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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　KDが約300nM以下である親和性でCD137に結合する能力を有するリポカリンムテインであ
って、
(i)該ムテインが、SEQ ID NO:5～11からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少な
くとも90％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、かつ該ムテインが、成熟ヒト涙液
リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）と比較して、以下の変異アミノ酸の
組のうちの1組を含む:
(a)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 
→ Pro, Cys 61 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 
→ Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → Trp, およびCys 153 → Ser; 
(b)Ala 5 → Thr, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu
 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Arg, Val 85 → Asp, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → Thr, および Cys 153 → Ser;
(c)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 
→ Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Asn, Lys 94 → Arg, Cys 101 → Ser, Glu 104 → 
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Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → 
Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → ThrおよびCys 153 → Ser; 
(d)Ala 5 → Val, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu
 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Arg, Lys 94 → Glu, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → ThrおよびCys 153 → Ser; 
(e)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Thr 42 → Ser, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → Val, Leu 105 →
 Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → Trp, Ser 150 →
 IleおよびCys 153 → Ser; 
(f)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Lys 52 → Glu, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Thr 71 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → 
Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → 
Trp, Ala 133 → Thr, Arg 148 → Ser, Ser 150 → Ile, およびCys 153 → Ser;もしく
は
(g) Ala 5 → Thr, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Gl
u 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Gly 46 → Asp, Leu 56 
→ Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Thr 71 → Ala, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Ser 150 → IleおよびCys 153 → Ser、または
(ii)該ムテインが、SEQ ID NO:12～20からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少
なくとも90％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、かつ該ムテインのアミノ酸配列
が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較して、以下の変異アミノ酸
の組のうちの1組を含む:
(a)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 → Asp, Asp 77 
→ Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → P
he, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → G
luおよびLys 134 → Tyr; 
(b)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Ile, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Met, Leu 70 → Lys, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Met, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(c)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(d)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(e)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Ser, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Ser, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Met, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
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s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(f)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Val, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Arg, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Leu 94 → Ph
e, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe
, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(g)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → His, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(h)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Phe 83 → Leu, Cys 87 → Se
r, Leu 94 → Phe, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser,
 Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; もしくは
(i)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Ser, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Asn, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr、
リポカリンムテイン。
【請求項２】
　ムテインが、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組のうちの1組を含む、請求項1記載のムテイン:
(a)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 
→ Pro, Cys 61 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 
→ Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → Trp, およびCys 153 → Ser; 
(b)Ala 5 → Thr, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu
 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Arg, Val 85 → Asp, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → Thr, および Cys 153 → Ser;
(c)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 
→ Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Asn, Lys 94 → Arg, Cys 101 → Ser, Glu 104 → 
Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → 
Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → ThrおよびCys 153 → Ser; 
(d)Ala 5 → Val, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu
 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Lys 65 → Arg, Lys 94 → Glu, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Lys 121 → Glu, Ala 133 → ThrおよびCys 153 → Ser; 
(e)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Thr 42 → Ser, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → Val, Leu 105 →
 Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → Trp, Ser 150 →
 IleおよびCys 153 → Ser; 
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(f)Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Glu 30 → Pro, Me
t 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Lys 52 → Glu, Leu 56 → Ala, Ser 58 
→ Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Thr 71 → Ala, Cys 101 → Ser, Glu 104 → 
Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → Pro, Lys 114 → 
Trp, Ala 133 → Thr, Arg 148 → Ser, Ser 150 → Ile, およびCys 153 → Ser;または
(g) Ala 5 → Thr, Arg 26 → Glu, Glu 27 → Gly, Phe 28 → Cys, Pro 29 → Arg, Gl
u 30 → Pro, Met 31 → Trp, Leu 33 → Ile, Glu 34 → Phe, Gly 46 → Asp, Leu 56 
→ Ala, Ser 58 → Asp, Arg 60 → Pro, Cys 61 → Ala, Thr 71 → Ala, Cys 101 → S
er, Glu 104 → Val, Leu 105 → Cys, His 106 → Asp, Lys 108 → Ser, Arg 111 → P
ro, Lys 114 → Trp, Ser 150 → IleおよびCys 153 → Ser。
【請求項３】
　CD137へのCD137Lの結合を妨害する能力を有する、請求項2記載のムテイン。
【請求項４】
　SEQ ID NO:5～11からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも95％の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項2または3記載のムテイン。
【請求項５】
　SEQ ID NO:5～11からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項2～4のいずれ
か一項記載のムテイン。
【請求項６】
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組のうちの1組を含む、請求項1記載のムテイン:
(a)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 → Asp, Asp 77 
→ Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → P
he, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → G
luおよびLys 134 → Tyr; 
(b)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Ile, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Met, Leu 70 → Lys, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Met, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(c)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(d)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(e)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Ser, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Ser, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Met, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(f)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Val, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Arg, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Leu 94 → Ph
e, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe
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, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(g)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → His, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; 
(h)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Phe 83 → Leu, Cys 87 → Se
r, Leu 94 → Phe, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser,
 Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr; または
(i)Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Ser, Ty
r 52 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 
→ Asp, Asp 77 → Asn, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Ly
s, Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Ph
e, Tyr 132 → GluおよびLys 134 → Tyr。
【請求項７】
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組を含む、請求項1記載のムテイン:
Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Tyr 5
2 → Met, Ser 68 → Gly, Leu 70 → Thr, Arg 72 → Asp, Lys 73 → Asp, Asp 77 → 
Thr, Trp 79 → Ala, Arg 81 → Ser, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, Tyr 100 → Phe,
 Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, Tyr 132 → Glu,
 およびLys 134 → Tyr。
【請求項８】
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組を含む、請求項1記載のムテイン:
Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Ile, Tyr 5
2 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Met, Leu 70 → Lys, Arg 72 → Asp, Lys 73 → 
Asp, Asp 77 → Met, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, 
Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, 
Tyr 132 → Glu, およびLys 134 → Tyr。
【請求項９】
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組を含む、請求項1記載のムテイン:
Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Arg, Gln 49 → Asn, Tyr 5
2 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 → 
Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, 
Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, 
Tyr 132 → Glu, およびLys 134 → Tyr。
【請求項１０】
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）と比較
して、以下の変異アミノ酸の組を含む、請求項1記載のムテイン:
Gln 28 → His, Leu 36 → Gln, Ala 40 → Ile, Ile 41 → Lys, Gln 49 → Asn, Tyr 5
2 → Met, Asn 65 → Asp, Ser 68 → Ala, Leu 70 → Ala, Arg 72 → Asp, Lys 73 → 
Asp, Asp 77 → Thr, Trp 79 → Asp, Arg 81 → Trp, Cys 87 → Ser, Asn 96 → Lys, 
Tyr 100 → Phe, Leu 103 → His, Tyr 106 → Ser, Lys 125 → Phe, Ser 127 → Phe, 
Tyr 132 → Glu, およびLys 134 → Tyr。
【請求項１１】
　CD137へのCD137Lの結合を妨害しない、請求項6～10のいずれか一項記載のムテイン。
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【請求項１２】
　SEQ ID NO:12～20からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも95％の配
列同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項6記載のムテイン。
【請求項１３】
　SEQ ID NO:12～20からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項1記載のムテ
イン。
【請求項１４】
　SEQ ID NO:12のアミノ酸配列を含む、請求項1記載のムテイン。
【請求項１５】
　SEQ ID NO:13のアミノ酸配列を含む、請求項1記載のムテイン。
【請求項１６】
　SEQ ID NO:14のアミノ酸配列を含む、請求項1記載のムテイン。
【請求項１７】
　SEQ ID NO:15のアミノ酸配列を含む、請求項1記載のムテイン。
【請求項１８】
　有機分子、酵素標識、放射性標識、着色標識、蛍光標識、発色標識、発光標識、ハプテ
ン、ジゴキシゲニン、ビオチン、細胞分裂阻害剤、毒素、金属錯体、金属、およびコロイ
ド金からなる群より選択される化合物にコンジュゲートされている、請求項1～17のいず
れか一項記載のムテイン。
【請求項１９】
　N末および/またはC末において、タンパク質またはタンパク質ドメインもしくはペプチ
ドである融合パートナーに融合されている、請求項1～17のいずれか一項記載のムテイン
。
【請求項２０】
　ポリアルキレングリコール分子、ポリエチレングリコール(PEG)分子、ヒドロキシエチ
ルデンプン、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリン
のCH4ドメイン、アルブミン結合ペプチド、およびアルブミン結合タンパク質からなる群
より選択されるムテインの血清中半減期を延ばす化合物にコンジュゲートされている、請
求項1～17のいずれか一項記載のムテイン。
【請求項２１】
　請求項1～20のいずれか一項記載のムテインをコードするヌクレオチド配列を含む核酸
分子。
【請求項２２】
　請求項21記載の核酸分子を含有する宿主細胞。
【請求項２３】
　ムテインをコードする核酸から出発して遺伝子工学の方法を使ってムテインが生産され
る、請求項1～20のいずれか一項記載のムテインを生産する方法。
【請求項２４】
　CD137の結合に使用するための、請求項1～20のいずれか一項記載のリポカリンムテイン
。
【請求項２５】
　CD137の下流シグナリング経路活性化に使用するための、請求項1～20のいずれか一項記
載のリポカリンムテイン。
【請求項２６】
　Tリンパ球増殖の誘発に使用するための、請求項1～20のいずれか一項記載のリポカリン
ムテイン。
【請求項２７】
　CD137へのCD137Lの結合妨害に使用するための、請求項2～5のいずれか一項記載のリポ
カリンムテイン。
【請求項２８】
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　炎症誘発性サイトカインおよびケモカインの生産の低減に使用するための、請求項2～5
のいずれか一項記載のリポカリンムテイン。
【請求項２９】
　請求項1～20のいずれか一項記載のリポカリンムテインを含む、薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
I.背景
　CD137は、腫瘍壊死因子受容体（TNFR）スーパーファミリー分子であり、その活性は、
免疫が介在する多くの自己免疫疾患および炎症性疾患に関与しうる。これはがん免疫治療
のターゲットでもある。
【０００２】
　CD137シグナリングは、抗原に対する免疫応答の維持および拡大にとっても、メモリーT
細胞の生成にとっても、始原的であることが示されている。CD137が、細胞の増殖、生存
およびサイトカイン生産の強化を助長することは、数多くのマウスおよびヒトT細胞研究
が示している（Croft, 2009, Nat Rev Immunol 9:271-285（非特許文献1））。いくつか
のCD137アゴニストmAbは共刺激分子発現を増加させ、細胞溶解性Tリンパ球応答を著しく
強化し、さまざまなモデルにおいて抗腫瘍効力をもたらすことが、研究によって示されて
いる。CD137アゴニストmAbは予防および治療の場におけるその効力が証明されている。さ
らに、CD137単独治療および併用治療の腫瘍モデルは、長続きする抗腫瘍性防御T細胞メモ
リー応答を樹立している（Lynch, 2008, Immunol Rev. 22:277-286（非特許文献2））。C
D137アゴニストは、当技術分野において認識されているさまざまな自己免疫モデルにおい
て、自己免疫反応を阻害することも示されている（Vinay, 2006, J Mol Med 84:726-736
（非特許文献3））。CD137のこの二重の活性は、免疫寛容を破る免疫治療アプローチに付
随しうる自己免疫副作用を弱めつつ、抗腫瘍活性を与える可能性をもたらす。
【０００３】
　それゆえに、免疫応答の調節におけるCD137の役割に基づいて、ヒトCD137に結合し、CD
137が媒介する応答を増加させ、それによって、がん、感染性疾患、および自己免疫疾患
のようなさまざまな疾患および状態を処置または防止するための治療薬になりうる化合物
が長く必要とされてきたが、そのニーズはまだ満たされていない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Croft, 2009, Nat Rev Immunol 9:271-285
【非特許文献２】Lynch, 2008, Immunol Rev. 22:277-286
【非特許文献３】Vinay, 2006, J Mol Med 84:726-736
【発明の概要】
【０００５】
　したがって、リポカリンから誘導されるムテインであるそのような化合物を提供するこ
とが、本発明の目的である。さまざまなリポカリンのムテインは、急速に拡大しつつある
一群の治療薬であり、高度に洗練された人為的操作によって、野生型リポカリンの天然リ
ガンドとは異なるターゲットに対して高い親和性および特異性を呈するように構築するこ
とができる（例えばWO 99/16873、WO 00/75308、WO 03/029463、WO 03/029471およびWO 0
5/19256を参照されたい）。
【０００６】
II.定義
　以下の一覧では、本明細書の全体を通して使用される用語、語句、および略号を定義す
る。本明細書に列挙して定義する用語はいずれも、すべての文法形式を包含するものとす
る。
【０００７】
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　別段の明記がある場合を除き、本明細書において「CD137」とは、ヒトCD137を意味する
。CD137は、「4-1BB」または「腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリーメンバー9（TNFRS
F9）」または「ILA（induced by lymphocyte activation）」としても公知である。ヒトC
D137とは、UniProt Q07011によって規定される完全長タンパク質、そのフラグメント、ま
たはその変異体を意味する。
【０００８】
　本明細書において「検出可能な親和性」とは、一般に少なくとも約10-5M以下の親和性
定数で、選択されたターゲットに結合する能力を意味する。これより低い親和性は、一般
に、ELISAなどの一般的方法ではもはや測定することができず、それゆえに、あまり重要
ではない。
【０００９】
　本明細書において、選択されたターゲット（この場合はCD137）に対する、本開示のタ
ンパク質（例えばリポカリンのムテイン）またはその融合ポリペプチドの「結合親和性」
は、当業者に公知の数多くの方法によって測定することができる（そしてそれによってム
テイン-リガンド複合体のKD値が決定される）。そのような方法には、蛍光滴定、競合ELI
SA、等温滴定熱量測定（ITC）などの熱量測定法、および表面プラズモン共鳴（BIAcore）
などがあるが、それらに限定されるわけではない。そのような方法は当技術分野において
確立されており、その例を以下にも詳述する。
【００１０】
　また、それぞれの結合物質とそのリガンドとの間の複合体形成は、それぞれの結合パー
トナーの濃度、競合物質の存在、使用する緩衝系のpHおよびイオン強度、ならびに解離定
数KDの決定に使用される実験方法（例えば蛍光滴定、競合ELISAまたは表面プラズモン共
鳴であるが、これらはほんのいくつかの例にすぎない）、さらには実験データの評価に使
用される数学的アルゴリズムなどといった、多種多様な因子の影響を受けることに注意さ
れたい。
【００１１】
　それゆえに、所与のリガンドに対する特定リポカリンムテインの親和性を決定するため
に使用される方法および実験装置に依存して、KD値（それぞれの結合物質とそのターゲッ
ト/リガンドとの間に形成される複合体の解離定数）が一定の実験範囲内で変動しうるこ
とは、当業者にとっては明らかである。これは、例えばそのKD値が表面プラズモン共鳴（
Biacore）で決定されたか、競合ELISAで決定されたか、または「直接ELISA」で決定され
たかなどに依存して、測定されるKD値にはわずかな偏差、または許容誤差範囲が存在しう
ることを意味する。
【００１２】
　本明細書にいう「ムテイン」、「変異（mutated）」実体（entity）（タンパク質であ
るか核酸であるかを問わない）、または「突然変異体（mutant）」とは、天然（野生型）
の核酸またはタンパク質「リファレンス」スキャフォールドと比較した、1つまたは複数
のヌクレオチドまたはアミノ酸の交換、欠失、または挿入を指す。この用語は、本明細書
に記載するムテインおよび変異体（variant）のフラグメントも包含する。本発明のリポ
カリンムテイン、そのフラグメントまたは変異体は、好ましくは、本明細書に記載するよ
うにCD137に結合する機能を保っている。
【００１３】
　本開示のムテインに関連して本明細書において使用する用語「フラグメント」は、N末
および/またはC末が短縮された、すなわち少なくとも1つのN末および/またはC末アミノ酸
を欠く、完全長成熟ヒト涙液リポカリンから誘導されるタンパク質またはペプチドに関す
る。そのようなフラグメントは、成熟リポカリンの一次配列のうちの少なくとも10個また
はそれ以上、例えば20個もしくは30個またはそれ以上の連続アミノ酸を含むことができ、
通常は、成熟リポカリンのイムノアッセイで検出可能である。一般に、本開示のリポカリ
ンムテインの、または本開示による組み合わせの、または本明細書に記載する融合タンパ
ク質の、対応タンパク質リガンドであるCD137に関連して本明細書において使用する用語
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「フラグメント」は、N末および/またはC末が短縮されたタンパク質またはペプチドリガ
ンドであって、本開示のムテインによって認識されかつ/または結合されるという完全長
リガンドの能力を保っているものに関する。
【００１４】
　本明細書において使用する用語「突然変異誘発」は、成熟リポカリンの所与の配列位置
に本来存在するアミノ酸を、それぞれの天然ポリペプチド配列中のその特定位置には存在
しない少なくとも1つのアミノ酸で置換することができるように、実験条件が選ばれるこ
とを意味する。「突然変異誘発」という用語は、1つまたは複数のアミノ酸の欠失または
挿入による配列セグメントの長さの（付加的）修飾も包含する。したがって、例えば、選
ばれた配列位置にある1つのアミノ酸が、一続きになった3つのランダム突然変異で置き換
えられて、野生型タンパク質のそれぞれのセグメントの長さと比較して2つのアミノ酸残
基が挿入されたことになるのは、本開示の範囲内である。そのような挿入または欠失は、
本開示において突然変異誘発の対象となりうるペプチドセグメントのいずれにおいても、
互いに独立して導入されうる。本開示の例示的一態様では、数個の突然変異の挿入が、選
ばれたリポカリンスキャフォールドのループAB中に導入されうる（国際特許出願WO 2005/
019256参照。この特許出願は参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
【００１５】
　「ランダム突然変異誘発」という用語は、前もって決定された単一アミノ酸（突然変異
）が一定の配列位置に存在するのではなくて、突然変異誘発中に所定の配列位置に少なく
とも2種類のアミノ酸が一定の確率で組み込まれうることを意味する。
【００１６】
　「同一性」とは、配列間の類似性または関係性を測る配列の一特性である。本開示にお
いて使用する「配列同一性」または「同一性」という用語は、本開示のポリペプチドの配
列を問題の配列と（相同）アラインメントした後の、それら2つの配列のうちの長い方の
残基数を基準とした、ペアごとの同一残基のパーセンテージを意味する。配列同一性は、
同一アミノ酸残基の数を残基の総数で割り、その結果に100を掛けることによって測られ
る。
【００１７】
　「相同性」という用語は、本明細書では、その通常の意味で使用され、本開示のポリペ
プチド（例えば本開示の任意のリポカリンムテイン）の直鎖アミノ酸配列において等価な
位置にある同一アミノ酸ならびに保存的置換とみなされるアミノ酸（例えばアスパラギン
酸残基によるグルタミン酸残基の交換）を包含する。
【００１８】
　配列相同性または配列同一性のパーセンテージは、ここでは、例えばプログラムBLASTP
、バージョンblastp 2.2.5（2002年11月16日; Altschul, S. F. et al.（1997）Nucl. Ac
ids Res. 25, 3389-3402参照）を使って決定することができる。この態様において、相同
性のパーセンテージは、プロペプチド配列を含む全ポリペプチド配列のアラインメントに
基づき（行列: BLOSUM 62;ギャップコスト: 11.1;カットオフ値は10-3に設定）、好まし
くは野生型タンパク質スキャフォールドを、ペアワイズ比較におけるリファレンスとして
使用する。これは、アラインメントのためにプログラムが選択したアミノ酸の総数で割っ
た、BLASTPプログラム出力に結果として示される「ポジティブ（positive）」（相同アミ
ノ酸）の数のパーセンテージとして計算される。
【００１９】
　具体的には、野生型リポカリンとは異なるリポカリン（ムテイン）のアミノ酸配列のア
ミノ酸残基が、野生型リポカリンのアミノ酸中の一定の位置に対応するかどうかを決定す
るために、当業者は、例えば手作業によるアラインメント、またはBLAST2.0（Basic Loca
l Alignment Search Toolの略）もしくはClustalWなどのコンピュータプログラム、また
は配列アラインメントを作成するのに適した他の任意の適切なプログラムを使ったアライ
ンメントなど、当技術分野において周知の手段および方法を使用することができる。した
がって、野生型リポカリンが「対象配列」または「リファレンス配列」として役立ちうる
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のに対して、本明細書に記載する野生型リポカリンとは異なるリポカリンのアミノ酸配列
は「クエリー配列」になる。「リファレンス配列」および「野生型配列」という用語は、
本明細書では相互可換的に使用される。好ましい野生型リポカリンをSEQ ID NO:1（Tlc）
またはSEQ ID NO:2（NGAL）にそれぞれ示す。本発明のリポカリンムテインがそれぞれTlc
に基づくかNGALに基づくかに応じて、対応野生型リポカリンをリファレンス配列または野
生型配列として使用しうる。
【００２０】
　「ギャップ」とは、アミノ酸の付加または欠失の結果であるアラインメント中の空白を
いう。したがって、厳密に同じ配列である2つのコピーは100％の同一性を有するが、それ
ほど高度には保存されていなくて、欠失、付加、または置き換えを有する配列は、それよ
り程度の低い配列同一性を有しうる。標準的なパラメータを使って配列同一性を決定する
ために、例えばBlast（Altschul, et al.（1997）Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402）
、Blast2（Altschul, et al.（1990）J. Mol. Biol. 215, 403-410）、およびSmith-Wate
rman（Smith, et al.（1981）J. Mol. Biol. 147, 195-197）など、いくつかのコンピュ
ータプログラムが利用可能であることは、当業者にはわかるであろう。
【００２１】
　本開示において使用する用語「変異体」は、置換、欠失、挿入または化学修飾などによ
るアミノ酸配列の修飾を含む、タンパク質またはペプチドの誘導体に関する。そのような
修飾は、いくつかの態様では、タンパク質またはペプチドの機能性を低減しない。そのよ
うな変異体には、1つまたは複数のアミノ酸が各々のD-立体異性体で置き換えられている
か、20種類の天然アミノ酸以外のアミノ酸、例えばオルニチン、ヒドロキシプロリン、シ
トルリン、ホモセリン、ヒドロキシリジン、ノルバリンなどで置き換えられている、タン
パク質が包含される。しかし、そのような置換は保存的であってもよく、すなわちアミノ
酸残基は、化学的に類似するアミノ酸残基で置き換えられる。保存的置換の例は、以下の
グループのメンバー間での置き換えである:1）アラニン、セリン、およびスレオニン; 2
）アスパラギン酸およびグルタミン酸; 3）アスパラギンおよびグルタミン; 4）アルギニ
ンおよびリジン; 5）イソロイシン、ロイシン、メチオニン、およびバリン;ならびに6）
フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン。本開示のリポカリンムテインの、
または本開示による組み合わせの、または本明細書に記載する融合タンパク質の、対応タ
ンパク質リガンドであるCD137に関連して本明細書において使用する用語「変異体」は、
それぞれ野生型CD137タンパク質、例えば本明細書に記載するとおりSwissProtに登録され
たCD137リファレンスタンパク質と比較して、1つまたは複数の、例えば1、2、3、4、5、6
、7、8、9、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28、30、40、50、60、70、80個また
はそれ以上の、アミノ酸の置換、欠失および/または挿入を有する、それぞれ、CD137また
はそのフラグメントに関する。CD137変異体は、それぞれ、好ましくは、野生型ヒトCD137
、例えば本明細書に記載するとおりSwissProtに登録されたCD137リファレンスタンパク質
に対して、少なくとも50％、60％、70％、80％、85％、90％または95％のアミノ酸同一性
を有する。
【００２２】
　「ネイティブ配列」リポカリンとは、自然から得られる対応ポリペプチドと同じアミノ
酸配列を有するリポカリンを意味する。したがってネイティブ配列リポカリンは、任意の
生物からの、特に哺乳動物からの、それぞれの天然リポカリンのアミノ酸配列を有するこ
とができる。そのようなネイティブ配列ポリペプチドは、自然から単離するか、組換え手
段または合成手段によって生産することができる。「ネイティブ配列」ポリペプチドとい
う用語は、リポカリンの天然切断型または天然分泌型、リポカリンの天然変異体型、例え
ば選択的スプライス型または天然対立遺伝子変異体を、特に包含する。ポリペプチド「変
異体」とは、ネイティブ配列ポリペプチドに対して少なくとも約50％、60％、70％、80％
または少なくとも約85％のアミノ酸配列同一性を有する、生物学的に活性なポリペプチド
を意味する。そのような変異体には、例えば、ポリペプチドのN末またはC末において1つ
または複数のアミノ酸残基が付加されまたは欠失しているポリペプチドが含まれる。一般
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に変異体は、ネイティブ配列ポリペプチドに対して、少なくとも約70％の、例えば少なく
とも約80％、例えば少なくとも約85％の、アミノ酸配列同一性、例えば少なくとも約90％
のアミノ酸配列同一性、または少なくとも約95％のアミノ酸配列同一性を有する。具体例
として、本開示の涙液リポカリン（Tlc）ムテインでは、タンパク質の生物学的機能に影
響を及ぼすことなく、N末の最初の4アミノ酸残基（His-His-Leu-Leu）およびC末の最後の
2アミノ酸残基（Ser-Asp）を欠失させることができる。例えばSEQ ID NO:5～11。加えて
、別の具体例として、本開示のリポカリン2（NGAL）ムテインでは、タンパク質の生物学
的機能に影響を及ぼすことなく、一定のアミノ酸残基を、例えばSEQ ID NO:16については
（Lys-Asp-Pro、位置46～48）を、欠失させることができる。
【００２３】
　本開示において使用する場合、「位置」という用語は、本明細書に示すアミノ酸配列内
でのアミノ酸の位置、または本明細書に示す核酸配列内でのヌクレオチドの位置を意味す
る。1つまたは複数のリポカリンムテインのアミノ酸配列位置との関連で本明細書におい
て使用される「対応する」または「対応」という用語を理解するために、対応位置は、先
行するヌクレオチド/アミノ酸の数だけでは決定されない。したがって、本開示によれば
、置換されうる所与のアミノ酸の位置は、（突然変異体または野生型）リポカリン中の他
のどこかにあるアミノ酸の欠失または付加ゆえに、変動しうる。同様に、本開示によれば
、置換されうる所与のヌクレオチドの位置も、ムテインまたは野生型リポカリン5'-非翻
訳領域（UTR）、例えばプロモーターおよび/または他の任意の制御配列もしくは制御遺伝
子（エクソンおよびイントロンを含む）中の他のどこかにある欠失または追加ヌクレオチ
ドゆえに、変動しうる。
【００２４】
　このように、本開示による対応位置に関して、ヌクレオチド/アミノ酸の位置は、類似
の隣接ヌクレオチド/アミノ酸とは、表示される数字の点で異なりうるが、交換、欠失ま
たは付加されうる該隣接ヌクレオチド/アミノ酸も、当該1つまたは複数の対応位置によっ
て含まれると理解されることが好ましい。
【００２５】
　加えて、本開示によるリファレンススキャフォールドに基づくリポカリンムテイン中の
対応位置については、リポカリン間の高度に保存された全体的フォールディングパターン
に照らして当業者には理解されるとおり、ヌクレオチド/アミノ酸の位置は、たとえそれ
らが表示される数字の点で異なっていたとしても、（突然変異体または野生型）リポカリ
ン中の他のどこかにある位置と、構造的に対応していると理解されることが好ましい。
【００２６】
　「アルブミン」という用語は、ヒト血清アルブミンまたはウシ血清アルブミンまたはラ
ット血清アルブミンなど、すべての哺乳動物アルブミンを包含する。
【００２７】
　非天然ターゲットに関して本明細書において使用する用語「有機分子」または「小有機
分子」は、少なくとも2つの炭素原子を含むが、回転可能な炭素結合の数は好ましくは7ま
たは12を越えず、100～2000ダルトン、好ましくは100～1000ダルトンの範囲の分子量を有
し、1つまたは2つの金属原子を含んでもよい有機分子を表す。
【００２８】
　本明細書において使用する「検出する」、「検出」、「検出可能な」または「検出する
こと」という単語は、定量的レベルおよび定性的レベルの両方で、ならびにそれらの組み
合わせで、理解される。したがってこれは、関心対象の分子の定量的、半定量的および定
性的測定を包含する。
【００２９】
　「対象」は脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。「哺乳動物」
という用語は、本明細書では、哺乳動物に分類される任意の動物を指すために使用され、
ヒト、家畜および農用動物、ならびに動物園動物、スポーツ動物、またはペット動物、例
えばヒツジ、イヌ、ウマ、ネコ、ウシ、ラット、ブタ、サル、例えばカニクイザルなどを
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含むが、ここでは具体例をいくつか挙げただけで、これらに限定されるわけではない。好
ましくは、本明細書における哺乳動物はヒトである。
【００３０】
　「有効量」とは、有益な結果または所望の結果を達成するのに十分な量である。有効量
は1回または複数回の投与で投与することができる。
【００３１】
　「試料」は、任意の対象から採取された生物学的試料と定義される。生物学的試料には
、血液、血清、尿、糞便、精液、または組織が包含されるが、それらに限定されるわけで
はない。
[本発明1001]
　KDが約300nM以下である親和性でCD137に結合する能力を有するリポカリンムテイン。
[本発明1002]
　成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）の配列位置5、26～31
、33～34、42、46、52、56、58、60～61、65、71、85、94、101、104～106、108、111、1
14、121、133、148、150および153に少なくとも1つの変異アミノ酸残基を含む、本発明10
01のムテイン。
[本発明1003]
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID
 NO:1）と比較して以下の変異アミノ酸残基のうちの少なくとも1つを含む、本発明1002の
ムテイン:

。
[本発明1004]
　本質的に実施例4に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）分析によって測定した場
合に、KDが約270nM以下である親和性でCD137に結合する、本発明1002または1003のいずれ
かのムテイン。
[本発明1005]
　本質的に実施例6に記載するようにFACS分析によって測定した場合に、約250nM以下のEC
50値でCD137に結合する、本発明1002または1003のいずれかのムテイン。
[本発明1006]
　ムテインのアミノ酸配列が以下の組のアミノ酸置換のうちの1組を含む、本発明1002～1
005のいずれかのムテイン:
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。
[本発明1007]
　本質的に実施例5に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイにおいて測定し
た場合に、CD137へのCD137Lの結合を妨害する能力を有する、本発明1002または1003のい
ずれかのムテイン。
[本発明1008]
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　SEQ ID NO:5～11からなる群またはそれらのフラグメントもしくは変異体からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列を含む、本発明1002～1005のいずれかのムテイン。
[本発明1009]
　SEQ ID NO:5～11からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも85％の配
列同一性を有する、本発明1002～1005のいずれかのリポカリンムテイン。
[本発明1010]
　成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:2）の配列位置28、36、40～41、49、52
、65、68、70、72～73、77、79、81、83、87、94、96、100、103、106、125、127、132お
よび134に少なくとも1つの変異アミノ酸残基を含む、本発明1001のムテイン。
[本発明1011]
　ムテインのアミノ酸配列が、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID
 NO:2）と比較して、以下の変異アミノ酸残基のうちの少なくとも1つを含む、本発明1010
のムテイン:

。
[本発明1012]
　本質的に実施例4に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）分析によって測定した場
合に、KDが約150nM以下である親和性でCD137に結合する、本発明1010または1011のいずれ
かのムテイン。
[本発明1013]
　本質的に実施例6に記載するようにFACS分析によって測定した場合に、約18nM以下のEC5
0値でCD137に結合する、本発明1010または1011のいずれかのムテイン。
[本発明1014]
　本質的に実施例7に記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に
、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、より高いIL-2濃度を誘導する能力を有する、本発
明1010または1011のいずれかのムテイン。
[本発明1015]
　本質的に実施例8に記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に
、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、より高いIL-2濃度をもたらさない、本発明1010ま
たは1011のいずれかのムテイン。
[本発明1016]
　本質的に実施例9に記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に
、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、より高いIL-2およびIFN-γ増殖を誘発する能力を
有する、本発明1010または1011のいずれかのムテイン。
[本発明1017]
　ムテインのアミノ酸配列が、以下の組のアミノ酸置換のうちの1組を含む、本発明1010
～1016のいずれかのムテイン:
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。
[本発明1018]
　本質的に実施例5に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイにおいて測定し
た場合に、CD137へのCD137Lの結合を妨害しない、本発明1010または1011のいずれかのム
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テイン。
[本発明1019]
　SEQ ID NO:12～20からなる群またはそれらのフラグメントもしくは変異体からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列を含む、本発明1010～1016のいずれかのムテイン。
[本発明1020]
　SEQ ID NO:12～20からなる群より選択されるアミノ酸配列に対して少なくとも85％の配
列同一性を有する、本発明1010～1016のいずれかのリポカリンムテイン。
[本発明1021]
　有機分子、酵素標識、放射性標識、着色標識、蛍光標識、発色標識、発光標識、ハプテ
ン、ジゴキシゲニン、ビオチン、細胞分裂阻害剤、毒素、金属錯体、金属、およびコロイ
ド金からなる群より選択される化合物にコンジュゲートされている、本発明1001～1020の
いずれかのリポカリンムテイン。
[本発明1022]
　N末および/またはC末において、タンパク質またはタンパク質ドメインもしくはペプチ
ドである融合パートナーに融合されている、本発明1001～1020のいずれかのリポカリンム
テイン。
[本発明1023]
　ムテインの血清中半減期を延ばす化合物にコンジュゲートされている、本発明1001～10
20のいずれかのリポカリンムテイン。
[本発明1024]
　血清中半減期を延ばす化合物が、ポリアルキレングリコール分子、ヒドロエチルデンプ
ン（hydroethylstarch）、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免
疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ペプチド、およびアルブミン結合タンパク
質からなる群より選択される、本発明1001～1020のいずれかのリポカリンムテイン。
[本発明1025]
　ポリアルキレングリコールがポリエチレン（PEG）またはその活性化誘導体である、本
発明1024のリポカリンムテイン。
[本発明1026]
　本発明1001～1025のいずれかのムテインをコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子
。
[本発明1027]
　本発明1026の核酸分子を含有する宿主細胞。
[本発明1028]
　ムテインをコードする核酸から出発して遺伝子工学の方法を使ってムテインが生産され
る、本発明1001～1025のいずれかのムテインを生産する方法。
[本発明1029]
　本発明1001～1025のいずれかの1つもしくは複数のリポカリンムテインまたはそのよう
なムテインを含む1つもしくは複数の組成物を適用する工程を含む、CD37の結合方法。
[本発明1030]
　本発明1001～1025のいずれかの1つもしくは複数のリポカリンムテインまたはそのよう
なムテインを含む1つもしくは複数の組成物を適用する工程を含む、CD137の下流シグナリ
ング経路を活性化する方法。
[本発明1031]
　本発明1001～1025のいずれかの1つもしくは複数のリポカリンムテインまたはそのよう
なムテインを含む1つもしくは複数の組成物を適用する工程を含む、Tリンパ球増殖を誘発
する方法。
[本発明1032]
　本発明1007の1つもしくは複数のリポカリンムテインまたはそのようなムテインを含む1
つもしくは複数の組成物を適用する工程を含む、CD137へのCD137Lの結合を妨害する方法
。
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[本発明1033]
　本発明1007の1つもしくは複数のリポカリンムテインまたはそのようなムテインを含む1
つもしくは複数の組成物を適用する工程を含む、炎症誘発性サイトカインおよびケモカイ
ンの生産を低減する方法。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
III.図面の説明
【図１】さまざまな代表的リポカリンムテイン（SEQ ID NOをグラフ中に示す）と、ター
ゲットとしてのヒトCD137（Fc融合物）との相互作用に関する、表面プラズモン共鳴（SPR
）によるオン速度およびオフ速度の典型的測定である。抗ヒトIgG-Fc抗体によってターゲ
ットを固定化し、抗ヒトIgG-Fc抗体は標準的なアミンカップリング化学を使ってセンサー
チップに固定化した。リポカリンムテインを可溶性分析物として使用して、さまざまな濃
度で、チップ表面を横切るように流した。試験したすべてのムテインで、ヒトターゲット
であるヒトCD137-Fc融合タンパク質（huCD137-Fc）に対する明確なSPR結合シグナルがあ
り、一方、SEQ ID NO:3およびSEQ ID NO:4の陰性対照は、結合を呈さない。すべてのSEQ 
ID NOについて、図示したデータの当てはめ（1:1結合モデル）から得られる解離定数を、
表1に掲載する。
【図２】SEQ ID NO:5、SEQ ID NO:12およびSEQ ID NO:13のムテインが、CD137へのCD137
リガンド（CD137L）の結合を妨害するかどうかを調べるために計画されたSPRに基づく実
験の代表例である。これは、SPRセンサーチップ上でCD137とCD137Lとの複合体を生成させ
、試験したリポカリンムテインがこの複合体に結合することができるか否かをチェックす
ることによって、調べられる。リファレンスとして、CD137をCD137Lの非存在下でリポカ
リンムテインと共にインキュベートする。図には、センサーグラムのうちの関連する区間
だけを掲載する。huCD137-Fc単独へのそれぞれのリポカリンムテインの結合に関するSPR
トレースに、実線の軸を持つ矢印をつける。CD137Lで飽和させたhuCD137-Fcへのそれぞれ
のリポカリンムテインの結合に関するSPRトレースに、破線の軸を持つ矢印をつける。図2
（A）は、SEQ ID NO:5が、CD137Lの存在下ではhuCD137-Fcに結合できないことを示してい
る。図2（B）および図2（C）は、SEQ ID NO:12およびSEQ ID NO:13が、CD137Lの非存在下
でも存在下でも、極めてよく似た応答でhuCD137-Fcに結合することを示しており、これは
、これら2つのリポカリンムテインとCD137Lとの間には結合に関する競合がないことを示
す。
【図３】哺乳動物細胞上に発現したヒトCD137への代表的リポカリンムテイン（SEQ ID NO
をグラフ中に示す）の特異的結合を評価するために実行された蛍光活性化細胞選別（FACS
）研究の代表例を表す。モックトランスフェクト細胞を陰性対照とした。
【図４】プラスチック製ディッシュ上にコーティングした場合にクラスター化とそれに伴
うCD137シグナリングの下流シグナリングとを誘発することによってT細胞を共刺激する、
一組の代表的CD137結合性リポカリンムテイン（SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14およびSEQ I
D NO:15）の能力を評価するために実行された、T細胞活性化アッセイの結果を図示してい
る。加えて、それぞれの結合物質がクラスター化の非存在下でアゴニスト活性を呈するか
どうかを調べるために、可溶性リポカリンムテインとのインキュベーションによるT細胞
の活性化も試験した。図4（A）では、リポカリンムテインを抗ヒトCD3抗体と一緒にプラ
スチック製ディッシュ上にコーティングし、次にその被覆表面上、可溶性抗ヒトCD28の存
在下で、精製T細胞をインキュベートした。図4（B）では、抗ヒトCD3抗体をプラスチック
製ディッシュ上にコーティングし、次にその被覆表面上、可溶性抗ヒトCD28および溶解状
態にあるリポカリンムテインの存在下で、精製T細胞をインキュベートした。どちらの場
合も、上清インターロイキン2（IL-2）レベルを読み出し情報とした。陰性対照としてSEQ
 ID NO:4を使用した。図4（A）の実験において、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14およびSEQ 
ID NO:15のリポカリンムテインでは、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、T細胞活性化ゆ
えに、上清中のIL-2濃度が明らかに増加している。図4（B）での、溶解状態にあるリポカ
リンムテインを利用する実験については、試験したリポカリンムテインのいずれについて
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も、陰性対照SEQ ID NO:4と比較して、上清中のIL-2濃度に有意な増加がない。図4（A）
および図4（B）は、全体として、試験したリポカリンムテインが、所望の挙動を呈するこ
とを示している。すなわち、プラスチック被覆抗CD137ムテインによるT細胞表面上でのCD
137のクラスター化は所望のT細胞共刺激につながり、一方、溶解状態にあるそれぞれのム
テインは、実施例4および図3に示すとおり、CD137に結合するものの、いかなるT細胞共刺
激も誘発しない。
【図５】SEQ ID NO:13のCD137結合性リポカリンムテインを試験分子として利用したT細胞
活性化実験の結果である。SEQ ID NO:4を陰性対照として使用した。実験は、付加的な最
適未満の抗CD3および抗CD28によるT細胞刺激を利用して行い、読み出し情報を、図5（A）
では、4時間BrdUパルスを使った3日間のインキュベーション後のT細胞の継続的増殖、図5
（C）では上清IL-2濃度、そして図5（E）では上清IFN-gレベルとした。あるいは、最適未
満の抗CD3濃度だけを利用し、読み出し情報を、図5（B）では継続的増殖、図5（D）では
上清IL-2濃度、そして図5（F）では上清IFN-gレベルとした。この実験は、抗CD3/抗CD28
刺激を利用した場合と抗CD3刺激だけを利用した場合との両方で、増殖、IL-2およびIFN-
ガンマレベルのSEQ ID NO:13用量依存的増加を証明している。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
IV.開示の詳細な説明
　本明細書にいう「リポカリン」は、複数（好ましくは4つ）のループにより一端におい
てペアワイズに接続されることで結合ポケットを規定している複数（好ましくは8つ）の
βストランドを含む円柱状のβプリーツシート超二次構造領域を有する、重量が約18～20
kDAの単量体型タンパク質と定義される。サイズ、形状、および化学的特徴が異なるター
ゲットを収容する能力をそれぞれが有するリポカリンファミリーメンバー間に、さまざま
な異なる結合様式を生じさせるのは、他の点では剛直なリポカリンスキャフォールドにお
けるループの多様性である（例えばFlower, D.R.（1996）、前掲、Flower, D.R. et al.
（2000）、前掲、またはSkerra, A.（2000）Biochim. Biophys. Acta 1482, 337-350に概
説されている）。事実、リポカリンタンパク質ファミリーは、広範なリガンドに結合する
ように自然に進化しており、それらが共有する全体的配列保存のレベルは異常に低い（多
くの場合、配列同一性は20％未満である）にもかかわらず、高度に保存された全体的フォ
ールディングパターンを保っている。さまざまなリポカリンにおける位置間の対応は当業
者には周知である。例えば米国特許第7,250,297号を参照されたい。
【００３４】
　上記のとおり、リポカリンは、その超二次構造、すなわち4つのループにより一端にお
いてペアワイズに接続されることで結合ポケットを規定している8つのβストランドを含
む円柱状のβプリーツシート超二次構造領域によって規定されるポリペプチドである。本
開示は、本明細書において具体的に開示するリポカリンムテインに限定されない。この点
に関して、本開示は、4つのループにより一端においてペアワイズに接続されることで結
合ポケットを規定している8つのβストランドを含む円柱状のβプリーツシート超二次構
造領域を有するリポカリンムテインであって、前記4つのループのうちの少なくとも3つの
それぞれの少なくとも1つのアミノ酸が変異しており、CD137に検出可能な親和性で結合す
るのに有効であるリポカリンムテインに関する。
【００３５】
　一特定態様において、本明細書に開示するリポカリンムテインは、リポカリン-1、涙液
プレアルブミンまたはフォン・エブネル腺タンパク質とも呼ばれるヒト涙液リポカリン（
TLPCまたはTlc）のムテインである。本明細書において使用する用語「ヒト涙液リポカリ
ン」または「Tlc」または「リポカリン-1」は、SWISS-PROT/UniProtデータバンクアクセ
ッション番号P31025（アイソフォーム1）の成熟ヒト涙液リポカリンを指す。SWISS-PROT/
UniProtデータバンクアクセッション番号P31025に示されるアミノ酸配列は、好ましい「
リファレンス配列」として使用することができ、より好ましくは、SEQ ID NO:1に示すア
ミノ酸配列がリファレンス配列として使用される。
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【００３６】
　別の一特定態様において、本明細書に開示するリポカリンムテインは、ヒトリポカリン
2のムテインである。本明細書において使用する用語「ヒトリポカリン2」または「ヒトLc
n2」または「ヒトNGAL」は、SWISS-PROT/UniProtデータバンクアクセッション番号P80188
の成熟ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）を指す。本開示のヒトリポカリン
2ムテインを、本明細書では、「hNGALムテイン」と呼ぶ場合もある。SWISS-PROT/UniProt
データバンクアクセッション番号P80188に示されるアミノ酸配列は、好ましい「リファレ
ンス配列」として使用することができ、より好ましくは、SEQ ID NO:2に示すアミノ酸配
列がリファレンス配列として使用される。
【００３７】
　いくつかの態様において、CD137に検出可能な親和性で結合するリポカリンムテインは
、ネイティブシステイン残基の、別のアミノ酸、例えばセリン残基による、アミノ酸置換
を、少なくとも1つは含みうる。他のいくつかの態様において、CD137に検出可能な親和性
で結合するリポカリンムテインは、野生型リポカリンの1つまたは複数のアミノ酸を置換
する1つまたは複数の非ネイティブシステイン残基を含みうる。さらなる一特定態様にお
いて、本開示によるリポカリンムテインは、システイン残基によるネイティブアミノ酸の
アミノ酸置換を少なくとも2つは含み、それによって1つまたは複数のシステイン架橋を形
成している。いくつかの態様において、該システイン架橋は少なくとも2つのループ領域
を接続しうる。これらの領域の定義は、本明細書では、Flower（Flower, 1996、前掲、Fl
ower, et al., 2000、前掲）およびBreustedt et al.（2005、前掲）に従って使用される
。関連態様において、本開示は、CD137に結合することによってCD137の下流シグナリング
経路を活性化する能力を有する1つまたは複数のリポカリンムテインを教示する。
【００３８】
　CD137に向けられた、またはCD137に特異的な、本開示のタンパク質は、明確なタンパク
質スキャフォールドに基づく多くの特異的結合タンパク質ムテインを包含する。交換され
、欠失し、または挿入されるヌクレオチドまたはアミノ酸のそれぞれの数は、好ましくは
、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19もしくは20個
またはそれ以上、例えば25、30、35、40、45または50個であり、1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10、または11個は好ましく、9、10または11個はさらに好ましい。ただし、本開示の
リポカリンムテインは、依然として、CD137に結合する能力を有することが好ましい。
【００３９】
　一局面において、本開示は、CD137に少なくとも検出可能な親和性で結合するさまざま
なリポカリンムテインを包含する。この意味で、CD137は、リファレンス野生型リポカリ
ンの非天然リガンドであるとみなすことができ、ここで「非天然リガンド」とは、生理的
条件下で野生型リポカリンに結合しない化合物を指す。野生型リポカリンを一定の配列位
置における1つまたは複数の突然変異で工学的に操作することにより、本発明者らは、非
天然リガンドであるCD137に対する高い親和性および高い特異性が可能であることを証明
した。いくつかの態様では、野生型リポカリン上の一定の配列位置をコードする1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11もしくは12個またはさらにそれ以上のヌクレオチドトリプレ
ットにおいて、ヌクレオチドトリプレットの部分集合でこれらの位置における置換を行う
ことによって、ランダム突然変異誘発を実行しうる。
【００４０】
　さらに、本開示のリポカリンムテインは、リファレンスリポカリンの直鎖ポリペプチド
配列の一定の配列位置に対応する配列位置のうちの任意の1つまたは複数に、例えば少な
くとも任意の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11または12個に、変異アミノ酸残基を有
しうる。
【００４１】
　本開示のタンパク質は、変異アミノ酸配列位置以外では、「親」タンパク質スキャフォ
ールド（リポカリンなど）の野生型（天然）アミノ酸配列を含みうる。いくつかの態様に
おいて、本開示によるリポカリンムテインは、1つまたは複数の配列位置に1つまたは複数
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のアミノ酸突然変異も、そのような突然変異が当該ムテインの結合活性およびフォールデ
ィングを、少なくとも本質的には、阻止することも、妨害することもないのであれば、保
持しうる。そのような突然変異は、確立された標準的方法（Sambrook, J. et al.（2001
）Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
 Press,ニューヨーク州コールドスプリングハーバー）を使って、DNAレベルで非常に容易
に実現することができる。アミノ酸配列改変の具体例は、挿入または欠失およびアミノ酸
置換である。そのような置換は保存的でありうる。すなわち、アミノ酸残基は、特性が、
とりわけ極性およびサイズに関して、化学的に類似しているアミノ酸残基で置き換えられ
る。保存的置換の例は、以下のグループのメンバー間での置き換えである:1）アラニン、
セリン、およびスレオニン; 2）アスパラギン酸およびグルタミン酸; 3）アスパラギンお
よびグルタミン; 4）アルギニンおよびリジン; 5）イソロイシン、ロイシン、メチオニン
、およびバリン;ならびに6）フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン。他方
、アミノ酸配列中に非保存的改変を導入することも可能である。加えて、単一のアミノ酸
残基を置き換える代わりに、ヒト涙液リポカリンの一次構造のうちの1つまたは複数の連
続アミノ酸を挿入または欠失させることも、それらの欠失または挿入が安定なフォールデ
ィングされた/機能的ムテイン（例えばN末およびC末が切断されたTlcムテイン）をもたら
す限りにおいて、可能である。そのようなムテインでは、例えば、ポリペプチドのN末ま
たはC末において、1つまたは複数のアミノ酸残基を付加し、または欠失させる。一般にそ
のようなムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列に対して、およそ少なくと
も70％、例えば少なくとも約80％、例えば少なくとも約85％のアミノ酸配列同一性を有し
うる。一具体例として、本開示は、成熟ヒト涙液リポカリンの配列のN末の最初の4アミノ
酸残基（His-His-Leu-Leu;位置1～4）および/または成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリ
ペプチド配列のC末の最後の2アミノ酸残基（Ser-Asp;位置157～158）を欠失させた、上に
定義したTlcムテイン（SEQ ID NO:5～11）も包含する。加えて、別の一具体例として、本
開示は、成熟ヒトリポカリン2（hNGAL）の直鎖ポリペプチド配列のアミノ酸残基（Lys-As
p-Pro、位置46～48）を欠失させた、上に定義したNGALムテイン（SEQ ID NO:16）も包含
する。
【００４２】
　本明細書において開示するリポカリンムテインのアミノ酸配列は、他のリポカリンとの
配列同一性と比較した場合に、リファレンスリポカリンに対して高い配列同一性を有する
。この一般的状況において、本開示のリポカリンムテインのアミノ酸配列は、リファレン
スリポカリンのアミノ酸配列に、少なくとも実質的に類似している。ただし、ギャップ（
以下に定義する）が、アミノ酸の付加または欠失の結果としてアラインメント中に存在す
る可能性はある。リファレンスリポカリンの配列に実質的に類似する本開示のリポカリン
ムテインのそれぞれの配列は、いくつかの態様では、リファレンスリポカリンの配列に対
して、少なくとも70％の同一性または配列相同性、少なくとも75％の同一性または配列相
同性、少なくとも80％の同一性または配列相同性、少なくとも82％の同一性または配列相
同性、少なくとも85％の同一性または配列相同性、少なくとも87％の同一性または配列相
同性、または少なくとも90％の同一性もしくは配列相同性、例えば少なくとも95％の同一
性または配列相同性を有する。ただし、改変された位置または配列は保たれており、1つ
または複数のギャップが可能である。
【００４３】
　本明細書において、本開示のリポカリンムテインは、それが、あるターゲット（例えば
CD137）と1つまたは複数のリファレンスターゲットとを区別することができるのであれば
、当該ターゲットに「特異的に結合」する。結合特異性は絶対的特性ではなく相対的特性
だからである。「特異的結合」は、例えばウェスタンブロット、ELISA試験、RIA試験、EC
L試験、IRMA試験、FACS、IHCおよびペプチドスキャンに従って決定することができる。
【００４４】
　一態様において、本開示のリポカリンムテインは、そのN末および/またはそのC末にお
いて、ムテインの血清中半減期を延ばすタンパク質ドメインである融合パートナーに融合
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される。さらなる特定態様において、前記タンパク質ドメインは、免疫グロブリンのFc部
分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ペプ
チド、またはアルブミン結合タンパク質である。
【００４５】
　別の一態様において、本開示のリポカリンムテインは、ムテインの血清中半減期を延ば
す化合物にコンジュゲートされる。より好ましくは、ムテインは、ポリアルキレングリコ
ール分子、ヒドロエチルデンプン（hydroethylstarch）、免疫グロブリンのFc部分、免疫
グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ペプチド、お
よびアルブミン結合タンパク質からなる群より選択される化合物にコンジュゲートされる
。
【００４６】
　さらに別の一態様において、本開示は、本明細書において開示するリポカリンムテイン
をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子に関係する。本開示は該核酸分子を含有す
る宿主細胞を包含する。
【００４７】
A. CD137に特異的なリポカリンムテイン
　一局面において、本開示は、CD137に結合するヒトリポカリンムテイン、およびその有
用な応用を提供する。本開示は、本明細書に記載するCD137結合タンパク質を作製する方
法、ならびにそのようなタンパク質を含む組成物も提供する。本開示のCD137結合タンパ
ク質およびその組成物は、試料中のCD137を検出する方法において、または対象におけるC
D137の結合方法において、使用されうる。本開示が提供する用途に付随するこれらの特徴
を有するそのようなヒトリポカリンムテインが、以前に記載されたことはなかった。
【００４８】
1. CD137に特異的な例示的リポカリンムテイン
　本開示の一態様は、例えば本質的に実施例4に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR
）分析によって決定した場合に、KDで測って約300nM、100nM、75nM、50nM、25nM、10nMま
たはそれ未満の、例えば2nMの親和性で、CD137に結合する能力を有するリポカリンムテイ
ンに関する。
【００４９】
　別の一態様において、本リポカリンムテインは、例えば本質的に実施例6に記載するよ
うにFACS分析によって決定した場合に、約250nM以下、約100nM以下、約50nM以下、約18nM
以下のEC50値で、CD137に結合する能力を有する。
【００５０】
　本開示の別の一態様は、CD137に結合することによって、CD137の下流シグナリング経路
を活性化する能力を有するリポカリンムテインを提供する。
【００５１】
　いくつかの態様において、本開示のリポカリンムテインは、例えば本質的に実施例7に
記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に、SEQ ID NO:4の陰性
対照と比較して、より高いIL-2濃度を誘導する能力を有する。
【００５２】
　他のいくつかの態様において、本開示のリポカリンムテインは、例えば本質的に実施例
8に記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に、SEQ ID NO:4の
陰性対照と比較して、より高いIL-2濃度をもたらさない。
【００５３】
　いくつかの態様において、本開示のリポカリンムテインは、例えば本質的に実施例9に
記載するように機能的T細胞活性化アッセイにおいて測定した場合に、SEQ ID NO:4の陰性
対照と比較して、より高いIL-2およびIFN-γ増殖を誘発する能力を有する。
【００５４】
　一局面において、本開示は、CD137結合性ヒト涙液リポカリンムテインを提供する。
【００５５】
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　この点に関して、本開示は、KDで測って約300nM以下、さらには約100nM以下の親和性で
、CD137に結合する能力を有する1つまたは複数のTlcムテインを提供する。
【００５６】
　いくつかの態様において、そのようなTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖
ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）の位置5、26～31、33～34、42、46、52、56、58、60～
61、65、71、85、94、101、104～106、108、111、114、121、133、148、150および153に
対応する1つまたは複数の位置に、変異アミノ酸残基を含む。
【００５７】
　いくつかの特定態様において、そのようなTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの
直鎖ポリペプチド配列の位置26～34、55～58、60～61、65、104～106および108に対応す
る1つまたは複数の位置に、変異アミノ酸残基を含有しうる。
【００５８】
　さらなる特定態様において、そのようなTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直
鎖ポリペプチド配列の位置101、111、114および153に対応する1つまたは複数の位置に、
変異アミノ酸残基をさらに含みうる。
【００５９】
　別の特定態様において、Tlcは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列の位
置5、26～31、33～34、42、46、52、56、58、60～61、65、71、85、94、101、104～106、
108、111、114、121、133、148、150および153に対応する1つまたは複数の位置に変異ア
ミノ酸残基を含有しうる。
【００６０】
　いくつかのさらなる態様において、Tlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポ
リペプチド配列の配列位置5、26～31、33～34、42、46、52、56、58、60～61、65、71、8
5、94、101、104～106、108、111、114、121、133、148、150および153に対応する1つま
たは複数の配列位置に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26個、またはさらにそれ以上の変異アミ
ノ酸残基を含むことができ、ここで該ポリペプチドは、CD137、特にヒトCD137に結合する
。
【００６１】
　いくつかのさらなる態様において、本開示は、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプ
チド配列との比較において、配列位置526～34、55～58、60～61、65、104～106、および1
08に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12個、またはさらにそれ以上の
変異アミノ酸残基を含むTlcムテインであり、かつCD137、特にヒトCD137に結合する、ポ
リペプチドに関する。
【００６２】
　いくつかの態様において、本開示によるリポカリンムテインは、ネイティブシステイン
残基の、例えばセリン残基によるアミノ酸置換を、少なくとも1つは含みうる。いくつか
の態様において、本開示によるTlcムテインは、位置61および/または153にあるネイティ
ブシステイン残基の、セリン残基などの別のアミノ酸によるアミノ酸置換を含む。これと
の関連において、システイン残基61および153によって形成される野生型涙液リポカリン
の構造ジスルフィド結合（Breustedt, et al., 2005、前掲参照）の（それぞれのナイー
ブ核酸ライブラリーのレベルでの）除去が、安定にフォールディングされるだけでなく、
所与の非天然リガンドに高い親和性で結合することもできる涙液リポカリンムテインを与
えうることがわかっていることに注目されたい。いくつかの特定態様において、本開示に
よるTlcムテインは、アミノ酸置換Cys61→Ala、Phe、Lys、Arg、Thr、Asn、Gly、Gln、As
p、Asn、Leu、Tyr、Met、Ser、ProまたはTrp、およびCys153→SerまたはAlaを含む。その
ような置換は、Cys61とCys153とを連結する天然ジスルフィド架橋の形成を防止するのに
有用であり、よってムテインの取り扱いを容易にすることが判明している。ただし、CD13
7に結合し、かつCys61とCys153との間に形成されたジスルフィド架橋を有する涙液リポカ
リンムテインも、本発明の一部である。
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【００６３】
　いくつかの態様では、構造ジスルフィド結合の排除により、本開示のムテインへの非天
然人工ジスルフィド結合の（自発的）生成または計画的導入が可能になり、それによって
ムテインの安定性が増加するという、さらなる利点が得られうる。例えば、いくつかの態
様では、位置61、101および153にあるシステインコドンの2つまたは3つすべてが、別のア
ミノ酸のコドンで置き換えられる。さらに、いくつかの態様において、本開示によるTlc
ムテインは、位置101にあるネイティブシステイン残基の、セリン残基またはヒスチジン
残基によるアミノ酸置換を含む。
【００６４】
　いくつかの態様において、本開示によるムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ
酸配列に関して位置28または105に、システイン残基によるネイティブアミノ酸のアミノ
酸置換を含む。
【００６５】
　さらに、いくつかの態様において、本開示によるムテインは、位置111にあるネイティ
ブアルギニン残基の、プロリン残基によるアミノ酸置換を含む。さらに、いくつかの態様
において、本開示によるムテインは、位置114にあるネイティブリジン残基の、トリプト
ファン残基またはグルタミン酸によるアミノ酸置換を含む。
【００６６】
　いくつかの態様において、本発明によるCD137結合性Tlcムテインは、成熟ヒト涙液リポ
カリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）の位置5、26～31、33～34、42、46、52、
56、58、60～61、65、71、85、94、101、104～106、108、111、114、121、133、148、150
および153に対応する1つまたは複数の位置に、以下の変異アミノ酸残基のうちの1つまた
は複数を含む:

。いくつかの態様において、本開示によるTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのこ
れらの配列位置における変異アミノ酸残基を、2つまたはそれ以上、例えば3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12個、さらにそれ以上、例えば13、14、15、16、17、18、19、20、21、
22、23、24、25、26個、またはすべて含む。
【００６７】
　いくつかのさらなる態様において、CD137に結合するTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポ
カリンの直鎖ポリペプチド配列と比較して、以下の組のアミノ酸置換のうちの1組を含む:
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。
【００６８】
　残りの領域、すなわち配列位置5、26～31、33～34、42、46、52、56、58、60～61、65
、71、85、94、101、104～106、108、111、114、121、133、148、150および153とは異な
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る領域において、本開示のTlcムテインは、変異アミノ酸配列位置以外では、野生型（天
然）アミノ酸配列を含みうる。
【００６９】
　さらなる態様において、本開示によるTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの配列
（SEQ ID NO:1）に対して、少なくとも70％の配列同一性または少なくとも70％の配列相
同性を有する。具体例としてSEQ ID NO:7のムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミ
ノ酸配列に対して、約81％のアミノ酸配列同一性または配列相同性を有する。
【００７０】
　さらなる特定態様において、本開示のTlcムテインは、SEQ ID NO:5～11のいずれか1つ
に示すアミノ酸配列、またはそのフラグメントもしくは変異体を含む。
【００７１】
　さらなる特定態様において、本開示のTlcムテインは、SEQ ID NO:5～11からなる群より
選択されるアミノ酸配列に対して、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％ま
たはそれ以上の配列同一性を有する。
【００７２】
　本開示は、SEQ ID NO:5～11からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するTlcムテイ
ンの構造ホモログであって、該Tlcムテインとの関係において約60％超、好ましくは65％
超、70％超、75％超、80％超、85％超、90％超、92％超、最も好ましくは95％超のアミノ
酸配列相同性または配列同一性を有する構造ホモログも包含する。
【００７３】
　本開示によるTlcムテインは、天然型のヒト涙液リポカリンの突然変異誘発を使って得
ることができる。突然変異誘発のいくつかの態様において、置換（すなわち置き換え）は
保存的置換である。しかしながら、リポカリンムテインがCD137に結合するその能力を保
っており、かつ/または、それが、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列（SWISS-PROT
データバンクアクセッション番号P31025）に対する少なくとも60％、例えば少なくとも65
％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％またはそれ以上
の配列同一性であるという点においてその時置換される配列に対して配列同一性を有する
限り、非保存的置換、または下記の例示的置換からの1つまたは複数を含む、任意の置換
が想定される。
【００７４】
　いくつかのさらなる態様において、本開示のhNGALムテインは、例えば本質的に実施例5
に記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイにおいて測定した場合に、CD137へ
のCD137Lの結合を妨害する能力を有する。
【００７５】
　いくつかの特定態様において、本開示は、KDで測って約200nM以下の親和性でCD137に結
合するリポカリンムテインであって、SEQ ID NO:5のアミノ酸配列に対して少なくとも90
％またはそれ以上、例えば95％の同一性を有するリポカリンムテインを提供する。
【００７６】
　別の一局面において、本開示は、CD137に向けられた、またはCD137に特異的な、新規特
異的結合性ヒトリポカリン2（ヒトLcn2またはhNGAL）ムテインに関する。
【００７７】
　この点に関して、本開示は、KDで測って200nM以下、約140nM以下、約50nM以下、さらに
は約10nM以下の親和性で、CD137に結合する能力を有する1つまたは複数のhNGALムテイン
を提供する。より好ましくは、hNGALムテインは、KDで測って約5nM以下の親和性を有する
ことができる。
【００７８】
　いくつかの態様において、本開示のhNGALムテインは、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配
列（SEQ ID NO:2）の位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79、81、8
3、87、94、96、100、103、106、125、127、132および134に対応する1つまたは複数の位
置に、置換を含む。
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　特定の態様において、本開示のリポカリンムテインは、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド
配列（SWISS-PROTデータバンクアクセッション番号P80188; SEQ ID NO:2）の配列位置28
、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79、81、83、87、94、96、100、103、
106、125、127、132および134に対応する配列位置に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、
8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21個、またはさらにそれ以上の置
換を含む。好ましくは、本開示は、成熟ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列の位置36、87お
よび/または96に対応する位置における1つまたは複数の置換に加えて、成熟hNGALの直鎖
ポリペプチド配列の位置28、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79、81、83、94
、100、103、106、125、127、132および134に対応する1つまたは複数の位置に置換を含む
、リポカリンムテインに関すると想定される。
【００８０】
　いくつかのさらなる態様において、本開示は、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SWI
SS-PROTデータバンクアクセッション番号P80188; SEQ ID NO:2）との比較において、配列
位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79、81、87、96、100、103、10
6、125、127、132および134に、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13
、14、15、16、17、18、19、20、21個、またはさらにそれ以上の変異アミノ酸残基を含む
hNGALムテインであって、CD137、特にヒトCD137に結合する、ポリペプチドに関する。
【００８１】
　いくつかの態様において、本開示のCD137結合性hNGALムテインは、成熟hNGALの直鎖ポ
リペプチド配列（SEQ ID NO:2）の配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～7
3、77、79、81、83、87、94、96、100、103、106、125、127、132および134のうちの任意
の1つまたは複数に、以下の変異アミノ酸残基のうちの1つまたは複数を含む:

。
【００８２】
　いくつかの態様において、本開示のhNGALムテインは、成熟hNGALのこれらの配列位置に
おける変異アミノ酸残基を、2つ以上、例えば3、4、5、6、7、8、9、10、11、12個、また
はさらにそれ以上、例えば13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24個、または
すべて含む。
【００８３】
　いくつかのさらなる態様において、CD137に結合する本開示のhNGALムテインは、成熟hN
GALの直鎖ポリペプチド配列との比較において、以下のアミノ酸の置き換えを含む。
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【００８４】
　残りの領域、すなわち配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79
、81、83、87、94、96、100、103、106、125、127、132および134とは異なる領域におい
て、本開示のhNGALムテインは、変異アミノ酸配列位置以外では、野生型（天然）アミノ
酸配列を含みうる。
【００８５】
　別の一態様において、hNGALムテインは、成熟ヒトリポカリン2のアミノ酸配列（SWISS-
PROTデータバンクアクセッション番号P80188）に対して、少なくとも70％、またはさらに
高い配列同一性を有する。具体例として、SEQ ID NO:17のムテインは、成熟hNGALアミノ
酸配列に対して、およそ86.5％のアミノ酸配列同一性または配列相同性を有する。
【００８６】
　さらなる特定態様において、本開示によるリポカリンムテインは、SEQ ID NO:12～20か
らなる群より選択されるアミノ酸配列、またはそのフラグメントもしくは変異体を含む。
【００８７】
　本開示のCD137結合性hNGALムテインのアミノ酸配列は、SEQ ID NO:12～20からなる群よ
り選択される配列に対して、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なく
とも82％、少なくとも85％、少なくとも87％、少なくとも90％の同一性、例えば少なくと
も95％の同一性など、高い配列同一性を有しうる。
【００８８】
　本開示は、SEQ ID NO:12～20からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するhNGALム
テインの構造ホモログであって、該hNGALムテインとの関係において、約60％超、好まし
くは65％超、70％超、75％超、80％超、85％超、90％超、92％超、最も好ましくは95％超
のアミノ酸配列相同性または配列同一性を有する構造ホモログも包含する。
【００８９】
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　本開示のhNGALムテインは、天然型のヒトリポカリン2の突然変異誘発を使って得ること
ができる。突然変異誘発のいくつかの態様において、置換（すなわち置き換え）は保存的
置換である。しかしながら、リポカリンムテインがCD137に結合するその能力を保ってお
り、かつ/または、それが、成熟ヒトリポカリン2のアミノ酸配列（SWISS-PROTデータバン
クアクセッション番号P80188）に対する少なくとも60％、例えば少なくとも65％、少なく
とも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％またはそれ以上の同一性で
あるという点においてその時置換される配列に対して同一性を有する限り、非保存的置換
、または下記の例示的置換からの1つまたは複数を含む、任意の置換が想定される。
【００９０】
　いくつかのさらなる態様において、本開示のTlcムテインは、例えば本質的に実施例5に
記載するように表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイで測定した場合に、CD137へのCD137L
の結合を妨害しない。
【００９１】
　いくつかの特定態様において、本開示は、KDで測って約5nM以下の親和性でCD137に結合
するリポカリンムテインであって、SEQ ID NO:13のアミノ酸配列に対して少なくとも90％
またはそれ以上、例えば95％の同一性を有するリポカリンムテインを提供する。
【００９２】
2. CD137に特異的なリポカリンムテインの応用
　CD137は、T細胞受容体（TCR）活性化時に誘導されるT細胞共刺激受容体である（Nam et
 al., Curr. Cancer Drug Targets, 5:357-363（2005）; Watts et al., Annu. Rev. Imm
unol., 23:23-68（2005））。CD137は、活性化CD4＋およびCD8＋ T細胞におけるその発現
に加えて、CD4＋CD25＋制御性T細胞、ナチュラルキラー（NK）およびNK-T細胞、単球、好
中球、および樹状細胞でも発現する。その天然リガンドであるCD137Lは、B細胞、単球/マ
クロファージ、および樹状細胞を含む抗原提示細胞での記載がある（Watts et al., Annu
. Rev. Immunol., 23:23-68（2005））。CD137は、そのリガンドと相互作用すると、増加
したTCR誘発性T細胞増殖、サイトカイン生産、機能的成熟、および長期間にわたるCD8＋ 
T細胞生存をもたらす（Nam et al., Curr. Cancer Drug Targets, 5:357-363（2005）, W
atts et al., Annu. Rev. Immunol., 23:23-68（2005））。
【００９３】
　CD137/CD137L相互作用は、免疫応答のさまざまな局面に関与する。これは、T細胞にお
ける活性化誘導細胞死を阻害するのに重要であると思われるが（Hurtado et al., J. Imm
unol. 158:2600, 1997）、好中球では他のサイトカインの抗アポトーシス効果を抑止する
（Heinisch et al., Eur. J. Immunol. 30:3441, 2001）。このようにCD137は免疫機能ホ
メオスタシスに役割を果たすと考えられ（Ebata et al., Eur. J. Immunol. 31 :1210, 2
001）、がんまたは炎症性応答の処置においてターゲットとすることができるターゲット
共刺激系でありうる（Blazar et al., J. Immunol. 166:174, 2001; Takahashi et al., 
Immunol. Lett. 76:183, 2001; Kim and Broxmeyer, J. Hematother. Stem Cell Res. 10
:441, 2001; Kim et al., Cancer Res. 61:2031, 2001）。
【００９４】
　それゆえに、本開示のCD137結合性リポカリンムテインには、医学において、数多くの
可能な応用が存在する。さらなる一局面において、本開示は、試料中のCD137を検出する
ための、本明細書に開示するCD137結合性リポカリンムテインの使用、およびそれぞれの
診断方法に関する。
【００９５】
　本開示は、CD137との複合体形成のための、ここに記載する1つまたは複数のCD137結合
性リポカリンムテインの使用にも関係する。
【００９６】
　それゆえに、本開示の別の一局面において、本開示のリポカリンムテインは、CD137の
検出に使用される。そのような使用は、1つまたは複数のムテインを、適切な条件下で、C
D137を含有すると疑われる試料と接触させ、それによってムテインとCD137との間の複合
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体の形成を可能にする工程、および適切なシグナルによって複合体を検出する工程を含み
うる。
【００９７】
　上で説明したように、検出可能なシグナルは、標識によって引き起こされるか、結合、
すなわち複合体形成そのものによる物理的特性の変化によって引き起こされうる。一例は
表面プラズモン共鳴であり、その値は、結合パートナー同士（そのうちの一方は、金箔な
どの表面に固定化されている）の結合中に変化する。
【００９８】
　本明細書において開示するCD137結合性リポカリンムテインは、CD137の分離にも使用し
うる。そのような使用は、1つまたは複数のムテインを、適切な条件下で、CD137を含有す
ると思われる試料と接触させ、それによって、ムテインとCD137との間の複合体の形成を
可能にする工程、および複合体を試料から分離する工程を含みうる。
【００９９】
　CD137の検出およびCD137の分離のための、本開示のムテインの使用では、ムテインおよ
び/もしくはCD137、またはそれらのドメインもしくはフラグメントを、適切な固相上に固
定化しうる。
【０１００】
　さらに別の一局面において、本開示は、本開示によるCD137結合性リポカリンムテイン
を含む診断キットまたは分析キットを特徴とする。
【０１０１】
　さらに別の一局面において、本開示では、診断におけるそれらの使用に加えて、本開示
のムテインと薬学的に許容される賦形剤とを含む薬学的組成物も考えられる。
【０１０２】
　さらにまた、本開示は、抗がん作用物質および/または免疫調節物質として使用するた
めの、CD137に結合するヒトリポカリンムテインを提供する。したがって、CD137に結合す
るそのような本開示のリポカリンムテインは、がん、感染性疾患、および自己免疫疾患な
どのヒト疾患を処置または防止する方法において使用されることが想定される。したがっ
て、がん、感染性疾患、および自己免疫疾患などのヒト疾患を処置または防止する必要が
ある対象において該ヒト疾患を処置または防止する方法であって、治療有効量の、CD137
に結合する本発明のリポカリンムテインを、対象に投与する工程を含む方法も提供される
。
【０１０３】
　T細胞において、CD137媒介性シグナリングは、TRAFファミリーメンバーの動員、ならび
にASK-1、MKK、MAPK3/MAPK4、p38、およびJNK/SAPKを含むいくつかのキナーゼの活性化に
つながる。次に、キナーゼの活性化に続いて、ATF-2、Jun、およびNF-κΒを含むいくつ
かの転写因子の活性化および核移行が起こる。CD137媒介性シグナリングは、最適未満のT
CR誘発性増殖を増強することに加えて、T細胞、特にCD8＋T細胞を、活性化誘導細胞死（A
ICD）から保護する。
【０１０４】
　本開示は、CD137の結合、T細胞の共刺激、および/またはCD137への結合によるCD137の
下流シグナリング経路の活性化（IL-2分泌の強化およびインターフェロンIFN-γの生産を
含む）のための、本開示のCD137結合性リポカリンムテインの使用、またはそのようなリ
ポカリンムテインを含む組成物の使用を包含する。
【０１０５】
　本開示は、CD137の結合方法またはT細胞を共刺激する方法であって、1つまたは複数の
、本開示のCD137結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリポカリンムテインを含
む1つまたは複数の組成物を適用する工程を含む方法も特徴とする。
【０１０６】
　さらにまた本開示は、IL-2分泌の強化およびインターフェロンIFN-γの生産を含むCD13
7の下流シグナリング経路を活性化する方法であって、1つまたは複数の、本開示のCD137
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結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリポカリンムテインを含む1つまたは複数
の組成物を適用する工程を含む方法に関係する。
【０１０７】
　本開示では、Tリンパ球増殖を誘発する方法であって、1つまたは複数の、本開示のCD13
7結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリポカリンムテインを含む1つまたは複数
の組成物を適用する工程を含む方法も考えられる。
【０１０８】
　さらにまた、CD137/CD137L相互作用の非存在は、一定の自己免疫疾患の発症を防止する
（Seo et al., 2003, 2004）。CD137/CD137L相互作用は、詳しく特徴づけられた抗原提示
細胞-T細胞相互作用に加えて、造血細胞と非造血細胞のネットワークにも関与する。CD13
7Lによるシグナリングは、骨髄性細胞の分化およびそれらの細胞活動に決定的な役割を果
たすことから、CD137Lシグナルは炎症をトリガーし持続させることが示唆される［Immune
 Network 2009;9（3）:84-89］。
【０１０９】
　本開示は、CD137へのCD137Lの結合および/または天然のCD137Lシグナリングを妨害する
ための、CD137Lと競合してCD137に結合する能力を有する本開示のCD137結合性リポカリン
ムテインの使用、またはそのようなリポカリンムテインを含む組成物の使用を包含する。
【０１１０】
　本開示は、CD137へのCD137Lの結合を妨害する方法であって、1つまたは複数の本開示の
CD137競合結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリポカリンムテインを含む1つま
たは複数の組成物を適用する工程を含む方法も特徴とする。
【０１１１】
　さらにまた、本開示は、CD137Lの天然シグナリングを妨害する方法であって、1つまた
は複数の本開示のCD137競合結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリポカリンム
テインを含む1つまたは複数の組成物を適用する工程を含む方法に関係する。
【０１１２】
　本開示では、炎症誘発性サイトカインおよびケモカインの生産を低減する方法であって
、 1つまたは複数の本開示のCD137競合結合性リポカリンムテイン、またはそのようなリ
ポカリンムテインを含む1つまたは複数の組成物を適用する工程を含む方法も考えられる
。
【０１１３】
B.本開示のリポカリンムテイン
　リポカリンは、リガンドに結合するように自然に進化したタンパク質結合分子である。
リポカリンは、脊椎動物、昆虫、植物および細菌を含む多くの生物に見いだされる。リポ
カリンタンパク質ファミリーのメンバー（Pervaiz, S., & Brew, K.（1987）FASEB J. 1,
 209-214）は、典型的には、小さな分泌タンパク質であり、単一のポリペプチド鎖を有す
る。それらは一連の異なる分子認識特性、すなわち、さまざまな、主として疎水性の分子
（レチノイド、脂肪酸、コレステロール、プロスタグランジン、ビリベルジン、フェロモ
ン、味物質、およびにおい物質など）に結合するそれらの能力、特異的細胞表面受容体へ
のそれらの結合、およびそれらの高分子複合体形成によって特徴づけられる。リポカリン
は以前は主に輸送タンパク質として分類されていたが、リポカリンはさまざまな生理学的
機能を果たすことが、現在では明らかになっている。それらには、レチノール輸送、嗅覚
、フェロモンシグナリング、およびプロスタグランジンの合成における役割が含まれる。
リポカリンは、免疫応答の制御および細胞ホメオスタシスの媒介にも関係づけられている
（例えばFlower, D.R.（1996）Biochem. J. 318, 1-14およびFlower, D.R. et al.（2000
）Biochim. Biophys. Acta 1482, 9-24に概説されている）。
【０１１４】
　リポカリンが共有する全体的配列保存のレベルは異常に低く、多くの場合、配列同一性
は20％未満である。それとは著しく対照的に、それらの全体的フォールディングパターン
は高度に保存されている。リポカリン構造の中心的部分は、一周して閉じることで途切れ
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なく水素結合したβバレルを形成する単一の8ストランド逆平行βシートからなる。この
βバレルは中心に空洞を形成する。バレルの一端は、その底を横切るN末ペプチドセグメ
ントおよびβストランドを接続する3つのペプチドループによって、立体的にブロックさ
れている。βバレルの他端は溶媒に向かって開いており、4つのフレキシブルなペプチド
ループによって形成されるターゲット結合部位を包含する。サイズ、形状、および化学的
特徴が異なるターゲットを収容する能力をそれぞれが有するさまざまな結合様式を生じさ
せるのは、他の点では剛直なリポカリンスキャフォールドにおけるループのこの多様性で
ある（例えばFlower, D.R.（1996）、前掲、Flower, D.R. et al.（2000）、前掲、また
はSkerra, A.（2000）Biochim. Biophys. Acta 1482, 337-350に概説されている）。
【０１１５】
　本開示によるリポカリンムテインは、任意の選ばれたリポカリンのムテインであってよ
い。ムテインに変換して使用することができる適切なリポカリン（「タンパク質『リファ
レンス』スキャフォールド」または単に「スキャフォールド」と呼ぶ場合もある）の例に
は、涙液リポカリン（リポカリン-1、フォン・エブネル腺タンパク質）、レチノール結合
タンパク質、好中球リポカリン型プロスタグランジンDシンターゼ、β-ラクトグロブリン
、ビリン結合タンパク質（BBP）、アポリポタンパク質D（APO D）、好中球ゼラチナーゼ
関連リポカリン（NGAL）、涙液リポカリン（Tlc）、α2-ミクログロブリン関連タンパク
質（A2m）、24p3/ウテロカリン（24p3）、フォン・エブネル腺タンパク質1（VEGP1）、フ
ォン・エブネル腺タンパク質2（VEGP2）、および主要アレルゲンCan f1前駆体（ALL-1）
などがあるが、それらに限定されるわけではない。関連態様では、リポカリンムテインが
、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）、ヒト涙液リポカリン（Tlc）、ヒト
アポリポタンパク質D（APO D）およびオオモンシロチョウ（Pieris brassicae）のビリン
結合タンパク質からなる群より選択される。
【０１１６】
　CD137に結合する本開示のリポカリンムテインに関連して本明細書において使用する場
合、「に特異的」という用語は、当該リポカリンムテインが、CD137に向けられているこ
と、CD137に結合すること、またはCD137と反応することを、それぞれ包含する。したがっ
て、向けられていること、結合すること、または反応することは、それぞれ当該リポカリ
ンムテインがCD137に特異的に結合することを包含する。この文脈において「特異的に」
という用語は、当該リポカリンムテインが、本明細書に記載するようにCD137タンパク質
とは反応するが、他のタンパク質とは本質的に反応しないことを意味する。「他のタンパ
ク質」という用語は、それぞれ、本明細書に開示するリポカリンが向けられているCD137
と近縁または相同であるタンパク質を含む任意の非CD137タンパク質を包含する。しかし
、ヒト以外の種、例えば「対象」の定義に関連して記載した種からのCD137タンパク質、
フラグメントおよび/または変異体が、用語「他のタンパク質」によって除外されること
はない。「本質的に結合しない」という用語は、本開示のリポカリンムテインが他のタン
パク質に結合しないこと、すなわち30％未満、好ましくは20％未満、より好ましくは10％
未満、特に好ましくは9、8、7、6または5％未満の交差反応性を示すことを意味する。リ
ポカリンが本明細書において上に定義したように特異的に反応するかどうかは容易に、な
かんずく、本開示のリポカリンムテインのCD137との反応と、該リポカリンの他のタンパ
ク質との反応とを比較することによって、試験することができる。「特異的結合」は、例
えばウェスタンブロット、ELISA試験、RIA試験、ECL試験、IRMA試験、FACS、IHCおよびペ
プチドスキャンに従って決定することもできる。
【０１１７】
　本開示によるリポカリンムテインのアミノ酸配列は、他のリポカリンとの配列同一性と
比較すると、それぞれのリポカリンに対して高い配列同一性を有する（上記も参照された
い）。この一般的状況において、本発明による組み合わせのリポカリンムテインのアミノ
酸配列は、対応するリポカリン（野生型リポカリンまたはリファレンスリポカリン）のア
ミノ酸配列に、少なくとも実質的に類似している。1つまたは複数のアミノ酸態様におい
て、対応するリポカリンの配列に実質的に類似している本開示による組み合わせのリポカ
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リンムテインのそれぞれの配列は、野生型（またはリファレンス）リポカリン、対応する
リポカリンの配列に対して少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくと
も80％、少なくとも82％、少なくとも85％、少なくとも87％、少なくとも90％の同一性、
例えば少なくとも95％の同一性を有する。この点に関して、もちろん、本開示のリポカリ
ンムテインは、比較すると、CD137に結合する能力を当該リポカリンムテインに与える本
明細書に記載の置換を、それぞれ含有しうる。典型的には、リポカリンのムテインは、ネ
イティブ配列リポカリンと比較して、リポカリンのリガンド結合部位の開放端にある4つ
のループ（上記参照）中のアミノ酸の突然変異を、1つまたは複数含む。上で説明したと
おり、これらの領域は、所望のターゲットに対するリポカリンムテインの結合特異性を決
定するのに不可欠である。具体例として、涙液リポカリン、NGALリポカリン、またはそれ
らのホモログのポリペプチドから誘導されるムテインは、N末領域中および/または天然の
リポカリン結合ポケットとは反対の位置にあるβバレル構造の端部に配置された3つのペ
プチドループBC、DE、およびFG中の任意の配列位置に、1つ、2つ、3つ、4つまたはそれ以
上の変異アミノ酸残基を有しうる。さらなる具体例として、涙液リポカリンまたはそのホ
モログのポリペプチドから誘導されるムテインは、涙液リポカリンの野生型配列と比較し
て、βバレル構造の端部に配置されたペプチドループDE中に変異アミノ酸残基を有さなく
てもよい。
【０１１８】
　本開示によるリポカリンムテインは、そのようなリポカリンムテインがそれぞれCD137
に結合する能力を有するという条件の下で、対応するネイティブリポカリンと比較して、
1つまたは複数の置換、例えば2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、1
7、18、19個、またはさらに20個の置換を含む。例えば、リポカリンムテインは、例えば
本明細書に開示する涙液リポカリン、NGALリポカリン、または他の任意のリポカリンの野
生型配列を有する野生型リポカリンの特異な位置に対応する位置（すなわち対応位置）に
、置換を有することができる。いくつかの態様において、本開示による組み合わせのリポ
カリンムテインは、アルギニン残基によるネイティブアミノ酸のアミノ酸置換を、少なく
とも2つ、例えば2、3、4、5個、またはさらにそれ以上含む。したがって、本明細書に記
載するタンパク質「リファレンス」スキャフォールドの核酸は、それぞれCD137に結合す
る能力を有するリポカリンムテインを生成させることを目的とする突然変異誘発の対象で
ある。
【０１１９】
　また、本開示のリポカリンムテインは、リポカリンムテインの生物学的活性（それぞれ
、そのターゲット、例えばCD137への結合）に影響を及ぼすことなく、そのN末またはC末
に、好ましくはC末に、SEQ ID NO:23などの異種アミノ酸配列、例えばStrep IIタグを含
むことができる。
【０１２０】
　同様に、本開示のリポカリンムテインは、それぞれの野生型リポカリンと比較して、そ
のN末端の1、2、3、4個、もしくはそれ以上のアミノ酸、および/またはそのC末端の1、2
個、もしくはそれ以上のアミノ酸を欠いてもよい。例えばSEQ ID NO:5～11および16。
【０１２１】
　具体的には、野生型リポカリンとは異なるリポカリンムテインのアミノ酸配列のアミノ
酸残基が、野生型リポカリンのアミノ酸配列中の一定の位置に対応するかどうかを決定す
るために、当業者は、例えば手作業によるアラインメント、またはBLAST2.0（Basic Loca
l Alignment Search Toolの略）もしくはClustalWなどのコンピュータプログラムや配列
アラインメントを作成するのに適した他の任意の適切なプログラムを使ったアラインメン
トなど、当技術分野において周知の手段および方法を使用することができる。したがって
、野生型リポカリンが「対象配列」または「リファレンス配列」として役立ちうるのに対
して、本明細書に記載する野生型リポカリンとは異なるリポカリンのアミノ酸配列は「ク
エリー配列」になる。「リファレンス配列」および「野生型配列」という用語は、本明細
書では相互可換的に使用される。
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【０１２２】
　いくつかの態様において、置換（すなわち置き換え）は保存的置換である。しかしなが
ら、リポカリンムテインがCD137に結合するその能力を保っており、かつ/または、それが
、「元の」配列と少なくとも60％、例えば少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも
75％、少なくとも80％、少なくとも85％またはそれ以上同一であるという点においてその
時置換される配列に対して同一性を有する限り、非保存的置換、または以下に列挙する例
示的置換からの1つまたは複数を含む、任意の置換が想定される。
【０１２３】
　保存的置換は、一般に、変異させるアミノ酸別に列挙し、それぞれの後に、保存的であ
ると解釈することができる1つまたは複数の置き換えを記した以下の置換:

である。他の置換も許容され、それらは実験的に決定することができるか、または他の公
知の保存的もしくは非保存的置換に一致しうる。さらなる指針として、以下の8つのグル
ープは、それぞれが、典型的には互いに保存的置換を規定すると解釈することができるア
ミノ酸を含んでいる:
a.アラニン（Ala）、グリシン（Gly）;
b.アスパラギン酸（Asp）、グルタミン酸（Glu）;
c.アスパラギン（Asn）、グルタミン（Gln）;
d.アルギニン（Arg）、リジン（Lys）;
e.イソロイシン（Ile）、ロイシン（Leu）、メチオニン（Met）、バリン（Val）;
f.フェニルアラニン（Phe）、チロシン（Tyr）、トリプトファン（Trp）;
g.セリン（Ser）、スレオニン（Thr）、および
h.システイン（Cys）、メチオニン（Met）。
【０１２４】
　そのような置換が生物学的活性の変化をもたらすのであれば、例えば以下のような、ま
たはアミノ酸クラスに関してさらに後述するような、より実質的な変化を導入して、その
生成物を所望の特徴についてスクリーニングしてもよい。そのようなより実質的な変化の
例は、

である。
【０１２５】
　リポカリンの生物学的特性の実質的修飾は、（a）置換領域中のポリペプチド主鎖の、
例えばシートまたはらせんコンフォメーションなどの構造、（b）ターゲット部位におけ
る分子の電荷もしくは疎水性、または（c）側鎖の嵩高さ、を維持するその効果が、著し
く異なる置換を選択することによって実現される。天然残基は、共通する側鎖の特性に基
づいてグループ分けすることができる:（1）疎水性:ノルロイシン、メチオニン、アラニ
ン、バリン、ロイシン、イソロイシン;（2）中性親水性:システイン、セリン、スレオニ
ン;（3）酸性:アスパラギン酸、グルタミン酸;（4）塩基性:アスパラギン、グルタミン、
ヒスチジン、リジン、アルギニン;（5）鎖配向に影響を及ぼす残基:グリシン、プロリン;
および（6）芳香族:トリプトファン、チロシン、フェニルアラニン。
【０１２６】
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　非保存的置換ではこれらのクラスのうちの1つのメンバーを別のクラスに交換すること
になるであろう。それぞれのリポカリンの適正なコンフォメーションの維持に関与しない
任意のシステイン残基も、分子の酸化安定性を改良し、異常な架橋を防止するために、一
般的にはセリンで置換しうる。逆に、リポカリンには、その安定性を改良するために、シ
ステイン結合を加えてもよい。
【０１２７】
　突然変異は、上で考察した挿入を含めていずれも、確立された標準的方法を使って、核
酸レベルで、例えばDNAレベルで、極めて容易に実現することができる。アミノ酸配列の
改変の具体例は、挿入または欠失、ならびにアミノ酸置換である。そのような置換は保存
的でありうる。すなわち、アミノ酸残基は、特性が、とりわけ極性およびサイズに関して
、化学的に類似する特性を持つアミノ酸残基で置き換えられる。保存的置換の例は、以下
のグループのメンバー間での置き換えである:1）アラニン、セリン、およびスレオニン; 
2）アスパラギン酸およびグルタミン酸; 3）アスパラギンおよびグルタミン; 4）アルギ
ニンおよびリジン; 5）イソロイシン、ロイシン、メチオニン、およびバリン;ならびに6
）フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン。他方、アミノ酸配列中に非保存
的改変を導入することも可能である。加えて、単一のアミノ酸残基を置き換える代わりに
、涙液リポカリンの一次構造のうちの1つまたは複数の連続アミノ酸を挿入または欠失さ
せることも、それらの欠失または挿入が安定なフォールディングされた/機能的ムテイン
をもたらす限りにおいて、可能である。
【０１２８】
　アミノ酸配列の修飾には、一定の制限酵素のための切断部位を組み入れることによって
変異リポカリン遺伝子またはそのパーツのサブクローニングを簡単にするための、単一ア
ミノ酸位置の指定突然変異誘発が含まれる。加えて、CD137などの所与のターゲットに対
するリポカリンムテインの親和性をさらに改良するために、これらの突然変異を組み入れ
ることもできる。さらにまた、必要であれば、フォールディング安定性、血清中安定性、
タンパク質耐性または水溶性を改良するため、または凝集傾向を低減するためなど、ムテ
インの一定の特徴を調節するために、突然変異を導入することができる。例えばジスルフ
ィド架橋形成を防止するために天然のシステイン残基を他のアミノ酸に変異させることが
できる。例えば、ポリエチレングリコール（PEG）、ヒドロキシエチルデンプン（HES）、
ビオチン、ペプチドまたはタンパク質などの他の化合物へのコンジュゲーションのために
、または非天然のジスルフィド連結を形成させるために、新しい反応性基を導入する目的
で、計画的に他のアミノ酸配列位置をシステインに変異させることも可能である。生成し
たチオール部分は、例えばそれぞれのリポカリンムテインの血清中半減期を増加させる目
的で、ムテインをPEG化またはHES化するために使用しうる。Tlcムテインのアミノ酸配列
中にシステイン残基を導入するためのそのような突然変異の例示的選択肢には、置換Thr4
0→Cys、Glu73→Cys、Arg90→Cys、Asp95→Cys、およびGlu131→Cysが含まれる。アミノ
酸位置40、73、90、95および/または131のいずれかの側部に生成したチオール部分は、例
えばそれぞれのTlcムテインの血清中半減期を増加させる目的で、ムテインをPEG化または
HES化するために使用しうる。
【０１２９】
　例えば、ポリエチレングリコール（PEG）、ヒドロキシエチルデンプン（HES）、ビオチ
ン、ペプチドまたはタンパク質などの他の化合物へのコンジュゲーションのために、また
は非天然のジスルフィド連結を形成させるために、新しい反応性基を導入する目的で、他
のアミノ酸配列位置をシステインに変異させることも可能である。
【０１３０】
　いくつかの態様において、上記部分の1つを本開示のリポカリンムテインにコンジュゲ
ートするのであれば、アミノ酸側鎖へのコンジュゲーションが有利である。適切なアミノ
酸側鎖は、ヒトリポカリンのアミノ酸配列中に天然に存在するか、突然変異誘発によって
導入することができる。適切な結合部位を突然変異誘発によって導入する場合、選択肢の
1つは、適当な位置にあるアミノ酸のシステイン残基による置き換えである。例えばその
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ような突然変異には、ヒト涙液リポカリンの野生型配列におけるThr40→Cys、Glu73→Cys
、Arg90→Cys、Asp95→CysまたはGlu131→Cys置換のうちの少なくとも1つが含まれる。こ
れらの位置のいずれかに新しく作出されたシステイン残基は、次に、ムテインの血清中半
減期を延ばす部分、例えばPEGまたはその活性化誘導体にムテインをコンジュゲートする
ために、利用することができる。
【０１３１】
　ヒトリポカリン2のムテインに関して、ヒトリポカリン2ムテインを含むリポカリンのア
ミノ酸配列中にシステイン残基を導入するためのそのような突然変異の例示的選択肢には
、ヒトNGALの野生型配列の配列位置14、21、60、84、88、116、141、145、143、146また
は158に対応する配列位置のうちの少なくとも1つにおけるシステイン（Cys）残基の導入
が含まれる。本開示のヒトリポカリン2ムテインが、SWISS-PROT/UniProtデータバンクア
クセッション番号P80188の配列と比較して、システインが別のアミノ酸残基で置き換えら
れた配列を有するいくつかの態様では、対応するシステインを配列中に再導入しうる。具
体例として、そのような場合には、SWISS-PROTアクセッション番号P80188の配列中に元々
存在するシステインに復帰させることによって、アミノ酸位置87のシステイン残基を導入
することができる。アミノ酸位置14、21、60、84、88、116、141、145、143、146および/
または158のいずれかの側部に生成したチオール部分は、それぞれのヒトリポカリン2ムテ
インの血清中半減期を増加させる目的で、ムテインをPEG化またはHES化するために使用し
うる。
【０１３２】
　別の一態様では、上記化合物の1つを本開示のリポカリンムテインにコンジュゲートす
るために適切なアミノ酸側鎖を提供する目的で、人工アミノ酸を突然変異誘発によって導
入することができる。一般に、そのような人工アミノ酸は、より高い反応性を持ち、よっ
て所望の化合物へのコンジュゲーションを容易にするように設計される。人工tRNAによっ
て導入されうるそのような人工アミノ酸の一例は、パラアセチルフェニルアラニンである
。
【０１３３】
　本明細書に開示するムテインのいくつかの応用には、それらを融合タンパク質の形態で
使用することが有利でありうる。いくつかの態様において、本開示のリポカリンムテイン
は、そのN末またはそのC末でタンパク質、タンパク質ドメインまたはペプチド、例えばシ
グナル配列および/またはアフィニティータグに融合される。
【０１３４】
　Strep-tag（登録商標）またはStrep-tag II（Schmidt, T.G.M. et al.（1996）J. Mol.
 Biol. 255, 753-766）、mycタグ、FLAGタグ、His6タグまたはHAタグなどのアフィニティ
ータグ、またはグルタチオン-S-トランスフェラーゼなどのタンパク質も、組換えタンパ
ク質の容易な検出および/または精製を可能にし、これらは適切な融合パートナーのさら
なる例である。最後に、発色性または蛍光性を持つタンパク質、例えば緑色蛍光タンパク
質（GFP）または黄色蛍光タンパク質（YFP）も、本開示のリポカリンムテインにとって適
切な融合パートナーである。
【０１３５】
　一般に、本開示のリポカリンムテインは、化学的、物理的、光学的、または酵素的反応
において検出可能な化合物またはシグナルを直接的または間接的に生成する任意の適当な
化学物質または酵素で、標識することが可能である。物理的反応の、そして同時に光学的
反応/マーカーの、一例は、照射時の蛍光の放射、または放射性標識を使った場合のX線の
放射である。アルカリホスファターゼ、セイヨウワサビペルオキシダーゼおよびβ-ガラ
クトシダーゼは、発色性反応生成物の形成を触媒する酵素標識（同時に光学的標識）の例
である。一般に、抗体によく使用される標識は（もっぱら免疫グロブリンのFc部分中の糖
部分と共に使用するものを除けば）すべて、本発明のリポカリンムテインへのコンジュゲ
ーションにも使用することができる。本発明のリポカリンムテインは、任意の適切な治療
活性作用物質と、そのような作用物質を所与の細胞、組織または器官に標的送達するため
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に、または細胞の選択的ターゲティング、例えば周囲の正常細胞に影響を及ぼすことのな
い腫瘍細胞の選択的ターゲティングのために、コンジュゲートすることもできる。そのよ
うな治療活性作用物質の例には、放射性核種、毒素、小有機分子および治療ペプチド（例
えば細胞表面受容体のアゴニスト/アンタゴニストとして作用するペプチド、または所与
の細胞ターゲット上のタンパク質結合部位に関して競合するペプチド）が包含される。た
だし、本開示のリポカリンムテインは、治療上活性な核酸、例えばアンチセンス核酸分子
、低分子干渉RNA、マイクロRNAまたはリボザイムなどとコンジュゲートすることもできる
。そのようなコンジュゲートは当技術分野において周知の方法によって生産することがで
きる。
【０１３６】
　上記のように、本開示のリポカリンムテインは、いくつかの態様において、ムテインの
血清中半減期を延ばす部分にコンジュゲートされうる（これについては、そのようなコン
ジュゲーション戦略がCTLA-4に対する結合親和性を有するヒト好中球ゼラチナーゼ関連リ
ポカリンのムテインに関して記述されているPCT公開WO 2006/56464も参照されたい）。血
清中半減期を延ばす部分は、ポリアルキレングリコール分子、ヒドロキシエチルデンプン
、脂肪酸分子、例えばパルミチン酸（Vajo & Duckworth 2000, Pharmacol. Rev. 52, 1-9
）、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメ
イン、アルブミン結合ペプチド、またはアルブミン結合タンパク質、トランスフェリンで
ありうるが、これらはほんの一例にすぎない。アルブミン結合タンパク質は、細菌のアル
ブミン結合タンパク質、抗体、ドメイン抗体を含む抗体フラグメント（例えば米国特許第
6,696,245号参照）、またはアルブミンに対する結合活性を持つリポカリンムテインであ
りうる。したがって、本開示のリポカリンムテインの半減期を延ばすための適切なコンジ
ュゲーションパートナーには、アルブミン結合タンパク質、例えば細菌のアルブミン結合
ドメイン、例えば連鎖球菌プロテインGのもの（Koenig, T., & Skerra, A.（1998）J. Im
munol. Methods 218, 73-83）が包含される。コンジュゲーションパートナーとして使用
することができるアルブミン結合ペプチドの他の例は、例えば、米国特許出願第2003/006
9395号またはDennisら（Dennis, M.S., Zhang, M., Meng, Y.G., Kadkhodayan, M., Kirc
hhofer, D., Combs, D. & Damico, L.A.（2002）J Biol Chem 277, 35035-35043）に記載
されている、Cys-Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cysコンセンサス配列を有するものであり、ここ
で、Xaa1はAsp、Asn、Ser、Thr、またはTrpであり、Xaa2はAsn、Gln、His、Ile、Leu、ま
たはLysであり、Xaa3はAla、Asp、Phe、Trp、またはTyrであり、Xaa4はAsp、Gly、Leu、P
he、Ser、またはThrである。
【０１３７】
　別の態様では、アルブミンそのもの（Osborn, B.L. et al., 2002, J. Pharmacol. Exp
. Ther. 303, 540-548）またはアルブミンの生物学的活性フラグメントを、本開示のリポ
カリンムテインのコンジュゲーションパートナーとして使用することができる。「アルブ
ミン」という用語は、すべての哺乳動物アルブミン、例えばヒト血清アルブミンまたはウ
シ血清アルブミンまたはラットアルブミンを包含する。アルブミンまたはそのフラグメン
トは、米国特許第5,728,553号または欧州特許出願EP 0 330 451およびEP 0 361 991に記
載されているように組換え生産することができる。Novozymes Delta Ltd.（英国ノッティ
ンガム）の組換えヒトアルブミン（Recombumin（登録商標））を、ムテインの半減期を延
ばすために、本開示のリポカリンムテインにコンジュゲートまたは融合することができる
。
【０１３８】
　アルブミン結合タンパク質が抗体フラグメントである場合、それはドメイン抗体であり
うる。ドメイン抗体（dAb）は、最適な安全性および効力製品プロファイルを作出するた
めに、生物物理学的特性およびインビボ半減期の正確なコントロールが可能になるように
操作される。ドメイン抗体は例えばDomantis Ltd.（英国ケンブリッジおよび米国マサチ
ューセッツ州）から市販されている。
【０１３９】
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　本開示のリポカリンムテインの血清中半減期を延ばすための部分としてトランスフェリ
ンを使用する場合は、ムテインを非グリコシル化トランスフェリンのN末、C末またはその
両方に遺伝子融合することができる。非グリコシル化トランスフェリンは14～17日の半減
期を有し、トランスフェリン融合タンパク質も同様に延長された半減期を有するであろう
。トランスフェリン担体は、高いバイオアベイラビリティ、体内分布および循環安定性も
提供する。この技術は、BioRexis（BioRexis Pharmaceutical Corporation、米国ペンシ
ルバニア州）から市販されている。タンパク質安定剤/半減期延長パートナーとして使用
するための組換えヒトトランスフェリン（DeltaFerrin（商標））も、Novozymes Delt Lt
d.（英国ノッティンガム）から市販されている。
【０１４０】
　本開示のリポカリンムテインの血清中半減期を延ばす目的で免疫グロブリンのFc部分を
使用する場合は、Syntonix Pharmaceuticals, Inc（米国マサチューセッツ州）から市販
されているSynFusion（商標）技術を使用しうる。このFc融合物技術の使用は、より長時
間作用する生物製剤の作出を可能にし、例えば、薬物動態、溶解度、および生産効率を改
良するために抗体のFc領域に連結された2コピーのムテインからなりうる。
【０１４１】
　本開示のリポカリンムテインの半減期を延ばすためのさらにもう一つの代替策は、ムテ
インのN末またはC末に、長い構造不定のフレキシブルなグリシンリッチ配列（例えば約20
～80個の連続するグリシン残基を持つポリグリシン）を融合することである。例えばWO20
07/038619に開示されているこのアプローチは、「rPEG」（組換えPEG）とも呼ばれている
。
【０１４２】
　ポリアルキレングリコールをコンジュゲーションパートナーとして使用する場合、ポリ
アルキレングリコールは、置換、無置換、直鎖または分岐鎖であることができる。活性化
ポリアルキレン誘導体であることもできる。適切な化合物の例は、インターフェロンとの
関係においてWO 99/64016、米国特許第6,177,074号または米国特許第6,403,564号に記載
されているポリエチレングリコール（PEG）分子、または他のタンパク質、例えばPEG修飾
アスパラギナーゼ、PEG-アデノシンデアミナーゼ（PEG-ADA）またはPEG-スーパーオキシ
ドジスムターゼに関して記載されているポリエチレングリコール（PEG）分子である（例
えば、Fuertges et al.（1990）"The Clinical Efficacy of Poly（Ethylene Glycol）-M
odified Proteins" J. Control. Release 11, 139-148参照）。ポリエチレングリコール
のようなポリマーの分子量は、例えば約10,000、約20,000、約30,000または約40,000ダル
トンの分子量を持つポリエチレングリコールなど、約300～約70,000ダルトンの範囲に及
びうる。さらに、例えば米国特許第6,500,930号または同第6,620,413号に記載されている
ように、糖質オリゴマーおよび糖質ポリマー、例えばデンプンまたはヒドロキシエチルデ
ンプン（HES）を、血清中半減期を延ばす目的で、本開示のムテインにコンジュゲートす
ることができる。
【０１４３】
　加えて、本明細書において開示するリポカリンムテインは、本開示のリポカリンムテイ
ンに、酵素活性または他の分子に対する結合親和性などの新しい特徴を付与しうる部分に
融合しうる。適切な融合パートナーの例は、アルカリホスファターゼ、セイヨウワサビペ
ルオキシダーゼ、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ、プロテインGのアルブミン結合ド
メイン、プロテインA、抗体フラグメント、オリゴマー化ドメインまたは毒素である。
【０１４４】
　特に、結果として生じる融合タンパク質の両方の「構成要素」が所与の治療ターゲット
に一緒に作用するように、本明細書において開示するリポカリンムテインを、独立した酵
素活性部位と融合することが可能であるだろう。リポカリンムテインの結合ドメインを疾
患原因ターゲットに結合することで、酵素ドメインがターゲットの生物学的機能を無効に
することを可能にする。
【０１４５】
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　本開示は、本開示のリポカリンムテインをコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子
（DNAおよびRNA）にも関係する。遺伝コードの縮重は、同じアミノ酸を指定する別のコド
ンによる一定のコドンの置換を可能にするので、本開示は、リポカリンムテインをコード
する本明細書記載の具体的核酸分子に限定されず、機能的ムテインをコードするヌクレオ
チド配列を含むすべての核酸分子を包含する。この点に関して、本開示は、SEQ ID NO:24
～39に示す、いくつかの本開示のリポカリンムテインをコードするヌクレオチド配列を提
供する。
【０１４６】
　本開示の一態様において、本方法は、核酸分子を、ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列（
SEQ ID NO:2）の配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、77、79、81、8
3、87、94、96、100、103、106、125、127、132および134に対応する配列位置のうちの少
なくとも1つまたはさらにそれ以上をコードするヌクレオチドトリプレットにおける突然
変異誘発に供する工程を含む。
【０１４７】
　本開示による方法の別の一態様では、ヒト涙液リポカリンをコードする核酸分子をまず
、ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）のアミノ酸配列位置5、26
～31、33～34、42、46、52、56、58、60～61、65、71、85、94、101、104～106、108、11
1、114、121、133、148、150および153のうちの1つまたは複数における突然変異誘発に供
する。次に、ヒト涙液リポカリンをコードする核酸分子を、成熟ヒト涙液リポカリンの直
鎖ポリペプチド配列のアミノ酸配列位置101、111、114および153のうちの1つまたは複数
における突然変異誘発にも供する。
【０１４８】
　本開示は、表示した実験的突然変異誘発の配列位置以外に追加の突然変異を含む、本開
示のリポカリンムテインをコードする核酸分子も包含する。そのような突然変異は許容さ
れることが多く、例えばそれらがムテインのフォールディング効率、血清中安定性、熱安
定性またはリガンド結合親和性の改良に寄与するのであれば、有利であると判明する場合
さえある。
【０１４９】
　本願において開示する核酸分子は、この核酸分子の発現を可能にするための1つ（また
は複数の）制御配列に「機能的に連結され」うる。
【０１５０】
　DNAなどの核酸分子は、それが、転写制御および/または翻訳制御に関する情報を含有す
る配列要素を含み、そのような配列がポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に「機
能的に連結され」ているのであれば、「核酸分子を発現する能力を有する」または「ヌク
レオチド配列の発現を可能にする」能力を有するという。機能的連結とは、制御配列要素
と発現すべき配列とが遺伝子発現を可能にするような形で接続されている連結である。遺
伝子発現に必要な制御領域の正確な性質は種間で変動しうるが、一般にこれらの領域はプ
ロモーターを含み、原核生物の場合、それは、プロモーターそのもの、すなわち転写の開
始を指示するDNA要素と、RNAに転写されたときに翻訳開始のシグナルを出すことになるDN
A要素との両方を含有する。そのようなプロモーター領域は通常、転写および翻訳の開始
に関与する5'非コード配列、例えば原核生物における-35/-10ボックスおよびシャイン・
ダルガノ配列、または真核生物におけるTATAボックス、CAAT配列、および5'キャッピング
要素を含む。これらの領域は、エンハンサー要素またはリプレッサー要素、ならびにネイ
ティブポリペプチドを宿主細胞の特定コンパートメントに導くための、翻訳されるシグナ
ル配列およびリーダー配列も含むことができる。
【０１５１】
　加えて、3'非コード配列は、転写終結、ポリアデニル化などに関与する制御要素を含有
しうる。ただし、これらの終結配列が特定の宿主細胞において十分に機能しない場合には
、それらをその細胞において機能的なシグナルで置換しうる。
【０１５２】
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　それゆえに、本開示の核酸分子は、プロモーター配列などの制御配列を含むことができ
る。いくつかの態様において、本開示の核酸分子はプロモーター配列および転写終結配列
を含む。適切な原核生物プロモーターには、例えばtetプロモーター、lacUV5プロモータ
ーまたはT7プロモーターなどがある。真核細胞における発現に有用なプロモーターの例は
、SV40プロモーターまたはCMVプロモーターである。
【０１５３】
　本開示の核酸分子は、ベクター、または他の任意の種類のクローニング媒体、例えばプ
ラスミド、ファージミド、ファージ、バキュロウイルス、コスミド、もしくは人工染色体
の一部であることもできる。
【０１５４】
　一態様では、核酸分子がファージミドに含まれる。ファージミドベクターとは、関心対
象のcDNAに融合された、M13またはf1などの溶原性ファージの遺伝子間領域またはそれら
の機能的部分をコードするベクターを表す。そのようなファージミドベクターと適当なヘ
ルパーファージ（例えばM13K07、VCS-M13またはR408）とによる細菌宿主細胞の重感染後
に、インタクトなファージ粒子が生産され、それによって、コードされている異種cDNAを
、ファージ表面にディスプレイされたその対応ポリペプチドに物理的にカップリングする
ことが可能になる（例えばLowman, H.B.（1997）Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 
26, 401-424、またはRodi, D.J., and Makowski, L.（1999）Curr. Opin. Biotechnol. 1
0, 87-93参照）。
【０１５５】
　そのようなクローニング媒体は、上述の制御配列および本明細書に記載のリポカリンム
テインをコードする核酸配列の他にも、発現に使用される宿主細胞に適合する種に由来す
る複製配列およびコントロール配列、ならびに形質転換細胞またはトランスフェクト細胞
に選択可能な表現型を付与する選択マーカーを含むことができる。当技術分野では数多く
の適切なクローニングベクターが公知であり、市販されている。
【０１５６】
　本明細書に記載するリポカリンムテインをコードするDNA分子、そして特に、そのよう
なムテインのコード配列を含有するクローニングベクターは、当該遺伝子を発現させる能
力を有する宿主細胞中に形質転換することができる。形質転換は標準的技法を使って行う
ことができる。したがって本開示は、本明細書に開示する核酸分子を含有する宿主細胞に
も向けられる。
【０１５７】
　形質転換細胞は、本開示の融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列の発現に適し
た条件下で培養される。適切な宿主細胞は、原核細胞、例えば大腸菌（Escherichia coli
）（E. coli）もしくは枯草菌（Bacillus subtilis）、または真核細胞、例えばサッカロ
ミセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、ピキア・パストリス（Pichia pasto
ris）、SF9またはHigh5昆虫細胞、不死化哺乳動物細胞株（例えばHeLa細胞またはCHO細胞
）または初代哺乳動物細胞であることができる。
【０１５８】
　本開示は、本明細書に記載するリポカリンムテインの生産方法であって、ムテイン、ム
テインのフラグメント、またはムテインと別のポリペプチド（例えば別のリポカリンムテ
イン）との融合タンパク質が、ムテインをコードする核酸から出発して、遺伝子工学的方
法を使って生産される方法にも関係する。本方法は、インビボで実行することができ、リ
ポカリンムテインを、例えば細菌宿主細胞または真核宿主細胞中で生産し、次に、その宿
主生物またはその培養物から単離することができる。タンパク質をインビトロで、例えば
インビトロ翻訳系を使って生産することも可能である。
【０１５９】
　リポカリンムテインをインビボで生産する場合は、そのようなムテインをコードする核
酸を、組換えDNA技術（上で既に概説したもの）を使って、適切な細菌宿主細胞または真
核宿主細胞中に導入する。この目的には、まず、確立された標準的方法を使って、本明細
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書に記載するリポカリンムテインをコードする核酸分子を含むクローニングベクターで宿
主細胞を形質転換する。次に、異種DNAの発現を許し、したがって対応ポリペプチドの合
成を許す条件下で、宿主細胞を培養する。次に、ポリペプチドを細胞から、または培養培
地から、回収する。
【０１６０】
　いくつかの態様において、本願において開示するDNAなどの核酸分子は、本開示の融合
タンパク質の発現が可能になるように、本開示の別の核酸分子に「機能的に連結され」う
る。この点に関して、作動的連結とは、第1核酸分子の配列要素と、第2核酸分子の配列要
素とが、単一ポリペプチドとしての融合タンパク質の発現を可能にするような形で、接続
される連結である。
【０１６１】
　加えて、いくつかの態様において、Cys76とCys175との間の天然ジスルフィド結合は、
本開示のNGALムテインでは除去しうる。いくつかの態様では、本開示のTlcムテインの場
合も、Cys61とCys153との間の天然ジスルフィド結合を除去しうる。したがって、そのよ
うなムテインは、還元性の酸化還元環境を有する細胞コンパートメント、例えばグラム陰
性菌の細胞質中で、生産することができる。
【０１６２】
　本開示のリポカリンムテインが分子内ジスルフィド結合を含む場合は、適当なシグナル
配列を使って、酸化性の酸化還元環境を有する細胞コンパートメントに新生ポリペプチド
を向かわせることが好ましいであろう。そのような酸化性環境は、大腸菌などのグラム陰
性菌のペリプラズムによって、またはグラム陽性菌の細胞外環境において、または真核細
胞の小胞体（endoplasmatic reticulum）の内腔において提供されうるものであり、通常
は構造的ジスルフィド結合の形成に有利である。
【０１６３】
　ただし、宿主細胞の、好ましくは大腸菌の、サイトゾルにおいて本開示のムテインを生
産することも可能である。その場合は、ポリペプチドを可溶性の折りたたまれた状態で直
接的に得るか、封入体の形態で回収した後、インビトロで復元させることができる。さら
なる選択肢は、酸化性の細胞内環境を有し、それゆえに、サイトゾルにおけるジスルフィ
ド結合の形成を許しうる、特別な宿主株の使用である（Venturi et al.（2002）J. Mol. 
Biol. 315, 1-8）。
【０１６４】
　しかし、本明細書に記載するリポカリンムテインは、必ずしも、遺伝子工学だけを使っ
て作製または生産されるとは限らない。むしろ、そのようなムテインは、メリフィールド
固相ポリペプチド合成などの化学合成によって得るか、インビトロでの転写および翻訳に
よって得ることもできる。例えば、分子モデリングを使って有望な突然変異を同定した後
、求めている（設計した）ポリペプチドをインビトロで合成し、CD137に対する結合活性
を調べることが可能である。タンパク質の固相および/または液相合成法は当技術分野に
おいて周知である（例えばBruckdorfer, T. et al.（2004）Curr. Pharm. Biotechnol. 5
, 29-43参照）。
【０１６５】
　別の一態様では、当業者に公知の確立された方法を使用するインビトロ転写/翻訳によ
って、本開示のリポカリンムテインを生産しうる。
【０１６６】
　本開示によって考慮されているがそのタンパク質配列または核酸配列が本明細書におい
て明示的には開示されていないリポカリンムテインを調製するのに役立つ方法は、当業者
には理解されるであろう。概要として、アミノ酸配列のそのような修飾には、例えば、一
定の制限酵素のための切断部位を組み入れることによって変異リポカリン遺伝子またはそ
のパーツのサブクローニングを簡単にするための、単一アミノ酸位置の指定突然変異誘発
が含まれる。加えて、リポカリンムテインのそのターゲット（例えばそれぞれCD137）に
対する親和性をさらに改良するために、これらの突然変異を組み入れることもできる。さ
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らにまた、必要であれば、フォールディング安定性、血清中安定性、タンパク質耐性また
は水溶性を改良するため、または凝集傾向を低減するためなど、ムテインの一定の特徴を
調節するために、突然変異を導入することができる。例えばジスルフィド架橋形成を防止
するために、天然のシステイン残基を別のアミノ酸に変異させうる。
【０１６７】
　本明細書において開示するリポカリンムテインおよびその誘導体は、抗体またはそのフ
ラグメントと同様に、多くの分野において使用することができる。例えばリポカリンムテ
インは、酵素、抗体、放射性物質、または化学的活性もしくは明確な結合特徴を有する他
の任意の基で標識するために使用することができる。そうすることにより、各々のターゲ
ットまたはそのコンジュゲートもしくは融合タンパク質を検出し、またはそれらと接触さ
せることができる。加えて、本開示のリポカリンムテインは、確立された分析方法（例え
ばELISAまたはウェスタンブロット）によって、または顕微鏡法もしくはイムノセンソリ
ックス（immunosensorics）によって、化学構造を検出するためにも役立ちうる。この点
に関して、検出シグナルは、適切なムテインコンジュゲートまたは融合タンパク質の使用
によって直接的に生成させるか、抗体を介して結合したムテインの免疫化学的検出によっ
て間接的に生成させることができる。
【０１６８】
　この開示のさらなる目的、利点、および特徴は、限定を意図しない以下の実施例および
添付するその図面を検討すれば、当業者には明白になるであろう。したがって、例示的態
様および随意の特徴によって本開示を具体的に開示するが、当業者は、本明細書に開示す
る、そこに体現されている開示の変更態様および変形態様を採用することができ、そのよ
うな変更態様および変形態様はこの開示の範囲内にあるとみなされることを理解すべきで
ある。
【実施例】
【０１６９】
V.実施例
実施例1:CD137に特異的に結合するムテインの選択および最適化
　本願において開示する代表的なCD137特異的リポカリンムテインは、ヒトNGALおよびヒ
トTLcに基づくナイーブ突然変異体ライブラリーから選択された。CD137結合性ムテインを
得るために異なる戦略および異なるターゲットを使用した。利用した組換えターゲットは
、ヒトからのCD137の全細胞外ドメインの市販Fc融合物（huCD137-Fc、R&D Systems 838-4
B）およびいずれもヒトFcフラグメントへの融合物として作製されたヒトCD137の個々のサ
ブドメインである。代替的非Fc融合物ターゲットとして、本発明者らはHisタグ付きヒトC
D137細胞外ドメイン（Invitrogen、10041-H08H-250）を使用した。あるいは、ヒトCD137
の全cDNAをトランスフェクトしたCHO細胞を用いる細胞ベースのパニングを使用した。タ
ンパク質ベースおよび細胞ベースのパニングは標準的手法を使って行った。選択後に得ら
れたクローンを、実施例2に記載するスクリーニング工程に付した。
【０１７０】
実施例2:ハイスループットELISAスクリーニングを使ったCD137に特異的に結合するムテイ
ンの同定
　C末Strep-tag（SEQ ID NO:23、実施例3参照）に融合された個々のリポカリンムテイン
を使って、2×YT/Amp培地に接種し、定常期まで終夜（14～18時間）成長させた。次に、
定常期培養物から50μLの2×YT/Ampに接種し、37℃で3時間インキュベートした後、OD595
が0.6～0.8に達するまで22℃に移行した。1.2μg/mlアンヒドロテトラサイクリンを補足
した2×YT/Ampを10μL添加することによって、ムテインの生産を誘発した。培養物を翌日
まで22℃でインキュベートした。PBS/T中の5％（w/v）BSA 40μLを添加し、25℃で1時間
インキュベートした時点で、培養物はスクリーニングアッセイに使用する準備が整った。
【０１７１】
　ヒトCD137への単離されたムテインの結合は、該当種のhuCD137-Fc（PBS中の5μg/ml）
をマイクロタイタープレートに4℃で一晩コーティングすることによって試験した。2％BS
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Aを含有するPBSTでプレートをブロッキングした後、BSAでブロッキングした培養物20μL
をマイクロタイタープレートに加え、25℃で1時間インキュベートした。結合したムテイ
ンを、セイヨウワサビペルオキシダーゼにコンジュゲートされた抗StrepTag抗体で検出し
た（1時間のインキュベーション; IBA、ゲッチンゲン）。定量のために、20μLのQuantaB
lu蛍光原性ペルオキシダーゼ基質を加え、結果として生じた蛍光を励起波長330nMおよび
蛍光波長420nMで決定した。
【０１７２】
　温度耐性が増大しているムテインを選択するために、BSAでブロッキングした培養物を6
0℃で1時間インキュベートし、次に室温まで冷ましてから、それらを、先のパラグラフで
述べたようにBSAでブロッキングしたCD137被覆マイクロプレートに加えた。次に、先のパ
ラグラフで述べたようにムテインを処理し、細菌発現、精製、およびさらなる特徴づけの
ために選択した。
【０１７３】
実施例3:ムテインの発現
　発現後にStreptactinアフィニティークロマトグラフィーおよび分取用サイズ排除クロ
マトグラフィーを使ってムテインを精製するために、SAまたはPSAリンカーとStrep-tag（
登録商標）II、WSHPQFEK（SEQ ID NO:23）とを含むC末タグ

を持つユニークなムテインを、2YT-Amp培地中、大腸菌で発現させた。最後に、Mustang E
カラムを利用するエンドトキシン枯渇工程に、リポカリンムテインを付した。次に、精製
されたリポカリンムテインを、以下のすべての実施例において詳述するように特徴づけた
。
【０１７４】
実施例4:表面プラズモン共鳴（SPR）によって決定したヒトCD137-Fc融合タンパク質に結
合するムテインの親和性
　表面プラズモン共鳴（SPR）を使って、本明細書において開示する代表的なリポカリン
ムテインの結合速度および親和性を測定した。
【０１７５】
　ヒトCD137-Fc融合タンパク質（huCD137-Fc）への代表的ムテインの結合のSPR分析は、B
iacore T200計器（GE Healthcare）において、HBS-EP＋（1×; BR-1006-69; GE Healthca
re）をランニング緩衝液として、37℃で行った。
【０１７６】
　タンパク質測定の前に、コンディショニングのために、再生を3サイクル行った。誘導
体化されたチップ表面の再生は、3M MgCl2を60秒適用した後に、10mMグリシン、pH1.7を1
80秒適用することによって達成された。後続の工程におけるhuCD137-Fcの固定化には抗ヒ
トIgG-Fc抗体を利用し、これはヒト抗体捕捉キットから採用した（GE Healthcare、BR-10
08-39）。これを、標準的なアミンカップリング化学およびキットに含まれている固定化
緩衝液（10mM酢酸ナトリウム、pH 5.0）を使ってCM5センサーチップ上に固定化した結果
、約13000レゾナンスユニット（RU）のリガンド密度を得た。リファレンスチャネルは相
応に処理した。
【０１７７】
　濃度0.5μg/mLのhuCD137-Fcを、この表面上に、HBS-EP＋緩衝液中、10μL/分の流速で
、180秒、捕捉した。リファレンスチャネルにはターゲットタンパク質を適用しなかった
。次に、リポカリンムテインを、HBS-EP＋緩衝液中の適当な希釈系列として、30μL/分の
流速で適用した。誘導体化されたチップ表面の再生は上述のように達成した。データはBi
acore T200評価ソフトウェア（V2.0）で評価した。二重参照を使用し、生データの当ては
めには1:1結合モデルを使用した。
【０１７８】
　図1は、試験したリポカリンムテインについて決定されたSPRトレースと当てはめ曲線を
示し、グラフには対応するSEQ ID NOが掲載されている。huCD137-Fcへの結合に関するデ
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ータが図示されている。ヒトターゲットには明白なSPR結合シグナルがあり、一方、陰性
対照であるSEQ ID NO:3およびSEQ ID NO:4は結合を呈さない。このデータの当てはめから
得られる親和性を下記表1に掲載する。
【０１７９】
【表１】

【０１８０】
実施例5:ヒトCD137-Fc融合タンパク質への結合におけるヒトCD137Lとムテインとの間の競
合を決定するための表面プラズモン共鳴（SPR）アッセイ
　CD137に結合する本願記載のリポカリンムテインについては、一般に、2つの結合様式が
可能である。第1の場合は、ムテインの結合部位がCD137へのヒトCD137リガンド（CD137L
）の結合部位とオーバーラップする。そのようなリポカリンムテインがCD137に結合する
場合、これは、CD137へのCD137Lの結合を妨害し、それに伴って、天然CD137Lシグナリン
グの妨害をもたらす（「競合結合」）。第2の場合は、ムテインの結合部位がCD137Lの結
合部位とオーバーラップせず、そのようなリポカリンムテインは、CD137L結合および天然
のCD137Lシグナリングを妨害することなく、CD137に結合することができる（「非競合結
合」）。
【０１８１】
　CD137の、そのリガンドによるクラスター化は、CD137の下流シグナリング経路を活性化
する。T細胞の場合、CD137活性化は、増殖および炎症誘発性サイトカインの生産などとい
った、T細胞の活性化物質応答の共刺激につながる。
【０１８２】
　CD137のクラスター化を誘発するもう一つの方法は、固定化CD137結合作用物質を使用す
ることである。競合CD137結合物質と非競合CD137結合物質は、プレート上にコーティング
（例えばプラスチック製培養ディッシュ上にコーティングして、そのディッシュ中でT細
胞をインキュベート）した場合に、どちらもCD137のクラスター化を達成し、それによっ
て下流シグナリングを活性化する。
【０１８３】
　それゆえに、一方では、上述のように適用した場合に、競合CD137結合物質と非競合CD1
37結合物質はどちらも、CD137の下流シグナリング経路を活性化することができる。
【０１８４】
　他方、競合CD137結合物質は、天然のCD137/CD137L相互作用を阻害し、それによって、C
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D137陽性細胞がCD137L発現細胞、例えば抗原提示細胞と出会うことによって誘発される天
然のシグナリングを抑制するために使用することができる。そのような作用様式は、不適
当に強い炎症反応または自己免疫反応を抑制することが望まれる場合に望ましい。
【０１８５】
　本願が競合型ムテインと非競合型ムテインの両方を提供することを証明するために、本
発明者らは表面プラズモン共鳴（SPR）実験を使用した。本発明者らはそれを使って、ヒ
トCD137-Fc融合タンパク質（huCD137-Fc）への結合における、CD137Lと、本明細書におい
て開示する3つの代表的リポカリンムテインとの間の競合を調べた。このアッセイでは、
リポカリンムテインが予め形成されたCD137とCD137Lとの複合体に結合できるか否かを調
べる。仮にこれが当てはまらないとすれば、それは、CD137上のリポカリンムテイン結合
性エピトープが、CD137上のCD137L結合性エピトープとオーバーラップすることの証拠に
なる。それゆえに、それぞれのムテインはCD137/CD137L相互作用に関して競合的にCD137
に結合する。CD137Lとリポカリンムテインがどちらも同時に結合できるのであれば、その
結合は、CD137/CD137L相互作用に関して非競合的である。
【０１８６】
　競合アッセイは、Biacore T200計器（GE Healthcare）において、HBS-EP＋（1×; BR-1
006-69; GE Healthcare）をランニング緩衝液として、37℃で行った。ビオチンCAPtureキ
ット（GE Healthcare）を使って、チップ表面上にビオチン化huCD137-Fcを固定化した。C
D137-Fcタンパク質は、標準的なNHS化学を使ってビオチン化した。無希釈のビオチンCAPt
ure試薬（ss-DNAオリゴとコンジュゲートされたストレプトアビジン）を、前もって固定
化しておいた相補的ss-DNAオリゴを持つセンサーチップCAP上に捕捉した。その後、2μg/
mLのビオチン化CD137-Fcタンパク質を、5μL/分の流速で、300秒適用した。チップ表面の
再生は、250mM NaOH中の6Mグアニジニウム-HClを10μL/分の流速で120秒適用することに
よって達成した。
【０１８７】
　最初の2回の測定サイクルでは、実験条件下でCD137LがCD137にうまく結合することを確
認すると共に、試験したリポカリンムテインの、リガンド非存在下での個々の結合につい
て、リファレンスレベルを得た。以下に詳述するように、第3サイクルでは、CD137をCD13
7Lで飽和させてから、リポカリンムテインを加えた。
【０１８８】
　ヒトCD137リガンド-Fc（R&D Systems 2295-4L-025/CF）リガンドを、固定化CD137-Fcタ
ンパク質に、濃度500nM、流速30μL/分で、30秒適用した。再生後に、リポカリンムテイ
ンを濃度5μM、流速30μL/分で、30秒適用した。最後に、さらに1回の再生サイクル後に
、ヒトCD137リガンド-Fcを、固定化CD137-Fcタンパク質に、500nMの濃度で30秒適用して
から、ムテインを5μMの濃度で30秒適用し、ここでは、流速をどちらも30μL/分とした。
チップ表面の再生は、250mM NaOH中の6Mグアニジニウム-HClを10μL/分の流速で120秒適
用することによって達成した。結果として得られたセンサーグラムを視覚的に分析して、
結合したCD137リガンド-Fcが、ムテインと固定化CD137-Fcタンパク質との相互作用に影響
を及ぼすかどうかを決定した。サイクルのセンサーグラムはCD137リガンド-Fc相互作用で
あり、またはムテインを対照として単独で適用した。
【０１８９】
　その結果得られたセンサーグラムの関連セグメントの代表例を、SEQ ID NO:5、SEQ ID 
NO:12およびSEQ ID NO:13のムテインについて、図2に掲載する。huCD137-Fc単独へのそれ
ぞれのリポカリンムテインの結合に関するSPRトレースに、実線の軸を持つ矢印をつける
。CD137Lで飽和させたhuCD137-Fcへのそれぞれのリポカリンムテインの結合に関するSPR
トレースに、破線の軸を持つ矢印をつける。このデータは、例えばSEQ ID NO:5のムテイ
ンがCD137Lの存在下ではhuCD137-Fcに結合できないことを示している（図2A）。対照的に
、SEQ ID NO:12のムテインとSEQ ID NO:13のムテインはどちらも、CD137Lの存在下でも非
存在下でもよく似た応答でhuCD137-Fcに結合し、リポカリンムテインとCD137Lとの間に結
合に関する競合がないことを示している。このデータを表2に要約する。
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【表２】

【０１９１】
実施例6:ヒトCD137を発現する細胞に結合するリポカリンムテインのFACS分析
　ヒトCD137が安定にトランスフェクトされたチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（
CHO-huCD137）へのリポカリンムテインおよび陰性対照の特異的結合を評価するために、
本発明者らはFACS研究を使用した。細胞株は、Flp-Inシステム（Invitrogen）を製造者の
説明書に従って使用することによって作製した。モックトランスフェクトFlp-In CHO細胞
を陰性対照とした。
【０１９２】
　トランスフェクトCHO細胞は、10％ウシ胎児血清（FCS、Biochrom）と500μg/mlハイグ
ロマイシンB（Roth）とを補足したハムF12培地（Invitrogen）中で維持した。細胞は、製
造者の説明に従って標準条件下（37℃、5％CO2雰囲気）、細胞培養フラスコ中で培養した
。継代培養またはFACS実験のために接着細胞を解離させるには、Accutase（PAA）を製造
者の説明書に従って使用した。
【０１９３】
　実験を行うために、CD137陽性および陰性Flp-In CHO細胞をリポカリンムテインと共に
インキュベートし、結合したムテインを抗リポカリン一次抗体および蛍光標識二次抗体を
使って標識し、それらを以下に説明するようにFACS分析によって検出した。
【０１９４】
　5％ウシ胎児血清（PBS-FCS）を含有する氷冷PBS中で1ウェルあたり1×105細胞を1時間
プレインキュベートした。次に、典型的には10μM～1nMの範囲にあるリポカリンムテイン
および陰性対照の希釈系列を細胞に加え、氷上でインキュベーションを1時間続けた。細
胞を300gでの遠心分離を使って氷冷PBS中で2回洗浄し、次にウサギ抗リポカリン一次抗体
（Pieris,（ポリクローナルウサギ抗hNGALおよびウサギ抗hTLC; Pieris）と共に氷上で30
分インキュベートした。細胞を氷冷PBSで2回洗浄し、PBS-FCSに再懸濁し、蛍光色素Alexa
488で標識された二次抗ウサギ抗体（Life Technologies）と共に氷上で30分インキュベー
トした。次に細胞を洗浄し、Guava easyCyte HTフローサイトメーターを使って分析した
。典型的には、非生存細胞を排除するためにゲートを設定し、5,000イベントを記録した
。数値結果を蛍光強度の幾何平均として表現する。
【０１９５】
　試験したすべてのクローンについてFACSヒストグラムを図3に掲載する。それぞれのプ
ロットに、それぞれのリポカリンムテインのSEQ ID NOが示されている。SPRデータ（図1
、表1）と一致して、すべてのムテインが、細胞上に発現したCD137に明白な結合を示す。
このデータの当てはめから得られるEC50を下記表2に掲載する。
【０１９６】
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【表２】

【０１９７】
実施例7:被覆リポカリンムテインを使った機能的T細胞活性化アッセイ
　本発明者らはT細胞活性化アッセイを使って、一組の代表的CD137結合性リポカリンムテ
インの、T細胞応答を共刺激する能力を評価した。試験したムテイン（SEQ ID NO:13、SEQ
 ID NO:14、およびSEQ ID NO:15）は、実施例4において、2nMから＞23nMまでの範囲のSPR
親和性にまたがる（表1参照）。実施例5で述べたように、CD137のクラスター化を誘発す
るにはいくつかの方法があり、この実験では固定化CD137結合作用物質を適用した。リポ
カリンムテインを抗ヒトCD3抗体（ムロノマブ（Muronomab）、Janssen-Cilag）と一緒に
プラスチック製ディッシュにコーティングし、次にその被覆表面上で、精製T細胞を可溶
性抗ヒトCD28抗体（クローン28.2; eBioscience）の存在下でインキュベートした。CD137
共刺激による共刺激を受けうるT細胞に閾値未満の刺激を与えるために、
抗CD3抗体および抗CD28抗体を使用した。読み出し情報として、本発明者らは上清インタ
ーロイキン2（IL-2）レベルを測定した。IL-2生産の増加はT細胞活性化の特徴の一つであ
り、抗CD137抗体での共刺激によるIL-2レベルの増加は文献に記載されている（Fisher T.
S. et al., Cancer Immunol Immunother（2012）61:1721-1733）。陰性対照として、SEQ 
ID NO:4を利用した。以下に、この実験を詳細に説明する。
【０１９８】
　ポリスクロース密度勾配（BiochromのBiocoll 1.077g/mL）による遠心分離をBiochrom
のプロトコールに従って行うことにより、健常ボランティアドナーのヒト末梢血単核球（
PBMC）をバフィーコートから単離した。結果として得られたPBMCから、Pan T細胞精製キ
ット（Miltenyi Biotec GmbH）と製造者のプロトコールとを使って、Tリンパ球を単離し
た。精製されたT細胞を90％FCSおよび10％DMSOからなる緩衝液に再懸濁し、液体窒素を使
って直ちに凍結し、さらなる使用まで液体窒素中で保存した。アッセイのために、T細胞
を16時間融解し、10％FCSおよび1％ペニシリン-ストレプトマイシン（Life Technologies
）を補足した培養培地（RPMI 1640、Life Technologies）中で培養した。
【０１９９】
　以下の手順を実験条件ごとに三連で行った。0.5μg/mLの抗CD3抗体と25μg/mLのウサギ
抗リポカリン抗体（ポリクローナルウサギ抗hNGAL、Pieris）との混合物200μLを使って
、平底組織培養プレートを、4℃で終夜コーティングした。前述のウサギ抗リポカリン抗
体は、親和性捕捉によるリポカリンムテインの固定化が可能になるように使用した。翌日
、ウェルをPBSで2回洗浄し、SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14およびSEQ ID NO:15のCD137結
合性リポカリンムテイン50μL（濃度はいずれも25μg/mL）を、プレコートプレート上に3
7℃で1時間、捕捉した。SEQ ID NO:4を同様に使用して、陰性対照とした。再びPBSで2回
洗浄した後、2μg/mLのhCD28抗体を補足した培養培地中のT細胞懸濁液100μL（5×104個
のT細胞に相当）を各ウェルに加えた。プレートをガス透過性シール（4titude）で覆い、
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湿潤5％CO2雰囲気下、37℃で3日間インキュベートした。次に、上清中のIL-2を評価した
。
【０２００】
　プールした細胞培養上清中のヒトIL-2レベルは、R&D SystemsのIL-2 DuoSetキットを使
って定量した。第1工程では、PBSに希釈した1μg/mLの「ヒトIL-2捕捉抗体」（R&D Syste
m）を使って、384ウェルプレートを室温で2時間、コーティングした。次に、Biotek EL40
5 select CW洗浄機（Biotek）を使って、ウェルを80μLのPBS-T（0.05％Tween20を含有す
るPBS）で5回洗浄した。1％カゼイン（w/w）を追加して含有するPBS-T中で1時間ブロッキ
ングを行った後、プールした上清および培養培地に希釈したIL-2標準の濃度系列を、384
ウェルプレート中、4℃で終夜、インキュベートした。捕捉されたIL-2の検出および定量
を可能にするために、100ng/mLビオチン化ヤギ抗hIL-2-Bio検出抗体（R&D System）と1μ
g/mL Sulfotag標識ストレプトアビジン（Mesoscale Discovery）との混合物を、0.5％カ
ゼインを含有するPBS-Tに入れて加え、室温で1時間インキュベートした。洗浄後に、25μ
Lの読み取り緩衝液を各ウェルに加え、Mesoscale Discoveryリーダーを使ってすべてのウ
ェルの電気化学ルミネセンス（ECL）シグナルを読み取った。分析および定量はMesoscale
 Discoveryソフトウェアを使って行った。
【０２０１】
　その結果得られたデータを図4Aにプロットする。SEQ ID NO:13、SEQ ID NO:14およびSE
Q ID NO:15のリポカリンムテインについては、T細胞活性化により、上清中のIL-2濃度が
、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、明らかに増加している。この実験は、試験したム
テインがいずれも、プラスチック製培養ディッシュにコーティングした場合には、T細胞
応答を共刺激できることを示している。
【０２０２】
実施例8:溶解状態にあるリポカリンムテインを用いる機能的T細胞活性化アッセイ
　代表的リポカリンムテインがクラスター化なしで単に結合するだけでもCD137を活性化
できるかどうかを試験するために、実施例7のアッセイを、実施例5と同様の方法で、ただ
し捕捉されたリポカリンムテインではなく可溶性リポカリンムテインを使用することによ
って実行した。このアッセイでは、平底組織培養プレートを上述のように、ただし抗CD3
抗体だけを使ってコーティングした。T細胞添加工程（2μg/mL hCD28を含む）後まではプ
レートを上述のように処理し、次に、溶解状態にある濃度25μg/mLのリポカリンムテイン
50μLを添加した。
【０２０３】
　その結果得られたデータを図4Bにプロットする。試験したリポカリンムテインのいずれ
についても、SEQ ID NO:4の陰性対照と比較して、T細胞活性化ゆえに上清のIL-2濃度が有
意に増加することはない。この実験は、溶解状態にある単量体型リポカリンムテインが、
すべてのCD137受容体を飽和させるのに十分な濃度において、T細胞を共刺激しないことを
示している。
【０２０４】
実施例9:被覆リポカリンムテインを使った機能的T細胞活性化アッセイ
　SEQ ID NO:13のムテインが持つT細胞応答共刺激能力をさらに詳細に調べるために、本
発明者らは実施例7と同様のT細胞活性化アッセイを使用した。本発明者らは、読み出し情
報として、3日間のインキュベーション後のT細胞増殖の継続を、4時間BrdUパルスを使っ
て評価し、上清のIL-2レベルおよびインターフェロンガンマ（IFN-g）レベルを測定した
。増殖およびIL-2生産に加えて、IFN-g生産の増加もT細胞活性化のさらなる特徴であり、
抗CD137抗体での共刺激によるIFN-γレベルの増加は文献に記載がある（Jure-Kunkel, M.
らの米国特許第7288638号）。
【０２０５】
　陰性対照として、野生型様リポカリンムテインSEQ ID NO:4を利用した。この実験は、
いくつかの局面では、実施例8で述べた実験と同一の方法で実行した。以下に、この実験
の詳細を述べる。



(50) JP 6884708 B2 2021.6.9

10

20

30

40

50

【０２０６】
　ポリスクロース密度勾配（BiochromのBiocoll 1.077g/mL）による遠心分離をBiochrom
のプロトコールに従って行うことにより、健常ボランティアドナーのヒト末梢血単核球（
PBMC）をバフィーコートから単離した。結果として得られたPBMCから、Pan T細胞精製キ
ット（Miltenyi Biotec GmbH）と製造者のプロトコールとを使って、Tリンパ球を単離し
た。精製されたT細胞を90％FCSおよび10％DMSOからなる緩衝液に再懸濁し、液体窒素を使
って直ちに凍結し、さらなる使用まで液体窒素中で保存した。アッセイのために、T細胞
を16時間融解し、10％FCSおよび1％ペニシリン-ストレプトマイシン（Life Technologies
）を補足した培養培地（RPMI 1640、Life Technologies）中で培養した。
【０２０７】
　以下の手順を実験条件ごとに三連で行った。5μg/mLの抗CD3抗体と25μg/mLのウサギ抗
リポカリン-スキャフォールド抗体（ポリクローナルウサギ抗hNGAL、Pieris）との混合物
200μLを使って、平底組織培養プレートを、4℃で終夜コーティングした。前述のウサギ
抗リポカリン抗体は、親和性捕捉によるSEQ ID NO:13の固定化が可能になるように使用し
た。陰性対照として、抗CD3抗体の代わりにIgG1アイソタイプ対照を5μg/mLで25μg/mLウ
サギ抗リポカリン-スキャフォールド抗体と一緒にコーティングした。翌日、ウェルをPBS
で2回洗浄し、7段階で50μg/mL～0.8μg/mLの範囲にわたるSEQ ID NO:13の希釈系列50μL
を、プレコートプレート上に37℃で1時間、捕捉した。陰性対照として、SEQ ID NO:4を3
つの濃度（50μg/mL、25μg/mL、12.5μg/mL）で捕捉した。さらにもう一つの陰性対照と
して、IgG1アイソタイプおよび抗hNGAL捕捉抗体でコーティングされたウェルに、SEQ ID 
NO:13を50μg/mLで捕捉させた（上記参照）。再びPBSで2回洗浄した後、培養培地中のT細
胞懸濁液100μL（5×104個のT細胞に相当）を各ウェルに加えた。これを濃度2μg/mLのhC
D28抗体の存在下または非存在下で行った。プレートをガス透過性シール（4titude）で覆
い、湿潤5％CO2雰囲気下、37℃で3日間インキュベートした。次に、上清中のIL-2濃度お
よびIFN-γ濃度ならびに細胞増殖を評価した。
【０２０８】
　T細胞増殖を定量するために、BrdU取り込みに基づく化学発光細胞増殖ELISAキット（Ro
che）を、製造者の説明書に従って使用した。簡単に述べると、3日目に、10μLのBrdU標
識溶液を各ウェルに加え、湿潤5％CO2雰囲気下、37℃でさらに4時間、増殖を進行させた
。プレートを300gで10分遠心分離し、三連試料の上清は、後に行うIL-2およびIFN-γ定量
のためにプールして、直ちに-20℃で保存した。次にプレートを60℃で1時間、乾燥した。
200μLの「FixDenat」溶液を各ウェルに加え、そのプレートを室温で30分、インキュベー
トした。取り込まれたBRDUを、ペルオキシダーゼ標識抗BrdU抗体で、室温における2時間
のインキュベーションによって標識した。PheraStar FSリーダーにおいて化学発光性のペ
ルオキシダーゼ触媒反応を定量することにより、BrdUレベルを評価した。
【０２０９】
　プールした細胞培養上清中のヒトIL-2およびIFN-γのレベルは、R&D SystemsのIL-2 Du
oSetキットおよびIFN-γ DuoSetキットを使って定量した。どちらのサイトカインについ
ても同様の手順を実行する。以下ではIL-2についてのみ、手順を説明する。第1工程では
、PBSに希釈した1μg/mLの「ヒトIL-2捕捉抗体」（R&D System）を使って、384ウェルプ
レートを室温で2時間、コーティングした。次に、Biotek EL405 select CW洗浄機（Biote
k）を使って、ウェルを80μLのPBS-T（0.05％Tween20を含有するPBS）で5回洗浄した。1
％カゼイン（w/w）を追加して含有するPBS-T中で1時間ブロッキングを行った後、プール
した上清および培養培地に希釈したIL-2標準の濃度系列を、384ウェルプレート中、4℃で
終夜、インキュベートした。捕捉されたIL-2の検出および定量のために、100ng/mLビオチ
ン化ヤギ抗hIL-2-Bio検出抗体（R&D System）と1μg/mL Sulfotag標識ストレプトアビジ
ン（Mesoscale Discovery）との混合物を、0.5％カゼインを含有するPBS-Tに入れて加え
、室温で1時間インキュベートした。洗浄後に、25μLの読み取り緩衝液を各ウェルに加え
、Mesoscale Discoveryリーダーを使って各ウェルの電気化学ルミネセンス（ECL）シグナ
ルを読み取った。分析および定量はMesoscale Discoveryソフトウェアを使って行った。
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【０２１０】
　この実験の結果を図5に図示する。抗CD3抗体と抗CD28抗体の両方を使った実験に関する
増殖、上清中のIL-2およびIFN-γの読み出し情報を、それぞれ図5A、図5Cおよび図5Eに掲
載する。抗CD3抗体だけを使って行った実験に関する同じ読み出し情報を、図5B、図5Dお
よび図5Fに掲載する。
【０２１１】
　抗CD3抗体および抗CD28抗体による刺激を使用した実験では、増殖速度の明白な用量依
存的増加があり（図5A）、それはSEQ ID NO:4の陰性対照より最大で14倍高い。抗CD3 mAb
非存在下での増殖（「IgG1」と記したカラム）は無視できるほどわずかである。IL-2生産
については（図5C）、明白な用量依存的増加があって、それは、6.25μg/mLのSEQ ID NO:
13コーティング濃度で最大応答に達して横ばい状態になり、それを上回る濃度では、常に
、陰性対照と比較して約6倍までのレベルを保つ。IFN-γ生産についても（図5E）、パタ
ーンはよく似ており、最大IFN-gレベルは陰性対照と比較して2.5倍の値に達する。
【０２１２】
　抗CD3 mAb単独での刺激を使用する実験でも、増殖速度に明白な用量依存的増加が認め
られ（図5A）、それはSEQ ID NO:4の陰性対照より最大で4倍高い。6.25μg/mLのSEQ ID N
O:13コーティング濃度で最大応答のようであり、それは陰性対照と比較して15倍の値に達
する。これより高い濃度でも低い濃度でも、応答はかなり少ない。IFN-γ生産については
、用量依存的増加があって、それは、6.25μg/mLのSEQ ID NO:13コーティング濃度で最大
応答に達して横ばい状態になり、それより高い濃度では、常に、陰性対照と比較して約2.
5倍までのレベルを保つ。
【０２１３】
　総合すると、この実施例9に示す実験は、CD28刺激の存在下でも非存在下でも、増殖、I
L-2生産およびIFN-γ生産に関して、SEQ ID NO:13のムテインによるT細胞応答の有意な共
刺激を明白に証明している。
【０２１４】
　本明細書に例示的に記載した態様は、本明細書において具体的に開示しない任意の1つ
または複数の要素、1つまたは複数の限定が存在しなくても、適切に実施しうる。したが
って例えば「含む（comprising）」、「包含する（including）」、「含有する（contain
ing）」などの用語は、拡大的、非限定的に解釈されるべきである。加えて、本明細書に
おいて使用する用語および表現は、説明のために使用されているのであって、限定のため
に使用されているのではなく、そのような用語および表現の使用には、示され記載された
特徴またはその部分のいずれの等価物も排除しようという意図はなく、さまざまな変更態
様が本願発明の範囲内で可能であると認識される。したがって、本態様を好ましい態様お
よび随意の特徴によって具体的に開示したが、当業者はその変更態様および変形態様を採
ることができ、そのような変更態様および変形態様は本発明の範囲内にあるとみなされる
と理解すべきである。本明細書において記載した特許、特許出願、教科書および査読付き
刊行物は、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる。さらにまた、参照により本
明細書に組み入れられた参考文献における用語の定義または用法が、本明細書に掲載した
当該用語の定義と一致しないか相反する場合は、本明細書に掲載した当該用語の定義が適
用され、参考文献における当該用語の定義は適用されない。一般的開示に含まれる狭い種
概念および下位類概念群のそれぞれも、本発明の一部を形成する。これには、削除された
事項が本明細書に具体的に陳述されているかどうかに関わらず、類概念から任意の内容を
除去するただし書きまたは消極的限定の付いた本発明の一般的記述が包含される。加えて
、特徴がマーカッシュ群で記載される場合、それによって本開示がそのマーカッシュ群の
任意の個々の要素または任意の要素の部分群についても記載されることは、当業者にはわ
かるであろう。さらなる態様は、以下の特許請求の範囲から明らかになるであろう。
【０２１５】
　等価物:当業者は、本明細書に記載した本発明の具体的態様に対する多くの等価物を認
識するか、せいぜい日常的な実験を使って確かめることができるであろう。そのような等
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価物は、以下の特許請求の範囲によって包含されるものとする。この明細書において言及
した刊行物、特許および特許出願はすべて、あたかも個々の刊行物、特許または特許出願
が参照により本明細書に組み込まれることを具体的かつ個別に示されたかのように、それ
と同程度に、参照により本明細書に組み入れられる。

【図１】 【図２】
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