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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体、融合タンパク質または抗体の結合性断片を含む、意図する標的が補体媒介性細胞
傷害による免疫媒介性破壊のために選択されるイヌの治療処置用の医薬組成物であって、
前記抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号９、配列番号１０または配列番号
１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを含み、前記重鎖定常ドメインが、前記抗体
、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合した場合にイヌにおいて補体媒
介性細胞傷害を媒介する、前記医薬組成物。
【請求項２】
　イヌの治療処置がイヌにおける癌または感染症の治療に関連する、請求項１に記載の医
薬組成物。
【請求項３】
　標的抗原が癌特異抗原である、請求項１または２記載の医薬組成物。
【請求項４】
　癌特異抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルスおよび
補体カスケードの成分からなる群より選ばれる、請求項３記載の医薬組成物。
【請求項５】
　癌特異抗原が、タンパク質ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＥＧＦＲ、ＶＥＧＦＲ
およびＨＥＲ２からなる群より選ばれる、請求項３記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、可溶性細胞外メディエーターおよび／または細胞表面受容体のアンタゴニス
トとして使用するための、特定の重鎖定常領域を有するイヌまたはイヌ由来抗体に関する
。本発明は、イヌ対象における炎症、疼痛、癌または感染などの状態の選択的治療の方法
における抗体またはその断片の治療的使用に及ぶ。
【背景技術】
【０００２】
　免疫グロブリンの定常ドメイン断片を用いて構築された組換え免疫グロブリンおよび融
合タンパク質は、炎症性疾患（例えば、慢性関節リウマチ、乾癬、炎症性腸疾患）、アレ
ルギー（例えば、喘息）、癌（例えば、リンパ腫、乳癌、腸癌）、感染症（例えば、ＲＳ
Ｖ感染）、疼痛（例えば、変形性関節症の疼痛、癌性疼痛、腰痛）および眼疾患（例えば
、加齢性黄斑変性）を含む多くのヒト疾患を治療するために用いられている。
　療法の分子標的には、サイトカインおよびケモカイン（例えば、インターロイキン１（
ＩＬ－１）、インターロイキン５（ＩＬ－５）、顆粒球コロニー刺激因子（ＧＣＳＦ）、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子）、成長因子（例えば、神経成長因子（ＮＧＦ）
、血管内皮細胞成長因子（ＶＥＧＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ））、細胞表面受容体（例
えば、ＨＥＲ－２、ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、ＣＤ２０）、細胞表面結合成長因子（例えば
、プロセシングを受けていない腫瘍壊死因子）、ウイルス（例えば、ＲＳＶ）および補体
カスケードの成分（例えば、Ｃ５）がある。疾患過程における関与の証拠のある多くの他
の標的が公知である（例えば、内容が参照により本明細書に組み込まれる、IMGT/MAb-DB 
database Version 1.3.1 14 Dec 2011 (URL: www.imgt.org/mAb-DB/query)に記載されて
いる）。
　天然免疫グロブリンは、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）、
免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）または免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）を含む各種の主要なサブ
タイプとして産生され、感染に応答して、これらの免疫グロブリンは、標的抗原への結合
による病原体認識、中和、破壊および除去に様々な役割を果たす。免疫グロブリンＧは、
（ヒトにおいて）ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４などの数種のアイソタイ
プ（アイソフォームとしても公知）として産生される。これらの抗体のアイソタイプは、
構造、特に、定常領域、特にＣ１ドメインとＣ２ドメインの間の定常ドメイン（Ｆｃ）の
ヒンジ領域の周りのアミノ酸配列の差に関して異なっている。
【０００３】
　異なる抗体アイソタイプは、抗体が媒介する下流エフェクター機能に関しても異なって
いる。例えば、抗体の定常領域配列は、抗体のエフェクター機能（ＡＤＣＣ、補体結合お
よび活性化）、薬物動態および物理的特性などの特性に対する強い影響を媒介し得る。異
なるアイソタイプを有する抗体は、免疫細胞上のＩｇＧ　Ｆｃ受容体に結合するそれらの
能力に関しても異なっている。ヒトにおいて、ＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、血液中の補体
酵素のカスケードによる標的の破壊を促進するために補体を動員するのに有効であり（Ｃ
ＤＣ：補体依存性細胞傷害）、同様にＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、抗体媒介性細胞傷害（
ＡＤＣＣ）による破壊のために結合抗原を標的とする免疫細胞上のＦｃ受容体に結合する
。これに反して、ＩｇＧ２およびＩｇＧ４は、補体を動員したり、ＡＤＣＣ媒介性攻撃を
活性化したりはせず、単にその活性を阻害または中和するために高親和力で標的抗原に結
合する。
　組換え免疫グロブリンおよびそれから調製される融合タンパク質は、疾患介入の標的を
考慮する場合、Ｆｃアイソタイプの活性を考慮に入れてデザインされる。例えば、ヒト癌
細胞の標的死滅のために抗体を使用することを目指す治療アプローチを考慮する場合、Ｉ
ｇＧ１またはＩｇＧ３アイソタイプＦｃドメインにより組換え免疫グロブリンを構築する
ことが好ましい。その理由は、これらのアイソタイプの使用により、ＣＤＣおよびＡＤＣ
Ｃなどの免疫媒介性破壊メカニズムが促進されるからである。これに反して、感受性ヒト
組織との関連で可溶性メディエーターを標的とする場合には、Ｆｃドメインは、除外され
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る（例えば、ヒト加齢性黄斑変性の治療において、ＶＥＧＦを標的とするＦａｂが好まし
い）か、またはＩｇＧ２もしくはＩｇＧ４ドメイン（例えば、神経障害性もしくは炎症性
疼痛との関連で神経成長因子を、または腎炎、感染もしくは慢性関節リウマチにおいて補
体Ｃ５を標的とする）を用いて構築される。これらの考慮すべき事項は、ヒトＩｇＧ１　
Ｆｃ治療法に基づく、慢性関節リウマチなどの治療における可溶性ＴＮＦ受容体Ｆｃ融合
タンパク質などの免疫グロブリン融合タンパク質にも適用される。
　イヌならびにマウスおよびウマなどの他の種において、免疫グロブリンアイソフォーム
も存在するが、どの配列がＣＤＣまたはＡＤＣＣのような下流エフェクター機能を誘導す
るのに活性または不活性であるかを先験的に判断するのには不十分な相互間の相同性を有
する。さらに、免疫グロブリンの数が種の間で異なっている（例えば、イヌにおいて、４
つのＩｇＧ免疫グロブリンが存在し、これらは、ｃａＩｇＧ－Ａ、ｃａＩｇＧ－Ｂ、ｃａ
ＩｇＧ－ＣおよびｃａＩｇＧ－Ｄと定義されている（Tang et al., 2001）。ウマにおい
ては、７つのＩｇＧアイソタイプが存在する（Wagner, 2006）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　非ヒト動物種の特定の免疫グロブリンアイソタイプがＦｃ受容体結合およびエフェクタ
ー機能を媒介することに関して活性であるか、または不活性であるかを配列分析または配
列相同性のみから判断することは、可能でない。しかし、抗体の結合性断片または融合タ
ンパク質などの抗体または抗体ベースの治療法の治療上の有効性を得るために、抗体の創
出のためのアイソタイプ定常領域の選択は極めて重要であり得るので、これらが公知であ
るならば、著しく有用である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　広範な実験の後に、イヌＩｇＧ免疫グロブリンのアイソタイプが、特定のＩｇＧ抗体ア
イソタイプが免疫エフェクター機能を活性化することに関して活性であるが、他のＩｇＧ
抗体アイソタイプは免疫エフェクター機能を活性化せず、したがって不活性であるという
ヒトＩｇＧ抗体で認められる特性を共有することが本発明者により驚くべきことに確認さ
れた。さらに、４つの公知のイヌ重鎖免疫グロブリン（ＨＣＡ（ｃａＩｇＧ－Ａ）、ＨＣ
Ｂ（ｃａＩｇＧ－Ｂ）、ＨＣＣ（ｃａＩｇＧ－Ｃ）およびＨＣＤ（ｃａＩｇＧ－Ｄ）とし
て公知）について、本発明者は、４つのイヌ重鎖免疫グロブリンのうちの２つ（ｃａＩｇ
Ｇ－ＢおよびｃａＩｇＧ－Ｃ）の重鎖定常ドメインが、種々の治療標的を標的とする様々
な組換え体として構築した場合、驚くべきことに補体に結合したが、他の２つ（ｃａＩｇ
Ｇ－ＡおよびｃａＩｇＧ－Ｄ）は結合しないことを驚くべきことに確認した。
【０００６】
　したがって、本発明は、標的の破壊が望まれるイヌの治療（例えば、癌または感染症治
療に）に用いることができる、特定の組換えイヌ免疫グロブリンまたはそれから調製され
た融合タンパク質、および標的の破壊ではなく、標的の中和のみが望まれるイヌにおける
治療処置（例えば、疼痛の治療に）に好ましい可能性がある特定の他のアイソフォームを
定義する。
　したがって、本発明は、それらの重鎖定常ドメインのアイソタイプに基づく、補体カス
ケードの第１の成分に結合するそれらの能力または別の状態により区別することができる
組換えイヌ免疫グロブリンを提供する。結果として、また初めて、組換えイヌ免疫グロブ
リンは、意図する標的を、補体媒介性細胞傷害（ＣＤＣ；例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏでイヌ
腫瘍を死滅させるのに用いる）による免疫媒介性破壊のために選択するのか、または標的
を、単に望ましくない免疫媒介性破壊が存在しない状態での中和（例えば、神経の近傍に
おける、または眼における）のために選択する目的のためかどうかというイヌにおける疾
患の治療におけるそれらの使用目的に応じて選択することができる。
　本発明の第１の態様によれば、イヌの治療処置に用いる抗体、融合タンパク質またはそ
の結合性断片を提供し、前記抗体、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号８、配
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列番号１１または配列番号１３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、重鎖のア
ミノ酸配列は、抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに
下流免疫系エフェクター機能の活性化を最小限にする。
　特定の実施形態において、イヌの治療処置は、疼痛もしくは炎症または関節炎もしくは
関節炎状態などのそれに関連する状態の治療に関連する。
【０００７】
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における疼痛もしくは炎症または関節炎もしくは関
節炎状態などのそれに関連する状態の治療に用いる医薬の調製における、抗体、融合タン
パク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに重鎖のアミノ酸配列が下流免疫
系エフェクター機能の活性化を最小限にする、配列番号８、配列番号１１または配列番号
１３のアミノ酸配列を有する重鎖定常ドメインを含む抗体、融合タンパク質またはその結
合性断片の使用を提供する。
　本発明のさらなる態様は、それを必要とするイヌ対象における疼痛もしくは炎症または
関節炎もしくは関節炎状態などのそれに関連する状態を治療、抑制または改善する方法で
あって、
　疼痛または炎症の治療または予防における特定の機能を有する標的抗原に特異的に結合
する抗体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、配列番号８、配列番号１１ま
たは配列番号１３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、下流免疫系エフェクタ
ー機能を活性化しない、抗体、融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップ
と、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質またはその結合性断片をイヌ対象に投与するステッ
プと
を含む、方法を提供する。
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における疼痛または炎症を治療、抑制または改善す
るための医薬の調製に用いる、配列番号８、配列番号１１または配列番号１３のアミノ酸
配列を含む重鎖定常ドメインを有するイヌ由来の抗体、融合タンパク質またはその結合性
断片を提供する。
【０００８】
　特定の実施形態において、疼痛は、神経障害性疼痛である。特に、疼痛は、周術期、術
後または手術後疼痛であり得る。術後疼痛は、イヌにおける整形外科手術、軟組織手術、
卵巣子宮摘出手技、去勢手技などを含み得るが、これらに限定されない手術手技の後に生
じ得る。特定のさらなる実施形態において、疼痛は、癌または癌性状態に関連する慢性疼
痛（腫瘍疼痛）である。特定のさらなる実施形態において、疼痛は、慢性関節リウマチ、
変形性関節症、炎症または掻痒症に関連または起因する。
【０００９】
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における関節炎または関節炎状態の治療の方法であ
って、
　疼痛または炎症の治療または予防における特定の機能を有する標的抗原に特異的に結合
する抗体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、配列番号８、配列番号１１ま
たは配列番号１３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、下流免疫系エフェクタ
ー機能を活性化しない、抗体、融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップ
と、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質またはその結合性断片をそのような治療を必要とす
るイヌ対象に投与するステップと
を含む、方法を提供する。
　特定の実施形態において、本発明の前述の方法は、本発明の抗体の有効性を増強かつ／
または補完し得る少なくとも１つのさらなる薬剤を併用投与するステップをさらに含む。
例えば、抗体またはその抗原結合性断片は、少なくとも１つの鎮痛薬、ＮＳＡＩＤ、オピ
オイド、コルチコステロイドまたはステロイドとともに併用投与することができる。適切
な鎮痛薬の例は、ブトルファノール、１０ブプレノルフィン、フェンタニル、フルニキシ
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ンメグルミン、メルピジン、モルヒネ、ナルブフィンおよびそれらの誘導体を含むが、こ
れらに限定されない。適切なＮＳＡＩＤＳは、アセトアミノフェン、アセチルサリチル酸
、カルプロフェン、エトドラク、ケトプロフェン、メロキシカム、フィロコキシブ、ロベ
ナコキシブ、デラコキシブなどを含むが、これらに限定されない。
【００１０】
　特定の実施形態において、前述の方法は、少なくとも１つのさらなる薬剤の投与を伴い
得る。前記薬剤は、抗生物質、抗真菌薬、抗原虫薬、抗ウイルス薬または同様の治療薬か
ら選択される１つまたは複数の群であり得る治療上有効な薬剤であり得る。さらに、少な
くとも１つのさらなる薬剤は、ＰＥＧ受容体アンタゴニストなどの炎症のメディエーター
の阻害薬（単数または複数）、シクロスポリンなどの免疫抑制薬、抗炎症性グルココルチ
コイドであり得る。特定のさらなる態様において、少なくとも１つのさらなる薬剤は、高
齢のイヌにおいてますます優勢になり得る記憶喪失または関連する状態などの認知機能不
全または障害の治療に用いられる薬剤であり得る。さらに、少なくとも１つのさらなる薬
剤は、心血管機能不全の治療に、例えば、高血圧、心筋虚血、うっ血性心不全などを治療
するために用いられる抗高血圧薬または他の化合物であり得る。さらに、少なくとも１つ
のさらなる薬剤は、利尿薬、血管拡張薬、ベータアドレナリン受容体アンタゴニスト、ア
ンジオテンシンＩＩ変換酵素阻害薬、カルシウムチャンネル遮断薬およびＨＭＧ－ＣｏＡ
レダクターゼ阻害薬であり得る。
　本発明の前述の態様の特定の実施形態において、下流免疫系エフェクター機能は、補体
依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）および抗体依存
性細胞病原性（antibody dependent cellular pathogenesis）（ＡＤＣＰ）を含む群から
選択される。特定の実施形態において、重鎖定常ドメインのアミノ酸配列は、Ｃ１ｑに対
する重鎖の結合を阻害し、これにより、補体カスケードおよび補体依存性細胞傷害（ＣＤ
Ｃ）の誘導が妨げられる。
【００１１】
　特定の実施形態において、標的抗原は、可溶性メディエーターである。特定の実施形態
において、標的抗原は、神経成長因子（ＮＧＦ）である。特定の実施形態において、抗体
は、疼痛または炎症を媒介する受容体に特異的に結合し、拮抗する。特定のさらなる実施
形態において、標的抗原は、サイトカインまたはケモカイン（例えば、インターロイキン
１および関連インターロイキンＩＬ－２からＩＬ－３５まで、顆粒球コロニー刺激因子、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、エリスロポエチン、トロンボポエチン、白血病
抑制因子、毛様体神経栄養因子、オンコスタチンＭ）、成長因子（例えば、神経成長因子
（ＮＧＦ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニューロトロフィン３、ニューロトロフ
ィン４、血管内皮細胞成長因子（ＶＥＧＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ））、細胞表面受容
体（例えば、ＨＥＲ－２、ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、ＣＤ２０）、細胞表面結合成長因子（
例えば、プロセシングを受けていない腫瘍壊死因子）、ウイルス（例えば、ＲＳＶ）およ
び補体カスケードの成分（例えば、Ｃ５、Ｃ５ａ）からなるが、これらに限定されない群
から選択することができる。
【００１２】
　本発明のさらなる態様によれば、イヌの治療処置に用いる抗体、融合タンパク質または
その結合性断片を提供し、前記抗体、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号９、
配列番号１０または配列番号１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、重鎖の
アミノ酸配列は、抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するとき
に下流免疫系エフェクター機能の活性化を媒介する。
　特定の実施形態において、イヌの治療処置は、癌性または悪性状態の治療に関連する。
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における癌性または悪性状態の治療に用いる医薬の
調製における、抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに
重鎖のアミノ酸配列が下流免疫系エフェクター機能の活性化を媒介する、配列番号９、配
列番号１０または配列番号１４のアミノ酸配列を有する重鎖定常ドメインを含む抗体、融
合タンパク質またはその結合性断片の使用を提供する。
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　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における癌性または悪性状態の治療または予防の方
法であって、
　癌性または悪性状態の治療における特定の機能を有する標的抗原に特異的に結合する抗
体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、配列番号９、配列番号１０または配
列番号１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、下流免疫系エフェクター機能
を活性化する、抗体、融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップと、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質または結合性断片をそのような治療を必要とするイ
ヌ対象に投与するステップと
を含む、方法を提供する。
　特定の実施形態において、本発明の前述の方法は、本発明の抗体の有効性を増強かつ／
または補完し得る少なくとも１つのさらなる薬剤を併用投与するステップをさらに含む。
【００１３】
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における癌性または悪性状態の治療用の医薬の調製
における、配列番号９、配列番号１０または配列番号１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常
ドメインを有するイヌ由来の抗体、融合タンパク質または結合性断片の使用を提供する。
　本発明の前述の態様の特定の実施形態において、下流免疫系エフェクター機能は、補体
依存性細胞傷害（ＣＤＣ）、抗体依存性細胞媒介性細胞傷害（ＡＤＣＣ）および抗体依存
性細胞病原性（ＡＤＣＰ）を含む群から選択される。具体的な実施形態において、重鎖定
常ドメインのアミノ酸配列は、Ｃ１ｑに対する重鎖の結合をもたらし、これにより、補体
カスケードおよび補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）の誘導が妨げられる。特定の実施形態に
おいて、重鎖定常ドメインは、Ｆｃ受容体に対する結合をもたらし、これが、ひいてはＡ
ＤＣＰおよび／またはＡＤＣＣ免疫応答を媒介し得る。
【００１４】
　特定の実施形態において、標的抗原は、癌特異抗原である。本発明の特定のさらなる態
様の特定の実施形態において、標的抗原は、イヌ腫瘍細胞上で発現する膜結合タンパク質
の群から選択することができる。本発明のさらなる実施形態において、膜結合イヌ腫瘍タ
ンパク質は、ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＥＧＦＲ、ＶＥＧＦＲ、ＨＥＲ２など
を含むタンパク質の群から選択することができる。特定のさらなる実施形態において、標
的抗原は、サイトカインおよびケモカイン（例えば、インターロイキン１（ＩＬ－１）、
ＩＬ－２、ＩＬ－３および数的にＩＬ－３５までのインターロイキン、顆粒球コロニー刺
激因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、エリスロポエチン、トロンボポエチン
、白血病抑制因子、毛様体神経栄養因子、オンコスタチンＭ）、成長因子（例えば、神経
成長因子（ＮＧＦ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、ニューロトロフィン３、ニュー
ロトロフィン４、血管内皮細胞成長因子（ＶＥＧＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ））、細胞
表面受容体（例えば、ＨＥＲ－２、ＶＥＧＦＲ、ＥＧＦＲ、ＣＤ２０）、細胞表面結合成
長因子（例えば、プロセシングを受けていない腫瘍壊死因子）、ウイルス（例えば、ＲＳ
Ｖ）および補体カスケードの成分（例えば、Ｃ５、Ｃ５ａ）からなるが、これらに限定さ
れない群から選択することができる。
【００１５】
　本発明のさらなる態様は、イヌにおける状態の治療に用いる抗体、融合タンパク質また
はその結合性断片であって、その標的抗原に結合するときにＣ１ｑに結合しない重鎖定常
ドメインを有し、プロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製することができる、抗体
、融合タンパク質または結合性断片を提供する。
　特定の実施形態において、前記抗体、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号１
３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する。特定の実施形態において、前記抗体
、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号６、配列番号１２および配列番号１５か
らなる群から選択される重鎖定常ドメインを有する。
　本発明のさらなる態様は、イヌにおける疼痛および／または炎症に関連する状態の治療
用の医薬の調製における、抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合
するときにＣ１ｑに結合しない重鎖定常ドメインを含み、プロテインＡクロマトグラフィ
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ーを用いて精製することができる、抗体、融合タンパク質または結合性断片の使用を提供
する。
　特定の実施形態において、前記抗体、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号１
３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する。特定の実施形態において、前記抗体
、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号６、配列番号１２および配列番号１５か
らなる群から選択される重鎖定常ドメインを有する。
【００１６】
　本発明のさらなる態様は、それを必要とするイヌ対象における疼痛もしくは炎症または
関節炎もしくは関節炎状態などのそれに関連する状態を治療、抑制または改善する方法で
あって、
　抗体がその標的抗原に結合するときにＣ１ｑに結合しない重鎖定常ドメインを含み、プ
ロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製することができる、抗体、融合タンパク質ま
たは結合性断片を準備するステップと、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質またはその結合性断片をイヌ対象に投与するステッ
プと
を含む、方法を提供する。
　特定の実施形態において、前記抗体、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号１
３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する。特定の実施形態において、前記抗体
、融合タンパク質または結合性断片は、配列番号６、配列番号１２および配列番号１５か
らなる群から選択される重鎖定常ドメインを有する。
【００１７】
　様々なさらなる態様において、本発明は、（ｉ）本発明の前述の抗体、融合タンパク質
または結合性断片のいずれかをコードする核酸、（ｉｉ）前記核酸を運ぶベクター、（ｉ
ｉｉ）前記ベクターを運ぶ宿主細胞に及ぶ。本発明はさらに、本発明の以上の陳述におい
て定義した抗体および融合タンパク質を製造する方法に及ぶ。さらなる態様において、本
発明は、本発明の抗体または融合タンパク質ならびに少なくとも１つの担体、希釈剤また
は賦形剤を含む医薬組成物に及ぶ。
【００１８】
　本発明のさらなる態様は、標的抗原に特異的に結合させるためにイヌに治療的に投与す
ることができ、組換え抗体、融合タンパク質またはその結合性断片へのＣ１ｑ補体の結合
および関連する補体依存性細胞傷害によって特徴付けられる免疫応答をさらに媒介する組
換え抗体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、抗体、融合タンパク質または
その結合性断片の重鎖が、配列番号９のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定
常ドメインアイソタイプＢ（ＨＣＢ、ｃａＩｇＧ－Ｂ）、配列番号１０のアミノ酸配列を
有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＣ（ＨＣＣ、ｃａＩｇＧ－Ｃ）
または配列番号１４のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリン重鎖アイソ
タイプＣ（ＨＣＣ、ｃａＩｇＧ－Ｃ）を含む、抗体、融合タンパク質またはその結合性断
片を提供する。
　本発明のさらなる態様は、標的抗原への特異的結合が要求され、抗体、融合タンパク質
またはその結合性断片へのＣ１ｑ補体の結合および関連する補体依存性細胞傷害によって
特徴付けられる免疫応答が望ましい、状態の治療に用いる医薬の調製における、配列番号
９のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＢ（ＨＣＢ
、ｃａＩｇＧ－Ｂ）、配列番号１０のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常
ドメインアイソタイプＣ（ＨＣＣ、ｃａＩｇＧ－Ｃ）または配列番号１４のアミノ酸配列
を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリン重鎖アイソタイプＣ（ＨＣＣ、ｃａＩｇＧ－Ｃ
）を含む、前記抗体、融合タンパク質またはその結合性断片の使用を提供する。
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における癌性状態の治療の方法であって、
　腫瘍特異抗原に対する結合特異性を有し、配列番号９のアミノ酸配列を有するイヌ免疫
グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＢ（ＨＣＢ、ｃａＩｇＧ－Ｂ）、配列番号１０
のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＣ（ＨＣＣ、
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ｃａＩｇＧ－Ｃ）または配列番号１４のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロ
ブリン重鎖アイソタイプＣ（ＨＣＣ、ｃａＩｇＧ－Ｃ）をさらに含む、免疫グロブリン、
融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップと、
　治療有効量の免疫グロブリン、融合タンパク質または結合性断片を、それを必要とする
イヌ対象に投与するステップと
を含む、方法を提供する。
【００１９】
　様々なさらなる態様において、本発明は、所望の標的抗原に結合し、Ｃ１ｑに結合せず
、したがって、補体依存性細胞傷害を伴う免疫応答を媒介しない重鎖定常ドメインを含む
抗体または融合タンパク質に及ぶ。
　したがって、本発明のさらなる態様において、標的抗原に特異的に結合させるためにイ
ヌに治療的に投与することができる組換え抗体、融合タンパク質またはその結合性断片で
あって、抗体または融合タンパク質の定常ドメインがＣ１ｑ補体に結合せず、定常ドメイ
ンの重鎖が、配列番号８のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインア
イソタイプＡ（ＨＣＡ、ｃａＩｇＧ－Ａ）、配列番号１１のアミノ酸配列を有するイヌ免
疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＤ（ＨＣＤ、ｃａＩｇＧ－Ｄ）または配列番
号１３のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリン重鎖アイソタイプＢ（Ｈ
ＣＢ*、ｃａＩｇＧ－Ｂ）を含む、組換え抗体、融合タンパク質またはその結合性断片を
提供する。
【００２０】
　本発明のさらなる態様は、標的抗原への特異的結合が要求され、抗体、融合タンパク質
またはその結合性断片へのＣ１ｑ補体の結合および関連する補体依存性細胞傷害によって
特徴付けられる免疫応答が望ましくない、状態の治療に用いる医薬の調製における、配列
番号８のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＡ（Ｈ
ＣＡ、ｃａＩｇＧ－Ａ）、配列番号１１のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖
定常ドメインアイソタイプＤ（ＨＣＤ、ｃａＩｇＧ－Ｄ）または配列番号１３のアミノ酸
配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＢ（ＨＣＢ
*、ｃａＩｇＧ－Ｂ）を含む前記抗体、融合タンパク質またはその結合性断片の使用を提
供する。
【００２１】
　本発明のさらなる態様は、イヌ対象における状態の治療の方法であって、
　腫瘍特異抗原に対する結合特異性を有し、配列番号８のアミノ酸配列を有するイヌ免疫
グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＡ（ＨＣＡ、ｃａＩｇＧ－Ａ）、配列番号１１
のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＤ（ＨＣＤ、
ｃａＩｇＧ－Ｄ）または配列番号１３のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロ
ブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＢ（ＨＣＢ*、ｃａＩｇＧ－Ｂ）をさらに含む免疫
グロブリン、融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップと、
　治療有効量の免疫グロブリン、融合タンパク質または結合性断片を、それを必要とする
イヌ対象に投与するステップと
を含む、方法を提供する。
　特定の実施形態において、ＣＤＣ活性を欠く状態での抗体の構築のためにデザインされ
た脱グリコシル化定常ドメインは、配列番号６のアミノ酸配列を有するアラニン置換脱グ
リコシル化重鎖ＨＣＢ（ＨＣＢ*と表す）である。本発明のさらなる態様において、ＨＣ
Ａ、ＨＣＢまたはＨＣＤの重鎖ＨＣＡ、ＨＣＤまたはＣＤＣ不活性脱グリコシル化形（Ｈ
ＣＡ*、ＨＣＢ*またはＨＣＤ*：配列番号１２、配列番号１３および配列番号１５）を組
み込んでいる抗体は、イヌ成長因子、ホルモン、サイトカイン、ケモカインまたは補体カ
スケードの成分などの他の可溶性メディエーターに対して誘導される。特定の実施形態に
おいて、重鎖ＨＣＡ、ＨＣＤまたはＨＣＢ*を組み込んでいる抗体は、ＣＤＣを誘導せず
に、イヌにおけるイヌＮＧＦの生物学的活性を中和する目的のためにイヌ神経成長因子（
ＮＧＦ）に対して誘導される。
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【００２２】
　本発明の前述の態様の特定の実施形態において、抗体は、モノクローナル抗体である。
特定のさらなる実施形態において、抗体は、キメラ抗体である。いくつかの実施形態にお
いて、抗体は、イヌ化抗体、すなわち、イヌ対象に投与されたとき、それに対して中和抗
体が産生されないように脱免疫化されたアミノ酸配列を有する抗体である。一般的に、抗
体の重鎖定常ドメインは、該定常ドメインが下流エフェクター機能を媒介しないように選
択するか、またはアミノ酸置換もしくは欠失により修飾する。特定の実施形態において、
抗体は、少なくとも１つのリポーター分子にコンジュゲートされていてもよい。
　特定のさらなる実施形態において、本発明の前述の態様の抗体または融合タンパク質の
定常ドメインにおける少なくとも１つの残基は、当残基のグリコシル化を防ぐために置換
するか、または欠失させることができる。本発明のさらなる態様において、イヌ免疫グロ
ブリン重鎖定常ドメインは、サイトカンもしくはケモカイン受容体または他の貫膜タンパ
ク質（例えば、ＴＮＦ受容体）の細胞外ドメインに全部または一部融合させることができ
、そのために、イヌ細胞外ドメイン－免疫グロブリン重鎖融合タンパク質がＣＤＣを活性
化しないことが望ましい場合（例えば、ＴＮＦ受容体Ｆｃ融合タンパク質が可溶性ＴＮＦ
の中和のためにデザインされている場合）には、イヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインの
全体または断片が群ＨＣＡ、ＨＣＤまたはＨＣＢ*から選択され、また逆に、イヌ細胞外
ドメイン－免疫グロブリン重鎖融合タンパク質が望ましい場合（例えば、ＴＮＦ受容体Ｆ
ｃ融合タンパク質が膜結合性ＴＮＦ保有炎症性細胞を死滅させるようにデザインされてい
る場合）には、イヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインが群ＨＣＢ、ＨＣＣまたはＨＣＣ*

から選択される。
【００２３】
　本発明のさらなる態様において、イヌ受容体－Ｆｃ融合タンパク質は、イヌ免疫グロブ
リンドメイン重鎖Ｆｃ領域と融合したイヌ細胞上に見いだされる膜結合受容体の細胞外ド
メインの群から選択することができる。本発明のさらなる態様において、重鎖ＨＣＢ、Ｈ
ＣＣまたはＨＣＣ*を組み込んでいる抗体は、それらの表面上のＣＤ２０へのこれらの抗
体の結合によるイヌリンパ腫細胞のようなイヌＣＤ２０発現細胞のＣＤＣを誘導する目的
のためにＣＤ２０に対して誘導される。
　さらに、イヌ化抗体は、イヌに存在する任意の他のエピトープとの交差反応性を示さな
いこと、さらにイヌに投与したときに本発明の抗体に対する中和抗体が発生しないことが
好ましい。
【００２４】
　特定のさらなる実施形態において、重鎖の定常領域のアミノ酸配列への修飾は、本発明
の抗体または融合タンパク質に対して行うことができる。前記修飾は、１つまたは複数の
アミノ酸残基の付加、置換または欠失を含み得る。前記アミノ酸の変更は、一般的に抗体
の機能特性を修正するために行われる。例えば、アミノ酸修飾は、例えば、Ｆｃ受容体に
結合する、補体を活性化する、またはＡＤＣＣを誘導する抗体の能力を妨げることによっ
て、抗体定常ドメインにより媒介される下流エフェクター機能を妨げるために行うことが
できる。さらに、修飾は、イヌに投与したときの抗体の循環半減期を修正するために重鎖
定常ドメインのヒンジ領域のアミノ酸残基に対して行うことができる。
　いくつかの実施形態において、本発明は、併用療法に用いる異なる結合特異性を有する
他の抗体に連結または結合した本発明の抗体または結合性断片を含む多特異性または多価
抗体を提供する。多特異性抗体は、第１のエピトープに特異的な少なくとも１つの抗体ま
たは結合性断片、および抗原上に存在する別のエピトープに、または異なる抗原に特異的
な少なくとも１つの結合部位を含む。多価抗体は、同じエピトープに対する結合特異性を
有する抗体または抗体の結合性断片を含む。したがって、特定の実施形態において、本発
明は、本発明の抗体の、４つ以上のＦｖ領域またはＦａｂ領域を含む抗体融合タンパク質
に及ぶ。特定のさらなる実施形態において、本発明は、本発明による抗体またはその結合
性断片が第２の標的に対する結合特異性を有する第２の抗体またはその結合性断片に連結
されていて、前記標的が第１の抗原でない、二重特異性抗体に及ぶ。そのような多価、二
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重特異性または多特異性抗体は、当業者に周知であると思われる様々な組換え法により調
製することができる。
【００２５】
　特定の実施形態において、抗体、融合タンパク質または抗原結合性断片は、約０．０１
ｍｇ／ｋｇ体重～約１０ｍｇ／ｋｇ体重、特に０．０３ｍｇ／ｋｇ体重～約３ｍｇ／ｋｇ
体重の範囲の用量で前述の方法の一部としてイヌに投与する。
　様々なさらなる態様において、本発明は、本発明のいずれかの前述の態様による抗体、
融合タンパク質またはその結合性断片を含む組成物に及ぶ。特定の実施形態において、組
成物は、少なくとも１つの薬学的に許容される担体をさらに含む。特定の実施形態におい
て、組成物は、少なくとも１つの鎮痛薬、ＮＳＡＩＤ、オピオイド、コルチコステロイド
またはステロイドをさらに含み得る。
　様々なさらなる態様において、本発明は、本発明の抗体、融合タンパク質または抗体の
結合性断片をコードする単離核酸に及ぶ。したがって、本発明のさらなる態様は、本発明
の前述の態様のいずれかによる抗体、融合タンパク質または抗原結合性断片をコードする
単離核酸を提供する。特定の実施形態において、単離核酸は、それに作動可能に連結した
１つまたは複数の調節配列をさらにコードする。
【００２６】
　さらなる態様において、本発明の重鎖可変ドメインおよび／もしくは軽鎖可変ドメイン
または重鎖定常ドメインおよび／もしくは軽鎖定常ドメインをコードするポリヌクレオチ
ドを含む発現ベクターを提供する。特定の実施形態において、発現ベクターは、１つまた
は複数の調節配列をさらに含む。特定の実施形態において、ベクターは、プラスミドまた
はレトロウイルスベクターである。さらなる態様は、本発明の前述の態様の発現ベクター
を組み込んでいる宿主細胞を提供する。本発明のさらなる態様は、本発明の前述の態様の
いずれかの抗体を産生する宿主細胞を提供する。
　本発明のさらなる態様は、本発明の前述の態様の宿主細胞を培養して、細胞に抗体を発
現させるステップを含む、本発明の抗体または融合タンパク質を製造する方法を提供する
。本発明のさらなる態様は、適切な宿主細胞中で本発明の抗体の軽鎖および／または重鎖
を発現する本発明の前述の態様の１つもしくは複数のポリヌクレオチド／核酸またはベク
ターを発現させるステップと、宿主細胞中で一緒に、または異なる宿主細胞中で別個に発
現させることができる発現ポリペプチドを回収するステップと、抗体を単離するステップ
とを含む、本発明の抗体または融合タンパク質を製造する方法を提供する。本発明のさら
なる態様は、配列番号８～配列番号１１のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する
抗体または融合タンパク質をコードする有効量のポリヌクレオチドをイヌに投与するステ
ップを含む、イヌにおける疼痛を治療、改善または抑制する方法を提供する。
【００２７】
　イヌ抗体の精製
　望ましくない免疫エフェクター活性がない状態で標的の中和が望ましいイヌ抗体の場合
において、本発明者は、ＣＤＣ活性を欠いているイヌ重鎖の天然アイソフォームもブドウ
球菌属プロテインＡに対してあったとしても非常に不十分に結合し、したがって、抗体の
この一般的な精製の方法を製造に用いることができないことを驚くべきことに発見した。
本発明者は、代替精製戦略の使用による、また製造中のグリコシル化を防ぐための重鎖の
変異による、この制約を克服する３つの方法を述べる。これらの方法により調製される精
製抗体は、本発明者により製造され、望ましくない免疫原性を伴わずにイヌにおいてｉｎ
　ｖｉｖｏで安全かつ有効であるという望ましい特性を有することが示された。
　本発明のさらなる態様は、供給源混合物からのイヌ由来免疫グロブリンまたは配列番号
８のアミノ酸配列を有するアイソタイプＡのイヌ重鎖定常ドメイン（ＨＣＡ、ｃａＩｇＧ
－Ａ）もしくは配列番号１１のアミノ酸配列を有するアイソタイプＤのイヌ免疫グロブリ
ン重鎖定常ドメイン（ＨＣＤ、ｃａＩｇＧ－Ｄ）を含む免疫グロブリンもしくは融合タン
パク質の精製の方法であって、
　（ｉ）標的免疫グロブリンまたは融合タンパク質を含む供給源混合物を準備するステッ
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プと、
　（ｉｉ）供給源混合物を陰イオン交換クロマトグラフィーにかけるステップと、
　（ｉｉｉ）供給源混合物を疎水性相互作用クロマトグラフィーにかけるステップと、
　（ｉｖ）供給源混合物をサイズ排除クロマトグラフィーにかけるステップと
を含む、方法を提供する。
　特定の実施形態において、該方法は、リン酸緩衝生理食塩水で緩衝液を交換するステッ
プを含む。一般的に該方法により、高い純度および生物活性のものに分画されている精製
抗体が得られる。
【００２８】
　本発明のさらなる態様は、プロテインＡクロマトグラフィーにより精製することができ
る脱グリコシル化イヌ抗体の製造の方法を提供する。
　本発明の様々なさらなる態様において、イヌの治療処置に用いる、本明細書に明示した
方法のいずれかに従って製造されるイヌもしくはイヌ由来抗体または融合タンパク質を提
供する。様々なさらなる態様において、イヌにおける免疫媒介性状態または疼痛に関連す
る状態を治療するのに用いる医薬の調製における抗イヌＮＧＦ抗体の使用を提供する。
【００２９】
　本発明のさらなる態様は、供給源混合物からのイヌ由来免疫グロブリンまたは配列番号
８のアミノ酸配列を有するアイソタイプＡのイヌ重鎖定常ドメイン（ＨＣＡ、ｃａＩｇＧ
－Ａ）もしくは配列番号１１のアミノ酸配列を有するアイソタイプＤのイヌ免疫グロブリ
ン重鎖定常ドメイン（ＨＣＤ、ｃａＩｇＧ－Ｄ）を含む免疫グロブリンもしくは融合タン
パク質の精製の方法であって、
　（ｉ）標的免疫グロブリンを含む供給源混合物を準備するステップと、
　（ｉｉ）供給源混合物をカプトアドヒア（captoadhere）アフィニティークロマトグラ
フィーにかけるステップと、
（ｉｉｉ）供給源混合物を陰イオン交換クロマトグラフィーにかけるステップと
を含む、方法を提供する。
　本発明のさらなる態様は、イヌの治療に用いる本発明の前述の態様の精製方法により生
産される抗体または融合タンパク質に及ぶ。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】（Ａ）ＥＬＩＳＡによるマウスＮＧＦへのイヌ重鎖の４種の異なるアイソタイプ
（ＨＣＡ、ＨＣＢ、ＨＣＣ、ＨＣＤ）を用いて構築した抗ＮＧＦ抗体（トランスフェクト
ＣＨＯ細胞の上清中に発現した）の同等の結合を示すグラフである。（Ｂ）ＴＦ－１細胞
のＮＧＦ増殖の同等の阻害を示すグラフである。
【図２】抗Ｃ１ｑ　ＥＬＩＳＡにより測定したＮＧＦ結合抗イヌＮＧＦ抗体アイソタイプ
への補体の示差的結合を示すグラフである。
【図３】（ａ）抗Ｃ１ｑ　ＥＬＩＳＡにより測定した補体へのＮＧＦ捕捉グリコシル化お
よび脱グリコシル化イヌ化抗ＮＧＦモノクローナル抗体の結合を示すグラフである。（ｂ
）抗Ｃ１ｑ　ＥＬＩＳＡにより測定した補体へのＮＧＦ捕捉グリコシル化および脱グリコ
シル化イヌ化抗ＮＧＦモノクローナル抗体の結合を示すグラフである。
【図４】抗Ｃ１ｑ　ＥＬＩＳＡにより測定した補体へのＮＧＦ捕捉イヌ化抗ＮＧＦモノク
ローナル抗体（ＭＡｂｓ）、抗イヌＶＥＧＦ　ＭＡｂｓおよび抗ヒトＣＤ２０／イヌＨＣ
ＢキメラＭＡｂの結合を示すグラフである。特に、図４Ａ、４Ｂおよび４Ｃに種々のイヌ
重鎖アイソタイプを用いて構築した抗体への補体の結合を示す。イヌ化モノクローナル抗
体（ＭＡｂ）をＣＨＯ細胞中で発現させ、補体Ｃ１ｑに結合するそれらの能力について試
験した。パネルＡ－ヒト化抗体アイソタイプ（ｈｕＮ－Ｇ１、ｈｕＮ－Ｇ４）と比較した
イヌ化抗ＮＧＦ抗体（ｃａＮ－ＨＣＢ、ｃａＮ－ＨＣＣ）；パネルＢ－イヌＨＣＡ（ｃａ
Ｖ－ＨＣＡ）およびＨＣＢ（ｃａＶ－ＨＣＢ）アイソタイプを用いて構築した抗ＶＥＧＦ
抗体；パネルＣ－マウスＩｇＧ２ａアイソタイプ（ｍｕＢ－２ａ）と比較したＨＣＢアイ
ソタイプ（ｍｕｂ－ＨＣＡ）を用いて構築した抗ＣＤ２０抗体。
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【図５】プロテインＡにより精製し、ウエスタンブロットにより抗イヌポリクローナル免
疫グロブリンを用いて検出した抗ＮＧＦ抗体アイソタイプの相対的回収を示す図である。
図１からの上清をプロテインＡカラム上に通し、特異的に結合した物質を溶出した。等容
積の溶出液をＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけた。洗浄およびフロースルー画分におけるかなりの
物質によって示されたようにイヌアイソタイプＨＣＡ、ＨＣＣおよびＨＣＤは、プロテイ
ンＡに弱く結合していた。図Ａ～ＤにプロテインＡによるイヌ抗体アイソタイプＨＣＡ、
ＨＣＢ、ＨＣＣおよびＨＣＤの相対的回収を示す。Ｌ、負荷；Ｗ、洗浄；Ｐ、精製；Ｆ、
フロースルー。図１からの抗ＮＧＦ抗体上清をこの実験に用いた。
【図６Ａ】（１）陰イオン交換クロマトグラフィー、（２）疎水性相互作用クロマトグラ
フィーおよび（３）サイズ排除クロマトグラフィーを含む３ステップ法（方法Ｉ）を用い
た抗イヌＮＧＦ抗体（ＨＣＡアイソタイプ）の定量的精製におけるサイズ排除ＨＰＬＣに
よる分画の結果を示す図である。
【図６Ｂ】（１）陰イオン交換クロマトグラフィー、（２）疎水性相互作用クロマトグラ
フィーおよび（３）サイズ排除クロマトグラフィーを含む３ステップ法（方法Ｉ）を用い
た抗イヌＮＧＦ抗体（ＨＣＡアイソタイプ）の定量的精製における各ステップの後の画分
の還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを示す図である。
【図６Ｃ】カプトアドヒアクロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィーを
含む２ステップ法（方法ＩＩ）を用いた本発明の抗イヌＮＧＦ抗体の定量的精製における
非還元および還元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析を示す図である。レーン１は、ＭＷＳ
であり、レーン２は、抗イヌＮＧＦ抗体２μｇ／ｍＬおよび０μｌ還元剤であり、レーン
３は、抗イヌＮＧＦ抗体４μｇ／ｍＬおよび０μｌ還元剤であり、レーン４は、抗イヌＮ
ＧＦ抗体６μｇ／ｍＬおよび０μｌ還元剤であり、レーン５は、ＭＷＳであり、レーン６
は、抗イヌＮＧＦ抗体２μｇ／ｍＬおよび３μｌ還元剤であり、レーン７は、抗イヌＮＧ
Ｆ抗体４μｇ／ｍＬおよび３μｌ還元剤であり、レーン８は、抗イヌＮＧＦ抗体６μｇ／
ｍＬおよび３μｌ還元剤であり、レーン９は、ＭＷＳである。
【図６Ｄ】カプトアドヒアクロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィーを
含む２ステップ法（方法ＩＩ）を用いた本発明の抗イヌＮＧＦ抗体の定量的精製における
精製済み抗イヌＮＧＦ抗体のサイズ排除クロマトグラフィーを示す図である。
【図７Ａ】方法ＩおよびＩＩにより精製した抗イヌＮＧＦ抗体（ＨＣＡアイソタイプ）の
非還元および還元ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる比較を示す図である。
【図７Ｂ】方法ＩおよびＩＩにより精製した抗イヌＮＧＦ抗体（ＨＣＡアイソタイプ）の
抗ＮＧＦ　ＥＬＩＳＡによる比較を示す図である。
【図８】体重（上パネル）および温度（下パネル）がイヌへの抗イヌＮＧＦ抗体（ＨＣＡ
アイソタイプ、方法Ｉにより精製）の静脈内投与後に安定であることを示す図である。
【図９】イヌへの静脈内注射後の血漿中抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体濃度の動態分析
を示す図である。ビーグル犬に２ｍｇ／ｋｇの抗ＮＧＦ抗体を静脈内注射し、血漿の試料
を表示した時点に採取し、ＮＧＦ　ＥＬＩＳＡにより抗ＮＧＦモノクローナル抗体を検出
した。抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体は、驚くべきことに約９日の長い消失（ベータ）
相半減期を有していた。
【図１０】抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体（ＨＣＡアイソタイプ、方法Ｉにより精製）
がイヌにおける炎症性疼痛を低減することを示す図である。カオリンを－１日目に、抗体
または溶媒対照を０日目にビーグル犬の足蹠に注射し、跛行を視覚採点スケールにより測
定した。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　広範な実験の後に、本発明者は、種々の重鎖定常ドメインアイソタイプを用いて数種の
イヌモノクローナル抗体をデザインし、構築し、驚くべきことに、下流エフェクター機能
を媒介するそれらの能力（または別の状態）から、また特に補体に結合するそれらの能力
から有用な特性を推測することができることを示した。それに沿って、本発明者は、異な
るイヌ免疫グロブリンサブタイプによって媒介される異なる生物学的効果を同定した。補
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体結合性イヌ抗体アイソタイプについては、この有用な特性は、同じ抗体が結合した細胞
をｉｎ　ｖｉｖｏでの補体誘導性細胞傷害（complement directed cytotoxicity）（ＣＤ
Ｃ）に導くことにある。この機能特性が望ましい例は、腫瘍抗原に対して誘導された抗体
が、補体系を抗体が結合した細胞を破壊のための標的にするように導くイヌ癌療法にある
。
【００３２】
　これに反して、補体に結合せず、したがって、ＣＤＣを引き起こさない抗体アイソタイ
プは、例えば、神経の近傍、眼もしくは既に炎症を起こした組織において、または単に抗
体の予見されない副作用のリスクを低減する願望のため、補体活性が望ましくない場合に
好ましい。
　したがって、明らかに、どのイヌアイソタイプがイヌにおける抗体療法のデザインおよ
び使用に適するのかを予測する能力は、極めて望ましく、有用である。
　４種の異なるイヌ免疫グロブリンＧアイソタイプが記載されている（ｃａＩｇＧ－Ａ（
イヌ免疫グロブリンＧアイソタイプＡ）、ｃａＩｇＧ－Ｂ、ｃａＩｇＧ－ＣおよびｃａＩ
ｇＧ－Ｄ－　Tang et al., 2001）。簡単にするために（かつ異なる抗体の構造の区別お
よび軽鎖成分との区別を可能にするために）、重鎖定常ドメインを本明細書でＨＣＡ（ｃ
ａＩｇＧ－Ａ）、ＨＣＢ（ｃａＩｇＧ－Ｂ）、ＨＣＣ（ｃａＩｇＧ－Ｃ）およびＨＣＤ（
ｃａＩｇＧ－Ｄ）と呼ぶ。
【００３３】
　抗体の精製
　抗ＮＧＦ抗体の望ましいＨＣＡおよびＨＣＤアイソフォームを精製する工程において、
治療用タンパク質の大規模精製をもたらすためにプロテインＡアフィニティーカラムクロ
マトグラフィーの形で産業において製造規模で用いられるリガンドであるプロテインＡに
いずれも結合しなかったというさらなる驚くべき発見が本発明者によりなされた。図５に
小規模でのプロテインＡアフィニティークロマトグラフィーによる抗ＮＧＦ抗体のＨＣＡ
、ＨＣＢ、ＨＣＣおよびＨＣＤアイソフォームの相対的回収を示す。したがって、ＨＣＡ
またはＨＣＤアイソフォームを精製するために他の方法が必要であった。その理由は、こ
れらは、プロテインＡアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製することができな
かったからである。広範な実験の後に、本発明者は、ｃａＮ－ＨＣＡ－ｋＬＣ抗体構築物
またはＨＣＡもしくはＨＣＤ重鎖アイソタイプを有する他のイヌ抗体を精製するために用
いることができた２つの代替法（本明細書で方法Ｉおよび方法ＩＩと呼ぶ）を驚くべきこ
とに特定した。
【００３４】
　第１の方法は、陰イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー
およびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せを含む。第２の方法は、カプトアドヒアア
フィニティークロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィーの組合せを含む
。図６に２つの方法のそれぞれによる、抗ＮＧＦ抗体を含むＨＣＡの精製を示す。高度に
精製された物質がそれぞれの方法によって得られ、２つの方法は、ＮＧＦ　ＥＬＩＳＡに
よる同様の生物活性を有する物質をもたらした（図７）。ＨＣＡおよびＨＣＤアイソタイ
プは、ＨＣＢおよびＨＣＣアイソタイプに対するよりも互いに同様に関連しているので、
それらの方法は、両方のアイソタイプについて用いられる。
　抗体の精製のさらなる探索において、本発明者は、脱グリコシルＨＣＢ*アイソタイプ
抗ＮＧＦ抗体が、ＨＣＢアイソタイプと同様に、プロテインＡに依然として結合すること
でき、したがって、ＣＤＣ活性の欠如およびプロテインＡクロマトグラフィーによる精製
という望ましい特性を有することを驚くべきことに見いだした。
【００３５】
　イヌ安全性試験
　望まれていないＣＤＣ活性を有さないようにデザインされている本発明の抗体がイヌに
投与して安全であることを示すために、高度に精製した抗ＮＧＦ　ＨＣＡアイソタイプ抗
体を静脈内注射により３匹のイヌに注射した（施設内動物倫理委員会（ＣＲＬ、Ｉｒｅｌ
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ａｎｄ）による事前の承認の後に）。図８に獣医により観察された行動変化の欠如に加え
て、３匹のイヌがＨＣＡアイソタイプ抗体の注射（単回２ｍｇ／ｋｇ投与）の後に体重変
化または発熱を示さなかったことを示す。
【００３６】
　３匹のイヌにおけるＨＣＡアイソタイプ抗体の血漿動態は、約９日の長いベータ半減期
を含む、２相分布およびクリアランスメカニズムと一致していた（図９）。１４日のフォ
ローアップ期間にわたる迅速なクリアランスの欠如は、それらがイヌ抗体に対する抗抗体
応答反応でないことと一致していた。これに反して、ヒト免疫グロブリン重鎖定常ドメイ
ンは、イヌにおいて免疫原性であり、注入の約８または９日後に血漿から速やかに除去さ
れる（Richter 1999, Drug Met. Disp. 27, 21-25）。
【００３７】
　炎症のイヌモデル
　すべての実験は、施設内動物倫理委員会（ＣＲＬ、Ｉｒｅｌａｎｄ）の事前の承認によ
り実施した。約２４時間後に始まり、イヌが一時的に跛行になる原因になる自己消散性炎
症を発生させるためにビーグル犬の１本の後肢の足蹠にカオリンを注射した（＝－１日目
）。このモデルにおいて、カオリンに対する初期炎症反応が沈静化すると、イヌは、約１
～２週間の期間にわたって徐々に跛行が少なくなり、その後、完全な回復を示す。
　３匹のイヌの群に２００μｇ／ｋｇ体重の抗イヌ（ＨＣＡアイソタイプ）ＮＧＦモノク
ローナル抗体または溶媒対照としてのリン酸緩衝生理食塩水を静脈内注射した（＝０日目
）。イヌを視覚採点法により７日間にわたり跛行について評価した（スコア０、無跛行（
完全な体重支持）；スコア１、軽度の跛行（完全な体重支持はないが、十分に歩行してい
る）；スコア２、中等度の跛行（わずかに体重を支持し、十分な歩行はできない）；スコ
ア３、重度の跛行（無体重支持））。観察は、どのイヌがどの注射を受けたかについて盲
検化した。
【００３８】
　結果を図１０に示す。跛行スコアは、抗ＮＧＦモノクローナル抗体の投与を受けたイヌ
において溶媒対照と比較して注射後３日目までに低下し、これにより、抗ＮＧＦモノクロ
ーナル抗体が溶媒単独で認められたのと比べてイヌにおける疼痛を低減する効果を示した
ことがわかる。活性の遅延は、約３０時間の遅い組織分布（アルファ）相を示した抗イヌ
ＮＧＦモノクローナル抗体の血漿薬物動態および足蹠部の比較的に不十分な血管分布と一
致している。図１０に示す結果は、本発明の抗イヌＮＧＦ抗体がイヌにおける炎症性疼痛
を低減し、結果として起こる跛行の低減が伴うことを示すものである。
　総合すると、本発明者により記述された結果は、ＣＤＣ不活性のＨＣＡアイソタイプを
用いて構築された精製イヌ抗体が、イヌにおいて安全かつ有効であり、望ましい長い半減
期を有することを示すものである。
　本明細書で言及したすべての文書は、参照により本明細書に組み込まれる。本発明の記
述した実施形態の様々な修正形態および変形形態は、本発明の範囲から逸脱することなく
当業者に明らかである。本発明を特定の好ましい実施形態に関連して記述したが、請求し
た本発明をそのような特定の実施形態に必要以上に限定すべきでないことを理解すべきで
ある。実際、当業者に明らかである本発明を実施する記載された形態の様々な修正は、本
発明の範囲内にあるものとする。
【００３９】
　定義
　別途定義しない限り、本明細書で用いたすべての技術および科学用語は、本発明の分野
の技術者によって一般的に理解される意味を有する。用語の意味および適用範囲は、明確
であるべきであるが、多義性がある場合、本明細書に示す定義が辞書または外部定義に優
先する。
　本明細書を通して、文脈上他の状態が要求されない限り、用語「含む（comprise）」も
しくは「包含する（include）」、または「含む（comprises）」もしくは「含むこと（co
mprising）」、「包含する（includes）」もしくは「包含すること（including）」など
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の変形形態は、記載された整数または整数の群の包含を意味するが、他の整数または整数
の群の除外は意味しないと理解される。
【００４０】
　本明細書で用いているように、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」などの用語は、文脈
上他の状態が明確に要求されない限り、単数形および複数形の指示対象を含む。したがっ
て、例えば、「活性薬（an active agent）」または「薬理学的に活性な薬剤（a pharmac
ologically active agent）」への言及は、単一の活性薬ならびに組み合わされた２種以
上の活性薬を含み、一方で「担体（a carrier）」への言及は、２種以上の担体の混合物
ならびに単一の担体などを含む。さらに、文脈上他の状態が要求されない限り、単数形の
用語は、複数状態を含むものとし、複数形の用語は、単数状態を含むものとする。
　本明細書で定義したように、「疼痛」という用語は、実際もしくは潜在的組織損傷に伴
う、またはそのような損傷に関して表現される不愉快な感覚的および精神的経験を意味す
る。
【００４１】
　術中または術後疼痛に関連して、米国動物福祉法（Animal Welfare Act 2002. AWA reg
ulations, CFR, Title 9 (動物および動物製品(Animals and Animal Product)), Chapter
 1 (農務省動植物防疫局(Animal and Plant Health Inspection Service, Department of
 Agriculture)). Subchapter A (動物福祉(Animal Welfare), Parts 1-4)は、有痛性処置
を、当該処置が施された人間における軽度または瞬間的な疼痛または苦痛以上のもの、す
なわち、注射または他の比較的重要でない処置によって引き起こされる疼痛を超える疼痛
を引き起こすと合理的に予想されるような処置と定義している。したがって、イヌが有痛
性外科処置を受ける場合、動物は術後鎮痛薬の投与を受けるべきである。
　さらなる例において、イヌは、慢性関節リウマチ、変形性関節症、炎症または癌性もし
くは悪性状態などの関連症状の結果としての顕著または慢性疼痛を経験している可能性が
ある。
【００４２】
　「侵害受容」という用語は、侵害刺激の知覚を意味する。本明細書で定義したように、
「神経障害性疼痛」（「神経痛」としても公知）は、神経からのシグナルに関連する問題
によってもたらされる疼痛である。それは、体性感覚系を冒す病変または疾患の結果とし
て生じ得る。神経障害性疼痛の原因が存在し、それは、自発的に起こる感覚異常と呼ばれ
る異常な感覚に関連し得る。あるいは、それは、通常疼痛を引き起こさないような接触ま
たは刺激によって疼痛が始まったり、悪化したりするときに生ずる異痛症に関連し得る。
例えば、三叉神経痛がある場合には、顔面へのわずかな接触が疼痛を誘発することがあり
、または糖尿病性神経障害がある場合には、寝具の圧力が疼痛を誘発することがある。神
経障害性疼痛は、通常疼痛を引き起こさないような接触または刺激によって疼痛が始まっ
たり、悪化したりする異痛症にも起因し得る。例えば、対象が三叉神経痛を有する場合に
は、顔面へのわずかな接触が疼痛を誘発することがある。痛覚過敏に関連する神経障害性
疼痛は、激しい痛みが、通常わずかな不快感をもたらすような刺激または接触に起因する
ことを意味するが、錯感覚は、例えば、ピンや針などの疼痛を引き起こす部位と接触して
いるものが存在していないときでさえ不快感または苦痛な感覚が起こることを意味する。
他の形の神経障害性疼痛は、皮膚におけるアレルギーまたは炎症反応に関連し得る掻痒症
または痒みならびに組織損傷および修復過程に起因する炎症性疼痛を伴う。
【００４３】
　本明細書で定義したように、「ＮＧＦ中和抗体」という用語または類似の用語は、ＮＧ
Ｆの生物学的活性化またはシグナル伝達を中和することができる抗体を言う。拮抗抗体ま
たは遮断抗体と呼ばれることもある中和抗体は、特異的に、好ましくは選択的にＮＧＦに
結合し、ＮＧＦの１つまたは複数の生物学的活性を阻害する。例えば、中和抗体は、細胞
膜結合ＴｒｋＡまたはｐ７５受容体のようなその標的リガンドへのＮＧＦの結合を阻害し
得る。
【００４４】
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　本明細書で用いているように、「生物学的活性」という用語は、分子の１つまたは複数
の固有の生物学的特性（ｉｎ　ｖｉｖｏで認められるような天然に存在するか、または組
換え手段によりもたらされるもしくは可能になるかにかかわりなく）を意味する。生物学
的特性は、受容体結合および／または活性化、細胞シグナル伝達または細胞増殖の誘導、
細胞成長の抑制、サイトカインまたはケモカイン産生の誘導、アポトーシスの誘導および
酵素活性を含むが、これらに限定されない。
　「相補性決定領域（ＣＤＲ）」という用語は、本明細書で用いているように、Ｋａｂａ
ｔら（Kabat, E.A.,Wu, T.T., Perry, H., Gottesman, K. and Foeller, C. (1991) Sequ
ences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition. NIH Publication No. 
91-3242）によって概説されたように天然免疫グロブリン結合部位の天然Ｆｖ領域の結合
親和性と特異性とを合わせて定めるアミノ酸配列を意味する。「フレームワーク領域（Ｆ
Ｒ）」という用語は、本明細書で用いているように、ＣＤＲｓの間に介在しているアミノ
酸配列を意味する。抗体のこれらの部分は、ＣＤＲｓを適切な配向に保持する役割を果た
す（ＣＤＲｓが抗原に結合することを可能にする）。
【００４５】
　「定常領域（ＣＲ）」という用語は、本明細書で用いているように、エフェクター機能
を付与する抗体分子の部分を意味する。本発明において、定常領域は、一般的にイヌ定常
領域、すなわち、対象のイヌ化抗体の定常領域がイヌ免疫グロブリンに由来することを意
味する。
　「キメラ抗体」という用語は、本明細書で用いているように、一般的に異なる種のもの
である、２つの異なる抗体に由来する配列を含む抗体を意味する。最も一般的には、キメ
ラ抗体は、標的エピトープに特異的に結合するドナー種（donor specifies）に由来する
可変ドメインおよび抗体を投与すべき標的種から得られた抗体に由来する定常ドメインを
含む。
【００４６】
　「免疫原性」という用語は、本明細書で用いているように、受容者に投与したときに免
疫応答（体液性または細胞性）を誘発する標的タンパク質または治療用部分の能力の尺度
を意味する。本発明は、対象イヌ化抗体の免疫原性に関係する。好ましくは、本発明の抗
体は、免疫原性を有さない、すなわち、イヌに投与したときにそれらに対して中和抗体が
産生されず、さらに、抗体のＦｃ領域によってエフェクター機能が媒介されない。
　「同一性」または「配列同一性」という用語は、本明細書で用いているように、整列配
列における特定のアミノ酸残基の位置において、アミノ酸残基が整列配列間で同じである
ことを意味する。「類似性」または「配列類似性」という用語は、本明細書で用いている
ように、整列配列における任意の特定の位置において、アミノ酸残基が配列間で類似した
種類のものであることを示す。例えば、ロイシンは、イソロイシンまたはバリン残基に置
換することができる。これは、保存的置換と呼ばれることがある。好ましくは、本発明の
アミノ酸配列がそれに含まれているアミノ酸残基のいずれかの保存的置換により修飾され
る場合、これらの変化は、非修飾抗体と比較したとき、得られる抗体の結合特異性または
機能的活性に影響を及ぼさない。
【００４７】
　本発明の（天然）ポリペプチドおよびその機能的誘導体に関する配列同一性は、配列を
整列させ、最大の百分率の相同性を達成するために必要な場合にギャップを導入した後、
配列同一性の一部として保存的置換を考慮せずに、対応する天然ポリペプチドの残基と同
一である候補配列におけるアミノ酸残基の百分率に関するものである。ＮまたはＣ末端の
伸長も挿入も、配列同一性または相同性を減少させると解釈しないものとする。２つ以上
のアミノ酸配列のアライメントを実施し、それらの配列同一性または相同性を判定するた
めの方法およびコンピュータプログラムは、当業者に周知である。例えば、２つのアミノ
酸配列の同一性または類似性の百分率は、アルゴリズム、例えば、ＢＬＡＳＴ（Altschul
 et al. 1990）、ＦＡＳＴＡ（Pearson & Lipman 1988）またはＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒ
ｍａｎアルゴリズム（Smith & Waterman 1981）を用いて容易に計算することができる。
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【００４８】
　本明細書で用いているように、第２のアミノ酸残基との「最高の相同性」を有するアミ
ノ酸残基への言及は、第２のアミノ酸残基と共通の大部分の特性および性質を有するアミ
ノ酸残基を意味する。アミノ酸残基が第２のアミノ酸残基との最高の相同性を有するかど
うかを判定する際に、一般的に、例えば、電荷、極性、疎水性、サイドアームの質量およ
びサイドアームの大きさなどであるが、これらに限定されない因子の評価を行うことがで
きる。
　「対応する位置」という用語は、本明細書で用いているように、２つの配列の間の最大
の配列同一性を可能にするように２つの配列を整列させた場合に、第１の配列における指
定されたアミノ酸残基に対応する位置における第２の配列に存在するアミノ酸残基が、第
１の配列における位置と同じ位置である第２の配列における位置を指すものであることを
意味する。対応する位置におけるアミノ酸残基は、同じＫａｂａｔ番号付けを有する。
【００４９】
　「から本質的になる」または「から本質的になること」という用語は、本明細書で用い
ているように、付加的な特徴または要素がイヌＮＧＦに対する結合特異性を有する抗体ま
たは抗体断片の能力に実質的に影響を及ぼさないならば、ポリペプチドが、記載されてい
るものを超える付加的な特徴または要素を有していてもよいことを意味する。すなわち、
ポリペプチドを含む抗体または抗体断片は、イヌＮＧＦに結合し、イヌＮＧＦの機能活性
に拮抗する抗体または抗体断片の能力を妨げない付加的な特徴または要素を有していても
よい。そのような修飾は、抗体の免疫原性を低減するためにアミノ酸配列に導入すること
ができる。例えば、指定された配列から本質的になるポリペプチドは、配列のいずれかの
末端または両末端に１つ、２つ、３つ、４つ、５つまたはそれを超える付加、欠失または
置換アミノ酸を含んでいてもよく、ただし、これは、これらのアミノ酸が、イヌＮＧＦへ
の結合における抗体または抗体断片の役割を妨害、阻害、阻止または遮断せず、その生物
学的機能を奪わないという条件のもとである。同様に、本発明のイヌＮＧＦ拮抗抗体に寄
与するポリペプチド分子は、１つまたは複数の官能基で化学的に修飾されていてもよく、
ただし、これは、そのような官能基が、イヌＮＧＦに結合し、その機能に拮抗する抗体ま
たは抗体断片の能力を妨げないという条件のもとである。
【００５０】
　本明細書で用いているように、「有効量」または「治療有効量」という用語は、必要な
治療効果をもたらすのに必要な本発明の薬剤、結合化合物、小分子、融合タンパク質また
はペプチド模倣薬の量を意味する。
　「ポリペプチド」、「ペプチド」または「タンパク質」という用語は、隣接する残基の
アルファアミノ基とカルボキシ基との間のペプチド結合により互いに連結された線状の一
連のアミノ酸残基を示すために本明細書において同義で用いる。アミノ酸残基は、通常天
然「Ｌ」異性体の形である。しかし、「Ｄ」異性体における残基は、所望の機能特性がポ
リペプチドにより保持されている限り、任意のＬ－アミノ酸残基に置換することができる
。
【００５１】
　本明細書で定義したように、「抗体」は、対象の標的抗原、この場合には、組換えによ
り調製することができる、または免疫グロブリン遺伝子もしくは免疫グロブリン遺伝子の
断片により遺伝的にコードされ得る、１つまたは複数のポリペプチドを有するイヌ神経成
長因子に特異的に結合する抗原結合性タンパク質を含む。「抗体」という用語は、モノク
ローナルおよびキメラ抗体、特にイヌ化抗体を含み、ポリクローナル抗体またはあらゆる
クラスもしくはサブタイプの抗体をさらに含む。「抗体」はさらに、ハイブリッド抗体、
二重特異性抗体、ヘテロ抗体に、抗原結合性を保持するその機能的断片に及ぶ。
　「に特異的に結合する」という語句は、タンパク質の異種集団に存在する特定のタンパ
ク質または標的への抗体の結合を意味する。したがって、特定のイムノアッセイ条件で存
在する場合、抗体は、特定のタンパク質、この場合、イヌＮＧＦに結合し、試料中に存在
する他のタンパク質に有意な量で結合しない。



(18) JP 5969102 B2 2016.8.10

10

20

30

40

50

【００５２】
　本明細書で定義したように、「イヌ」は、「犬」と呼ばれることもある。イヌは、三命
名法による名称カニス・ルプス・ファミリアーリス（Canis lupus familiaris）（Ｃａｎ
ｉｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ）またはカニス・ルプス・ディンゴ
（Canis lupus dingo）を有する亜種に属すると分類することができる。イヌは、任意の
犬の種を含み、野生およびペット品種の両方を含み、後者は、コンパニオン動物とも呼ば
れている。
【００５３】
　例示の目的のために記載するものであって、本発明に対する制限であると解釈されるこ
とを意図するものでない以下の実施例に関して、本発明を述べることとする。本発明の方
法および技術は、当技術分野で周知であり、特に示さない限り、本明細書を通して引用し
、述べた種々の一般的およびより詳細な参考文献に記載されている従来の方法に従って一
般的に実施される。
【００５４】
　本発明の具体的な実施態様をいくつか例示的に以下に列挙する。
（１）イヌの治療処置に用いる抗体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、前
記抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号８、配列番号１１または配列番号１
３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、重鎖のアミノ酸配列が、抗体、融合タ
ンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに下流免疫系エフェクター機能
の活性化を最小限にする、抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（２）イヌの治療処置が疼痛もしくは炎症またはそれに関連する状態の治療に関連する、
（１）に記載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（３）イヌの治療処置が関節炎または関節炎状態の治療に関連する、（２）に記載の抗体
、融合タンパク質または結合性断片。
（４）疼痛が神経障害性疼痛、腫瘍痛、慢性関節リウマチに関連する、または起因する疼
痛、変形性関節症に関連する、または起因する疼痛、炎症に関連する、または起因する疼
痛および掻痒症に関連する、または起因する疼痛からなる群から選択される、（２）に記
載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（５）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞傷
害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（１）から（４）までのいず
れかに記載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（６）標的抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルスおよ
び補体カスケードの成分からなる群から選択される、（１）から（５）までのいずれかに
記載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（７）イヌ対象における疼痛または炎症の治療に用いる医薬の調製における、抗体、融合
タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに重鎖のアミノ酸配列が下流
免疫系エフェクター機能の活性化を最小限にする、配列番号８、配列番号１１または配列
番号１３のアミノ酸配列を有する重鎖定常ドメインを含む抗体もしくは融合タンパク質ま
たはその結合性断片の使用。
（８）疼痛が神経障害性疼痛、腫瘍痛、慢性関節リウマチに関連する、または起因する疼
痛、変形性関節症に関連する、または起因する疼痛、炎症に関連する、または起因する疼
痛および掻痒症に関連する、または起因する疼痛からなる群から選択される、（７）に記
載の使用。
（９）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞傷
害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（７）または（８）のいずれ
かに記載の使用。
（１０）標的抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルスお
よび補体カスケードの成分からなる群から選択される、（７）から（９）までのいずれか
に記載の使用。
（１１）それを必要とするイヌ対象における疼痛または炎症を治療、抑制または改善する
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方法であって、
　疼痛または炎症の治療または予防における特定の機能を有する標的抗原に特異的に結合
する抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片であって、配列番号８、配列番号
１１または配列番号１３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、下流免疫系エフ
ェクター機能を活性化しない、抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片を準備
するステップと、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質または結合性断片をイヌ対象に投与するステップと
を含む、方法。
（１２）疼痛が神経障害性疼痛、腫瘍痛、慢性関節リウマチに関連する、または起因する
疼痛、変形性関節症に関連する、または起因する疼痛、炎症に関連する、または起因する
疼痛および掻痒症に関連する、または起因する疼痛からなる群から選択される、（１１）
に記載の方法。
（１３）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（１１）または（１２）に
記載の方法。
（１４）標的抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルスお
よび補体カスケードの成分からなる群から選択される、（１１）から（１３）までのいず
れかに記載の方法。
（１５）鎮痛薬、ＮＳＡＩＤ、オピオイド、コルチコステロイドおよびステロイドからな
る群から選択される少なくとも１つのさらなる薬剤を併用投与するステップをさらに含む
、（１１）から（１４）までのいずれかに記載の方法。
（１６）イヌの治療処置に用いる抗体、融合タンパク質またはその結合性断片であって、
前記抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号９、配列番号１０または配列番号
１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、重鎖のアミノ酸配列が、抗体、融合
タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに下流免疫系エフェクター機
能の活性化を媒介する、抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（１７）治療処置が癌性または悪性状態の治療に関連する、（１６）に記載の抗体、融合
タンパク質または結合性断片。
（１８）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（１６）に記載の抗体、融
合タンパク質または結合性断片。
（１９）標的抗原が癌特異抗原である、（１６）から（１８）までのいずれかに記載の抗
体、融合タンパク質または結合性断片。
（２０）癌特異抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルス
および補体カスケードの成分からなる群から選択される、（１９）に記載の抗体、融合タ
ンパク質または結合性断片。
（２１）癌特異抗原がタンパク質ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＥＧＦＲ、ＶＥＧ
ＦＲおよびＨＥＲ２からなる群から選択される、（１９）に記載の抗体、融合タンパク質
または結合性断片。
（２２）イヌ対象における癌性または悪性状態の治療に用いる医薬の調製における、抗体
、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときに重鎖のアミノ酸配列
が下流免疫系エフェクター機能の活性化を媒介する、配列番号９、配列番号１０または配
列番号１４のアミノ酸配列を有する重鎖定常ドメインを含む抗体、融合タンパク質または
その結合性断片の使用。
（２３）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（２２）に記載の使用。
（２４）標的抗原が癌特異抗原である、（２２）または（２３）に記載の使用。
（２５）癌特異抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルス
および補体カスケードの成分からなる群から選択される、（２４）に記載の使用。
（２６）癌特異抗原がタンパク質ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＥＧＦＲ、ＶＥＧ
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ＦＲおよびＨＥＲ２からなる群から選択される、（２４）に記載の使用。
（２７）イヌ対象における癌性または悪性状態の治療または予防の方法であって、
　癌性または悪性状態の治療における特定の機能を有する標的抗原に特異的に結合する抗
体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片であって、配列番号９、配列番号１０ま
たは配列番号１４のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有し、下流免疫系エフェクタ
ー機能を活性化する、抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステ
ップと、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質または結合性断片をそのような治療を必要とするイ
ヌ対象に投与するステップと
を含む、方法。
（２８）下流免疫系エフェクター機能が補体依存性細胞傷害、抗体依存性細胞媒介性細胞
傷害および抗体依存性細胞病原性からなる群から選択される、（２７）に記載の方法。
（２９）標的抗原が癌特異抗原である、（２７）または（２８）に記載の方法。
（３０）癌特異抗原がサイトカイン、ケモカイン、成長因子、細胞表面受容体、ウイルス
および補体カスケードの成分からなる群から選択される、（２９）に記載の方法。
（３１）癌特異抗原がタンパク質ＣＤ２、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２０、ＥＧＦＲ、ＶＥＧ
ＦＲおよびＨＥＲ２からなる群から選択される、（２９）に記載の方法。
（３２）イヌにおける状態の治療に用いる抗体、融合タンパク質またはその結合性断片で
あって、その標的抗原に結合するときにＣ１ｑに結合しない重鎖定常ドメインを有し、プ
ロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製することができる、抗体、融合タンパク質ま
たはその結合性断片。
（３３）抗体が配列番号６のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する、（３２）に
記載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（３４）抗体が配列番号１３のアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する、（３２）
に記載の抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（３５）イヌにおける疼痛および／または炎症に関連する状態の治療用の医薬の調製にお
ける、抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときにＣ１ｑに
結合しない重鎖定常ドメインを含み、プロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製する
ことができる、抗体、融合タンパク質またはその結合性断片の使用。
（３６）抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号６のアミノ酸配列を含む重鎖
定常ドメインを有する、（３５）に記載の使用。
（３７）抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号１２、配列番号１３および配
列番号１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメインを有する、（
３５）に記載の使用。
（３８）それを必要とするイヌ対象における疼痛または炎症を治療、抑制または改善する
方法であって、
　抗体、融合タンパク質または結合性断片がその標的抗原に結合するときにＣ１ｑに結合
しない重鎖定常ドメインを含み、プロテインＡクロマトグラフィーを用いて精製すること
ができる、抗体または融合タンパク質またはその結合性断片を準備するステップと、
　治療有効量の抗体、融合タンパク質または結合性断片をイヌ対象に投与するステップと
を含む、方法。
（３９）抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号６のアミノ酸配列を含む重鎖
定常ドメインを有する、（３８）に記載の方法。
（４０）抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号１３のアミノ酸配列を含む重
鎖定常ドメインを有する、（３８）に記載の方法。
（４１）標的抗原に特異的に結合させるためにイヌに治療的に投与することができる組換
え抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片であって、抗体、融合タンパク質ま
たは結合性断片の定常ドメインがＣ１ｑ補体に結合せず、定常ドメインの重鎖が、配列番
号８のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＡ、配列
番号１１のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソタイプＤま
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たは配列番号１３のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメ
インアイソタイプＢを含む、組換え抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片。
（４２）抗体、融合タンパク質または結合性断片が配列番号６、配列番号１２、配列番号
１３および配列番号１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖定常ドメイン
を有する、（４１）に記載の組換え抗体、融合タンパク質または結合性断片。
（４３）標的抗原に特異的に結合させるためにイヌに治療的に投与することができ、組換
え抗体、融合タンパク質またはその結合性断片へのＣ１ｑ補体の結合および関連する補体
依存性細胞障害によって特徴付けられる免疫応答をさらに媒介する組換え抗体もしくは融
合タンパク質またはその結合性断片であって、抗体、融合タンパク質または結合性断片の
重鎖が、配列番号９のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインアイソ
タイプＢ、配列番号１０のアミノ酸配列を有するイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインア
イソタイプＣまたは配列番号１４のアミノ酸配列を有する脱グリコシルイヌ免疫グロブリ
ン重鎖アイソタイプＣを含む、抗体もしくは融合タンパク質またはその結合性断片。
（４４）（４１）から（４３）までのいずれかに記載の抗体、融合タンパク質または結合
性断片および少なくとも１つの薬学的に許容される担体、賦形剤または希釈剤を含む医薬
組成物。
（４５）（４１）から（４３）までのいずれか１項に記載の抗体、融合タンパク質または
結合性断片をコードする単離核酸、前記核酸を含む発現ベクターまたは前記発現ベクター
を含む宿主細胞。
（４６）供給源混合物からのイヌ由来免疫グロブリンまたは配列番号８のアミノ酸配列を
有するアイソタイプＡのイヌ重鎖定常ドメインもしくは配列番号１１のアミノ酸配列を有
するアイソタイプＤのイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインを含む免疫グロブリンもしく
は融合タンパク質の精製の方法であって、
　（ｉ）標的免疫グロブリンまたは融合タンパク質を含む供給源混合物を準備するステッ
プと、
　（ｉｉ）供給源混合物を陰イオン交換クロマトグラフィーにかけるステップと、
　（ｉｉｉ）供給源混合物を疎水性相互作用クロマトグラフィーにかけるステップと、
　（ｉｖ）供給源混合物をサイズ排除クロマトグラフィーにかけるステップと
を含む、方法。
（４７）供給源混合物からのイヌ由来免疫グロブリンまたは配列番号８のアミノ酸配列を
有するアイソタイプＡのイヌ重鎖定常ドメインもしくは配列番号１１のアミノ酸配列を有
するアイソタイプＤのイヌ免疫グロブリン重鎖定常ドメインを含む免疫グロブリンもしく
は融合タンパク質の精製の方法であって、
　（ｉ）標的免疫グロブリンまたは融合タンパク質を含む供給源混合物を準備するステッ
プと、
　（ｉｉ）供給源混合物をカプトアドヒアアフィニティークロマトグラフィーにかけるス
テップと、
（ｉｉｉ）供給源混合物を陰イオン交換クロマトグラフィーにかけるステップと
を含む、方法。
（４８）イヌの治療に用いる（４６）または（４７）に記載の精製方法により生産される
抗体または融合タンパク質。
【実施例】
【００５５】
（例１）
　各種のイヌアイソタイプを有する抗イヌＮＧＦ抗体のデザインおよび製造
　イヌＮＧＦに対する抗体（ｃａＮ抗体と呼ぶ）をデザインし、ＨＣＡ（配列番号１）、
ＨＣＢ（配列番号２）、ＨＣＣ（配列番号３）またはＨＣＤ（配列番号４）から選択され
る重鎖定常ドメイン（ＣＨ２およびＣＨ３）に連結した同一可変重ドメイン（ＶＨ）を用
いて構築した。可変軽鎖（ＶＬ）は、イヌカッパ定常ドメイン（配列番号５）に連結した
。コドンの最適選択および完全な化学遺伝子合成ならびに哺乳類細胞発現ベクターｐｃＤ



(22) JP 5969102 B2 2016.8.10

10

20

30

40

50

ＮＡ３．１＋へのクローニングにより、組み合せたアミノ酸配列を哺乳類細胞中で発現可
能な形に変換した。具体的には、デザインしたアミノ酸を合成によるｃＤＮＡの発現可能
な形に構築し、哺乳類細胞発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１（＋）にクローニングした。全
抗体配列は、イヌ化可変ドメイン配列をＣ末端イヌ定常重または定常軽鎖配列と組み合せ
ることにより生成させた。イヌ化ａＤ１１　ＶＨドメインを４つの重鎖アイソタイプＨＣ
Ａ、ＨＣＢ、ＨＣＣおよびＨＣＤ（配列番号１～配列番号４）のそれぞれと、またイヌ化
ａＤ１１　ＶＬドメインをイヌカッパ軽鎖定常ドメイン（配列番号５）と組み合せた。コ
ドンの最適選択および完全な化学遺伝子合成ならびに哺乳類細胞発現ベクターｐｃＤＮＡ
３．１＋へのクローニングにより、組み合せたアミノ酸配列を哺乳類細胞中で発現可能な
形に変換した。
【００５６】
　イヌ化重および軽鎖ｃＤＮＡプラスミドの組合せ（配列番号５プラス配列番号１（ＨＣ
Ａ）を用いたｃａＮ－ＨＣＡ－ｋＬＣ、配列番号５プラス配列番号２（ＨＣＢ）を用いた
ｃａＮ－ＨＣＢ－ｋＬＣ、配列番号５プラス配列番号３（ＨＣＣ）を用いたｃａＮ－ＨＣ
Ｃ－ｋＬＣおよび配列番号５プラス配列番号４（ＨＣＤ）を用いたｃａＮ－ＨＣＤ－ｋＬ
Ｃ）をＣＨＯ細胞にトランスフェクトし、上清を採取し、ＥＬＩＳＡ法でＮＧＦと反応さ
せた。インキュベーションおよび洗浄ステップの後、結合イヌ抗体を、西洋ワサビペルオ
キシダーゼ（ＨＲＰ）に結合したヤギ抗イヌＩｇＧ特異的ポリクローナル抗体との反応性
により検出し、ＴＭＢを用いて発色させた。得られた生成物の光学濃度を４５０ｎｍで測
定し、モック空ベクタートランスフェクト上清からの生成物と比較した。４つのイヌ化抗
体アイソタイプのＮＧＦへの結合の結果を図１に示す。これらの抗体のそれぞれが同じ軽
鎖（ｃａＮ－ｋＬＣ）を有しており、これは、イヌカッパ定常ドメインを含む軽鎖である
。各抗体は、異なる重鎖定常ドメインを有する。したがって、特定の重鎖可変ドメインが
４種の異なる定常ドメインの１つと組み合わされている（ｃａＮ－ＨＣＡ、ｃａＮ－ＨＣ
Ｂ、ｃａＮ－ＨＣＣまたはｃａＮ－ＨＣＤ）。ＮＧＦへの同等な結合がイヌ重鎖アイソタ
イプのそれぞれについて認められた。
　抗体上清をＥＬＩＳＡアッセイによりＮＧＦ結合（図１Ａ）について、ＴＦ－１細胞増
殖阻害アッセイによりＮＧＦ中和（図１Ｂ）について試験した。図１でわかるように、４
種のアイソタイプがこれらのアッセイにおいて互いに同等の活性を有していた。すなわち
、それらはすべて、イヌＮＧＦに特異的に結合した。
【００５７】
（例２）
　ＮＧＦ捕捉イヌ化抗体により誘導される補体沈着
　次いで、４つの抗体含有上清を、ＮＧＦに結合したときに補体に結合するそれらの能力
について補体Ｃ１ｑ　ＥＬＩＳＡを用いて評価した。プレートを１００μｌ／ウエルの５
μｇ／ｍｌマウスＮＧＦで被覆し、５％ＢＳＡ／ＰＢＳでブロックした。被覆ウエルを、
ＰＢＳ／１％ＢＳＡ（１００μｌ／ウエル）で希釈した組換えイヌ化抗ＮＧＦ　ＩｇＧア
イソタイプを含む細胞培養上清とともに室温で１時間インキュベートした。プレートを洗
浄し、０．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2、２ｍＭ　ＣａＣｌ2、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０、０．
１％ゼラチンおよび０．５％ＢＳＡを含むベロナール緩衝生理食塩水で１／１００に希釈
した１００μｌ／ウエルのヒト血清とともに室温で１時間インキュベートした。洗浄後、
プレートをＰＢＳ／１％ＢＳＡで１／８００に希釈の１００μｌのヒツジ抗Ｃ１ｑ－ＨＲ
Ｐ（Ｓｅｒｏｔｅｃ）とともにインキュベートした。洗浄後、プレートを１００μｌ　Ｔ
ＭＢ基質の添加により発色させた。すべての補体Ｃ１ｑ結合をＡ４５０マイナス熱不活性
化補体バックグラウンドとして表した。１００μｌの２Ｎ　Ｈ2ＳＯ4の添加により発色を
停止させ、４５０ｎｍで吸光度を読み取った。
【００５８】
　結果を図２に示す。これらの結果は、固定化イヌ化ＨＣＢおよびＨＣＣ型抗体にＣ１ｑ
が結合すること、ならびにイヌ化ＨＣＡおよびＨＣＤ型抗体にＣ１ｑが結合しないことを
示している。したがって、結果は、驚くべきことに、異なるイヌ由来の重鎖が異なる補体
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結合性、ひいては活性化特性を示し、またＨＣＡおよびＨＣＤ型重鎖を有するイヌ化抗体
がイヌＮＧＦに拮抗するのに用いるのが意外にも好ましいことを示している。したがって
、イヌＮＧＦに特異的に結合するが、ＣＤＣを媒介しない抗体を製造する能力は、極めて
有利である。その理由は、ＮＧＦに特異的に結合するが、ＮＧＦを発現する細胞の近傍に
おける免疫応答を媒介する抗体は、極めて望ましくないことになるからである。
【００５９】
（例３）
　ＨＣＢおよびＨＣＣ重鎖アイソタイプを有する抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体のＮＦ
Ｇ捕捉Ｎ－グリコシル化および脱グリコシル変異体の補体結合性
　ＨＣＢおよびＨＣＣ重鎖アイソタイプを用いた抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体のＮ－
グリコシル化および脱グリコシル変異体のＮＧＦへの結合性の比較を行った。配列番号５
および配列番号２（ＨＣＢ）、配列番号５および配列番号６（ＨＣＢ*）、配列番号５お
よび配列番号３（ＨＣＣ）または配列番号５および配列番号７（ＨＣＣ*）により表示さ
れる軽鎖および重鎖対をコードする発現ベクターをＣＨＯ細胞にコトランスフェクトし、
上清を結合ＥＬＩＳＡによりマウスＮＧＦと比較した。結果を図３に示す。左側パネルに
ＨＣＢ重鎖（ＨＣＢ）、脱グリコシルＨＣＢ重鎖（ＨＣＢ*）、ＨＣＣ重鎖（ＨＣＣ）ま
たは脱グリコシルＨＣＣ重鎖（ＨＣＣ*）を用いて構築した抗ＮＧＦ　ＭＡｂｓの発現の
ＥＬＩＳＡによる検出を示す。－白抜きバーは、未希釈の上清を示し、陰影付きバーは、
１／１０希釈の上清を示し、Ｃは、未希釈陰性対照上清を示す。ＮＧＦへの同等の結合が
認められた。
【００６０】
　同様に、ＨＣＢおよびＨＣＣの定常ドメインＮ結合グリコシル化部位を除去するように
デザインされた抗体（ＨＣＢ*（配列番号６）およびＨＣＣ*（配列番号７）と呼ぶ）を、
それらの補体結合性を除去しようとして軽鎖と共発現させ、補体活性について評価した（
図３）。驚くべきことに、脱グリコシル化ＨＣＢ*は、補体に結合することができなかっ
たが、脱グリコシル化ＨＣＣ*は、補体に結合することができるままであった。補体結合
を媒介しないイヌ由来のグリコシル化および脱グリコシル化重鎖が特定されたことは、Ｎ
ＧＦが侵害受容に関与する可溶性メディエーターであるので、特に好都合な所見である。
　ＣＨＯ細胞トランスフェクタント上清を、例２で述べたＣ１ｑ　ＥＬＩＳＡアッセイを
用いて補体を動員する能力について試験した。結果を図３の右側パネルに示す。総合する
と、図３における結果は、補体Ｃ１ｑを動員する能力がＢ型重鎖におけるＮ結合グリコシ
ル化部位の除去（ＨＣＢ*）により無効にされ、Ｃ型重鎖における同様の変異（ＨＣＣ*）
により減弱したことを示している。
【００６１】
　したがって、全く驚くべきことに、抗体がＨＣＡ、ＨＣＤサブタイプまたは脱グリコシ
ル化ＨＣＢ*アイソタイプのイヌ由来重鎖を有する場合、イヌＮＧＦへの抗体の結合が補
体活性化（ならびに場合によってはＡＤＣＣおよびＡＤＣＰなどの他の下流エフェクター
機能）をもたらさないことが本明細書で示されている。したがって、前記抗体は、細胞膜
結合ＴｒｋＡまたはｐ７５受容体へのイヌＮＧＦの結合を妨げることにより、イヌＮＧＦ
などの標的の生物学的機能活性に拮抗する際に、関連する下流の細胞内シグナル伝達カス
ケードを阻害する。さらに、ＮＧＦの発現は神経の近傍で頻繁に起こるので、ＨＣＡ、Ｈ
ＣＤまたはＨＣＢ*サブタイプのイヌ由来重鎖を有する、そのようなＮＧＦ拮抗または中
和抗体は、より広い免疫応答を動員することなく、イヌＮＧＦの生物学的活性を奪う。し
たがって、結果は、驚くべきことに、異なるイヌ由来の重鎖が異なる補体結合性および活
性化特性を示し、またＨＣＡおよびＨＣＤ型重鎖を有するイヌ化抗体がイヌＮＧＦに拮抗
するのに用いるのが意外にも好ましいことが示されたことを示している。補体固定を媒介
しないイヌ由来の重鎖が特定されたことは、ＮＧＦが可溶性メディエーターであるので、
特に好都合な所見である。そのような機能特性は、予期しないものであると同時に、極め
て望ましい。
【００６２】
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（例４）
　他の抗原：ＶＥＧＦおよびＣＤ２０に対するイヌ重鎖定常ドメインを有する抗体の製造
ならびにそれらの補体への結合
　異なるイヌ重鎖アイソタイプが補体への示差的結合を有するという驚くべき結果を考慮
して、例１で述べたのと同じ方法を用いてＣＨＯ細胞中で発現させたイヌ重鎖定常ドメイ
ンを用いて、抗ＶＥＧＦおよび抗ＣＤ２０抗体を同様に構築した。補体ＥＬＩＳＡにおけ
るこれらの抗体上清からのアッセイ結果を図４に示す。結果を、それらの同族抗原への結
合後に補体を動員するそれらの能力について上述の抗ＮＧＦ抗体と比較した。
【００６３】
　結果を図４に示す。パネルＡにイヌ重鎖アイソタイプＢおよびＣを用いて構築したイヌ
化ＮＧＦ　ＭＡｂならびにヒト重鎖アイソタイプＩｇＧ１およびＩｇＧ４を用いて構築し
たヒト化抗体をＮＧＦ被覆プレート上に捕捉し、ヒト血清とともにインキュベートし、結
合Ｃ１ｑを、ＨＲＰにコンジュゲートした抗Ｃ１ｑポリクローナル抗体を用いてＥＬＳＡ
により検出したことを示す。パネルＢにイヌ重鎖アイソタイプＡおよびＢ（配列番号８、
配列番号９）を用いて構築したＶＥＧＦ捕捉イヌ化抗ＶＥＧＦ　ＭＡｂｓへの補体Ｃ１ｑ
の結合の結果を示す。パネルＣにｈｕＣＤ２０細胞外ドメインペプチド上に捕捉された抗
ＣＤ２０　ＭＡｂへの補体Ｃ１ｑの結合の結果を示す（ｍｕＢ－２ａ：マウス抗ヒトＣＤ
２０　ＭＡｂおよびｍｕＢ－ＨＣＢ：イヌ重鎖アイソタイプＢ（配列番号９）とのキメラ
融合タンパク質として発現させたマウス抗ヒトＣＤ２０　ＭＡｂ）。すべての補体Ｃ１ｑ
結合をＡ４５０マイナス熱不活性化補体バックグラウンドとして表した。
【００６４】
　総合すると、これらのデータは、ＨＣＡではなく、ＨＣＢイヌ重鎖定常ドメインを用い
て構築した抗ＶＥＧＦ抗体が補体を動員することができ、イヌＨＣＢを用いて構築した抗
ＣＤ２０抗体が補体に結合することができ、したがって、上述の補体への抗ＮＧＦ抗体ア
イソタイプの示差的結合と同等であることを示している。要約すると、これらのデータは
、ＨＣＢおよびＨＣＣアイソタイプを用いて構築した抗原捕捉抗体が補体に結合するのに
対して、ＨＣＡおよびＨＣＤはそうでないという驚くべき所見を裏付けるものである。Ｈ
ＣＢおよびＨＣＣアイソタイプが補体に結合するということが特定されたことは、例えば
、ＶＥＧＦ発現またはＣＤ２０発現腫瘍細胞の腫瘍細胞死滅に特に好都合である。
【００６５】
　これらの実験の結果は、イヌ重鎖定常ドメインＨＣＡ、ＨＣＤおよび脱グリコシル化Ｈ
ＣＢ（ＨＣＢ*）アイソタイプを含む抗体がＣＤＣ活性を媒介しない免疫グロブリンに結
果的になるという例１の予期されなかった所見を裏付けるものである。したがって、本発
明者は、そのようなイヌ由来の重鎖が、ＣＤＣ媒介性免疫応答が望まれない治療法に用い
る免疫グロブリンにおいて有用性を有することを初めて確認した。そのような使用の例は
、サイトカインもしくはケモカイン、成長因子、ホルモンおよびｉｎ　ｖｉｖｏでの補体
自体を含む、または、疼痛、黄斑変性もしくは炎症などの疾患における他の細胞外メディ
エーターのイヌ免疫グロブリンによる阻害に見いだすことができる。
　ＨＣＡ、ＨＣＤおよびＨＣＢ*アイソタイプは、ＣＤＣ不活性抗体のデザインに最も有
用であるが、本発明者はまた、驚くべきことにＨＣＢ（ｃａＩｇＧ－Ｂ）およびＨＣＣ（
ｃａＩｇＧ－Ｃ）アイソタイプのイヌ抗体がＣＤＣ活性抗体のデザインに有用であること
を確認した。そのような抗体は、例えば、癌治療における破壊のために細胞を標的とする
場合に有用である。ＣＤ２０、ＨＥＲ２およびＥＧＦＲを含む、ＣＤＣ活性抗体を用いて
標的化される多くのヒト腫瘍抗原が存在する。したがって、ＨＣＢおよびＨＣＣアイソタ
イプを用いて構築されるイヌ抗体は、イヌにおいて併用を有する。
【００６６】
（例５）
　ＣＨＯ細胞中の発現の後の抗ＮＧＦモノクローナル抗体の精製
　ＨＣＡおよびＨＣＤアイソタイプのイヌＮＧＦモノクローナル抗体は、補体への結合の
望ましい欠如を有する（図２）が、フドウ球菌属プロテインＡに弱く結合する（図５）の
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で、代替精製法を開発した（図６）。抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体（重鎖アイソタイ
プＨＣＡを用いて構築した）をＣＨＯ細胞中で発現させ、広範な実験の後に、２つの代替
精製法によってイヌ抗ＮＧＦ抗体を高純度（図６Ａ、６Ｄに示すように、＞８９％モノマ
ーＩｇＧピーク）に分画することができたことが驚くべきことに見いだされた。
【００６７】
　第１の方法において、抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体を陰イオン交換クロマトグラフ
ィー、疎水性相互作用クロマトグラフィーおよびサイズ排除クロマトグラフィーにより精
製した（方法Ｉ－図６ＡおよびＢ）。第２の方法において、抗ＮＧＦ抗体をカプトアドヒ
アアフィニティークロマトグラフィーと続く陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製
することができた（方法ＩＩ－図６ＣおよびＤ）。
　いずれかの方法により精製された抗ＮＧＦモノクローナル抗体の主ピークは、約１５０
ｋＤａの分子量に対応する。ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびＥＬＩＳＡ（図７）の比較により、
方法ＩおよびＩＩによって同様の純度および生物活性を有する抗体調製物が得られること
がわかる。これらの方法によって得られた精製抗ＮＧＦモノクローナル抗体をＴＦ－１　
ＮＧＦ中和アッセイ（図１に記載した）で試験したところ、高い効力を有することが示さ
れた（ＩＣ５０　１３ｐＭ抗ＮＧＦ中和３７ｐＭ　ＮＧＦ；示さず）。
【００６８】
（例６）
　抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体はイヌに安全に静脈内投与することができ、発熱を引
き起こさない
　イヌＨＣＡ型重鎖を含む発現ベクターに由来する抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体をＣ
ＨＯ細胞中で発現させ、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーおよびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せにより精製し（方法Ｉ、図６Ａおよび
Ｂ）、緩衝液をリン酸緩衝生理食塩水に交換した。抗体を２ｍｇ／ｋｇ体重でビーグル犬
に静脈内注射し、獣医による目視検査により毒性の徴候、体重、体温および血漿生化学の
変化について評価した。図８に体重および体温の測定を示す。これらまたは測定した血漿
生化学分析対象（ナトリウム、カリウム、塩素、カルシウム、塩酸塩、尿素、クレアチニ
ン、グルコース、コレステロール、ビリルビン、アラニン、トランスアミナーゼ、アルカ
リフォスファターゼ、アミラーゼ、リパーゼ、総蛋白またはアルブミンを含む：示さず）
に変化は認められなかった。
【００６９】
（例７）
ｉｎ　ｖｉｖｏでの抗イヌ（ＨＣＡアイソタイプ）ＮＧＦモノクローナル抗体の血漿薬物
動態は長い血清半減期および免疫原性の欠如を示す
　イヌＨＣＡ型重鎖を発現する発現ベクターに由来する抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体
をＣＨＯ細胞中で発現させ、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグ
ラフィーおよびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せにより精製し、緩衝液をリン酸緩
衝生理食塩水に交換した（方法Ｉ、図６ＡおよびＢ）。抗体を２ｍｇ／ｋｇ体重でビーグ
ル犬に静脈内注射し、血漿試料を次の２週間にわたり種々の時点に採取した。希釈血漿試
料を、標的としてのＮＧＦおよび抗イヌポリクローナル抗体－西洋ワサビペルオキシダー
ゼ二次試薬を用いたＥＬＩＳＡにより、また図１に従って発色させて、抗イヌＮＧＦ抗体
濃度について評価した。結果を図９に示す。測定された血漿濃度は、２相の動態と一致し
、約３３時間の組織分布（アルファ）相半減期と驚くべきことに約９日の長い消失（ベー
タ）相を示した。
【００７０】
　１００時間から３００時間までの抗イヌＮＧＦ抗体の血漿濃度の急激な低下がないこと
は、イヌ血液中に組換え抗ＮＧＦモノクローナル抗体に対する先在性の中和抗体が存在し
ないことも、注入後にそのような中和抗体が発生しなかったことも示している。比較する
と、組換えヒト免疫グロブリンベースのタンパク質は、注入後約２００時間にイヌ血液中
で抗体により中和される（Richter et al, Drug Metabolism and Disposition 27: 21, 1
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　ｖｉｖｏで長い血清半減期（約９日）を有すること、および注射した抗ＮＧＦ抗体を長
時間にわたって中和する先在性の抗体も新たに発生した抗体も存在しないことを示すもの
である。
【００７１】
（例８）
　ｉｎ　ｖｉｖｏで炎症性疼痛を低減する抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体の効果
　抗体療法：
　イヌＨＣＡ型重鎖を含む発現ベクターに由来する抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体をＣ
ＨＯ細胞中で発現させ、イオン交換クロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフ
ィーおよびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せにより精製し（方法Ｉ）、緩衝液をリ
ン酸緩衝生理食塩水に交換した。
【００７２】
　炎症のイヌモデル
　すべての実験は、施設内倫理委員会（ＣＲＬ、Ｉｒｅｌａｎｄ）の事前の承認により実
施した。約２４時間後に始まり、イヌが一時的に跛行になる原因になる自己消散性炎症を
発生させるためにビーグル犬の１本の後肢の足蹠にカオリンを注射した（＝－１日目）。
このモデルにおいて、カオリンに対する初期炎症反応が沈静化すると、イヌは、約１～２
週間の期間にわたって徐々に跛行が少なくなり、その後、完全な回復を示す。
　３匹のイヌの群に２００μｇ／ｋｇ体重の抗イヌＮＧＦモノクローナル抗体または溶媒
対照としてのリン酸緩衝生理食塩水を静脈内注射した（＝０日目）。イヌを視覚採点法に
より７日間にわたり跛行について評価した（スコア０、無跛行（完全な体重支持）；スコ
ア１、軽度の跛行（完全な体重支持はないが、十分に歩行している）；スコア２、中等度
の跛行（わずかに体重を支持し、十分な歩行はできない）；スコア３、重度の跛行（無体
重支持））。観察は、どのイヌがどの注射を受けたかについて盲検化した。
【００７３】
　結果を図１０に示す。跛行スコアは、抗ＮＧＦモノクローナル抗体の投与を受けたイヌ
において溶媒対照と比較して注射後３日目までに低下し、これにより、抗ＮＧＦモノクロ
ーナル抗体が溶媒単独で認められたのと比べてイヌにおける疼痛を低減する効果を示した
ことがわかる。活性の遅延は、約３０時間の遅い組織分布（アルファ）相を示した抗イヌ
ＮＧＦモノクローナル抗体の血漿薬物動態および足蹠部の比較的に不十分な血管分布と一
致している。図１０に示す結果は、本発明の抗イヌＮＧＦ抗体がイヌにおける炎症性疼痛
を低減し、結果として起こる跛行の低減が伴うことを示すものである。
【００７４】
　本明細書で言及したすべての文書は、参照により本明細書に組み込まれる。本発明の記
述した実施形態の様々な修正形態および変形形態は、本発明の範囲から逸脱することなく
当業者に明らかである。本発明を特定の好ましい実施形態に関連して記述したが、請求し
た本発明をそのような特定の実施形態に必要以上に限定すべきでないことを理解すべきで
ある。実際、当業者に明らかである本発明を実施する記載された形態の様々な修正は、本
発明の範囲内にあるものとする。
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