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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）受容体によって媒介される組織型
プラスミノーゲンアクチベーター（ｔ－ＰＡ）の有害な作用を阻害する上で効果的である
抗ＮＭＤＡ抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体の提供。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を含むエピトープに結合することができるか、特定のア
ミノ酸配列を有する１つ以上の相補性決定領域を含むか、あるいは１つ又は２つのアミノ
酸の位置において変化しているか、又は１つ以上のアミノ酸の挿入を含有し、かつ、対応
する未変化の相補性決定領域の機能的等価体である、特定のアミノ酸配列を有する１つ以
上の相補性決定領域を含む、抗ＮＭＤＡ受容体抗体、フラグメント、又は誘導体。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ＮＭＤＡ受容体抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体が、
　（ａ）配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７及
び２８からなる群より選択されたアミノ酸配列を含むエピトープに結合することができる
か、
　（ｂ）配列番号２９、３０、３１、３２、３３及び３４からなる群より選択されたアミ
ノ酸配列を有する１つ以上の相補性決定領域を含むか、あるいは
　（ｃ）１つ又は２つのアミノ酸の位置において変化しているか、又は１つ以上のアミノ
酸の挿入を含有し、かつ、対応する未変化の相補性決定領域の機能的等価体である、配列
番号２９、３０、３１、３２、３３及び３４からなる群より選択されたアミノ酸配列を有
する１つ以上の相補性決定領域を含む、
該抗体、フラグメント、又は誘導体。
【請求項２】
　ｔ－ＰＡと相互作用するＮＭＤＡ受容体の一領域の少なくとも一部分に結合することが
でき、該結合はＮＭＤＡ受容体とｔ－ＰＡとの間の相互作用を阻害し、これにより、ＮＭ
ＤＡ受容体の少なくとも１つの機能が選択的に阻害される、抗体、又はそのフラグメント
、又はその誘導体。
【請求項３】
　モノクローナル抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体である、請求項１又は２
記載の抗体。
【請求項４】
　以下：
　（ａ）配列番号３５、３６、３７及び３８からなる群より選択されたアミノ酸配列を有
するフレームワーク領域に対して８０％以上の相同性又は同一性を共有する重鎖フレーム
ワーク領域、及び／又は配列番号３９、４０、４１及び４２からなる群より選択されたア
ミノ酸配列を有するフレームワーク領域に対して８０％以上の相同性又は同一性を共有す
る軽鎖フレームワーク領域を含むか、あるいは
　（ｂ）１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９Ａ３、６Ｃ９Ａ３
Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６からなる群より選択された寄託されたハイブリドーマによって産
生された抗体との交差反応性を示す
の特徴の１つ以上を有する、請求項１～３のいずれか一項記載の抗体、又はそのフラグメ
ント、又はその誘導体。
【請求項５】
　配列番号４３のアミノ酸配列を含む１つ又は２つの重鎖可変領域を含む、及び／又は、
配列番号４４のアミノ酸配列を含む１つ又は２つの軽鎖可変領域を含む、請求項１～４の
いずれか一項記載の抗体、あるいは、該抗体との交差反応性を示すそのフラグメント又は
その誘導体。
【請求項６】
　その重鎖可変領域が互いに同一であり、かつ、その全長にわたって配列番号４３のアミ
ノ酸配列を含む重鎖可変領域に対して８０％以上の相同性又は同一性を共有し、及び／又
は、その軽鎖可変領域が互いに同一であり、かつ、その全長にわたって配列番号４４のア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変領域に対して８０％以上の相同性又は同一性を共有する、請求
項５記載の誘導体。
【請求項７】
　１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９Ａ３、６Ｃ９Ａ３Ｆ４及
び６Ｃ９Ａ３Ｆ６からなる群より選択された寄託されたハイブリドーマによって産生され
た抗体、又は、該抗体との交差反応性を示すそのフラグメント又はその誘導体。
【請求項８】
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　請求項１～７のいずれか一項記載の抗体、フラグメント、又は誘導体をコードする核酸
。
【請求項９】
　請求項８記載の核酸と、該核酸と作動可能に接続されたプロモーターとを含む、発現カ
セット又はベクター。
【請求項１０】
　請求項８記載の核酸又は請求項９記載の発現カセット又はベクターを含む、宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１～７のいずれか一項記載の抗体、フラグメント、又は誘導体、請求項８記載の
核酸、請求項９記載の発現カセット又はベクター、又は請求項１０記載の宿主細胞、及び
場合により、担体、溶媒、希釈剤、及び賦形剤からなる群より選択された１つ以上の成分
を含む、医薬組成物。
【請求項１２】
　医薬に使用するための、請求項１～７のいずれか一項記載の抗体、フラグメント又は誘
導体、請求項８記載の核酸、請求項９記載の発現カセット又はベクター、請求項１０記載
の宿主細胞、又は、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　神経学的疾患又は神経変性疾患の処置、予後予測、診断、及び／又はモニタリングに、
又は神経保護剤として使用するための、請求項１～７のいずれか一項記載の抗体、フラグ
メント又は誘導体、請求項８記載の核酸、請求項９記載の発現カセット又はベクター、請
求項１０記載の宿主細胞、あるいは、請求項１１記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　神経学的疾患又は神経変性疾患が、多発性硬化症、血栓性疾患、脳卒中、脳内出血、一
過性脳虚血発作、癲癇、側頭葉癲癇、筋萎縮性側索硬化症、脳腫瘍、パーキンソン病、ア
ルツハイマー病、脳浮腫、寄生虫感染、細菌感染、真菌感染又はウイルス感染から生じた
中枢神経系の合併症、髄膜炎、脳炎、外傷性脳損傷、脊髄損傷、頭蓋内病変、脊椎内病変
、虚血性疾患、及び、急性血管閉塞後又は緑内障における視神経障害からなる群より選択
される、請求項１３記載の抗体、フラグメント、誘導体、核酸、発現カセット、ベクター
、宿主細胞、又は医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗体の分野に関する。特に、本発明は、ニューロンに対して毒性でありかつ
神経血管単位／血液脳関門（ＢＢＢ）に障害を与える、又はそれを病理学的な影響をもた
らす態様で調節する、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）受容体によって媒介
される組織型プラスミノーゲンアクチベーター（ｔ－ＰＡ）の有害作用を阻害する上で効
果的である、抗ＮＭＤＡ抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体を提供する。また
、特に、神経学的疾患又は神経変性疾患、例えば多発性硬化症の処置のための医療使用も
提供する。
【０００２】
　多発性硬化症（ＭＳ）は、中枢神経系（ＣＮＳ）の炎症性かつ変性性の疾病である。そ
れは、浸潤している免疫細胞、希突起膠細胞死に起因するミエリンの減少、及び軸索障害
によって特徴付けられる。
【０００３】
　ＭＳの原因（群）は明確には判明していない。ＭＳは、生体自身の免疫系が神経系の構
造を障害するという免疫介在性の疾病であると考えられている。その生理病理はあまり解
明されていないが、動物モデルの結果は、興奮毒性プロセスがＭＳの病態に関与している
ことを示唆する（Pitt et al., 2000; Correa et al., 2007）。実際、ヒトＭＳにおいて
はグルタミン酸の不均衡な恒常性が軸索及び希突起膠細胞の病態に寄与し、このことは、
この不均衡を、治療目的で操作することもできることを示唆する（Werner et al., 2001
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）。例えば、ＮＭＤＡ受容体の遮断剤、例えばメマンチンは、白質の障害を減弱させるこ
とが示されている（Manning et al., 2008）。白血球及び膠細胞によるグルタミン酸の強
力な放出、グルタミン酸の変化した代謝、又はグルタミン酸の変化した取り込みが、細胞
外の上昇したグルタミン酸レベルをもたらす主な機序をなし得る。ＭＳとは別に、グルタ
ミン酸の興奮毒性は、他の脱髄性疾患、例えばデビック病又は特発性横断性脊髄炎にも関
与しているようである。
【０００４】
　ＭＳにおいては、グルタミン酸による興奮毒性の他に、セリンプロテアーゼ（例えばｔ
－ＰＡ）の関与も示唆されている。実際に、ｔ－ＰＡは脱髄を促進する可能性がある。な
ぜなら、プラスミン（これはプラスミノーゲンに対するｔ－ＰＡの作用によって生成され
る）は、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）を直接分解し得るからである（Cammer et 
al., 1978）。さらに、プラスミンは、マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）活
性化カスケードの重要な開始因子である。ＭＭＰ活性は、ミエリン膜の分解において重要
な役割を果たすことが記述されている（Cuzner及びOpdenakker, 1999）。興味深いことに
、ｔ－ＰＡはまた、興奮毒性的な神経細胞死も促進し（Nicole et al., 2001）、グルタ
ミン酸により誘発された希突起膠細胞損傷に寄与する（Pitt et al., 2000）と報告され
た。さらに、損なわれたｔ－ＰＡにより駆動される線維素溶解は、ＭＳにおける軸索障害
に寄与し得る（East et al., 2005）。いくつかのグループがｔ－ＰＡとグルタミン酸作
動性伝達との関係を示唆する（Nicole et al, 2001, Fernandez-Monreal et al., 2004; 
Samson et al., 2008、概説についてはYepes et al., 2009）。注目すべきことに、生体
内のｔ－ＰＡの機能が様々であることから、ｔ－ＰＡを完全に無効化するようなアプロー
チを用いることができない。これは、ＭＳの実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）モデル
においてｔ－ＰＡ－／－マウスが、症候性疾病を遅延して発症した後に、増加した重度及
び遅延した回復を示すという所見によって示される（Lu et al., 2002）。
【０００５】
　ｔ－ＰＡは、血管内空間において、血液と脳との間の境界において、及び脳実質内にお
いて重要な役割を果たす、二面性を有するセリンプロテアーゼである（概説については：
Yepes et al., 2008）。血管内区画においては、ｔ－ＰＡの主な基質は、不活性な酵素前
駆体であるプラスミノーゲンであり、その主な役割は線維素溶解を促進することである。
血液由来のｔ－ＰＡは、インタクトな血液脳関門及び損傷された血液脳関門の両方を通過
することができ（Benchenane et al. 2005a, Benchenane et al., 2005b）、したがって
、内因的に産生されたｔ－ＰＡと一緒に、脳実質内で様々な基質と相互作用して、ｔ－Ｐ
Ａ／プラスミ（ノーゲ）ンにより駆動される細胞外マトリックス分解を超えてその機能を
拡張することができる。
【０００６】
　膠細胞及び／又はニューロンにおけるｔ－ＰＡと、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸受
容体（ＮＭＤＡＲ）、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質（ＬＲＰ）、アネキシ
ン－ＩＩとの相互作用は、細胞シグナル伝達プロセスを活性化し、これは過度である場合
には、脳浮腫、出血性変化、及び細胞死をはじめとする有害な転帰に至る可能性があるこ
とを示すエビデンスが増えている。ｔ－ＰＡのこれらの複数の病態生理学的な作用に基づ
いて、虚血疾患において確立された役割の域を超えた、いくつかの神経学的疾患又は神経
変性疾患（例えば癲癇、アルツハイマー病、多発性硬化症、又は髄膜炎）においての内因
性ｔ－ＰＡの関与（外的に適用されたｒｔ－ＰＡの副作用によって裏付けられる）が議論
されている。
【０００７】
　シナプスのＮＭＤＡ受容体は、シナプスのＮＭＤＡ受容体の活性低下がニューロンに対
して有害であるという点で、シナプス外のＮＭＤＡ受容体とは区別され得る。その活性を
増強させると、複数の神経保護経路がトリガーされる。シナプス外のＮＭＤＡＲの活性化
レベルが低いことはニューロンの生存に対して全く影響を及ぼさないが、その活性を上昇
させると、細胞死経路が活性化され、特定の神経変性プロセスを悪化させることが報告さ



(5) JP 2019-201655 A 2019.11.28

10

20

30

40

50

れている（Hardingham及びBading, 2010）。したがって、シナプスのＮＭＤＡ受容体を温
存しつつ、シナプス外のＮＭＤＡ受容体の活性の特異的減少をもたらす手段は神経学的疾
病における有望な治療目的となるだろう。
【０００８】
　脳炎症性浸潤物の形成は、ＭＳのような多くの脳疾患においてニューロンの異常の発症
の有意に寄与する（Zipp et al., 2006）。生理的条件下において、脳微小血管内皮は、
付着した膠細胞及びその伸張物と共に、そのタイトジャンクション複合体を通して、血液
脳関門（ＢＢＢ）として作用し、これにより、白血球の進入を制限する。
【０００９】
　脳への免疫細胞の浸潤は内皮タイトジャンクションの開口を必要とし、ＢＢＢへの障害
は多くの神経学的疾患の特徴である。脳炎症の基礎をなすＢＢＢでの分子及び細胞プロセ
スの知識は、ＢＢＢを保ちかつ細胞内への流入を調節することを目的とした新規な治療ア
プローチの開発に役立ち得る。興味深いことに、ｔ－ＰＡはまた、血液脳関門の透過性を
高めることによって、ＣＮＳにおける炎症反応を変化させると記載された（Paterson et 
al., 1987）。近年の結果は、ｔ－ＰＡが、単球により誘導されるＢＢＢの開口を促進し
、続いて、インビトロにおけるラット及びヒトＢＢＢの単球の横断を促進することを示す
（Reijerkerk et al., 2008）。
【００１０】
　ＭＳの有病率は、１００，０００人あたり２～１５０人である。多発性硬化症の治療法
は不明である。ＭＳ療法の目標は、主に、機能を回復し、ＭＳの発病を予防し、身体障害
の進行を止めることである。
【００１１】
　急性ＭＳの発病における対症療法のために、通常、副腎皮質ステロイドが使用される。
しかし、それらは有意な長期効果を有さないようである。疾病修飾処置のために、フマル
酸ジメチル、フィンゴリモド、酢酸グラチラマー、インターフェロン－β１、ミトキサン
トロン、ナタリズマブ及びテリフルノミドが現在使用されている。これらの中の大半の薬
物は、発病の回数を減少させるのに幾分効果的である再発寛解亜型のＭＳにのみ認可され
ている。さらに、ＭＫ－８０１（ジゾシルピン）は、多発性硬化症モデルにおいて神経保
護的かつ効果的であることが報告されている。しかし、ＭＫ－８０１は、容認できない有
害作用を有する、非選択的なＮＭＤＡ受容体アンタゴニストである。
【００１２】
　ＭＳに現在使用される医薬品の問題としては、有害作用及び低い耐容性が挙げられる。
多発性硬化症に現在使用されている抗体のナタリズマブは、細胞接着分子α４－インテグ
リンを認識するヒト化モノクローナル抗体である。神経学的容態である進行性多巣性白質
脳症（ＰＭＬ）と関連づけられた後、それは一過性に米国市場から撤退した。ナタリズマ
ブの他の報告された有害作用としては肝毒性が挙げられる。
【００１３】
　ＮＭＤＡ受容体に対する抗体は、それ自体公知であるが（例えば欧州特許第２２８９５
４２Ａ１号参照）、具体的なエピトープ又は相補性決定領域（ＣＤＲ）は開示されていな
い。
【００１４】
　ＮＭＤＡ受容体に対する抗体は、ある自己免疫疾患である抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎に
おいて見られる。これらの抗体は、ＮＭＤＡ受容体のＮＲ１（ＧｌｕｎＮ１とも呼ばれる
）サブユニットに結合し、その結合しているエピトープが描写されている（Gleichman et
 al., 2012）。結合すると、これらの抗体はＭＫ－８０１と同じ効果をトリガーするが、
効果はより重度である。該抗体は、ＮＭＤＡ受容体の迅速な刺激、及び続いてその内部移
行をトリガーする。したがって、ＮＭＤＡ受容体、特にその活性化が神経保護作用を有す
るＮＭＤＡ受容体はもはや刺激されることができない。抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎を患う
患者は、急性不安、行動の変化、又は精神病を呈し、発作又は神経心理学的異常を発症す
る。数日間又は数週間以内に、意識低下、運動障害、低換気状態、及び自律神経失調症が
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出現し、これにより集中治療室への入院が必要となることが多い。
【００１５】
　したがって、ＭＳの処置のための新規な、好ましくは改善された手段が継続的に必要と
される。したがって、本発明の目的は、ＭＳなどの神経学的疾患又は神経変性疾患の処置
のための新規な手段を提供することである。
【００１６】
　本発明の第１の態様によると、この目的は、抗ＮＭＤＡ受容体抗体、又はそのフラグメ
ント、又はその誘導体によって解決され、該抗体、フラグメント、又は誘導体は、
　（ａ）配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７及
び２８からなる群より選択されたアミノ酸配列を含むエピトープに結合することができる
か、
　（ｂ）配列番号２９、３０、３１、３２、３３及び３４からなる群より選択されたアミ
ノ酸配列を有する１つ以上の相補性決定領域を含むか、あるいは
　（ｃ）１つ若しくは２つのアミノ酸の位置において変化しているか、又は１つ以上のア
ミノ酸の挿入を含有し、かつ、対応する未変化の相補性決定領域の機能的等価体である、
配列番号２９、３０、３１、３２、３３及び３４からなる群より選択されたアミノ酸配列
を有する１つ以上の相補性決定領域を含む。
【００１７】
　上記エピトープは、ｔ－ＰＡと相互作用し、かつ種間で保存されている、ＮＭＤＡ受容
体のＮＲ１（ＧｌｕＮ１とも呼ばれる）サブユニットの領域内にある。本発明者らは、こ
のエピトープに結合するか又は上記の相補性決定領域を有する抗体が、Ｎ－メチル－Ｄ－
アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）受容体によって媒介される組織型プラスミノーゲンアクチベ
ーター（ｔ－ＰＡ）の有害な作用を阻害することができることを発見した。下記のように
、このような抗体は、ｔ－ＰＡによって誘発される病変の増強を遮断し、また、外的に投
与されたｔ－ＰＡの非存在下においても効果を有し、このことは、それが内因的なｔ－Ｐ
Ａに対して効果を及ぼすことを意味する。しかし、ｔ－ＰＡの完全な非存在下においては
、該抗体は、全く効果を及ぼさない。該抗体は、ＮＭＤＡ受容体とｔ－ＰＡとの間の相互
作用を阻害すると結論付けることができる。これにより、この相互作用に伴う有害な結果
は、軽減又は予防される。限局した標的におけるこの特異的な作用によって、有益である
ｔ－ＰＡの他の機能（例えば、血管の血流の回復及び細胞内マトリックスの再編成におけ
るその役割）は、影響を受けないままである。
【００１８】
　したがって、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、ＭＳなど
の神経学的疾患又は神経変性疾患の処置のための手段として有用である。
【００１９】
　抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎における自己反応性抗体は、残基３６８及び３６９の領域を
含むＮＲ１サブユニットのアミノ末端ドメイン内の領域、並びにアミノ酸１４４位～１５
６位の領域に結合し、これらの領域は折り畳まれたドメインにおいて近接している（Glei
chman et al., 2012）。
【００２０】
　ｔ－ＰＡとＮＭＤＡ受容体との相互作用を遮断することを目的とした戦略の危険性が、
標的としてｔ－ＰＡとＮＲ１サブユニットを共有しているこれらの自己免疫抗体によって
例示される：抗体は、それが前記の損傷性の自己免疫抗体の結合するエピトープと相互作
用するか、又は遮断するか、又は別様に影響を及ぼす場合に、脳炎を引き起こしがちであ
り得る。それにも関わらず、本発明者らは、このリスクを回避する抗体の開発に成功した
。
【００２１】
　本発明者らは、ＮＲ１サブユニットのアミノ酸１９～３７１に対応するフラグメントを
用いて免疫化させた後に、本発明によるモノクローナル抗体を生成した。このフラグメン
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トは、抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎の抗体によって認識される免疫原性領域を含んでいたが
、本発明者らは、作り出された抗体が、抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎の抗体の有害な作用を
惹起しなかったことを発見した。さらに、本発明による抗体は、ＮＭＤＡ受容体の特定の
機能のみを選択的に遮断した。抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎の抗体及び本発明による抗体の
結合するエピトープは重複しない。本発明者らは、上記の選択肢（ａ）に記載されたエピ
トープ外に結合しかつ本発明による抗体のプラスの効果を示さなかった、１９～３７１フ
ラグメントを用いての免疫化後に生成された抗体も発見した。
【００２２】
　本発明による好ましい抗体は好ましい効力プロファイルを有する。本発明による特に好
ましい抗体は、以下の特徴の１つ以上を有する：それは高まった効力を有する（例えば、
ＭＳの発病の予防、機能の改善若しくは回復、神経保護作用、又は身体障害の進行の停止
に関して）、それは使用がより簡便であり、あまり頻繁に又はあまり定期的に投与する必
要がないか、あるいは、以前のＭＳ医薬品と比較して有害作用が少ないか又はより高い耐
容性を有し、それは高親和性の抗体であるか、低い交差反応性を有するか、安全であるか
、経済的であるか、又は現在適切な処置法が存在しないＭＳサブタイプに使用可能である
。
【００２３】
　「抗体」という用語は好ましくは、ジスルフィド結合によって接続された少なくとも２
本の重鎖と２本の軽鎖とを含むタンパク質を指す。「抗体」という用語は、天然抗体並び
に全ての組換え形の抗体、例えば原核生物において発現させた抗体、非グリコシル化抗体
、ヒト化抗体、及びキメラ抗体を含む。各重鎖は、重鎖可変領域（ＶＨ）と重鎖定常領域
（ＣＨ）からなる。各軽鎖は、軽鎖可変領域（ＶＬ）と軽鎖定常領域（ＣＬ）からなる。
重鎖定常領域は、３つ、又はＩｇＭ型若しくはＩｇＥ型の抗体の場合には４つの重鎖定常
ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４）を含み、第１の定常ドメインＣＨ１は可
変領域に隣接し、ヒンジ領域によって第２の定常ドメインＣＨ２に接続されていてもよい
。軽鎖定常領域は、１つの定常ドメインのみからなる。可変領域は、フレームワーク領域
（ＦＲ）と呼ばれるより保存された領域の散在した、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれ
る超可変性領域にさらに細分され得、各可変領域は、３つのＣＤＲと４つのＦＲを含む。
重鎖及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
、免疫系の様々な細胞（例えばエフェクター細胞）及び古典的な補体系の第１成分（Ｃ１
ｑ）をはじめとする宿主の組織又は因子に対する免疫グロブリンの結合を媒介し得る。し
かし、本発明による「抗体」という用語は、普通ではない抗体、例えば重鎖抗体、すなわ
ち、１本以上、特に２本の重鎖からのみ構成される抗体、及びナノボディ、すなわち、１
つのモノマー可変ドメインからのみ構成される抗体も含む。
【００２４】
　本明細書において使用される「タンパク質」という用語は、アミノ酸の分子鎖、又は２
つ以上のアミノ酸鎖の複合体を指す。タンパク質は、任意の天然アミノ酸並びに人工アミ
ノ酸を含有し得、生物学的起源であっても合成起源であってもよい。タンパク質は、例え
ばグリコシル化、アミド化、カルボキシル化、及び／又はリン酸化などによって、天然的
に（翻訳後修飾）又は合成的に修飾されていてもよい。タンパク質は、少なくとも２つの
アミノ酸を含むが、任意の特定の長さである必要はなく；この用語は、サイズの制限を全
く含まない。本出願において、「タンパク質」、「ポリペプチド」及び「ペプチド」とい
う用語は同義語として使用される。好ましくは、タンパク質は少なくとも１０個のアミノ
酸、好ましくは少なくとも５０個のアミノ酸、少なくとも１００個のアミノ酸、最も好ま
しくは少なくとも１００個のアミノ酸を含む。
【００２５】
　抗体の「フラグメント又は誘導体」は好ましくは、該抗体から誘導され、かつ、該抗体
と同じ抗原、特に該抗体と同じエピトープと結合することのできる、タンパク質又は糖タ
ンパク質である。したがって、本明細書における抗体のフラグメント又は誘導体は、一般
的に、機能的フラグメント又は誘導体を指す。特に好ましい実施態様では、抗体のフラグ
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メント又は誘導体は、重鎖可変領域を含む。抗体の抗原結合機能は、完全長抗体のフラグ
メント又はその誘導体によって発揮され得ることが示されている。抗体のフラグメント又
は誘導体の例としては、（ｉ）各重鎖及び軽鎖の可変領域及び第１定常ドメインからなる
一価フラグメントである、Ｆａｂフラグメント、（ｉｉ）ヒンジ領域においてジスルフィ
ド橋によって連結された２つのＦａｂフラグメントを含む二価フラグメントである、Ｆ（
ａｂ）２フラグメント；（ｉｉｉ）重鎖の可変領域及び第１定常ドメインＣＨ１からなる
Ｆｄフラグメント；（ｉｖ）抗体のシングルアームの重鎖及び軽鎖可変領域からなるＦｖ
フラグメント；（ｖ）単一ポリペプチド鎖からなるＦｖフラグメントであるｓｃＦｖフラ
グメント；（ｖｉ）互いに共有結合で連結された２つのＦｖフラグメントからなる（Ｆｖ
）２フラグメント；（ｖｉｉ）重鎖可変ドメイン；及び（ｖｉｉｉ）重鎖可変領域と軽鎖
可変領域との会合が分子内ではなく分子間でのみ起こるように互いに共有結合で連結され
た重鎖可変領域と軽鎖可変領域からなるマルチボディが挙げられる。これらの抗体フラグ
メント及び誘導体は、当業者には公知である慣用的な技術を使用して得られる。
【００２６】
　標的アミノ酸配列は、例えば、標的アミノ酸配列がその全長にわたり、基準アミノ酸配
列の対応する部分に対して、６０％以上、好ましくは７０％以上、７５％以上、より好ま
しくは８０％以上、８５％以上、９０％以上、９３％以上、９５％以上、９７％以上、９
８％以上、９９％以上の相同性又は同一性を共有するならば、基準アミノ酸配列から「誘
導」される。例えば、ヒト化抗体のフレームワーク領域が、特定のヒト抗体の可変領域か
ら誘導されるならば、ヒト化抗体のフレームワーク領域のアミノ酸はその全長にわたり、
ヒト抗体の対応するフレームワーク領域に対して、６０％以上、好ましくは７０％以上、
７５％以上、より好ましくは８０％以上、８５％以上、９０％以上、９３％以上、９５％
以上、９７％以上、９８％以上、又は９９％以上の相同性又は同一性を共有する。「対応
する部分」又は「対応するフレームワーク領域」は、例えば、標的抗体の重鎖可変領域の
フレームワーク領域１（ＦＲＨ１）が、基準抗体の重鎖可変領域のフレームワーク領域１
に対応することを意味する。同じことが、例えば、ＦＲＨ２、ＦＲＨ３、ＦＲＨ４、ＦＲ
Ｌ１、ＦＲＬ２、ＦＲＬ３、及びＦＲＬ４にも該当する。特定の実施態様では、基準アミ
ノ酸配列から「誘導」される標的アミノ酸配列はその全長にわたり、基準アミノ酸配列の
対応する部分に対して１００％相同、又は特に１００％同一である。
【００２７】
　好ましくは、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、互いに同
一である２つの重鎖可変領域及び／又は互いに同一である２つの軽鎖可変領域を有する。
【００２８】
　本明細書において使用される「含む」という表現は、その文字通りの意味の他に、文脈
から特に指定されない限り、「本質的にからなる」及び「からなる」という表現も含み、
好ましくはこれらの表現を指す。したがって、「含む」という表現は、具体的に列挙され
た要素を「含む」対象物がさらに他の要素を含まないという実施態様だけでなく、それが
さらに他の要素を包含していてもよい及び／又は実際に包含するという実施態様も指す。
同様に、「有する」という表現も、「含む」という表現と同じように理解されたい。
【００２９】
　上記のように、特定の実施態様によると、本発明による抗体、又はそのフラグメント、
又はその誘導体は、配列番号２９、３０、３１、３２、３３及び３４からなる群より選択
されたアミノ酸配列、あるいは、各々の場合において１つ若しくは２つのアミノ酸の位置
において変化している可能性があるか、又は各々の場合において１つ以上のアミノ酸の挿
入（特に、１、２、３、４、５、６、７、又は８個のアミノ酸、好ましくは例えばヒトＣ
ＤＲ配列とのアラインメントによって決定したところ配列番号２９、３０、３１、３２、
３３及び３４のＣＤＲに対して高い相同性を示すアミノ酸の挿入、ここで、好ましい挿入
は、配列番号２９のアミノ酸４と５の間、配列番号３０のアミノ酸４と５の間、配列番号
３１のアミノ酸４と５の間、配列番号３２のアミノ酸６と７の間、配列番号３３のアミノ
酸２と３の間、及び／又は配列番号３４のアミノ酸５と６の間である）を含有している可



(9) JP 2019-201655 A 2019.11.28

10

20

30

40

50

能性がある、その機能的等価体を有する、１つ以上の相補性決定領域を含む。
【００３０】
　本発明は、抗体、フラグメント、又は誘導体が、配列番号２９、３０、３１、３２、３
３及び３４からなる群より選択されたアミノ酸配列又はその機能的等価体を有する、１、
２、３、４、５又は好ましくは６個の相補性決定領域を含む、実施態様を包含する。この
文脈において、配列番号２９、３０及び３１は、好ましくは、それぞれ重鎖のＣＤＲ１、
ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３に対応し、配列番号３２、３３及び３４は好ましくはそれぞれ軽
鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３に対応する。
【００３１】
　本発明はまた、ｔ－ＰＡと相互作用するＮＭＤＡ受容体の一領域の少なくとも一部分（
好ましくは完全領域）に結合することができる抗体、又はそのフラグメント、又はその誘
導体（好ましくは上記したような）を提供し、該結合はＮＭＤＡ受容体とｔ－ＰＡとの間
の相互作用を阻害し（特に生理学的結果に関して部分的に又は完全に）、これによりＮＭ
ＤＡ受容体の少なくとも１つの機能が選択的に阻害される。この機能は、好ましくは、Ｎ
ＭＤＡ受容体の有害な機能であり、より好ましくはｔ－ＰＡによって媒介される又は悪化
する機能である。ｔ－ＰＡ－ＮＭＤＡ受容体結合は、特定の状況において、特に多発性硬
化症において望ましくない結果をもたらすので、このようなｔ－ＰＡ－ＮＭＤＡ受容体結
合の阻害は、有益な治療効果を有する。ＮＭＤＡ受容体の阻害の選択性は、好ましくは、
ＮＭＤＡ受容体の特定の機能（例えば神経毒性的なカルシウム流入）の選択的阻害から、
又は、ＮＭＤＡ受容体の特定のサブセット（例えば、有害な作用を媒介するサブセット、
例えば、シナプスＮＭＤＡ受容体及びシナプス外ＮＭＤＡ受容体からなる群より選択され
たサブセット）、好ましくはシナプス外ＮＭＤＡ受容体の選択的阻害からもたらされる。
好ましくは抗体、フラグメント又は誘導体の結合は、ＮＭＤＡ受容体の刺激をもたらさず
、ＮＭＤＡ受容体の内部移行をもたらさず、及び／又はＮＭＤＡ受容体の正常な機能を損
なわない。好ましくは抗体、フラグメント又は誘導体の結合は、脳症を全く誘発しないか
、行動的影響を全く誘発しないか、又は一般的に言って、それ自体有害な作用を誘発しな
い。
【００３２】
　好ましくは、ＮＭＤＡ受容体は、ラット又はヒトＮＭＤＡ受容体である。好ましくは、
ｔ－ＰＡは、ラット又はヒトｔ－ＰＡである。好ましくは、ｔ－ＰＡと相互作用するＮＭ
ＤＡ受容体の領域は、ＮＭＤＡ受容体のＧｌｕＮ１－１ａサブユニットのアミノ末端ドメ
イン内（特にそのアミノ酸１９～３７１）である。
【００３３】
　このような抗体、フラグメント又は誘導体は、ＮＭＤＡサブユニットの１つの小さな部
分にのみ結合する。これは、ＮＭＤＡ受容体の生理的機能に干渉しないが、しかしｔ－Ｐ
Ａにより誘発されたＮＭＤＡ受容体活性の増強のみを阻害する、ＮＭＤＡ受容体における
特異的な介入を可能とする。
【００３４】
　好ましくは、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体の結合は、Ｎ
ＭＤＡ受容体のＮＲ１サブユニットの細胞外ドメインの切断を妨げる。
【００３５】
　好ましくは、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、（例えば
、上記のエピトープ又は領域に）特異的に結合することができる。例えば、これは、有害
作用を低減させることができるか、又は、抗体、フラグメント、若しくは誘導体の耐容性
を増加させることができる。
【００３６】
　「特異的結合」は好ましくは、抗体などの作用物質が、別の標的への結合と比較して、
それが特異的であるエピトープなどの標的により強力に結合することを意味する。作用物
質は、それが第２標的の解離定数よりも低い解離定数（Ｋｄ）で第１標的と結合するなら
ば、それは第２標的と比較して第１標的により強力に結合する。好ましくは、該作用物質
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が特異的に結合する標的に対する解離定数は、該作用物質が特異的に結合しない標的に対
する解離定数よりも２倍以上、好ましくは５倍以上、より好ましくは１０倍以上、さらに
より好ましくは２０倍以上、５０倍以上、１００倍以上、２００倍以上、５００倍以上、
又は１０００倍以上低い。最も好ましくは、該作用物質は、実際的な意味のある程度で第
２標的に全く結合しない。
【００３７】
　本発明による好ましい抗体は、ニューロンのシナプス外のＮＭＤＡ受容体の細胞表面拡
散、特に、ｔ－ＰＡにより促進されるニューロンのシナプス外のＮＭＤＡ受容体の細胞表
面拡散を部分的に又は完全に遮断する。
【００３８】
　好ましくは、本発明による抗体は、（ｉ）血液脳関門を横断する単球及び／又はＴ細胞
の遊走を抑制し、及び／又は（ｉｉ）脊髄のミエリンの障害及び免疫細胞の浸潤を止める
。
【００３９】
　本発明の好ましい実施態様は、上記のような抗体であり、これはモノクローナル抗体、
又はそのフラグメント、又はその誘導体である。
【００４０】
　好ましくは、上記のような抗体、フラグメント、又は誘導体は、以下の：
　（ａ）それは、配列番号３５、３６、３７及び３８からなる群より選択されたアミノ酸
配列を有するフレームワーク領域に対して８０％以上の相同性若しくは同一性を共有する
重鎖フレームワーク領域、並びに／又は配列番号３９、４０、４１及び４２からなる群よ
り選択されたアミノ酸配列を有するフレームワーク領域に対して８０％以上の相同性若し
くは同一性を共有する軽鎖フレームワーク領域を含むか、あるいは
　（ｂ）それは、１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９Ａ３、６
Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６からなる群より選択された寄託されたハイブリドーマに
よって産生された抗体との交差反応性を示す
という特徴の１つ以上を有する。
【００４１】
　本明細書において、ハイブリドーマの名称は大文字であり（例えば１５Ａ４Ｂ２Ｅ５）
、ハイブリドーマによって産生されるモノクローナル抗体の名称は小文字である（例えば
１５ａ４ｂ２ｅ５）。
【００４２】
　好ましくは、基準アミノ酸配列から誘導されたアミノ酸配列について上記されているよ
うに、配列相同性又は同一性は、８５％以上、９０％以上、９３％以上、９５％以上、９
７％以上、９８％以上、９９％以上、又は１００％である。
【００４３】
　好ましい実施態様では、上記の配列相同性又は同一性のパーセントの値は、重鎖及び／
又は軽鎖の完全なフレームワーク領域に適用される。このことは、重鎖については、ＣＤ
Ｒを除く抗体の完全な重鎖可変領域を、連結された配列番号３５、３６、３７及び３８と
比較し、軽鎖についてはＣＤＲを除く抗体の完全な軽鎖可変領域を、連結された配列番号
３９、４０、４１及び４２と比較することを意味する。
【００４４】
　別の好ましい実施態様では、上記のような抗体は、配列番号４３のアミノ酸配列を含む
１つ若しくは２つの重鎖可変領域を含み、及び／又は、配列番号４４のアミノ酸配列を含
む１つ若しくは２つの軽鎖可変領域を含む。好ましいそのフラグメント又はその誘導体は
、該抗体との交差反応性を示す。好ましくは、本発明による抗体、又はそのフラグメント
、又はその誘導体は、２つのこのような重鎖可変領域及び／又は２つのこのような軽鎖可
変領域を有する。
【００４５】
　さらなる好ましい誘導体は、その全長にわたり、配列番号４３のアミノ酸配列を含む重
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鎖可変領域に対して例えば８０％以上の相同性若しくは同一性を共有する、互いに同一で
ある２つの重鎖可変領域を有し、及び／又は、その全長にわたり、配列番号４４のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変領域に対して例えば８０％以上の相同性若しくは同一性を共有する
、互いに同一である２つの軽鎖可変領域を有する。
【００４６】
　特異的な抗体は、哺乳動物、例えばマウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、又はウマ
に抗原を注射することによって産生される。これらの動物から単離された血液は、血清中
に該抗原に対して指向されるポリクローナル抗体を含有する。抗原の単一のエピトープに
特異的である抗体を得るために、抗体分泌リンパ球を動物から単離し、それらを癌細胞株
と融合させることによって不死化させ、その結果ハイブリドーマ細胞が得られる。その後
、単一のハイブリドーマ細胞を、限界希釈クローニングをすることによって単離して、全
て同じモノクローナル抗体を産生する細胞クローンを作製する。
【００４７】
　さらに、本発明による抗体は、好ましくは、ヒト、マウス、ヤギ、霊長類、もしくはラ
クダの抗体であるか、又はそれから誘導される。それは、キメラ抗体であっても、ヒト化
抗体であってもよい。それは、任意のアイソタイプ又はそのサブクラス、特にＩｇＧ、Ｉ
ｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ若しくはＩｇＤアイソタイプ又はそのサブクラス、例えばＩｇＧ１
の抗体であり得る。好ましくは、本発明による抗体のフラグメント又は誘導体は、Ｆａｂ
フラグメント、Ｆ（ａｂ）２フラグメント、Ｆｄフラグメント、Ｆｖフラグメント、ｓｃ
Ｆｖフラグメント、（Ｆｖ）２フラグメント、及びマルチボディからなる群より選択され
る。抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、ただ１つのアミノ酸分子を含む一
本鎖の構築物であっても、好ましくは互いに例えばジスルフィド結合によって共有結合で
接続された２つ以上のアミノ酸分子を含む複数の鎖の構築物であってもよい。
【００４８】
　特定の実施態様では、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、
その重鎖可変領域（ＶＨ）が、残りのＶＨの少なくとも一部分とは異なる抗体から誘導さ
れる少なくとも１つのＣＤＲを含有するように工学操作される。例えば、ＶＨは、ある抗
体、例えばマウス、ラクダ、ヤギ、又は霊長類の抗体から誘導される少なくとも１つのＣ
ＤＲ、好ましくは２つ又は３つのＣＤＲ、及び、別の抗体又は抗体群、好ましくは、別の
種の抗体、特にヒト抗体から誘導される少なくとも１つのＦＲ、好ましくは２つ、３つ又
は４つのＦＲを含む。この実施態様では、抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体
はさらに、軽鎖可変領域（ＶＬ）を含み得る。特に、ＶＬは、ＶＨの１つ以上のＣＤＲの
誘導元となる抗体から誘導され得るか、又は、ＶＬは、１つ、２つ、若しくは３つのＣＤ
Ｒが、ＶＨの１つ以上のＣＤＲと同じ抗体から誘導されるが、１つ、２つ、３つ、若しく
は好ましくは４つ全てのＦＲは、ＶＨの１つ以上のＦＲと同じ種、特に同じ抗体若しくは
抗体群から誘導される構築物であり得る。さらに、抗体、又はそのフラグメント、又はそ
の誘導体はさらに、可変領域のＦＲと好ましくは同じ種、特に同じ抗体若しくは抗体群か
ら誘導される、１つ、２つ、３つ、若しくは４つの重鎖定常領域（ＣＨ）及び／又は１つ
の軽鎖定常領域（ＣＬ）を含み得る。好ましい実施態様では、可変領域及び定常領域のＦ
Ｒは、１つの特定の抗体から誘導されないが、特定の抗体群、例えばヒト抗体群から誘導
される共通配列又は別の好ましい配列を示すアミノ酸配列を有する。
【００４９】
　別の実施態様では、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体はキメ
ラであり、１つの抗体から誘導される１つ以上の重鎖及び場合により軽鎖の可変領域、並
びに、別の抗体から誘導される１つ以上の重鎖及び場合により軽鎖の定常領域を含む。好
ましくは、２つの異なる抗体は異なる種のものであり、例えば、可変領域は、マウス抗体
から誘導されるが、定常領域はヒト抗体から誘導される。
【００５０】
　本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体は、好ましくはグリコシル
化されている。好ましい実施態様では、それは、ヒト生体によって産生される天然抗体上



(12) JP 2019-201655 A 2019.11.28

10

20

30

40

50

にも見られるヒトグリコシル化パターンを有する。さらに、抗体、又はそのフラグメント
、又はその誘導体は、１つ以上のその活性を調節し、特に増強するグリコシル化パターン
を含み得る。例えば、グリコシル化パターンは、抗体、フラグメント、若しくは誘導体の
、その特異的エピトープに対する親和性を、及び／又は、その下流の受容体、例えばＦｃ
受容体、特にＦｃγ、Ｆｃα、若しくはＦｃε受容体に対するその親和性を増強し得る。
さらに又は代替的には、グリコシル化パターンは、その補体依存性細胞障害（ＣＤＣ）及
び／又はその抗体依存性細胞障害（ＡＤＣＣ）を増強させ得る。最後に、特定のグリコシ
ル化パターンを使用して、医学的必要性に応じて、生体内の抗体の滞留時間を調節し得る
。この目的を達成するために、抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体のグリコシ
ル化パターンを、例えば、所望のグリコシル化パターンを生じることのできる特定の細胞
株を使用することによって工学操作又は最適化し得る。
【００５１】
　特定の実施態様では、本発明による工学操作された抗体、又はそのフラグメント、又は
その誘導体を、さらなる他の作用物質と結合させて、コンジュゲートを形成する。さらな
る他の作用物質は、好ましくは、治療、診断、予後予測に、及び／又は疾病、特に多発性
硬化症のモニタリングに有用である。例えば、さらなる他の作用物質は、抗体又は抗体の
フラグメント、特に異なる種及び／又は異なる特異性の抗体又は抗体のフラグメント、酵
素、相互作用ドメイン、安定化ドメイン、シグナル伝達配列、検出可能な標識、蛍光色素
、毒素、触媒性抗体、細胞溶解性成分、免疫調節物質、免疫エフェクター、ＭＨＣクラス
Ｉ又はクラスＩＩ抗原、放射性標識のためのキレート剤、放射性同位体、リポソーム、膜
貫通ドメイン、ウイルス、並びに、細胞からなる群より選択され得る。それは、抗体、又
はそのフラグメント、又はその誘導体に共有結合的に、特に融合又は化学結合によって付
着していても、あるいは非共有結合的に付着していてもよい。
【００５２】
　「コンジュゲート」という用語は、好ましくは、各化合物に由来する特性の少なくとも
一部がコンジュゲートにおいて保持されるように互いに連結された２つ以上の化合物を意
味する。連結は、共有結合によって又は非共有結合によって達成され得る。好ましくは、
コンジュゲートの化合物は、共有結合を介して連結されている。コンジュゲートの様々な
化合物は、化合物の原子間の１つ以上の共有結合を介して互いに直接結合し得る。あるい
は、該化合物はリンカー分子を介して互いに結合し得、該リンカーは該化合物の原子に共
有結合的に付着している。コンジュゲートが３つ以上の化合物から構成される場合、これ
らの化合物は、例えば、ある化合物が次の化合物に付着している鎖のようなコンフォメー
ションで連結されていても、又は、いくつかの化合物が各々、１つの中心化合物に付着し
ていてもよい。
【００５３】
　第２の態様によると、本発明の根底にある問題は、１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ
３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９Ａ３、６Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６からなる群より選択
された寄託されたハイブリドーマによって産生された抗体（特に、１５ａ４ｂ２ｅ５、１
５ａ４ｂ２ｆ３、１５ａ４ｂ２、６ｃ９ａ３、６ｃ９ａ３ｆ４及び６ｃ９ａ３ｆ６からな
る群より選択されたモノクローナル抗体）、又は、該抗体と交差反応性を示すそのフラグ
メント若しくはその誘導体によって解決される。
【００５４】
　本発明の第３の態様では、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体
をコードする核酸を提供する。
【００５５】
　「核酸」という用語は、一本鎖及び二本鎖の核酸及びリボ核酸、並びに、デオキシリボ
核酸を含む。それは、天然並びに合成のヌクレオチドを含み得る。核酸は、例えばメチル
化、５’－及び／又は３’－キャッピングによって天然的に又は合成的に修飾されていて
もよい。
【００５６】
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　本発明による核酸の核酸配列は、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその
誘導体をコードするのに適した任意のヌクレオチド配列を有し得る。しかし、好ましくは
、核酸配列は、本発明による核酸を発現させようとする宿主細胞又は生物の特定のコドン
使用頻度に少なくとも部分的に適応したものである。本発明による核酸は、二本鎖又は一
本鎖ＤＮＡ又はＲＮＡ、好ましくは二本鎖ＤＮＡ、例えばｃＤＮＡ又は一本鎖ＲＮＡ、例
えばｍＲＮＡであり得る。それは、１つの連続的な核酸分子であり得るか、又は、それは
、各々が本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体の異なる部分をコー
ドしているいくつかの核酸分子から構成され得る。
【００５７】
　本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体が一本鎖構築物である場合
、本発明による核酸は、好ましくは、完全抗体又はそのフラグメント又はその誘導体をコ
ードするコード領域を含有する単一の核酸分子である。本発明による抗体又はそのフラグ
メント又はその誘導体が、２つ以上のアミノ酸鎖から構成される場合、本発明による核酸
は、例えば、別々のアミノ酸鎖を生じるためにＩＲＥＳ配列などの調節配列によって好ま
しくは隔てられているいくつかのコード領域（各々が、抗体、又はそのフラグメント、又
はその誘導体のアミノ酸鎖の１つをコードしている）を含有する単一の核酸分子であって
もよいし、又は、本発明による核酸は、いくつかの核酸分子（各核酸分子は、各々が、抗
体、又はそのフラグメント、又はその誘導体のアミノ酸鎖の１つをコードしている１つ以
上のコード領域を含む）から構成されていてもよい。本発明による抗体、又はそのフラグ
メント、又はその誘導体をコードするコード領域の他に、本発明による核酸はまた、例え
ば、他のタンパク質をコードし得るか、コード領域（群）の転写及び／又は翻訳に影響を
及ぼし得るか、核酸の安定性又は他の物理的若しくは化学的特性に影響を及ぼし得るか、
あるいは全く機能を有さない可能性がある、さらなる他の核酸配列又は他の修飾を含み得
る。
【００５８】
　本発明の第４の態様は、本発明による核酸及び該核酸と作動可能に接続されたプロモー
ターを含む、発現カセット又はベクターに関する。
【００５９】
　「発現カセット」という用語は好ましくは、核酸構築物に導入されたコード核酸配列の
発現を可能としかつ調節することのできる、該核酸構築物を指す。発現カセットは、プロ
モーター、リボソーム結合部位、エンハンサー、及び遺伝子の転写又はｍＲＮＡの翻訳を
調節する他の制御配列を含み得る。発現カセットの正確な構造は、種又は細胞型の関数と
して変化し得るが、一般的には、それぞれ転写及び翻訳の開始に関与する５’－非転写配
列並びに５’－及び３’－非翻訳配列、例えばＴＡＴＡボックス、キャッピング配列、Ｃ
ＡＡＴ配列などを含む。より具体的には、５’－非転写発現制御配列は、作動可能に接続
された核酸の転写制御のためのプロモーター配列を含む、プロモーター領域を含む。発現
カセットはまた、エンハンサー配列又は上流アクチベーター配列も含み得る。
【００６０】
　本発明によると、「プロモーター」という用語は、発現させようとする核酸配列の上流
（５’）に位置し、ＲＮＡポリメラーゼのための認識部位及び結合部位を与えることによ
って該配列の発現を制御する、核酸配列を指す。「プロモーター」は、遺伝子の転写の調
節に関与するさらに他の因子のための認識部位及び結合部位をさらに含み得る。プロモー
ターは、原核生物又は真核生物の遺伝子の転写を制御することができる。さらに、プロモ
ーターは「誘導性」であり得、すなわち、誘導作用物質に応答して転写を開始し得るか、
又は、転写が誘導作用物質によって制御されない場合には「構成性」であり得る。誘導性
プロモーターの制御下にある遺伝子は、誘導作用物質が存在しない場合には、発現されな
いか、又は僅かな程度で発現されるだけである。誘導作用物質の存在下では、該遺伝子は
スイッチがオンとなるか、又は転写レベルが上昇する。これは、一般的に、特定の転写因
子の結合によって媒介される。
【００６１】
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　「ベクター」という用語は、本明細書において、その最も一般的な意味において使用さ
れ、前記核酸が例えば原核細胞及び／又は真核細胞に導入されることを可能とし、そして
適宜、ゲノムに組み込まれることを可能とする、核酸のための任意の媒介ビヒクルを含む
。この種のベクターは、好ましくは、細胞内で複製及び／又は発現される。ベクターは、
プラスミド、ファージミド、バクテリオファージ、又はウイルスゲノムを含む。本明細書
において使用される「プラスミド」という用語は、一般的に、染色体ＤＮＡとは独立して
複製することのできる、染色体外遺伝子材料の構築物、通常、環状ＤＮＡ二本鎖に関する
。
【００６２】
　本発明による核酸及びプロモーターに加えて、本発明による発現カセット又はベクター
は、さらに他の要素、特に、本発明による核酸の転写及び／又は翻訳、発現カセット又は
ベクターの増幅及び／又は複製、宿主細胞のゲノムへの発現カセット又はベクターの組込
み、並びに／あるいは宿主細胞内の発現カセット又はベクターのコピー数に影響を及ぼす
ことのできる及び／又は調節することのできる要素を含み得る。抗体を発現させるために
適切な発現カセット、及びそれぞれの発現カセットを含むベクターは、当技術分野におい
て周知であり、したがって、さらなる説明をここで必要としない。
【００６３】
　第５の態様では、本発明は、本発明による核酸又は本発明による発現カセット若しくは
ベクターを含む、宿主細胞に関する。
【００６４】
　本発明によると、「宿主細胞」という用語は、外的な核酸を用いて形質転換又はトラン
スフェクトされ得る任意の細胞を指す。「宿主細胞」という用語は、原核細胞（例えば大
腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ））又は真核細胞（例えば、哺乳動物細胞、特にヒト細胞、酵母細胞
及び昆虫細胞）を含む。特に好ましいのは、哺乳動物細胞、例えばヒト、マウス、ハムス
ター、ブタ、ヤギ、又は霊長類に由来する細胞である。該細胞は、複数の組織型から得る
ことができ、かつ初代細胞及び細胞株を含み得る。核酸は、単一コピー又は２つ以上のコ
ピーの形態で宿主細胞内に存在し得、１つの実施態様では、宿主細胞内で発現される。
【００６５】
　本発明による宿主細胞は、任意の宿主細胞であり得る。それは、単離された細胞であっ
ても、又は、組織内に含まれる細胞であってもよい。好ましくは、宿主細胞は培養細胞で
あり、特に初代細胞又は樹立された細胞株の細胞である。好ましくは、それは細菌細胞、
例えば大腸菌、酵母細胞、例えばサッカロマイセス（Saccharomyces）（特に、出芽酵母
（サッカロマイセス・セレビシエ））細胞、昆虫細胞、例えばＳｆ９細胞、又は哺乳動物
細胞、特にヒト細胞、ハムスター細胞、例えばＣＨＯ細胞、又は霊長類細胞である。好ま
しい実施態様では、宿主細胞は、特定のグリコシル化パターンを有する糖タンパク質、特
に抗体の発現のために最適化される。好ましくは、本発明による核酸のコード領域並びに
／又は発現カセット若しくはベクターのプロモーター及びさらなる他の配列におけるコド
ン使用頻度は、使用される宿主細胞の種類と適合性であり、より好ましくはそのために最
適化されている。好ましくは、本発明による抗体又はそのフラグメント又はその誘導体は
、上記のように、宿主細胞又は細胞株によって産生される。
【００６６】
　第６の態様において、本発明はまた、本発明による抗体、若しくはそのフラグメント、
若しくはその誘導体、本発明による核酸、本発明による発現カセット若しくはベクター、
又は、本発明による宿主細胞、並びに場合により、担体、溶媒、希釈剤、及び賦形剤、例
えば緩衝液、保存剤、又は浸透圧調節剤からなる群より選択された１つ以上の成分を含む
、組成物（好ましくは医薬組成物）を提供する。
【００６７】
　該組成物はまた、２つ以上の記載の各成分を含有し得る。本発明による好ましい医薬組
成物では、全ての成分が薬学的に許容される。該組成物は、固体又は流動性の組成物、特
に溶液（好ましくは水溶液）、エマルション、又は懸濁液、又は凍結乾燥粉末であり得る
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。
【００６８】
　「医薬組成物」という用語は特に、患者に投与するのに適した組成物、すなわち、薬学
的に許容される成分を含有する組成物を指す。
【００６９】
　「患者」という用語は、本発明によると、ヒト、非ヒト霊長類、又は別の動物、特に哺
乳動物、例えばウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、又はげっ歯類、例えばマ
ウス及びラットを意味する。特に好ましい実施態様では、患者はヒトである。
【００７０】
　第７の態様では、本発明は、医薬に使用するための、本発明による抗体、若しくはその
フラグメント、若しくはその誘導体、本発明による核酸、本発明による発現カセット若し
くはベクター、本発明による宿主細胞、又は、本発明による（好ましくは医薬）組成物を
提供する。
【００７１】
　第８の態様では、本発明は、神経学的疾患若しくは神経変性疾患の処置、予後予測、診
断、及び／若しくはモニタリングに、又は神経保護剤として使用するための、本発明によ
る抗体、若しくはそのフラグメント、若しくはその誘導体、本発明による核酸、本発明に
よる発現カセット若しくはベクター、本発明による宿主細胞、又は、本発明による（好ま
しくは医薬）組成物を提供する。
【００７２】
　「処置」という用語は、それを必要とする患者の生理学的疾患を予防、低減、軽減、又
は治癒するためのあらゆる医学的措置を指す。
【００７３】
　本明細書において使用される「神経学的疾患」という用語は、被験体の神経系の正常な
機能遂行又は解剖所見に直接的に又は間接的に影響を及ぼす、疾病、疾患、又は容態とし
て定義される。
【００７４】
　本発明の文脈において、「神経変性疾患」という用語は、中枢神経系又は末梢神経系の
細胞が冒されている又は失われている、疾病として定義される。
【００７５】
　好ましくは、神経学的疾患又は神経変性疾患は、多発性硬化症、血栓性疾患、脳卒中、
一過性脳虚血発作、脳内出血（出血性脳卒中を含む）、癲癇、側頭葉癲癇（ＴＬＥ）、筋
萎縮性側索硬化症、脳腫瘍、パーキンソン病、アルツハイマー病、脳浮腫、寄生虫感染、
細菌感染、真菌感染又はウイルス感染から生じた中枢神経系の合併症、髄膜炎、及び脳炎
からなる群より選択される。特に好ましい神経学的疾患又は神経変性疾患は多発性硬化症
である。
【００７６】
　神経学的疾患及び／又は神経変性疾患の例はまた、外傷性脳損傷、脊髄損傷、頭蓋内病
変、又は脊椎内病変（脊髄の挫傷、穿通、剪断、圧迫、若しくは断裂病変、又はむち打ち
症乳児症候群を含むがこれに限定されない）である。
【００７７】
　本発明の文脈において、神経学的疾患はまた、例えばこの領域における血管の遮断又は
閉塞によって引き起こされる不十分な血液供給（循環）に通常起因する、細胞又は組織内
における任意の局所的又は限局的な低酸素状態として定義することのできる、虚血事象、
又は虚血、又は虚血疾患を含む。
【００７８】
　低酸素症は、脳血管不全、脳内虚血又は脳梗塞（塞栓性閉塞及び血栓症から派生した脳
内虚血又は脳梗塞を含む）、網膜虚血（糖尿病性、又は別の原因で、例えば、急性血管閉
塞によって、特に急性血管閉塞後の視神経の障害によって）、緑内障（特に、緑内障にお
ける視神経の障害）、網膜変性、多発性硬化症、虚血性視神経症、急性脳虚血後の再灌流
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、出生時低酸素性虚血性損傷、又はあらゆる種類の頭蓋内出血（硬膜外、硬膜下、くも膜
下、又は脳内出血を含むがこれらに限定されない）を含むがこれらに限定されない低酸素
症及び／又は虚血時のような急性又は慢性の損傷を引き起こし得る。
【００７９】
　したがって、「虚血性疾患」という用語は、血栓症又は血栓症の傾向に伴う又はそれか
ら生じた容態を含む、血栓性疾患を包含する。これらの容態は、血栓溶解薬を用いて処置
することのできる動脈又は静脈の血栓症に伴う容態を含む。
【００８０】
　本発明はまた、治療有効量の本発明による抗体、若しくはそのフラグメント、若しくは
その誘導体、本発明による核酸、本発明による発現カセット若しくはベクター、本発明に
よる宿主細胞、又は本発明による（好ましくは医薬）組成物を、それを必要とする患者に
投与することによる、神経学的疾患又は神経変性疾患の処置法に関する。
【００８１】
　「治療有効量」は、神経学的疾病又は神経変性疾病、例えば多発性硬化症などに伴う症
状を低減させるであろう活性成分の量として定義される。「治療に有効な」はまた、処置
をしない場合と比較して、疾患の重度又は発症の頻度におけるなんらかの改善を指す。
【００８２】
　疾病の診断、予後予測、及び／又はモニタリングにおける検出剤としての使用のために
、本発明による抗体、又はそのフラグメント、又はその誘導体を、好ましくは、検出可能
なシグナルを発生することのできる標識化剤に結合させる。特に、該標識化剤は、放射性
核種、フルオロフォア、又は酵素であり得る。
【００８３】
　さらなる態様では、本発明は、神経学的疾患又は神経変性疾患の処置のための第２の作
用物質（第２の作用物質は代替的には神経保護剤であってもよい）と一緒の併用療法にお
いて（好ましくは、上記に定義したような神経学的疾患又は神経変性疾患、特に多発性硬
化症の併用療法）において第１の作用物質としての使用のための、本発明による抗体、若
しくはそのフラグメント、若しくはその誘導体、本発明による核酸、本発明による発現カ
セット若しくはベクター、本発明による宿主細胞、又は本発明による（好ましくは医薬）
組成物を提供する。
【００８４】
　第１の作用物質及び第２の作用物質は単一の組成物内に存在していても、又は、２つの
異なる組成物で同時に又は順次投与されてもよい。
【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】図１は、ラットＮＲ１－１ａサブユニットに由来する、重複している各々１５ア
ミノ酸のペプチドを用いてモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５及び１５ａ４ｂ２の結合
エピトープをマッピングした後に得られた結果を示す。レーン１は精製された抗体１５ａ
４ｂ２に対応し、レーン２は精製された抗体１５ａ４ｂ２ｅ５に対応し、レーン３は、ハ
イブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ５から得られた上清に対応する。該抗体はペプチド「１１０
」から「１１３」を認識することが分かる。さらなる詳細を実施例４に記載する。
【図２】図２は、実施例５に記載のようなＮＭＤＡ＋／－ｔ－ＰＡ＋／－モノクローナル
抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を用いて実施されたインビボでの神経毒性アッセイの結果を示す。
モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、ｔ－ＰＡによるＮＭＤＡ神経毒性の増強を遮断
し、また外的ｔ－ＰＡの非存在下におけるＮＭＤＡ神経毒性も遮断することが分かる。
【図３】図３は、モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５が、実施例６に記載のように、細
胞培養液中のｔ－ＰＡの作用を遮断することを示す。モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ
５は、受容体の基礎活性を改変させることなく、インビトロでｔ－ＰＡにより促進された
ＮＭＤＡ受容体シグナル伝達を防ぐ。上のパネルはニューロン死滅に対する作用を示す。
下のパネルはカルシウム流入に対する作用を示す。
【図４】図４は、モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５が、実施例７に記載のように、マ
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ウスの実験的自己免疫性脳炎（ＥＡＥ）における臨床スコアの大きな低減を引き起こすこ
とを示す。
【図５】図５は、モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５が、実施例８に記載のようにシナ
プス外ＮＭＤＡ受容体の拡散の遮断をもたらすことを示す。
【図６】図６、７及び８は、実施例９に記載のように、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を用いて処
置した場合、及び処置しない場合の、脱髄、細胞浸潤、及び炎症について染色されたＥＡ
Ｅモデルマウスの胸部部分を示す。
【図７】図６、７及び８は、実施例９に記載のように、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を用いて処
置した場合、及び処置しない場合の、脱髄、細胞浸潤、及び炎症について染色されたＥＡ
Ｅモデルマウスの胸部部分を示す。
【図８】図６、７及び８は、実施例９に記載のように、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を用いて処
置した場合、及び処置しない場合の、脱髄、細胞浸潤、及び炎症について染色されたＥＡ
Ｅモデルマウスの胸部部分を示す。
【図９】図９及び１０は、実施例１０に記載のように、単球及びＴ－リンパ球が血液脳関
門のモデルを横断して遊出するその作用について、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を試験した結果
を示す。
【図１０】図９及び１０は、実施例１０に記載のように、単球及びＴ－リンパ球が血液脳
関門のモデルを横断して遊出するその作用について、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を試験した結
果を示す。
【００８６】
実施例
実施例１：ハイブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９
Ａ３、６Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６、並びにモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５
、１５ａ４ｂ２ｆ３、１５ａ４ｂ２、６ｃ９ａ３、６ｃ９ａ３ｆ４及び６ｃ９ａ３ｆ６の
作製
　ラットＮＭＤＡ受容体のＮＲ１－１ａ（ＧｌｕＮ１－１ａ）サブユニットのポリヒスチ
ジンでタグ化されたアミノ末端ドメイン（ｒＡＴＤ－ＮＲ１、アミノ酸１９～３７１（他
のグルタミン酸受容体サブユニットには存在せず、ｔ－ＰＡとの相互作用のドメインに相
当する配列））を、Benchenane et al.（2007）に記載のように組換え的に作製した。Ｎ
ＴＤに相当するアミノ酸１９～３７１をコードするＮＲ１－１ａサブユニットの領域を、
以前に記載されているように（Fernandez-Monreal et al., 2004）完全長のラットＮＲ１
－１ａ ｃＤＮＡから増幅した。組換えタンパク質を、製造業者（Qiagen, Courtaboeuf, 
France）によって記載のように、ニッケルアフィニティマトリックス上でイソプロピル１
－チオ－Ｄ－ガラクトピラノシドにより誘導された細菌培養液（大腸菌、Ｍ１５株）の封
入体から精製した。
【００８７】
　産物をＢＡＬＢ／Ｃマウスのための免疫原として使用して、マウスポリクローナル抗体
を作製した。
【００８８】
　１つの標的につき３匹のマウスを免疫化した。各マウスは融合前に免疫原の３回の注射
及び１回の最後のブーストを受け；２つの異なるアジュバントであるＲＩＢＩアジュバン
ト及びミョウバンを使用した。
【００８９】
　血液検査を、免疫化から２５日後及び４０日後に実施して、間接ＥＬＩＳＡによって抗
体力価を決定することによって融合のためのマウス候補を選択した。脾臓細胞を、選択し
たマウスから単離した。
【００９０】
　ハイブリドーマ細胞を、TeMo TecanロボットでＳＰ２／Ｏ－Ａｇ１４骨髄腫細胞との自
動化された融合によって作り出した。融合後、TeMo Tecanロボットでの自動工程で、２０
個の９６穴プレート上に細胞を播種し、培養した。ハイブリドーマ細胞を、選択化合物と
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してアザセリンを含有する標準的な選択培地下で培養した。ハイブリドーマ増殖の評価及
び融合率の決定は、顕微鏡による検査下で行なった。
【００９１】
　ハイスループット一次スクリーニングを、ベイトとしてＧｌｕＮ１のラットアミノ末端
ドメインの組換え形を使用して、間接ＥＬＩＳＡによって実施した。
【００９２】
　以下の抗原に対してＩｇＧ及びＩｇＭを分泌しているクローンのスクリーニングを実施
した：免疫原、陰性のポリヒスチジンでタグ化されたタンパク質、ＮＭＤＡ受容体陽性細
胞膜、及び対照のＮＭＤＡ受容体陰性細胞膜。
【００９３】
　ＥＬＩＳＡによる一次スクリーニング後、９４個のクローンが陽性シグナルを呈し；選
択された９４個のクローンの中でも、２個の陽性クローンがさらに、間接ＥＬＩＳＡによ
って確認された。これらの２個のクローンを凍結させ（各々１個のバイアルに）、標準的
な限界希釈法によってサブクローニングして、１５Ａ４Ｂ５及び６Ｃ９Ａ３サブクローン
を作製した。これらの２個のサブクローンを凍結させ（２個のバイアル／クローン）、再
度サブクローニングして、サブクローン１５Ａ４Ｂ２Ｅ５及び１５Ａ４Ｂ２Ｆ３並びに６
Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６を作製した。これらの最終のサブクローンを凍結させた
（各々５個のバイアルに）。
【００９４】
　ニューロンに関する機能的検査を以下のように実施した：
【００９５】
（ａ）インビトロにおける興奮毒性
　急速にトリガーされる興奮毒性を、単独で又はｒｔ－ＰＡ（２０μg/ml）及び／又はα
ＡＴＤ－ＧｌｕＮ１又は対照Ｉｇ（０．０１mg/ml）と組み合わせて、ニューロンを５０
μmol/lのＮＭＤＡに１時間曝し、細胞を無血清培地に戻すことによって誘導した。ニュ
ーロン死滅を２４時間後に、乳酸デヒドロゲナーゼの遊離（Roche）によって定量した。
【００９６】
（ｂ）カルシウムビデオ顕微鏡
　培養皮質ニューロン中へのＮＭＤＡにより惹起されたカルシウム流入を、以前に記載さ
れているように記録した（Nicole et al., 2001）。詳細には、細胞培養液に、５μM ｆ
ｕｒａ－２／ａｍ＋０．１％プルロニックＦ－１２７（Mole-cular Probes, Leiden, the
 Netherlands）中ｆｕｒａ－２（３０分間、室温）をローディングし、さらに３０分間の
期間かけてＨＥＰＥＳ緩衝化食塩水溶液中でインキュベートした。実験を室温で、７５Ｗ
のキセノンランプ及びニコンの４０倍で開口数が１．３の蛍光液浸オイル対物レンズの具
備されたニコンＥｃｌｉｐｓｅ倒立顕微鏡のステージ上で実施した。Ｆｕｒａ－２（励起
３４０、３８０nm、発光：５１０nm）のレシオイメージ(ratio image)をＣＣＤカメラ（P
rinceton Instru-ment, Trenton, New Jersey）を用いて取得し、Metafluor 4.11ソフト
ウェア（Universal Imaging Corporation, Chester, Pennsylvania）を使用してデジタル
化した（２５６×５１２ピクセル）。ニューロンをＮＭＤＡ（５０μmol/l）のみを用い
て、あるいは、ｒｔ－ＰＡ（２０μg/ml）及び／又はαＡＴＤ－ＧＬｕＮ１又は対照Ｉｇ
（０．０１mg/ml）の存在下で３０分間処理した後に処理した。
【００９７】
実施例２：ハイブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９
Ａ３、６Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６の特徴
　ハイブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ５、１５Ａ４Ｂ２Ｆ３、１５Ａ４Ｂ２、６Ｃ９Ａ３、６
Ｃ９Ａ３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３Ｆ６をＤＳＭＺ（Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlun
g von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstrase 7B, 38124 Braunschwe
ig, Germany）に寄託し、アクセッション番号ＤＳＭ ＡＣＣ３２０３（受託日２０１３年
５月２９日）、ＤＳＭ ＡＣＣ３２１７（受託日２０１３年９月２５日）、ＤＳＭ ＡＣＣ
３２１６（受託日２０１３年９月２５日）、ＤＳＭ ＡＣＣ３２１４（受託日２０１３年
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９月２５日）、ＤＳＭ ＡＣＣ３２００（受託日２０１３年５月２９日）、及びＤＳＭ Ａ
ＣＣ３２１５（受託日２０１３年９月２５日）がそれぞれ付与された。寄託者は、パイオ
ン・ドイチュラント・ゲーエムベーハー（Martinstrase 10-12, D-52062 Aachen, German
y）及びインセルム（101 rue de Tolbiac, F-75013 Paris, France）であり、そのユニッ
トであるＩＮＳＥＲＭ－ＵＣＢＮ、ＵＭＲ－Ｓ Ｕ９１９、ＧＩＰ ＣＹＣＥＲＯＮ（Boul
evard Henri Becquerel, BP 5229-14074 Caen Cedex, France）を通して手続きした。
【００９８】
　これらの全てのハイブリドーマは、アイソタイプＩｇＧ２（κ軽鎖）の抗体を産生する
。
【００９９】
　適切な培養条件は以下の通りである。
【０１００】
　培養培地：１０％ＦＣＳの補充されたＤＭＥＭ（グルタミン及びピルビン酸ナトリウム
を含む４．５g/l）参照番号ＰＡＡ Ｅ１５－８４３；５～１０％ＣＯ２で３７℃のインキ
ュベーター中で培養；３７℃の水浴中で細胞を数秒間かけて解凍し、角氷を、予熱した培
地 ３０ml（３７℃）に移し；遠心分離後（１２００rpmで７分間）、細胞を予熱培養培地
 １０ml（３７℃）中に再懸濁し、Ｔ２５ｃｍ２フラスコ中に移し；フラスコをインキュ
ベーター中に水平にして置き；細胞を月曜日及び水曜日に１：５に分割し；金曜日に１：
１０に分割する。
【０１０１】
　ゲンタマイシン ０．１mg/mlを使用し得る。
【０１０２】
実施例３：モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５の重鎖及び軽鎖の可変領域配列の決定
１．　ｍＲＮＡの抽出及び逆転写
　１５Ａ４Ｂ２Ｅ５クローンを使用した。
【０１０３】
　全ＲＮＡを、指数関数期の細胞からＲＮＡｂｌｅ（登録商標）試薬を用いて三通り（Ａ
、Ｂ、Ｃ）ハイブリドーマから抽出した。
【０１０４】
　試料を、ＤＮＡアーゼ１を用いて処理し、ゲノムＤＮＡの全ての痕跡を除去した。ｃＤ
ＮＡを、最終容量 ４０μl（様々なＰＣＲ反応を実現するのに必要な容量）中でＤＮＡア
ーゼ１で処理されたＲＮＡ ２μlから、オリゴ－ｄ（Ｔ）から合成して、ｍＲＮＡの全て
の鎖を逆転写した。同じ条件下であるが逆転写酵素（ＲＴ）を用いずに処理された試料は
、ＰＣＲにおいてゲノムＤＮＡが存在しないことを確認するための対照としての役目を果
たした。
【０１０５】
２．　Ａ、Ｂ、ＣのｃＤＮＡのＰＣＲ増幅
　１５ａ４ｂ２ｅ５のＶＨ及びＶＬの遺伝子セグメントを、Lefranc and Lefranc, 1997
によって記載の増幅条件（Ｔ℃ハイブリダイゼーションサイクル）を使用してＰＣＲによ
って増幅した。
【０１０６】
　増幅産物を、試料をのせた後に０．１％ＧｅｌＲｅｄ（商標）（INTERCHIM、参照番号
：４１００３、ロット番号１２Ｇ０５０９）を含有する１％アガロースゲル（Life Techn
ologies、参考番号：ＡＭ９０４６、ロット番号１２０５０２１）上で可視化した：５μl
のＰＣＲ産物／ウェル。１００bpのマーカー（Life Technologies、参考番号：１５６２
８－０１９、ロット番号９５４６６１）及びマーカー定量化Low DNA Mass（商標）Ladder
（Life Technologies、参考番号：１００６８－０１３、ロット番号１１６９４９０）０
．５μg/ウェル。
【０１０７】
３．　シークエンス
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　増幅産物の配列を、標準的な技術によって決定した。
【０１０８】
実施例４：モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５及び１５ａ４ｂ２の結合エピトープのマ
ッピング
　１．　実施例１の免疫原の全配列を網羅している１５アミノ酸長を有する重複している
ペプチドをスポット合成した。スポット膜を、精製されたモノクローナル抗体１５ａ４ｂ
２及び１５ａ４ｂ２ｅ５（各々１μg/ml）と共に、並びにハイブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ
５から得られた上清と共にインキュベートした。
【０１０９】
　３アミノ酸のオフセットを有するＧｌｕＮ１のラットアミノ末端ドメインの完全配列（
アミノ酸１９～３７１）に重複している一連のペプチド（各々１５アミノ酸）をイムノブ
ロットアッセイに使用した。
【０１１０】
　結果を図１に示す。
【０１１１】
　レーン１は精製された抗体１５ａ４ｂ２に対応し、レーン２は精製された抗体１５ａ４
ｂ２ｅ５に対応し、レーン３はハイブリドーマ１５Ａ４Ｂ２Ｅ５から得られた上清に対応
する。
【０１１２】
　ペプチド９１～１２０についてのデータのみが示されている。図１に示されていないペ
プチドは、バックグラウンドシグナルのみを生じた。以下の表は、ペプチド９１～１２０
の配列を示す。
【０１１３】
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【表１】

【０１１４】
　図１に見られるスポットは、試験された抗体がペプチド１１０～１１３を認識し、一方
ペプチド９１～１０９及びペプチド１１４～１２０はバックグラウンドシグナルのみを生
じたことを示す。
【０１１５】
　２．　野生型としての又は代替的にはその各アミノ酸に１つの点突然変異を含有するか
のいずれかである、１において同定された最も反応性の高いペプチドを含む、類似の実験
を反復した。
【０１１６】
　この実験は、上記の１．で得られた結果を確認した。
【０１１７】
　上記の１．に記載のようなエピトープマッピング実験はまた、ハイブリドーマ６Ｃ９Ａ
３Ｆ４及び６Ｃ９Ａ３からの上清を用いても実施した。結果は同等であった。
【０１１８】
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実施例５．モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５によるＮＭＤＡ神経毒性の抑制
　雄スイスマウス（２５～３０ｇ；CURB, Caen, France）において興奮毒性病変をイソフ
ルラン誘発麻酔下で実施した。１０nmol ＮＭＤＡの線条体への注射（座標：十字縫合に
対して０．５mm後方、＋２．０mm外側、－３．０mm腹部）を定位固定フレームの下に動物
を配置した後に実施した。同時に、ｔ－ＰＡ（１０mg/kg）を単独で又は抗体１５ａ４ｂ
２ｅ５（１６０μg）と組み合わせてのいずれかで静脈内注射した。陰性クローンからの
対照ＩｇＧを対照として使用した。２４時間後、脳を回収し、イソペンタン中で凍結させ
、クリオスタットで切断し（２０μmの切片）、チオニンで染色し、分析した。結果を図
２に示す。
【０１１９】
　病変の容積を、棒として示す（棒１：ＮＭＤＡのみ、棒２：ＮＭＤＡ＋ｔ－ＰＡ、棒３
：ＮＭＤＡ＋ｔ－ＰＡ＋モノクローナル抗体1５ａ４ｂ２ｅ５、棒４：ＮＭＤＡ＋モノク
ローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５）。
【０１２０】
　棒１は、ＮＭＤＡにより誘発される神経毒性を示す。棒２は、ｔ－ＰＡによってブース
トされるＮＭＤＡにより誘発される神経毒性を示す。棒３は、ＮＭＤＡにより誘発される
神経毒性のブーストの抗体による抑制を示す。棒４は、ＮＭＤＡにより誘発された神経毒
性の抗体による阻害を示す（内因性ｔ－ＰＡの拮抗作用）。
【０１２１】
　棒のサイズの比較は、以下を示す：
　棒１対棒２：ｔ－ＰＡは、ＮＭＤＡの神経毒性を増強する。
　棒２対棒３：モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、ｔ－ＰＡの有害な作用を遮断す
る。
　棒１対棒３、及び棒１対棒４：抗体の作用は、ｔ－ＰＡによる障害の遮断を超える；そ
れはまた、ＮＭＤＡの有害な作用も低減させ、これは、内因性ｔ－ＰＡの拮抗作用によっ
て説明される。したがって、モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、ｔ－ＰＡによって
誘発された病変の増強を遮断し、また、外的ｔ－ＰＡの非存在下においても有益である。
このことは、例えば、本発明の抗体が、独立型の薬物としての可能性を有することを示す
。
【０１２２】
　ハイブリドーマの６Ｃ９Ａ３のファミリーによって産生される抗体は、類似の作用を示
した。
【０１２３】
実施例６：細胞培養液中のモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５によるｔ－ＰＡ作用の遮
断
　結果を図３に示す。
【０１２４】
　図３Ａ（図３の上のパネル）は、興奮毒性の評価を示す。以前に記載されているように
（Nicole et al., 2001）インビトロで１２～１４日間維持したマウス皮質ニューロンの
初代培養液（Ｅ１６）を研究した。完全なニューロン死滅は、トリトンＸ１００への曝露
を用いての全ニューロンの死滅によって定義された。全ての結果はトリトンＸ１００に規
格化された。
【０１２５】
　ニューロン死滅は、ＮＭＤＡ、ｔ－ＰＡ及びモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５の記
載の組合せでのインビトロでの投与後に測定された。使用された濃度は以下の通りであっ
た：ｔ－ＰＡ ３００nM、ＮＭＤＡ １２．５μM、抗体 ０．０１mg/ml。
【０１２６】
　左から右に向かって、棒グラフは以下を示す：対照（細胞死は無し）、ＮＭＤＡによっ
て引き起こされた細胞死、ｔ－ＰＡの作用の欠如、ＮＭＤＡにより誘発された細胞死のｔ
－ＰＡによるブースト、抗体単独の作用の欠如、ＮＭＤＡにより誘発された細胞死のブー
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ストの抗体による抑制、及び、ＮＭＤＡ（ｔ－ＰＡは無し）により誘発された細胞死に対
する抗体の影響の欠如。
【０１２７】
　ＮＭＤＡの非存在下では、ｔ－ＰＡも抗体も、ニューロン死滅に対して全く影響を及ぼ
さなかった。ＮＭＤＡの投与はニューロン死滅を引き起こした。この作用は、ＮＭＤＡを
ｔ－ＰＡと組み合わせて投与した場合に増強された。抗体の追加の投与は、ＮＭＤＡ単独
で見られるレベルまでニューロン死滅を低減させ、このことは、該抗体が、実際のＮＭＤ
Ａの作用ではなく、ｔ－ＰＡとＮＭＤＡ受容体との間の相互作用を遮断したことを示す。
これは、ｔ－ＰＡの非存在下で抗体と一緒にＮＭＤＡを投与すると、ＮＭＤＡ単独での投
与と同じ程度までニューロンの死滅を引き起こしたという所見によって確認された。この
ことは、該抗体の作用はｔ－ＰＡに依存することを示す。要約すると、該抗体は、ＮＭＤ
Ａにより誘発される細胞死を増強するｔ－ＰＡの能力を抑制したが、ＮＭＤＡ単独の作用
には影響を及ぼさなかったことを示す。
【０１２８】
　図３Ｂ（図３の下のパネル）は、インビトロでのビデオカルシウムイメージングによっ
て得られた結果を示す。ｔ－ＰＡの濃度は３００nMであった。各場合において、１００～
１５０個の細胞を調べた；カルシウム応答の曲線下面積を記録し、ＮＭＤＡ曝露（５０μ
M）単独に対して規格化した。
【０１２９】
　図は、４対の棒を示す。各対において、左の棒は、ＮＭＤＡ単独の添加に相当し（対照
）、右の棒はｔ－ＰＡ及び／若しくは指定された抗体のさらなる添加（２番目、３番目及
び４番目の対）、又はＮＭＤＡ単独の反復測定（１番目の対）に相当する。
【０１３０】
　したがって、４対の棒は左から右へ向かって以下を示す：ＮＭＤＡ対照、ｔ－ＰＡによ
るＮＭＤＡのブースト、効果的な抗体によるｔ－ＰＡブーストの遮断、及び、効果の無い
抗体によるｔ－ＰＡブーストの遮断の欠如。
【０１３１】
　ｔ－ＰＡは、皮質ニューロンにおいてＮＭＤＡにより誘発されたＣａ２＋流入を有意に
増加させた。この効果は、効果的な抗体を共適用することによって防止された。１つの効
果的なクローン及び１つの効果の無いクローンを図３Ｂに示す。
【０１３２】
　ハイブリドーマの６Ｃ９Ａ３ファミリーによって産生された抗体は類似の効果を示した
。
【０１３３】
実施例７：ＥＡＥマウスモデルにおけるモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５の効果
　マウスに、結核菌（M. tuberculosis）４μg（H37Ra, Difco）を含有するＣＦＡ（Sigm
a）中のＭＯＧ３５－５５ペプチド ２００μgを用いて皮下免疫した。対照動物は、ＭＯ
Ｇペプチドの代わりにＰＢＳを受けた。全ての動物が、免疫化時及び４８時間後に尾静脈
への注射によって静脈内に百日咳毒素（Sigma）２５０ngを受けた。
【０１３４】
　動物に、症状の発症後にモノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５又は非関連対照ＩｇＧを
１６０μg静脈内に投与した。この処置の効果を、以前に記載されているように（Liu et 
al., 1998）偽処置動物及び処置動物における臨床スコア曲線平均値によって評価し、Ｍ
ＲＩを様々な段階で実施した。全ての動物実験を、欧州の規制に従って実施した。
【０１３５】
　マウスをＥＡＥの臨床兆候について毎日検査し、次のようにスコアを付けた（「臨床ス
コア」）：０、疾病なし；１、ぐったりした尾；２、後肢の脱力；３、完全な後肢の麻痺
；４、後肢の麻痺に加えて前肢の麻痺；及び５、瀕死及び死滅。
【０１３６】
　結果を図４に示す。
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【０１３７】
　上の曲線の四角は、対照マウス（非関連対照ＩｇＧの注射）の結果を示す。下の曲線の
菱形は抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を用いて得られた結果を示す。
【０１３８】
　モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、その初回の注射時から臨床スコア平均値を劇
的かつ持続的に低減したことが明らかである。
【０１３９】
　対照群における臨床スコア平均値は、１０日後にそれが約３．５の数値に達するまで急
勾配で上昇した。対照的に、１５ａ４ｂ２ｅ５処置群における臨床スコア平均値は軽度に
増加しただけであり、３６日後でさえ（３回目の注射から１２日後、モニタリング終了時
）約２の数値（後肢の脱力）を超えなかった。
【０１４０】
　マウスは、注射１回あたり、モノクローナル抗体１５ａ４ｂ２ｅ５又は非関連対照Ｉｇ
Ｇのいずれか１６０μgを受けた。マウス１匹あたりの注射回数は、３回であった。「１
回目」、「２回目」及び「３回目」は、注射を行なった時点を示す。
【０１４１】
　脳炎の徴候は、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５処置群において全く見られなかった。
【０１４２】
　観察された利点は、３回の単回注射だけで達成され、顕著にはすでに１回目の注射でか
なりの効果を有していた。３回の注射は疾病の時間経過の途中に恣意的に行なわれたので
、それらは必要以上であったかもしれない。
【０１４３】
　異なる状況では、すなわち急性虚血性脳卒中モデルでは、利点のためにただ１回の注射
が必要とされただけであった。
【０１４４】
実施例８：抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、ｔ－ＰＡにより促進されたニューロンのシナプス外
ＮＭＤＡ受容体の拡散を遮断する
　自己免疫疾患である抗ＮＭＤＡ受容体抗体脳炎に見られる自己抗体は、シナプスＮＭＤ
Ａ受容体の拡散の遮断をもたらすことが知られている（Mikasova et al., 2012）。
【０１４５】
　この実施例では、本発明による抗体の投与後のＮＭＤＡ受容体の分布を、本質的にMika
sova et al., 2012に記載のような単一粒子の追跡及び表面拡散の計算によって調べた。
図５の右上のパネルは、以下の工程を示す：海馬一次ニューロンを、抗体と共に３７℃で
１０分間インキュベートし（「Ａｂ １０’」）、洗浄し、量子ドットで標識された二次
抗体と共に３７℃で１０分間インキュベートした（「ＱＤ１０’」）。これにより、Ｇｌ
ｕＮ１サブユニットの表面が標識された。無作為に選択された樹状領域上の量子ドットを
２０～３０分間モニタリングし（「イメージング２０～３０’」）、その軌跡を分析した
。
【０１４６】
　図５の左上パネルは、１つの抗ＮＲ１抗体（「抗ＧｌｕＮ１ Ａｂ」）量子ドット（「
ＱＤ」）複合体を使用した、ＮＭＤＡ受容体のＮＲ１（＝ＧｌｕＮ１）サブユニットの表
面の標識の概略図である。下のパネルは、対照抗体（「対照Ａｂ」；抗Ｎｔｅｒ－ＮＲ１
、Alomone labs製（ＡＧＣ－００１））又は抗体１５ａ４ｂ２ｅ５（「Ａｂ」）のいずれ
かを用いて追跡された、標識ＮＭＤＡ受容体の代表的な軌跡を示す。対照抗体（これはＮ
Ｒ１（ＧｌｕＮ１）サブユニットのＮ末端を標的化するが、そのｔ－ＰＡ結合部位には標
的化しない）は、シナプス（緑の点線で円が描かれている）及びシナプス外の軌跡の両方
を含み、ＮＭＤＡ受容体の膜拡散に影響を及ぼさないことが分かる。これとは対照的に、
抗体１５ａ４ｂ２ｅ５（「Ａｂ」）は、シナプス外軌跡の欠如によって示されるように、
シナプスＮＭＤＡ受容体の拡散の選択的遮断をもたらす。理論によって束縛されるもので
はないが、本発明による抗体の神経保護作用は、神経毒作用を有することが知られている
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ると推測される。
【０１４７】
実施例９：抗体１５ａ４ｂ２ｅ５はミエリン障害を止める
　ＥＡＥモデルマウスを抗体１５ａ４ｂ２ｅ５で処置し、脊髄におけるミエリン障害を調
べた。
【０１４８】
　図６～８は、ＥＡＥマウスの脊髄の胸部部分の画像を示す。抗体１５ａ４ｂ２ｅ５はミ
エリンの障害を止めることが分かる。詳細は以下の通りである：
【０１４９】
　図６は、脱髄マーカーとして使用される、ミエリン層由来のタンパク質であるミエリン
塩基性タンパク質（「ＭＢＰ」）がＥＡＥ（「ＥＡＥ」）において検出されるが、抗体１
５ａ４ｂ２ｅ５（「ＥＡＥ＋Ａｂ」）を用いるとはるかにより少ない程度であることを示
す。対応する結果が、ＥＡＥ（「ＥＡＥ」）においては顕著であるＴリンパ球（「ＴＬ」
）について示されているが、抗体１５ａ４ｂ２ｅ５（「ＥＡＥ＋Ａｂ」）を用いると実質
的に存在しない。
【０１５０】
　図７は、ＥＡＥマウス（「ＥＡＥ」）における、浸潤した小膠細胞（トマトレクチンを
用いて検出される）、ＶＣＡＭ（マウスＥＡＥモデルにおける機能の漸減に関連する、炎
症マーカーである血管細胞接着タンパク質）、及びフィブリノーゲン（炎症マーカー）を
示す。炎症マーカーは、１５ａ４ｂ２ｅ５により処置されたＥＡＥマウス（「ＥＡＥ＋Ａ
ｂ」）において抑制された。
【０１５１】
　図８は、ＥＡＥ動物（「ＥＡＥ」）における浸潤細胞（小膠細胞のマーカーであるトマ
トレクチン；茶色）及び脱髄（ミエリンマーカーであるエリオクロムシアニンを用いて検
出；青色）を有するいくつかの領域を示す。抗体で処置されたＥＡＥマウス（「ＥＡＥ＋
Ａｂ」）には脱髄領域又は浸潤物は全く存在しなかった。
【０１５２】
実施例１０：抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、血液脳関門を横断する単球の遊走及びＴ細胞の遊
走を抑制する
　抗体１５ａ４ｂ２ｅ５を、インビトロの血液脳関門モデルにおいて（ｈＣＭＥＣ／Ｄ３
を、コラーゲンで被覆されたCostar Transwellフィルター（孔径０．４μm；Corning Inc
orporated）上の２．５％ＦＣＳを含有する増殖培地中に集密に播種し、４日間増殖させ
た）、ＴＮＦαにより刺激された単球及びＴ細胞の遊出に対するその影響について試験し
た。
【０１５３】
　結果を図９（単球）及び図１０（Ｔ細胞）に示す。抗体１５ａ４ｂ２ｅ５は、血液脳関
門を横断するＴＮＦαにより刺激された単球及びＴ細胞の両方の遊出を抑制した（「ＴＮ
Ｆα＋Ａｂ」）。これとは対照的に、対照の免疫グロブリン（「ＴＮＦα／Ｉｓｏ１」、
「ＴＮＦα／Ｉｓｏ２」）はＴＮＦαにより刺激された遊出を抑制しなかった。
【０１５４】
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