43-60(2005)(「FR混合」を記載); Osbournら、Methods 3
6:61-68(2005)及びKlimkaら、Br. J. Cancer, 83:252-260(2000)（FR混合のための「ガイ
ド選択」アプローチを記載）に更に記載されている。
　ヒト化に使用できるヒトフレームワーク領域には、これらに限定されないが、「ベスト
フィット」法（例えば、SimsらJ. Immunol. 151:2296 (1993)を参照）で選択されたフレ
ームワーク領域;軽鎖または重鎖可変領域の特定のサブタイプのヒト抗体のコンセンサス
配列に由来するフレームワーク領域（例えば、Carterら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
89:4285(1992); 及びPrestaら, J. Immunol, 151 :2623 (1993)を参照）;ヒト成熟（体細
胞性突然変異）フレームワーク領域またはヒト生殖細胞系列フレームワーク領域（例えば
、Almagro and Fransson, Front. Bioosci. 13:1619-1633 (2008)を参照）;及びスクリー
ニングFRライブラリーに由来するフレームワーク領域（例えば、Bacaら, J. Biol. Chem.
 272:10678-10684 (1997) 及びRosokら, J. Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996) を参
照）が含まれる。
４．ライブラリー由来抗体
　本発明の抗体は、所望の活性を有する抗体について組合せのライブラリーのスクリーニ
ングによって単離することができる。例えば、ファージディスプレイライブラリーを作製
し、所望の結合特性を有する抗体についてそのようなライブラリーをスクリーニングする
ための様々な方法が、当技術分野において公知である。このような方法は、例えば、Hoog
enboomら, 分子生物学における方法 178:1-37 (O'Brienら編, Human Press. Totowa. NJ,
 2001）で概説され、例えば、McCaffertyら, Nature 348: 552-554; Clacksonら, Nature
, 352:624-628(1991); Marksら, J. Mol. Biol. 222:581-597(1992); Marks and Bradbur
y, 分子生物学における方法, 248:161-175 (Lo, Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidh
uら, J. Mol. Biol. 338(2):299-310(2004); Leeら、J. Mol. Biol. 340(5):1073-1093(2
004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472(2004)；及びLeeら,
 J. Immunol. Methods 284(1-2):119-132(2004)で更に記載されている。
　特定のファージディスプレイ法では、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）によって別々にクローニングし、ファージライブラリーでランダムに組
み換え、次いで、Winterら, Ann. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994)に記載されているよ
うに、抗原結合ファージにスクリーニングする。ファージは、典型的には、単鎖Fv（scFv
）フラグメントまたはFabフラグメントのいずれかとして、抗原結合フラグメントを提示
する。免疫源からのライブラリーは、雑種細胞を構築する必要なく、免疫原に対する高親
和性抗体を提供する。あるいは、ナイーブレパートリーは、Griffithsら, EMBO J 12:725
-J　12:725-734(1993)に記載されているように、未処置レパートリーをクローン化して（
例えば、ヒトから）、ワクチン接種なしで広範囲の非自己及び自己抗原に対する抗体の単
一の供給源を提供することができる。最後に、未処置ライブラリーは合成で作製すること
もできる。Hoogenboom and Winter J. Mol. Biol, 227:381-388(1992) に記載されている
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、ランダ
ム配列を含むPCRプライマーを用いて高度な可変CDR3領域をコードし、in vitroでの再編
成を達成する。ヒト抗体ファージライブラリーを記載する特許公報として、例えば、米国
特許第5,750,373号、及び米国特許公開第2005/0079574号、第2005/0119455号、第2005/02
66000号、第2007/0117126号、第2007/0160598号、第2007/0237764号、第2007/0292936、
及び2009/0002360が含まれる。ここで、ヒト抗体ライブラリーから単離された抗体または
抗体フラグメントはヒト抗体またはヒト抗体フラグメントとみなされる。
５．抗体変異体
　ある実施形態では、ここで提供される抗体のアミノ酸配列変異体が熟考される。これは
、例えば、結合親和性の改善、血清半減期の延長、及び/または抗体の他の生物学的特性



(25) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

に望ましいである。抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体をコードするヌクレオチド配列に
適切な改変を導入することにより、またはペプチド合成により調製できる。そのような改
変には、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基の欠失及び/または挿入及び/またはそれら
の置換が含まれる。最終の構築物を得るには、それが所望の特性、例えば抗原結合を有す
るならば、欠失、挿入及び置換を任意に組合せることができる。
置換、挿入、及び削除変異体
　ある実施形態では、1つ以上のアミノ酸置換を有する抗体変異体が提供される。置換突
然変異誘発の対象となる部位には、CDR及びFRが含まれる。保存的置換は、表1の「保存的
置換」の見出しの下に示されている。より実質的な変化は表１の「例示的置換」の見出し
の下に示され、アミノ酸側鎖クラスに関して更に以下に記載する。目的の抗体にアミノ酸
置換を導入し、生成物を所望の活性（例えば、抗原結合の保持/改善、免疫原性の低下、
または半減期の延長）についてスクリーニングすることができる。
【表１】

【００８３】
　共通の側鎖特性に従ってアミノ酸をグループ分けできる：
（1）疎水性：ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile;
（2）中性親水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln;
（3）酸性：Asp、Glu;
（4）塩基性：His、Lys、Arg;
（5）鎖の配向に影響を与える残基：Gly、Pro;
（6）芳香族：Trp、Tyr、Phe;
　非保存的置換は、これらのクラスのうちの1つのメンバーを別のクラスに交換する必要
がある。
　1つのタイプの置換変異体は、親抗体（例えば、ヒト化抗体またはヒト抗体）の１つ以
上の超可変領域残基を置換することを含む。一般に、生成した更なる研究のために選択さ
れた変異体は、親抗体に対してある種の生物学的特性（例えば、親和性の増加、半減期の
延長または免疫原性の低下）の修飾（例えば、改善）を有し、及び/または親抗体の特定
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の生物学的特性を保持する。例示的な置換変異体は、親和性成熟抗体である。これは、例
えば、ここに記載されているファージディスプレイに基づく親和性成熟の技術を用いて容
易に作製できる。簡潔にいえば、１つ以上のCDR残基が突然変異し、変異体抗体をファー
ジ上に表示し、特定の生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングする
。
【００８４】
　抗体の親和性を改善するために、CDRに改変（例えば、置換）を行ってもよい。そのよ
うな改変は、CDR「ホットスポット」において、即ち、体細胞成熟の過程で高い頻度で突
然変異を受けるコドンによってコードされる残基において行うことができる（例えば、Ch
owdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196(2008) 及び/またはSDRs（a-CDR）を参照）。
得られた変異体VHまたはVLは結合親和性について試験される。二次ライブラリーからの構
築及び再選択によって得られた親和性成熟については、例えば、Hoogenboomら、分子生物
学における方法 178:1-37 (O'Brienら編, Human Press, Totowa, NJ, (2001)に記載され
ている。親和性成熟に関するいくつかの実施形態では、様々な方法（例えば、エラープロ
ーンPCR、鎖シャッフリング、またはオリゴヌクレオチド指向性突然変異誘発）のいずれ
かで、成熟のために選択された可変遺伝子に多様性を導入する。その後、二次ライブラリ
ーを作製する。次いで、該ライブラリーをスクリーニングし、所望の親和性を有する任意
の抗体変異体を同定する。多様性を導入する別の方法として、いくつかのCDR残基（例え
ば、一度に4～6残基）がランダム化される、CDR指向アプローチがある。例えば、アラニ
ンスキャニング変異誘発またはモデリングを用いて、抗原結合に関与するCDR残基を特異
的に同定できる。しばしばCDR-H3及びCDR-L3は標的とされる。
【００８５】
　ある実施形態では、置換、挿入、または欠失は、そのような改変が抗体の抗原結合能力
を実質的に低下させない限り、１つ以上のCDR内で生じ得る。例えば、結合親和性を実質
的に低下させない保存的改変（例えば、ここで提供された保存的置換）をCDRにおいて行
うことができる。そのような改変は、CDR「ホットスポット」またはSDRの外にあってもよ
い。上記で提供される変異体VH及びVL配列のある実施形態では、各CDRは改変されていな
いか、または1個以下、2個以下または3個以下のアミノ酸置換を含む。
【００８６】
Fc領域変異体
　ある実施形態では、１個以上のアミノ酸修飾を、ここで提供される抗体のFc領域に導入
し、それによりFc領域変異体を生成し、Fc領域のヒトFcRnへの結合を促進し、抗体のヒト
血清中の半減期を延長させる。Fc領域変異体は、1つ以上のアミノ酸位置で、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またはIgG4 F
c領域））を含んでもよい。
【００８７】
アッセイ
　当該分野で公知されている様々なアッセイで、ここで提供される抗PCSK9抗体の物理的/
化学的特性及び/または生物学的活性について、同定、スクリーニング、または特徴付け
できる。
１.結合アッセイ及び他のアッセイ
　一態様では、例えば、ELISA、Western Blotら等の既知の方法で、本発明の抗PCSK9抗体
の抗原結合活性について試験する。
２.活性アッセイ
　一態様では、生物学的活性を有する抗PCSK9抗体を同定するためのアッセイが提供され
る。例えば、PCSK9抗体の生物学的活性として、PCSK9の1つ以上の生物活性を阻害、拮抗
、阻害、妨害、調節及び/または低減する能力が含まれる。in vivo及び/またはin vitro
での該生物学的活性を有する抗体も提供される。
【００８８】
　ある実施形態では、抗PCSK9抗体はヒトPCSK9に結合し、LDLRとの相互作用を防止する。
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ある実施形態では、本発明は単離された抗PCSK9抗体を提供する。これがPCSK9と特異的に
結合し、ここに開示されるHepG2細胞におけるin vitroでのLDLRダウンレギュレーション
を測定する際、PCSK9によって媒介されるLDLRレベルに対する効果に拮抗する。
【００８９】
　本発明の抗体が診断できる典型的な疾患として、高コレステロール血症、心臓病、メタ
ボリックシンドローム、糖尿病、冠状動脈性心疾患、脳卒中、心血管疾患、アルツハイマ
ー病及び一般的な脂質異常症から選択されるコレステロール関連疾患（「血清コレステロ
ール関連疾患」を含む）がある。一般的な脂質異常症が、例えば、血清総コレステロール
の上昇、LDLレベルの上昇、トリグリセリドレベルの上昇、超低密度リポタンパク質（VLD
L）レベルの上昇、及び/またはHDLレベルの低下を特徴とする。一態様では、本発明は、
有効量の抗PCSK9抗体をヒトへ投与することを含む、ヒトにおける高コレステロール血症
、及び/または脂質異常症、粥状動脈硬化症、心血管疾患（CVD）または冠状動脈性心疾患
から選択される少なくとも1つの症状を治療または予防する方法を提供する。ある実施形
態では、本発明は、被験者における高コレステロール血症、及び/または脂質異常症、粥
状動脈硬化症、CVDまたは冠状動脈性心疾患から選択される少なくとも1つの症状の治療ま
たは予防に使用するための有効量の抗PCSK9抗体を提供する。更に本発明は、ヒトにおけ
る高コレステロール血症、及び/または脂質異常症、粥状動脈硬化症、CVDまたは冠状動脈
性心疾患から選択される少なくとも1つの症状を治療または予防するための医薬品の製造
における、細胞外または循環PCSK9に拮抗する有効量の抗PCSK9抗体の使用を提供する。
【実施例】
【００９０】
　本発明における方法及び組成物の例は以下の通りである。理解すべきこととして、上記
の一般的な記載に従い、他に多くの実施例が実施できる。特定の条件が記載されていない
本発明の実施例では、実験は一般に、例えば、抗体技術ラボマニュアル及びCold Spring 
Harborの分子クローニングマニュアルに記載されている従来の条件、または材料や製品の
メーカーが提案した条件で実施される。試薬の供給源を特に示さない場合、試薬は市販の
慣用試薬である。
【実施例１】
【００９１】
PCSK9抗原及び試験タンパク質の調製
　UniProtプロタンパク変換酵素サブチリシン/ケキシンタイプ9（ヒトPCSK9、Uniprot：Q
8MBP7）を本発明中のPCSK9のテンプレートとして用いた。場合によって、hisタグまたはP
ADREペプチド等免疫化を促進するペプチドのような異なる標識をPCSK9タンパク質に融合
させた後、融合タンパク質をpTT5ベクター（Biovector、CAT＃：102762）またはpTargeT
ベクター（promega、A1410）にクローニングし、一時的に293細胞で発現されるか、また
はCHO-Sに安定に発現される。従来法で精製工程を行い、本発明の抗原及び試験タンパク
質を得た。その特定の配列を配列番号：1～9に示した。得られたタンパク質またはその変
異体タンパク質（例えば、PCSK9 D374Y変異体、PCSK9-Y）は、抗ヒトPCSK9モノクローナ
ル抗体を調製するためまたライブラリーを選択するための抗原として使用した。
hisタグを有するPCSK9：PCSK9-His6、マウスを免疫するための免疫原または検出試薬とし
て使用。
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSDCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAVARCAPD
EELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQQGHVLT
GCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTGCSALPG
TSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQHHHHHH
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配列番号：1
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、斜線部分はHis6-タグ配列である。
 
PADREペプチド及びhisタグを含むPCSK9：PCSK9-PADRE-His6、免疫原として使用、そこに
含まれるPADREペプチドが免疫化を促進できる;
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSDCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAVARCAPD
EELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQQGHVLT
GCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTGCSALPG
TSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQGSGAKFVAAWTLKAAAHHHHHH
配列番号：2
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はリンカーであり、点線
の配列はPADREペプチドであり、斜線部分はHis6-タグである。
 
TEV切断部位及びhisタグを含むPCSK9の融合タンパク質：PCSK9-TEV-His6。N-PCSK9（N末
端PCSK9ドメイン）はTEV酵素消化後の免疫原として得られる。
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSDCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHENLYFQGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAV
ARCAPDEELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQ
QGHVLTGCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTG
CSALPGTSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQHHHHHH
配列番号：3
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はTEV切断部位であり、
斜線部分はHis6タグである。
 
his-tag を含むPCSK9-D374Y突然変異体タンパク質：PCSK9-D374Y-His6、検出試薬として;
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSYCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAVARCAPD
EELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQQGHVLT
GCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTGCSALPG
TSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQHHHHHH 
配列番号：4
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、斜線部分はHis6タグである。
 
ペプチドBP15及びhisタグを受容するビオチンが挿入されたPCSK9タンパク質：
PCSK9-BP15-His6。検出試薬として、ビオチンは発現中にBP15ペプチド位置に標識され、i
n vitroでのビオチン標識を回避し、その結果、起こりうる立体配座変化を回避する。
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
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VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSDCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAVARCAPD
EELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQQGHVLT
GCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTGCSALPG
TSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQGSTSGSGLNDIFEAQKIEWHEHHHHHH
配列番号：5
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はビオチン受容ペプチド
であり、斜線部分はHis6-タグである。
 
ペプチドBP15及びhisタグを受容するビオチンが挿入されたPCSK9 D374Y変異体タンパク質
：PCSK9-D374Y-BP15-His6、検出タンパク質として：
MGTVSSRRSWWPLPLLLLLLLLLGPAGARAQEDEDGDYEELVLALRSEEDGLAEAPEHGTTATFHRCAKDPWRLPGTYVV
VLKEETHLSQSERTARRLQAQAARRGYLTKILHVFHGLLPGFLVKMSGDLLELALKLPHVDYIEEDSSVFAQSIPWNLER
ITPPRYRADEYQPPDGGSLVEVYLLDTSIQSDHREIEGRVMVTDFENVPEEDGTRFHRQASKCDSHGTHLAGVVSGRDAG
VAKGASMRSLRVLNCQGKGTVSGTLIGLEFIRKSQLVQPVGPLVVLLPLAGGYSRVLNAACQRLARAGVVLVTAAGNFRD
DACLYSPASAPEVITVGATNAQDQPVTLGTLGTNFGRCVDLFAPGEDIIGASSYCSTCFVSQSGTSQAAAHVAGIAAMML
SAEPELTLAELRQRLIHFSAKDVINEAWFPEDQRVLTPNLVAALPPSTHGAGWQLFCRTVWSAHSGPTRMATAVARCAPD
EELLSCSSFSRSGKRRGERMEAQGGKLVCRAHNAFGGEGVYAIARCCLLPQANCSVHTAPPAEASMGTRVHCHQQGHVLT
GCSSHWEVEDLGTHKPPVLRPRGQPNQCVGHREASIHASCCHAPGLECKVKEHGIPAPQEQVTVACEEGWTLTGCSALPG
TSHVLGAYAVDNTCVVRSRDVSTTGSTSEGAVTAVAICCRSRHLAQASQELQGSTSGSGLNDIFEAQKIEWHEHHHHHH
配列番号：6
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はペプチドを受容するビ
オチンであり、斜線部分はHis6-タグである。
 
Flagタグ及びHisタグを有するPCSK9受容体タンパク質LDLR細胞外ドメイン： LDLR-ECD-Fl
ag-His6、検出試薬として;
MGPWGWKLRWTVALLLAAAGTAVGDRCERNEFQCQDGKCISYKWVCDGSAECQDGSDESQETCLSVTCKSGDFSCGGRVN
RCIPQFWRCDGQVDCDNGSDEQGCPPKTCSQDEFRCHDGKCISRQFVCDSDRDCLDGSDEASCPVLTCGPASFQCNSSTC
IPQLWACDNDPDCEDGSDEWPQRCRGLYVFQGDSSPCSAFEFHCLSGECIHSSWRCDGGPDCKDKSDEENCAVATCRPDE
FQCSDGNCIHGSRQCDREYDCKDMSDEVGCVNVTLCEGPNKFKCHSGECITLDKVCNMARDCRDWSDEPIKECGTNECLD
NNGGCSHVCNDLKIGYECLCPDGFQLVAQRRCEDIDECQDPDTCSQLCVNLEGGYKCQCEEGFQLDPHTKACKAVGSIAY
LFFTNRHEVRKMTLDRSEYTSLIPNLRNVVALDTEVASNRIYWSDLSQRMICSTQLDRAHGVSSYDTVISRDIQAPDGLA
VDWIHSNIYWTDSVLGTVSVADTKGVKRKTLFRENGSKPRAIVVDPVHGFMYWTDWGTPAKIKKGGLNGVDIYSLVTENI
QWPNGITLDLLSGRLYWVDSKLHSISSIDVNGGNRKTILEDEKRLAHPFSLAVFEDKVFWTDIINEAIFSANRLTGSDVN
LLAENLLSPEDMVLFHNLTQPRGVNWCERTTLSNGGCQYLCLPAPQINPHSPKFTCACPDGMLLARDMRSCLTEAEAAVA
TQETSTVRLKVSSTAVRTQHTTTRPVPDTSRLPGATPGLTTVEIVTMSHQALGDVAGRGNEKKPSSVRDYKDDDDKHHHH
HH
配列番号：7
注：下線付きの配列はシグナルペプチド、二重下線の配列はFlagタグ、斜線部分はHis6-
タグである。
 
短縮型LDLR細胞外ドメインとhIgG1 Fc（PCSK9結合活性を有する）との融合タンパク質：L
DLR-sECD-Fc（hIgG1）、検出試薬として；
MEFGLSWLFLVAILKGVQCGTNECLDNNGGCSHVCNDLKIGYECLCPDGFQLVAQRRCEDIDECQDPDTCSQLCVNLEGG
YKCQCEEGFQLDPHTKACKEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY



(30) JP 2019-509714 A 2019.4.11

10

20

30

40

50

TQKSLSLSPGK
配列番号：8
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はPCSK9結合活性を有す
る切断されたLDLR細胞外ドメイン（LDLR-sECD）であり、斜線部分はhIgG1-Fcである。
 
更に切断されたLDLR細胞外ドメインとhIgG1 Fc（PCSK9結合活性を有する）との融合タン
パク質：LDLR-ssECD-Fc（hIgG1）、検出試薬として；
MEFGLSWLFLVAILKGVQCGTNECLDNNGGCSHVCNDLKIGYECLCPDGFQLVAQRRCEDIDEPKSSDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配列番号：9
注：下線付きの配列はシグナルペプチドであり、二重下線の配列はPCSK9結合活性を有す
る更に切断されたLDLR細胞外ドメイン（LDLR-ssECD）であり、斜線部分はhIgG1-Fcである
。
【実施例２】
【００９２】
抗ヒトPCSK9モノクローナル抗体の調製
　マウスを免疫して抗ヒトPCSK9モノクローナル抗体を作製した。実験用SJL白マウス、メ
ス、6週齢（北京維通利華実験動物技術有限公司、動物生産ライセンス番号：SCXK(北京)2
012-0001）。
　給餌環境：SPFレベル。マウスを購入した後、動物を1週間、12/12時間明/暗サイクル、
温度20～25℃、湿度40～60％の実験室に保管した。該環境に順応したたマウスを6～10匹/
各群で以下の2つのスキーム（A/B）に従って免疫化した。免疫化された抗原はHisタグを
有するヒトPCSK9であった：PCSK9-His6（配列番号：1）、PCSK9-PADRE-His6（配列番号：
2）及びN-PCSK9（配列番号：3）。
　スキームA：フロイント免疫賦活剤（Sigmaロット番号：F5881/F5506）による乳化：完
全フロイント免疫賦活剤（CFA）による初回免疫、不完全フロイント免疫賦活剤（IFA）に
よる追加免疫。抗原と免疫賦活剤の比は1：1、100 μg/マウス（初回免疫）、50 μg/マ
ウス（追加免疫）であった。0日目に、マウスに乳化抗原を100 μg/マウスで腹腔内（IP
）注射し、初回免疫の後、2週間ごとに1回、合計6～8週間実施した。
　スキームB：Titermax（Sigmaロット番号：T2684）及びAlum（Thremoロット番号：77161
）による交差免疫。抗原と免疫賦活剤（titermax）の比は1：1であり、抗原と免疫賦活剤
（Alum）の比は3：1、10～20 μg/マウス（初回免疫）、5 μg/マウス（追加免疫）であ
った。0日目に、マウスに乳化抗原を20/10 μg/マウスで腹腔内（IP）注射し、初回免疫
の後、1週間に1回、Titermax及びAlumを交互に使用し、合計6～11週間投与した。免疫化
の4週間後、背部及び腹部の腫脹状態に応じて、抗原の背部注射または腹腔内注射を選択
した。
【実施例３】
【００９３】
ライブラリーの構築
　免疫化したマウスの脾臓をフィルターでふるいにかけ、PBSで洗浄した。次にRNAを抽出
し、逆転写によりcDNAを得た。Kabat (Kabatら、免疫学的観点からのタンパク質配列、第
５版、公衆衛生サービス、国立衛生研究所、Bethesda, MD, (1991))に従って抗体の残基
を付番した。重鎖及び軽鎖は、上流プライマー混合物及び下流プライマー混合物を用いて
別々に増幅した。プライマーは、Brocksら 2001に基づいて設計した。SfiI制限部位及び
保護塩基を重鎖上流プライマーに組み込み、リンカーの部分配列を下流プライマーに組み
込み、重鎖下流プライマーに相補的であったリンカーの部分配列を軽鎖上流プライマーに
組み込み、別のsfiI制限部位及び保護塩基を下流プライマーに組み込んだ。増幅したVH及
びVLフラグメントをゲル回収により回収し、オーバーラップPCRによりscFv（VH-(G4S)3-V
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Lを含む）にスプライスした。ファージミドベクター及びscFvはいずれもsfiIで消化され
、次いで互いに連結した。大腸菌株SS320はエレクトロ変換された。該ライブラリーの容
量は約1E9であった。
【実施例４】
【００９４】
スクリーニング
　ヘルパーファージ（NEB、N0315S）を有するファージ粒子に大腸菌ライブラリーをパッ
ケージングした後、液相法によりパニングを行った。ファージを液相中のビオチン化PCSK
9に結合させ、ストレプトアビジンビーズで分離した。2ラウンドのパニングの後、ファー
ジELISAアッセイのためにファージからモノクローナル抗体を採取した。アッセイは2つの
部分：結合活性及び阻害活性に分けられた。結合活性：ELISAプレートを2 ng/μlのスト
レプトアビジンでコーティングし、1 ng/μlのビオチン化PCSK9（配列番号：5）と培養し
た。1：1阻害緩衝液（1×PBS+2％スキムミルク）で希釈したファージ上清を加え、最後に
抗M13 HRP（GE、27-9421-01）で検出した。阻害活性：ファージ上清の培養中に最終濃度5
0 ng/μlのLDLR-Fc（配列番号：8）を添加したこと以外は結合活性と同様であった。結合
活性の試験から得られたELISA OD45値を、阻害活性の試験から得られたELISA OD45値で割
って、その結果が2.0より大きい値を有するクローンを、マウスクローンmAb-011を含めて
スクリーニングし、配列決定のため更にスクリーニングした。
【実施例５】
【００９５】
キメラ抗体の発現及び同定
　選択されたクローン（mAb-011を含む）をIgG1/κキメラ抗体発現ベクターに構築し、哺
乳動物細胞で一過的に発現させた。プロテインAアフィニティー精製後、PCSK9（WT PCSK9
、配列番号：5）及びPCSK9-Y（変異体PCSK9、配列番号：6）の結合活性を試験（試験例1
及び2）し、EC50値を計算した。また、野生型PCSK9及びPCSK9-Yの阻害活性も試験（試験
例3及び4）し、IC50値を計算した。結合活性に関する試験では、ストレプトアビジン被覆
プレートを用いて、ビオチン化PCSK9（またはPCSK9-Y）を培養し、次いで連続的に希釈し
たキメラ抗体を培養した。阻害活性に関する試験では、LDLR-Fc被覆プレートを用いて、
プレートをブロッキングし、連続に希釈したキメラ抗体及びビオチン化PCSK9（またはビ
オチン化PCSK9-Y）を同時に培養し、次いで検出のためにストレプトアビジンHRPを培養し
た。活性のより良いキメラ抗体ch-011（表2参照）を重要な分子として後のヒト化のため
スクリーニングした。
【表２】

　本発明でスクリーニングしたPCSK9キメラ抗体ch-011について、PCSK9/PCSK9-Yタンパク
質への結合活性を調べた。本結合試験の結果より、ch-011抗体は、PCSK9/PCSK9-Yに対し
て有効な結合活性を有し、PCSK9に対してより高い結合活性を有することが示された。
　本発明でスクリーニングしたPCSK9キメラ抗体ch-011について、LDLRとPCSK9/PCSK9-Yと
の結合に対する阻害活性を調べた。本阻害試験の結果より、ch-011抗体はLDLRとPCSK9/PC
SK9-Yとの結合に対して有効な阻害活性を有し、LDLRとPCSK9との結合により高い阻害効果
を有することが示された。
【実施例６】
【００９６】
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　キメラ抗体実験の結果に基づいてヒト化のためにマウス由来クローンmAb-011を選択し
た。ヒト化の方針はCDR移植の方針と同様であった。重鎖軽鎖可変領域のヒト生殖系列遺
伝子データベースと整列させた後、マウスmAb-011配列と最も相同性の高い生殖系列遺伝
子をテンプレートとして選択した。マウス抗体mAb-011のヒト化軽鎖テンプレートはIGKV1
-39*01及びhjk4.1であり、ヒト化重鎖テンプレートはIGHV1-2*02及びhjh6.1であり、ヒト
化可変領域配列は以下の通りである：
　> h011-1 VH (CDR graft)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYTIHWVRQAPGQGLEWMGYINPSSTYTKFNQKFKDRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARERIYSNYWFFDVWGQGTTVTVSS   
配列番号：10
　> h011-1 VL (CDR graft)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVYTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQYSSYPYTFGGGTKVEIK  
配列番号：11
　組合せ（表3）のためCDR移植後に異なる逆突然変異を選択した。設計されたヒト化配列
は完全に遺伝子合成され、哺乳動物発現のために重鎖及び軽鎖を互いに組合せた（表4）
。タンパク質を精製した後、キメラ抗体の場合と同様に阻害活性に関する試験を行った（
方法については試験3及び4を参照、その結果を表5に示す）。いくつかのクローン化タン
パク質を選択し、表面プラズモン共鳴（SPR）（Biacore X100、GE、試験5参照）により解
離定数を測定した。CM5チップ（GE）上のAmine-Coupling抗Fc-pAb(GE)により試験試料を
捕捉した。PCSK9（配列番号：1）またはPCSK9-Y（配列番号：4）は移動相で、ワーキング
緩衝液は1X HBS-EP+、pH7.4で、再生緩衝液は3M MgCl2であった。その結果を表6に示す。
【表３】
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【表４】

　注：この表は様々な突然変異を組合せて得られた配列を示している。h011-5で示される
ように、ヒト化抗体h011-5の上には2つの突然変異（重鎖h011_VH.1A及び軽鎖h011_VL.1A
）があった。等々。
　ELISA試験を行い、PCSK9またはPCSK9-Yへの結合を検出した（試験1及び2参照）。上記E
LISA試験で検出された陽性細胞を更にELISA試験に用い、PCSK9/PCSK9-YのLDLRへの結合に
対する阻害を検出した（試験3及び4参照）。軽鎖及び重鎖の組合せは、最終的にh011-VH.
1及びh011-VL.1Bとして同定された。ヒト化h011-3の重鎖及び軽鎖可変領域配列は以下の
通りであった：
>h011-3 VH
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYTIHWVRQAPGQGLEWMGYINPSSTYTKFNQKFKDRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARERIYSNYWFFDVWGQGTTVTVSS
配列番号：12
>h011-3 VL
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVYTAVAWYQQKPGKSPKLLIYSASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYFCQQYSSYPYTFGGGTKVEIK
配列番号：13
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【表５】

　本発明によりスクリーニングされたPCSK9キメラ抗体またはヒト化抗体の野生型/変異体
PCSK9タンパク質への結合試験の結果、h011-3及びch-011抗体は野生型/変異体PCSK9に対
して高い結合活性を有し、野生型PCSK9に対するh011-3及びch-011抗体の結合活性はより
高いことが示された。
【表６】

　　　注：ch011：mAb-011キメラ抗体
　野生型/変異体PCSK9に対する本発明によりスクリーニングされたPCSK9キメラ抗体また
はヒト化抗体のBiacore試験の結果、h011-3及びch-011はより低い平衡解離定数及び高い
親和性を有し、h011-3及びch-011は野生型PCSK9に対してより高い親和性を有することが
示された。
【実施例７】
【００９７】
h011-3の親和性成熟
　マウスmAb-011及びそのヒト化抗体h011-3のPCSK9-Yへの親和性が低いため、我々は、h0
11-3を用いてPCSK9-Yに対する親和性成熟を行うことにした。該親和性成熟にはM13ファー
ジディスプレイ技術を用いた。コドンに基づいたプライマー（プライマーの合成において
、単一コドンは野生型コドンとNNKから成る）を採用し、各CDRに突然変異を導入し、別の
ファージディスプレイライブラリを構築した。CDRの長さに基づいてライブラリーに必要
なNNKとライブラリーサイズの比を調整した（表7）。
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【表７】

　パニングのため、構築された6つのライブラリーをファージにパッケージングした：液
相中のビオチン化PCSK9-Y（配列番号：6）に関連し、ストレプトアビジンで捕獲し、洗浄
し、溶出し、次にパニングのために大腸菌に再感染させた。ビオチニル化されたPCSK9-Y
の濃度はパニングの各ラウンドにおいて10倍減少した。3～4ラウンドのパニングの後、シ
ーケンシング検証のために各ライブラリーから単一のクローンを選択した。CDR領域のア
ミノ酸残基の濃縮度に応じていくつかのクローンを選択し、哺乳動物細胞における発現の
ための全長鎖Igを構築した;一方、異なるCDRの濃縮度を有する突然変異については、人工
的に組合せ、哺乳動物細胞発現のための全長鎖Igとして構築した（表8～11に示すように
）。
　精製後、クローン化タンパク質をELISAに用い、PCSK9（試験1）及びPCSK9-Y（試験2）
への結合を検出した。次に、前記ELISAで検出された陽性細胞をELISA試験に用い、PCSK9-
Y/LDLR結合に対する阻害を検出し（試験3）、またPCSK9/LDLR結合に対する阻害を検出し
た（試験4）。その結果を表12～15に示す。
　その結果、本発明で得られたPCSK9抗体はPCSK9及びPCSK9-Yと高い結合活性を有し、PCS
K9/PCSK9-YのLDLRへの結合を効果的に阻害できることが示された。
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【表８】
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　濃縮クローン及び人工組合せクローンのCDR配列　上記表8中の人工組合せクローンのCD
R配列を表9に定義してまとめることができる：
【表９】

　X1はT、DまたはEから選択される;
　X2はYまたはEから選択され;X3はN、L、IまたはVから選択され;X4はS、GまたはAから選
択される;
　X5はRまたはNから選択され;X6はYまたはFから選択され;X7はSまたはFから選択され;X8

はVまたはRから選択される;
　X1はTまたはWから選択され;X2はAまたはEから選択され;X3はA、DまたはVから選択され
る;
　X4はS、EまたはQから選択され;X5はAまたはMから選択され;X6はSまたはVから選択され
る。
　X7はY、FまたはLから選択され;X8はSまたはWから選択され;X9はY、F、QまたはSから選
択され;X10はY、DまたはEから選択される。
　モノクローナル抗体の軽鎖及び重鎖可変領域配列の人工的な組合せを以下の表10に示す
。
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【表１０】

　軽鎖及び重鎖の可変領域配列を表11に示した。
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【表１１】
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【実施例８】
【００９８】
抗ヒトPCSK9ヒト化抗体のIgG1及びIgG1-YTEフォーマットの構築及び発現
　PCRプライマーを設計し、ヒト化抗体のVH/VK遺伝子フラグメントを構築した。次いで、
VH/VK遺伝子フラグメントを発現ベクターpHr（シグナルペプチド及び定常領域遺伝子（CH
1-FC/CL）フラグメントを有する）と相同的に組み換え、全長鎖抗体発現ベクターVH-CH1-
FC-pHr/VK-CL-pHrを構築した。IgG1-YTE抗体フォーマットは、IgG1抗体フォーマットのポ
イント突然変異を介して得ることができる。いくつかの抗体フォーマットを設計し、構築
した。１)h011-3133-WT：h011-3133-IgG1フォーマット、即ち、ヒト化配列組合せh011-31
33;ヒトIgG1由来の重鎖定常領域及びヒトκ鎖由来の軽鎖定常領域と組合せたもの２)h011
-3133-YTE：h011-3133-IgG1-YTEフォーマット、即ち、ヒト化配列組合せh011-3133、変異
体ヒトIgG1（YTE変異体）由来の重鎖定常領域とヒトκ鎖由来の軽鎖定常領域を組合せた
もの。変異体ヒトIgG1は突然変異の別のフォーマットであってもよい。
　突然変異した抗体のBIAcoreとの親和性について試験した（試験6）。その結果を表16に
示した。
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h011-3133-IgG1
重鎖：IgG1のアミノ酸配列
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYEIHWVRQAPGQGLEWMGYINPSATYTKFNQKFKDRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARERIYSNYWFFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配列番号：71
重鎖DNA配列：
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTCGCGATTCTTAAGGGTGTCCAGTGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG
CGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGAGCATCTGTGAAGGTGTCTTGTAAGGCCTCTGGCTATACCTTTACCGGCTACGAGATCC
ACTGGGTGCGGCAGGCACCCGGGCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTACATCAACCCCTCTGCTACCTACACCAAGTTTAAC
CAGAAGTTCAAGGACCGGGTGACCATGACCCGGGACACCTCTATCTCTACCGCCTACATGGAGCTGTCTCGGCTGCGGTC
TGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCACGCGAACGGATCTACTCTAACTACTGGTTCTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCA
CCACCGTGACCGTGTCTTCTGCTTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCC
AAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC
TGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGG
CTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
配列番号：72
h011-3133-κ
軽鎖のアミノ酸配列：κ軽鎖
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVYTAVAWYQQKPGKSPKLLIYSASNRYTGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYFCQQYSSYPYTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
配列番号：73
軽鎖DNA配列：
ATGGACATGCGCGTGCCCGCCCAGCTGCTGGGCCTGCTGCTGCTGTGGTTCCCCGGCTCGCGATGCGACATCGTGATGAC
CCAGTCTCCCTCATCTCTGAGTGCCTCTGTTGGCGACCGGGTGACCATCACCTGCAAAGCCTCTCAGAACGTATACACAG
CCGTGGCCTGGTATCAACAGAAGCCCGGCAAGTCCCCCAAGCTGCTGATTTACTCTGCCTCTAACCGGTACACCGGCGTG
CCCTCTCGGTTCTCTGGCTCTGGTTCTGGCACCGACTTCACCCTGACTATCTCTTCTCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCAC
CTACTTCTGCCAGCAGTACTCTTCTTACCCCTACACCTTCGGCGGAGGCACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGCTG
CACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGA
GCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCT
ACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA
配列番号：74
h011-3133-IgG1-YTE（軽鎖：h011-3133-κ配列番号：73）
重鎖のアミノ酸配列：IgG1-YTE
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYEIHWVRQAPGQGLEWMGYINPSATYTKFNQKFKDRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARERIYSNYWFFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
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SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配列番号：75
重鎖DNA配列：
ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTCGCGATTCTTAAGGGTGTCCAGTGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG
CGCCGAGGTGAAGAAGCCCGGAGCATCTGTGAAGGTGTCTTGTAAGGCCTCTGGCTATACCTTTACCGGCTACGAGATCC
ACTGGGTGCGGCAGGCACCCGGGCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTACATCAACCCCTCTGCTACCTACACCAAGTTTAAC
CAGAAGTTCAAGGACCGGGTGACCATGACCCGGGACACCTCTATCTCTACCGCCTACATGGAGCTGTCTCGGCTGCGGTC
TGACGACACCGCCGTGTACTACTGCGCACGCGAACGGATCTACTCTAACTACTGGTTCTTCGACGTGTGGGGCCAGGGCA
CCACCGTGACCGTGTCTTCTGCTTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCC
AAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCTACATCACCCGGGAGCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCC
TGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGG
CTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
配列番号：76
【試験１】
【００９９】
PCSK9に結合するPCSK9抗体のELISA実験
　ELISAプレートに固定されたPCSK9に結合する抗体の量を計測することにより、本発明の
抗PCSK9抗体のPCSK9タンパク質（WT PCSK9、配列番号：5）への結合能力を測定した。
　ストレプトアビジン（Sigma, CAT＃S4762）をPBSで2 μg/mlに希釈し、4℃で終夜96ウ
ェルのELISAプレートに添加した。プレートを洗浄し、次いでトリス緩衝液（0.9 mM CaCl

2、0.05％Tween 20及び5％スキムミルクを含む）を用いて37℃で2時間ブロッキングした
。次にプレートを再度洗浄し、ビオチン標識PCSK9（自家調製、0.9 mM CaCl2,0.05％Twee
n20及び1％スキムミルクを含有するトリス緩衝液で希釈）を100 μl/ウェルで添加し、37
℃で1時間培養した。洗浄後、各種濃度に希釈されたPCSK9抗体の試料をプレートに添加し
、37℃で1時間培養した。次いで、プレートを再度洗浄し、HRP-ヤギ抗ヒト（H+L）抗体（
Jackson, CAT＃109-035-088）を添加し、37℃で1時間培養した。次いで、プレートを洗浄
し、現像のためにテトラメチルブレンジジン溶液を添加した。最後に、停止緩衝液を添加
し、マイクロプレートリーダーでOD450値を計測し、EC50を計算した。
　本発明によるヒト化及び親和性成熟PCSK9抗体のヒトPCSK9への結合能力を測定するため
のELISA試験の結果を表12に示す。
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【表１２】

　本データでは、本発明によるヒト化抗体はPCSK9へ優れた結合活性を有することが示さ
れた。
【試験２】
【０１００】
PCSK9-Yに結合するPCSK9抗体のELISA
　ELISAプレートに固定されたPCSK9-Yに結合する抗体の量を計測することにより、本発明
の抗PCSK9抗体のPCSK9-Yタンパク質（変異体PCSK9、配列番号：6）への結合能力を測定し
た。
　ストレプトアビジン（Sigma, CAT＃S4762）をPBSで2 μg/mlに希釈し、4℃で終夜96ウ
ェルのELISAプレートに添加した。プレートを洗浄し、次いでトリス緩衝液（0.9 mM CaCl
2、0.05％Tween 20及び5％スキムミルクを含む）を用いて37℃で2時間ブロッキングした
。プレートを洗浄し、ビオチン標識PCSK9-Y（自家調製、0.9 mM CaCl2,0.05％Tween20及
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び1％スキムミルクを含有するトリス緩衝液で希釈）を100 μl/ウェルで加え、37℃で1時
間培養した。洗浄後、各種濃度に希釈されたPCSK9抗体の試料をプレートに添加し、37℃
で1時間培養した。次いで、プレートを再度洗浄し、HRP-ヤギ抗ヒト（H+L）抗体（Jackso
n, CAT＃109-035-088）を添加し、37℃で1時間培養した。次いで、プレートを洗浄し、現
像のためにテトラメチルブレンジジン溶液を添加した。最後に、停止緩衝液を添加し、マ
イクロプレートリーダーでOD450値を計測し、EC50を計算した。
　本発明によるヒト化及び親和性成熟PCSK9抗体のヒトPCSK9-Yへの結合能力を測定するた
めのELISA試験の結果を表13に示す。
【表１３】

　本データでは、本発明によるヒト化抗体はPCSK9-Yへ優れた結合活性を有することが示
された。
【試験３】
【０１０１】
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抗PCSK9抗体はLDLR-FC/PCSK9-Yの結合を阻害する
　抗体の存在下でLDLRに結合するPCSK9-Yの量を計測することにより、本発明によるPCSK9
抗体のLDLR-FCとPCSK9-Y（変異体PCSK9、配列番号：6）との結合に対する阻害能力を測定
した。
　LDLR-FC（自家調製、配列番号：8の配列を有する）をリン酸塩緩衝液で2 μg/mlに希釈
し、4℃で終夜96ウェルのELISAプレートに添加した。プレートを洗浄し、次いで、37℃で
トリス緩衝液（0.9 mM CaCl2、0.05％Tween 20及び5％スキムミルクを含有）で2時間ブロ
ッキングした。次いで、プレートを洗浄し、ビオチン標識変異型PCSK9（0.9 mM CaCl2、0
.05％Tween20及び1％スキムミルクを含有するトリス緩衝液で1 μg/mlに希釈）及び抗体
試料（0.9mMのCaCl2、0.05％のTween 20及び1％のスキムミルクを含有するトリス緩衝液
で希釈）の混合物を100 μl/ウェルで添加し、37℃で1時間培養した。次いで、プレート
を再度洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ-ストレプトアビジン（Sigma, CAT＃S2438）
を添加し、37℃で1時間培養した。次いで、プレートを洗浄し、現像のためにテトラメチ
ルブレンジジン溶液を添加した。最後に、停止緩衝液を添加し、マイクロプレートリーダ
ーでOD450値を計測し、次いでIC50値を計算した。
　本発明によるヒト化及び親和性成熟抗体のLDLR-FC/PCSK9-Yの結合に対する阻害試験の
結果を表14に示す。
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【表１４】

　本データでは、本発明によるPCSK9抗体はPCSK9-YのLDLRへの結合を効果的に阻害できる
ことが示された。
　上記方法を用いてLDLR-FCの他のフォーマット（自家調製、配列番号：7または配列番号
：9の配列を有する）とPCSK9（配列番号：5）との結合に対する本発明によるPCSK9抗体の
阻害効果についても試験した。その結果、本発明によるPCSK9抗体はPCSK9の切断されたLD
LRへの結合を効果的に阻害できることが示された。
【試験４】
【０１０２】
抗PCSK9抗体はLDLR-FC/PCSK9の結合を阻害する
　抗体の存在下でLDLRに結合するPCSK9の量を計測することにより、本発明によるPCSK9抗
体のLDLR-FC（自家調製、配列番号：8の配列を有する）とPCSK9（配列番号：5）との結合
に対する阻害能力について試験した。
　LDLR-FCをリン酸塩緩衝液で5 μg/mlに希釈し、4℃で保温した96ウェルのELISAプレー
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トに終夜添加した。プレートを洗浄し、次いでトリス緩衝液(0.9 mM CaCl2、0.05％Tween
 20及び5％スキムミルクを含む）を用いて37℃で2時間ブロッキングした。次いで、プレ
ートを洗浄し、ビオチン標識PCSK9（0.9 mM CaCl2,0.05％Tween20及び1％スキムミルクを
含有するトリス緩衝液で2 μg/mlに希釈）及び抗体試料（0.9 mMのCaCl2、0.05％のTween
 20及び1％のスキムミルクを含有するトリス緩衝液で希釈）の混合物を100 μl/ウェルで
加え、37℃で1時間培養した。次いで、プレートを再度洗浄し、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ-ストレプトアビジン（Sigma, CAT＃S2438）を添加し、37℃で1時間培養した。次い
で、プレートを洗浄し、現像のためにテトラメチルブレンジジン溶液を添加した。最後に
、停止緩衝液を添加し、マイクロプレートリーダーでOD450値を計測し、次いでIC50値を
計算した。
　本発明のヒト化及び親和性成熟抗体のLDLR-FC/PCSK9の結合に対する阻害試験の結果を
表15に示す。
【表１５】
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　本データでは、本発明によるPCSK9抗体はPCSK9のLDLRへの結合を効果的に阻害できるこ
とが示された。
　上記の方法を用いて他のLDLR-FCのフォーマット（自家調製、配列番号：7または配列番
号：9の配列を有する）のPCSK9（配列番号：5）への結合に対する本発明によるPCSK9抗体
の阻害効果についても試験した。その結果、本発明によるPCSK9抗体はPCSK9の切断された
LDLRフォーマットへの結合を効果的に阻害できることが示された。
【試験５】
【０１０３】
PCSK9抗体のLDL取込み
　HepG2細胞（中国科学院細胞バンク、#CAT、TCHu72）をDMEM培地（Hyclone、#CAT SH302
43.01B）（10％FBS、Gibco、＃CAT 10099-141を含有する）中で培養した。細胞がプレー
トの80～90％を覆う際に、細胞を吹き飛ばして温浸し、カウントした。1.5×104細胞/ウ
ェルを96ウェルプレートに蒔いた。24時間後、培地をDMEM及びリポタンパク質を含まない
10％血清（Millipore、CAT＃LP4）と交換した。48時間後、プレートをPBS緩衝液で2回洗
浄し、次いで4℃で1時間プレ培養した、PCSK9（配列番号：1、最終濃度10 μg/ml）と抗
体試料（培地で各種濃度に希釈したもの）の混合物及び最終濃度10 μg/mlのBODIPY-(登
録商標)LDL（Invitrogen、CAT＃L3483）を添加し、37℃で6時間培養した。その後、プレ
ートをPBS緩衝液で2回洗浄した。マイクロプレートリーダー(EX485 nm/EM535 nm)で蛍光
値を読み取り、次いでCellTiter-Glo(登録商標)細胞活性発光検出試薬（Promega、G7571
）を50 μl/ウェルで添加し、化学発光値を読み取った。LDL取込みの結果を図1及び2に示
したが、これには本発明によるPCSK9抗体はHepG2細胞によるLDL取込みを促進できること
が示された。
【試験６】
【０１０４】
PCSK9抗体親和性のためのBIAcoreアッセイ
　ヒトFab捕捉キット（CAT＃28-9583-25、GE）の取扱い説明書に記載の方法に従って、ヒ
トFab捕捉分子をCM5バイオチップ（CAT＃BR-1000-12、GE）に共有結合させ、これにより
本発明のPCSK9抗体が親和性捕捉された。次いで、ヒトPCSK9抗原（Hisタグを有するPCSK9
：PCSK9-His6、配列番号：1）をバイオチップの表面に流し、Biacore装置を用いて反応シ
グナルをリアルタイムで検出し、関連曲線及び解離曲線を得た。最後に、フィッティング
し、以下の表16に示されている親和性の値を得た。解離の各サイクルが終了した後、バイ
オチップを洗浄し、ヒトFab捕捉キット（GE）において再生溶液で再生した。
【表１６】

　本結果では、本発明のPCSK9抗体はヒトPCSK9抗原に対して強い親和性を有することが実
証された。
　同じ方法を用いてPCSK9-Y（配列番号：4）に対するPCSK9抗体の親和性を測定した。そ
の結果、本発明のPCSK9抗体はPCSK9-Y抗原に対して強い親和性を有することが実証された
。
【試験７】
【０１０５】
薬力学試験：PCSK9抗体はin vivoでLDL-cを減少させた
　PCSK9過剰発現マウスモデルを構築し、マウスに尾静脈を介してPCSK9抗体を注射した。
本発明によるPCSK9抗体のPCSK9過剰発現マウスにおけるin vivoでのLDL-cレベルを低下さ
せる効果を評価した。ブランク対照として、ヒトIgG（混合正常ヒト血清から、従来的ア
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ンA等）を使用した。
　C57Bl/6マウス（Shanghai Sippr-BK Laboratory Animal Co., Ltd.から購入）を実験室
環境で5日間順応させ、4×1011 v.g.のAAV-PCSK9ウイルス(Benyuan Zhengyang Gene Tech
nology Co., Ltd.）を尾静脈より投与した。ウイルス注射の10日後、マウスを終夜絶食さ
せた。その後、眼瞼から血液を採取し、HDL及びLDL/VLDLコレステロール定量キット（Bio
Visionから購入、CAT＃K613-100）でLDL-cを測定した。LDL-c濃度に応じてマウスを無作
為に群分し(6匹/群（(n = 6））、尾静脈注射により抗体を投与した。自家調製のヒトIgG
及びPCSK9抗体を10 mg/kgの用量で投与した（ヒトIgG及びPCSK9抗体はいずれもPBS中に1 
mg/mlの濃度で調製した）。採血前にマウスを終夜絶食させた。投与24時間後、48時間後
及び72時間後に眼瞼から採血し、37℃で1時間保温し、3500 rpmで10分間遠心分離し、血
清を-80℃で保存した。
　最後の血清を集めた後、同じ日に全ての凍結血清についてを試験した。HDL及びLDL/VLD
Lコレステロール定量キットを用い、取扱い説明書に従って血清におけるLDL-c濃度を測定
した。
討論：
1.薬力学試験：h011-3133群のPCSK9抗体はin vivoでLDL-cレベルを低下させた。
　AAV8-PCSK9ウイルス注射の10日後に、血清におけるLDL-cの平均濃度は53 mg/dlであっ
た。各群に抗体を投与した24時間後に、h011-3133-WT、h011-3133-YTE、h011-3191、h011
-3065のPCSK9抗体群のLDL-c濃度は、IgG群と比べてそれぞれ62％、40％、56％及び56％低
下した。投用量10 mg/kgの各抗体投与群では血清中のLDL-c濃度が有意に低下し、各抗体
投与群の間には有意差はなかった。抗体投与の48時間後に、h011-3133-WT群のLDL-c濃度
はIgG群と比べて18％減少し、IgG群との有意差はなかった。他の群はIgG群に匹敵した。
抗体投与の72時間後に、各群におけるLDL-c濃度は、IgG群のそれに匹敵した。その結果を
図3、表17及び図5に示す。各試料の投与後の異なる時点における血清中LDL-cの絶対値を
図3に示す。IgG群における値を100％対照として用い、同じ時点でのIgG投与群に対する抗
体投与群の血清中LDL-c含有量の百分率を図5に示した。
　図4において、正常マウスの血清におけるLDL-cの濃度は約6 mg/dlである。AAV8-PCSK9
ウイルスを注射した34日後に、血清におけるLDL-cの平均濃度は33 mg/dlであった。マウ
スを群分けし、直ちに投与した。投与24時間後に、h011-3058、h011-3191、h011-3147群
のLDL-c濃度は、IgG群と比べてそれぞれ49％、40％及び29％減少した。投用量10 mg/kgで
、h011-3058、h011-3191、h011-3147群では血清中のLDL-c濃度は有意に低下し、抗体投与
群の間には有意差はなかった。投与48時間後に、h011-3058、h011-3191、h011-3147群のL
DL-c濃度はIgG群と比べてそれぞれ12％、11％及び9％減少し、IgG群との有意差はなかっ
た。投与72時間後に、各群におけるLDL-c濃度はIgG群のそれに匹敵した。その結果を図4
、表18及び図6に示す。各試料の投与後の異なる時点における血清中LDL-cの絶対値を図4
に示す。IgG群における値を100％対照として用い、同じ時点でのIgG投与群に対する抗体
投与群の血清中LDL-c含有量の百分率を図6に示した。
　まとめとして、本実験においてh011-3133-WT、h011-3133-YTE、h011-3191、h011-3065
、h011-3058及びh011-3147はいずれもヒトPCSK9過剰発現マウスの血清におけるLDL-cの濃
度を低下させることができた。
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【表１７】

【表１８】

【試験８】
【０１０６】
競合実験
　競合ELISA実験では、プレートを1つの抗体で終夜コーティングした。次いで、ビオチン
-PCSK9-his及びコーティング抗体より50倍高濃度の競合抗体を添加した。コーティング抗
体は競合抗体と競合して抗原に結合することになる。次いで、プレートにおける抗原シグ
ナルを測定した。その結果、h011-3133-YTE及び21B12（US8030457B2）は競合して抗原と
結合できるが、2つの抗体の間には競合結合は明らかではないことが示された。これによ
り、2つの抗体の抗原エピトープは異なることが示唆された。
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　明確化のため図面及び実施例を用いて本発明を詳細に説明したが、これらの説明及び実
施例は本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきではない。ここで引用される全ての
特許及び科学文献の開示は、それらの全体が参照により組み込まれる。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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