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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒト化９Ｅ４抗体の提供。
【解決手段】特定配列を有する成熟ヒト化重鎖可変領域、および、特定配列を含む成熟軽
鎖可変領域を含み、ヒトアルファシヌクレインに結合する、レビー小体病の免疫療法に使
用することが可能であるヒト化抗体、及び、レビー小体病を有するまたはレビー小体病の
危険性のある患者においてシヌクレイン凝集を阻害し、またはレビー小体もしくはシヌク
レイン凝集物を低減する方法であり、又、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）または多系統萎
縮症（ＭＳＡ）を低減する方法。
【選択図】なし



(2) JP 2015-232002 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１１の３つのカバトＣＤＲを含み、配列番号１１と少なくとも９０％同一の成
熟重鎖可変領域、および、
　配列番号４の３つのカバトＣＤＲを含み、配列番号４と少なくとも９０％同一の成熟軽
鎖可変領域
を含むことを特徴とする抗体。
【請求項２】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項３】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項４】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項５】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項６】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項７】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項８】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項９】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１に
記載の抗体。
【請求項１０】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項１１】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項１２】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
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に記載の抗体。
【請求項１３】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し、前記成熟軽
鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項１４】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９５％同一であり、前記成熟軽鎖
可変領域は、配列番号４と少なくとも９５％同一であることを特徴とする請求項１に記載
の抗体。
【請求項１５】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９８％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項１６】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項１７】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１のアミノ酸配列を有し、前記成熟軽鎖可変領域
は、配列番号４と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有することを特徴とする請求項
１に記載の抗体。
【請求項１８】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９８％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項１９】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項２０】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴と
する請求項１に記載の抗体。
【請求項２１】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９８％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９８％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項２２】
　前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９９％同一のアミノ酸配列を有する
ことを特徴とする請求項１に記載の抗体。
【請求項２３】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められていることを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項２４】
　位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められていることを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項２５】
　位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められていることを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
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【請求項２６】
　位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められていることを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項２７】
　位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められていることを特徴とする請求項１
に記載の抗体。
【請求項２８】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＹまたはＦによって占められ得、位置Ｌ８３（カバト
番号付け）はＦまたはＬによって占められ得、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＮまたは
Ｄによって占められ得、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡまたはＳによって占められ得
ることを除いて、前記成熟重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号１１であり、前記成熟
軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号４であることを特徴とする請求項１に記載の抗体
。
【請求項２９】
　配列番号１１の３つのカバトＣＤＲを含むヒト化重鎖、および、配列番号４の３つのカ
バトＣＤＲを含むヒト化軽鎖を含み、ただし、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによっ
て占められ、および／または、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、お
よび／または、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、および／または、
位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められていることを特徴とする抗体。
【請求項３０】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）
はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められていること
を特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３１】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）
はＳによって占められていることを特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３２】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）
はＤによって占められていることを特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３３】
　位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）
はＳによって占められていることを特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３４】
　位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められていることを特徴とする請求項２
９に記載の抗体。
【請求項３５】
　位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められていることを特徴とする請求項２
９に記載の抗体。
【請求項３６】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）
はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９
３（カバト番号付け）はＳによって占められていることを特徴とする請求項２９に記載の
抗体。
【請求項３７】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）
はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められていること
を特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３８】
　位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）
はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められていること
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を特徴とする請求項２９に記載の抗体。
【請求項３９】
　前記成熟重鎖可変領域は重鎖定常領域に融合し、前記成熟軽鎖定常領域は軽鎖定常領域
に融合していることを特徴する請求項１～３８のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項４０】
　前記重鎖定常領域は、配列番号１４に指定されるアミノ酸配列を有し、Ｃ末端リジン残
基は省略されてもよいことを特徴とする請求項３９に記載の抗体。
【請求項４１】
　前記軽鎖定常領域は、配列番号１３に指定されるアミノ酸配列を有することを特徴とす
る請求項３９に記載の抗体。
【請求項４２】
　前記軽鎖は、配列番号２８に指定される定常領域を有することを特徴とする請求項３９
に記載の抗体。
【請求項４３】
　前記重鎖定常領域は、天然ヒト定常領域に比べてＦｃγ受容体への結合が少ない、天然
ヒト定常領域の変異型であることを特徴とする請求項１～４２のいずれか１項に記載の抗
体。
【請求項４４】
　前記重鎖定常領域はヒトＩｇＧ１アイソタイプであることを特徴とする請求項１～４３
のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項４５】
　請求項１～４４のいずれか１項に規定の成熟重鎖可変領域および／または成熟軽鎖可変
領域をコードすることを特徴とする核酸。
【請求項４６】
　配列番号１５，１７，１８，１９および２０のいずれか１つを含む配列を有することを
特徴とする請求項４５に記載の核酸。
【請求項４７】
　請求項４５または４６の核酸を含むベクターを含むことを特徴とする宿主細胞。
【請求項４８】
　シヌクレイン病を有するまたはシヌクレイン病の危険性のある患者を治療する方法であ
って、請求項１～４０のいずれか１項に規定の抗体の有効な投与計画を前記患者に実施す
ることを含むことを特徴とする方法。
【請求項４９】
　前記患者はレム睡眠行動障害（ＲＢＤ）を有することを特徴とする請求項４８に記載の
方法。
【請求項５０】
　レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者においてレビー小体を検
出する方法であって、レビー小体に結合する、請求項１～４４のいずれか１項に規定の抗
体の有効量を前記患者に投与すること、および、前記患者において結合した抗体を検出す
ることを含むことを特徴とする方法。
【請求項５１】
　前記抗体は標識されていることを特徴とする請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者においてレビー小体形成
を低減する方法であって、請求項１～４４のいずれか１項に規定の抗体の有効量を前記患
者に投与することを含むことを特徴とする方法。
【請求項５３】
　レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者においてシヌクレイン凝
集を阻害し、またはレビー小体もしくはシヌクレイン凝集物を低減する方法であって、請
求項１～４４のいずれか１項に規定の抗体の有効量を前記患者に投与することを含むこと
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を特徴とする方法。
【請求項５４】
　前記疾患はパーキンソン病であることを特徴とする請求項４８～５３のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項５５】
　前記疾患は、多系統萎縮症（ＭＳＡ）またはレビー小体型認知症（ＤＬＢ）であること
を特徴とする請求項４８～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５６】
　請求項１～４４のいずれか１項に規定の抗体を含むことを特徴とする医薬組成物。
【請求項５７】
　抗体を生産する方法であって、前記抗体の重鎖および軽鎖をコードする核酸で形質転換
した細胞を培養して、前記細胞に前記抗体を分泌させること、および、細胞培養培地から
前記抗体を精製することを含み、前記抗体が請求項１～４４のいずれか１項に規定の抗体
であることを特徴とする方法。
【請求項５８】
　抗体を産生する細胞株を生産する方法であって、分泌可能なマーカーならびに抗体の重
鎖および軽鎖をコードするベクターを細胞に導入すること；前記ベクターの複製数が増し
た細胞を選択する条件で前記細胞を増殖させること；選択した細胞から単一細胞を単離す
ること、および、抗体の収率に基づいて選択した単一細胞からクローン化した細胞をバン
クすることを含み、前記抗体が請求項１～４４のいずれか１項に規定の抗体であることを
特徴とする方法。
【請求項５９】
　選択条件で細胞を増殖させること、および、天然に発現し少なくとも１００ｍｇ／Ｌ／
１０６細胞／２４時間で分泌する細胞株をスクリーニングすることをさらに含むことを特
徴とする請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記患者における認識機能の低下が阻止されることを特徴とする請求項４８，５２～５
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６１】
　神経突起および／または軸索アルファシヌクレイン凝集物が低減されることを特徴とす
る請求項４８，５２～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６２】
　前記患者における神経突起ジストロフィーが低減されることを特徴とする請求項４８，
５２～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６３】
　シナプス密度および／または樹状密度が保存されることを特徴とする請求項４８，５２
～５３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６４】
　前記患者におけるシナプトフィジンおよび／またはＭＡＰ２を保存することを特徴とす
る請求項４８，５２～５３のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願の参照
　本出願は、２０１１年１０月２８日出願の米国特許仮出願第６１／５５３，１３１号お
よび２０１２年１０月８日出願の米国特許仮出願第６１／７１１，２０８号に基づく優先
権を主張し、これらの出願の各々は、あらゆる目的のために、参照によってその全体が組
み込まれる。
【０００２】
配列リストの参照
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　ファイル４２４８５９ＳＥＱＬＩＳＴ．ｔｘｔに記載された配列リストは、３４キロバ
イトであり、２０１２年１０月２４日に作成された。このファイルに含まれている情報は
、参照によって本明細書に組み込まれる。
【０００３】
背景技術
　レビー小体病（ＬＢＤ）としても知られるシヌクレイン病は、ドーパミン作動系の変性
、運動変化、認識機能障害、ならびに、レビー小体（ＬＢ）および／またはレビー神経突
起の形成によって特徴付けられる（ＭｃＫｅｉｔｈ ｅｔ ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ（
１９９６）４７：１１１３－２４）。シヌクレイン病には、パーキンソン病（特発性パー
キンソン病を含む）、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）としても知られるびまん性レビー小
体病（ＤＬＢＤ）、レビー小体変異型アルツハイマー病（ＬＢＶ）、併発アルツハイマー
病／パーキンソン病、純粋自律神経不全症、および、多系統萎縮症（ＭＳＡ；たとえば、
オリーブ橋小脳変性症、線条体黒質変性症、およびシャイ・ドレーガー症候群）が含まれ
る。いくつかの非運動兆候および症状が、疾患の前駆期（つまり、発症前期、無症状期、
前臨床期またはプレモーター期）におけるシヌクレイン病の前触れであると考えられてい
る。そのような早期兆候には、たとえば、レム睡眠行動障害（ＲＢＤ）、嗅覚消失および
便秘が含まれる（Ｍａｈｏｗａｌｄ ｅｔ ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ（２０１０）７５
：４８８－４８９）。レビー小体病は、依然として、老齢人口における運動障害および認
知力低下の一般的な原因である（Ｇａｌａｓｋｏ ｅｔ ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｎｅｕｒｏｌ
．（１９９４）５１：８８８－９５）。
【０００４】
　アルファシヌクレインは、ベータシヌクレインおよびガンマシヌクレインならびにシノ
レチンを含むタンパクの大きなファミリーの一部である。アルファシヌクレインは、シナ
プスに関連する正常な状態で発現し、神経可塑性、学習および記憶において役割を有する
と考えられている。アルファシヌクレインがＰＤ発病の主たる役割を有することを、いく
つかの研究が示唆している。病的な状態において、このタンパクは凝集して不溶の原繊維
を形成し得る。たとえば、シヌクレインはＬＢ中に蓄積する（Ｓｐｉｌｌａｎｔｉｎｉ 
ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９９７）３８８：８３９－４０；Ｔａｋｅｄａ ｅｔ ａ
ｌ．，Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．（１９９８）１５２：３６７－７２；Ｗａｋａｂａｙａｓｈｉ
 ｅｔ ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ．（１９９７）２３９：４５－８）。アルフ
ァシヌクレイン遺伝子における変異は、パーキンソン症候群の希少家族型と共分離する（
Ｋｒｕｇｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ Ｇｅｎ．（１９９８）１８：１０６－８；Ｐ
ｏｌｙｍｅｒｏｐｏｕｌｏｓ，ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９７）２７６：２０
４５－７）。遺伝子導入マウス（Ｍａｓｌｉａｈ ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（２００
０）２８７：１２６５－９）およびショウジョウバエ（Ｆｅａｎｙ ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ（２０００）４０４：３９４－８）におけるアルファシヌクレインの過剰発現は、
レビー小体病のいくつかの病理的側面によく似た症状を呈する。しかも、シヌクレインの
可溶性オリゴマーが、神経毒性を有するかも知れないことが示唆されている（Ｃｏｎｗａ
ｙ ＫＡ，ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ（２０００）９７：
５７１－５７６；ＶｏｌｌｅｓＭＪ，Ｌａｎｓｂｕｒｙ ＰＴ，Ｊｒ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ（２００３）４２：７８７１－７８７８）。ヒト、マウス、ハエなどの多様な種お
よび動物モデルにおける形態学的および神経学的変化を伴うアルファシヌクレインの蓄積
は、この分子がレビー小体病の進行に寄与することを示唆している。
【発明の概要】
【０００５】
　本発明は、配列番号１１の３つのカバトＣＤＲを含み、配列番号１１と少なくとも９０
％同一の成熟ヒト化重鎖可変領域、および、配列番号４の３つのカバトＣＤＲを含み、配
列番号４と少なくとも９０％同一のヒト化軽鎖を含む抗体を提供する。いくつかの抗体に
おいて、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１と少なくとも９５％，９６％，９７％，
９８％または９９％同一であり、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４と少なくとも９５
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％，９６％，９７％，９８％または９９％同一である。いくつかの抗体において、位置Ｌ
３６（カバト番号付け）はＹまたはＦによって占められ得、位置Ｌ８３（カバト番号付け
）はＦまたはＬによって占められ得、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＮまたはＤによっ
て占められ得、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡまたはＳによって占められ得る。その
ような抗体のいくつかにおいて、前記成熟重鎖可変領域のアミノ酸配列は、他の点では、
配列番号１１のアミノ酸配列であり、前記成熟軽鎖可変領域のアミノ酸配列は、他の点で
は、配列番号４のアミノ酸配列である。
【０００６】
　いくつかの抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸
配列を有し、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有する。
いくつかの抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸配
列を有し、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有する。い
くつかの抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号８に指定されるアミノ酸配列
を有し、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有する。いく
つかの抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を
有し、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつ
かの抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を有
し、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつか
の抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号９に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号４に指定されるアミノ酸配列を有する。いくつかの
抗体において、前記成熟重鎖可変領域は、配列番号１１に指定されるアミノ酸配列を有し
、前記成熟軽鎖可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有する。
【０００７】
　本発明はさらに、配列番号１１の３つのカバトＣＤＲを含むヒト化重鎖、および、配列
番号４の３つのＣＤＲを含むヒト化軽鎖を含み、ただし、位置Ｌ３６（カバト番号付け）
はＦまたはＹによって占められ、および／または、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬま
たはＦによって占められ、および／または、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤまたはＮ
によって占められ、および／または、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳまたはＡによっ
て占められている抗体を提供する。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カ
バト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占め
られ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのよう
な抗体において、位置Ｌ３６はＦによって占められている。いくつかのそのような抗体に
おいて、位置Ｈ８３はＬによって占められている。いくつかのそのような抗体において、
位置Ｈ７３はＤによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｈ９
３はＡによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６はＦに
よって占められ、位置Ｈ８３はＬによって占められている。いくつかのそのような抗体に
おいて、位置Ｌ３６はＦによって占められ、位置Ｈ７３はＤによって占められている。い
くつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６はＦによって占められ、位置Ｈ９３はＡに
よって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６はＦによって占
められ、位置Ｌ８３はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって
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占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６はＦによって占められ
、位置Ｌ８３はＬによって占められ、位置Ｈ９３はＡによって占められている。いくつか
のそのような抗体において、位置Ｌ３６はＦによって占められ、位置Ｌ８３はＬによって
占められ、位置Ｈ７３はＤによって占められ、位置Ｈ９３はＡによって占められている。
いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６，Ｌ８３，Ｈ７３およびＨ９３（カバト
番号付け）の残基は、表１に示すアミノ酸によって占められている。いくつかのそのよう
な抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）または位置Ｌ８３（カバト番号付け）は
Ｆによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９３
（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかのそのような抗体において、
位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）は
Ｓよって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号
付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められてい
る。いくつかのそのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占
められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかのそのよ
うな抗体において、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつ
かのそのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＮによって占められてい
る。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占
められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号
付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められてい
る。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占
められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号
付け）はＳによって占められている。
【０００８】
　上記抗体のいずれにおいても、前記成熟重鎖可変領域は重鎖定常領域に融合することが
でき、前記成熟軽鎖定常領域は軽鎖定常領域に融合することができる。
【０００９】
　上記抗体のいずれにおいても、前記重鎖定常領域は天然ヒト定常領域に比べてＦｃγ受
容体への結合が少ない、天然ヒト定常領域の変異型であり得る。
【００１０】
　上記抗体のいずれにおいても、前記重鎖定常領域はヒトＩｇＧ１アイソタイプであり得
る。いくつかの抗体において、前記アロタイプはＧ１ｍ３である。いくつかの抗体におい
て、前記アロタイプはＧ１ｍ１である。
【００１１】
　本発明はさらに、上述の成熟重鎖可変領域のいずれか、および／または、上述の成熟軽
鎖可変領域のいずれかをコードする核酸、たとえば、配列番号１５，１７，１８，１９お
よび２０を提供する。
【００１２】
　本発明はさらに、上述の核酸のいずれかを含むベクターを含む宿主細胞を提供する。
【００１３】
　本発明はさらに、レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者を治療
する方法であって、上述の抗体のいずれかの有効な投与計画を前記患者に実施することを
含む方法を提供する。いくつかの方法において、前記疾患はパーキンソン病である。いく
つかの方法において、前記患者における認識機能の低下が阻止される。いくつかの方法に
おいて、神経突起および／または軸索アルファシヌクレイン凝集物が低減される。いくつ
かの方法において、前記患者における神経突起ジストロフィーが低減される。いくつかの
方法において、シナプスおよび／または樹状密度が保存される。いくつかの方法において
、前記患者におけるシナプトフィジンおよび／またはＭＡＰ２が保存される。
【００１４】
　本発明はさらに、シヌクレイン病を有するまたはシヌクレイン病の危険性のある患者を
治療する方法であって、上述の抗体のいずれかの有効な投与計画を前記患者に実施するこ
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とを含む方法を提供する。いくつかの方法において、前記疾患はパーキンソン病である。
いくつかの方法において、前記疾患はレム睡眠行動障害（ＲＢＤ）である。いくつかの方
法において、前記疾患は、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）または多系統萎縮症（ＭＳＡ）
である。いくつかの方法において、前記患者における認識機能の低下が阻止される。いく
つかの方法において、神経突起および／または軸索アルファシヌクレイン凝集物が低減さ
れる。いくつかの方法において、前記患者における神経突起ジストロフィーが低減される
。いくつかの方法において、シナプスおよび／または樹状密度が保存される。いくつかの
方法において、前記患者におけるシナプトフィジンおよび／またはＭＡＰ２が保存される
。
【００１５】
　本発明はさらに、レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者におい
てレビー小体を検出する方法であって、レビー小体に結合する上述の抗体のいずれかの有
効量を前記患者に投与し、前記患者において結合した抗体を検出することを含む方法を提
供する。いくつかの方法において、前記疾患はパーキンソン病である。いくつかの方法に
おいて、前記疾患は、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）または多系統萎縮症（ＭＳＡ）であ
る。いくつかの方法において、前記抗体は標識されている。
【００１６】
　本発明はさらに、レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者におい
てレビー小体形成を低減する方法であって、上述の抗体のいずれかの有効量を前記患者に
投与することを含む方法を提供する。いくつかの方法において、前記疾患はパーキンソン
病である。いくつかの方法において、前記疾患は、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）または
多系統萎縮症（ＭＳＡ）である。いくつかの方法において、前記患者における認識機能の
低下が阻止される。いくつかの方法において、神経突起および／または軸索アルファシヌ
クレイン凝集物が低減される。いくつかの方法において、前記患者における神経突起ジス
トロフィーが低減される。いくつかの方法において、シナプスおよび／または樹状密度が
保存される。いくつかの方法において、前記患者におけるシナプトフィジンおよび／また
はＭＡＰ２が保存される。
【００１７】
　本発明はさらに、レビー小体病を有するまたはレビー小体病の危険性のある患者におい
てシヌクレイン凝集を阻害し、またはレビー小体もしくはシヌクレイン凝集物を低減する
方法であって、上述の抗体のいずれかの有効量を前記患者に投与することを含む方法を提
供する。いくつかの方法において、前記疾患はパーキンソン病である。いくつかの方法に
おいて、前記疾患は、レビー小体型認知症（ＤＬＢ）または多系統萎縮症（ＭＳＡ）であ
る。いくつかの方法において、前記患者における認識機能の低下が阻止される。いくつか
の方法において、神経突起および／または軸索アルファシヌクレイン凝集物が低減される
。いくつかの方法において、前記患者における神経突起ジストロフィーが低減される。い
くつかの方法において、シナプスおよび／または樹状密度が保存される。いくつかの方法
において、前記患者におけるシナプトフィジンおよび／またはＭＡＰ２が保存される。
【００１８】
　本発明はさらに、上述の抗体のいずれかを含む医薬組成物を提供する。
【００１９】
　本発明はさらに、抗体を生産する方法であって、前記抗体の重鎖および軽鎖をコードす
る核酸で形質転換した細胞を培養して、前記細胞に前記抗体を分泌させること、および、
細胞培養培地から前記抗体を精製することを含み、前記抗体が上述の抗体のいずれかであ
る方法を提供する。
【００２０】
　本発明はさらに、抗体を産生する細胞株を生産する方法であって、抗体の重鎖および軽
鎖をコードするベクターならびに分泌可能なマーカーを細胞に導入すること；前記ベクタ
ーの複製数が増した細胞を選択する条件で前記細胞を増殖させること；選択した細胞から
単一細胞を単離すること、および、選択した単一細胞から抗体の収率に基づいてクローン
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化した細胞をバンクすることを含み、前記抗体が上述の抗体のいずれかである方法を提供
する。いくつかのそのような方法は、選択条件で細胞を増殖させること、および、天然に
発現し少なくとも１００ｍｇ／Ｌ／１０６細胞／２４時間で分泌する細胞株をスクリーニ
ングすることをさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】ヒト化９Ｅ４重鎖成熟可変領域を有する親マウスｍＡｂ（ｍ９Ｅ４ともいう）ア
ミノ酸配列の整合を示す図。１７９１００９Ｈｕ９Ｅ４ＶＨＦｒ（配列番号７）はヒト受
容体ＶＨ配列である。カバトの定義によるＣＤＲ領域を、下線を付し太字で示す。
【００２２】
【図２】ヒト化９Ｅ４軽鎖成熟可変領域を有する親マウスｍＡｂ（ｍ９Ｅ４ともいう）ア
ミノ酸配列の整合を示す図。６３１０２８８９Ｈｕ９Ｅ４ＶＬＦｒ（配列番号２）はヒト
受容体ＶＬ配列である。カバトの定義によるＣＤＲ領域を、下線を付し太字で示す。
【００２３】
【図３】モリス水迷路試験のプローブ部分における記憶力に対する９Ｅ４での受動免疫療
法の結果を示す図。
【００２４】
【図４】ラウンドビームテストにおける速さおよびエラーに対する９Ｅ４での受動免疫療
法の結果を示す図。
【００２５】
【図５】罹患組織から採取した抗原に対するヒト化９Ｅ４抗体の種々のバージョンの免疫
沈降を示す図。Ｃｈ９Ｅ４：キメラ９Ｅ４；Ｈ１Ｌ３：Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ１－Ｈｕ９Ｅ４
ＶＬｖ３；Ｈ３Ｌ２：Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ３－Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ２；Ｈ３Ｌ３：Ｈｕ９Ｅ４
ＶＨｖ３－Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ３；Ｎ．Ｓ．＝非特異的。
【００２６】
【図６】マウス抗体、キメラ抗体およびヒト化９Ｅ４抗体での組み換えヒトシヌクレイン
のウエスタンブロットを示す図。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
配列の簡単な説明
　配列番号１は、ｍ９Ｅ４ＶＬ可変領域のアミノ酸配列である。
【００２８】
　配列番号２は、６３１０２８８９Ｈｕ９Ｅ４ＶＬＦｒ可変領域のアミノ酸配列である。
【００２９】
　配列番号３は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１可変領域のアミノ酸配列である。
【００３０】
　配列番号４は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ２可変領域のアミノ酸配列である。
【００３１】
　配列番号５は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ３可変領域のアミノ酸配列である。
【００３２】
　配列番号６は、ｍ９Ｅ４ＶＨ可変領域のアミノ酸配列である。
【００３３】
　配列番号７は、１７９１００９Ｈｕ９Ｅ４ＶＨＦｒ可変領域のアミノ酸配列である。
【００３４】
　配列番号８は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ１可変領域のアミノ酸配列である。
【００３５】
　配列番号９は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ２可変領域のアミノ酸配列である。
【００３６】
　配列番号１０は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ３可変領域のアミノ酸配列である。
【００３７】
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　配列番号１１は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ４可変領域のアミノ酸配列である。
【００３８】
　配列番号１２は、天然ヒト野生型アルファシヌクレインのアミノ酸配列である。
【００３９】
　配列番号１３は、Ｎ末端にアルギニンを有する、ヒト化９Ｅ４軽鎖定常領域のアミノ酸
配列である。
【００４０】
　配列番号１４は、ヒト化９Ｅ４重鎖定常領域のアミノ酸配列である。
【００４１】
　配列番号１５は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４２】
　配列番号１６は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ２可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４３】
　配列番号１７は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ３可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４４】
　配列番号１８は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ１可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４５】
　配列番号１９は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ２可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４６】
　配列番号２０は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ３可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４７】
　配列番号２１は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ４可変領域のヌクレオチド配列である。
【００４８】
　配列番号２２は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬシグナルペプチドのアミノ酸配列である。
【００４９】
　配列番号２３は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬシグナルペプチドのヌクレオチド配列である。
【００５０】
　配列番号２４は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨシグナルペプチドのアミノ酸配列である。
【００５１】
　配列番号２５は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨシグナルペプチドのヌクレオチド配列である。
【００５２】
　配列番号２６は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬコンセンサスアミノ酸配列である。
【００５３】
　配列番号２７は、Ｈｕ９Ｅ４ＶＨコンセンサスアミノ酸配列である。
【００５４】
　配列番号２８は、Ｎ末端にアルギニンを有しない、ヒト化９Ｅ４軽鎖定常領域のアミノ
酸配列である。
【００５５】
　配列番号２９は、（ａ）可変領域、および、（ｂ）Ｎ末端にアルギニンを有する定常領
域を含むバージョン３ヒト化９Ｅ４軽鎖のアミノ酸配列である。
【００５６】
　配列番号３０は、（ａ）可変領域、および、（ｂ）Ｎ末端にアルギニンを有しない定常
領域を含むバージョン３ヒト化９Ｅ４軽鎖のアミノ酸配列である。
【００５７】
　配列番号３１は、可変領域および定常領域を含むバージョン３ヒト化９Ｅ４重鎖のアミ
ノ酸配列である。
【００５８】
　配列番号３２は、ヒト化９Ｅ４重鎖Ｇ１ｍ３アロタイプ定常領域のＢＩＰバージョンの
アミノ酸配列である。
【００５９】
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定義
　モノクローナル抗体は、一般に、単離型で提供される。これは、抗体が、一般に、その
産生または精製で生じるタンパクおよび他の高分子から、少なくとも５０％ｗ／ｗ純粋で
あるが、モノクローナル抗体が、その使用を容易にするための、医薬的に許容される過剰
の担体または他の媒体と、組み合わされる可能性を排除するものではない。いくつかのモ
ノクローナル抗体は、産生または精製由来のタンパクおよび他の高分子から、少なくとも
６０％，７０％，８０％，９０％，９５％または９９％ｗ／ｗ純粋である。
【００６０】
　モノクローナル抗体のその標的抗原への特異的結合とは、少なくとも１０６，１０７，
１０８，１０９，または１０１０Ｍ－１の親和性を意味する。特異的結合は、少なくとも
１つの関連のない標的に対して生じる非特異的結合よりも、程度が検出可能に高く、非特
異的結合から区別される。非特異的結合は、通常、ファンデルワールス力の結果であるが
、特異的結合は、特定の官能基間の結合または特定の空間的合致（たとえば、鍵と鍵穴型
）の形成の結果であり得る。ただし、特異的結合は、モノクローナル抗体が１つの標的の
みに結合することを必ずしも意味しない。
【００６１】
　基本的な抗体構造ユニットは、サブユニットの四量体である。各四量体は、２つの同一
のポリペプチド鎖対を含み、各対は１つの「軽」（約２５ｋＤａ）鎖および「重」（約５
０～７０ｋＤａ）鎖を有する。各鎖のアミノ末端部分は、抗原認識に主要な関与をする、
約１００～１１０個またはそれより多数のアミノ酸の可変領域を含む。この可変領域は、
最初、開裂可能なシグナルペプチドに連結して発現される。シグナルペプチドを有しない
可変領域は、成熟可変領域と呼ばれることもある。したがって、たとえば、軽鎖成熟可変
領域は、軽鎖シグナルペプチドを有しない軽鎖可変領域を意味する。各鎖のカルボキシ末
端部分は、エフェクター機能に主要な関与をする定常領域を規定する。
【００６２】
　軽鎖は、カッパまたはラムダのいずれかに分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アル
ファ、デルタまたはイプシロンに分類され、それぞれ、抗体アイソタイプをＩｇＧ，Ｉｇ
Ｍ，ＩｇＡ，ＩｇＤまたはＩｇＥと規定する。軽鎖および重鎖において、可変領域および
定常領域は、約１２個またはそれより多数のアミノ酸の「Ｊ」領域によって結合されてお
り、重鎖は、約１０個またはそれより多数のアミノ酸の「Ｄ」領域も含む（概して、Ｆｕ
ｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｐａｕｌ，Ｗ．，ｅｄ．，２ｎｄ ｅｄ．Ｒ
ａｖｅｎ Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，１９８９），Ｃｈ．７を参照、あらゆる目的のために
、参照によってその全体が組み込まれる）。
【００６３】
　軽鎖／重鎖の各対の成熟可変領域は、抗体結合部位を形成する。したがって、抗体全体
は、２つの結合部位を有する。二機能性抗体または二重特異性抗体を除いて、２つの結合
部位は同じである。鎖はすべて、相補性決定領域またはＣＤＲとも呼ばれる３つの超可変
領域によって連結され、比較的保存されている同じ一般構造のフレームワーク領域（ＦＲ
）を示す。各対の２つの鎖からのＣＤＲは、フレームワーク領域によって整合され、これ
により特異的エピトープへの結合が可能になっている。Ｎ末端からＣ末端に向かって、軽
鎖および重鎖の両者は、ＦＲ１，ＣＤＲ１，ＦＲ２，ＣＤＲ２，ＦＲ３，ＣＤＲ３および
ＦＲ４のドメインを含む。各ドメインへのアミノ酸の割り当ては、カバトの定義、Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅ
ｓｔ（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ
，ＭＤ，１９８７ ａｎｄ １９９１），または、Ｃｈｏｔｈｉａ ＆ Ｌｅｓｋ，Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７）；Ｃｈｏｔｈｉａ ｅｔ ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ ３４２：８７８－８８３（１９８９）に従う。カバトはまた、異なる重鎖間
または異なる軽鎖間の対応する残基が、同じ番号を割り当てられる、広く使用されている
番号付け規則（カバト番号付け）を提供している（たとえば、Ｈ８３は成熟重鎖可変領域
におけるカバト番号付けでの位置８３を意味し、同様に、Ｌ３６は成熟軽鎖可変領域にお
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けるカバト番号付けでの位置３６を意味する）。
【００６４】
　「抗体」の用語は、無傷の抗体およびその結合フラグメントを包含する。一般に、フラ
グメントは、別個の重鎖、軽鎖、Ｆａｂ，Ｆａｂ’，Ｆ（ａｂ’）２，Ｆ（ａｂ）ｃ，ダ
イアボディ，Ｄａｂｓ，ナノボディ，およびＦｖを含み、標的への特異的結合について、
由来元である無傷の抗体と競合する。フラグメントは、組み換えＤＮＡ技術によって、ま
たは、無傷の抗体の酵素的もしくは化学的分離によって、生成することができる。「抗体
」の用語は、また、二重特異性抗体および／またはヒト化抗体を包含する。二重特異性抗
体また二機能性抗体は、２つの異なる重鎖／軽鎖対および２つの異なる結合部位を有する
、人工のハイブリッド抗体である（たとえば、Ｓｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ ａｎｄ Ｌａｃｈ
ｍａｎｎ，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，７９：３１５－３２１（１９９０）；
Ｋｏｓｔｅｌｎｙ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１５４７－５３（１９９
２）を参照）。いくつかの二重特異性抗体において、２つの異なる重鎖／軽鎖対には、ヒ
ト化９Ｅ４重鎖／軽鎖対、および、９Ｅ４が結合するものとは異なるアルファシヌクレイ
ン上のエピトープに特異的な重鎖／軽鎖対が含まれる。ヒト化抗体は、下記のＩＶ Ｂの
欄で概説する。
【００６５】
　「エピトープ」の用語は、抗体が結合する抗原上の部位を指す。エピトープは、連続ア
ミノ酸、または、１つ以上のタンパクの三次折り畳みによって並置された不連続アミノ酸
で形成され得る。連続アミノ酸から形成されるエピトープは、一般に、変性溶媒に曝され
ても維持され、一方、三次折り畳みで形成されるエピトープは、一般に、変性溶媒での処
理で失われる。エピトープは、一般に、少なくとも３個、より普通には、少なくとも５個
または８～１０個の、独特の立体コンフォメーションのアミノ酸を含む。エピトープの立
体コンフォメーションを決定する方法には、たとえば、Ｘ線結晶学および２次元核磁気共
鳴が含まれる。たとえば、Ｅｐｉｔｏｐｅ Ｍａｐｐｉｎｇ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，ｉｎ 
Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．６６，Ｇｌｅｎｎ 
Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ，Ｅｄ．（１９９６）を参照。
【００６６】
　同じまたは重複するエピトープを認識する抗体は、標的抗原への他の抗体の結合に競合
する１つの抗体の能力を示す、単純な免疫アッセイで同定され得る。抗体のエピトープは
、抗原に結合した抗体の接触残基を同定するための、Ｘ線結晶学によっても同定され得る
。これに代えて、２つの抗体は、一方の抗体の結合を低減または消去する、抗原における
すべてのアミノ酸変異が、他方の結合を低減または消去する場合、同じエピトープを有す
る。２つの抗体は、一方の抗体の結合を低減または消去するいくつかのアミノ酸変異が、
他方の結合を低減または消去する場合、重複するエピトープを有する。
【００６７】
　抗体間の競合は、試験中の抗体が共通の抗原への対照抗体の特異的結合を阻害するアッ
セイにおいて決定される（たとえば、Ｊｕｎｇｈａｎｓ ｅｔ ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ Ｒ
ｅｓ．５０：１４９５，１９９０を参照）。過剰の試験抗体（たとえば、少なくとも２ｘ
，５ｘ，１０ｘ，２０ｘまたは１００ｘ）が、競合結合アッセイで測定して、対照抗体の
結合を少なくとも５０％、ただし好ましくは７５％，９０％または９９％阻害する場合、
試験抗体は対照抗体と競合する。競合アッセイで規定される抗体（競合抗体）には、対照
抗体と同じエピトープに結合する抗体、および、立体障害が生じるに足るほど、対照抗体
が結合するエピトープに近い隣接エピトープに結合する抗体が含まれる。
【００６８】
　「患者」の用語は、予防処置または治療処置を受けるヒトおよび他の哺乳類対象を包含
する。
【００６９】
　アミノ酸置換を保存的または非保存的として分類する目的で、アミノ酸は次のようにグ
ループ分けされる：グループＩ（疏水性側鎖）：ｍｅｔ，ａｌａ，ｖａｌ，ｌｅｕ，ｉｌ
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ｅ；グループＩＩ（中性親水性側鎖）：ｃｙｓ，ｓｅｒ，ｔｈｒ；グループＩＩＩ（酸性
側鎖）：ａｓｐ，ｇｌｕ；グループＩＶ（塩基性側鎖）：ａｓｎ，ｇｌｎ，ｈｉｓ，ｌｙ
ｓ，ａｒｇ；グループＶ（鎖配向に影響する残基）：ｇｌｙ，ｐｒｏ；および、グループ
ＶＩ（芳香族側鎖）：ｔｒｐ，ｔｙｒ，ｐｈｅ。保存的置換には、同じクラスのアミノ酸
間での置換が含まれる。非保存的置換は、いずれか１つのクラスの要素を、他のクラスの
要素と交換することから成る。
【００７０】
　配列同一性割合は、カバト番号付け規則によって、最大に整合される抗体配列で決定さ
れる。整合化の後、対象抗体領域（たとえば、重鎖または軽鎖の成熟可変領域全体）が対
照抗体の同じ領域と比較される場合、対象抗体領域と対照抗体領域との配列同一性割合は
、対象抗体領域と対照抗体領域の双方において同じアミノ酸が占める位置の数を、両領域
の整合させた位置のギャップを除外した総数で割り、百分率に変換するために、１００を
乗じたものである。
【００７１】
　１つ以上の明記した要素を「含む」組成物または方法は、明記していない他の要素を含
んでよい。たとえば、抗体を含む組成物は、その抗体を、単独で、または他の含有物と組
み合わせて、有してよい。
【００７２】
　値の範囲の指定には、その範囲に入るまたはその範囲を規定するすべての整数、および
、その範囲内の整数によって規定される部分範囲が含まれる。
【００７３】
　文脈からそうではないことが明らかでない限り、「約」の用語は、記載値の平均値標準
誤差内の値を包含する。
【００７４】
　個体は、対象が、少なくとも１つの既知の危険因子（たとえば、遺伝子的、生化学的、
家族歴、環境曝露）であって、その危険因子を有しない個体よりも、その危険因子を有す
る個体を、統計的に有意に大きい疾患発症の危険度に置く危険因子を有する場合、疾患の
危険度が上昇する。
【００７５】
　「症状」の用語は、患者によって認識される、歩行変調などの、疾患の主観的証拠を指
す。「兆候」は、医師によって観察される疾患の客観的証拠を指す。
【００７６】
　統計的有意性は、ｐ≦０．０５を意味する。
【００７７】
　「認識機能」とは、注意、記憶、言語の生成および理解、問題解決、ならびに、周囲お
よび自己ケアに関心を持つことなどの、いくつかのまたはすべての精神処理を指す。
【００７８】
　「向上した認識機能」または「改善した認識機能」とは、診断または治療の開始などの
基準に対する向上を指す。「認識機能の低下」とは、そのような基準に対する機能の低下
を指す。
【００７９】
　ラットまたはマウスなどの動物モデルシステムにおいて、認識機能は、対象が空間情報
を使用する迷路（モリス水迷路、バーンズ円形迷路、高架式放射状迷路、Ｔ迷路など）、
恐怖条件付け、能動的回避、照明オープンフィールド、暗所活動度計、高架式十字迷路、
２コンパートメント探索試験、または、強制水泳試験などを使用する方法によって、測定
してよい。
【００８０】
　ヒトにおいて、認識機能は、いくつかの標準試験のうちの１つ以上によって、測定する
ことが可能である。認識機能の試験またはアッセイの例は記載されており（Ｒｕｏｐｐｉ
ｌａ，ｌ．ａｎｄ Ｓｕｕｔａｍａ，Ｔ．Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｓｏｃ．Ｍｅｄ．Ｓｕｐｐｌ
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．５３，４４－６５，１９９７）、それには、標準心理試験（たとえば、Ｗｅｃｈｓｌｅ
ｒ Ｍｅｍｏｒｙ Ｓｃａｌｅ，ｔｈｅ Ｗｅｃｈｓｌｅｒ Ａｄｕｌｔ Ｉｎｔｅｌｌｉｇ
ｅｎｃｅ Ｓｃａｌｅ，Ｒａｖｅｎ’ｓ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ Ｍａ
ｔｒｉｃｅｓ，Ｓｃｈａｉｅ－Ｔｈｕｒｓｔｏｎｅ Ａｄｕｌｔ Ｍｅｎｔａｌ Ａｂｉｌ
ｉｔｉｅｓ Ｔｅｓｔ）、神経心理検査（たとえば、Ｌｕｒｉａ－Ｎｅｂｒａｓｋａ）、
メタ認知自己評価（たとえば、Ｍｅｔａｍｅｍｏｒｙ Ｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ）、
視覚空間アッセイ試験（たとえば、Ｐｏｐｐｅｌｒｅｕｔｅｒ’ｓ Ｆｉｇｕｒｅｓ，Ｃ
ｌｏｃｋ Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，Ｈｏｎｅｙｃｏｍｂ Ｄｒａｗｉｎｇ ａｎｄ Ｃａｎ
ｃｅｌｌａｔｉｏｎ）、認識アッセイ試験（たとえば、Ｆｏｌｓｔｅｉｎ’ｓ Ｍｉｎｉ 
Ｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｔｅ Ｔｅｓｔ）、および、反応時間検査が含まれる。他の認識能力
の標準試験には、アルツハイマー病評価尺度の認知機能評価尺度（ＡＤＡＳ－ｃｏｇ）；
全般的臨床症状評価（ＣＩＢＩＣ－ｐｌｕｓ ｓｃａｌｅ）；アルツハイマー病共同研究
の日常生活動作の評価（ＡＤＣＳ－ＡＤＬ）；ミニメンタルステート検査（ＭＭＳＥ）；
神経精神症状評価法（ＮＰＩ）；臨床的認知症重症度判定尺度（ＣＤＲ）；ケンブリッジ
神経心理学自動検査バッテリー（ＣＡＮＴＡＢ）、または、Ｓａｎｄｏｚ臨床評価－老人
病（ＳＣＡＧ）、ストループ検査、トレイルメイキング、ウェクスラー数字復唱検査(Wec
hsler Digit Span)、および、ＣｏｇＳｔａｔｅコンピュータ化認識試験が含まれる。さ
らに、認識機能は、陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）、機能的磁気共鳴画像法（ｆＭＲＩ）
、単光子放射型コンピュータ断層撮影法（ＳＰＥＣＴ）、または、脳機能の測定を可能に
する他のあらゆるイメージング技術などの、イメージング技術を用いて測定してもよい。
【００８１】
発明の詳細な説明
Ｉ．概説
　本発明は、ヒト化９Ｅ４抗体を提供する。この抗体はレビー小体病の治療および診断に
有用である。
【００８２】
ＩＩ．標的分子
　天然ヒト野生型アルファシヌクレインは、次のアミノ酸配列を有する１４０個のアミノ
酸のペプチドである：
ＭＤＶＦＭＫＧＬＳＫ ＡＫＥＧＶＶＡＡＡＥ ＫＴＫＱＧＶＡＥＡＡ ＧＫＴＫＥＧＶＬ
ＹＶ ＧＳＫＴＫＥＧＶＶＨ ＧＶＡＴＶＡＥＫＴＫ ＥＱＶＴＮＶＧＧＡＶ ＶＴＧＶＴＡ
ＶＡＱＫ ＴＶＥＧＡＧＳＩＡＡ ＡＴＧＦＶＫＫＤＱＬ ＧＫＮＥＥＧＡＰＱＥ ＧＩＬＥ
ＤＭＰＶＤＰ ＤＮＥＡＹＥＭＰＳＥ ＥＧＹＱＤＹＥＰＥＡ（配列番号１２）。
（Ｕｅｄａ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９３）
９０：１１２８２－６）；ＧｅｎＢａｎｋ受託番号：Ｐ３７８４０）。このタンパクは広
く認められた３つのドメイン、つまり、アミノ酸１～６１にわたるＫＴＫＥ繰返しドメイ
ン、おおよそアミノ酸６０～９５にわたるＮＡＣ（非アミロイド成分）ドメイン、および
、おおよそアミノ酸９８～１４０にわたるＣ末端酸性ドメイン、を有する。
【００８３】
　文脈からそうではないことが明らかでない限り、アルファシヌクレインまたはそのフラ
グメントへの言及は、上に示した天然ヒト野生型アミノ酸配列、および、そのヒト対立遺
伝子変異型、特にレビー小体病に関連するもの（たとえば、Ｅ４６Ｋ，Ａ３０ＰおよびＡ
５３Ｔ；ここで、最初の文字は配列番号１２におけるアミノ酸を表し、数字は配列番号１
２における位置であり、２番目の文字は対立遺伝子変異型におけるアミノ酸である）を含
む。このような変異型は、随意的に、以下に記載する本発明のいずれかの特徴において、
個別にまたは組み合わせで存在し得る。アルファシヌクレイン凝集を増進する誘発変異Ｅ
８３Ｑ，Ａ９０Ｖ，Ａ７６Ｔも、また、個別に、または、互いにならびに／もしくはヒト
対立遺伝子変異型Ｅ４６Ｋ，Ａ３０ＰおよびＡ５３Ｔとの組み合わせで存在し得る。
【００８４】
ＩＩＩ．レビー小体病
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　レビー小体病（ＬＢＤ）は、ドーパミン作動系の変性、運動変化、認識機能障害、およ
び、レビー小体（ＬＢ）の形成によって特徴付けられる（ＭｃＫｅｉｔｈ ｅｔ ａｌ．，
Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ（１９９６）４７：１１１３－２４）。レビー小体は、神経細胞に見
られる球状タンパク沈着物である。脳におけるそれらの存在は、アセチルコリンおよびド
ーパミンを含む化学伝達物質の作用を遮断して、脳の正常な機能を妨害する。レビー小体
病には、パーキンソン病（特発性パーキンソン病を含む）、レビー小体型認知症（ＤＬＢ
）としても知られるびまん性レビー小体病（ＤＬＢＤ）、レビー小体変異型アルツハイマ
ー病（ＬＢＶ）、併発アルツハイマー病／パーキンソン病、および、多系統萎縮症（ＭＳ
Ａ；たとえば、オリーブ橋小脳変性症、線条体黒質変性症、およびシャイ・ドレーガー症
候群）が含まれる。ＤＬＤＢは、アルツハイマー病およびパーキンソン病の双方と症状が
同じである。ＤＬＤＢは、主としてレビー小体の位置においてパーキンソン病と異なる。
ＤＬＤＢでは、レビー小体は皮質に生じる。パーキンソン病では、レビー小体は黒質に生
じる。他のレビー小体病には、純粋自律神経不全症、レビー小体嚥下障害、偶発性ＬＢＤ
、および、遺伝性ＬＢＤ（たとえば、アルファシヌクレイン遺伝子、ＰＡＲＫ３およびＰ
ＡＲＫ４の突然変異）が含まれる。
【００８５】
ＩＶ．本発明の抗体
Ａ．結合特異性および機能特性
　本発明のヒト化抗体は、ヒトアルファシヌクレインに特異的に結合する。いくつかのヒ
ト化抗体の親和性（つまり、Ｋａ）は、好ましくは、マウス抗体９Ｅ４の親和性の５倍ま
たは２倍の範囲内である。いくつかのヒト化抗体は、マウス９Ｅ４抗体の親和性と同じ（
実験誤差内で）以上の親和性を有する。好ましいヒト化抗体は、ヒトアルファシヌクレイ
ンへの結合について、マウス抗体９Ｅ４と、同じエピトープに結合しおよび／または競合
する。
【００８６】
　いくつかの抗体において、ヒト化９Ｅ４は、二重特異性抗体の１つのアームを形成し、
その抗体の他方のアームは、インシュリン受容体、インシュリン様成長因子（ＩＧＦ）受
容体、レプチン受容体、もしくは、リポタンパク受容体、または、好ましくは、トランス
フェリン受容体などの、血液脳関門に発現される受容体に結合する抗体である（Ｆｒｉｄ
ｅｎ ｅｔ ａｌ．，ＰＮＡＳ ８８：４７７１－４７７５，１９９１；Ｆｒｉｄｅｎ ｅｔ
 ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５９：３７３－３７７，１９９３）。このような二重特異性
抗体は、受容体媒介トランスサイトーシスによって血液脳関門を横切って移送され得る。
二重特異性抗体の脳への取り込みは、血液脳関門受容体への親和性を低下させるように二
重特異性抗体を操作することによって、さらに増大させることがきる。受容体に対する親
和性の低下の結果、脳における分布がより広くなる（たとえば、Ａｔｗａｌ．ｅｔ ａｌ
．Ｓｃｉ．Ｔｒａｎｓ．Ｍｅｄ．３，８４ｒａ４３，２０１１；Ｙｕ ｅｔ ａｌ．Ｓｃｉ
．Ｔｒａｎｓ．Ｍｅｄ．３，８４ｒａ４４，２０１１を参照）。
【００８７】
　例示的な二重特異性抗体は、（１）各々の軽鎖および重鎖が、短いペプチド連結部を介
して２つの可変ドメインを直列に有する、二重可変ドメイン抗体（ＤＶＤ－Ｉｇ（商標）
）（Ｗｕ ｅｔ ａｌ．，Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏ
ｎ ｏｆ ａ Ｄｕａｌ Ｖａｒｉａｂｌｅ Ｄｏｍａｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（
ＤＶＤ－Ｉｇ（商標））Ｍｏｌｅｃｕｌｅ，Ｉｎ：Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｂｅｒｌｉｎ Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ（２０１０））；（２）
２つの一本鎖ダイアボディが融合して、標的抗原の各々に対して２つの結合部位を有する
４価の二重特異性抗体になったタンダブ(Tandab)；（３）ｓｃＦｖがダイアボディと組み
合わさって、多価分子となったフレキシボディ(flexibody)；（４）Ｆａｂに適用された
とき、異なるＦａｂフラグメントに連結した２つの同一のＦａｂフラグメントから成る３
価の二重特異性結合タンパクを生成する、プロテインキナーゼＡにおける「二量化および
ドッキングドメイン」に基づく、いわゆる「ドックアンドロック(dock and lock)」分子
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；（５）たとえば、ヒトＦｃ領域の両末端に融合した２つのｓｃＦｖを含む、いわゆるス
コーピオン分子(Scorpion molecule)、でもあり得る。二重特異性抗体の調製に有用なプ
ラットホームの例には、ＢｉＴＥ（Ｍｉｃｒｏｍｅｔ），ＤＡＲＴ（ＭａｃｒｏＧｅｎｉ
ｃｓ），ＦｃａｂおよびＭａｂ２（Ｆ－ｓｔａｒ），Ｆｃ操作ＩｇＧｌ（Ｘｅｎｃｏｒ）
またはＤｕｏＢｏｄｙ（Ｆａｂアーム交換に基づく，Ｇｅｎｍａｂ）が含まれるが、これ
らに限られない。
【００８８】
Ｂ．ヒト化抗体
　ヒト化抗体は、非ヒト「ドナー」抗体からのＣＤＲがヒト「アクセプター」抗体配列に
移植されている、遺伝子操作された抗体である（たとえば、ＵＳ ５，５３０，１０１お
よび５，５８５，０８９；Ｗｉｎｔｅｒ， ＵＳ ５，２２５，５３９，Ｃａｒｔｅｒ，Ｕ
Ｓ ６，４０７，２１３，Ａｄａｉｒ，ＵＳ ５，８５９，２０５ ６，８８１，５５７，
Ｆｏｏｔｅ，ＵＳ ６，８８１，５５７を参照）。アクセプター抗体配列は、たとえば、
成熟ヒト抗体可変領域配列、そのような配列の複合体、ヒト抗体配列のコンセンサス配列
（たとえば、前記カバト、１９９１の軽鎖可変領域コンセンサス配列および重鎖可変領域
コンセンサス配列）、または、生殖細胞系列可変領域配列であり得る。重鎖について、好
ましいアクセプター配列は、ＮＣＢＩ受託コードＡＡＣ５０９９８（ＧＩ：１７９１００
９）を有するヒト成熟重鎖可変領域、生殖細胞系列ＩＧＨＶ３－７’０１もしくはＩＧＨ
Ｖ３－７’０２（クローン名Ｖ３－７もしくはＶＨ３－１１）（Ｇｌａｓ ｅｔ ａｌ．，
Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０７：３７２－８０，１９９７）に由来する他の成
熟重鎖可変領域、または、これらの生殖細胞系列配列のうちの１つを組み込んだ成熟重鎖
可変領域配列である。軽鎖について、好ましいアクセプター配列は、ＮＣＢＩ受託コード
ＡＡＹ３３３５０（ＧＩ：６３１０２８８９）を有する軽鎖成熟可変領域、生殖細胞系列
ＩＧＫＶ１Ｄ－３９もしくはＩＧＫＶ１－３９（クローン名Ｏ２もしくはＯ１２）（Ｋｒ
ａｍｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ｅｕｒ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ．３５：２１３１－４５，２００５）
に由来する他の成熟軽鎖配列、または、これらの生殖細胞系列配列のうちの１つを組み込
んだ軽鎖成熟可変領域配列である。したがって、本発明のヒト化抗体は、ドナー９Ｅ４抗
体に由来する、カバトによって規定される３つの軽鎖ＣＤＲおよび３つの重鎖ＣＤＲ、な
らびに、存在する場合、完全にまたは実質的にヒト抗体配列に由来する、成熟可変領域フ
レームワーク配列および定常領域、を有する抗体である。同様に、ヒト化重鎖は、９Ｅ４
抗体の重鎖に由来する、カバトによって規定される３つの重鎖ＣＤＲ、ならびに、存在す
る場合、完全にまたは実質的にヒト抗体重鎖配列に由来する、成熟重鎖可変配列および重
鎖定常領域配列、を有する重鎖である。同様に、ヒト化軽鎖は、９Ｅ４抗体の軽鎖に由来
する、カバトによって規定される３つの軽鎖ＣＤＲ、ならびに、存在する場合、完全にま
たは実質的にヒト抗体軽鎖配列に由来する、成熟軽鎖可変配列および軽鎖定常領域配列、
を有する軽鎖である。抗体鎖の成熟可変領域フレームワーク配列または抗体鎖の定常領域
配列は、カバトによって規定される対応する残基の少なくとも８５％，９０％，９５％，
９６％，９７％，９８％，９９％または１００％が同一のとき、それぞれ、ヒト成熟可変
領域フレームワーク配列またはヒト定常領域配列に、実質的に由来する。
【００８９】
　ヒト成熟可変領域フレームワーク残基に由来するアミノ酸には、ＣＤＲコンフォメーシ
ョンおよび／または抗原への結合に影響を及ぼすそれらの可能性に基づいて、置換のため
に選択し得るものがある。そのような影響の可能性は、モデル化すること、特定位置のア
ミノ酸の特性を試験すること、特定アミノ酸の置換または変異の影響を実験的に観察する
こと、によって調べられる。
【００９０】
　たとえば、マウス成熟可変領域フレームワーク残基と選択したヒト成熟可変領域フレー
ムワーク残基とでアミノ酸が異なるとき、ヒトフレームワークアミノ酸は、そのアミノ酸
が、
　（１）非共有結合で抗原に直接結合する、
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　（２）ＣＤＲ領域に隣接する、
　（３）他の態様でＣＤＲ領域と相互作用する（たとえば、ＣＤＲ領域の約６Å以内に位
置する）、
　（４）重鎖と軽鎖との相互作用を媒介する
と合理的に期待できるときには、マウス抗体由来の等価なフレームワークアミノ酸で置換
することができる。
【００９１】
　本発明は、３つの例示的ヒト化軽鎖成熟可変領域（Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１～ｖ３；配列番
号３～５）および４つの例示的ヒト化重鎖成熟可変領域（Ｈｕ９Ｅ４ＶＨｖ１～ｖ４；配
列番号：８～１１）を含む、マウス９Ｅ４抗体のヒト化型を提供する。配列番号４は、マ
ウス９Ｅ４軽鎖の３つのカバトＣＤＲ、および、ＡＡＹ３３３５０の成熟可変領域フレー
ムワークを含む。配列番号３および５は、表２に示す復帰突然変異を含む。配列番号１１
は、マウス９Ｅ４の３つのカバトＣＤＲ、および、ＡＡＣ５０９９８の成熟可変領域フレ
ームワークを含む。配列番号８～１０は、表３に示す復帰突然変異を含む。
【００９２】
　本発明は、ヒト化重鎖成熟可変領域が、配列番号８～１１に対して少なくとも９０％，
９５％または９９％の同一性を示し、ヒト化軽鎖成熟可変領域が、配列番号３～５に対し
てる少なくとも９０，９５または９９％の配列同一性を示すが、カバトＣＤＲ以外の成熟
可変領域フレームワークにおいて、指定した配列番号からの変異が生じている、ヒト化９
Ｅ４抗体の変異型を提供する。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６はＹまた
はＦによって占められ、および／または、位置Ｌ８３はＦまたはＬによって占められ、お
よび／または、位置Ｈ７３はＮまたはＤによって占められ、および／または、位置Ｈ９３
はＡまたはＳによって占められている（ここでのすべての位置は、本出願の他所と同様に
、カバト番号付けによる）。いくつかのそのような抗体において、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１～
ｖ３およびＨｕ９Ｅ４ＶＨｖ１～ｖ４における復帰突然変異のいくつかまたはすべてが、
保持されている。換言すると、重鎖位置Ｈ７３およびＨ９３の一方または両方は、それぞ
れ、ＤおよびＡによって占められている。同様に、いくつかの抗体において、軽鎖位置Ｌ
３６およびＬ８３の一方または両方は、それぞれ、ＦおよびＬによって占められている。
いくつかの抗体において、位置Ｈ７３，Ｈ９３，Ｌ３６およびＬ８３の１つ、２つ、３つ
または４つすべては、それぞれ、Ｄ，Ａ，ＦおよびＬによって占められている。いくつか
の抗体において、重鎖成熟可変領域フレームワークの０、１つまたは２つの位置は、配列
番号１１と比べて変化しており、軽鎖成熟可変領域フレームワークの０、１つまたは２つ
の位置は、配列番号４と比べて変化している。
【００９３】
　いくつかの抗体は、位置Ｌ３６（カバト番号付け）がＦまたはＹで占められ、および／
または、位置Ｌ８３（カバト番号付け）がＬまたはＦで占められ、および／または、位置
Ｈ７３（カバト番号付け）がＤまたはＮで占められ、および／または、位置Ｈ９３（カバ
ト番号付け）がＳまたはＡで占められていることを条件に、配列番号１１の３つのカバト
ＣＤＲを含むヒト化重鎖、および、配列番号４の３つのカバトＣＤＲを含むヒト化軽鎖を
含む。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）は、Ｆによっ
て占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）
はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められている。い
くつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ
、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められている。いくつかのそのような抗
体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ９３（カバト
番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３
６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによっ
て占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）
はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ７
３（カバト番号付け）はＤによって占められている。いくつかのそのような抗体において
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、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ８３（カバト番号付け）
はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。い
くつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ
、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）
はＡによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト
番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ
、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような抗
体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ８３はＦによ
って占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバ
ト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ
３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによ
って占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかの
そのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ
８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによ
って占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかの
そのような抗体において、位置Ｌ３６（カバト番号付け）はＦによって占められ、位置Ｌ
８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによ
って占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかの
そのような抗体において、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められている。
いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占めら
れ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められている。いくつかのそのような
抗体において、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバ
ト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ
８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによ
って占められている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｌ８３（カバト番号付け
）はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ
９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような抗体におい
て、位置Ｌ８３（カバト番号付け）はＬによって占められ、位置Ｈ７３（カバト番号付け
）はＤによって占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。
いくつかのそのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占めら
れている。いくつかのそのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによ
って占められ、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかの
そのような抗体において、位置Ｈ７３（カバト番号付け）はＤによって占められ、位置Ｈ
９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかのそのような抗体におい
て、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＳによって占められている。いくつかのそのような
抗体において、位置Ｈ９３（カバト番号付け）はＡによって占められている。いくつかの
そのような抗体において、位置Ｌ３６はＹによって占められ、位置Ｌ８３はＦによって占
められ、位置Ｈ７３はＮによって占められ、位置Ｈ９３はＳによって占められている。位
置Ｌ３６，Ｌ８３，Ｈ７３およびＨ９３に好ましい残基を有する、および、それらの組み
合わせを有する、いくつかの例示的な抗体を、次の表1に示す。
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【表１】

【００９４】
　いくつかの抗体において、重鎖成熟可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配
列を有している。いくつかの抗体において、軽鎖成熟可変領域は、配列番号５または配列
番号３に指定されるアミノ酸配列を有している。いくつかのそのような抗体において、重
鎖成熟可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有し、軽鎖成熟可変領域は
、配列番号５または配列番号３に指定されるアミノ酸配列を有している。いくつかのその
ような抗体において、重鎖成熟可変領域は、配列番号１０に指定されるアミノ酸配列を有
し、軽鎖成熟可変領域は、配列番号５に指定されるアミノ酸配列を有している。
【００９５】
　他のアミノ酸置換を、成熟可変領域フレームワークにおいて、たとえば、ＣＤＲと接触
しない残基において、実施することができる。変異体ヒト化配列になされる置換は、置き
換えられるアミノ酸に関して保存的であることが多い。いくつかの抗体において、Ｈｕ９
Ｅ４ＶＬｖ１～ｖ３およびＨｕ９Ｅ４ＶＨｖ１～ｖ４に対する置換は（保存的であるか否
かによらず）、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１～ｖ３およびＨｕ９Ｅ４ＶＨｖ１～ｖ４と比べて、結
果の抗体の結合親和性または能力、つまり、ヒトアルファシヌクレインに結合する能力に
、実質的に影響しない。
【００９６】
　変異体は、一般に、Ｈｕ９Ｅ４ＶＬｖ１～ｖ３およびＨｕ９Ｅ４ＶＨｖ１～ｖ４の重鎖
成熟可変領域配列および軽鎖成熟可変領域配列とは、（一般には、軽鎖もしくは重鎖成熟
可変領域フレームワークまたは両者における１，２，３，５または１０以下の）少数の置
換、削除または挿入において、相違する。
【００９７】
Ｃ．定常領域の選択
　ヒト化抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、ヒト定常領域の少なくとも一部に連
結し得る。定常領域の選択は、抗体依存性細胞媒介細胞障害、抗体依存性細胞捕食、およ
び／または、補体依存性細胞傷害が、必要であるかどうかによって部分的には決まる。た
とえば、ヒトアイソタイプＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、補体依存性細胞傷害を有し、ヒト
アイソタイプＩｇＧ２およびＩｇＧ４は有しない。ヒトＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、また
、細胞媒介性エフェクター機能を、ヒトＩｇＧ２およびＩｇＧ４よりも強く誘導する。軽
鎖定常領域はラムダまたはカッパであり得る。例示的なヒト軽鎖カッパ定常領域は、配列
番号１３のアミノ酸配列を有する。いくつかのそのような軽鎖カッパ定常領域は、核酸配
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列によってコードされ得る。配列番号１３のＮ末端アルギニンは省略可能であるが、その
場合、軽鎖カッパ定常領域は、配列番号２８のアミノ酸配列を有する。いくつかのそのよ
うな軽鎖カッパ定常領域は、核酸配列によってコードされ得る。例示的ヒトＩｇＧ１重鎖
定常領域は、配列番号１４のアミノ酸配列を有する（Ｃ末端リジンを有することも有しな
いこともある）。いくつかのそのような重鎖定常領域は、核酸配列によってコードされ得
る。抗体は、２つの軽鎖および２つの重鎖を含む四量体として、別個の重鎖、軽鎖として
、Ｆａｂ，Ｆａｂ’，Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖとして、または、重鎖成熟可変ドメイン
および軽鎖成熟可変ドメインがスペーサ－を介して連結した一本鎖抗体として、発現し得
る。
【００９８】
　ヒト定常領域は、異なる個体間で、アロタイプ変異および同型アロタイプ変異を示し、
つまり、定常領域は、異なる個体において、１つ以上の多型位置にて相違し得る。同型ア
ロタイプは、同型アロタイプを認識する血清が１つ以上の他のアイソタイプの非多型領域
に結合する点で、アロタイプと異なる。したがって、たとえば、他の重鎖定常領域は、Ｉ
ｇＧ１ Ｇ１ｍ３アロタイプであり、配列番号３２のアミノ酸配列を有する。さらに他の
重鎖定常領域は、Ｃ末端リジンを欠くことを除いて、配列番号３２のアミノ酸配列を有す
る。
【００９９】
　軽鎖および／または重鎖のアミノ末端もしくはカルボキシ末端の１個もしくは数個のア
ミノ酸、たとえば、重鎖のＣ末端リジンなどは、一部またはすべての分子において、欠け
ているか誘導体化されていてよい。補体依存性細胞傷害もしくはＡＤＣＣなどのエフェク
ター機能を増大もしくは減少させるために（たとえば、Ｗｉｎｔｅｒ ｅｔ ａｌ．，ＵＳ
 Ｐａｔｅｎｔ Ｎｏ．５，６２４，８２１；Ｔｓｏ ｅｔ ａｌ．，ＵＳ Ｐａｔｅｎｔ Ｎ
ｏ．５，８３４，５９７；およびＬａｚａｒ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ １０３：４００５，２００６を参照）、または、ヒトにおける半減
期を長くするために（たとえば、Ｈｉｎｔｏｎ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
２７９：６２１３，２００４を参照）、定常領域において置換を行うことができる。例示
的な置換には、抗体の半減期を増すための、位置２５０のＧｌｎおよび／または位置４２
８（この段落において、定常領域にＥＵ番号付けを使用する）のＬｅｕが含まれる。位置
２３４，２３５，２３６および／または２３７のいずれかの置換は、Ｆｃγ受容体、特に
ＦｃγＲＩ受容体に対する親和性を減少させる（たとえば、ＵＳ６，６２４，８２１を参
照）。いくつかの抗体は、エフェクター機能を減少させるために、ヒトＩｇＧ１の位置２
３４，２３５および２３７に、アラニン置換を有する。随意的に、ヒトＩｇＧ２の位置２
３４，２３６および２３７はアラニンで置換され、位置２３５はグルタミンで置換される
（たとえば、ＵＳ５，６２４，８２１を参照）。
【０１００】
Ｄ．組み換え抗体の発現
　抗体は、組み換え発現によって産生することができる。抗体をコードする核酸は、所望
の細胞型（たとえば、ＣＨＯまたはＳｐ２／０）での発現のために、コドン最適化するこ
とが可能である。組み換え核酸構造物は、一般に、天然会合領域または異種プロモータ領
域を含む、抗体鎖のコドン配列に操作可能に連結された発現制御配列を含む。発現制御配
列は、真核宿主細胞を変換または移入することが可能なベクターにおける真核プロモータ
系であり得る。ベクターが適当な宿主に導入されると、宿主はヌクレオチド配列の高レベ
ル発現、ならびに交差反応抗体の採集および精製に適する条件下に保たれる。抗体鎖をコ
ードするベクターは、抗体鎖をコードする核酸の複製数を増大させるために、ジヒドロ葉
酸還元酵素などの、選択可能な遺伝子も包含し得る。
【０１０１】
　大腸菌は、抗体、特に抗体フラグメント、を発現するために特に有用な原核宿主である
。酵母などの微生物も発現に有用である。サッカロミセスは、発現制御配列、複製起点、
終止配列などを希望どおり有する、好適なベクターを備えた好ましい酵母宿主である。一
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般的なプロモータは、３－ホスホグリセリン酸キナーゼおよび他の糖分解酵素を含む。誘
導性酵母は、とりわけ、アルコール脱水素酵素、イソチトクロームＣに由来するプロモー
タ、ならびに、マルトースおよびガラクトースの利用に寄与する酵素を含む。
【０１０２】
　哺乳類細胞は、免疫グロブリンまたはそのフラグメントをコードするヌクレオチド区分
を発現するために、使用することが可能である。Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ，Ｆｒｏｍ Ｇｅｎ
ｅｓ ｔｏ Ｃｌｏｎｅｓ，（ＶＣＨ Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，ＮＹ，１９８７）を参照。
無傷の異種タンパクを分泌することが可能な多くの好適な宿主細胞株が、当技術分野にお
いて開発されており、それには、ＣＨＯ細胞株、種々のＣＯＳ細胞株、ヒーラ細胞、ＨＥ
Ｋ２９３細胞、Ｌ細胞、ならびに、Ｓｐ２／０およびＮＳ０を含む非ヒト抗体産生骨髄腫
が含まれる。非ヒト細胞を使用することが、有利であり得る。これらの細胞のための発現
ベクターは、発現制御配列、複製起点、プロモータ、エンハンサー（Ｑｕｅｅｎ ｅｔ ａ
ｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．８９：４９（１９８６））、ならびに、リボソーム結合
部位、ＲＮＡスプライス部位、ポリアデニル化部位および転写終結配列などの、必要な処
理情報部位を含み得る。好適な発現制御配列は、内在性遺伝子、サイトメガロウイルス、
ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシパピローマウイルスなどに由来するプロモータである。
Ｃｏ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１１４９（１９９２）を参照。
【０１０３】
　抗体の重鎖および軽鎖をコードする誘導ベクターを細胞培養に導入した後、細胞プール
を、無血清培地における生産性向上および製品品質についてスクリーニングすることがで
きる。次いで、最高生産性の細胞プールをＦＡＣＳ系単一細胞クローニングに付して、モ
ノクローナル株を生成することができる。７．５ｇ／Ｌ培地を超える生産力価に相当する
、細胞当たり１日当たり５０ｐｇまたは１００ｐｇを超える比生産性が、有益であり得る
。単一細胞クローンによって産生される抗体は、濁度、ろ過特性、ＰＡＧＥ、ＩＥＦ、Ｕ
Ｖスキャン、ＨＰ-ＳＥＣ、糖－オリゴ糖マッピング、質量分析、および、ＥＬＩＳＡま
たはＢｉａｃｏｒｅなどの結合アッセイについて、試験することもできる。その後、選択
されたクローンは、後の使用のために、多数のバイアルに入れて蓄え、冷凍貯蔵すること
ができる。
【０１０４】
　一旦発現すると、抗体は、プロテインＡ捕捉、カラムクロマトグラフィー（たとえば、
疎水性相互作用またはイオン交換）、ウイルス不活性化のための低ｐＨなどを含む、当技
術分野における標準的な手順に従って精製することができる（一般に、Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ-Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ，１９
８２）を参照）。
【０１０５】
　抗体の商業的生産の方法には、コドン最適化、プロモータ、転写要素および停止剤の選
択、無血清単一細胞クローニング、細胞バンキング、複製数増大のための選択マーカーの
使用、ＣＨＯ終止剤、無血清単一細胞クローニング、タンパク力価の向上が含まれる（た
とえば、ＵＳ５，７８６，４６４，ＵＳ６，１１４，１４８，ＵＳ６，０６３，５９８，
ＵＳ７，５６９，３３９，ＷＯ２００４／０５０８８４，ＷＯ２００８／０１２１４２，
ＷＯ２００８／０１２１４２，ＷＯ２００５／０１９４４２，ＷＯ２００８／１０７３８
８，ＷＯ２００９／０２７４７１，およびＵＳ５，８８８，８０９を参照）。
【０１０６】
Ｖ．核酸
　本発明は、さらに、上述の重鎖および軽鎖のいずれかをコードする核酸を提供する。一
般に、これらの核酸は、成熟重鎖および成熟軽鎖に融合したシグナルペプチド（たとえば
、配列番号２３および２５によってコードされ得る、配列番号２２および２４のアミノ酸
配列を有するシグナルペプチド）もコードする。核酸上のコード化配列は、そのコード化
配列の発現を確実にするために、プロモータ、エンハンサー、リボソーム結合部位、転写
終結シグナルなどの、制御配列と操作可能に連結することができる。重鎖および軽鎖をコ
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ードする核酸は、単離型で存在することができ、または、１つ以上のベクターにクローン
化することができる。核酸は、たとえば、固相合成または重複オリゴヌクレオチドのＰＣ
Ｒによって、合成することが可能である。重鎖および軽鎖をコードする核酸は、たとえば
発現ベクター内で、１つの連続核酸として一緒にすることができ、または、別個にして、
たとえば、各々それ自体の発現ベクターにクローン化することができる。
【０１０７】
ＶＩ．治療への適用
　本発明は、レビー小体病を患っているまたはレビー小体病の危険性のある患者における
、その疾患の治療または効果的な予防のいくつかの方法を提供する。治療に適する患者に
は、ＬＢＤの疾患の危険性があるが症状を示していない個体のほか、シヌクレイン病の症
状、または、たとえば、ＥＥＧ低速化、精神神経兆候（抑鬱、痴呆、幻覚、不安、無関心
、快感消失）、自律神経系の変化（起立性低血圧、膀胱障害、便秘、便失禁、流涎、嚥下
困難、性機能不全、脳血流の変化）、感覚の変化（嗅覚、痛覚、色識異常感覚）、睡眠障
害（レム睡眠行動障害（ＲＢＤ）、レストレスレッグス症候群／周期性四肢運動、睡眠過
剰、不眠）、ならびに、さまざまな他の兆候および症状（疲労、複視、視朦、脂漏、体重
減少／増加）などの、シヌクレイン病の初期の危険な兆候を現在示している患者が含まれ
る。したがって、本方法は、ＬＢＤの遺伝的危険性のあることが判っている個体に、予防
的に施すことができる。そのような個体には、この疾患の経験者、および、遺伝的または
生化学的マーカーの分析で危険性が判断された個体が含まれる。ＰＤに対する危険性の遺
伝的マーカーには、アルファシヌクレイン遺伝子、または、パーキン、ＵＣＨＬＩおよび
ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子における突然変異、特に、アルファシヌクレイン遺伝子の位置３０お
よび５３における突然変異、が含まれる。現在パーキンソン病を患っている個体は、安静
時振戦、筋硬直、運動緩慢および姿勢不安定を含むその臨床症状から、認定することが可
能である。
【０１０８】
　無症状の患者においては、治療はどの年齢（たとえば、１０，２０，３０歳）でも開始
することができる。しかし、通常、患者が４０，５０，６０または７０歳に達するまで、
治療を開始する必要はない。治療は、一般に、ある期間にわたって複数の投与を必要とす
る。治療は、抗体、または、治療剤（たとえば、アルファシヌクレインペプチドの切断型
）に対する活性化Ｔ細胞もしくはＢ細胞の反応、を長期にわたってアッセイすることによ
って、監視することが可能である。反応が低下する場合、ブースター投与が示唆される。
【０１０９】
　抗体は、患者に有益な治療反応（たとえば、神経突起および／または軸索アルファシヌ
クレイン凝集物の減少、神経突起ジストロフィーの減少、認識機能の改善、および／また
は、認識低下の逆転、治療もしくは防止）を生じる条件下で投与することによって、患者
におけるレビー小体病の治療または有効な予防に使用することができる。いくつかの方法
において、新皮質および／または基底核の神経網における神経突起ジストロフィーの面積
は、治療した患者では、対照集団と比較して、平均で少なくとも１０％，２０％，３０％
または４０％低減することが可能である。
【０１１０】
　認識機能障害、認識機能の進行性の低下、脳形態の変化および脳血管機能の変化は、レ
ビー小体病を患っているまたはレビー小体病の危険性のある患者において、普通に見られ
る。本発明の抗体の投与は、そのような患者における認識機能の低下を阻止しまたは遅延
させることができる。
【０１１１】
　本発明は、また、シナプス密度および／または樹状突起密度を保存または増加させる方
法も提供する。シナプス密度または樹状突起密度の変化の指標は、シナプス形成のマーカ
ー（シナプトフィジン）および／または樹状突起のマーカー（ＭＡＰ２）によって測定す
ることができる。いくつかの方法において、シナプス密度または樹状突起密度の変化の指
標は、健康な対象におけるシナプス密度または樹状突起密度のレベルまで回復することが
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可能である。いくつかの方法において、治療を受けた患者のシナプス密度または樹状突起
密度のレベルは、治療を受けなかった対照患者の集団と比べて５％，１０％，１５％，２
０％，２５％，３０％以上上昇し得る。
【０１１２】
ＶＩＩ．医薬組成物および処理の方法
　予防用途においては、抗体もしくは抗体を誘導するための薬剤または同様の医薬組成物
は、疾患に感染し易いまたは疾患の危険性のある患者に、その疾患の兆候もしくは症状の
少なくとも１つの危険性を低減し、重症度を軽減し、または、発現を遅らせるのに有効な
投与計画（投与の用量、頻度および経路）で投与される。いくつかの予防用途において、
投与計画は、アルファシヌクレインおよび切断フラグメントの脳内の蓄積を、妨げもしく
は遅れさせ、および／または、その有毒作用を妨げもしくは遅れさせ、および／または、
行動の欠陥の進行を妨げおよび／もしくは遅れさせるのに有効である。治療用途において
は、抗体または抗体を誘導する薬剤は、レビー小体病の疑いのあるまたはレビー小体病を
既に患っている患者に、その疾患の兆候もしくは症状の少なくとも１つを改善し、または
、少なくともさらなる悪化を防止するのに有効な投与計画（投与の用量、頻度および経路
）で投与される。いくつかの治療用途において、投与計画は、毒性および／もしくは行動
の欠陥に関連するアルファシヌクレインおよび切断フラグメントのレベルを低減し、また
は、少なくともさらなる増加を妨げるのに有効である。
【０１１３】
　投与計画は、処理を受けた個々の患者が、本発明の方法で処理されない同等の患者の対
照集団における平均の転帰よりも、好ましい転帰を遂げる場合に、または、比較臨床試験
（たとえば、第ＩＩ相、第ＩＩ／ＩＩＩ相、または第ＩＩＩ相試験）において、被処理患
者対対照患者に、ｐ＜０．０５もしくは０．０１またはさらに０．００１のレベルで、よ
り好ましい転帰が示される場合に、治療上または予防上、有効であると認められる。
【０１１４】
　有効な用量は、投与の方法、対象部位、レビー小体病の種類を含む患者の生理状態、患
者がＡｐｏＥ保有者であるか、患者がヒトであるか動物であるか、投与される他の薬物、
および、処理が予防であるか治療であるか、を含む多くの因子に応じて変動する。
【０１１５】
　抗体についての例示的な用量範囲は、患者の体重に基づき、０．０１～５ｍｇ／ｋｇで
あり、より普通には、０．１～３ｍｇ／ｋｇ、０．１５～２ｍｇ／ｋｇまたは０．１５～
１．５ｍｇ／ｋｇである。抗体は、そのような用量を、毎日、隔日、毎週、隔週、毎月、
毎四半期、または、経験的分析によって定める他のあらゆるスケジュールに従って、投与
することができる。例示的処理は、たとえば少なくとも６ヶ月の、長期間にわたる複数の
用量での投与を必要とする。追加の例示的処理計画は、２週に１回、１ヶ月に１回、また
は３～６ヶ月に１回の投与を必要とする。
【０１１６】
　抗体は、末梢経路、つまり、投与されたまたは誘導された抗体が、血液脳関門を横切っ
て脳内の意図する部位に達する経路で、投与することが可能である。投与経路には、局所
、静脈内、経口、皮下、動脈内、頭蓋内、髄腔内、腹腔内、鼻腔内、または筋肉内が含ま
れる。抗体についてのいくつかの投与経路は、静脈内および皮下である。この種の注射は
、腕または脚の筋肉になされるのがもっとも一般的である。いくつかの方法において、薬
剤は、沈着が生じている特定の組織に直接注射され、たとえば、頭蓋内注射である。
【０１１７】
　非経口投与のための医薬組成物は、無菌で実質的に等張であり、ＧＭＰ条件下で製造す
ることができる。医薬組成物は、単位用量形態（つまり、単回投与のための用量）で提供
することができる。医薬組成物は、１つ以上の、生理的に許容可能な担体、希釈剤、賦形
剤または助剤を用いて製剤化することが可能である。製剤は選択される投与経路に依存す
る。注射については、抗体は、水溶液で、好ましくは、ハンクス液、リンゲル液、生理食
塩水、または酢酸緩衝液などの生理的に許容される緩衝液中で（注射部位の不快感低減の
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ため）、製剤することができる。溶液は、懸濁剤、安定剤および／または分散剤などの製
剤化剤を含有することができる。これに代えて、抗体は、滅菌した発熱性物質非含有水な
どの好適な媒体で使用前に調製するために、凍結乾燥の形態とすることもできる。
【０１１８】
　本投与計画は、処理する疾患の治療または予防において有効な他の薬剤と組み合わせて
、施すことが可能である。たとえば、パーキンソン病の場合、アルファシヌクレインに対
する免疫療養剤ＷＯ／２００８／１０３４７２、レボドパ、ドーパミン作動薬、ＣＯＭＴ
阻害剤、ＭＡＯ－Ｂ阻害剤、アマンタジン、または、抗コリン剤を、本投与計画と組み合
わせて使用することができる。
【０１１９】
ＶＩＩＩ．他の適用
　上述の抗体は、臨床診断もしくは治療に関連して、または研究において、アルファシヌ
クレインを検出するために使用することができる。抗体は、また、アルファシヌクレイン
をもつ細胞、および、様々な刺激に対するそれらの応当の検出における実験室研究用の研
究試薬として、販売することも可能である。そのような使用では、モノクローナル抗体は
、蛍光分子、スピンラベル分子、酵素またはラジオアイソトープで標識することが可能で
あり、アルファシヌクレインのアッセイを行うために必要なすべての試薬を備えるキット
の形態で、提供することができる。抗体は、アルファシヌクレインを、たとえば、アフィ
ニティクロマトグラフィーによって、精製するために使用することもできる。
【０１２０】
　抗体は、患者においてＬＢを検出するのに使用することができる。そのような方法は、
ＰＤ、もしくは脳におけるＬＢの存在に関連する他の疾患、もしくはそれに対する罹患し
易さを診断し、または、診断を確認するのに有用である。たとえば、前記方法は、認知症
の症状を呈している患者に使用することが可能である。患者がＬＢを有している場合、そ
の患者は、おそらく、パーキンソン病などのレビー小体病を患っている。前記方法は、ま
た、無症状の患者に使用することもできる。レビー小体の存在またはアルファシヌクレイ
ンの他の異常沈着は、症状性疾患に対する将来の罹患し易さを示す。前記方法は、また、
レビー小体病を有すると診断されたことのある患者における、疾患の進行および／または
治療に対する応答を監視するためにも有用である。
【０１２１】
　前記方法は、抗体を投与し、次いで、抗体が結合した後に抗体を検出することによって
、実施することが可能である。望まれる場合、消失応当は、Ｆａｂなどの、完全長定常領
域を欠く抗体フラグメントを使用することによって、避けることが可能である。いくつか
の方法において、同じ抗体が治療薬および診断試薬の双方として機能する。
【０１２２】
　診断（たとえば、インビボ造影）のためには、抗体は、静脈注射によって患者の身体に
、または、脳内投与によって、もしくは、頭蓋骨を貫通する孔を開けることによって、直
接脳に投与することができる。試薬の用量は、治療法と同じ範囲内とすべきである。一般
に抗体は標識されるが、いくつかの方法においては、抗体は標識されず、抗体に結合する
２次標識剤が使用される。標識の選択は、検出の手段に依存する。たとえば、光学的検出
には蛍光標識が適している。外科的介入なしでの断層検出には常磁性標識の使用が適する
。ＰＥＴまたはＳＰＥＣＴを使用して放射性標識を検出することも可能である。
【０１２３】
　診断は、標識された場所の数、大きさおよび/または強度を、それぞれの基準値と比較
することによって行われる。基準値は、罹患していない個体の集団における平均のレベル
を代表し得る。基準値は、同じ患者において決定した先のレベルを代表することもできる
。たとえば、基準値は、治療前の患者において決定することができ、その後の測定値はそ
の基準値と比較することができる。基準に対する値の低下は、治療に対する陽性の応答を
示唆する。
【０１２４】
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　抗体は、抗イディオタイプ抗体を生成するために使用することが可能である（たとえば
、Ｇｒｅｅｎｓｐａｎ ＆ Ｂｏｎａ，ＦＡＳＥＢ Ｊ．７（５）：４３７－４４４，１９
８９；およびＮｉｓｓｉｎｏｆｆ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：２４２９－２４３８，
１９９１を参照）。このような抗イディオタイプ抗体は、その抗体で処理された個体にお
ける臨床ヒト抗ヒト抗体（ＨＡＨＡ）応答の研究のほか、薬物動態研究、薬力学研究、生
体内分布研究に利用することができる。たとえば、抗イディオタイプ抗体は、ヒト化９Ｅ
４抗体の可変領域に特異的に結合し、したがって、薬物動態研究においてヒト化９Ｅ４抗
体を検出するのに使用することが可能であり、処理を受けた個体におけるヒト抗ヒト抗体
（ＨＡＨＡ）応答を定量化するのに役立つ。
【０１２５】
　上記または下記で引用するすべての特許出願、ウェブサイト、他の出版物、受託番号な
どは、個々の各項目が、あらゆる目的のために参照によって全体が取り込まれると、具体
的かつ個別に示されているのと同様に、あらゆる目的のために参照によって全体が取り込
まれる。配列の異なるバージョンが異なる時点で受託番号に関連付けられている場合、本
出願の有効出願日の受託番号に関連付けられたバージョンを意味する。有効出願日は、実
際の出願日、または、該当する場合、受託番号に言及する優先出願の出願日の、早い方を
意味する。同様に、出版、ウェブサイトなどの異なるバージョンが異なる時点で公開され
ている場合、そうでないと示されない限り、本出願の出願日における最新公開のバージョ
ンを意味する。本発明の、あらゆる特徴、ステップ、要素、実施形態、または側面は、具
体的にそうでないと示されない限り、他のいずれとも組み合わせて使用することが可能で
ある。本発明を、明瞭化および理解のために、図面および例を用いてある程度詳しく説明
したが、添付の特許請求の範囲内で、ある程度の変更および修正を実施してもよいことが
、明らかであろう。
【実施例】
【０１２６】
実施例Ｉ．ヒト化９Ｅ４抗体の設計
　ヒト化の開始点つまりドナー抗体は、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－８２２１を有し、米国
特許出願第１１／７１０，２４８（公開番号第２００９／０２０８４８７号）に記載され
ているハイブリドーマによって産生される、マウス抗体９Ｅ４である。９Ｅ４の可変カッ
パ（Ｖκ）は、ヒトカバトサブグループ１に対応するマウスカバトサブグループ１に属す
る。９Ｅ４の可変重鎖（Ｖｈ）は、ヒトカバトサブグループ３に対応するマウスカバトサ
ブグループ３ｄに属する（Ｋａｂａｔ ｅｔ ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ．ＮＩＨ Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ Ｎｏ．９１－３２４２，１９９１）。本実施例の
全体を通じて、カバト番号付けを使用する。
【０１２７】
　Ｖｋにおいて、１７残基ＣＤＲ－Ｌ１は標準クラス３に属し、７残基ＣＤＲ－Ｌ２はク
ラス１に属し、９残基ＣＤＲ－Ｌ３はクラス１に属する（Ｍａｒｔｉｎ ＆ Ｔｈｏｒｎｔ
ｏｎ，Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ．２６３：８００－１５，１９９６）。５残基ＣＤＲ－Ｈ１は
クラス１に属し、１７残基ＣＤＲ－Ｈ２はクラス２に属する（Ｍａｒｔｉｎ ＆ Ｔｈｏｒ
ｎｔｏｎ，Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ．２６３：８００－１５，１９９６）。ＣＤＲ－Ｈ３は、
標準クラスを有しないが、７残基ループは、おそらく、Ｓｈｉｒａｉら（ＦＥＢＳ Ｌｅ
ｔｔ．４５５：１８８－９７，１９９９）の規則に従ってねじれた基部を有する。
【０１２８】
　９Ｅ４の大まかな構造モデルを提供する構造を見出すべく、ＰＤＢデータベースのタン
パク配列を調査した（Ｄｅｓｈｐａｎｄｅ ｅｔ ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒ
ｅｓ．３３：Ｄ２３３－７，２００５）。二量体抗体Ｘ８３６（ｐｄｂコード３ＭＢＸ）
（Ｔｅｐｌｙａｋｏｖ ｅｔ ａｌ，Ｍｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ．，４７（１４）：２４２２
－６，２０１０）が、良好な分解能（１．６Ａ）と９Ｅ４への全体的な配列類似性を有し
、ループについて同じ標準構造を保っていたので、これをＶκ構造として選択した。１Ｈ
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１）をＶｈ構造として使用した。これは、良好な全体的配列類似性と妥当な分解能（２．
６Ａ）を有しており、ねじれた基部と同じ長さのＣＤＲ－Ｈ３も有していた。さらに、Ｃ
ＤＲ－１およびＣＤＲ－Ｈ２は、９Ｅ４ Ｖｈと同じ標準構造を有していた。ＤｅｅｐＶ
ｉｅｗ／Ｓｗｉｓｓ－ＰｄｖＶｉｅｗｅｒ ３．７（ＳＰ５）（Ｇｕｅｘ ａｎｄ Ｐｅｉ
ｔｓｃｈ，Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ １８：２７１４－２７２３，１９９７）を
、構造モデル化に使用した。
【０１２９】
　ＮＣＢＩからの非冗長タンパク配列データベースを調査することにより、マウスＣＤＲ
を移植する好適なヒトフレームワークの選択が可能になった。Ｖκとして、ＮＣＢＩ受託
コードＡＡＹ３３３５０（ＧＩ：６３１０２８８９）（Ｋｒａｍｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ｅｕ
ｒ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ．３５：２１３１－４５，２００５）を有するヒトカッパ軽鎖を選
択した。これは、ＣＤＲ－Ｌ２およびＣＤＲ－Ｌ３について、９Ｅ４と同じ標準クラスを
有し、ＩＭＧＴ規約によるヒト生殖系列ＩＧＫＶ１Ｄ－３９またはＩＧＫＶ１－３９（ク
ローン名Ｏ２またはＯ１２）に属する。これは、カバトヒトカッパサブグループ１の一員
である。Ｖｈとして、ＮＣＢＩ受託コードＡＡＣ５０９９８（ＧＩ：１７９１００９）（
Ｇｌａｓ ｅｔ ａｌ．，Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０７：３７２－８０，１９
９７）を有するヒトＩｇ重鎖を選択したが、これも、９Ｅ４と同じ標準クラスを有し、ヒ
ト生殖系列ＩＧＨＶ３－７’０１またはＩＧＨＶ３－７’０２（クローン名Ｖ３－７また
はＶＨ３－１１）に属する。これは、カバトヒト重鎖サブグループ３の一員である。
【０１３０】
　ヒトアクセプター可変領域フレームワークとマウスドナー可変領域フレームワークとで
異なる次の位置を、復帰突然変異の候補として特定した。Ｈ７３は、抗原結合部位の端に
位置し、ＣＤＲ－Ｈ２と相互作用する。Ｈ９３は、ＣＤＲ－Ｈ１ループおよびＣＤＲ－Ｈ
３ループの下方に位置するインターフェイス残基である。Ｌ３６は、Ｖκ／Ｖｈインター
フェイス残基である。Ｌ８３は、定常ドメインに近接している。９Ｅ４においては、Ｌ８
３はロイシンであるが、ヒトフレームワークにおいては、Ｌ８３は、より大きいアミノ酸
のフェニルアラニンである。
【０１３１】
　これらの位置の異なる順列に復帰突然変異を取り込んで、３つのヒト化重鎖および３つ
のヒト化軽鎖を作製した（図１Ａ、図１Ｂ、配列アラインメント、および表２、表３）。
【表２】
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【表３】

【０１３２】
　９Ｅ４Ｖκバージョン１
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＳＩＱＴＬＬＹＳＳＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＦＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＷＡＳＩＲＫＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＹＳＹＰＬＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号３）
。
【０１３３】
　９Ｅ４Ｖκバージョン２
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＳＩＱＴＬＬＹＳＳＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＷＡＳＩＲＫＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＹＳＹＰＬＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号４）
。
【０１３４】
　９Ｅ４Ｖκバージョン３
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＫＳＩＱＴＬＬＹＳＳＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＦＱＱＫＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＷＡＳＩＲＫＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＬＱＰＥＤＬＡＴＹＹＣＱＱＹＹＳＹＰＬＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号５）
。
【０１３５】
　９Ｅ４ｖｈバージョン１
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＳＩＳＳＧＧＧＳＴＹＹＰＤＮＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＤＡＫＮＳＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＳＲＧＧＡＧＩＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番
号８）。
【０１３６】
　９Ｅ４ｖｈバージョン２
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＳＩＳＳＧＧＧＳＴＹＹＰＤＮＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＳＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＳＲＧＧＡＧＩＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番
号９）。
【０１３７】
　９Ｅ４ｖｈバージョン３
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＡＳＩＳＳＧＧＧＳＴＹＹＰＤＮＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＤＡＫＮＳＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＧＧＡＧＩＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番
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【０１３８】
　ＡＡＹ３３３５０軽鎖およびＡＡＣ５０９９８重鎖のカバト番号付けを次に示す。
【０１３９】
　ＡＡＹ３３３５０軽鎖のカバト番号付け：
Ｌ１ Ｄ　Ｌ２ Ｉ　Ｌ３ Ｑ　Ｌ４ Ｍ　Ｌ５ Ｔ　Ｌ６ Ｑ　Ｌ７ Ｓ　Ｌ８ Ｐ　Ｌ９ Ｓ
　Ｌ１０ Ｓ　Ｌ１１ Ｌ　Ｌ１２ Ｓ　Ｌ１３ Ａ　Ｌ１４ Ｓ　Ｌ１５ Ｖ　Ｌ１６ Ｇ　
Ｌ１７ Ｄ　Ｌ１８ Ｒ　Ｌ１９ Ｖ　Ｌ２０ Ｔ　Ｌ２１ Ｉ　Ｌ２２ Ｔ　Ｌ２３ Ｃ　Ｌ
２４ Ｒ　Ｌ２５ Ａ　Ｌ２６ Ｓ　Ｌ２７ Ｑ　Ｌ２８ Ｓ　Ｌ２９ Ｉ　Ｌ３０ Ｓ　Ｌ３
１ Ｓ　Ｌ３２ Ｙ　Ｌ３３ Ｌ　Ｌ３４ Ｎ　Ｌ３５ Ｗ　Ｌ３６ Ｙ　Ｌ３７ Ｑ　Ｌ３８ 
Ｑ　Ｌ３９ Ｋ　Ｌ４０ Ｐ　Ｌ４１ Ｇ　Ｌ４２ Ｋ　Ｌ４３ Ａ　Ｌ４４ Ｐ　Ｌ４５ Ｋ
　Ｌ４６ Ｌ　Ｌ４７ Ｌ　Ｌ４８ Ｉ　Ｌ４９ Ｙ　Ｌ５０ Ａ　Ｌ５１ Ａ　Ｌ５２ Ｓ　
Ｌ５３ Ｓ　Ｌ５４ Ｌ　Ｌ５５ Ｑ　Ｌ５６ Ｓ　Ｌ５７ Ｇ　Ｌ５８ Ｖ　Ｌ５９ Ｐ　Ｌ
６０ Ｓ　Ｌ６１ Ｒ　Ｌ６２ Ｆ　Ｌ６３ Ｓ　Ｌ６４ Ｇ　Ｌ６５ Ｓ　Ｌ６６ Ｇ　Ｌ６
７ Ｓ　Ｌ６８ Ｇ　Ｌ６９ Ｔ　Ｌ７０ Ｄ　Ｌ７１ Ｆ　Ｌ７２ Ｔ　Ｌ７３ Ｌ　Ｌ７４ 
Ｔ　Ｌ７５ Ｉ　Ｌ７６ Ｓ　Ｌ７７ Ｓ　Ｌ７８ Ｌ　Ｌ７９ Ｑ　Ｌ８０ Ｐ　Ｌ８１ Ｅ
　Ｌ８２ Ｄ　Ｌ８３ Ｆ　Ｌ８４ Ａ　Ｌ８５ Ｔ　Ｌ８６ Ｙ　Ｌ８７ Ｙ　Ｌ８８ Ｃ　
Ｌ８９ Ｑ　Ｌ９０ Ｑ　Ｌ９１ Ｓ　Ｌ９２ Ｙ　Ｌ９３ Ｓ　Ｌ９４ Ｔ　Ｌ９５ Ｐ　Ｌ
９６ Ｌ　Ｌ９７ Ｔ　Ｌ９８ Ｆ　Ｌ９９ Ｇ　Ｌ１００ Ｇ　Ｌ１０１ Ｇ　Ｌ１０２ Ｔ
　Ｌ１０３ Ｋ　Ｌ１０４ Ｌ　Ｌ１０５ Ｅ　Ｌ１０６ Ｉ　Ｌ１０７ Ｋ　Ｌ１０８ －　
Ｌ１０９ －　Ｌ１１０ －　Ｌ１１１ －。
【０１４０】
　ＡＡＣ５０９９８重鎖のカバト番号付け：
Ｈ１ Ｅ　Ｈ２ Ｖ　Ｈ３ Ｑ　Ｈ４ Ｌ　Ｈ５ Ｖ　Ｈ６ Ｅ　Ｈ７ Ｓ　Ｈ８ Ｇ　Ｈ９ Ｇ
　Ｈ１０ Ｇ　Ｈ１１ Ｌ　Ｈ１２ Ｖ　Ｈ１３ Ｑ　Ｈ１４ Ｐ　Ｈ１５ Ｇ　Ｈ１６ Ｇ　
Ｈ１７ Ｓ　Ｈ１８ Ｌ　Ｈ１９ Ｒ　Ｈ２０ Ｌ　Ｈ２１ Ｓ　Ｈ２２ Ｃ　Ｈ２３ Ａ　Ｈ
２４ Ａ　Ｈ２５ Ｓ　Ｈ２６ Ｇ　Ｈ２７ Ｆ　Ｈ２８ Ｔ　Ｈ２９ Ｆ　Ｈ３０ Ｓ　Ｈ３
１ Ｓ　Ｈ３２ Ｙ　Ｈ３３ Ｗ　Ｈ３４ Ｍ　Ｈ３５ Ｓ　Ｈ３６ Ｗ　Ｈ３７ Ｖ　Ｈ３８ 
Ｒ　Ｈ３９ Ｑ　Ｈ４０ Ａ　Ｈ４１ Ｐ　Ｈ４２ Ｇ　Ｈ４３ Ｋ　Ｈ４４ Ｇ　Ｈ４５ Ｌ
　Ｈ４６ Ｅ　Ｈ４７ Ｗ　Ｈ４８ Ｖ　Ｈ４９ Ａ　Ｈ５０ Ｎ　Ｈ５１ Ｉ　Ｈ５２ Ｋ　
Ｈ５２Ａ Ｑ　Ｈ５３ Ｄ　Ｈ５４ Ｇ　Ｈ５５ Ｓ　Ｈ５６ Ｅ　Ｈ５７ Ｋ　Ｈ５８ Ｙ　
Ｈ５９ Ｙ　Ｈ６０ Ｖ　Ｈ６１ Ｄ　Ｈ６２ Ｓ　Ｈ６３ Ｖ　Ｈ６４ Ｋ　Ｈ６５ Ｇ　Ｈ
６６ Ｒ　Ｈ６７ Ｆ　Ｈ６８ Ｔ　Ｈ６９ Ｉ　Ｈ７０ Ｓ　Ｈ７１ Ｒ　Ｈ７２ Ｄ　Ｈ７
３ Ｎ　Ｈ７４ Ａ　Ｈ７５ Ｋ　Ｈ７６ Ｎ　Ｈ７７ Ｓ　Ｈ７８ Ｌ　Ｈ７９ Ｙ　Ｈ８０ 
Ｌ　Ｈ８１ Ｑ　Ｈ８２ Ｍ　Ｈ８２Ａ Ｎ　Ｈ８２Ｂ Ｓ　Ｈ８２Ｃ Ｌ　Ｈ８３ Ｒ　Ｈ８
４ Ａ　Ｈ８５ Ｅ　Ｈ８６ Ｄ　Ｈ８７ Ｔ　Ｈ８８ Ａ　Ｈ８９ Ｖ　Ｈ９０ Ｙ　Ｈ９１ 
Ｙ　Ｈ９２ Ｃ　Ｈ９３ Ａ　Ｈ９４ Ｒ　Ｈ９５ Ｇ　Ｈ９６ Ｓ　Ｈ９７ Ｓ　Ｈ９８ Ｄ
　Ｈ９９ Ｍ　Ｈ１００ －　Ｈ１０１ Ｄ　Ｈ１０２ Ｙ　Ｈ１０３ Ｗ　Ｈ１０４ Ｇ　Ｈ
１０５ Ｑ　Ｈ１０６ Ｇ　Ｈ１０７ Ｔ　Ｈ１０８ Ｌ　Ｈ１０９ Ｖ　Ｈ１１０ Ｔ　Ｈ１
１１ Ｖ　Ｈ１１２ Ｓ　Ｈ１１３ Ｓ　Ｈ１１４ －。
【０１４１】
　他の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のカバト番号は、同じ番号を割り当てられた対応
残基との整合によって、または、市販のソフトウエアを用いて、決定することができる。
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【表４】

【０１４２】
実施例ＩＩ．α－シヌクレイン抗体での受動免疫
　この実験の目的は、行動試験のみならずインビボおよびインビトロの調査での、αシヌ
クレイン抗体の有効性を決定することである。開始時月齢３～４の、α－シヌクレイン遺
伝子組み換え（系列６１）雌マウス、α－シヌクレインノックアウト雌マウス、および野
生型雌マウスを、ｎ＝１４／群にて使用した。試験した抗体には、９Ｅ４（ＩｇＧ１、エ
ピトープ：アルファシヌクレインのアミノ酸１１８～１２６）、５Ｃ１（ＩｇＧ１、エピ
トープ：アルファシヌクレインのアミノ酸１１８～１２６、ｃ－リンカー）、５Ｄ１２，
ＩｇＧ２（ＳＮ１１８～１２６）、１Ｈ７、ＩｇＧ１（ＳＮ９１～９９）およびＩｇＧ１
対照抗体２７－１が含まれる。マウスに、合計２１回の注射で、５ヶ月にわたって１０ｍ
ｇ／ｋｇの用量を投与した。さらに、ヒトα－シヌクレイン（ｗｔ）を発現するレンチウ
イルス（ＬＶ）を、海馬へのヒトα－シヌクレイン（ｗｔ）の片側導入によって、動物に
注射した。
【０１４３】
　検出抗体（readout antibody）には、Ｃｈｅｍｉｃｏｎからのもの（エピトープ、完全
長アルファシヌクレイン）、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅからのもの（エピトープ、完全長アルフ
ァシヌクレイン）、および、Ｎｅｏｔｏｐｅ，ＥＬＡＤＷ １０５（エピトープ：完全長
アルファシヌクレインのアミノ酸１２１～１２４）が含まれる。
【０１４４】
　終点：抗体力価を生活相の間に測定した。行動試験には、モリス水迷路試験（ＭＷＷ）
および水平ビームテストが含まれる。ラウンドビームテストは、異なる直径の２つのビー
ムを用いて行われる、運動バランス、協調および歩調の試験である。ビームＡがより大径
（より容易、練習ビームと考えられる）であり、ビームＤがより小径（より困難、試験ビ
ームと考えられる）である。データは、「エラー」（スリップの回数／１０ｃｍ）および
「速さ」（１０ｃｍ／秒進むのに要する時間）として表される。水迷路能力は、第１０週
および最終週に実施した。アルファシヌクレイン凝集、シナプトフィジン、およびＭＡＰ
２の神経病理学測定値を得た。アルファシヌクレイン、ＰＳＤ９５、シナプトフィジンの
生化学測定値を得た。シナプスマーカー、ニューロンマーカーおよびグリアマーカーを用
いて、選択多重標識および共焦点標識を行った。
【０１４５】
　結果は、５Ｄ１２以外のすべての抗体が、α－シヌクレイン蓄積を有意に低下させ、Ｍ
ＷＭ能力における陽性の成果に加えて、シナプスおよび樹状密度を保存することを示した
。９Ｅ４抗体は、行動試験のみならず、インビトロおよびインビボの調査において有効で
ある。検出結果（readout）は、抗体が神経突起／軸索のアルファシヌクレイン凝集を低
減するかも知れないことを示唆している。
【０１４６】
　行動結果：９Ｅ４抗体は、α－シヌクレイン遺伝子組み換えマウスにおいて、水迷路能
力を向上させた（図３、図４）。一方、５Ｄ１２抗体は、α－シヌクレイン遺伝子組み換
えマウスにおいて、水迷路能力を向上させなかった（図４）。９Ｅ４抗体および１Ｈ７抗
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５Ｄ１２抗体および５Ｃ１抗体は向上させなかった（図４）。
【０１４７】
　神経病理学結果：９Ｅ４抗体、１Ｈ７抗体および５Ｃ１抗体が、ＥＬＡＤＷ－１０５陽
性神経突起ジストロフィーを低減したのに対し、５Ｄ１２抗体は低減しなかった。アルフ
ァシヌクレイン遺伝子組み換えマウスにおいて、９Ｅ４抗体は、対照と比較して、神経網
の面積を、新皮質で４３％、基底核で４０％減少させた。９Ｅ４抗体は、また、新皮質お
よび基底核において、シナプトフィジンおよびＭＡＰ２を保存した。
【０１４８】
実施例ＩＩＩ．免疫沈降
　種々のバージョンのヒト化９Ｅ４抗体の免疫沈降を実施して、疾患組織由来のその抗原
に対する結合有効性を試験した（図５）。レビー小体脳を有する認知症から得た、１５０
μｇのＴｒｉｓ可溶性脳溶解物を、プロテインＧ磁気ビーズ（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂ
ｉｏｌａｂｓ）を用いて、５μｇの別途示した各抗体で免疫沈降した。試料をＰＢＳ／３
５０ｍＭ ＮａＣｌ／０．５％ ＮＰ－４０で５回洗浄し、煮沸し、結果の試料をＳＤＳ－
ＰＡＧＥによって分離した。ブロットした後、全シヌクレインを検出するポリクローナル
抗体であるＡｂ５０３８（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）で、膜をインキュベートした。実験を３
回繰り返して、精度を確認した。
【０１４９】
実施例ＩＶ．ウエスタンブロット
　マウス抗体、キメラ抗体およびヒト化９Ｅ４抗体での、遺伝子組み換えヒトシヌクレイ
ンのウエスタンブロットを図６に示す。抗体希釈曲線は、マウス抗体、キメラ抗体および
ヒト化９Ｅ４抗体について、見かけ上同様である。すべての抗体は、２８ＫＤａにバンド
を検出し、４９ｋＤａに第２のバンドを検出した。４９ｋＤａバンドは、おそらくシヌク
レインの多量体である。
【０１５０】
　示した量の遺伝子組み換え細菌発現ヒト野生型シヌクレインをＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離
し、同量の別途示したタイプの９Ｅ４でブロットした。洗浄後、ＩＲＤｙｅ－８００フル
オロフォアに抱合した種適合ヤギポリクローナル抗体を施し、ブロットを洗浄した。曝露
時間は異なる抗体間で同一であった。
【０１５１】
寄託
　次のハイブリドーマを、ブダペスト条約の定めるところに従って、別途示した日に、ア
メリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ，Ｐ．Ｏ．Ｂｏｘ １５４９，Ｍａｎａｓｓａｓ
，ＶＡ ２０１０８）に寄託した。この寄託物は、試料提供の最新の求めが受託者によっ
て受領された後少なくとも５年の期間、寄託の日後少なくとも３０年の期間、または、関
連する特許の法的効力のある期間のうちの最長の期間、公認保管所に保存され、突然変異
、育成不能または破壊が生じた場合には、置き換えられる。これらの細胞株の公衆への利
用可能性に対するすべての制約は、出願から特許が発行されると、取消不能の形で除かれ
る。
【表５】
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