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(57)【要約】
　本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１、ヘテロダイマー型ＩＬ１２レセプターの非シグナル伝達鎖
（ＩＬ１２Ｒβ２鎖と共に）およびＩＬ２３レセプター（ＩＬ２３Ｒα鎖と共に）に特異
的に結合する抗体に関する。本発明は、より具体的には、Ｔ細胞のＩＬ１２／ＩＬ１８誘
導性ＩＦＮγ産生を阻害可能なＩＬ１２およびＩＬ２３レセプターアンタゴニストである
特異的抗体、ならびにＩＦＮγ産生の阻害によって処置できる病的障害、例えばリウマチ
性関節炎、乾癬もしくは炎症性腸疾患または他の自己免疫性および炎症性障害を処置する
ための、当該抗体の組成物および使用方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチド（配列番号４１）に対する抗体の抗原結合部分を含む
単離された抗体またはタンパク質であって、１００ｎＭ以下のＫＤでＩＬ１２Ｒβ１ポリ
ペプチドに結合し、そしてインビトロ競合結合アッセイで測定したときＩＬ１２Ｒβ１ポ
リペプチドへのＩＬ１２および／またはＩＬ２３の結合を阻害することを特徴とする、単
離された抗体またはタンパク質。
【請求項２】
　さらに約１ｎＭ以下のＩＣ５０でヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生
を阻害する、請求項１の単離された抗体またはタンパク質。
【請求項３】
　完全ヒトまたはヒト化抗体である、請求項１または２の抗体。
【請求項４】
　変異されまたは化学的に修飾されたアミノ酸Ｆｃ領域を含み、当該変異されまたは化学
的に修飾されたアミノ酸Ｆｃ領域が、野生型Ｆｃ領域と比較したとき、ＡＤＣＣ活性の削
除または低減を提供する、請求項１または２の抗体。
【請求項５】
　変異されまたは化学的に修飾されたアミノ酸Ｆｃ領域がサイレントＩｇＧ１　Ｆｃ領域
である、請求項４の抗体。
【請求項６】
　ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチド（配列番号４１）に対する抗体のペグ化抗原結合部分から
本質的になる、請求項１または２のタンパク質。
【請求項７】
　配列番号９～１２からなる群から選択される重鎖領域ＣＤＲ３配列と少なくとも６０、
７０、８０、９０、９５または１００％配列同一性を有する重鎖領域ＣＤＲ３を含む、請
求項１～６のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項８】
　配列番号２９～３２の少なくとも一つと少なくとも６０、７０、８０、９０、９５また
は１００％配列同一性を有するＶＨポリペプチド配列を含む、請求項１～７のいずれか１
項の抗体または結合タンパク質。
【請求項９】
　配列番号２５～２８の少なくとも一つと少なくとも６０、７０、８０、９０、９５また
は１００％配列同一性を有するＶＬポリペプチド配列を含む、請求項１～８のいずれか１
項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１０】
　（ａ）配列番号２９の重鎖および配列番号２５の軽鎖；
（ｂ）配列番号３０の重鎖および配列番号２６の軽鎖；
（ｃ）配列番号３１の重鎖および配列番号２７の軽鎖；または
（ｄ）配列番号３２の重鎖および配列番号２８の軽鎖
のいずれかを含む、抗体。
【請求項１１】
　請求項１０の少なくとも一つの抗体のＶＨおよびＶＬ対応配列と少なくとも６０、７０
、８０、９０、９５または１００％配列同一性を有するＶＨおよびＶＬ配列を含む、請求
項１～９のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１２】
　配列番号１～４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ１；
配列番号５～８からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ２；配
列番号９～１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ３；配
列番号１３～１６からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ１；
配列番号１７～２０からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ２
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；配列番号２１～２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ
３を含む、請求項１の抗体または結合タンパク質。
【請求項１３】
　請求項１０の少なくとも一つの抗体によってＩＬ１２Ｒβ１との結合が交差阻止される
、請求項１～１２のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１４】
　ＩＬ１２Ｒβ１との結合を交差阻止するかまたは請求項１０の少なくとも一つの抗体に
よって交差阻止される、請求項１～１３のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１５】
　医薬として使用するための、請求項１～１４のいずれか１項の抗体または結合タンパク
質。
【請求項１６】
　ＩＬ１２Ｒβ１によって介在されるかまたはＩＦＮγ産生の阻害によって処置できる病
的障害の処置のための、請求項１～１５のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１７】
　自己免疫性および炎症性障害、例えばリウマチ性関節炎、乾癬または炎症性腸疾患の処
置のための、請求項１～１６のいずれか１項の抗体または結合タンパク質。
【請求項１８】
　１種以上の薬学的に許容される賦形剤、希釈剤または担体と共に、請求項１～１７のい
ずれか１項の抗体または結合タンパク質を含む、医薬組成物。
【請求項１９】
　請求項１～１７のいずれか１項の抗体または結合タンパク質をコードする、単離された
核酸。
【請求項２０】
　請求項１９の１個以上の核酸を含む、クローニングまたは発現ベクター。
【請求項２１】
　配列番号３３～４０または少なくとも１個のＣＤＲ領域をコードするフラグメントから
なる群から選択される少なくとも１個の核酸を含む、請求項２０のクローニングまたは発
現ベクター。
【請求項２２】
　請求項２０または２１のクローニングまたは発現ベクターを含む、宿主細胞。
【請求項２３】
　請求項１～１７のいずれか１項の抗体または結合タンパク質の製造方法であって、請求
項２２の宿主細胞を培養することおよび抗体または機能的タンパク質を単離することを含
む方法。
【請求項２４】
　自己免疫性および炎症性障害、例えばリウマチ性関節炎、乾癬または炎症性腸疾患の処
置に有用な医薬の製造における、請求項１～１４のいずれか１項の抗体の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１、ヘテロダイマー型ＩＬ１２レセプターの非シグナル伝達鎖
（ＩＬ１２Ｒβ２鎖と共に）およびＩＬ２３レセプター（ＩＬ２３Ｒα鎖と共に）に特異
的に結合する抗体に関する。本発明は、より具体的には、血球細胞のＩＬ１２／ＩＬ１８
誘導性ＩＦＮγ産生を阻害可能なＩＬ１２およびＩＬ２３レセプターアンタゴニストであ
る特異的抗体、ならびにＩＦＮγ産生の阻害によって処置できる病的障害、例えばリウマ
チ性関節炎、乾癬もしくは炎症性腸疾患または他の自己免疫性および炎症性障害を処置す
るための、当該抗体の組成物および使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　ＩＬ１２レセプターベータ１（ＩＬ１２Ｒβ１）鎖は、Ｔｈ１／Ｔｈ１７介在性障害、
例えば乾癬および他の自己免疫性および炎症性障害の処置の潜在的な治療標的として知ら
れている。乾癬は上皮層の過増殖ならびに樹状細胞およびＴ細胞の高度浸潤によって特徴
付けられる一般的な慢性炎症性皮膚疾患である。Ｔ細胞は、タイプ１サイトカイン（ＩＦ
Ｎ－γおよびＴＮＦ－αを含む）を分泌することによって皮膚において生じる病的反応に
深く関与し、そしてケラチノサイト過増殖、血管新生および好中球浸潤を誘導する。
【０００３】
　乾癬におけるＴｈ１免疫応答の発生に重要であると思われる２種のサイトカインは、イ
ンターロイキン－１２（ＩＬ１２）およびインターロイキン－２３（ＩＬ２３）である。
両サイトカインはマクロファージおよび樹状細胞のような抗原提示細胞によって産生され
、Ｔ細胞およびナチュラルキラー細胞を活性化することにより機能する。ＩＬ１２および
ＩＬ２３は、ＩＬ１２においてｐ３５／ｐ４０タンパク質サブユニット、そしてＩＬ２３
においてｐ１９／ｐ４０タンパク質サブユニットからなる、可溶性サイトカインのヘテロ
ダイマーファミリーのメンバーである。サイトカインのＩＬ１２ ｐ４０サブユニットは
、免疫細胞の表面で見られる膜貫通ＩＬ１２レセプターβ１（ＩＬ１２Ｒβ１）に結合す
る。ＩＬ１２ ｐ４０／ＩＬ１２Ｒβ１相互作用の阻害は、ＩＬ１２およびＩＬ２３両方
の生物学的活性を防止しうる。
【０００４】
　乾癬を含む多様な炎症性および自己免疫疾患は、悪化したＴｈ１および／またはＴｈ１
７応答に関連している。それらの多くは、現在、総合的な免疫抑制または極めて選択的に
作用する生物学的薬剤、例えば抗ＴＮＦ－α抗体のいずれかで処置されているが、全ての
患者に有効なわけではない。これらは感染のリスクを上昇させ、反復処置の後には無効と
なることが見出された。したがって、上昇した安全性プロファイルおよび長期寛解または
疾患治癒を誘導する同時能力を有する処置に対する、未だ満たされない医薬上の必要（ア
ンメットメディカルニーズ）が存在する。
【０００５】
　乾癬様状態を誘導したＴ細胞サブセットの移入後に投与したときでさえ、マウスにおい
て、ＩＬ１２ｐ４０に対する中和抗体は、感染病変の消滅に成功した(Hong et al., J.Im
munol. 162.12 (1999): 7480-91.)。ＩＬ１２およびＩＬ２３の両方を標的とする抗ＩＬ
１２ｐ４０抗体は、現在乾癬(Kauffman et al. J.Invest Dermatol. 123.6 (2004): 1037
-44、Papp et al. Lancet. 371.9625 (2008): 1675-84, Kimball et al. Arch.Dermatol.
 144.2 (2008): 200-07)、クローン病(Sandborn et al., Gastroenterology. 135.4 (200
8): 1130-41)および多発性硬化症(Segal et al., Lancet Neurol. 7.9 (2008): 796-804)
 について臨床試験中である。ＩＬ１２Ｒβ１を標的とすること、したがってＴｈ１およ
びＴｈ１７細胞集団の分化および維持ならびにこれらの細胞によるＩＬ１２およびＩＬ２
３介在性炎症性サイトカイン産生は、改善された治療薬物の機会を提供する。
【０００６】
　米国特許6,046,012は、ＩＬ１２Ｒβ１および抗ＩＬ１２Ｒβ１に結合する抗体につい
て一般的に言及している。抗マウスＩＬ１２Ｒβ１モノクローナル抗体はまた、Becton D
ickinsonによって市販されている(Cat# 551455)。
【０００７】
　しかし、今日まで、乾癬またはクローン病のような自己免疫性および炎症性障害の処置
に使用するための、ＩＬ１２Ｒβ１アンタゴニスト活性を示すヒトＩＬ１２Ｒβ１に結合
する分子の記載は、当該技術分野において存在しない。それぞれの相互作用パートナー（
ＩＬ１２ｐ４０）を標的とすることによる間接的な証拠のみが、当該経路を有効にしてい
る。
【発明の概要】
【０００８】
　したがって、一つの局面において、本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチド（配列番号
４１）における標的に対する抗体の抗原結合部分を含む抗体または結合タンパク質であっ
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て、ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチドに特異的に結合することを特徴とする、抗体または結合
タンパク質を提供する。一つの態様において、本発明の抗体は、ヒト由来であるか、ヒト
もしくはラクダのような起源を有するか、あるいはヒト化抗体である。具体的な態様にお
いて、抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体は、標的タンパク質ＩＬ１２Ｒβ１に特異的であり、ＩＬ１
２Ｒβ１またはＩＬ１２Ｒβ１のフラグメントに結合する抗原結合領域を有することを特
徴とする。
【０００９】
　一つの態様において、本発明の抗体は、アゴニスト活性を有さないかまたは低いアゴニ
スト活性を有するＩＬ１２Ｒβ１アンタゴニストである。ある態様において、本抗体は標
的タンパク質ＩＬ１２Ｒβ１に結合し、ヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ
産生を阻害する。
【００１０】
　他の態様において、本発明の抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１へのＩＬ１２およびＩＬ２３の結
合を競合的に阻害する。より好ましくは、本抗体は、アゴニスト活性を有さないＩＬ１２
Ｒβ１アンタゴニストである。
【００１１】
　結合は、本抗体によるアンタゴニズムまたはアゴニズムのいずれかの活性を測定するた
めに用いることができる１種以上のアッセイによって測定できる。好ましくは、アッセイ
は、ＩＬ１２Ｒβ１に対する本抗体の少なくとも１種の作用、例えばヒト血球細胞におけ
るＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生、ヒト血球細胞におけるＩＬ２３／ＩＬ１７依存的ＩＦ
Ｎ－γ産生、霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮ－γ産生を測定する。
【００１２】
　他の態様において、本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１の共通のＩＬ１２／ＩＬ２３ｐ４０リガ
ンド結合領域に特異的に結合する抗体を提供する。
【００１３】
　別の具体的な態様において、本抗体は、100nM以下、10nM以下、1nM以下のＫＤでＩＬ１
２Ｒβ１と結合し、インビトロ競合結合アッセイで測定したとき約10nM以下、1nM以下、1
00pM以下のＩＣ５０でＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチドとＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻
害する。
【００１４】
　さらに別の態様において、本抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合し、インビトロ競
合結合アッセイで測定したとき約10nM以下、1nM以下、100pM以下のＩＣ５０でＩＬ１２Ｒ
β１ポリペプチドとＩＬ１２の結合を選択的に阻害するが、ＩＬ２３との結合は阻害しな
い。
【００１５】
　他の態様において、本抗体は、ヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生を
、約10nM以下、1nM以下、100pM以下のＩＣ５０で阻害する。
【００１６】
　別の関連態様において、本抗体は、処置をしないコントロール動物と比較したとき、Ｉ
ＢＤマウスモデルにおいて、疾患を軽減できる。別の関連態様において、本抗体は、単回
投与量で処置したカニクイザルの末梢血単球細胞において延長された時間にわたってＩＦ
Ｎγ応答を完全に阻止できる。ＰＫ／ＰＤ試験において、10μg/ml以上の抗ＩＬ１２Ｒβ
１ ｍＡｂ血漿レベルが、エクスビボＩＬ１２誘導性ＩＦＮγ産生の完全抑制をもたらし
た。
【００１７】
　他の態様において、本抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１とそのサブユニットＩＬ１２Ｒβ２およ
び／またはＩＬ２３Ｒのヘテロ二量体化を阻止する。
【００１８】
　いくつかの具体的な態様において、本発明の抗体は、少なくとも１種の他のサイトカイ
ンレセプターと交差反応しない。具体的な態様において、本発明の抗体は、ヒトＩＬ４Ｒ
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αレセプターと交差反応しない。
【００１９】
　好ましい態様において、本発明の抗体は、少なくともげっ歯類または霊長類ＩＬ１２Ｒ
β１レセプターと交差反応する。
【００２０】
　別の関連態様において、本発明の抗体は、完全ヒトであるか、あるいは抗体依存的細胞
傷害活性（ＡＤＣＣ）を有さないヒト化ＩｇＧ４抗体またはサイレント変異ＩｇＧ１抗体
であり、約10nM以下、1nM以下、100pM以下のＩＣ５０でヒト血球細胞におけるＩＬ１２依
存的ＩＦＮ－γ産生を阻害する。
【００２１】
　本発明はまた、ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチド（配列番号４１）における標的に対する抗
体の抗原結合部分を含む結合タンパク質であって、当該抗原結合部分がペグ化されている
、結合タンパク質に関する。関連態様において、ペグ化抗原結合部分は、ペグ化Ｆａｂで
ある。
【００２２】
　本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻害し、ヒト血球細胞に
おけるＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生を阻害する、単離された抗体、特にヒトまたはヒト
化抗体に関する。ある態様において、本発明の抗体は、特定の重鎖および軽鎖配列に由来
し、そして／または特定のアミノ酸配列を含むＣＤＲ領域のような特定の構造的特徴を含
む。本発明は、単離された抗体、かかる抗体を作成する方法、免疫複合体およびかかる抗
体を含む多価または多重特異的分子、ならびに本発明の抗体、免疫複合体または二重特異
的分子を含む医薬組成物を提供する。本発明はまた、ＩＬ１２、ＩＬ２３および／または
ＩＬ１２Ｒβ１によって介在される障害または状態の発生の阻害、例えば血球細胞におけ
るＩＦＮγ産生の阻害によって処置できる病的障害、例えばリウマチ性関節炎、乾癬およ
び炎症性腸疾患のようなＴｈ１／Ｔｈ１７介在性障害の処置をもたらすために、ＩＬ１２
Ｒβ１の機能を阻害、すなわちアンタゴナイズするために本抗体を使用する方法に関する
。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本発明をより容易に理解できるように、いくつかの用語についてまず定義する。さらな
る定義は詳細な説明を通じて提供する。
【００２４】
　用語「免疫応答」は、侵入病原体、病原体に感染した細胞もしくは組織、がん細胞また
は自己免疫もしくは病的炎症の場合には正常ヒト細胞もしくは組織の選択的損傷、破壊ま
たは人体からのそれらの排除をもたらす、例えばリンパ球、抗原提示細胞、食細胞、顆粒
球および上記細胞または肝臓で生産される可溶性巨大分子（抗体、サイトカインおよび補
体を含む）の作用を意味する。
【００２５】
　「シグナル伝達経路」または「シグナル伝達活性」は、一般に増殖因子とレセプターの
結合のようなタンパク質間相互作用によって開始される生化学的因果関係であって、細胞
のある部分から細胞の別の部分にシグナルの伝達をもたらす関係を意味する。一般に、伝
達は、シグナル伝達を引き起こす一連の反応における１個以上のタンパク質の１個以上の
チロシン、セリンまたはスレオニン残基の特異的リン酸化を含む。最後から２番目のプロ
セスは、典型的には、遺伝子発現の変化をもたらす核事象を含む。
【００２６】
　用語ＩＬ１２Ｒβ１またはＩＬ１２レセプターベータ１は、配列番号４１で定義のヒト
ＩＬ１２Ｒβ１を意味する。
【００２７】
　用語「抗体」は、本明細書で用いるとき、抗体全体およびいずれかの抗原結合フラグメ
ント（すなわち抗原結合部分）またはその一本鎖を含む。抗体の抗原結合部分を含む結合
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タンパク質も、用語「抗体」に包含される。特に、用語「ＩＬ１２Ｒβ１に結合する抗体
」は、抗体のＩＬ１２Ｒβ１結合部分を含むＩＬ１２Ｒβ１結合タンパク質を包含する。
【００２８】
　天然に生じる「抗体」は、ジスルフィド結合により相互に結合した少なくとも２個の重
（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を含む糖タンパク質である。各重鎖は重鎖可変領域（ＶＨと略
す）および重鎖定常領域を含む。重鎖定常領域はＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３の３個のド
メインを含む。各軽鎖は軽鎖可変領域（ＶＬと略す）および軽鎖定常領域を含む。軽鎖定
常領域はＣＨ１の１個のドメインを含む。ＶＨおよびＶＬ領域は、フレームワーク領域（
ＦＲ）と呼ばれるより保存的な領域によって区分けされた、相補性決定領域（ＣＤＲ）と
呼ばれる超可変領域にさらに分割できる。各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボキ
シ末端に次の順序でならんだ、３個のＣＤＲおよび４個のＦＲからなる：ＦＲ１、ＣＤＲ
１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原
と相互作用する結合ドメインを含む。抗体の定常領域は、免疫グロブリンと宿主組織また
は因子、例えば免疫系の多様な細胞（例えばエフェクター細胞）および常套の補体系の第
一成分（Ｃ１ｑ）の結合を仲介しうる。
【００２９】
　用語抗体の「抗原結合部分」または単に「抗原部分」は、本明細書において使用すると
き、抗原（例えばＩＬ１２Ｒβ１の一部）に特異的に結合する能力を保持する、全長また
は１もしくは数種の抗体のフラグメントを意味する。抗体の抗原結合機能は、全長抗体の
フラグメントによって行われうることが示されている。抗体の「抗原結合部分」に包含さ
れる結合フラグメントの例は、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなる一価フラ
グメントであるＦａｂフラグメント；２個のＦａｂフラグメントがヒンジ領域でジスルフ
ィド結合により連結しているＦ（ａｂ）２フラグメント；ＶＨおよびＣＨ１ドメインから
なるＦｄフラグメント；抗体の単腕のＶＬおよびＶＨドメインからなるＦｖフラグメント
；ＶＨドメインからなるｄＡｂフラグメント(Ward et al., 1989 Nature 341:544-546)；
および単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。
【００３０】
　さらに、Ｆｖフラグメントの２個のドメインＶＬおよびＶＨは別個の遺伝子によってコ
ードされるが、それらは、ＶＬおよびＶＨ領域を対にして一価の分子を形成する１個のタ
ンパク質として作成されるように、合成リンカーによって、組換え法を用いて、結合する
ことができる（一本鎖Ｆｖ(scFv)と知られている；例えばBird et al., 1988 Science 24
2:423-426; およびHuston et al., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5879-5883参照）。
かかる一本鎖抗体はまた、抗体の「抗原結合部分」なる用語に包含される。これらの抗体
フラグメントは、当業者に既知の常套の技術を用いて得られ、該フラグメントはインタク
トな抗体と同様の有用性についてスクリーニングされる。
【００３１】
　「単離された抗体」は、本明細書において使用するとき、異なる抗原特異性を有する他
の抗体を実質的に含まない抗体を意味する（例えば、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合する
単離された抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１以外の抗原と特異的に結合する抗体を実質的に含まな
い）。しかし、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合する単離された抗体は、他の種由来のＩＬ
１２Ｒβ１分子のような他の抗原と交差反応性を有していてもよい。さらに、単離された
抗体は、他の細胞物質および／または化学物質を実質的に含まないこともある。
【００３２】
　用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」は、本明細書におい
て使用するとき、単一分子組成物の抗体分子の組成物を意味する。モノクローナル抗体組
成物は、特定のエピトープに対する単一の結合特異性および親和性を示す。
【００３３】
　用語「ヒト抗体」は、本明細書において使用するとき、フレームワークおよびＣＤＲ領
域の両方がヒト起源の配列に由来する可変領域を有する抗体を含む。さらにまた、本抗体
が定常領域を含む場合、該定常領域もかかるヒト配列、例えばヒト生殖系列配列、または
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ヒト生殖系列配列の変異型もしくは例えばKnappik, et al. (2000. J Mol Biol 296, 57-
86)に記載のように、ヒトフレームワーク配列分析に由来するコンセンサスフレームワー
ク配列を含む抗体に由来する。
【００３４】
　本発明のヒト抗体は、ヒト配列によってコードされないアミノ酸配列を含んでいてもよ
い（例えばインビトロでのランダムもしくは部位特異的突然変異誘発またはインビボでの
体細胞変異によって誘導される変異体）。しかし、用語「ヒト抗体」は、本明細書におい
て使用するとき、別の哺乳類種、例えばマウスの生殖系列由来のＣＤＲ配列をヒトフレー
ムワーク配列に移植した抗体を含まない。
【００３５】
　用語「ヒトモノクローナル抗体」は、フレームワークおよびＣＤＲ領域の両方がヒト配
列に由来する、単一の結合特異性を示す抗体を意味する。
【００３６】
　用語「組換えヒト抗体」は、本明細書において使用するとき、組換え手段によって製造
、発現、作成または単離されるあらゆるヒト抗体、例えばヒト免疫グロブリン遺伝子につ
いてトランスジェニックもしくはトランスクロモソーマルである動物（例えばマウス）ま
たはそれから作成したハイブリドーマから単離した抗体、ヒト抗体を発現するように形質
転換された宿主細胞、例えばトランスフェクトーマから単離した抗体、組換えコンビナト
リアルヒト抗体ライブラリーから単離した抗体、ならびにヒト免疫グロブリン遺伝子配列
の全部または一部の他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む他のいずれかの手段によっ
て製造、発現、作成または単離される抗体を含む。かかる組換えヒト抗体は、フレームワ
ークおよびＣＤＲ領域がヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域を有する。
しかし、ある態様において、かかる組換えヒト抗体は、インビトロ突然変異誘発（または
ヒトＩｇ配列についてトランスジェニックな動物を用いるとき、インビボでの体細胞変異
）に付すことができ、したがって、組換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、
ヒト生殖系列ＶＨおよびＶＬ配列に由来し、関連するが、インビボでのヒト抗体生殖系列
レパートリー中に天然には存在し得ない配列である。
【００３７】
　本明細書において使用するとき、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によって提
供される抗体クラス（例えばＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、例えばＩｇＧ１またはＩｇＧ４)
を意味する。
【００３８】
　用語「抗原を認識する抗体」および「抗体に特異的な抗体」は、本明細書において、用
語「抗原に特異的に結合する抗体」と相互に交換可能なように使用される。
【００３９】
　本明細書において使用するとき、「ＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチドに特異亭に結合する」
抗体は、ヒトＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチドと100nM以下、10nM以下、1nM以下のＫＤで結合
する抗体を意味する。「ＩＬ１２Ｒβ１以外の抗原と交差反応する」抗体は、その抗原と
0.5 x 10-8 M以下、5 x 10-9 M 以下、または2 x 10-9 M以下のＫＤで結合する抗体を意
味する。「特定の抗原と交差反応しない」抗体は、その抗原と1.5 x 10-8 M以上のＫＤ、
または5～10 x 10-8 M もしくは 1 x 10-7 M 以上のＫＤで結合する抗体を意味する。あ
る態様において、抗原と交差反応しない抗体は、標準的な結合アッセイにおいてこれらの
タンパク質との実質的に検出不可能な結合を示す。
【００４０】
　本明細書において使用するとき、用語「アンタゴニスト」は、ヒト血球細胞におけるＩ
Ｌ１２依存的ＩＦＮγ産生アッセイのようなヒト細胞アッセイにおいて、ＩＬ１２の存在
下で、ＩＬ１２Ｒβ１誘導性シグナル伝達活性を阻害する抗体を意味する。ヒト血球細胞
におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生アッセイの例は、下記実施例においてより詳細に
記載されている。いくつかの態様において、本抗体は、ヒト血球細胞アッセイで測定した
とき、ＩＬ１２依存的ＩＦＮ－γ産生を10nM以下、1nM以下、または100pM以下のＩＣ５０
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で阻害する。
【００４１】
　本明細書において使用するとき、「アンタゴニスト活性を有さない」抗体は、ヒト血球
細胞ＩＦＮγ産生アッセイのような細胞ベースのアッセイにおいて、ＩＬ１２の存在下で
、ＩＬ１２Ｒβ１介在性シグナル伝達活性が顕著に上昇しない抗体を意味する。かかるア
ッセイは、下記実施例においてより詳細に記載されている。
【００４２】
　本明細書において使用するとき、ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻
害する抗体または結合タンパク質は、Bioveris（商標）アッセイのようなインビトロ競合
結合アッセイにおいて測定したとき、ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を
、10nM以下のＥＣ５０、好ましくは1nM以下のＥＣ５０、より100pM以下のＥＣ５０で阻害
する抗体を意味する。かかるアッセイは、下記実施例においてより詳細に記載されている
。
【００４３】
　本明細書において使用するとき、霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮγ
産生を阻害する抗体または結合タンパク質は、10μg/ml以上の抗ＩＬ１２Ｒβ１ ｍＡｂ
血漿レベルで、コントロールレベルの１０％未満のレベルにＩＬ１２エクスビボＩＦＮγ
産生を低下させる抗体を意味する。いくつかの態様において、10μg/ml以上の抗ＩＬ１２
Ｒβ１ ｍＡｂ血漿レベルで、霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮγ産生
を完全に停止させる抗体を意味する。かかるアッセイは、下記実施例により詳細に記載さ
れている。
【００４４】
　用語「Ｋａｓｓｏｃ」または「Ｋａ」は、本明細書において使用するとき、特定の抗体
－抗原相互作用の会合速度を意味し、用語「Ｋｄｉｓ」または「Ｋｄ」は、本明細書にお
いて使用するとき、特定の抗体－抗原相互作用の解離速度を意味する。用語「ＫＤ」は、
本明細書において使用するとき、ＫｄとＫａの比（すなわちＫｄ／Ｋａ）から得られる解
離定数を意味し、モル濃度(M)で示される。抗体のＫＤ値は、当該技術分野で十分に確立
された方法を用いて決定できる。抗体のＫＤを決定する方法は、表面プラズモン共鳴を用
いるか、あるいはBiacore（登録商標）システムのようなバイオセンサーを用いる。
【００４５】
　本明細書において使用するとき、用語「親和性」は、単一の抗原部位での抗体抗原間相
互作用の強度を意味する。各抗原部位において、抗体「腕」の可変領域は、多数の部位で
抗原と弱い非共有結合力を介して相互作用し；相互作用がより多くなれば、親和性がより
強度になる。
【００４６】
　本明細書において使用するとき、用語「アビディティー」は、抗体－抗原複合体の全体
的な安定性または強度の情報尺度を意味する。これは３つの主要な要因によって制御され
る：抗体エピトープ親和性；抗原および抗体両方の価数；および相互作用パーツの構造配
列。最終的に、これらの要因は抗体の特異性、すなわち特定の抗体が正確な抗原エピトー
プと結合する可能性を定義する。
【００４７】
　よりアビディティーが高いプローブを得るために、二量体複合体（ＦＡＣＳマーカーと
結合した抗体タンパク質の２個の分子）を構築してよく、したがって（例えば生殖系列抗
体との）親和性相互作用を低くし、ＦＡＣＳによりより容易に検出できる。さらに、抗原
結合のアビディティーを上昇させるための別の手段は、抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の本明細書
に記載の構築物のいずれかの二量体、三量体または多量体を作成することを含む。かかる
多量体は、例えば天然のＣからＮ末端結合をを模倣し、あるいは定常領域を介して一体に
保持される抗体二量体を模倣して、個々の分子間の共有結合を介して作成できる。Ｆｃ／
Ｆｃ界面に設計した結合は、共有結合または非共有結合であってよい。さらに、ＩＬ１２
Ｒβ１ハイブリッドにおいてＦｃ以外の二量体化または多量体化パートナーを用いて、か
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かる高次構造を作成してもよい。例えば、Borean (WO2004039841)に記載の三量体化ドメ
インのような多量体化ドメインを用いてよい。
【００４８】
　本明細書において使用するとき、用語抗体の「選択性」は、抗体がある標的ポリペプチ
ドに結合するが、密接に関連したポリペプチドには結合しないことを意味する。
【００４９】
　本明細書において使用するとき、用語抗体の「高い親和性」は、抗体が標的抗原に対し
て1nM以下のＫＤを有することを意味する。本明細書において使用するとき、用語「対象
」は、ヒトまたは非ヒト動物を含む。
【００５０】
　用語「非ヒト動物」は、全ての脊椎動物、例えば哺乳類および非哺乳類、例えば非ヒト
霊長類、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬虫類を含む。
【００５１】
　本明細書において使用するとき、用語「最適化された」は、産生細胞または生物、一般
に真核細胞、例えばピチカの細胞、トリコデルマの細胞、チャイニーズハムスター卵巣細
胞（ＣＨＯ）またはヒト細胞における生産に好ましいコドンを用いてアミノ酸配列をコー
ドするようにヌクレオチド配列が変化していることを意味する。最適化されたヌクレオチ
ド配列を操作して、「親」配列とも知られている出発ヌクレオチド配列によって本来コー
ドされるアミノ酸配列を完全にまたは可能な限り保持させる。本明細書において、最適化
された配列は、ＣＨＯ哺乳類細胞において好ましいコドンを有するように操作されるが；
他の真核細胞においてこれらの配列の最適化された発現も本明細書において想定される。
最適化されたヌクレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列は、最適化とも称され
る。
【００５２】
　多様な種のＩＬ１２Ｒβ１に対する抗体の結合能を評価するための標準的なアッセイは
、当該技術分野において知られており、例えばＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロットおよびＲ
ＩＡを含む。好適なアッセイは実施例において詳細に記載されている。抗体の結合動態（
例えば結合親和性）も、当該技術分野において既知の標準的なアッセイ、例えばBiacore
分析によって評価できる。ＩＬ１２Ｒβ１の機能的特性（例えばレセプター結合、ＩＬ１
２またはＩＬ２３リガンド結合阻害、ＩＬ１２誘導性ＩＦＮγ産生阻害）に対する抗体の
効果を評価するためのアッセイは、実施例においてさらに詳細に記載されている。
【００５３】
　したがって、当該技術分野において既知であり、本明細書に記載されている方法論に従
って決定したとき、これらのＩＬ１２Ｒβ１機能的特性（例えば生化学的、免疫化学的、
細胞、生理的または他の生物学的活性）の１個以上を「阻害する」抗体は、当該抗体の非
存在下において（例えば、または無関係な特異性のコントロール抗体が存在する場合に）
みられるものと比較して、特定の活性において統計的に有為に減少していることを意味す
ると理解される。ＩＬ１２Ｒβ１活性を阻害する抗体は、測定したパラメーターの少なく
とも１０％、少なくとも５０％、８０％または９０％の統計的に有為な低下をもたらし、
ある態様において、本発明の抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１機能的活性の９５％、９８％または
９９％以上を阻害しうる。
【００５４】
　用語「交差阻止する」、「交差阻止された」および「交差阻止」は、本明細書において
相互に交換可能なように使用され、標準的な競合結合アッセイにおいて他の抗体または結
合剤とＩＬ１２Ｒβ１の結合を妨げる抗体または他の結合剤の能力を意味する。
【００５５】
　他の抗体または結合剤とＩＬ１２Ｒβ１の結合を妨げる抗体または他の結合剤の能力ま
たは程度、したがって本発明に従う交差阻止といえるかどうかは、標準的な競合結合アッ
セイを用いて決定できる。一つの好適なアッセイは、表面プラズモン共鳴技術を用いて相
互作用の程度を測定可能なBiacore技術（例えばBIAcore 3000 装置 (Biacore, Uppsala, 
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Sweden)の使用を含む）を含む。交差阻止を測定する別のアッセイは、ＥＬＩＳＡベース
のアプローチを用いる。
【００５６】
　これらの方法のさらなる詳細は、実施例に記載されている。
【００５７】
　本発明に従って、本発明の交差阻止抗体または他の結合剤は、記載のＢＩＡｃｏｒｅ交
差阻止アッセイにおいて、本抗体または結合剤の組合せ（混合物）の実測での結合が組み
合わせた２種の抗体または結合剤の最大理論結合の８０％～０．１％（例えば８０％～４
％）、特に最大理論結合の７５％～０．１％（例えば７５％～４％）、より具体的には最
大理論結合の６５％～０．１％（例えば６５％～４％）であるように、ＩＬ１２Ｒβ１に
結合する。
【００５８】
　抗体は、実施例に記載のＥＬＩＳＡアッセイにおいて、液相抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体（す
なわちポジティブコントロールウェル）の非存在下で得られるＩＬ１２Ｒβ１検出シグナ
ルと比較して、液相抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体が６０％～１００％、特に７０％～１００％、
より具体的には８０％～１００％のＩＬ１２Ｒβ１検出シグナル（すなわち被覆抗体によ
って結合されるＩＬ１２Ｒβ１の量）の減少を引き起こしうるとき、交差阻止と定義され
る。
【００５９】
組換え抗体
　本発明の抗体は、実施例に記載のとおりに単離され、構造的に特徴付けられているヒト
組換え抗体を含む。本発明の単離された抗体のＶＨアミノ酸配列は、配列番号２９～３２
に示されている。本発明の単離された抗体のＶＬアミノ酸配列は、配列番号２５～２８に
それぞれ示されている。他の本発明の抗体は、上記配列に示されているＣＤＲ領域につい
て、ＣＤＲ配列において少なくとも６０、７０、８０、９０または９５％の同一性を有す
る、アミノ酸欠失、挿入または置換によって変異されているアミノ酸を含む。いくつかの
態様において、上記配列に示されたＣＤＲ領域と比較したとき１、２、３、４または５ア
ミノ酸以下がＣＤＲ領域において欠失、挿入または置換によって変異されている変異アミ
ノ酸配列を含む。
【００６０】
　可変軽鎖ヌクレオチド配列は、配列番号３３～３６に示されている。可変重鎖ヌクレオ
チド配列は、配列番号３７～４０に示されている。本発明の抗体をコードする他の核酸は
、上記配列と少なくとも６０、７０、８０、９０または９５％の同一性を有する、変異さ
れている核酸を含む。いくつかの態様において、上記配列に示された可変領域と比較した
とき１、２、３、４または５ヌクレオチド以下が可変領域においてヌクレオチド欠失、挿
入または置換によって変化している変異核酸を含む。
【００６１】
　同じエピトープに結合する抗体について、ＶＨ、ＶＬ、全長軽鎖および全長重鎖配列（
ヌクレオチド配列およびアミノ酸配列）は、本発明の他の抗ＩＬ１２Ｒβ１結合分子を作
成するために混合し、マッチさせてよい。かかる「混合し、マッチした」抗体のＩＬ１２
Ｒβ１結合は、上記および実施例に記載の結合アッセイ（例えばＥＬＩＳＡ）を用いて試
験してよい。これらの鎖が混合され、マッチされている場合、特定のＶＨ／ＶＬ対由来の
ＶＨ配列は、構造的に類似するＶＨ配列で置き換えられるべきである。同様に、特定の全
長重鎖／全長軽鎖対由来の全長重鎖配列は、構造的に類似する全長重鎖配列で置き換えら
れるべきである。同様に、特定のＶＨ／ＶＬ対由来のＶＬ配列は、構造的に類似するＶＬ

配列で置き換えられるべきである。同様に、特定の全長重鎖／全長軽鎖対由来の全長軽鎖
配列は、構造的に類似する全長軽鎖配列で置き換えられるべきである。したがって、一つ
の局面において、本発明は、配列番号２９～３２からなる群から選択されるアミノ酸配列
を含む重鎖可変領域および配列番号２５～２８からなる群から選択されるアミノ酸配列を
含む軽鎖可変領域を有する単離された組換え抗体であって、ＩＬ１２Ｒβ１に特異的に結
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合する、単離された組換え抗体を提供する。
【００６２】
　別の局面において、本発明は、配列番号２９～３２からなる群から選択されるＶＨアミ
ノ酸配列を含む全長重鎖および配列番号２５～２８からなる群から選択されるＶＬアミノ
酸配列を含む全長軽鎖を有し、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合する、単離された組換え抗
体を提供する。
【００６３】
　別の局面において、本発明は、配列番号３７～４０からなる群から選択される配列を含
むヌクレオチド配列によってコードされる全長重鎖および配列番号３３～３６からなる群
から選択される配列を含むヌクレオチド配列によってコードされる全長軽鎖を有し、ＩＬ
１２Ｒβ１と特異的に結合する、単離された組換え抗体を提供する。
【００６４】
　本発明の抗体のＶＨ ＣＤＲ１のアミノ酸配列の例は、配列番号１～４に示されている
。本発明の抗体のＶＨ ＣＤＲ２のアミノ酸配列の例は、配列番号５～８に示されている
。本発明の抗体のＶＨ ＣＤＲ３のアミノ酸配列の例は、配列番号９～１２に示されてい
る。本発明の抗体のＶＬ ＣＤＲ１のアミノ酸配列の例は、配列番号１３～１６に示され
ている。本発明の抗体のＶＬ ＣＤＲ２のアミノ酸配列の例は、配列番号１７～２０に示
されている。本発明の抗体のＶＬ ＣＤＲ３のアミノ酸配列の例は、配列番号２１～２４
に示されている。ＣＤＲ領域は、Kabat システムを用いて描画される(Kabat, E. A., et 
al., 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. D
epartment of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242)。
【００６５】
　これらの抗体はそれぞれＩＬ１２Ｒβ１に結合でき、抗原結合特異性は主としてＣＤＲ
１、２および３領域によって与えられることを考慮すると、ＶＨ ＣＤＲ１、２および３
配列ならびにＶＬ ＣＤＲ１、２および３配列は、「混合し、マッチさせる」ことができ
る（すなわち、ＶＨ ＣＤＲ１、２および３ならびにＶＬ ＣＤＲ１、２および３を含む異
なる抗体それぞれ由来のＣＤＲを組合せてマッチさせ、本発明の他の抗ＩＬ１２Ｒβ１結
合分子を作成する）。かかる「混合し、マッチした」抗体のＩＬ１２Ｒβ１結合は、上記
および実施例に記載の結合アッセイ（例えばＥＬＩＳＡ）を用いて試験してよい。ＶＨ 
ＣＤＲ配列が混合され、マッチされている場合、特定のＶＨ配列由来のＣＤＲ１、ＣＤＲ
２および／またはＣＤＲ３配列は、構造的に類似するＣＤＲ配列で置き換えられているべ
きである。同様に、ＶＬ ＣＤＲ配列が混合され、マッチされている場合、特定のＶＬ配
列由来のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／またはＣＤＲ３配列は、構造的に類似するＣＤＲ配
列で置き換えられているべきである。１個以上のＶＨおよび／またはＶＬ ＣＤＲ領域配
列を、本発明のモノクローナル抗体について本明細書において示した当該ＣＤＲ配列由来
の構造的に類似する配列で置換して、新たなＶＨおよびＶＬ配列を作成できると当業者は
容易に理解しよう。
【００６６】
　単離された組換え抗体またはその抗原結合領域は、配列番号１～４からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号５～８からなる群から選択さ
れるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ２、配列番号９～１２からなる群から選択さ
れるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域ＣＤＲ３、配列番号１３～１６からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号１７～２０からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ２および配列番号２１～２４からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ３を有し、ＩＬ１２Ｒβ１抗体と
特異的に結合する。
【００６７】
　ある態様において、本抗体は、配列番号１の重鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号５の重鎖
可変領域ＣＤＲ２、配列番号９の重鎖可変領域ＣＤＲ３、配列番号１３の軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１、配列番号１７の軽鎖可変領域ＣＤＲ２および配列番号２１の軽鎖可変領域ＣＤＲ
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３を含む。
【００６８】
　ある態様において、本抗体は、配列番号２の重鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号６の重鎖
可変領域ＣＤＲ２、配列番号１０の重鎖可変領域ＣＤＲ３、配列番号１４の軽鎖可変領域
ＣＤＲ１、配列番号１８の軽鎖可変領域ＣＤＲ２および配列番号２２の軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３を含む。
【００６９】
　ある態様において、本抗体は、配列番号３の重鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号７の重鎖
可変領域ＣＤＲ２、配列番号１１の重鎖可変領域ＣＤＲ３、配列番号１５の軽鎖可変領域
ＣＤＲ１、配列番号１９の軽鎖可変領域ＣＤＲ２および配列番号２３の軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３を含む。
【００７０】
　ある態様において、本抗体は、配列番号４の重鎖可変領域ＣＤＲ１、配列番号８の重鎖
可変領域ＣＤＲ２、配列番号１２の重鎖可変領域ＣＤＲ３、配列番号１６の軽鎖可変領域
ＣＤＲ１、配列番号２０の軽鎖可変領域ＣＤＲ２および配列番号２４の軽鎖可変領域ＣＤ
Ｒ３を含む。
【００７１】
　本明細書において使用するとき、ヒト抗体は、当該抗体の可変領域または全長鎖がヒト
生殖系列免疫グロブリン遺伝子を用いた系から得られているとき、特定の生殖系列配列の
「産物」であるかまたはそれに「由来する」重鎖もしくは軽鎖可変領域または全長重鎖も
しくは軽鎖を含む。かかる系は、ヒト免疫グロブリン遺伝子を担持するトランスジェニッ
クマウスを目的の抗原で免疫することまたはファージ上に提示されたヒト免疫グロブリン
遺伝子を目的の抗原でスクリーニングすることを含む。ヒト生殖系列免疫グロブリン配列
の「産物」であるかまたはそれに「由来する」ヒト抗体は、ヒト抗体のアミノ酸配列とヒ
ト生殖系列免疫グロブリンのアミノ酸配列を比較して、ヒト抗体の配列と最も配列が近い
（すなわち同一性％が最大）ヒト生殖系列免疫グロブリン配列を選択して、それ自体を同
定できる。特定のヒト生殖系列免疫グロブリン配列の「産物」であるかまたはそれに「由
来する」ヒト抗体は、例えば天然に生じる体細胞変異または部位特異的突然変異誘発の意
図的導入のため、当該生殖系列配列と比較して異なるアミノ酸を含んでいてもよい。しか
し、選択したヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子によってコードされるアミ
ノ酸配列と、アミノ酸配列において典型的には少なくとも９０％同一であり、他の種（例
えばマウス生殖系列配列）と比較したときヒトであるとヒト抗体を同定するアミノ酸残基
を含む。ある場合において、ヒト抗体は、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によってコード
されるアミノ酸配列に対して、アミノ酸配列において少なくとも６０％、７０％、８０％
、９０％または少なくとも９５％、さらには少なくとも９６％、９７％、９８％または９
９％同一でありうる。典型的には、特定のヒト生殖系列配列由来のヒト抗体は、ヒト生殖
系列免疫グロブリン遺伝子によってコードされるアミノ酸配列から、１０以下のアミノ酸
の相違を示す。ある場合において、ヒト抗体は、生殖系列免疫グロブリン遺伝子によって
コードされるアミノ酸配列から、５以下、さらには４、３、２または１以下のアミノ酸の
相違を示しうる。
【００７２】
相同抗体
　さらに別の態様において、本発明の抗体は、本明細書に記載の抗体のアミノ酸配列およ
びヌクレオチド配列と相同な、全長重鎖および軽鎖アミノ酸配列、全長重鎖および軽鎖ヌ
クレオチド配列、可変領域重鎖および軽鎖ヌクレオチド配列または可変領域重鎖および軽
鎖アミノ酸配列を有し、本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の所望の機能的特性を保持してい
る。
【００７３】
　例えば、本発明は、重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む単離された組換え抗体（ま
たはその抗原結合部分を含む結合タンパク質）であって、該重鎖可変領域が配列番号２９
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～３２からなる群から選択されるアミノ酸配列と少なくとも８０％または少なくとも９０
％同一であり、該軽鎖可変領域が配列番号２５～２８からなる群から選択されるアミノ酸
配列と少なくとも８０％または少なくとも９０％同一であり、当該抗体がＩＬ１２Ｒβ１
と特異的に結合し、そして当該抗体が下記機能的特性の少なくとも１個を示す、抗体を提
供する：ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻害する、ヒト血球細胞にお
けるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生を阻害する、ヒト血球細胞におけるＩＬ２３依存的ＩＦ
Ｎγ産生を阻害する、または霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮ－γ産生
を阻害する。
【００７４】
　別の例において、本発明は、全長重鎖および全長軽鎖を含む単離された組換え抗体であ
って、該全長重鎖が配列番号３７～４０からなる群から選択されるヌクレオチド配列と少
なくとも８０％または少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列によってコードされ
、該全長軽鎖が配列番号３３～３６からなる群から選択されるヌクレオチド配列と少なく
とも８０％または少なくとも９０％同一であるヌクレオチド配列によってコードされ、当
該抗体がＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合し、そして当該抗体が下記機能的特性の少なくと
も１個を示す、抗体を提供する：ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻害
する、ヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生を阻害する、ヒト血球細胞にお
けるＩＬ２３依存的ＩＦＮγ産生を阻害する、または霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エ
クスビボＩＦＮ－γ産生を阻害する。
【００７５】
　多様な態様において、該抗体は、上記機能的特性の１個以上、２個以上、３個以上また
は４個以上を示しうる。本抗体は、例えばヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体であっ
てよい。好ましくは本抗体は完全ヒトサイレントＩｇＧ１抗体である。
【００７６】
　他の態様において、ＶＨおよび／またはＶＬアミノ酸配列は、上記配列と５０％、６０
％、７０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一であっ
てよい。他の態様において、ＶＨおよび／またはＶＬアミノ酸配列は、１、２、３、４ま
たは５箇所以下のアミノ酸におけるアミノ酸置換を除き、同一であってよい。それぞれ配
列番号２９～３２および配列番号２５～２８のＶＨおよびＶＬ領域と高い（すなわち８０
％以上）同一性を有するＶＨおよびＶＬ領域を有する抗体は、それぞれ配列番号３７～４
０および３３～３６をコードする核酸分子の突然変異誘発（例えば部位特異的またはＰＣ
Ｒ介在突然変異誘発）、次いで本明細書に記載の機能的アッセイを用いて保持される機能
（すなわち上記機能）についてのコードされる改変抗体の試験により、得ることができる
。
【００７７】
　本明細書において使用するとき、２個の配列間の同一性％は、２個の配列の最適なアラ
インメントのために導入する必要があるギャップの数および各ギャップの長さを考慮し、
該配列によって共有される同一位置の数の関数である（すなわち、同一性％＝同一位置の
数／全位置数×１００）。配列の比較および２個の配列間の同一性％の決定は、下記のよ
うな数学アルゴリズムを用いて実施できる。
【００７８】
　２個のアミノ酸配列間の同一性％は、ALIGNプログラム(version 2.0)に組み込まれてお
り、PAM120ウェイト残基テーブル、ギャップ長ペナルティ１２およびギャップペナルティ
４を用いる、E. Meyers and W. Millerのアルゴリズム(Comput. Appl. Biosci., 4:11-17
, 1988)を用いて決定できる。あるいは、２個のアミノ酸配列間の同一性％は、GCGソフト
ウェアパッケージのGAPプログラム（http://www.gcg.comで入手可能）に組み込まれてお
り、Blossom 62 マトリックス またはPAM250 マトリックスならびにギャップウェイト１
６、１４、１２、１０、８、６または４および長さウェイト１、２、３、４、５または６
を用いて、Needleman and Wunsch (J. Mol, Biol. 48:444-453, 1970)アルゴリズムを用
いて決定できる。



(15) JP 2012-524524 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

【００７９】
保存的修飾を有する抗体
　ある態様において、本発明の抗体は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含む重
鎖可変領域ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含む軽鎖可変領域を有し、
ここでこれらのＣＤＲ配列の１個以上は、本明細書に記載の抗体に基づく特定のアミノ酸
配列またはその保存的修飾を有し、そして該抗体は本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の所望
の機能的特性を保持している。したがって、本発明は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ
３配列を含む重鎖可変領域ならびにＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３配列を含む軽鎖可
変領域からなる抗原結合部分を含む、単離された組換え抗体であって、該重鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１アミノ酸配列が配列番号１～４およびその保存的修飾からなる群から選択され、該
重鎖可変領域ＣＤＲ２アミノ酸配列が配列番号５～８およびその保存的修飾からなる群か
ら選択され、該重鎖可変領域ＣＤＲ３アミノ酸配列が配列番号９～１２およびその保存的
修飾からなる群から選択され、該軽鎖可変領域ＣＤＲ１アミノ酸配列が配列番号１３～１
６およびその保存的修飾からなる群から選択され、該軽鎖可変領域ＣＤＲ２アミノ酸配列
が配列番号１７～２０およびその保存的修飾からなる群から選択され、該軽鎖可変領域Ｃ
ＤＲ１アミノ酸配列が配列番号２１～２４およびその保存的修飾からなる群から選択され
、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合し、そして下記機能的特性の少なくとも１個を示す抗体
を提供する：ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を阻害する、ヒト血球細胞
におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生を阻害する、ヒト血球細胞におけるＩＬ２３依存的
ＩＦＮγ産生を阻害する、または霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮ－γ
産生を阻害する。
【００８０】
　多様な態様において、該抗体は、上記機能的特性の１個以上、２個以上、３個以上また
は４個以上を示しうる。本抗体は、例えばヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体であっ
てよい。
【００８１】
　他の態様において、哺乳類細胞での発現に最適化された本発明の抗体は、全長重鎖配列
および全長軽鎖配列を有し、ここでこれらの配列の１個以上は、本明細書に記載の抗体に
基づく特定のアミノ酸配列またはその保存的修飾を有し、そして当該抗体は本発明の抗Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１抗体の所望の機能的特性を保持する。したがって、本発明は、全長重鎖およ
び全長軽鎖からなる哺乳類細胞での発現に最適化された単離されたモノクローナル抗体で
あって、該全長重鎖が配列番号２９～３２およびその保存的修飾からなる群から選択され
る可変アミノ酸配列を含み、該全長軽鎖が配列番号２５～２８およびその保存的修飾から
なる群から選択される可変アミノ酸配列を含み、ＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合し、そし
て下記機能的特性の少なくとも１個を示す抗体を提供する：ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２お
よびＩＬ２３の結合を阻害する、ヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生を阻
害する、ヒト血球細胞におけるＩＬ２３依存的ＩＦＮγ産生を阻害する、または霊長類血
球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮ－γ産生を阻害する。
【００８２】
　多様な態様において、該抗体は、上記機能的特性の１個以上、２個以上、３個以上また
は４個以上を示しうる。本抗体は、例えばヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体であっ
てよい。
【００８３】
　本明細書において使用するとき、用語「保存的配列修飾」は、そのアミノ酸配列を含む
抗体の結合特性に顕著に影響しないかまたは変化させない、アミノ酸修飾を意味する。か
かる保存的修飾は、アミノ酸置換、付加および欠失を含む。
【００８４】
　保存的アミノ酸置換は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換されて
いるものである。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該技術分野におい
て定義されている。これらのファミリーは塩基性側鎖（例えばリシン、アルギニン、ヒス
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チジン）、酸性側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非電荷極性側鎖（例えば
グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、ト
リプトファン）、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロ
リン、フェニルアラニン、メチオニン）、ベータ分枝側鎖（例えばスレオニン、バリン、
イソロイシン）および芳香族性側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファ
ン、ヒスチジン）を有するアミノ酸を含む。したがって、本発明の抗体のＣＤＲ領域中の
１個以上のアミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリーの他のアミノ酸残基で置換されていてよ
く、そして本明細書に記載の機能的アッセイを用いて、保持される機能について改変した
抗体を試験してよい。
【００８５】
　修飾は当該技術分野において既知の標準的な技術、例えば部位特異的突然変異誘発およ
びＰＣＲ介在突然変異誘発によって、本発明の抗体に導入できる。
【００８６】
本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体と同じエピトープに結合する抗体
　他の態様において、本発明は、本明細書に記載の本発明の多用な特異的抗ＩＬ１２Ｒβ
１抗体と同じエピトープに結合する抗体を提供する。
【００８７】
　したがって、さらなる抗体は、標準的なＩＬ１２Ｒβ１結合アッセイにおいて、他の本
発明の抗体と統計的に有為に、交差競合する（例えば結合を競合的に阻害する）能力に基
づいて同定できる。ヒトＩＬ１２Ｒβ１と本発明の抗体の結合を阻害する試験抗体の能力
は、ヒトＩＬ１２Ｒβ１との結合について当該抗体と試験化合物が競合しうることを示し
ており、かかる抗体は、理論に限定されないが、それが競合する抗体とヒトＩＬ１２Ｒβ
１上の同一または関連（例えば構造的に類似または空間的に近接）エピトープと結合しう
る。ある態様において、本発明の抗体とヒトＩＬ１２Ｒβ１上の同じエピトープと結合す
る抗体は、ヒト組換え抗体である。かかるヒト組換え抗体は、実施例に記載のとおりに製
造し、単離できる。
【００８８】
改変および修飾された抗体
　本発明の抗体は、さらに、出発物質として本明細書に示すＶＨおよび／またはＶＬ配列
の１個以上を有する抗体を用いて、修飾された抗体を製造し、改変できる。当該修飾され
た抗体は、出発抗体とは異なる特性を有していてもよい。抗体は、例えば１個以上のＣＤ
Ｒ領域および／または１個以上のフレームワーク領域内の１個または両方の可変領域（す
なわちＶＨおよび／またはＶＬ）内の１個以上の残基を修飾して、改変できる。さらにま
たは別に、定常領域の残基を修飾して抗体を改変して、抗体のエフェクター機能を変化さ
せてもよい。
【００８９】
　行いうる可変領域改変の一つのタイプは、ＣＤＲ移植である。抗体は、主として６個の
重鎖および軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）に位置するアミノ酸残基を介して、標的抗原と
相互作用する。このため、ＣＤＲ内のアミノ酸配列は、ＣＤＲの外側の配列よりも個々の
抗体間でより多様である。ＣＤＲ配列は多くの抗体－抗原相互作用に関与するため、異な
る特性を有する異なる抗体由来のフレームワークに移植した特定の天然に生じる抗体のＣ
ＤＲ配列を含む発現ベクターを構築することによって、特定の天然に生じる抗体の特性を
模倣する組換え抗体を発現できる（例えば、Riechmann, L. et al., 1998 Nature 332:32
3-327; Jones, P. et al., 1986 Nature 321:522-525; Queen, C. et al., 1989 Proc. N
atl. Acad参照。 U.S.A. 86:10029-10033; Winterの米国特許第5,225,539号およびQueen
らの米国特許第5,530,101号; 第5,585,089号; 第5,693,762号および第6,180,370号参照）
。
【００９０】
　したがって、本発明の別の態様は、単離されたモノクローナル抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体で
あって、配列番号１～４からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するＣＤＲ１配列、
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配列番号５～８からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するＣＤＲ２配列および配列
番号９～１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するＣＤＲ３配列をそれぞれ含
む重鎖可変領域、ならびに配列番号１３～１６からなる群から選択されるアミノ酸配列を
有するＣＤＲ１配列、配列番号１７～２０からなる群から選択されるアミノ酸配列を有す
るＣＤＲ２配列および配列番号２１～２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を有す
るＣＤＲ３配列をそれぞれ含む軽鎖可変領域を含む抗体に関する。したがって、かかる抗
体は、モノクローナル抗体のＶＨおよびＶＬ ＣＤＲ配列を含むが、これらの抗体とは異
なるフレームワーク配列を含みうる。
【００９１】
　かかるフレームワーク配列は、公表されているＤＮＡデータベースまたは公表されてい
る生殖系列抗体遺伝子配列を含む文献から得られる。例えば、ヒト重鎖および軽鎖可変領
域遺伝子についての生殖系列ＤＮＡ配列は、「VBase」ヒト生殖系列配列データベース（
インターネットwww.mrc- cpe.cam.ac.uk/vbaseで閲覧可能）ならびにKabat、E. A., et a
l., 1991 Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. De
partment of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson, I
. M., et al., 1992 J. Mol. Biol. 227:776-798; および Cox, J. P. L. et al., 1994 
Eur. J Immunol. 24:827-836で見られる。
【００９２】
　本発明の抗体に使用するフレームワーク配列の例は、選択された本発明の抗体によって
使用されるフレームワーク配列と構造的に類似のもの、例えば本発明のモノクローナル抗
体によって使用されるコンセンサス配列および／またはフレームワーク配列である。ＶＨ

 ＣＤＲ１、２および３配列ならびにＶＬ ＣＤＲ１、２および３配列は、フレームワーク
配列が由来する生殖系列免疫グロブリン遺伝子において見られるものと同一の配列を有す
るフレームワークに移植でき、あるいは該ＣＤＲ配列は、生殖系列配列と比較して１個以
上の変異を含むフレームワーク領域に移植できる。例えば、ある例において、抗体の抗原
結合能を維持しあるいは向上させるためにフレームワーク領域内の残基を変異させること
が有利であることが知られている（例えばQueenらの米国特許第5,530,101号; 第5,585,08
9号; 第5,693,762号および第6,180,370参照）。
【００９３】
　別のタイプの可変領域修飾は、ＶＨおよび／またはＶＬ ＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／
またはＣＤＲ３領域内のアミノ酸残基を変異させ、それによって目的の抗体の１個以上の
結合特性（例えば親和性）を改善することである（「親和性変異」と知られる）。部位特
異的突然変異誘発またはＰＣＲ介在突然変異誘発を行って、変異を導入し、本明細書に記
載および実施例に提供するインビトロまたはインビボアッセイで抗体結合または他の興味
のある機能的特性に対する影響を評価してもよい。保存的修飾（上記）を導入してもよい
。変異はアミノ酸置換、付加または欠失であってよい。さらには、典型的にはＣＤＲ領域
内の１、２、３、４または５個以下の残基が変化する。
【００９４】
　したがって、他の態様において、本発明は、配列番号１～４から選択されるアミノ酸配
列または配列番号１～４と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸置換、欠失ま
たは付加を有するアミノ酸配列からなるＶＨ ＣＤＲ１領域、配列番号５～８から選択さ
れるアミノ酸配列または配列番号５～８と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ
酸置換、欠失または付加を有するアミノ酸配列からなるＶＨ ＣＤＲ２領域、配列番号９
～１２から選択されるアミノ酸配列または配列番号９～１２と比較して１、２、３、４も
しくは５個のアミノ酸置換、欠失または付加を有するアミノ酸配列からなるＶＨ ＣＤＲ
３領域、配列番号１３～１６から選択されるアミノ酸配列または配列番号１３～１６と比
較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸置換、欠失または付加を有するアミノ酸配
列からなるＶＬ ＣＤＲ１領域、配列番号１７～２０から選択されるアミノ酸配列または
配列番号１７～２０と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸置換、欠失または
付加を有するアミノ酸配列からなるＶＬ ＣＤＲ２領域、および配列番号２１～２４から
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選択されるアミノ酸配列または配列番号２１～２４と比較して１、２、３、４もしくは５
個のアミノ酸置換、欠失または付加を有するアミノ酸配列からなるＶＬ ＣＤＲ３領域を
含む、単離された抗ＩＬ１２Ｒβ１モノクローナル抗体を提供する。
【００９５】
抗原結合ドメインを別のフレームワークまたはスキャフォールドに移植する
　得られるポリペプチドが少なくとも１個のＩＬ１２Ｒβ１と特異的に結合する結合領域
を有する限り、広範な抗体／免疫グロブリンフレームワークまたはスキャフォールドが使
用できる。かかるフレームワークまたはスキャフォールドは、ヒト免疫グロブリンまたは
そのフラグメントの５個の主なイディオタイプ（例えば本明細書の他の箇所に記載のもの
）を含み、好ましくはヒト化局面を有する別の動物種の免疫グロブリンを含む。ラクダに
おいて同定されるもののような重鎖１個の抗体は、この点において特に興味深い。新たな
フレームワーク、スキャフォールドおよびフラグメントは、当業者によって探索および開
発し続けられている。
【００９６】
　一つの局面において、本発明は、本発明のＣＤＲを移植できる非免疫グロブリンスキャ
フォールドを用いて、非免疫グロブリンベースの抗体を作成することに関する。配列番号
４１の標的タンパク質に特異的な結合領域を含む限り、既知のまたは将来の非免疫グロブ
リンフレームワークおよびスキャフォールドが使用できる。かかる化合物は、本明細書に
おいて、「標的特異的結合領域を含むポリペプチド」と称する。非免疫グロブリンフレー
ムワークの例は、さらに以下のセクションに記載されている（ラクダ抗体および非抗体ス
キャフォールド）。
【００９７】
ラクダ抗体
　ラマ種（Lama paccos、Lama glama および Lama vicugna）のような新世界メンバーを
含むラクダおよびヒトコブラクダ（Camelus bactrianusおよびCalelus dromaderius）フ
ァミリーのメンバーから得た抗体タンパク質は、サイズ、構造の複雑性およびヒトに対す
る抗原性について、特徴付けられている。天然に見出される哺乳類のこのファミリー由来
の特定のＩｇＧ抗体は軽鎖を欠いており、したがって他の動物由来の抗体における２個の
重鎖および２個の軽鎖を有する４鎖４級構造とは構造的に異なる。PCT/EP93/02214 (１９
９４年３月３日公開のWO 94/04678)を参照されたい。
【００９８】
　ＶＨＨと同定される小さな１個の可変ドメインであるラクダ抗体の領域を遺伝子操作に
よって入手して、標的に高い親和性を有し、「ラクダナノ抗体」として知られる低分子量
抗体由来タンパク質を得ることができる。１９９８年６月２日公開の米国特許第5,759,80
8参照；Stijlemans, B. et al., 2004 J Biol Chem 279: 1256-1261; Dumoulin, M. et a
l., 2003 Nature 424: 783-788; Pleschberger, M. et al. 2003 Bioconjugate Chem 14:
 440-448; Cortez-Retamozo, V. et al. 2002 Int J Cancer 89: 456-62; および Lauwer
eys, M. et al. 1998 EMBO J 17: 3512-3520も参照されたい。ラクダ抗体および抗体フラ
グメントの操作されたライブラリーは、例えばAblynx, Ghent, Belgiumから商業的に入手
可能である。非ヒト起源の他の抗体として、ラクダ抗体のアミノ酸配列を組換え的に変化
させて、ヒト配列により似た配列を得てもよい。すなわち、ナノ抗体を「ヒト化」してよ
い。したがって、ヒトに対するラクダ抗体の天然の低抗原性をさらに低下させうる。
【００９９】
　ラクダ抗体はヒトＩｇＧ分子の約１０分の１の分子量を有し、該タンパク質はわずか数
ナノメートルの物理系を有する。小さなサイズの一つの帰結は、より大きな抗体タンパク
質には機能的に不可視の抗原部位に結合するというラクダ抗体の能力であり、すなわちラ
クダナノ抗体は、常套の免疫学的技術を用いると隠される抗原を検出する試薬として、そ
して可能性のある治療薬物として、有用である。したがって、小さなサイズのさらに別の
帰結は、標的タンパク質の溝または小さな割れ目の特定の部位に結合することの結果とし
て、阻害でき、したがって伝統的な抗体のものよりも伝統的な低分子量薬物の機能により
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似た能力を提供できることである。
【０１００】
　低分子量およびコンパクトなサイズは、さらに、極めて熱安定であり、極端なｐＨおよ
びタンパク分解に安定であり、そして低い抗原性をラクダナノ抗体にもたらす。別の帰結
は、ラクダナノ抗体は循環系から組織に容易に移動することおよび血液脳関門を通過して
神経組織に作用する障害を処置しうることである。ナノ抗体はさらに、薬物の血液脳関門
通過を促進しうる。２００４年８月１９日公開の米国特許出願20040161738を参照された
い。ヒトへの低抗原性と組み合わさったこれらの特徴は、大きな治療ポテンシャルを示す
。さらに、これらの分子は、大腸菌のような原核細胞において十分に発現され、バクテリ
オファージで融合タンパク質として発現され、そして機能的である。
【０１０１】
　したがって、本発明の特徴は、ＩＬ１２Ｒβ１に高い親和性を有するラクダ抗体または
ナノ抗体である。ここである態様において、ラクダ抗体またはナノ抗体は、ラクダ科動物
において天然に生産され、すなわち他の抗体について本明細書に記載の技術を用いて、Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１またはそのペプチドフラグメントでラクダを免疫して作成される。あるいは
、抗ＩＬ１２Ｒβ１ラクダナノ抗体を設計し、すなわち例えば本明細書の実施例に記載の
標的としてＩＬ１２Ｒβ１を用いるパニング法を用いて適切に変異誘発したラクダナノ抗
体を提示する例えばファージディスプレイライブラリーから選択して作成する。例えば、
抗ＩＬ１２Ｒβ１ラクダナノ抗体は、ＩＬ１２Ｒβ１とＩＬ１２およびＩＬ２３の結合を
阻害し、そして／またはヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生を阻害し、そ
して／またはヒト血球細胞におけるＩＬ２３依存的ＩＦＮγ産生を阻害するものから選択
される。対応するアッセイは実施例に記載されている。
【０１０２】
　操作されたナノ抗体は、４５分～２週間の受容対象における半減期を有するようにさら
に遺伝子操作によってカスタマイズしてもよい。具体的な態様において、ラクダ抗体また
はナノ抗体は、PCT/EP93/02214の実施例に記載のとおり、本発明のヒト抗体の重鎖または
軽鎖のＣＤＲ配列をナノ抗体またはシングルドメイン抗体フレームワーク配列に挿入して
得られる。
【０１０３】
非抗体スキャフォールド
　既知の非免疫グロブリンフレームワークまたはスキャフォールドは、アドネクチン（フ
ィブロネクチン）(Compound Therapeutics, Inc., Waltham, MA)、アンキリン(Molecular
 Partners AG, Zurich, Switzerland)、ドメイン抗体(Domantis, Ltd (Cambridge, MA) 
および Ablynx nv (Zwijnaarde, Belgium))、リポカリン（アンチカリン）(Pieris Prote
olab AG, Freising, Germany)、小モジュラー免疫医薬(Trubion Pharmaceuticals Inc., 
Seattle, WA)、マキシボディー(Avidia, Inc. (Mountain View, CA))、プロテインＡ(Aff
ibody AG, Sweden) および アフィリン（ガンマ結晶またはユビキチン）(Scil Proteins 
GmbH, Halle, Germany)、タンパク質エピトープ模倣物(Polyphor Ltd, Allschwil, Switz
erland)を含むが、これらに限定されない。
【０１０４】
(i) フィブロネクチンスキャフォールド
　フィブロネクチンスキャフォールドは、好ましくはフィブロネクチンタイプIIIドメイ
ン（例えばフィブロネクチンタイプIIIの第１０モジュール（10 Fn3ドメイン））に基づ
く。フィブロネクチンタイプIIIドメインは、それら自体が互いをパックしてタンパク質
のコアを形成する２個のベータシート間に分布する７または８個のベータ鎖を有し、さら
にベータ鎖と互いに結合し、溶媒に曝されるループ（ＣＤＲに類似する）を含む。ベータ
シートサンドイッチの各端に、かかるループが少なくとも３個存在し、該端はベータ鎖の
方向に垂直なタンパク質の境界である(US 6,818,418)。
【０１０５】
　これらのフィブロネクチンベースのスキャフォールドは、免疫グロブリンではないが、
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全体的な折り畳みは、最も小さな機能的抗体フラグメントでありラクダおよびラマＩｇＧ
の全抗原認識ユニットを含む重鎖可変領域のものと極めて関連している。この構造のため
、非免疫グロブリン抗体は、抗体のものと性質および親和性において類似する抗原結合特
性を模倣する。これらのスキャフォールドは、インビボでの抗体の親和性成熟のプロセス
と類似の、インビトロでのループランダム化およびシャッフル戦略に使用できる。これら
のフィブロネクチンベース分子は、該分子のループ領域が標準的なクローニング技術を用
いる本発明のＣＤＲで置換され、スキャフォールドとして使用されうる。
【０１０６】
(ii) アンキリン－分子パートナー
　この技術は、異なる標的に対する結合のために使用しうる可変領域を保持するスキャフ
ォールドとしてアンキリン由来反復モジュールを使用することに基づく。アンキリン反復
モジュールは、２個の逆平衡のαヘリックスおよびβターンからなる３３アミノ酸のポリ
ペプチドである。可変領域の結合は、多くの場合、リボソームディスプレイを用いて最適
化される。
【０１０７】
(iii) マキシボディー／アビマー－アビディア
　アビマーは、ＬＲＰ－１のような、天然のＡドメイン含有タンパク質に由来する。これ
らのドメインはタンパク質間相互作用のために天然に用いられ、ヒトでは２５０種以上の
タンパク質が構造的にＡドメインに基づいている。アビマーは、アミノ酸リンカーを介し
て結合した多数の「Ａドメイン」モノマー（２～１０個）からなる。標的抗原に結合しう
るアビマーは、例えば20040175756; 20050053973; 20050048512;および 20060008844に記
載の方法論を用いて作成できる。
【０１０８】
(vi) プロテインＡ－アフィボディ
　Affibody（登録商標）親和性リガンドは、プロテインＡのＩｇＧ結合ドメインの１個の
スキャフォールドに基づいた３ヘリックスバンドルからなる、小さく、単純なタンパク質
である。この５８アミノ酸からなるスキャフォールドタンパク質は、その１３個がランダ
ムかされて多数のリガンド変異体を
存在を示唆するAffibody（登録商標）ライブラリーを作成する（例えばUS 5,831,012参照
）。Affibody（登録商標）分子は抗体を模倣し；それらは１５０ｋＤａの抗体の分子量と
比較して、６ｋＤａの分子量を有する。その小さなサイズにもかかわらず、Affibody（登
録商標）分子の結合部医は抗体のものと同様である。
【０１０９】
(v) アンチカリン－Pieris
　Anticalins（登録商標）は、Pieris ProteoLab AG社によって開発された製品である。
それらは、化学的に感受性または不溶性の化合物の生理的輸送または貯蔵に通常関与する
広範なグループの小さく強固なタンパク質であるリポカリンに由来する。多様な天然リポ
カリンがヒト組織または体液中に生じる。
【０１１０】
　タンパク質構造は免疫グロブリンに類似しており、強固なフレームワークの上端に超可
変ループを有する。しかし、抗体またはその組換えフラグメントとは異なり、リポカリン
は、単一免疫グロブリンドメインよりも僅かに大きな１６０～１８０アミノ酸残基を有す
る単一ポリペプチド鎖からなる。
【０１１１】
　結合ポケットを構成する４個のループのセットは、顕著な構造可塑性を示し、多様な側
鎖に耐容性である。したがって、結合部位は、高い親和性および特異性で異なる形の所定
の標的分子を認識するため、特許方法で再形成してよい。
【０１１２】
　リポカリンファミリーの一つのタンパク質である、Pieris Brassicaeのビリン結合タン
パク質（ＢＢＰ）は、４個のループのセットを変異させてアンチカリンを開発するために
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使用されている。「アンチカリン」について記載する特許出願の一例は、PCT WO 1999168
73である。
【０１１３】
(vi) アフィリン－Scilタンパク質
　Affilin（商標）分離は、タンパク質および低分子に対する特定の親和性について設計
されている小さな非免疫グロブリンタンパク質である。新たなAffilin（商標）分子は、
各々異なるヒト由来スキャフォールドタンパク質に基づく２個のライブラリーから極めて
速やかに選択しうる。
【０１１４】
　Affilin（商標）分子は免疫グロブリンタンパク質に対して何ら構造的相同性を示さな
い。Scil Proteinsは２種のAffilin（商標）スキャフォールドを用い、一方はガンマ結晶
、ヒトの構造的眼レンズタンパク質であり、他方は「ユビキチン」スーパーファミリータ
ンパク質である。いずれのヒトスキャフォールドも極めて小さく、高い温度安定性を示し
、ｐＨ変化および変性剤にほぼ耐性である。この高い安定性は、主として該タンパク質の
伸長ベータシート構造のためである。ガンマ結晶由来タンパク質の例はWO200104144に記
載されており、「ユビキチン様」タンパク質の例はWO2004106368に記載されている。
【０１１５】
(vii) タンパク質エピトープ模倣物（ＰＥＭ）
　ＰＥＭは、タンパク質間相互作用に関与する主な二次構造であるタンパク質のベータヘ
アピン二次構造を模倣した、中間サイズの環状ペプチド様分子（分子量１～２ｋＤａ）で
ある。
【０１１６】
フレームワークまたはＦｃ操作
　本発明の操作された抗体は、例えば抗体の特性を改善するため、ＶＨおよび／またはＶ

Ｌ内のフレームワーク残基に修飾を行ったものを含む。典型的にはかかるフレームワーク
修飾は、抗体の免疫源性を低下させるために行う。例えば、一つのアプローチは、対応す
る生殖系列配列への１個以上のフレームワーク残基の「戻し変異」である。より具体的に
は、体細胞変異を行った抗体は、当該抗体が由来する生殖系列配列とは異なるフレームワ
ーク残基を含みうる。かかる残基は抗体フレームワーク配列と当該抗体が由来する生殖系
列配列を比較して同定できる。フレームワーク領域配列をその生殖系列立体配置に戻すた
め、例えば部位特異的突然変異誘発またはＰＣＲ介在突然変異誘発によって、体細胞変異
を生殖系列配列に「戻し変異」できる。かかる「戻し変異」された抗体も本発明に含まれ
る。
【０１１７】
　別のタイプのフレームワーク修飾は、フレームワーク領域内または１個以上のＣＤＲ領
域内の１個以上の残基を変異させてＴ細胞エピトープを除去し、それによって潜在的な抗
体の免疫源性を低下させることを含む。このアプローチは「脱免疫化」とも称され、Carr
らの米国特許公開第20030153043号により詳細に記載されている。
【０１１８】
　フレームワークまたはＣＤＲ領域に行う修飾に加えてまたはそれとは別に、本発明の抗
体は、典型的には抗体の１個以上の機能的特性、例えば血清半減期、補体結合、Ｆｃレセ
プター結合および／または抗原依存的細胞損傷性を変化させるため、Ｆｃ領域内の修飾を
含むように操作してよい。さらにまた、本発明の抗体は、化学的に修飾されてよく（例え
ば１個以上の化学部分が抗体に結合されてよい）、あるいは再度抗体の１個以上の機能的
特性を変化させるため、その糖修飾を修飾してよい。これらの態様は各々さらに詳細に以
下に記載される。Ｆｃ領域における残基の番号付けは、KabatのＥＵインデックスのもの
である。
【０１１９】
　一つの態様において、ＣＨ１のヒンジ領域は、ヒンジ領域内のシステイン残基数が変化
、例えば増加または減少するように修飾される。このアプローチはBodmerらによる米国特
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許第5,677,425号にさらに記載されている。ＣＨ１のヒンジ領域内のシステイン残基数は
、例えば軽鎖および重鎖のアセンブリを促進させるため、あるいは抗体の安定性を上昇ま
たは低下させるために変化される。
【０１２０】
　他の態様において、抗体のＦｃヒンジ領域を変異させて該抗体の生物学的半減期を減少
させる。より具体的には、抗体が天然ＦｃヒンジドメインＳｐＡ結合と比較してブドウ球
菌（Staphylococcyl）プロテインＡ（ＳｐＡ）結合を損なうように、１個以上のアミノ酸
変異をＦｃヒンジフラグメントのＣＨ２－ＣＨ３ドメイン界面領域に導入する。このアプ
ローチは、Wardらによる米国特許第6,165,745号にさらに詳細に記載されている。
【０１２１】
　他の態様において、抗体を修飾してその生物学的半減期を増加させる。多様なアプロー
チが可能である。例えば、Wardらの米国特許第6,277,375号に記載のとおり、下記変異の
１個以上を導入しうる：T252L、T254S、T256F。あるいは生物学的半減期を増加させるた
めに、Prestaらによる米国特許第5,869,046号および第6,121,022号に記載のとおり、ＣＨ
１またはＣＬ領域内でＩｇＧのＦｃ領域のＣＨ２ドメインの２個のループから得たサルベ
ージレセプター結合エピトープを含むように抗体は変化されうる。
【０１２２】
　さらに別の態様において、Ｆｃ領域は、抗体のエフェクター機能を変化させるために、
少なくとも１個のアミノ酸残基を異なるアミノ酸残基で置換して変化される。例えば、１
個以上のアミノ酸は、抗体がエフェクターリガンドに対する異なる親和性を有するが親抗
体の抗原結合能を保持するように、異なるアミノ酸残基で置換されうる。親和性を変化さ
せるエフェクターリガンドは、例えばＦｃレセプターまたは補体のＣ１成分であり得る。
このアプローチはWinterらによる米国特許第5,624,821号および第5,648,260号にさらに詳
細に記載されている。
【０１２３】
　他の態様において、抗体が異なるＣ１ｑ結合および／または補体依存的細胞傷害性（Ｃ
ＤＣ）が低下もしくは消滅するように、アミノ酸残基から選択される１個以上のアミノ酸
は、異なるアミノ酸残基で置換されうる。このアプローチはIdosugieらによる米国特許第
6,194,551号にさらに詳細に記載されている。
【０１２４】
　他の態様において、１個以上のアミノ酸残基を変化させて、抗体の補体に結合する能力
を変化させる。このアプローチはBodmerらによるＰＣＴ公開公報WO 94/29351にさらに記
載されている。
【０１２５】
　さらに別の態様において、Ｆｃ領域を修飾して抗体依存的細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を仲
介する抗体の能力を上昇させ、そして／または１個以上のアミノ酸を修飾してＦｃγレセ
プターに対する抗体の親和性を上昇させる。このアプローチは、PrestaによるＰＣＴ公開
公報WO 00/42072にさらに記載されている。さらにまた、ヒトＩｇＧ１上のＦｃγＲ１、
ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩに対する結合部位はマッピングされており、改善された結
合性を有する変異体が記載されている（Shields, R.L. et al., 2001 J. Biol. Chen. 27
6:6591-6604参照）。
【０１２６】
　ある態様において、ＩｇＧ１アイソタイプのＦｃドメインが使用される。いくつかの具
体的な態様において、ＩｇＧ１ Ｆｃフラグメントの変異体、例えば抗体依存的細胞傷害
性（ＡＤＣＣ）を仲介し、そして／またはＦｃγレセプターに結合する融合ポリペプチド
の能力を低下または消滅させたサイレントＩｇＧ１ Ｆｃが使用される。ＩｇＧ１アイソ
タイプの例は、HezarehらのJ. Virol 2001 Dec;75(24):12161-8に記載されているアミノ
酸位置２３４および２３５でロイシン残基がアラニン残基で置換されているサイレント変
異体である。
【０１２７】
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　ある態様において、Ｆｃドメインは、Ｆｃドメインの２９７位の残基での糖修飾を防止
する変異体である。例えば、Ｆｃドメインは２９７位のアスパラギン残基のアミノ酸置換
を含む。かかるアミノ酸置換の例は、Ｎ２９７のグリシンまたはアラニンによる置換であ
る。
【０１２８】
　さらに別の態様において、抗体の糖修飾は修飾される。例えば、非グリコシル化抗体を
作成してよい（すなわち抗体は糖修飾を欠く）。糖修飾は、例えば抗原に対する抗体の親
和性を上昇させるために、変化されてよい。かかる糖修飾は、例えば抗体配列中の１個以
上の糖修飾部位を変化させることによって行われうる。例えば、１個以上の可変領域フレ
ームワーク糖修飾部位をもたらし、それによってその部位での糖修飾を排除する、１個以
上のアミノ酸置換が行われうる。かかる非グリコシル化は、抗原に対する抗体の親和性を
上昇させうる。かかるアプローチは、Coらによる米国特許第5,714,350号および第6,350,8
61号にさらに詳細に記載されている。
【０１２９】
　さらにまたはあるいは、変化した糖修飾のタイプを有する抗体、例えばフコシル残基の
量を低減した低フコシル化抗体または二分ＧｌｃＮａｃ構造が増加した抗体を作成してよ
い。かかる糖修飾は、例えば変化した糖修飾機構を有する宿主細胞内で抗体を発現させる
ことによって行いうる。変化した糖修飾機構を有する細胞は、当該技術分野で記載されて
おり、本発明の組換え抗体を発現し、それによって変化した糖修飾を有する組換え抗体を
発現する宿主細胞として使用できる。例えば、HangらによるEP 1,176,195は、細胞系で発
現される抗体が低フコシル化を示すように、フコシルトランスフェラーゼをコードするＦ
ＵＴ８遺伝子が機能的に破壊されている細胞系を記載している。したがって、一つの態様
において、本発明の抗体は、低フコシル化パターンを示す細胞系、例えばフコシルトラン
スフェラーゼをコードするＦＵＴ８遺伝子の発現が欠損した哺乳類細胞での組み換え発現
によって作成される。PrestaによるＰＣＴ公開公報WO 03/035835は、Ａｓｎ（２９７）結
合糖にフコースを結合させる能力が低下し、また宿主細胞において発現される抗体の低フ
コシル化をもたらすＣＨＯ細胞系変異体であるＬｅｃｌ３細胞を記載している（Shields,
 R.L. et al., 2002 J. Biol. Chem. 277:26733-26740も参照）。UmanaらによるＰＣＴ公
開公報WO 99/54342は、細胞系で発現される抗体が増加した二分ＧｌｃＮａｃ構造を示し
、該抗体の増加したＡＤＣＣ活性をもたらすように、糖タンパク質修飾グリコシルトラン
スフェラーゼ（例えばベータ（１，４））－Ｎアセチルグルコサミニルトランスフェラー
ゼＩＩＩ（ＧｎｔＩＩＩ））を発現するように操作された細胞系を記載している（Umana 
et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180も参照）。あるいは、本発明の抗体は、哺乳類
様糖修飾パターンについて操作されており、糖修飾パターンとしてフコースを欠く抗体を
産生しうる酵母または糸状菌において作成してもよい（例えばEP1297172B1参照）。
【０１３０】
　本明細書において、本発明が意図する本抗体の別の修飾は、ペグ化である。抗体をペグ
化して、例えば抗体の生物学的（例えば血清）半減期を上昇させることができる。抗体を
ペグ化するため、抗体またはそのフラグメントは、典型的にはポリエチレングリコール（
ＰＥＧ）、例えばＰＥＧの反応性エステルまたはアルデヒド誘導体と、１個以上のＰＥＧ
基が抗体または抗体フラグメントに結合するような条件下で、反応させる。ペグ化は、反
応性ＰＥＧ分子（または同様の反応性水溶性ポリマー）を用いたアシル化反応またはアル
キル化反応によって実施できる。本明細書において使用するとき、用語「ポリエチレング
リコール」は他のタンパク質を誘導体化するために使用されているあらゆる形態のＰＥＧ
，、例えばモノ（Ｃ１－Ｃ１０）アルコキシ－もしくはアリールオキシ－ポリエチレング
リコールまたはポリエチレングリコール－マレイミドを含む。ある態様において、ペグ化
される抗体は、非グリコシル化抗体である。タンパク質をペグ化する方法は、当該技術分
野において既知であり、本発明の抗体に適用できる。例えば、NishimuraらによるEP 0 15
4 316およびIshikawaらによるEP 0 401 384を参照されたい。
【０１３１】
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　本発明が意図する抗体の他の修飾は、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域と血清タ
ンパク質、例えばヒト血清アルブミンの複合またはタンパク質融合であり、これにより得
られた分子の半減期が上昇する。かかるアプローチは、例えばBallanceらのEP0322094に
記載されている。
【０１３２】
　別の可能性は、得られる分子の半減期を上昇させるため、血清タンパク質、例えばヒト
血清アルブミンと結合しうるタンパク質と、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域の融
合である。かかるアプローチは、例えばNygrenらのEP 0 486 525に記載されている。
【０１３３】
改変された抗体を操作する方法
　上記の通り、本明細書に示すＶＨおよびＶＬ配列または全長重鎖および軽鎖配列を有す
る抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を用いて、全長重鎖および／または軽鎖配列、ＶＨおよび／また
はＶＬ配列、またはそれに結合した定常領域を修飾して、新たな抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を
作成できる。したがって、本発明の別の局面において、本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の
構造的特徴を用いて、本発明の抗体の少なくとも１個の機能的特性、例えばヒトＩＬ１２
Ｒβ１との結合およびＩＬ１２Ｒβ１の１個以上の機能的特性の阻害（例えばＩＬ１２Ｒ
β１とＩＬ１２および／またはＩＬ２３の結合の阻害、血球細胞におけるＩＬ１２依存的
ＩＦＮγ産生の阻害など）を保持する、構造的に関連した抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を作成す
る。
【０１３４】
　例えば、本発明の抗体またはその変異体の１個以上のＣＤＲ領域を既知のフレームワー
ク領域および／または他のＣＤＲと組換え的に結合して、上記の通り、本発明のさらなる
組換え操作された抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を作成できる。他のタイプの修飾は、前のセクシ
ョンに記載のものを含む。操作方法の出発物質は、本明細書で提供されるＶＨおよび／ま
たはＶＬ配列の１個以上またはそのＣＤＲ配列の１個以上である。操作された抗体を作成
するためには、本明細書で提供されるＶＨおよび／またはＶＬ配列の１個以上またはその
ＣＤＲ配列の１個以上を有する抗体を実際に作成する（すなわちタンパク質として発現す
る）必要はない。むしろ、配列に含まれる情報を出発物質として用いて、元の配列に由来
する「第二世代」配列を作成し、当該「第二世代」配列が調製され、タンパク質として発
現される。
【０１３５】
　したがって、他の態様において、本発明は、配列番号１～４からなる群から選択される
ＣＤＲ１配列を有する重鎖可変領域抗体配列、配列番号５～８からなる群から選択される
ＣＤＲ２配列および／または配列番号９～１２からなる群から選択されるＣＤＲ３配列；
ならびに配列番号１３～１６からなる群から選択されるＣＤＲ１配列を有する軽鎖可変領
域抗体配列、配列番号１７～２０からなる群から選択されるＣＤＲ２配列および／または
配列番号２１～２４からなる群から選択されるＣＤＲ３配列からなる抗ＩＬ１２Ｒβ１抗
体を作成する方法であって、少なくとも１個の変化した抗体配列を作成するために重鎖可
変領域抗体配列および／または軽鎖可変領域抗体配列中の少なくとも１個のアミノ酸残基
を変化させ、そして変化した抗体配列をタンパク質として発現させることを含む方法を提
供する。
【０１３６】
　したがって、他の態様において、本発明は、配列番号２９～３２からなる群から選択さ
れる可変配列を含む全長重鎖抗体配列および配列番号２５～２８からなる群から選択され
る可変配列を含む全長軽鎖抗体配列からなる、哺乳類細胞における発現に最適化した抗Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１抗体を作成する方法であって、少なくとも１個の変化した抗体配列を作成す
るために重鎖可変領域抗体配列および／または軽鎖可変領域抗体配列中の少なくとも１個
のアミノ酸残基を変化させ、そして変化した抗体配列をタンパク質として発現することを
含む方法を提供する。
【０１３７】
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　変化した抗体配列は、それぞれ配列番号９～１２および配列番号２１～２４からなる群
から選択される固有の重鎖および軽鎖ＣＤＲ３配列またはUS20050255552に記載の最小必
須結合決定部分およびＣＤＲ１およびＣＤＲ２配列の多様性を有する抗体ライブラリーを
スクリーニングして、作成できる。スクリーニングは、抗体ライブラリーから抗体をスク
リーニングするための適切な技術、例えばファージディスプレイ技術に従って、実施でき
る。
【０１３８】
　標準的な分子生物学技術を用いて、変化した抗体配列を作成し、発現させることができ
る。変化した抗体配列によってコードされる抗体は、本明細書に記載の抗ＩＬ１２Ｒβ１
抗体の１個、数個または全ての機能的特性を保持するものであり、ここで該機能的特性は
、ヒトＩＬ１２Ｒβ１との特異的結合および／またはＩＬ１２Ｒβ１ポリペプチドとＩＬ
１２およびＩＬ２３の結合阻害および／またはヒト血球細胞におけるＩＬ１２依存的ＩＦ
Ｎγ産生の阻害および／またはヒト血球細胞におけるＩＬ２３依存的ＩＦＮγ産生の阻害
および／または霊長類血球細胞におけるＩＬ１２エクスビボＩＦＮγ産生を含むがこれら
に限定されない。
【０１３９】
　変化した抗体は、上記機能的特性を１個以上、２個以上または３個以上示しうる。
【０１４０】
　変化した抗体の機能的特性は、当該技術分野において利用可能でありそして／または本
明細書に記載の標準的なアッセイ、例えば実施例に記載のもの（例えばＥＬＩＳＡ）を用
いて、評価できる。
【０１４１】
　本発明の抗体を操作する方法のある態様において、抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体コーディング
配列の全部または一部にわたってランダムにまたは選択的に変異を挿入でき、そして得ら
れた修飾抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体は、結合活性および／または本明細書に記載の他の機能的
特性についてスクリーニングされうる。変異方法は当該技術分野において記載されている
。例えば、ShortによるＰＣＴ公開公報WO 02/092780は、飽和突然変異誘発、合成ライゲ
ーションアセンブリまたはそれらの組合せを用いた抗体変異体の作成およびスクリーニン
グ法を記載している。あるいは、LazarらによるＰＣＴ公開公報WO 03/074679は、抗体の
物理化学的特性を最適化するための計算スクリーニング法を用いる方法を記載している。
【０１４２】
本発明の抗体をコードする核酸分子
　本発明の別の局面は、本発明の抗体をコードする核酸分子に関する。可変軽鎖ヌクレオ
チド配列の例は、配列番号３３～３６に示す。可変重鎖ヌクレオチド配列の例は、配列番
号３７～４０に示す。本発明はまた、哺乳類細胞、例えばＣＨＯ細胞系におけるタンパク
質発現に最適化された、配列番号３３～４０の後者配列（latter sequence）に由来する
核酸分子に関する。
【０１４３】
　核酸は細胞全体中、細胞溶解物中に存在していてよく、あるいは部分的に精製または実
質的に純粋な形態の核酸であってもよい。核酸は、他の細胞成分または他の不純物、例え
ば他の細胞核酸もしくはタンパク質から、標準的な技術、例えばアルカリ／ＳＤＳ処理、
ＣｓＣｌ結合、カラムクロマトグラフィー、アガロースゲル電気泳動および他の当該技術
分野で周知のものによって精製されているとき、「単離されている」かまたは「実質的に
純粋になって」いる。F. Ausubel, et al., ed. 1987 Current Protocols in Molecular 
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New Yorkを参照されたい。本発
明の核酸は、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡであってよく、イントロン配列を含んでいても
含んでいなくてもよい。ある態様において、本核酸は、ｃＤＮＡ分子である。核酸はベク
ター、例えばファージディスプレイベクター中または組換えプラスミドベクター中に存在
していてもよい。
【０１４４】
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　本発明の核酸は、分子生物学の技術をを用いて得られる。ハイブリドーマ（例えば、以
下にさらに記載のとおりヒト免疫グロブリン遺伝子を担持するトランスジェニックマウス
から調製したハイブリドーマ）による抗体発現のために、該ハイブリドーマによって作成
した抗体の軽鎖および重鎖をコードするｃＤＮＡが、標準的なＰＣＲ増幅またはｃＤＮＡ
クローニング技術によって得られる。免疫グロブリン遺伝子ライブラリーから（例えばフ
ァージディスプレイ技術を用いて）抗体を得るために、当該ライブラリーのメンバーであ
る多様なファージクローンから抗体をコードする核酸が回収できる。
【０１４５】
　ＶＨおよびＶＬセグメントをコードするＤＮＡフラグメントを得たのち、これらのＤＮ
Ａフラグメントはさらに、例えば可変領域遺伝子を全長抗体鎖遺伝子、Ｆａｂフラグメン
ト遺伝子またはｓｃＦｖ遺伝子に変換するために、標準的な組換えＤＮＡ技術で操作でき
る。この操作において、ＶＬ－またはＶＨ－コードＤＮＡフラグメントは、他のＤＮＡ分
子または他のタンパク質、例えば抗体定常領域もしくはフレキシブルリンカーをコードす
るフラグメントと、作動可能に連結している。用語「作動可能に連結」は、この文脈で使
用するとき、２個のＤＮＡフラグメントが機能的に、例えば当該２個のＤＮＡフラグメン
トによってコードされるアミノ酸配列がフレーム中に残存するようにまたは該タンパク質
が所望のプロモーターの制御下で発現されるように、結合していることを意味する。
【０１４６】
　ＶＨ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＨ－コードＤＮＡと重鎖定常領域（ＣＨ
１、ＣＨ２およびＣＨ３）をコードする別のＤＮＡ分子を作動可能に連結することによっ
て、全長重鎖遺伝子に変換できる。ヒト重鎖定常領域遺伝子の配列は、当該技術分野にお
いて既知であり（例えば、Kabat, E. A., el al., 1991 Sequences of Proteins of Immu
nological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services,
 NIH Publication No. 91-3242参照）、これらの領域を含むＤＮＡフラグメントは、標準
的なＰＣＲ増幅によって得られる。重鎖定常領域はＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭまたはＩｇＤ定常領域であってよい。いくつかの態様にお
いて、重鎖定常領域はＩｇＧ１アイソタイプから選択される。Ｆａｂフラグメント重鎖遺
伝子について、ＶＨ－コードＤＮＡは、重鎖ＣＨ１定常領域のみをコードする別のＤＮＡ
分子と作動可能に連結していてよい。
【０１４７】
　ＶＬ領域をコードする単離されたＤＮＡは、ＶＬ－コードＤＮＡと軽鎖可変領域である
ＣＬをコードする別のＤＮＡ分子を作動可能に連結することによって、全長軽鎖遺伝子（
およびＦａｂ軽鎖遺伝子）に変換できる。ヒト軽鎖定常領域遺伝子の配列は、当該技術分
野において既知であり（例えば、Kabat, E. A., et al., 1991 Sequences of Proteins o
f Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Ser
vices, NIH Publication No. 91-3242参照）、これらの領域を含むＤＮＡフラグメントは
、標準的なＰＣＲ増幅によって得られる。軽鎖定常領域はカッパまたはラムダ定常領域で
あってよい。
【０１４８】
　ｓｃＦｖ遺伝子を作成するため、ＶＨ－およびＶＬ－コードＤＮＡフラグメントは、Ｖ

ＨおよびＶＬ配列がフレキシブルリンカーで結合したＶＬおよびＶＨ領域を有する近接一
本鎖タンパク質として該配列が発現されるように、フレキシブルリンカー、例えばアミノ
酸配列(Gly4 -Ser)3をコードする別のフラグメントと作動可能に連結する（例えばBird e
t al., 1988 Science 242:423-426; Huston et at., 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85:5879-5883; McCafferty et al., 1990 Nature 348:552-554参照）。
【０１４９】
本発明のモノクローナル抗体の作成
　モノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、常套のモノクローナル抗体法、例えばKohler and M
ilstein, 1975 Nature 256: 495の標準的な体細胞ハイブリダイゼーション技術を含む多
様な技術によって作成できる。モノクローナル抗体を作成する多くの技術は、例えばＢリ
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ンパ球のウイルスまたは発がん形質転換を使用できる。
【０１５０】
　ハイブリドーマを作成するための動物系は、マウス系である。マウスにおけるハイブリ
ドーマ生産は十分に確立された手法である。免疫プロトコルおよび融合のための免疫化脾
細胞の単離の技術は、当該技術分野において既知である。融合パートナー（例えばマウス
骨髄腫細胞）および融合法も既知である。
【０１５１】
　本発明のキメラまたはヒト化抗体は、上記の通り作成されるマウスモノクローナル抗体
の配列に基づいて作成できる。重鎖および軽鎖免疫グロブリンをコードするＤＮＡは、目
的のマウスハイブリドーマから得られ、そして標準的な分子生物学の技術を用いて非マウ
ス（例えばヒト）免疫グロブリン配列を含むように操作してよい。例えば、キメラ抗体を
作成するため、当該技術分野において既知の方法を用いてマウス可変領域をヒト定常領域
に連結してよい（例えばCabillyらの米国特許第4,816,567号参照）。ヒト化抗体を作成す
るため、マウスＣＤＲ領域は、当該技術分野において既知の方法を用いて、ヒトフレーム
ワークに挿入されうる。例えば、Winterの米国特許第5225539号およびQueenらの米国特許
第5530101号; 第5585089号; 第5693762号および第6180370号参照。
【０１５２】
　ある態様において、本発明の抗体はヒトモノクローナル抗体である。かかるＩＬ１２Ｒ
β１に対するヒトモノクローナル抗体は、マウス系よりもむしろヒト免疫系の一部を担持
するトランスジェニックまたはトランス染色体マウスを用いて作成できる。これらのトラ
ンスジェニックまたはトランス染色体マウスは、本明細書においてそれぞれＨｕＭＡｂマ
ウスおよびＫＭマウスと称されるマウスを含み、集合的に「ヒトＩｇマウス」と称する。
【０１５３】
　ＨｕＭＡｂマウス（登録商標）(Medarex, Inc.)は、非再配列ヒト重鎖（μおよびγ）
およびκ軽鎖免疫グロブリン配列を、内因性μおよびκ鎖遺伝子座を不活性化する標的変
異と共に、コードするヒト免疫グロブリン遺伝子小遺伝子座を含む（例えばLonberg, et 
al., 1994 Nature 368(6474): 856-859参照）。したがって、マウスは低下したマウスＩ
ｇＭまたはκの発現を示し、免疫化に応答して、導入したヒト重鎖および軽鎖トランスジ
ーンがクラススイッチおよび体細胞変異を引き起こして、高い親和性のヒトヒトＩｇＧκ
モノクローナルが作成される（Lonberg, N. et al., 1994 supra; reviewed in Lonberg,
 N., 1994 Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Husz
ar, D., 1995 Intern. Rev. Immunol.13: 65-93, および Harding, F. and Lonberg, N.,
 1995 Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:536-546)。ＨｕＭＡｂマウスの作成および使用、なら
びにかかるマウスにより担持されるゲノムの修飾は、Taylor, L. et al., 1992 Nucleic 
Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. et at., 1993 International Immunology 5: 6
47-656; Tuaillon et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:3720-3724; Choi et a
l., 1993 Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al., 1993 EMBO J. 12: 821-830; T
uaillon et al., 1994 J. Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. et al., 1994 Internat
ional Immunology 579-591;および Fishwild, D. et al., 1996 Nature Biotechnology 1
4: 845-851にさらに記載されており、それらの全ての内容を参照によりその全体について
本明細書に引用する。さらに、LonbergとKayの米国特許第5,545,806号; 第5,569,825号; 
第5,625,126号; 第5,633,425号; 第5,789,650号; 第5,877,397号; 第5,661,016号; 第5,8
14,318号; 第5,874,299号; および 第5,770,429号、Suraniらの米国特許第5,545,807号、
LonbergとKayのＰＣＴ公開公報WO 92103918、WO 93/12227、WO 94/25585、WO 97113852、
WO 98/24884 および WO 99/45962、ならびにKormanらのＰＣＴ公開公報WO 01/14424も参
照されたい。
【０１５４】
　他の態様において、本発明のヒト抗体は、ヒト重鎖トランス遺伝子およびヒト軽鎖トラ
ンス染色体を担持するマウスのような、トランス遺伝子およびトランス染色体上にヒト免
疫グロブリン配列を担持するマウスを用いて、産生してもよい。かかるマウスは、本明細
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書において「ＫＭマウス」と称し、IshidaらのＰＣＴ公開公報WO 02/43478に詳細に記載
されている。
【０１５５】
　さらに、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現する別のトランスジェニック動物系が当該技
術分野において利用可能であり、それを用いて本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を産生でき
る。例えば、Xenomouse (Abgenix, Inc.)と称される別のトランスジェニック系が使用で
きる。かかるマウスは例えば、Kucherlapatiらの米国特許第5,939,598号; 第6,075,181号
; 第6,114,598号; 第6,150,584号および第6,162,963号に記載されている。
【０１５６】
　さらにまた、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現する別のトランス染色体動物系が当該技
術分野において利用可能であり、それを用いて本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を産生でき
る。例えば、「ＴＣマウス」と称されるヒト重鎖トランス染色体およびヒト軽鎖トランス
染色体の両方を担持するマウスが使用でき、かかるマウスはTomizuka et al., 2000 Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727に記載されている。さらに、ヒト重鎖およびヒト軽
鎖トランス染色体を担持するウシが当該技術分野において記載されており(Kuroiwa et al
., 2002 Nature Biotechnology 20:889-894)、それを用いて本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗
体を産生できる。
【０１５７】
　本発明のヒト組換え抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝子のスクリーニングライブラリー
についてのファージディスプレイ法を用いて作成してもよい。ヒト抗体を単離するための
かかるファージディスプレイ法は当該技術分野において確立されているか、または下記実
施例に記載されている。例えば、Ladnerらの米国特許5,223,409; 5,403,484および 5,571
,698、Dowerらの米国特許5,427,908および5,580,717、McCaffertyらの米国特許5,969,108
および6,172,197ならびにGriffithsらの米国特許5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,5
55,313; 6,582,915 および 6,593,081を参照されたい。
【０１５８】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、免疫によってヒト抗体応答が生じるようにヒト免
疫細胞が再構築されているＳＣＩＤマウスを用いて作成してもよい。かかるマウスは、例
えばWilsonらの米国特許5,476,996および5,698,767に記載されている。
【０１５９】
ヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの作成
　本発明のヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを作成するために、免疫し
たマウスから脾細胞および／またはリンパ節細胞を単離して、適切な不死化細胞系、例え
ばマウス骨髄腫細胞系に融合させる。得られたハイブリドーマを抗原特異的抗体の産生に
ついてスクリーニングしてよい。例えば、50％のＰＥＧを含む６分の１の数のP3X63-Ag8.
653非分泌マウス骨髄腫細胞（ATCC、CRL 1580）と、免疫したマウスからの脾リンパ球の
単一細胞懸濁液を融合できる。細胞を平底マイクロタイタープレートに約2×145で播種し
、20% 胎児クローン血清、18% "653" 調節培地、5% オリジェン(IGEN)、4 mM Ｌ－グルタ
ミン、1 mM ピルビン酸ナトリウム、5mM HEPES、0:055 mM ２－メルカプトエタノール、5
0 単位/ml ペニシリン、50 mg/ml ストレプトマイシン、50 mg/ml ゲンタマイシンおよび
1X HAT (Sigma; HATは融合の２４時間後に加える)を含む選択培地中で２週間インキュベ
ーションする。約２週間後、HATをHTに置き換えた培地で細胞を培養してよい。ヒトモノ
クローナルＩｇＭおよびＩｇＧ抗体について、各ウェルをＥＬＩＳＡでスクリーニングで
きる。激しいハイブリドーマ増殖が生じた後、通常１０～１４日後に中程度の増殖が観察
できる。抗体分泌ハイブリドーマを再度播種し、スクリーニングし、ヒトＩｇＧについて
なおも陽性であれば、当該モノクローナル抗体を限界希釈により少なくとも２回サブクロ
ーニングしてよい。安定なサブクローンをインビトロで培養して、特徴付けのために組織
培養培地中で少量の抗体を作成してよい。
【０１６０】
　ヒトモノクローナル抗体を生成するため、モノクローナル抗体精製のために２リットル
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スピナーフラスコ中で選択したハイブリドーマを増殖してよい。上清を濾過し、濃縮した
後、プロテインＡ－セファロース(Pharmacia, Piscataway, N.J.)でアフィニティークロ
マトグラフィーに付す。溶出したＩｇＧをゲル電気泳動および高速液体クロマトグラフィ
ーで確認し、純度を確保する。バッファー溶液をＰＢＳに交換してもよく、濃度は吸光係
数1.43を用いるOD280により測定できる。モノクローナル抗体を等分し、-80℃で保存でき
る。
【０１６１】
モノクローナル抗体を産生するトランスフェクトーマの作成
　本発明の抗体はまた、例えば組換えＤＮＡ技術および遺伝子トランスフェクション法の
当該技術分野において周知の組合せを用いて、宿主細胞トランスフェクトーマにおいて産
生してもよい（例えばMorrison, S. (1985) Science 229:1202）。
【０１６２】
　例えば、本抗体またはその抗体フラグメントを発現させるため、標準的な分子生物学の
技術（例えばＰＣＲ増幅または本発明の抗体を発現するハイブリドーマを用いたｃＤＮＡ
クローニング）によって部分または全長軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡを得てよく、
遺伝子が転写および翻訳制御配列に作動可能に連結するようにＤＮＡを発現ベクターに挿
入してもよい。この文脈において、用語「作動可能に連結」は、ベクター内の転写および
翻訳制御配列が抗体遺伝子の転写および翻訳を制御する意図した機能を発揮するように抗
体遺伝子がベクターにライゲートされていることを意味する。発現ベクターおよび発現制
御配列は、使用する発現宿主に適合するように選択される。抗体軽鎖遺伝子および抗体重
鎖遺伝子は別個のベクターに挿入してよく、あるいはより典型的には、両方の遺伝子は同
じ発現ベクターに挿入する。抗体遺伝子は標準的な方法（例えば抗体遺伝子フラグメント
およびベクター上の相補的制限部位のライゲーションまたは制限部位が存在しない場合は
平滑末端ライゲーション）により発現ベクターに挿入する。本明細書に記載の抗体の軽鎖
および重鎖可変領域を用いて、ＶＨセグメントがベクター内のＣＨセグメントに作動可能
に連結し、ＶＬセグメントがベクター内のＣＬセグメントに作動可能に連結するように、
所望のアイソタイプの重鎖および軽鎖定常領域を既にコードする発現ベクターに挿入する
ことによって、任意の抗体アイソタイプの全長抗体遺伝子を作成できる。さらにまたはあ
るいは、組換え発現ベクターは、宿主細胞から抗体鎖の分泌を促進するシグナルペプチド
をコードしうる。抗体鎖遺伝子は、フレーム内の抗体鎖遺伝子のアミノ末端にシグナルペ
プチドが結合するように、抗体鎖遺伝子をベクターにクローニングしてよい。シグナルペ
プチドは免疫グロブリンシグナルペプチドまたは異種シグナルペプチド（すなわち非免疫
グロブリンタンパク質由来のシグナルペプチド）であってよい。
【０１６３】
　抗体鎖遺伝子に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における抗体鎖遺伝
子の発現を制御するための制御配列を担持する。用語「制御配列」は、抗体鎖遺伝子の転
写または翻訳を制御するプロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御因子（例えばポ
リアデニル化シグナル）を含む。かかる制御配列は、例えばGoeddel (Gene Expression T
echnology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 1990)に記載
されている。制御配列の選択を含む発現ベクターの設計は、形質転換する宿主細胞の選択
、望まれるタンパク質の発現レベルなどの要因に依存しうることが当業者には理解される
。哺乳類宿主細胞発現の制御配列は、哺乳類細胞における高レベルタンパク質発現を指示
するウイルス要素、例えばサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、Simian ウイルス40 (SV40)
、アデノウイルス（多追えばアデノウイルス主要後期プロモーター(ＡｄＭＬＰ)）および
ポリオーマに由来するプロモーターおよび／またはエンハンサーを含む。あるいは制御配
列は、ユビキチンプロモーターまたはＰ－グロビンプロモーターのような非ウイルス性制
御配列を用いてもよい。さらに、ＳＶ４０早期プロモーターおよびヒトＴ細胞白血病ウイ
ルスタイプ１の長末端反復を含むＳＲａプロモーター系のような、異なる源からの配列か
らなる(Takebe, Y. et al., 1988 Mol. Cell. Biol. 8:466-472)。
【０１６４】
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　抗体鎖遺伝子および制御配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、さらなる配列
、例えば宿主細胞におけるベクターの複製を制御する配列（例えば複製起点）および選択
マーカー遺伝子を担持してもよい。選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入される宿主細
胞の選択を促進する（例えばAxelらの米国特許4,399,216、4,634,665 および 5,179,017
参照）。例えば、典型的には、選択マーカー遺伝子は、ベクターが導入される宿主細胞に
薬物、例えばＧ４１８、ハイグロマイシンまたはメトトレキサートに対する耐性を付与す
る。選択マーカー遺伝子は、ジヒドロフォレートレダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（メト
トレキサート選択／増幅によるｄｈｆｒ－宿主細胞に使用するため）およびネオ遺伝子（
Ｇ４１８選択のため）を含む。
【０１６５】
　軽鎖および重鎖の発現のために、重鎖および軽鎖をコードする発現ベクターを標準的な
技術によって宿主細胞にトランスフェクトする。多様な形態の用語「トランスフェクショ
ン」は、異種ＤＮＡを原核または真核宿主細胞に挿入するために一般に使用される広範な
技術、例えばエレクトロポレーション、カルシウム－リン酸沈殿、ＤＥＡＥデキストラン
トランスフェクションなどを含む。原核または真核宿主細胞のいずれかにおいて本発明の
抗体を発現させることが理論上可能である。真核細胞、特に哺乳類細胞は原核細胞よりも
適切に折りたたまれ、免疫学的に活性な抗体を構築し分泌する可能性が高いため、真核細
胞、例えば哺乳類宿主細胞、酵母または糸状菌における抗体の発現について説明する。抗
体遺伝子の原核細胞発現は、活性抗体の高収率での生産には不向きであると報告されてい
る(Boss, M. A. and Wood, C. R., 1985 Immunology Today 6:12-13)。
【０１６６】
　本発明の組換え抗体を発現する哺乳類宿主細胞は、チャイニーズハムスター卵巣細胞（
ＣＨＯ細胞）(ｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む、Urlaub and Chasin, 1980 Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 77:4216-4220に記載されている。ＤＨ ＦＲ選択マーカーで使用される。例
えばR.J. Kaufman and P.A. Sharp、1982 Mol. Biol. 159:601-621に記載）、ＮＳＯ骨髄
腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２細胞を含む。特に、ＮＳＯ骨髄腫細胞での使用について
、別の発現系はWO 87/04462、WO 89/01036およびEP 338,841に示されているＧＳ遺伝子発
現系である。一つの態様において、本発明の組換え抗体を発現する哺乳類宿主細胞は、例
えばUS6,946,292B2に記載のとおり、ＦＵＴ８遺伝子発現を欠損している哺乳類細胞系を
含む。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターが哺乳類宿主細胞に導入されていると
き、該抗体は、宿主細胞内で抗体の発現にまたは宿主細胞が増殖する培養培地中に抗体が
分泌されるのに十分な期間、宿主細胞を培養して産生する。抗体は標準的なタンパク質精
製法を用いて培養培地から回収できる。
【０１６７】
免疫複合体
　別の局面において、本発明は、細胞毒、薬物（例えば免疫抑制剤）または放射性毒素の
ような治療部分と結合した、抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体またはそのフラグメントを特徴とする
。かかる複合体は、本明細書において、「免疫複合体」と称する。１個以上の細胞毒を含
む免疫複合体は、「免疫毒」と称する。細胞毒または細胞毒性剤は、細胞に有害な（例え
ば殺す）あらゆる薬物を含む。例えば、タキサン、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、
エチジウムブロマイド、エメチン、ミトマイシン、エトポシド、テニポシド、ビンクリス
チン、ビンブラスチン、t.コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシ
アントラチンジオン、ミトキサントロン、ミスラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デ
ヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、
プロプラノロールおよびプロマイシン、ならびにそれらのアナログまたはホモログを含む
。また治療剤は、例えば、代謝拮抗剤（例えばメトトレキサート、６－メルカプトプリン
、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシル、デカルバジン）、切除剤（例
えばメクロレタミン、チオテパ、クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮ
Ｕ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマン
ニトール、ストレプトゾトシン、ミトマイシンＣおよびcis-ジクロロジアミンプラチナ(I
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I)（ＤＤＰ）、シスプラチン、アントラサイクリン類（例えばダウノルビシン（以前はダ
ウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えばダクチノマイシン（以前はア
クチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ）
）ならびに抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチンおよびビンブラスチン）を含む。
【０１６８】
　本発明の抗体に結合しうる治療用細胞毒の他の例は、デュオカルマイシン、カリケアマ
イシン、マイタンシンおよびアウリスタチンならびにそれらの誘導体を含む。カリケアマ
イシン抗体複合体の例は、商業的に入手可能である(MylotargTm; Wyeth-Ayerst)。
【０１６９】
　細胞毒は、当該技術分野において利用可能なリンカー技術を用いて本発明の抗体に結合
できる。細胞毒と抗体を結合するために用いるリンカータイプの例は、ヒドラゾン、チオ
エーテル、エステル、ジスルフィドおよびペプチド含有リンカーを含むが、これらに限定
されない。リンカーは、例えばリソソーム内の低ｐＨによる切断に受容性であるか、また
はカテプシン（例えばカテプシンＢ、Ｃ、Ｄ）のような腫瘍組織で専ら発現されているプ
ロテアーゼのようなプロテアーゼによる切断に受容性であるものが選択される。
【０１７０】
　細胞毒、リンカーおよび抗体に治療剤を結合させる方法のさらなる説明は、以下の文献
も参照されたい：Saito, G. et al., 2003 Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail, 
P.A. et al., 2003 Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337; Payne, G., 2003 Cancer
 Cell 3:207-212; Allen, T.M., 2002 Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan, I. and Kr
eitman, R. J., 2002 Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter, P.D. and Sp
ringer, C.J., 2001 Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264。
【０１７１】
　本発明の抗体を放射性同位元素と結合させて、細胞毒放射性医薬を作成してもよい。こ
れは放射性免疫複合体とも称する。診断または治療的使用のために抗体と結合させること
ができる放射性同位元素の例は、ヨウ素l31、インジウム111、イットリウム90およびルテ
チウム177を含むが、これらに限定されない。放射性免疫複合体を製造する方法は当該技
術分野において確立されている。放射性免疫複合体の例は商業的に入手可能であり、Zeva
lin（商標）(DEC Pharmaceuticals)およびBexxar（商標）(Corixa Pharmaceuticals)を含
み、また同様の方法を用いて、本発明の抗体を用いた放射性免疫複合体を製造できる。
【０１７２】
　本発明の抗体複合体を用いて、所定の生物学的応答を修飾でき、そして薬物部分は常套
の化学治療剤に限られることがない。例えば、薬物部分は所望の生物学的活性を有するタ
ンパク質またはポリペプチドであってもよい。かかるタンパク質は、例えば酵素的に活性
な毒素またはその活性フラグメント、例えばアブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒素
またはジフテリア毒素、腫瘍壊死因子またはインターフェロンγのようなタンパク質、ま
たは生物学的応答修飾剤、例えばリンホカイン、インターロイキン１（ＩＬ１）、インタ
ーロイキン２（ＩＬ２）、インターロイキン６（ＩＬ６）、顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）または他の増殖因
子を含みうる。
【０１７３】
　抗体とかかる治療部分を結合する技術は周知であり、例えばAmon et al., "Monoclonal
 Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal Antib
odies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc.
 1985); Hellstrom et at., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Del
ivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); 
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in 
Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al.
 (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The T
herapeutic Use Of Radiolabeled Antibodies In Cancer Therapy", in Monoclonal Anti
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bodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Acad
emic Press 1985), および Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Propertie
s Of Antiboy-Toxin Conjugates", Inmunol. Rev., 62:119-58 (1982)を参照されたい。
【０１７４】
二重特異的分子
　別の局面において、本発明は、本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体を含む二重特異的または
多重特異的分子を特徴とする。本発明の抗体は、少なくとも２種の異なる結合部位または
標的分子に結合する二重特異的分子を作成するために、別の機能的分子、例えば別のペプ
チドまたはタンパク質（例えばあるレセプターに対する別の抗体またはリガンド）に誘導
体化または結合しうる。本発明の抗体は、実際に、２種以上の異なる結合部位および／標
的分子に結合する多重特異的分子を作成するために、１個以上の他の機能的分子に誘導体
化または結合させてもよく、かかる多重特異的分子も、本明細書において使用するとき、
用語「二重特異的分子」に包含する。本発明の二重特異的分子を作成するために、本発明
の抗体は、１個以上の結合分子、例えば別の抗体、抗体フラグメント、ペプチドまたは結
合模倣物と機能的に（例えば化学的カップリング、遺伝的融合、非共有結合または他のも
のにより）結合して、二重特異的分子を得てよい。
【０１７５】
　したがって、本発明は、少なくとも１個のＩＬ１２Ｒβ１に対する第一の結合特異性お
よび第二の標的エピトープに対する第二の結合特異性を含む二重特異的分子を含む。例え
ば、第二の標的エピトープは、第一の標的エピトープとは異なるＩＬ１２Ｒβ１の別のエ
ピトープである。別の例は、少なくとも１個のＩＬ１２Ｒβ１に対する第１の結合特異性
およびＩＬ１２Ｒβ２またはＩＬ２３Ｒα内のエピトープに対する第二の結合特異性を含
む二重特異的分子である。
【０１７６】
　さらに、二重特異的分子が多重特異的である本発明に関して、該分子はさらに、第一お
よび第二の標的エピトープに加えて、第三の結合特異性を含んでいてもよい。
【０１７７】
　一つの態様において、本発明の二重特異的分子は、結合特異性として、少なくとも１種
の抗体またはその抗体フラグメント、例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖま
たは一本鎖Ｆｖを含む。本抗体はまた、軽鎖もしくは重鎖二量体またはそのいずれかの最
小フラグメント、例えばＦｖまたはLadnerらの米国特許4,946,778に記載の一本鎖構築物
であってもよい。
【０１７８】
　本発明の二重特異的分子に使用できる他の抗体は、マウス、キメラおよびヒト化モノク
ローナル抗体である。
【０１７９】
　本発明の二重特異的分子は、当該技術分野において既知の方法を用いて、構成要素であ
る結合特異性を複合して作成してもよい。例えば、二重特異的分子の各結合特異性は、別
個に作成し、次いで互いに複合してよい。結合特異性がタンパク質またはペプチドである
とき、多様化カップリングまたは架橋剤が共有結合複合化のために使用できる。架橋剤の
例は、プロテインＡ、カルボジイミド、Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチル－チオアセ
テート（ＳＡＴＡ）、５，５’－ジチオビス（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）、ｏ－
フェニルエネジマレイミド（ｏＰＤＭ）、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジ
チオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）およびスルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミド
メチル）シクロヘキサン－ｌ－カルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）を含む（例えばKa
rpovsky et al., 1984 J. Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al., 1985 Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 82:8648)を参照されたい）。他の方法はPaulus, 1985 Behring Ins. Mitt. 
No. 78,118-132; Brennan et al., 1985 Science 229:81-83,およびGlennie et al., 198
7 J. Immunol. 139: 2367-2375に記載のものをふくむ。複合化剤はＳＡＴＡおよびスルホ
－ＳＭＣＣであり、いずれもPierce Chemical Co. (Rockford, IL)から入手可能である。
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【０１８０】
　結合特異性が抗体であるとき、それは２個の重鎖のＣ末端ヒンジ領域のスルホヒドリル
結合によって複合化してもよい。具体的な態様において、奇数、例えば１個のスルホヒド
リル残基を含むようにヒンジ領域を修飾したのち、複合化する。
【０１８１】
　あるいは、両方の結合特異性が同じベクター内でコードされ、同じ宿主細胞で発現され
そして組み立てられてもよい。この方法は、二重特異的分子がｍＡｂ×ｍＡｂ、ｍＡｂ×
Ｆａｂ、Ｆａｂ×Ｆ（ａｂ’）２またはリガンド×Ｆａｂの融合タンパク質である場合に
特に有用である。本発明の二重特異的分子は、１個の単鎖抗体および結合決定因子を含む
一本鎖分子であるか、あるいは２個の結合決定因子を含む一本鎖二重特異的分子であって
よい。二重特異的分子は、少なくとも２個の一本鎖分子を含んでいてもよい。二重特異的
分子を作成する方法は、例えば米国特許5,260,203; 米国特許5,455,030; 米国特許4,881,
175; 米国特許5,132,405; 米国特許5,091,513; 米国特許5,476,786; 米国特許5,013,653;
 米国特許5,258,498; および米国特許5,482,858に記載されている。
【０１８２】
　二重特異的分子とその特異的標的との結合は、例えば酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩ
ＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＥＡ）、ＦＡＣＳ分析、バイオアッセイ（例えば沿右
側阻害）またはウェスタンブロットアッセイによって確認できる。これらのアッセイはそ
れぞれ、一般に、目的の複合体に特異的な標識化された試薬（例えば抗体）を用いて、特
定の目的のタンパク質－抗体複合体の存在を検出する。
【０１８３】
多価抗体
　別の局面において、本発明は、ＩＬ１２Ｒβ１に結合する本発明の抗体の少なくとも２
個の同一または異なる抗原結合部分を含む多価抗体を提供する。一つの態様において、多
価抗体は本抗体の少なくとも２個、３個または４個の抗原結合部分を提供する。抗原結合
部分は、タンパク質融合または共有もしくは非共有結合によって一体に結合されうる。あ
るいは、結合方法は、二重特異的分子について説明した。例えば本発明の抗体と本発明の
抗体の定常領域、例えばＦｃまたはヒンジ領域に結合する抗体の架橋により、四価化合物
が得られる。
【０１８４】
医薬組成物
　別の局面において、本発明は、薬学的に許容される担体と共に製剤された、本発明の抗
体の一つまたは組合せを含む組成物、例えば医薬組成物を提供する。かかる組成物は、本
発明の抗体または免疫複合体もしくは二重特異的分子の一つまたは組合せ（例えば２つ以
上）を含んでいてもよい。例えば、本発明の医薬組成物は、標的抗原上の異なるエピトー
プに結合するかまたは相補的な活性を有する組合せを含んでいてよい。
【０１８５】
　本発明の医薬組成物はまた、組合せ療法で投与してよく、すなわち他の薬物との組み合
わせてよい。例えば、組合せ療法は、本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体と少なくとも１種の
他の抗炎症剤または他の化学療法剤、例えば免疫抑制剤との組合せを含みうる。組合せ療
法に使用できる治療薬物の例は、下記本発明の抗体の使用のセクションにおいて、より詳
細に記載されている。
【０１８６】
　本明細書において使用するとき、「薬学的に許容される担体」は、生理的に適合性の、
任意のあらゆる溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張化剤および吸
収遅延剤等を含む。担体は静脈内、筋肉内、皮下、非経腸、脊髄または上皮投与（例えば
注射または輸液による）に適するべきである。一つの態様において、担体は皮下経路に適
するべきである。投与経路に依存して、活性化合物、すなわち抗体、免疫複合体または二
重特異的分子は、該化合物を不活性化しうる酸および他の天然条件の作用から化合物を保
護するための物質で被覆してよい。
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【０１８７】
　本発明の医薬化合物は、１種以上の薬学的に許容される塩を含みうる。「薬学的に許容
される塩」は、親化合物の所望の生物学的活性を保持し、望ましくない毒性効果を与える
ことのない塩を意味する（例えばBerge, S.M., et al., 1977 J. Pharm. Sci. 66:1-19参
照）。かかる塩の例は、酸付加塩および塩基付加塩を含む。酸付加塩は、非毒性の無機酸
、例えば塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、亜リン酸などに由来す
るもの、ならびに非毒性有機酸、例えば脂肪族モノ－およびジ－カルボン酸、フェニル置
換アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族性酸、脂肪族および芳香族性スルホン酸等
に由来するものを含む。塩基付加塩は、アルカリ土類金属、例えばナトリウム、カリウム
、マグネシウム、カルシウム等に由来するもの、ならびに非毒性有機アミン類、例えばＮ
，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、クロロプロカイン、コリ
ン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカイン等に由来するものを含む。
【０１８８】
　本発明の医薬組成物はまた、薬学的に許容される抗酸化剤を含んでいてもよい。薬学的
に許容される抗酸化剤の例は、水溶性抗酸化剤、例えばアスコルビン酸、塩酸システイン
、重硫酸ナトリウム、メタ重亜硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム等；油溶性抗酸化剤、
例えばアスコルビルパルミテート、ブチル化ヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチル化
ヒドロキシトルエン（ＢＨＴ）、レシチン、プロピルガラート、アルファトコフェロール
等；および金属キレート剤、例えばクエン酸、エチレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ）
、ソルビトール、酒石酸、リン酸等を含む。
【０１８９】
　本発明の医薬組成物に使用できる好適な水性および非水性担体の例は、水、エタノール
、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール等
）およびそれらの好適な混合物、植物油、例えばオリーブ油ならびに注射用有機エステル
、例えばオレイン酸エチルを含む。例えばレシチンのようなコーティング剤を用いて、分
散剤の場合には必要な粒子サイズを維持して、そして界面活性剤を使用して、適切な流動
性が維持できる。
【０１９０】
　これらの組成物はまた、保存剤、湿潤剤、乳化剤および分散剤のようなアジュバントを
含んでいてもよい。微生物の存在の防止は、上記滅菌手法ならびに多様な抗菌剤および抗
真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸等を含めることによ
って確保しうる。糖、塩化ナトリウム等の等張化剤を組成物に含めることも望まれうる。
さらに、注射組成物形態の延長された吸収は、アルミニウムモノステアレートおよびゼラ
チンのような吸収を遅延させる物質を含めることによってもたらされうる。
【０１９１】
　薬学的に許容される担体は、滅菌水溶液または分散剤および滅菌注射液または分散剤の
即時調製用滅菌粉末を含む。薬学的活性物質のためのかかる媒体および物質の使用は、当
該技術分野において既知である。いずれかの常套の媒体または物質が活性化合物に不適合
である場合を除き、本発明の医薬組成物におけるその使用が意図される。補助的な活性化
合物も組成物に加えてよい。
【０１９２】
　治療用組成物は、典型的には滅菌されており、製造および保存条件下で安定であるべき
である。組成物は溶液、ミクロエマルジョン、リポソームまたは他の高薬物濃度に好適な
規則構造として製剤しうる。担体は、例えば水、エタノール、ポリオール（例えばグリセ
ロール、プロピレングリコールおよび液性ポリエチレングリコール等）およびそれらの好
適な混合物を含む、溶媒または分散媒であってよい。例えばレシチンのようなコーティン
グ剤を用いて、分散剤の場合には必要な粒子サイズを維持して、そして界面活性剤を使用
して、適切な流動性が維持できる。多くの場合、等張化剤、例えば糖、ポリアルコール、
例えばマンニトール、ソルビトールまたは塩化ナトリウムを組成物中に含んでいてよい。
注射組成物形態の延長された吸収は、アルミニウムモノステアレートおよびゼラチンのよ
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うな吸収を遅延させる物質を含めることによってもたらされうる。
【０１９３】
　滅菌注射液は、必要な量の活性化合物を適切な溶媒に、所望により上記成分の１種また
は組合せと共に加え、次いで滅菌濾過して製造できる。一般に、基礎分散媒および上記所
望の他の成分を含む滅菌ビークルに活性化合物を加えて、分散剤を製造する。滅菌注射液
の製造用滅菌粉末の場合、製造法は、活性化合物と任意の所望の追加成分をその予め滅菌
濾過した溶液から得る真空乾燥および凍結乾燥（乾燥凍結）である。
【０１９４】
　単剤形態を製造するために担体物質と組み合わせられる活性化合物の量は、処置する対
象および具体的な投与形態に依存して変化する。単剤形態を製造するために担体物質と組
み合わせられる有効成分の量は、一般に、治療効果を奏する組成物の量である。一般に、
薬学的に許容される担体と組み合わせて100％としたうち、この量は有効成分約0.01％～
約99％、約0.1％～約70％、または有効成分約1％～約30％の範囲である。
【０１９５】
　投与レジメンを調節して、最適な望まれる応答（例えば治療応答）を提供する。例えば
、単回ボーラスを投与し、複数回分割用量をある時間にわたって投与し、あるいは治療状
況の緊急性によって示されるとおり用量を比例的に減少または増加してよい。投与の簡便
さおよび用量均一性のため、単位投与形態に非経腸組成物を製剤することが特に有利であ
る。単位投与形態は、本明細書において使用するとき、処置する対象に対する単位投与に
好適な物理的に区別された単位を意味し、各単位は、所望の医薬担体と共に望まれる治療
効果を奏するように計算された所定の量の活性化合物を含む。本発明の単位投与形態の規
格は、活性化合物の固有の特徴および得られるべき具体的な治療効果、ならびに個人の感
受性の処置のためかかる活性化合物を当該技術分野において内在する配合の限界によって
指示され、直接依存する。
【０１９６】
　本抗体の投与のための用量範囲は、約0.0001～100 mg/kg、より一般には0.01～5 mg/kg
宿主体重である。例えば、用量は0.3 mg/kg体重、1 mg/kg体重、3 mg/kg体重、5 mg/kg体
重もしくは10 mg/kg体重または1～10 mg/kgの範囲である。代表的な処置レジメンは、週
１回、２週間に１回、３週間に１回、４週間に１回、１ヶ月に１回、３ヶ月に１回または
３～６ヶ月に１回の投与を必要とする。本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の投与レジメンは
、投与する抗体について1 mg/kg体重または3 mg/kg体重の静脈内投与を含み、以下の投与
スケジュールを用いる：６投与量につき４週間ごと、次いで３ヶ月ごと；３週間ごと；3 
mg/kg体重を１回、次いで３週間ごとに1 mg/kg体重。
【０１９７】
　いくつかの方法において、異なる結合特異性を有する２種以上のモノクローナル抗体を
同時に投与し、その場合投与される各抗体の投与量は、示した範囲内で減少する。抗体は
通常、複数回投与する。単剤間の間隔は、１週間、１ヶ月、３ヶ月または１年でありうる
。間隔はまた、患者における標的抗原に対する抗体の血中レベルを測定して示されるとお
りに、不規則であってもよい。いくつかの方法において、投与量は、約1～1000 μg/ml、
いくつかの方法において約25～300 μg/mlの血漿抗体濃度を得られるように調節する。
【０１９８】
　あるいは、徐放製剤として抗体を投与してよく、その場合、必要な投与頻度が減少する
。用量および頻度は、患者における抗体の半減期に依存して変化する。一般に、ヒト抗体
は最も長い半減期を示し、次いでヒト化抗体、キメラ抗体そして非ヒト抗体と続く。投与
量および投与頻度は、その処置が予防用か治療用かによっても変化する。予防的使用では
、比較的低用量が比較的まれな間隔で長期にわたって投与される。残りの人生にわたって
処置を受け続ける患者もいる。治療的使用では、相対的に短い間隔での相対的に高用量が
、疾患が低減または終了するまで、あるいは患者が疾患の症状の部分的もしくは完全な改
善を示すまで、必要とされることがある。その後、該患者は予防的レジメンを投与されう
る。
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【０１９９】
　本発明の医薬組成物中の有効成分の実際の投与レベルは、具体的な患者、組成物および
投与形態について、当該患者に毒性なく望まれる治療応答を達成するのに有効な有効成分
の量を得るために、変化しうる。選択された用量レベルは、使用する具体的な本発明の組
成物またはそのエステル、塩もしくはアミド、投与経路、投与時間、使用する具体的な化
合物の排出速度、処置期間、使用する具体的な組成物と組み合わせて使用される他の薬物
、化合物および／または物質、処置する患者の年齢、性別、体重、状態、一般的な健康お
よび薬歴ならびに医学分野で周知の要因を含む多様な薬物動態因子に依存する。
【０２００】
　本発明の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体の「治療上有効量」は、疾患症状の重症度の低下、疾患
症状のない時間の頻度および期間の増加または疾患による苦痛のための障害もしくは能力
障害の防止をもたらしうる。
【０２０１】
　本発明の組成物は、当該技術分野において既知の多様な方法の１つ以上を用いて、１つ
以上の投与経路によって投与できる。当業者に理解されるとおり、投与経路および／また
は形態は、望まれる結果に依存して変化する。本発明の抗体の投与経路は、例えば注射ま
たは輸液による、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、皮下、脊髄または他の非経腸投与経路
を含む。用語「非経腸投与」は、本明細書において使用するとき、通常注射による、経腸
および局所投与以外の投与形態を意味し、静脈内、筋肉内、動脈内、くも膜下腔内、関節
内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下、関節内、嚢下、くも膜下、
脊髄内、硬膜外および幹内（intrastemal）注射および輸液を含むがこれらに限定されな
い。
【０２０２】
　あるいは、本発明の抗体は、局所、上皮または粘膜投与経路で、例えば鼻腔内、経口、
経膣、直腸、舌下または局所投与できる。
【０２０３】
　活性化合物は、該化合物を速やかな放出から保護する担体、例えば制御放出製剤、例え
ばインプラント、経皮パッチおよびマイクロカプセル送達系で製剤してもよい。生分解性
生体適合性ポリマー、例えばエチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸
、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸が使用できる。かかる製剤の製造のた
めの多くの方法は、特許されているかまたは当業者に周知である。例えばSustained and 
Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc
., New York, 1978を参照されたい。.
【０２０４】
　治療用組成物は当該技術分野において既知の医学デバイスで投与してもよい。例えば、
一つの態様において、本発明の治療用組成物は、無針皮下注射デバイス、例えば米国特許
5,399,163; 5,383,851; 5,312,335; 5,064,413; 4,941,880; 4,790,824または 4,596,556
に示されているデバイスで投与してもよい。本発明において有用な周知のインプラントお
よびモジュールの例は次のものを含む：制御された速度で医薬を分散させるインプラント
可能なマイクロ輸液ポンプを示す米国特許4,487,603；皮膚を介して医薬を投与する治療
デバイスを示す米国特許4,486,194；正確な輸液速度で医薬を送達する投薬輸液ポンプを
示す米国特許4,447,233；連続的薬物送達のための流量が変化しうるインプラント可能な
輸液装置を示す米国特許4,447,224；複数チャンバーのコンパートメントを有する浸透薬
物送達系を示す米国特許4,439,196；および浸透薬物送達系を示す米国特許4,475,196。多
くの他のかかるインプラント、送達系およびモジュールが当業者に既知である。
【０２０５】
　ある態様において、本発明のヒトモノクローナル抗体は、インビボでの適切な分散を確
保するために製剤してもよい。例えば、血液脳幹門（ＢＢＢ）は多くの高親水性化合物を
排除する。本発明の治療化合物がＢＢＢを通過することを（所望により）確保するため、
例えばリポソーム中にそれを製剤できる。リポソームを製造する方法については、例えば
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米国特許4,522,811; 5,374,548; および5,399,331を参照されたい。リポソームは特定の
細胞または臓器に選択的に輸送される１個以上の部分を含んでいてよく、したがって標的
化された薬剤送達を促進する（例えば、V.V. Ranade, 1989 J. Cline Pharmacol. 29:685
参照）。ターゲティング分子の例は、葉酸またはビオチン（例えばLowらの米国特許参照
）；マンノシド（Umezawa et al., 1988 Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038)；
抗体（P.G. Bloeman et al., 1995 FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al., 1995 Antimi
crob. Agents Chernother. 39:180); 界面活性タンパク質Ａレセプター(Briscoe et al.,
 1995 Am. J. Physiol.1233:134)；ｐ１２０(Schreier et al.、1994 J. Biol. Chem. 26
9:9090)を含み、K. Keinanen; M.L. Laukkanen, 1994 FEBSLett. 346:123; J.J. Killion
; I.J. Fidler, 1994 Imrnunomethods 4:273も参照されたい。
【０２０６】
本発明の使用および方法
　本発明の抗体は、インビトロおよびインビボでの診断および治療有用性を有する。例え
ば、これらの分子は、培養中の細胞に、例えばインビトロまたはインビボで、あるいは対
象に、例えばインビボで、多様な障害を処置、予防または診断するために投与できる。
【０２０７】
　本方法は、ＩＬ１２Ｒβ１関連障害および／または自己免疫性および炎症性障害、例え
ば乾癬または炎症性腸疾患の処置、予防または診断に特に好適である。
【０２０８】
　本発明はまた、治療上有効量の本発明の抗体を含む組成物を投与することによる、ヒト
血球細胞におけるＩＬ１２またはＩＬ２３誘導性シグナル伝達応答を低下または抑制する
方法を提供する。
【０２０９】
　本明細書において使用するとき、「ＩＬ１２Ｒβ１関連障害」は、以上なＩＬ１２およ
び／またはＩＬ２３レベルに関連するかもしくはそれによって特徴付けられる状態および
／またはヒト血球細胞におけるＩＬ１２および／またはＩＬ２３誘導性シグナル伝達応答
、例えば血漿中で測定したＩＦＮγもしくはＩＬ１７の生産またはフローサイトメトリー
法もしくはウェスタンブロットで測定したＳＴＡＴ４タンパク質のリン酸化の程度の低下
または抑制によって処置しうる疾患または状態を含む。これには、炎症性状態および自己
免疫疾患、例えばリウマチ性関節炎、乾癬および炎症性腸疾患が含まれる。これらはさら
に、アレルギーおよびアレルギー性状態、過敏反応および臓器または組織移植片拒絶を含
む。
【０２１０】
　例えば本発明の抗体は、同種移植片拒絶反応または異種移植片拒絶を含む、心臓、肺、
心肺の組合せ、肝臓、腎臓、膵臓、皮膚または角膜移植のレシピエントの処置ならびに例
えば骨髄移植後の移植片対宿主病および臓器移植関連動脈硬化の予防に使用できる。
【０２１１】
　本発明の抗体は、自己免疫疾患および炎症性状態、特に炎症状態ならびに骨量減少、炎
症性疼痛、脊椎炎を含む脊椎関節症、ライター症候群、反応性関節炎、乾癬性関節炎およ
び腸関連関節炎(enterophathis arthritis)が関与するリウマチ性疾患を含む関節炎(例え
ば、関節リウマチ、慢性進行性関節炎および変形性関節炎)およびリウマチ性疾患、過敏
性反応(気道過敏症および皮膚過敏症の両方を含む)およびアレルギーのような自己免疫要
素を含む病因の炎症性状態の処置、防止、または寛解のために特に有用である。本発明の
抗体が使用できる特定の自己免疫疾患は、自己免疫血液疾患(例えば、溶血性貧血、再生
不良性貧血、赤芽球癆、および特発性血小板減少性紫斑病を含む)、全身性エリテマトー
デス、炎症性筋疾患、多発性軟骨炎、強皮症、ウェグナー肉芽腫症、皮膚筋炎、慢性活動
性肝炎、重症筋無力症、乾癬、スティーブンジョンソン症候群、特発性スプルー、自己免
疫性炎症性腸疾患(例えば、潰瘍性大腸炎、クローン病および過敏性腸症候群を含む)、内
分泌性眼障害、グレーブス病、サルコイドーシス、多発性硬化症、原発性胆汁肝硬変、若
年性糖尿病(Ｉ型真性糖尿病)、ブドウ膜炎(前部および後部)、乾性角結膜炎および春季角
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結膜炎、間質性肺線維症、乾癬性関節炎および糸球体腎炎(例えば、特発性ネフローゼ症
候群または微小変化型腎症を含むネフローゼ症候群を伴うか伴わない)、腫瘍、多発性硬
化症、皮膚および角膜の炎症性疾患、筋肉炎、骨インプラントの緩み、アテローム動脈硬
化症、糖尿病、および脂質代謝異常のような代謝性疾患を含む。
【０２１２】
　本発明の抗体は、また、喘息、気管支炎、塵肺症、肺気腫および気道の他の閉塞性また
は炎症性疾患の処置、予防または寛解に有用である。
【０２１３】
　本発明の抗体は、特に骨関節炎、骨粗鬆症および他の炎症性関節炎および加齢による骨
喪失を含む一般的な骨喪失、および特に歯周病を含む骨代謝疾患を処置するのに有用であ
る。
【０２１４】
　本発明の抗体は、例えば、上記疾患の処置または防止のために、唯一の有効成分として
投与することもできるし、あるいは、例えば他の薬剤(例えば、免疫抑制剤または免疫調
節剤または他の抗炎症剤または他の細胞傷害剤または他の抗がん剤)のアジュバントとし
てか、またはこうした薬剤と組み合わせて、他の薬剤と共に投与できる。例えば、本発明
の抗体は、ＤＭＡＲＤ、例えば金塩、スルファサラジン、抗マラリア薬、メトトレキサー
ト、Ｄ－ペニシラミン、アザチオプリン、ミコフェノール酸、サイクロスポリンＡ、タク
ロリムス、シロリムス、ミノサイクリン、レフルノミド、グルココルチコイド；例えば、
サイクロスポリンＡまたはＦＫ ５０６であるカルシニューリン阻害剤；例えば、ＦＴＹ
７２０およびＦＴＹ７２０類似体であるリンパ球再循環調整剤；例えば、ラパマイシン、
４０－Ｏ－(２－ヒドロキシエチル)－ラパマイシン、ＣＣＩ７７９、ＡＢＴ５７８、ＡＰ
２３５７３またはＴＡＦＡ－９３であるｍＴＯＲ阻害剤；例えば、ＡＢＴ－２８１、ＡＳ
Ｍ９８１などの免疫抑制特性を有するアスコマイシン；コルチコステロイド；シクロホス
ファミド；アザチオプレン(azathioprene)；メトトレキサート；レフルノミド；ミゾリビ
ン；ミコフェノール酸；ミコフェノール酸モフェチル；１５－デオキシスペルグアリン(1
5-deoxyspergualine)またはその免疫抑制ホモログ、アナログまたは誘導体；免疫抑制性
モノクローナル抗体、例えば、白血球受容体、例えば、ＭＨＣ、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４
、ＣＤ７、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ２８、ＣＤ４０、ＣＤ４５、ＣＤ５８、ＣＤ８０、Ｃ
Ｄ８６またはそのリガンドに対するモノクローナル抗体；他の免疫調節性化合物、例えば
、ＣＴＬＡ４またはその変異体の細胞外ドメインの少なくとも一部、例えば非ＣＴＬＡ４
蛋白質配列に結合したＣＴＬＡ４またはその変異体の少なくとも細胞外部分を有する組み
換え結合分子、例えばＣＴＬＡ４Ｉｇ(例えば、ATCC68629として受託されている)または
その変異体、例えばＬＥＡ２９Ｙ；接着分子阻害剤、例えばＬＦＡ－１アンタゴニスト、
ＩＣＡＭ－１または－３アンタゴニスト、ＶＣＡＭ－４アンタゴニストまたはＶＬＡ－４
アンタゴニスト；または化学療法剤、例えばパクリタキセル、ゲムシタビン、シスプラチ
ン、ドキソルビシンまたは５－フルオロウラシル；抗ＴＮＦ剤、例えば、ＴＮＦの対する
モノクローナル抗体、例えば、インフリキシマブ、アダリムマブ、ＣＤＰ８７０、または
ＴＮＦ－ＲＩまたはＴＮＦ－ＲＩＩに対する受容体構築物、例えば、エタネルセプト、Ｐ
ＥＧ－ＴＮＦ－ＲＩ；炎症誘発性サイトカインブロッカー、ＩＬ－１ブロッカー、例えば
、アナキンラまたはＩＬ－１ トラップ(IL-1 trap)、ＡＡＬ１６０、ＩＬ１３ブロッカー
、ＩＬ４ブロッカー、ＩＬ６ブロッカー；ケモカインブロッカー、例えば、プロテアーゼ
、例えば、メタロプロテアーゼの阻害剤または活性化剤、抗ＩＬ－１５抗体、抗ＩＬ－６
抗体、抗ＩＬ１７抗体、抗ＩＬ４抗体、抗ＩＬ１３抗体、抗ＣＤ２０抗体、抗Ｂｌｙｓま
たは抗ＢＡＦＦＲ抗体、アスピリンのようなＮＳＡＩＤまたは抗感染症剤と組み合わせて
使用することができる(リストは、上記に言及した薬剤に限定されない)。
【０２１５】
　上記に従って、本発明はさらに別の局面において次に記載のことを提供する：
治療上有効量のＩＬ１２Ｒβ１アンタゴニスト、例えば本発明の抗体および少なくとも１
種の第二の薬剤物質を、例えば、同時または逐次的に共投与することを含んでなる上記に
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定義される方法であって、ここで第二の薬剤物質は、免疫抑制薬／免疫調節薬、抗炎症化
学療法薬または抗感染症薬、例えば上記のものである。
【０２１６】
　または、治療的に有効な量のａ)例えば、ＩＬ１２Ｒβ１アンタゴニスト、例えば本発
明の抗体、およびｂ)免疫抑制薬／免疫調節薬、抗炎症化学療法薬または抗感染症薬から
選択される少なくとも１種の第二の薬剤物質、例えば上記のものを含んでなる、治療的組
み合わせ、例えばキット。このキットは、その投与のための指示を含んでいてもよい。
【０２１７】
　本発明の抗体を他の免疫抑制薬／免疫調節薬、抗炎症化学療法薬または抗感染症薬と組
み合わせて投与するとき、共投与される組合せ化合物の投与量は、使用される共薬物の種
類、例えばそれがＤＭＡＲＤ、抗ＴＮＦ、ＩＬ－１ブロッカーまたは他の薬物であるかど
うか、使用される特定の薬物、処置される障害その他に応じて当然に異なる。
【０２１８】
　一つの具体的な態様において、本発明の抗体は、抗ＴＮＦ剤と組み合わせて投与できる
。
【０２１９】
　他の態様において、本発明の抗体は、ＳＬＥまたはＲＡに罹患している患者および異常
なＩＬ１２、ＩＦＮγもしくはＩＬ１７それぞれの血清レベルまたは血球細胞中のホスホ
ＳＴＡＴ４の上昇したレベルもしくは頻度を示す患者から選択される患者集団にのみ投与
する。他の態様において、本発明の抗体は、抗ＩＬ１２または抗ｐ４０処置に応答する患
者群から選択される患者集団にのみ投与する。抗ＩＬ１２（または抗ｐ４０）処置に応答
する可能性が高い患者を同定するバイオマーカーは、次のもののいずれかであり得るがそ
れらに限定されない：上昇した血清ＩＬ１２レベル、上昇したあるＴ細胞サブセットレベ
ル、単離された末梢血単球細胞（ＰＢＭＣ）からのＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１２Ｒβ２
もしくはＳＴＡＴ４のｍＲＮＡレベル、皮膚生検中のホスホＳＴＡＴ４発現、それぞれＰ
ＢＭＣ。
【０２２０】
　一つの態様において、本発明の抗体を用いてＩＬ１２Ｒβ１のレベルまたはＩＬ１２Ｒ
β１を含む細胞のレベルを検出できる。これは例えば、サンプル（例えばインビトロサン
プル）およびコントロールサンプルを抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体と、該抗体およびＩＬ１２Ｒ
β１の複合体の形成が可能な条件下で接触させることによって実施できる。抗体およびＩ
Ｌ１２Ｒβ１のあらゆる複合体が検出され、サンプルとコントロールを比較する。例えば
当該技術分野において周知の標準的な検出方法、例えばＥＬＩＳＡおよびフローサイトメ
トリーアッセイが、本発明の組成物を用いて実施できる。
【０２２１】
　したがって、一つの局面において、本発明はさらに、サンプル中のＩＬ１２Ｒβ１（例
えばヒトＩＬ１２Ｒβ１抗原）の存在を検出するかまたはＩＬ１２Ｒβ１の量を測定する
方法であって、該サンプルおよびコントロールサンプルを本発明の抗体またはＩＬ１２Ｒ
β１と特異的に結合するその抗原結合領域と、該抗体またはその一部およびＩＬ１２Ｒβ
１の複合体の形成が可能な条件下で接触させることを含む方法を提供する。次に複合体の
形成を検出し、ここでコントロールサンプルと比較してサンプル間で複合体形成が異なっ
ていることが、サンプル中にＩＬ１２Ｒβ１が存在することの指標である。
【０２２２】
　本発明の組成物（例えば抗体、ヒト抗体および二重特異的分子）および使用のための指
示書からなるキットも、本発明の範囲である。キットはさらに、少なくとも１種のさらな
る薬剤または１種以上のさらなる本発明の抗体（例えば第一の抗体とは異なる標的抗原の
エピトープに結合する相補的活性を有する抗体）を含んでいてもよい。キットは典型的に
は、キットの内容物の意図する用途を示すラベルを含む。用語ラベルは、キットの上また
は添付の記載物または記録物、あるいはその他キットの付属物を含む。キットはさらに、
患者が上記定義の抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体処置に応答するグループに属するかを診断するツ
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ールを含んでいてもよい。
【０２２３】
　本発明は十分に説明されているが、下記実施例および特許請求の範囲によりさらに説明
する。これらは例示であり、さらなる限定を意図しない。
【実施例】
【０２２４】
実施例
方法
1. スクリーニング アッセイ
　本発明の抗体をスクリーニングするためにHuCAL（登録商標）GOLD ファージミドライブ
ラリーを用いた。このライブラリーはHuCAL（登録商標）コンセプト(Knappik, A. et al.
 2000, J Mol Biol 296, 57-86)に基づき、繊維状ファージの表面上にＦａｂ抗体フラグ
メントを提示するCysDisplay（商標）技術を用いている(Loehning,C. 2001. WO 01/05950
)。下記スクリーニング戦略は、他のタイプのライブラリーおよびスキャフォールド、例
えば非免疫グロブリンスキャフォールドのライブラリーに適用でき、それにより本発明の
抗体と同様の顕著な特性を有するが異なるスキャフォールドのＩＬ１２Ｒβ１結合物質を
同定することができる。
【０２２５】
1.1 直接被覆組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質でのＩＬ１２Ｒβ１に対す
る標準固相パニング
　抗体選択のため、Maxisorp（登録商標）プレート(F96 Nunc-Immunoplate)に直接被覆し
たヒト組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質での固相パニング（３回）にHuCA
L GOLD（登録商標）抗体－ファージを供した。詳細には、Maxisorp（登録商標）プレート
の２つのウェルを300 μlの10μg/ml ヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質で22℃で
被覆した。被覆したウェルを350μlのＰＢＳで２回洗浄し、350μlの5％ ＭＰＢＳで２時
間、室温（ＲＴ）で、マイクロタイタープレートシェーカー上でブロックした。各パニン
グについて約2×1013 HuCAL GOLD（登録商標）のファージを、最終濃度1％のヒトγグロ
ブリンを含む等量のＰＢＳＴ／5％ミルク粉末（ＭＰ）で２時間、ＲＴでブロックした。
ブロックの後、被覆したウェルを350μlのＰＢＳで２回洗浄した。300μlの事前にブロッ
クしたHuCAL GOLD（登録商標）ファージを各抗原被覆ウェルに加え、シェーカー上で２時
間ＲＴでインキュベートした。350μlのＰＢＳ／0.05％ツイーン20 (Sigma, St. Louis, 
MO, USA)を５回加えて洗浄を行い、次いでＰＢＳで５回洗浄した。プレートからのファー
ジの溶出は、ウェルあたり10mMのTris/HCl pH8中の20mM ＤＴＴ 300 μlで10分間行った
。ＤＴＴファージ溶出物を、15 mlのE.coli TG1に加え、これを37℃、2xYT培地中でOD600
 0.6～0.8に増殖させ、ファージ感染のため、振盪なしで37℃で45分間、50mlのプラスチ
ックチューブでインキュベートした。ファージに感染したE.coli TG1の滴定を行ってファ
ージ産出量力価を決定し、次いで5000rpmで10分間遠心分離した。細菌ペレットをそれぞ
れ500μlの2xYT培地に再懸濁し、2xYT-CG寒天プレートに播種し、30℃でインキュベート
した。次いでプレートからコロニーを掻き取り、ファージを回収し、上記の通り増幅した
。直接被覆ヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質での固相パニングの２回目３回目は
、洗浄方法のストリンジェンシーを上昇させる以外、１回目のプロトコルに従って行った
。
【０２２６】
1.2 抗ヒトＦｃ被覆ヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質を介した捕捉による固相パ
ニング
　抗原の被覆条件以外は上記固相パニングと同じ方法である。ここでは、2.5 μg/mlの抗
原を10μg/mlのAffiniPureヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｆｃガンマフラグメント特異的）で捕捉し
た。Maxisorp（登録商標）プレート(F96 Nunc-Immunoplate)のパニングあたり２つのウェ
ルを被覆した。最終濃度1％の1％ マウスまたはヤギガンマグロブリン（どの捕捉抗体を
用いるかに依存する。パニングの１回目および３回目にはヤギ、２回目にはマウス抗ヒト
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ＩｇＧを用いた）および最終濃度1％のヒトガンマグロブリンでファージをさらにブロッ
クした。捕捉抗体を350μlの5％ ＭＰＢＳで、ＲＴで１時間ブロックし、次いでＰＢＳで
２時間洗浄した後、事前にブロックしたファージ混合物を捕捉抗原にＲＴで２時間加えた
。後の工程は全て、直接被覆抗原について上に記載のとおりに行った。
【０２２７】
1.3 Ｂａ／Ｆ３親細胞での吸着ステップを含む、Ｂａ／Ｆ３／ＩＬ１２Ｒβ１発現細胞で
の全細胞パニング
　抗体選択のため、HuCAL GOLD（登録商標）抗体－ファージをＢａ／Ｆ３／ＩＬ１２Ｒβ
１発現細胞での全細胞パニング（３回）にそれぞれ供した。詳細には、5x106 ～1x107個
の細胞を1mlの2％ＰＢＳ／ＢＳＡ（＝ブロッキングバッファー）で予備的にブロックし、
5x106個の細胞をそれぞれパニングごとに用いた。各パニングにつき、約2x1013 HuCAL GO
LD（登録商標）ファージを等量のＰＢＳ／4％ ＢＳＡで、４℃で1.5時間ブロックした。
事前にブロックしたHuCAL GOLD（登録商標）ファージを事前にブロックした標的細胞に加
え、４℃で２時間、回転ホイール上でインキュベートした。1.5mlの2％ＰＢＳ／ＢＳＡで
４℃で５分間洗浄を３回行い、次いでＰＢＳで４℃で５分間、回転ホイール上で洗浄した
。細胞を2000rpmで４℃で１分間遠心分離した。ファージの溶出は1mlの0.1M グリシン、0
.5M NaCl、pH 2.2で、ＲＴで10分間の産生溶出により行った。遠心分離したファージ溶出
物に30μlの2M 非緩衝化Ｔｒｉｓを加えて溶出物を中和した。次いで、Ｂａ／Ｆ３親細胞
への吸着を、各パニング溶出物につき1E+7細胞で３回、４℃で20分間、回転ホイール上で
行った。2000rpm、4℃で1分間、細胞を遠心分離した。9 mlのE.coli TG1の添加によりE. 
coli TG-1の感染について最後のＳＮを用い、これを37℃、2xYT培地中でOD600 0.6～0.8
に増殖させ、ファージ感染のため、振盪なしで水浴中、37℃で45分間、50mlのプラスチッ
クチューブでインキュベートした。感染したファージの滴定を行い、次いで5000rpmで10
分間遠心分離を行い、細菌ペレットをそれぞれ500μlの2xYT培地に再懸濁し、2xYT-CG寒
天プレートに播種し、30℃でインキュベートした。次いでプレートからコロニーを掻き取
り、ファージを回収し、上記の通り増幅した。Ｂａ／Ｆ３／ＩＬ１２Ｒβ１発現細胞でパ
ニングした細胞全体のパニングの２回目３回目は、洗浄方法のストリンジェンシーを上昇
させる以外、１回目のプロトコルに従って行った。
【０２２８】
1.4 Ｂａ／Ｆ３／ＩＬ１２Ｒβ１発現細胞および組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでの鑑
別細胞パニング
　マウスモノクローナル抗ヒトＩＬ１２Ｒβ１コントロール抗体(R&D Systems)でのＦＡ
ＣＳ分析により細胞表面の発現を確認した。細胞パニング中のＢａ／Ｆ３親細胞での吸着
ステップを含む、１～３回目のパニングについての全細胞パニングについて上に記載の通
りの通り、パニングを行った。２回目は、直接被覆組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合
タンパク質でのＩＬ１２Ｒβ１に対する標準固相パニング（ｒｈ　ＩＬ１２Ｒβ１）につ
いて上に記載のとおり、直接被覆組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質で行っ
た。
【０２２９】
1.5 ＥＬＩＳＡによるＩＬ１２Ｒβ１特異的Ｆａｂの一次スクリーニング（直接または捕
捉法）
　直接スクリーニング法について、ＰＢＳ中の10 μg/mlの組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／
Ｆｃ融合タンパク質(R&D Systems)を384ウェルMaxisorp（登録商標）プレートに22℃で被
覆した。捕捉法におけるスクリーニングのために、384ウェルMaxisorp（登録商標）プレ
ートのウェルを20μlのＰＢＳ中10μg/ml Affini Pure Goat抗ヒトＩｇＧ Ｆｃガンマ特
異的で4℃で被覆した。被覆後、ウェルをＰＢＳＴで５回洗浄した。次いでウェルを5％Ｍ
ＰＢＳＴで、ＲＴで2時間ブロックした。並行して15μlのＢＥＬ抽出物を15μlの12.５％
ＭＰＢＳＴで、22℃でブロックした。直接スクリーニング法につき、ブロックしたMaxiso
rp（登録商標）プレートをＰＢＳＴで５回洗浄した後、 20μl のブロックしたＢＥＬ抽
出物をウェルに加え、ＲＴで２時間インキュベートした。捕捉法につき、2.5μg/mlの組
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換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合タンパク質(R&D Systems)を加え、ＲＴで１時間イン
キュベートし、次いでブロックしたＢＥＬ抽出物と共にインキュベートした。一次Ｆａｂ
抗体の検出のため、以下の二次抗体を適用した：アルカリホスファターゼ(AP)-複合化Aff
iniPure F(ab’)2 フラグメント、ヤギ抗ヒトおよび抗マウスまたは抗ヒツジＩｇＧ(Jack
son Immuno Research) を対応するコントロール抗体について加えた。AP-複合体の検出の
ため、製造業者の指示書に従って蛍光基質AttoPhos (Roche)を用いた。全インキュベーシ
ョン工程間で、マイクロタイタープレートのウェルを二次抗体での最終インキュベーショ
ン工程後にＰＢＳＴで３回、ＴＢＳＴで３回洗浄した。蛍光はTecan GENios Proプレート
リーダーで測定した。
【０２３０】
2. スクリーニングアッセイから同定された抗体の親和性測定
2.1 表面プラズモン共鳴を用いた親和性測定
　抗ヒトＦｃ捕捉(Dianova)アッセイを確立した。捕捉Ｆｃ融合体をリガンドとして用い
、Ｆａｂを分析物として用いた。
【０２３１】
　詳細：標準的なEDC-NHS アミンカップリング化学を用いて、４つのフローセル全てにつ
いて、CM5チップ(Biacore, Sweden) を5000-6000 RU 抗Ｆｃ(Dianova, Goat anti-Human 
IgG, Fc フラグメント特異的; 10mM 酢酸バッファーpH4.5中80μg/ml)で被覆した。フロ
ーセル２をＩＬ１２Ｒ１－／Ｆｃ融合体（20 μlの100nM リガンド、流速5 μl/ml、300-
400RU）で捕捉した。次いで分析物を濃度15.6 nM～500 nM で注入した(20 μl、流速20 
μl/分)。実行条件：ＰＢＳ pH7.2。各サイクルの後、フローセルを10 mM グリシン pH 1
.5で再生した。得られたバッファーセンサグラムを手作業で二重参照（バッファー注入）
の特異的シグナルから引いた。BIA 評価ソフトウェア3.1 (Biacore)を用いて全センサグ
ラムをプロットし、評価した。当該方法で測定した比とＩＬ１２Ｒβ１に対する親Ｆａｂ
抗体のおよその親和性は、2 ～450 nMの範囲であった。
【０２３２】
2.2 細菌溶解物中のＩＬ１２Ｒβ１結合Ｆａｂの検出のための、電気化学発光(BioVeris)
を利用した結合アッセイ
　E. coli溶解物（ＢＥＬ抽出物）中の親和性改善ＩＬ１２Ｒβ１特異的抗体フラグメン
トの検出のため、BioVeris M-384 SERIES（登録商標）Workstationにより結合を分析した
。９６ウェルポリプロピレンマイクロタイタープレートでBioVerisスクリーニングを実施
した。ＢＥＬ抽出物は、アッセイバッファー（0.5％ＢＳＡおよび0.05％ツイーン20を補
ったＰＢＳ）で希釈した。製造業者の指示書に従い、ビオチニル化ＩＬ１２Ｒβ１を常磁
性ビーズ(M-280, Dynal)で被覆したストレプトアビジンに結合させた。ＢＥＬ抽出物およ
びビオチニル化ＩＬ１２Ｒβ１で被覆されたストレプトアビジンビーズをHeidolphシェー
カー(1000 rpm)上、室温でインキュベートした。検出のため、ルテニウム複合体(BV-tag(
商標))で標識した抗ヒト（Ｆａｂ）’２(Dianova)を用いた。
【０２３３】
2.3 溶液平衡滴定（ＳＥＴ）を用いたピコモル親和性の測定
　溶液平衡滴定（ＳＥＴ）によるＫＤ決定のため、Ｆａｂタンパク質のモノマー分画（分
析ＳＥＣ; Superdex75, Amersham Pharmaciaで分析したとき、少なくとも90％モノマー含
量）を用いた。適用したＦａｂ濃度は予期したＫＤと同様またはそれ以下であった。
【０２３４】
　溶液中の電気化学発光（ＥＣＬ）を利用した親和性測定およびデータ評価は、溶液中の
組換えヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ（出発濃度1 nM）について基本的に既報の通りに行った
(Haenel, C., (2005) et al. Anal Biochem 339, 182-184)。常磁性ビーズ(M-280 Strept
avidin, Dynal)およびルビジウム含有BV-tag（商標）(BioVeris Europe)標識抗ヒト（Ｆ
ａｂ）’２(Dianova)と結合したビオチニル化ヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃを加え、30分間
インキュベートした。次いで、M-SERIES（登録商標）384アナライザー(BioVeris Europe)
を用いたＥＣＬ検出により結合していないＦａｂの濃度を定量した。
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【０２３５】
　Ｆａｂ分子のＫＤ決定のためのデータ評価について、下記フィットモデルを用いた(Abr
aham et al. J Mol Recognit. 9, 456-461 (1996)に従い改変した）：
y=Bmax-(Bmax/(2*cFab)*(x +cFab+KD-sqrt((x+cFab+ KD)*(x+cFab+ KD)-4*x*cFab)))
cFab: 適用したFab濃度
cIgG: 適用したIgG濃度、完全分子（非結合部位）
x: 適用した全可溶性抗原濃度（結合部位）
sqrt: 平方根
　上記アッセイ条件を用いて、親和性最適化抗ＩＬ１２Ｒβ１ Ｆａｂの（モノマー）親
和性を溶液中で測定した。
【０２３６】
2.4 ＩＬ１２Ｒβ１－ＩＬ１２/ＩＬ２３インビトロ競合結合アッセイ
　ＩＬ１２およびＩＬ２３結合阻害アッセイのために、25 μgの組換えヒトＩＬ１２およ
び20 μgのＩＬ２３(R&D Systems)を250 μlのカルボン酸 M-270 Dynal磁性ビーズ(2 x 1
09 ビーズ/ml)に直接結合させた(NHS/EDC カップリング)。1:4希釈工程において、ウェル
あたり50 μlのＦａｂ抗体(20 nMの原液) (Fab濃度: 0.6 pM～10 nM)を９６ウェルプレー
ト（Nunc）で50 μlの40～100 pM ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ融合体と共に２時間インキュベ
ートした。25 μlのＩＬ１２またはＩＬ２３被覆ビーズおよび1:500に希釈した、供給者(
BioVeris Europe)の指示書に従ってBV-tag（商標）で標識下ストレプトアビジン検出抗体
を各ウェルに加え、1.5時間インキュベートした。BioVeris M-384 SERIES（登録商標）Wo
rkstation (BioVeris Europe)により検出を行った。4パラメーター論理フィットモデル(X
Lfit, IDBS)による得られたデータの評価によって、EC50測定を行った。
【０２３７】
3. 細胞利用機能的アッセイを含む抗体のインビトロ特徴付け
3.1 ヒト血球細胞のＩＬ１２依存的ＩＦＮγ産生の阻害
　Histopaqueグラジエントにより上記の通りドナー血液から末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）
を単離した。X-Vivo 15培地で細胞を2E+6細胞/mlに調節した。50μlの細胞(1E+5)を９６
ウェルＵ底プレートに移し、阻害抗体、例えば抗ヒトＩＬ１２Ｒβ１ ＦａｂまたはＩｇ
Ｇ４と共に、シェーカー上、ＲＴで30分間インキュベートした。2μg/mlの抗ＣＤ３およ
び抗ＣＤ２８mAbならびに2ng/mlの組換えヒトサイトカインＩＬ１２での刺激を、5％ＣＯ
２インキュベーター中で、37℃で20時間行った。翌日250g、ＲＴで５分間細胞を遠心分離
して、上清を回収し、新しい９６ウェルプレートに移し、ＥＬＩＳＡ測定に用いたか、あ
るいはアッセイを行うまで-20℃で保存した。
【０２３８】
　ＩＦＮγ ＥＬＩＳＡのために、上記回収した上清をX-Vivo15培地で希釈し、BenderMed
 Systems #BMS228HSまたはBiozol/Biolegend #BLD-430105の製造業者のプロトコルに従っ
てＥＬＩＳＡを実施した。ＩＦＮγ標準滴定曲線に従って、ＩＦＮγ生産を測定した。
【０２３９】
3.2 ヒト血球細胞のＩＬ２３依存的ＩＦＮγ生産の阻害
　ＰＨＡ刺激ＰＢＭＣを用いて別のアッセイ系を試験した。この細胞集団において、レク
チン曝露によってＴ細胞増殖およびしたがって該集団におけるＴ細胞の割合が増加した。
予備実験において、ＩＬ－１２、ＩＬ－２３、ＩＬ－１８およびＬＰＳ単独または組合せ
に対するこれらの細胞の応答性を評価し、最適な刺激条件を確立した。ＩＦＮγ分泌に対
するＩＬ－１２＋ＩＬ－１８およびＩＬ－２３＋ＩＬ－１８の効果は、それぞれ約7ng/ml
および800pg/mlの誘導であった。
【０２４０】
3.3 全血におけるＩＬ１２依存的ＩＦＮγ生産の阻害
　200μlの抗凝固血液のアリコートをＵ底９６ウェルプレート(Costar, 3799)の個々のウ
ェルに分注し、一番上および一番下の列は、ＰＢＳで満たした。化合物を製造し、20倍X-
Vivo 15培地(Bio-Whitaker, BE04-418F)中で所望の最終濃度で滴定し、条件ごとに３連ウ
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ェルに加えた(10μl)。サイトカインＩＬ－１２(R&D Systems, 219-IL)およびＩＬ－１８
(R&D, B001-5)をそれぞれ製造し、２０倍の濃度で組合せ、上に加え(10μl)、全培養体積
220μlとした。刺激または阻害化合物なしの３連ウェルを適切に培地のみで満たした。
【０２４１】
　37℃、5％CO2で20～24時間インキュベーション後、全血を含むプレートを650gで10分間
遠心分離し、上から血漿を注意深く採取した。標準曲線の平行範囲内で測定結果を得るた
め、血漿をＰＢＳ/2mM ＥＤＴＡで1:5に希釈した。誘導がより強い場合には、1:10～1:20
のより高い希釈でのさらなる測定を行った。
【０２４２】
3.4 ＦＡＣＳ分析によって測定したＩＬ１２Ｒβ１発現Ｂａ／Ｆ３細胞の特異的細胞結合
　それぞれの細胞系（カニクイザルおよびヒトＩＬ１２Ｒβ１で安定にトランスフェクト
したBaF3細胞；カニクイザルＩＬ１２Ｒβ１で安定にトランスフェクトしたHEK EBNAおよ
びJurkat細胞）の細胞を計測し、ＰＢＳ/3％ ＦＣＳ/0.02％NaN3（ＦＡＣＳバッファー）
で2x 107細胞/mlに調節した。Ｖ底９６ウェルマイクロタイタープレート(NUNCTM, Wiesba
den, Germany)中でＦＡＣＳ染色を行い、ウェルあたり1x 105細胞をa) 精製Ｆａｂフラグ
メントまたは b) 精製ＩｇＧ４または c) ポジティブコントロール抗体（マウス抗ＩＬ１
２Ｒβ１、R&D Systems, Cat#:MAB839）と混合し、ＦＡＣＳバッファーで希釈し、40℃で
１時間インキュベートした。次いで細胞を200 μlのＦＡＣＳバッファー／ウェルで２回
洗浄し、ＦＡＣＳバッファーで1:200に希釈したフィコエリトリン結合ヤギ抗ヒトＩｇＧ(
H+L)二次抗体(Jackson ImmunoResearch) 100 μl中にとった。4℃で45分間インキュベー
ションした後、細胞をＦＡＣＳバッファーで３回洗浄し、100μlのＦＡＣＳバッファーに
再懸濁し、FACSCalibur（商標）(Becton Dickinson)において、細胞のＦＬ２蛍光強度に
よりＩＬ１２Ｒβ１特異的抗体の細胞表面結合を測定した。
【０２４３】
4. インビボ／エクスビボ機能的アッセイ
4.1. カニクイザル薬動力学（ＰＤ）アッセイ
　ヘパリン化血液サンプルを９６－Ｕウェルプレート(190 μl/ウェル)に分注した。組換
えヒトＩＬ－１２(R&D Systems; 最終100 ng/ml)およびＩＬ－１８(MBL; 最終50 ng/ml)
を各ウェルに加え、プレートを緩やかに３分間撹拌した。6％CO2、37℃で24時間インキュ
ベーションした後、2000 rpmで10分間プレートを遠心分離した。血漿を回収し、さらなる
処理まで-80℃に保った。
【０２４４】
　ＩＬ－２、ＴＮＦαおよびＩＮＦγを評価し、ＮＨＰ特異的ＥＬＩＳＡキット(CT711、
CT148およびCT141)で、製造業者(UcyTech Biosciences, Utrecht)により説明されたとお
りに行った。
【０２４５】
　ＰＤ読み出しのため、各サンプル中に見出されるリンパ球数によりＩＮＦγ/mlのpgで
の結果を補正して、pg/106リンパ球として最終的に表した。
【０２４６】
　循環ＩＬ－２／ＴＮＦα／ＩＮＦγレベルのモニタリングについて、結果をpg サイト
カイン/mlで表した。
【０２４７】
4.2. ラットインビボ適合性アッセイ
　ラットに所定量のｍＡｂをを注射し、血液サンプルを様々な間隔で採取して、ピーク血
漿濃度および放出速度をモニターし、血漿半減期を決定した。ラット標的への交差反応性
が予測されるため、標的関連効果（内部化、ターンオーバー）が結果に影響しないとも予
測できる。
【０２４８】
4.3 CD45RBhi移植炎症性腸疾患マウスモデル
　体重減少により特徴付けられる疾患を誘発するため、ＦＡＣＳソートによりBALB/cマウ
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ス脾臓からCD4+CD45RBHi Ｔリンパ球を単離し、10週齢雌SCIDマウスに注射する(2 x 105 
細胞/マウス、腹腔内)（０日目）。ネガティブコントロールマウスにはＰＢＳを腹腔内投
与し、かかるマウス１匹を、この免疫欠損コロニーにおける感染の可能性をモニターする
ためのセンチネルとして各ケージに入れる。マウス群は、１、７、１４および２１日目に
、ｍＡｂ（抗ＩＬ１２ｐ４０クローンC17.8または抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体またはアイソタ
イプコントロール）またはＰＢＳの皮下注射による処置を受ける。試験中および終了時点
で、各マウスの体重をモニターする。
【０２４９】
結果
実施例１: アンタゴニスト抗ヒトＩＬ１２Ｒβ１抗体候補の同定
1.1 直接被覆ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでのファージパニング
　Maxisorpで直接被覆したＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでのパニングは、直接被覆ＩＬ１２Ｒβ
１／Ｆｃのスクリーニングにおいて、353の一次ヒットをもたらした。配列分析により30
個の固有のＦａｂ配列が導かれた。１個のＦａｂはＨＣＤＲ２、ＬＣＤＲ１およびＬＣＤ
Ｒ２中に複数の潜在的Ｎグリコシル化部位を有し、したがってさらなる分析から除外した
。
【０２５０】
1.2 抗Ｆｃ抗体により捕捉されたＩＬ１２Ｒβ１でのパニング
　ヤギ抗ヒトＩｇＧ Ｆｃガンマ特異的抗体により捕捉されたＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでの
パニングおよび続くＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ捕捉抗原での一次スクリーニングは、75の一次
ヒットをもたらした。配列分析により８個の固有のＦａｂ配列が示された。
【０２５１】
1.3 Ｂａｆ３／ＩＬ１２Ｒβ１発現細胞での全細胞パニング
　Ｂａｆ３／ＩＬ１２Ｒβ１発現細胞での３回の選択を含む全細胞パニング（ＷＣＰ）は
、Ｂａｆ３親細胞での吸着工程を含んでいた。直接被覆抗原について112の一次ヒットが
同定され、捕捉抗原について122の一次ヒットが同定された。鑑別細胞パニング（ＤＣＰ
）について、１回目のパニングは細胞で行ったが、２回目はMaxisorpに直接被覆されたＩ
Ｌ１２Ｒβ１／Ｆｃで行い、次いで３回目には再び細胞で行った。ＤＣＰの一次スクリー
ニングにより、直接被覆抗原について50ヒット、捕捉抗原について51ヒットが示された。
合計14個（ＷＣＰから11個、ＤＣＰから３個）のさらなる固有のＦａｂが同定された。Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１／Ｆｃ（直接および捕捉）での先のパニングからの4個のＦａｂが細胞パニ
ングにおいて再び同定された。
【０２５２】
　ＥＬＩＳＡで合計52個のＦａｂがヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃを認識すると同定された。
【０２５３】
1.4 ヒトＩＬ４Ｒα／Ｆｃに対する交差反応性を含むＥＬＩＳＡにおけるＦａｂの特徴付
け
　ＥＬＩＳＡでヒトＩＬ１２Ｒβ１／ＦｃおよびヒトＩＬ４Ｒα／Ｆｃへの結合を試験し
た。各Ｆｃ融合タンパク質１および10 μg/mlをMaxisorp上に直接被覆し、並行してそれ
ぞれ１および10 μg/mlを抗Ｆｃで捕捉した。抗原捕捉法において１個のＦａｂがＩＬ４
Ｒα／Ｆｃと交差反応性を示したが、直接被覆ＩＬ１２Ｒα／Ｆｃには示さなかった（デ
ータ示さず）。このＦａｂはさらなる分析から除外した。他の全ての試験したＦａｂは、
直接被覆および捕捉抗原の両方で、ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃへの特異的結合を示し、ヒトＩ
Ｌ４Ｒα／Ｆｃへの結合は示さなかった。
【０２５４】
1.5 ＩＬ１２Ｒβ１トランスフェクトＢａｆ３細胞でのＦａｂのＦＡＣＳ分析
　Ｂａｆ３細胞上で発現されたヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃとの結合をＦＡＣＳで分析した
。まず、異なるヒトＩＬ１２Ｒβ１の発現レベルを有する、ヒトＩＬ１２Ｒβ１トランス
フェクト細胞の２つの細胞集団を検出した。２回のＦＡＣＳソートにより、均一な細胞集
団の検出が導かれた。ＥＬＩＳＡ陽性Ｆａｂ52個のうち48個は、ヒトＩＬ１２Ｒβ１トラ
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【０２５５】
1.6 Ｆａｂ抗体を用いたＩＬ１２およびＩＬ２３結合阻害アッセイ(BioVeris)
　ＦＡＣＳ陽性ＦａｂをＩＬ１２およびＩＬ２３レセプター結合阻害について分析した。
BioVeris（商標）において、26個のＦａｂはＩＬ１２/ＩＬ１２Ｒβ１結合阻害を示した
が、BioVeris（商標）では、14個のＦａｂのみがＩＬ２３/ＩＬ１２Ｒβ１結合阻害を示
した。異なるサイズ、わずかに異なる結合エピトープまたは単純に異なるリガンドレセプ
ター親和性がこの矛盾を引き起こしたと思われる。とりわけ、並行してＩＬ１２およびＩ
Ｌ２３/ＩＬ１２Ｒβ１結合阻害が、12個のＦａｂについて検出可能であった。一般に、
ＩＬ１２阻害から得られたＥＣ５０値は、ＩＬ１２阻害と比較して僅かに低かった（表１
）。12個のＦａｂの１個は、ＥＬＩＳＡにおけるrh IL4Ra/Fc との交差反応的結合のため
に、除外した。最終的に、52個のＦａｂのうち11個をさらなる評価のために選択した。11
個のＦａｂのうち3個は細胞パニングに由来し、8個はＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでのパニング
（直接および捕捉法）に由来した。ＥＣ５０値は低nM～数百nMの範囲であった（表１参照
）。
【０２５６】
【表１】

【０２５７】
1.7 ヒトＦｃ捕捉ＩＬ１２Ｒβ１／ＦｃでのBiacore親和性測定
　親Ｆａｂについて、Biacoreにおいて捕捉ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃで親和性を測定した。1
1個の予め選択したＦａｂの親和性は、2～450 nMの範囲であった（表２）。
【０２５８】
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【表２】

【０２５９】
1.8 11個の予め選択した候補全てのＩｇＧ４変換
　11個の予め選択したＦａｂ候補全てをＩｇＧ４形式に変換した。11個のＩｇＧ４全てを
≦1 mgスケールで発現し、精製した。MOR04580およびMOR04581は低いＩｇＧ４発現レベル
を示した。
【０２６０】
1.9 抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体のアンタゴニスト能を測定するための一次ヒトＴ細胞
　ＰＢＭＣ内のヒト一次Ｔ細胞を抗ＣＤ３／抗ＣＤ２８で刺激して、ＩＦＮγのＩＬ１２
依存的誘導を可能にした。選択したＩｇＧ４抗体をＩＬ１２誘導性ＩＦＮγ生産の用量依
存的阻害について試験した。ポリクローナルポジティブコントロール抗ＩＬ１２Ｒβ１抗
体AF839 (R&D Systems)は、用量依存的にＩＦＮγ生産を阻害したが、モノクローナルMab
839は明確な阻害を示さなかった。MOR04557、04559および04580は、このアッセイにおい
て最も活性であった（表３）。
【０２６１】
　表３は親和性成熟について選択した抗体のデータを要約している。
【表３】
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1.10 親和性成熟
　成熟について選択した7個の抗体を３つの異なるプールにグループ分けした。
プール1: MOR04557; MOR04559 (H-CDR2およびL-CDR3並行最適化)
プール2: MOR04558; MOR04715 (H-CDR2およびL-CDR3並行最適化)
プール3: MOR04561; MOR04580; MOR04601 (H-CDR2およびL-CDR3並行)
【０２６３】
1.11 ライブラリークローニング、ファージ作成および選択
　8個の異なるＦａｂ成熟ライブラリーをクローン化し、無作為に選択したクローンの配
列決定は、～１００％の多様性を示した。8個のライブラリーからのファージ作成は、部
分的にプールして、最終的に成熟パニングのためのインプットとして6個のファージを得
た。合計３つの異なる成熟戦略を適用して、最適化された抗体を選択した。ビオチニル化
ヒトＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃでの溶液パニングのために、抗原の減少およびＩＬ１２Ｒβ１
／Ｆｃ競合（オフレート選択）を用いて、選択中のストリンジェンシーを上昇させた。第
二の戦略として、ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃ捕捉パニングとも呼ばれる半溶液を用いた。ここ
で、抗原の減少および洗浄の延長を実施した。最後に、細胞数の減少および洗浄の延長を
含む全細胞パニングを用いた。各選択方法について、３回の成熟パニングを実施した。
【０２６４】
1.12 親和性スクリーニング
　BioVerisで親和性スクリーニングを行い、パニング全てに由来する合計2790個のシング
ルクローンを、ＩＬ１２Ｒβ１／Ｆｃに対する改善された親和性についてスクリーニング
した。全パニングから得られた264個の一次ヒットを二次スクリーニングのために選択し
、最良のヒットを配列決定した。主としてH-CDR3の多様性に基づいて、発現及び精製のた
めに、32個の結合物質を選択した。
【０２６５】
実施例2: 本発明のＦａｂおよびＩｇＧの特徴付け
2.1 ＳＥＴ(BioVeris)における親和性測定
　選択した親和性最適化抗ＩＬ１２Ｒβ１Ｆａｂのモノマー親和性を溶液中で測定した。
表４に概要を示す。
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【表４】

【０２６６】
　いくつかの最適化Ｆａｂは、それらの親Ｆａｂと比較して700倍までの親和性の改善を
示した。BioVerisで測定したＳＥＴ親和性は、1～1200 pM（表４）の範囲であり、多くの
親和性は1～100 pMの範囲であった。
【０２６７】
2.2 ＥＬＩＳＡにおけるＩＬ４Ｒα／Ｆｃに対する交差反応性
　ＥＬＩＳＡでは直接被覆ＩＬ４Ｒα／Ｆｃに対する交差反応性は検出されなかった。Ｆ
ｃ捕捉ＥＬＩＳＡにおいて、ほとんどのＦａｂは特異的であったが、MOR05291およびMOR0
5292は、ＩＬ４Ｒα／ＦｃおよびＣＤ２８／Ｆｃに対する結合を示したが、これら２個の
結合物質は、ＩｇＧ変換に進んでいない（データは示さず）。
【０２６８】
2.3 ヒトＩＬ１２Ｒβ１トランスフェクトＢａｆ３細胞に対するＦＡＣＳ結合
　全最適化ＦａｂはヒトＩＬ１２Ｒβ１トランスフェクトＢａｆ３細胞に対する良好なＦ
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ＡＣＳ結合を示した（概要データについて表５参照）。
【０２６９】
2.4 要約ＦａｂデータおよびＩｇＧ４変換のための選択
　ＩｇＧ４変換および発現のために20個のＦａｂを選択し、そのうち16個のＩｇＧ４は成
熟から直接、4個のＩｇＧ４はMOR04561 誘導体の交差クローニングからであった(表５)。
選択されたＩｇＧ４は7個の親結合物質中5個をカバーしており、高い多様性を維持するた
め、３つのプールのそれぞれから少なくとも1個のＩｇＧ４が選択された。
【表５】

【０２７０】
2.5 20個の予め選択した候補のＩｇＧ４変換
　20個のＩｇＧ４を変換し、発現し、精製した。一般に、ＩｇＧは良好な発現を示したが
（データは示さず）、MOR05286およびMOR05287は、標準ＰＢＳ pH 7.2へのバッファー交
換がタンパク質の沈殿および顕著な喪失をもたらすため、最終バッファーＰＢＳ pH 6.5
に対して透析しなければならなかった。MOR05286およびMOR05287の等電点がpH 7.2での沈
殿の理由であろう。MOR05273は極めて低い発現速度を示したので、さらなる分析から除外
した。
【０２７１】
2.6 最適化ＩｇＧの特徴付け
ＥＬＩＳＡにおけるＩＬ４Ｒα／Ｆｃに対するＩｇＧの公差反応性
　19個のＩｇＧ４全てがＥＬＩＳＡでの直接被覆ＩＬ４Ｒα／Ｆｃに対する交差反応性を
示さず、MOR05358はＩＬ１２Ｒβ１との結合を示さず、さらなる評価から除外した（デー
タは示さず）。
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2.7 ヒトおよびカニクイザルＩＬ１２Ｒβ１トランスフェクトＢａｆ３細胞とＩｇＧのＦ
ＡＣＳ結合
　ヒトおよびカニクイザルＩＬ１２Ｒβ１トランスフェクトＢａｆ３細胞とのＦＡＣＳ結
合について、19個のＩｇＧ４を分析したところ、全てカニクイザルＩＬ１２Ｒβ１と比較
してヒトでほぼ同一のＥＣ５０値を示した。飽和相における最大結合シグナルの違いは、
おそらく抗ヒトＦａｂ検出抗体が異なるフレームワーク間を区別するためである（表６）
。一価親和性とＦＡＣＳ結合ＥＣ５０値の違いは、レセプター抗原の異なるコンホメーシ
ョンまたは糖修飾のからもたらされると考えられる。ＩｇＧの異なるアビディティー効果
も関与しているかもしれない。さらに、カニクイザルＩＬ１２Ｒβ１はヒトHEK293および
ヒトJurkat細胞(ヒト、末梢血、白血病、Ｔ細胞)でも発現された。MOR05286はヒト細胞で
発現されたカニクイザルＩＬ１２Ｒβ１との明らかなＦＡＣＳ結合を示した。ＭＦＩ（平
均蛍光強度）値を表７に示す。
【０２７３】

【表６】

【０２７４】
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【表７】

【０２７５】
実施例3: リード候補の選択および特徴付け
3.1 リード候補の配列
　最終的に4個のリードIgG4を親和性および異なるバイオアッセイでの活性によって選択
した：MOR05271、MOR05286、MOR05278、MOR05281。
【０２７６】
　下記表８は選択した本発明の抗体の対応するＣＤＲの配列番号を記載する。ＨＣＤＲ１
、ＨＣＤＲ２およびＨＣＤＲ３は抗体重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を意味し
、ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２およびＬＣＤＲ３は抗体軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤ
Ｒ３を意味する。
【表８】

【０２７７】
3.2 インビトロでのMOR05286のアゴニスト能
　単独または架橋剤の存在下でのMOR5286の潜在的なアゴニスト活性を評価するため、一
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連の実験を行った。これらのアッセイは、ヒトＩｇＧ定常領域に対するモノクローナルま
たはポリクローナル抗体のいずれかを用い、Ｔ細胞の表面上の活性化マーカーならびにサ
イトカイン産生および増殖応答をモニターした。
【０２７８】
　アゴニスト抗ＣＤ２８ｍＡｂをポジティブコントロールとして使用した。このｍＡｂは
、コントロールサンプルの約10倍を超えるＣＤ２５およびＣＤ６９蛍光強度の平均上昇な
らびにＣＤ６９を発現するヒトＣＤ４＋ Ｔ細胞の＞80％で、活性化マーカーの明らかな
誘導を示した（データは示さず）。逆に、MOR05286は、ＩＬ－１２＋ＩＬ－１８刺激にも
かかわらず、いずれの一般活性化応答も誘導しなかった。
【０２７９】
　いくつかの実験において、架橋ｍＡｂ抗ＩｇＧ４ Ａの存在下で、MOR05286 によるヒト
ＰＢＭＣの活性化の後、少量のＩＦＮγ生産が観察された（データは示さず）。しかし、
この効果は、ＩＬ－１２＋ＩＬ－１８のＩＦＮγ誘導カクテルをさらに補った細胞培養に
おいて、再現されなかった。これらの条件下で、コントロールＩｇＧ４によって観察され
るものよりも、予測したとおり、応答がむしろ低かった。さらにまた、ＩＦＮγ生産は、
ＩＬ－１２＋ＩＬ－１８で刺激していないかまたは刺激した、ヒト全血またはアカゲザル
ＰＢＭＣ培養物において誘発されなかったが、サイトカイン介在性ＩＦＮγ生産に対する
MOR05286の阻害効果は両方の種において一貫していた。あわせると、これらのデータは、
MOR05286がヒトＴ細胞の活性化マーカーの発現を誘導せず、ヒトおよびＮＨＰ Ｔ細胞に
よるサイトカイン生産を促進する能力を有さないことを示している。
【０２８０】
実施例4: 本発明のＩＬ１２Ｒβ１結合抗体を交差阻止するスクリーニング抗体
4.1 Biacore交差阻止アッセイ
　以下は抗体または他の結合剤が、本発明の抗体を交差阻止するかあるいは交差阻止しう
るかを決定するための好適なBiacoreアッセイを一般的に記載している。該アッセイは本
明細書に記載のＩＬ１２Ｒβ１結合剤のいずれかで使用できると理解される。
【０２８１】
　Biacore装置(例えばBIAcore 3000)は、製造者の推奨に従って操作する。
【０２８２】
　ＩＬ１２Ｒβ１細胞外ドメインは、通常用いられるアミンカップリング化学、例えばＥ
ＤＣ－ＮＨＳアミンカップリングによって例えばCM5 Biacoreチップと結合して、ＩＬ１
２Ｒβ１被覆表面を作成できる。測定可能な結合のレベルを得るために、典型的には、Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１の200～800共鳴単位を該チップと結合させてよい（この量は、測定可能な結
合のレベルを与えると同時に、使用する試験試薬の濃度によって容易に飽和しうる）。
【０２８３】
　ＩＬ１２Ｒβ１をBIAcoreチップに結合させる別の方法は、ＩＬ１２Ｒβ１の「タグ化
」版、例えばＮ末端またはＣ末端Ｈｉｓタグ化ＩＬ１２Ｒβ１を用いることである。この
形式において、抗Ｈｉｓ抗体がBiacoreチップに結合し、次いでＨｉｓタグ化ＩＬ１２Ｒ
β１がチップの表面を通過し、抗Ｈｉｓ抗体に捕捉される。
【０２８４】
　互いに交差阻止する能力について評価される２種の抗体を結合部位の化学量論量、例え
ば１：１のモル比で、好適なバッファー中で混合して、試験混合物を製造する。使用した
バッファーは典型的には、タンパク質化学に通常使用されるバッファー、例えばＰＢＳ(1
36 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、1.76 mM KH2PO4、pH 7.4)である。結合部位基
準で濃度を計算すると、抗体の分子量は、当該抗体の標的（すなわちＩＬ１２Ｒβ１）結
合部位の数で除した抗体の全分子量と推定される。
【０２８５】
　試験混合物中の各抗体の濃度は、BIAcoreチップに結合しているＩＬ１２Ｒβ１分子に
おける抗体結合部位の飽和を確保するために十分に高いべきである。混合物中の抗体は、
同じ分子濃度（結合に基づいて）であり、その濃度は典型的には1.0mM～1.5mM （結合部
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位に基づいて）である。
【０２８６】
　それら自身について別々の抗体を含む別々の溶液も製造できる。これらの別々の溶液に
使用するバッファーは、同じバッファーであり、かつ試験混合物として使用する際に同じ
濃度であるべきである。
【０２８７】
　試験混合物をＩＬ１２Ｒβ１被覆BIAcoreチップを通過させ、その結合を記録する。そ
の後、チップを例えば酸、例えば30mM HClで約１分間処理して、結合した抗体を除去する
。チップに結合しているＩＬ１２Ｒβ１分子が損傷を受けないことが重要である。
【０２８８】
　次いで第一抗体のみの溶液をＩＬ１２Ｒβ１被覆表面を通過させ、結合を記録する。そ
の後、例えば上記酸処理によってチップを処理して、チップ結合ＩＬ１２Ｒβ１に損傷を
与えることなく、全結合抗体を除去する。
【０２８９】
　第二抗体のみの溶液をＩＬ１２Ｒβ１被覆表面を通過させ、結合量を記録する。
【０２９０】
　理論上最大の結合は、各抗体のＩＬ１２Ｒβ１との結合の合計として個別に定義されう
る。次いでこれを測定した抗体の混合物の実際の結合と比較する。実際の結合が理論上の
結合のものよりも低い場合、２種の抗体は互いに交差阻止している。
【０２９１】
4.2 Ｅｌｉｓａ利用交差阻止アッセイ
　抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体または別のＩＬ１２Ｒβ１結合剤の交差阻止は、ＥＬＩＳＡアッ
セイを用いて検出してもよい。
【０２９２】
　ＥＬＩＳＡアッセイの一般的な原理は、ＥＬＩＳＡプレートのウェルに抗ＩＬ１２Ｒβ
１抗体を被覆することを含む。過剰量の第二の、潜在的に交差阻止する、抗ＩＬ１２Ｒβ
１抗体を溶液に（すなわち、ＥＬＩＳＡプレートのウェルプレートに結合していない）を
加える。次いで限定量のＩＬ１２Ｒβ１－Ｆｃをウェルに加える。
【０２９３】
　ウェルへと被覆されている抗体および溶液中の抗体は、限定数のＩＬ１２Ｒβ１分子の
結合について競合する。次いでプレートを洗浄して被覆抗体と結合していないＩＬ１２Ｒ
β１分子を除去し、また第二の溶液相抗体および第二の、溶液相抗体とＩＬ１２Ｒβ１－
Ｆｃ間で形成された複合体も除去する。次いで、適切なＩＬ１２Ｒβ１検出試薬を用いて
、結合したＩＬ１２Ｒβ１の量を測定する。被覆抗体を交差阻止しうる溶液中の抗体は、
被覆抗体が第二の溶液相抗体の非存在下で結合しうるＩＬ１２Ｒβ１分子の数と比較して
、被覆抗体が結合しうるＩＬ１２Ｒβ１分子の数を減少させうる。
【０２９４】
　このアッセイは、Ab-XおよびAb-Yと称する２種の抗体について、以下により詳細にさら
に説明する。Ab-Xが不動化抗体と選択された場合、それはＥＬＩＳＡプレートのウェルに
被覆され、その後好適な阻止溶液でプレートをブロックして、続いて加える試薬の非特異
的結合を最小限とする。次いで、ＥＬＩＳＡプレートの被覆中、ウェルあたりのAb-Y Ｉ
Ｌ１２Ｒβ１結合部位のモル量が、使用したウェルあたりのAb-X ＩＬ１２Ｒβ１結合部
位のモル量の少なくとも１０倍であるように、過剰量のAb-YをＥＬＩＳＡプレートに加え
る。次いで、加えるウェルあたりのＩＬ１２Ｒβ１－Ｆｃのモル量が各ウェルのコーティ
ングに使用したAb-X ＩＬ１２Ｒβ１結合部位のモル量の少なくとも２５倍であるように
、ＩＬ１２Ｒβ１－Ｆｃを加える。好適なインキュベーション期間の後、ＥＬＩＳＡプレ
ートを洗浄し、ＩＬ１２Ｒβ１検出試薬を加えて、被覆抗ＩＬ１２Ｒβ１抗体（この場合
Ab-X）によって特異的に結合されたＩＬ１２Ｒβ１の量を測定する。このアッセイのバッ
クグラウンドシグナルは、被覆抗体（この場合Ab-X）、第二溶液相抗体（この場合Ab-Y）
、スクレロスチン（scierostin）バッファーのみ（すなわちＩＬ１２Ｒβ１）およびＩＬ
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１２Ｒβ１検出試薬を含むウェルで得られたシグナルと定義される。このアッセイのポジ
ティブコントロールシグナルは、被覆抗体（この場合Ab-X）、バッファーのみ（すなわち
第二溶液相抗体なし）、ＩＬ１２Ｒβ１およびＩＬ１２Ｒβ１検出試薬を含むウェルで得
られたシグナルと定義される。ＥＬＩＳＡアッセイは、ポジティブコントロールシグナル
がバックグラウンドシグナルの少なくとも６倍であるように実行する必要がある。
【０２９５】
　被覆抗体として使用する抗体および第二（競合）抗体として使用する抗体の選択によっ
てもたらされるあらゆる影響（例えばＩＬ１２Ｒβ１に対するAb-XおよびAb-Y間で顕著に
異なる親和性）を回避するため、交差阻止アッセイは、２つの形式で実行する必要がある
：１）形式１は、Ab-XがＥＬＩＳＡプレートに被覆される抗体であり、Ab-Yが可溶性であ
る競合抗体である場合であり、そして２）形式２は、Ab-YがＥＬＩＳＡプレートに被覆さ
れる抗体であり、Ab-Xが溶液中に存在する競合抗体である場合である。
【手続補正書】
【提出日】平成23年11月9日(2011.11.9)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】変更
【補正の内容】
【配列表】
2012524524000001.app
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