
(57)【要約】
本発明は、 FcRnに対する IgG定常ドメインまたはその FcRn結合性フラグメントの親和性を
増加させる 1以上のアミノ酸修飾を有する IgG定常ドメインまたはその FcRn結合性部分の存
在のために増加した in vivo半減期を有する、 IgG、非 IgG免疫グロブリン、タンパク質お
よび非タンパク質物質を含めた分子を提供する。増加した半減期を有するそのようなタン
パク質および分子は、かかる分子の治療、予防または診断用途において、より少量および
／またはより低頻度の投与しか必要としないという利点を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 む IgG定 常 ド メ イ ン を 含 ん で な
る 修 飾 さ れ た IgGで あ っ て 、 該 修 飾 IgGが 、 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン を 有 す る IgGの 半 減 期 と
比 較 し て 増 加 し た 半 減 期 を 有 し 、 前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 253、 255、 285-290、 3
08-314、 385-389お よ び 428-435位 の 1以 上 に 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 修 飾 IgG。
【 請 求 項 ２ 】
野 生 型 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 む 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ
ン を 含 ん で な る 修 飾 さ れ た 非 ヒ ト IgGで あ っ て 、 該 修 飾 IgGが 、 野 生 型 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ
イ ン を 有 す る IgGの 半 減 期 と 比 較 し て 増 加 し た 半 減 期 を 有 し 、 前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が
251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 す る が 、 前 記 1以 上
の ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 252位 に お け る ロ イ シ ン 、 254位 に お け る セ リ ン お よ び 256位 に お け る
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 を 含 ま な い こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 修 飾 非 ヒ ト IgG。
【 請 求 項 ３ 】
野 生 型 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 む ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン を
含 ん で な る 修 飾 さ れ た ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGで あ っ て 、 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGが 、 野
生 型 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン を 有 す る ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGの 半 減 期 と 比 較 し て 増 加 し た 半 減
期 を 有 し 、 前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-4
36位 の 1以 上 に 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgG。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3記 載 の 修
飾 IgG。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3記 載 の 修
飾 IgG。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 挿 入 で あ る 、 請 求 項 1、 2ま た は 3記 載 の 修
飾 IgG。
【 請 求 項 ７ 】
FcRnに 対 し て 、 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン を 有 す る IgGよ り 高 い 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 1、 2
ま た は 3記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 ８ 】
FcRnに 対 し て 、 pH 7.4に お け る よ り 高 い 親 和 性 を pH 6.0に お い て 有 す る 、 請 求 項 7記 載 の
修 飾 IgG。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 255、 308、 309、 311、 312、 314、 385、 386、 387、 389、
428、 433、 434ま た は 436位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 修 飾 Ig
G。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 311、 312、 314、 385、
386、 387、 389、 428、 433、 434ま た は 336位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求
項 2ま た は 3記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た
は セ リ ン に よ る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、
ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ
ニ ン に よ る 置 換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、
312位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に
お け る ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン
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ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位
に お け る プ ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま
た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換
、 433位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436
位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求
項 1ま た は 3記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 11記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ
る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ る 置
換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、 312位 に お け
る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に お け る ア ル ギ
ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た は プ ロ リ
ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位 に お け る プ ロ
リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま た は ト レ オ ニ
ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 433位 に お け
る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436位 に お け る ヒ
ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 修
飾 IgG。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 15記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 １ ９ 】
SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 、 請 求 項 3ま た
は 15記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 ２ ０ 】
AFFF、 p12f2、 p12f4、 p11d4、 Ale109、 A12a6、 A13c4、 A17d4、 A4B4、 A8C7、 1X-493L1FR、
H3-3F4、 M3H9、 Y10H6、 DG、 AFFF(1)、 6H8、 L1-7E5、 L215B10、 A13A11、 A1H5、 A4B4(1)、 A
4B4L1FR-S28Rま た は A4B4-F52Sの 重 鎖 可 変 ド メ イ ン お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 、 請
求 項 3ま た は 15記 載 の 修 飾 IgG。
【 請 求 項 ２ １ 】
修 飾 さ れ た IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 共 有 結 合 し た 非 IgGポ リ
ペ プ チ ド を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ
ン ト が 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、 前 記 1以 上 の 修 飾 が 2
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51、 253、 255、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 し 、 該 融 合 タ
ン パ ク 質 が 、 該 非 IgGポ リ ペ プ チ ド の み の 場 合 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る
、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
修 飾 さ れ た 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 共 有 結 合 し た 非 I
gGポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 修 飾 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま
た は フ ラ グ メ ン ト が 野 生 型 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、
前 記 1以 上 の 修 飾 が 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在
す る が 、 該 修 飾 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 252位 に ロ イ シ ン 、 254位 に セ リ ン お よ び 256位 に フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン を も た ず 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 該 非 IgGポ リ ペ プ チ ド の み の 場 合 よ り 長 い 半
減 期 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
修 飾 さ れ た ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 共 有 結 合 し た 非 IgG
ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 修 飾 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は
フ ラ グ メ ン ト が 野 生 型 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、 前 記 1
以 上 の 修 飾 が 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 し 、 該
融 合 タ ン パ ク 質 が 、 該 非 IgGポ リ ペ プ チ ド の み の 場 合 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る こ と を 特 徴
と す る 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 挿 入 で あ る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 FcRnに 対 し て 、 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン
と 比 較 し て 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 FcRnに 対 し て 、 pH 7.4に お け る よ り 高
い 親 和 性 を pH 6.0に お い て 有 す る 、 請 求 項 27記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 非 IgGポ リ ペ プ チ ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 、 請 求 項 21、 22ま た は 23記 載 の 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 255、 308、 309、 311、 312、 314、 385、 386、 387、 389、
428、 433、 434ま た は 436位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 融 合
タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 311、 312、 314、 385、
386、 387、 389、 428、 433、 434ま た は 336位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求
項 22ま た は 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た
は セ リ ン に よ る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、
ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ
ニ ン に よ る 置 換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、
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312位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に
お け る ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン
ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位
に お け る プ ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま
た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換
、 433位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436
位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求
項 21ま た は 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 32記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ
る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ る 置
換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、 312位 に お け
る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に お け る ア ル ギ
ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た は プ ロ リ
ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位 に お け る プ ロ
リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま た は ト レ オ ニ
ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 433位 に お け
る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436位 に お け る ヒ
ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 融
合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 36記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
修 飾 さ れ た IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し た 非 タ ン パ ク 質
物 質 を 含 ん で な る 分 子 で あ っ て 、 該 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 野 生 型 IgG
定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、 前 記 1以 上 の 修 飾 が 251、 253、 255、 2
85-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 し 、 該 分 子 が 、 該 非 タ ン パ ク 質
物 質 の み の 場 合 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 分 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
修 飾 さ れ た 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し た 非 タ ン
パ ク 質 物 質 を 含 ん で な る 分 子 で あ っ て 、 該 修 飾 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン
ト が 野 生 型 非 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、 前 記 1以 上 の 修
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飾 が 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 す る が 、 該 修 飾
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 252位 に ロ イ シ ン 、 254位 に セ リ ン お よ び 256位 に フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を も
た ず 、 該 分 子 が 、 該 非 タ ン パ ク 質 物 質 の み の 場 合 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 前 記 分 子 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
修 飾 さ れ た ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し た 非 タ ン パ
ク 質 物 質 を 含 ん で な る 分 子 で あ っ て 、 該 修 飾 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が
野 生 型 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 含 み 、 前 記 1以 上 の 修 飾 が 251
-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436位 の 1以 上 に 存 在 し 、 該 分 子 が 、 該 非 タ
ン パ ク 質 物 質 の み の 場 合 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 分 子 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 40、 41ま た は 42記 載
の 分 子 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 40、 41ま た は 42記 載
の 分 子 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 修 飾 の 少 な く と も 1つ が ア ミ ノ 酸 の 挿 入 で あ る 、 請 求 項 40、 41ま た は 42記 載
の 分 子 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 FcRnに 対 し て 、 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン
と 比 較 し て 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 40、 41ま た は 42記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト が 、 FcRnに 対 し て 、 pH 7.4に お け る よ り 高
い 親 和 性 を pH 6.0に お い て 有 す る 、 請 求 項 46記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 255、 308、 309、 311、 312、 314、 385、 386、 387、 389、
428、 433、 434ま た は 436位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 の 置 換 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 分 子
。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 311、 312、 314、 385、
386、 387、 389、 428、 433、 434ま た は 336位 の 1以 上 に お け る 置 換 で あ る 、 請 求 項 41ま た は
42記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た
は セ リ ン に よ る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、
ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ
ニ ン に よ る 置 換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、
312位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に
お け る ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン
ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位
に お け る プ ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま
た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換
、 433位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436
位 に お け る ヒ ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求
項 40ま た は 42記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 50記 載 の 分 子 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 50記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 50記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 が 、 251位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 252位 に お け る チ ロ シ
ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ
る 置 換 、 255位 に お け る ア ル ギ ニ ン に よ る 置 換 、 256位 に お け る グ ル タ ミ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 、 308位 に お け る ト レ オ ニ ン に よ る 置
換 、 309位 に お け る プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 311位 に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、 312位 に お け
る ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ る 置 換 、 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 385位 に お け る ア ル ギ
ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 386位 に お け る ト レ オ ニ ン ま た は プ ロ リ
ン に よ る 置 換 、 387位 に お け る ア ル ギ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ る 置 換 、 389位 に お け る プ ロ
リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 428位 に お け る メ チ オ ニ ン ま た は ト レ オ ニ
ン に よ る 置 換 、 434位 に お け る チ ロ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置 換 、 433位 に お け
る ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン ま た は セ リ ン に よ る 置 換 、 あ る い は 436位 に お け る ヒ
ス チ ジ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 分
子 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン 、 254位 に お け る ト レ オ ニ ン お よ び 2
56位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 54記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 433位 に お け る リ シ ン 、 434位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お
よ び 436位 に お け る ヒ ス チ ジ ン に よ る 置 換 で あ る 、 請 求 項 54記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 252位 に お け る チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン に よ る 置 換 で あ る 、
請 求 項 54記 載 の 分 子 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGと 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 医 薬 組 成
物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 と 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
請 求 項 42記 載 の 分 子 と 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 を 要 す る 患 者 に 、 請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGの 治 療 的
有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
受 動 免 疫 療 法 を 含 む 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 を 要 す る 患 者 に 、 請 求 項 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 治 療 的 有 効 量 を
投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 を 要 す る 患 者 に 、 請 求 項 42記 載 の 分 子 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 す る こ
と を 含 ん で な る 、 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
請 求 項 1、 2ま た は 3記 載 の 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 。
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【 請 求 項 ６ ６ 】
請 求 項 21、 22ま た は 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る
核 酸 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
請 求 項 65記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
請 求 項 66記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGを 含 ん で な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
請 求 項 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ １ 】
請 求 項 42記 載 の 分 子 を 含 ん で な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGの 予 防 的 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で
な る 、 疾 患 ま た は 障 害 の 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
受 動 免 疫 療 法 で あ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 疾 患 が RSV感 染 症 で あ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGが 、 修 飾 さ れ た SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） 抗 体 で あ る 、 請 求 項 74
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGが 、 修 飾 さ れ た AFFF、 p12f2、 p12f4、 p11d4、 Ale109、 A12a
6、 A13c4、 A17d4、 A4B4、 A8C7、 1X-493L1FR、 H3-3F4、 M3H9、 Y10H6、 DG、 AFFF(1)、 6H8、
L1-7E5、 L215B10、 A13A11、 A1H5、 A4B4(1)、 A4B4L1FR-S28Rま た は A4B4-F52S抗 体 で あ る 、
請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
免 疫 応 答 を 惹 起 す る の に 有 効 な 量 の 請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGを 被 験 者 に 投
与 す る こ と を 含 ん で な る 、 被 験 者 へ の ワ ク チ ン 接 種 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
免 疫 応 答 を 惹 起 す る の に 有 効 な 量 の 請 求 項 23記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 被 験 者 に 投 与 す る こ
と を 含 ん で な る 、 被 験 者 へ の ワ ク チ ン 接 種 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 欠 く 以 外 は 前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGと 同 一 で あ る 第 2 Ig
Gの 最 低 の 治 療 的 有 効 量 よ り 低 い 用 量 の 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGを 投 与 す る こ と を 含 む
、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
第 2 IgGの 治 療 的 有 効 量 の 投 与 よ り 少 な い 又 は 重 篤 で な い 副 作 用 を 与 え る 、 請 求 項 79記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 欠 く 以 外 は 前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGと 同 一 で あ る 第 2 Ig
Gの 最 低 頻 度 の 投 与 を 伴 う 治 療 的 に 有 効 な 投 与 計 画 よ り 低 い 頻 度 の 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト
化 IgGの 投 与 を 伴 う 治 療 的 に 有 効 な 投 与 計 画 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 61記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ２ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 欠 く 以 外 は 前 記 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGと 同 一 で あ る 第 2 Ig
Gの 最 低 の 予 防 的 有 効 量 よ り 低 い 予 防 的 有 効 量 の 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGを 投 与 す る こ
と を 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ３ 】
第 2 IgGの 予 防 的 有 効 量 の 投 与 よ り 少 な い 又 は 重 篤 で な い 副 作 用 を 与 え る 、 請 求 項 82記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
前 記 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 欠 く 以 外 は 前 記 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGと 同 一 で あ る 第 2 IgGの
最 低 頻 度 の 投 与 を 伴 う 予 防 的 に 有 効 な 投 与 計 画 よ り 低 い 頻 度 の 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 Ig
Gの 投 与 を 伴 う 予 防 的 に 有 効 な 投 与 計 画 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
（ a） 検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGの 有 効 量
を 被 験 者 に 投 与 す る こ と 、 た だ し 、 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGは 、 疾 患 ま た は 障 害 に 関
連 し た 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と 、
（ b） 該 抗 原 が 見 出 さ れ る 被 験 者 の 部 位 に 該 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgGを 集 中 さ せ る こ と 、
（ c） 該 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 検 出 す る こ と 、
を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ま た は 標 準 レ ベ ル を 超 え る 検 出 可 能 な マ ー カ ー
の 検 出 が 、 該 被 験 者 が 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る こ と を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 被 験 者 に お
け る in vivo診 断 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
RSV抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 3記 載 の 修 飾 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 IgG。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
１ ．
本 発 明 は 、 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn（ Fc Receptor-neonate） 結 合 性 ド メ イ ン の 修
飾 に よ り in vivo半 減 期 が 増 加 し た 分 子 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 こ れ ら の 分 子 は 、 FcRn
に 対 す る 該 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ア ミ ノ 酸
修 飾 を 有 す る 。 本 発 明 を 用 い た 治 療 用 お よ び 診 断 用 の IgGお よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 の 半 減
期 の 増 加 は 、 例 え ば ワ ク チ ン 、 受 動 免 疫 療 法 な ら び に 他 の 治 療 お よ び 予 防 方 法 に お け る こ
れ ら の 分 子 の 投 与 量 お よ び ／ ま た は 投 与 頻 度 の 減 少 を 含 む 多 数 の 利 点 を 有 す る 。 本 発 明 は
更 に 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 修 飾 の 1以 上 を 有 す る IgG定 常 ド メ イ ン の 全 部 ま た は 一 部 （ FcRn結
合 性 部 分 ） と 、 そ の よ う な 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン に 結 合 し た 非 IgGタ ン パ ク 質 ま た は 非 タ ン
パ ク 質 分 子 と を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 こ こ で 、 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン の 存 在
は 非 IgGタ ン パ ク 質 ま た は 分 子 の in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
２ ．
治 療 剤 と し て の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 使 用 は 近 年 劇 的 に 増 加 し て お り 、 医 学 的 治 療 の 種 々 の 領
域 に 拡 張 さ れ て い る 。 そ の よ う な 使 用 は 、 無 γ グ ロ ブ リ ン 血 症 お よ び 低 γ グ ロ ブ リ ン 血 症
の 治 療 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 移 植 片 対 宿 主 病 を 治 療 す る た め の 免 疫 抑 制 剤 と し て の 使 用 、
リ ン パ 性 悪 性 疾 患 の 治 療 、 な ら び に 種 々 の 全 身 性 お よ び 感 染 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 受 動
免 疫 療 法 を 包 含 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 例 え ば 診 断 イ メ ー ジ ン グ 法 に お け る in vivo診
断 ツ ー ル と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
こ れ ら の 療 法 に お け る 1つ の 重 要 な 問 題 は 、 循 環 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 持 続 性 で あ る 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 消 失 速 度 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 投 与 量 お よ び 投 与 頻 度 に 直 接 的 に 影 響 を 及 ぼ
す 。 投 与 量 お よ び 投 与 頻 度 の 増 加 は 患 者 に 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と が あ り 、 医 療 コ ス ト を 増 加
さ せ う る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
IgGは 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 に お け る 最 も 一 般 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス で あ り 、 種
々 の タ イ プ の 免 疫 療 法 お よ び 診 断 方 法 に お い て 利 用 さ れ る 。 循 環 中 の IgGの 異 化 の メ カ ニ
ズ ム は 、 胎 盤 も し く は 卵 黄 嚢 を 介 し た 又 は げ っ 歯 類 に お け る 初 乳 を 介 し た （ IgGの ト ラ ン
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ス サ イ ト ー シ ス に よ る 母 児 移 行 ） 母 親 か ら 胎 児 ／ 新 生 児 へ の 受 動 免 疫 の 移 行 に 関 連 し た 研
究 に よ り 解 明 さ れ て い る （ Brambell, Lancet, ii: 1087-1093,1966; Rodewald, J. Cell 
Biol., 71: 666-670,1976; Morrisら , In: Antigen Absorption by the Gut, pp. 3-22,1
978, University Park Press, Baltimore; Jonesら , J. Clin. Invest., 51: 2916-2927,
1972） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
母 親 IgGの 母 児 移 行 に お け る 或 る 受 容 体 の 関 与 が 、 Brambellの グ ル ー プ に よ り 、 新 生 児 ラ
ッ ト に お け る 摂 取 乳 か ら の 母 親 抗 体 の 腸 吸 収 に 関 す る 彼 ら の 研 究 に お い て 最 初 に 示 唆 さ れ
た （ Halliday, Proc. R. Soc. B., 143: 408-413,1955; Halliday, Proc. R. Soc. B., 1
44: 427-430,1955; Halliday, Proc. R. Soc. B., 148: 92-103,1957; Morris, Proc. R.
 Soc. B., 148: 84-91,1957; Brambellら , Proc. R. Soc. B., 149: 1-11,1958; Morris,
 Proc. R. Soc. B., 160: 276-292,1964） 。 Brambellら は 、 異 種 IgGが 特 定 の 抗 体 の 移 行
を 妨 げ た と い う 観 察 に 基 づ き 、 種 々 の 生 物 種 か ら の IgG分 子 が 、 共 通 受 容 体 に 結 合 す る の
に 十 分 な 程 度 に 類 似 し た 構 造 ま た は 配 列 を 有 し う る こ と を 示 唆 し た （ Brambellら , Proc. 
R. Soc. B., 149: 1-11,1958） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ の 移 行 メ カ ニ ズ ム に は 高 親 和 性 Fc受 容 体 FcRnが 関 与 し て い る 。 FcRn受 容 体 は 乳 飲 み ラ ッ
ト の 十 二 指 腸 上 皮 刷 子 縁 か ら 単 離 さ れ て お り （ Rodewaldら , J. Cell Biol., 99: 154s-16
4s, 1984 ; Simisterら , Eur. J. Immunol., 15: 733-738,1985） 、 対 応 す る 遺 伝 子 が ク
ロ ー ニ ン グ さ れ て い る （ Simisterら , Nature, 337: 184,1989お よ び Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol., LIV, 571-580,1989） 。 後 に マ ウ ス （ Ahouseら , J. Immunol., 151:
6076-6088,1993） お よ び ヒ ト （ Storyら , J. Exp. Med., 180: 2377-2381,1994） か ら FcRn
コ ー ド 化 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 こ れ に よ り 、 ラ ッ ト FcRnに 対 す る こ れ ら の 配 列 の 高
い 相 同 性 が 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 FcRnが 関 与 す る IgGの 母 児 移 行 の メ カ ニ ズ ム が 、 こ れ
ら の 生 物 種 に お い て 類 似 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
一 方 、 IgG異 化 の メ カ ニ ズ ム も Brambellの グ ル ー プ に よ り 提 示 さ れ て い る （ Brambellら , N
ature, 203: 1352-1355,1964; Brambell, Lancet, ii : 1087-1093,1966） 。 飽 和 し う る
或 る 細 胞 受 容 体 が 循 環 中 の IgG分 子 の 一 部 に 結 合 し 、 そ れ に よ り 該 IgGは 分 解 か ら 防 御 さ れ
最 終 的 に 循 環 中 に リ サ イ ク ル さ れ 、 一 方 、 該 受 容 体 が 結 合 し て い な い IgGは 分 解 さ れ る 、
と 彼 ら は 提 示 し た 。 そ の 提 示 さ れ た メ カ ニ ズ ム は 、 高 γ グ ロ ブ リ ン 血 症 ま た は 低 γ グ ロ ブ
リ ン 血 症 の 患 者 に お い て 観 察 さ れ る IgG異 化 と 符 合 し た 。 さ ら に 、 彼 の 研 究 お よ び 他 の 研
究 者 の 研 究 （ 例 え ば 、 Spiegelbergら , J. Exp. Med., 121: 323-338,1965; Edelmanら , P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 63: 78-85,1969） に 基 づ き 、 Brambellは ま た 、 IgGの 母 児 移
行 に 関 与 す る メ カ ニ ズ ム と IgGの 異 化 に 関 与 す る メ カ ニ ズ ム と が 同 じ で あ る か 又 は 少 な く
と も 非 常 に 密 接 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し た （ Brambell, Lancet, ii : 1
087-1093,1966） 。 実 際 の と こ ろ 、 後 に な っ て 、 Fc-ヒ ン ジ フ ラ グ メ ン ト 中 の 突 然 変 異 が 異
化 、 母 児 移 行 、 新 生 児 ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス 、 そ し て 特 に FcRnへ の 結 合 に お け る 付 随 的 変
化 を 引 き こ す こ と が 報 告 さ れ た （ Ghetieら , Immunology Today, 18 (12): 592-598,1997
） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ れ ら の 観 察 は 、 IgG定 常 ド メ イ ン の 一 部 が 、 FcRnと の 相 互 作 用 に よ り 血 清 中 の IgG分 解 の
速 度 を 含 む IgG代 謝 を 制 御 す る こ と を 示 唆 し た 。 実 際 の と こ ろ 、 FcRnへ の 結 合 親 和 性 の 増
加 は 該 分 子 の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ た （ Kimら , Eur. J. Immunol., 24: 2429-2434,1994;
 Popovら , Mol. Immunol., 33: 493-502,1996; Ghetieら , Eur. J. Immunol., 26: 690-6
96,1996; Junghansら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 5512-5516,1996; Israelら , I
mmunol., 89:573-578,1996） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
マ ウ ス IgGの Fc領 域 に お け る 種 々 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 実 験 は 、 IgGと FcRnと の 相 互 作
用 に 関 与 す る 或 る 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 定 を も た ら し た （ Kimら , Eur. J. Immunol., 2
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4: 2429-2434,1994; Medesanら , Eur. J. Immunol., 26: 2533,1996; Medesanら , J. Imm
unol., 158: 2211- 2217,1997） 。 こ れ ら の 研 究 お よ び 配 列 比 較 研 究 は 、 253位 の イ ソ ロ イ
シ ン 、 310位 の ヒ ス チ ジ ン お よ び 435位 の ヒ ス チ ジ ン （ Kabatの 番 号 付 け に 基 づ く : Kabatら
, In: Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department of Health a
nd Human Services, 1991（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） ）
が ヒ ト お よ び げ っ 歯 類 IgGに お い て 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と を 見 出 し た 。 こ れ は 、 IgG-F
cRn結 合 に お け る そ れ ら の 重 要 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ま た 、 種 々 の 刊 行 物 が 、 半 減 期 が 修 飾 さ れ た 生 理 活 性 分 子 を 入 手 す る た め の 方 法 を 記 載 し
て お り 、 こ れ ら の 方 法 は 、 FcRn結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を 該 分 子 中 に 導 入 す る こ と に よ り （ WO
 97/43316; 米 国 特 許 第 5,869,046号 ; 米 国 特 許 第 5,747,035号 ; WO 96/32478; WO 91/1443
8） 、 ま た は FcRn結 合 親 和 性 は 維 持 さ れ て い る が 他 の Fc受 容 体 に 対 す る 親 和 性 は 著 し く 減
少 し た 抗 体 に 該 分 子 を 融 合 す る こ と に よ り （ WO 99/43713） 、 ま た は 抗 体 の FcRn結 合 性 ド
メ イ ン に 融 合 す る こ と に よ り 行 わ れ た （ WO 00/09560; 米 国 特 許 第 4,703,039号 ） 。 し か し
、 こ れ ら の 刊 行 物 の い ず れ に お い て も 、 半 減 期 に 影 響 を 及 ぼ す IgG定 常 ド メ イ ン 中 の 特 定
の 突 然 変 異 は 開 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
従 来 の 研 究 は 、 或 る 定 常 ド メ イ ン 突 然 変 異 が 実 際 に FcRnへ の 結 合 を 減 弱 し て IgGの in vivo
半 減 期 を 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。 PCT公 開 WO 93/22332（ Wardら ） は 、 お よ そ 残 基 25
3と 残 基 434と の 間 の 突 然 変 異 に よ り in vivo半 減 期 が 減 少 し た 種 々 の 組 換 え マ ウ ス IgGを 開
示 し て い る 。 特 に 、 253位 の イ ソ ロ イ シ ン 、 310位 の ヒ ス チ ジ ン 、 311位 の グ ル タ ミ ン 、 433
位 の Hisお よ び 434位 の ア ス パ ラ ギ ン の 置 換 が IgGの 半 減 期 を 減 少 さ せ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
ま た 、 FcRnに 対 す る 親 和 性 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 に よ
る IgG分 子 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン が WO 98/23289に 開 示 さ れ て い る が 、 該 刊 行 物 は 、 よ り 長 い
又 は よ り 短 い in vivo半 減 期 を 示 す 特 定 の 突 然 変 異 体 を 何 ら 記 載 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
実 は 、 半 減 期 の 増 加 を 実 際 に 示 し た マ ウ ス IgG１ の 突 然 変 異 体 （ Thr252か ら Ala、 Thr254か
ら Serお よ び Thr256か ら Pheの 三 重 突 然 変 異 ） の 1つ が 同 定 さ れ て い る に 過 ぎ な い （ WO 97/3
4631） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 の in vivo半 減 期 の 増 加 の 医 薬 的 重 要 性 を 考 慮 す
る と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 に in vivo半 減 期 の 増 加 を も た ら す 修 飾 IgG
お よ び そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 特 に 修 飾 ヒ ト IgG） を 開 発 す る こ と が 必 要 と さ れ て
い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】
３ ．
本 発 明 は 、 FcRnに 対 す る IgG分 子 の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ヒ ト IgG分 子 の 定 常 ド メ イ ン 中 の い
く つ か の 突 然 変 異 の 本 発 明 者 ら に よ る 同 定 に 基 づ く 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 該 定 常 ド メ イ
ン の 特 定 の 領 域 中 に 導 入 さ れ た ラ ン ダ ム な ア ミ ノ 酸 突 然 変 異 を 有 す る ヒ ト IgG1定 常 ド メ イ
ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 FcRnに 対 す る 親 和 性 の 増 加 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の よ う
な ラ ン ダ ム 突 然 変 異 は 、 ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 の 残 基 251-256、 285-290お よ び 308-314（
こ れ ら の す べ て は CH2ド メ イ ン 中 に 存 在 す る ） な ら び に 385-389お よ び 428-436（ こ れ ら は C
H3ド メ イ ン 中 に 存 在 す る ） の 領 域 中 に 施 さ れ た （ 残 基 は 図 2（ 配 列 番 号 83） に 示 す と お り
で あ り 、 あ る い は 他 の IgG分 子 の ヒ ン ジ -Fc領 域 中 の 類 似 残 基 は 配 列 ア ラ イ メ ン ト に よ り 決
定 し た ） 。 本 発 明 で 用 い る IgG定 常 ド メ イ ン の 全 残 基 は Kabatら （ Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, U. S. Department of Health and Human Services, 1991（
そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） ） に 従 い 番 号 づ け さ れ て お り 、
図 2（ 配 列 番 号 83） に 記 載 さ れ て い る と お り で あ り 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト に よ り 決 定 さ れ た
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他 の IgG定 常 ド メ イ ン 中 の 対 応 残 基 を 含 む 。 抗 体 お よ び 他 の 治 療 剤 お よ び 他 の 生 物 活 性 分
子 の in vivo半 減 期 ま た は 被 験 者 の 血 清 も し く は 他 の 組 織 中 で の 維 持 は 、 抗 体 （ ま た は 任
意 の 他 の 医 薬 分 子 ） の 投 与 量 お よ び 投 与 頻 度 を 決 定 す る 重 要 な 臨 床 的 パ ラ メ ー タ ー で あ る
。 し た が っ て 、 増 加 し た 半 減 期 を 有 す る そ の よ う な 分 子 （ 抗 体 を 含 む ） は 医 薬 上 極 め て 重
要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 FcRnに 対 す る 親 和 性 を 増 加 す る よ う IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト が （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 に よ り ） 修 飾 さ れ た 修 飾 IgG
定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 部 分 （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） （ 好
ま し く は ヒ ト IgG由 来 ） の 存 在 に よ り 増 加 し た in vivo半 減 期 を 有 す る 修 飾 分 子 （ 好 ま し く
は タ ン パ ク 質 で あ る が 、 非 タ ン パ ク 質 物 質 で あ っ て も よ い ） に 関 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 本 発 明 は 、 FcRn受 容 体 と の ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン の 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 確
認 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 修 飾 に よ り in vivo半 減 期 が 延 長 さ れ た 修 飾 IgGに 関 す る 。 好 ま し
く は 、 該 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 pH 6.0に お い て は 、 pH 7.4に お け る よ
り 高 い 親 和 性 を FcRnに 対 し て 有 す る 。 ま た 、 そ の よ う な 修 飾 は 該 分 子 の バ イ オ ア ベ イ ラ ビ
リ テ ィ （ 例 え ば 、 粘 膜 表 面 ま た は 他 の 標 的 組 織 へ の 輸 送 ） を 改 変 （ す な わ ち 、 増 強 ま た は
減 弱 ） し う る 。 本 発 明 は ま た 、 1以 上 の そ の よ う な ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る IgG定 常 ド メ イ ン
ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に 融 合 ま た は 結 合 し た 或 い は そ れ を 含 有 す る よ う 操 作
さ れ た 他 の 型 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 非 IgG免 疫 グ ロ ブ リ
ン ） 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 お よ び 非 タ ン パ ク 質 物 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 FcRnに 対 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-
436の 1以 上 の 修 飾 を 有 す る IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し
く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） の 存 在 に よ り in vivo半 減 期 が 延 長 さ れ た 分 子 、 特 に 免
疫 グ ロ ブ リ ン を 提 供 す る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 好 ま し く は 、 こ れ ら の 修 飾 は 、 IgG
定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が マ ウ ス の も の で あ る 場 合 に は 特 に 、 残 基 252、 254
お よ び 256以 外 の も の で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 修 飾 は 1以 上 の 表 面 露 出 残 基
に お け る も の で あ り 、 該 修 飾 は 、 置 換 さ れ る 残 基 に 類 似 し た 電 荷 、 極 性 ま た は 疎 水 性 の 残
基 に よ る 置 換 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 修 飾 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト は 、 pH 6.0に お い て は 、 pH 7.4に お け る よ り 高 い 親 和 性 で FcRnに 結 合 す る 。
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 FcRnに 対 す る
定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ア ミ ノ 酸 残 基 251-
256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436の 1以 上 の 置 換 に よ り 修 飾 さ れ る 。 あ る 実
施 形 態 に お い て は 、 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が マ ウ ス IgGに 由 来 す る 場 合 に
は 特 に 、 ロ イ シ ン に よ る 残 基 252の 置 換 、 セ リ ン に よ る 残 基 254の 置 換 、 お よ び ／ ま た は フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 残 基 256の 置 換 は 除 か れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 308、 309、 311、 312お よ び 314位 の 1以 上 に お け る
ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る 、 よ り 詳 し く は 、 そ れ ぞ れ ト レ オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 セ リ ン 、 ア ス パ
ラ ギ ン 酸 お よ び ロ イ シ ン に よ る 308、 309、 311、 312お よ び 314位 の 1以 上 に お け る 置 換 を 有
す る IgG1定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -F
cド メ イ ン ） （ 好 ま し く は ヒ ト の も の ） を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分
子 を 提 供 す る 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 308、 309お よ び 311位 の 1以 上 に お け る 残
基 は 、 そ れ ぞ れ イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン お よ び グ ル タ ミ ン 酸 に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に も
う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 308、 309、 311、 312お よ び 314位 の 1以 上 に お け る 残 基 は 、
そ れ ぞ れ ト レ オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 セ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ
る 。 本 発 明 は 更 に 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 置 換 の 組 合 せ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 251、 252、 254、 255お よ び 256位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す
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る 、 よ り 詳 し く は 、 こ れ ら の 位 置 の 1以 上 に お け る 置 換 を 有 す る IgG1定 常 ド メ イ ン ま た は
そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） （ 好 ま し く は ヒ
ト の も の ） を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形
態 に お い て は 、 残 基 251は ロ イ シ ン ま た は ア ル ギ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 252は チ ロ シ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 25
4は ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 255は ロ イ シ ン 、 グ リ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ
ン ま た は ア ル ギ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 256は セ リ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、
グ ル タ ミ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は ト レ オ ニ ン
に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 251は ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ
れ 、 残 基 252は チ ロ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 254は ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ
れ 、 お よ び ／ ま た は 残 基 255は ア ル ギ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に も う 1つ の 特 定 の 実 施
形 態 に お い て は 、 残 基 252は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 256
は ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ り 置 換 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 251は ロ イ シ ン
に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 252は チ ロ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 254は ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン
に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 255は ア ル ギ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 本 発 明 は 更
に 、 こ れ ら の 置 換 の 任 意 の 組 合 せ に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 428、 433、 434お よ び 436位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る 、
よ り 詳 し く は 、 こ れ ら の 位 置 の 1以 上 に お け る 置 換 を 有 す る IgG1定 常 ド メ イ ン ま た は そ の F
cRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） （ 好 ま し く は ヒ ト の も
の ） を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 残 基 428は メ チ オ ニ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン
に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 433は リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 グ
ル タ ミ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 434は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン ま た
は ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 436は ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、
ア ル ギ ニ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 リ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り
具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 433、 434お よ び 436位 の 1以 上 に お け る 残 基 が 、 そ れ ぞ れ リ
シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 残 基 428は メ チ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 434は チ ロ シ ン に よ り 置
換 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 385、 386、 387お よ び 389位 の 1以 上 に お け る ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る 、
よ り 詳 し く は 、 こ れ ら の 位 置 の 1以 上 に お け る 置 換 を 有 す る IgG1定 常 ド メ イ ン ま た は そ の F
cRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） （ 好 ま し く は ヒ ト の も
の ） を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 他 の 生 物 活 性 分 子 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 残 基 385は ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 リ
シ ン ま た は ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 386は ト レ オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸
、 セ リ ン 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は メ チ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 38
7は ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ラ ニ ン ま た は プ ロ リ ン に よ り 置 換
さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 389は プ ロ リ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り 具 体 的
な 実 施 形 態 に お い て は 、 385、 386、 387お よ び 389位 の 1以 上 に お け る 残 基 は 、 そ れ ぞ れ ア
ル ギ ニ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び プ ロ リ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に も う 1つ の
特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 385、 386お よ び 389位 の 1以 上 に お け る 残 基 は 、 そ れ ぞ れ ア ス
パ ラ ギ ン 酸 、 プ ロ リ ン お よ び セ リ ン に よ り 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 分 子 は 、 残 基 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 311、 312、 385、 386、 387、
389、 428、 433、 434お よ び ／ ま た は 436の 1以 上 に お け る 前 記 置 換 の 任 意 の 組 合 せ を 含 む 。
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 分 子 は 、 以 下 の 置 換 の 1以 上 を 有 す る Fc領 域 ま た
は そ の FcRn結 合 性 ド メ イ ン を 含 有 す る ： 残 基 251の ロ イ シ ン 、 残 基 252の チ ロ シ ン 、 残 基 25
4の ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン 、 残 基 255の ア ル ギ ニ ン 、 残 基 308の ト レ オ ニ ン 、 残 基 309の プ
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ロ リ ン 、 残 基 311の セ リ ン 、 残 基 312の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 残 基 314の ロ イ シ ン 、 残 基 385の ア
ル ギ ニ ン 、 残 基 386の ト レ オ ニ ン 、 残 基 387の ア ル ギ ニ ン 、 残 基 389の プ ロ リ ン 、 残 基 428の
メ チ オ ニ ン 、 お よ び ／ ま た は 残 基 434の チ ロ シ ン 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 に は 、 延 長 さ れ た 半 減 期 を 有 す る 本 発 明 の 修 飾 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 タ ン パ ク 質 お よ び
他 の 生 物 活 性 分 子 を 使 用 す る 医 薬 組 成 物 な ら び に 予 防 お よ び 治 療 方 法 が 含 ま れ る 。 ま た 、
延 長 さ れ た 半 減 期 を 有 す る 本 発 明 の 修 飾 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 物 活 性
分 子 を 使 用 す る 診 断 方 法 が 含 ま れ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 FcRnに 対 す
る 抗 体 の 親 和 性 を 増 加 さ せ る 定 常 ド メ イ ン 中 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る 及 び 増 加 し
た in vivo半 減 期 を 有 す る 、 SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） （ 米 国 特 許 第 5,824,307号 お よ び Johnson
ら , J. Infectious Disease 176: 1215-1224,1997を 参 照 さ れ た い （ そ れ ら の 両 方 の 全 体
を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） ） の よ う な 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス （ RSV
） 感 染 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 有 用 な 抗 RSV抗 体 、 お よ び SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） の 変 異 体
（ 2000年 11月 28日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/724,396号 , 2000年 11月 28日 付 け 出 願 の 米
国 特 許 出 願 第 09/724,531号 , 2001年 11月 28日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 号 (代 理 人 整
理 番 号 10271-047)お よ び 2001年 11月 28日 付 け 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 号 (代 理 人 整 理 番
号 10271-048)（ 発 明 の 名 称 は す べ て 「 予 防 お よ び 治 療 の た め の 抗 RSV抗 体 の 投 与 ／ 投 薬 方
法 (Methods of Administering/Dosing Anti-RSV Antibodies for Prophylaxis and Treat
ment)」 で あ り 、 す べ て Youngら に よ る も の で あ り 、 そ れ ら の 全 体 、 特 に そ れ に 開 示 さ れ て
い る 抗 RSV抗 体 の 重 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン な ら び に CDRの 配 列 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組
み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 他 の 抗 RSV抗 体 を 提 供 す る （ 例 え ば 、 後 記
第 5.1節 も 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
3.1　
本 明 細 書 で 用 い る 「 IgG Fc領 域 」 な る 語 は 、 IgG分 子 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 得 ら れ る 結 晶
性 フ ラ グ メ ン ト と 関 連 す る IgG分 子 の 部 分 を 意 味 す る 。 該 Fc領 域 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
よ り 連 結 さ れ た 2つ の IgG分 子 重 鎖 の C末 端 半 分 よ り な る 。 そ れ は 抗 原 結 合 活 性 を 有 し な い
が 、 FcRn受 容 体 を 含 む Fc受 容 体 お よ び 補 体 に 対 す る 結 合 部 位 お よ び 炭 水 化 物 部 分 を 含 有 す
る （ 後 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 Fcフ ラ グ メ ン ト は 、 全 第 2定 常 ド メ イ ン CH2（ Kabatの 番 号 付
け 系 に よ れ ば 、 ヒ ト IgG1の 残 基 231-340） （ 例 え ば 、 配 列 番 号 80） お よ び 第 3定 常 ド メ イ ン
CH3（ 残 基 341-447） （ 例 え ば 、 配 列 番 号 81） を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 IgGヒ ン ジ -Fc領 域 」 ま た は 「 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト 」 な る 語 は 、 Fc
領 域 （ 残 基 231-447） と 、 Fc領 域 の N末 端 か ら 伸 長 す る ヒ ン ジ 領 域 （ 残 基 216-230、 例 え ば
配 列 番 号 82） と よ り な る IgG分 子 の 領 域 を 意 味 す る 。 ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 の 一 例 と し て 、 配 列 番 号 83が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 定 常 ド メ イ ン 」 な る 語 は 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 他 の 部 分 （ す な わ
ち 、 可 変 ド メ イ ン ） と 比 べ て 、 よ り 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
の 部 分 を 意 味 す る 。 定 常 ド メ イ ン は 、 重 鎖 の CH1、 CH2お よ び CH3ド メ イ ン と 軽 鎖 の CHLド メ
イ ン と を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 FcRn受 容 体 」 ま た は 「 FcRn」 な る 語 は 、 ヒ ト も し く は 霊 長 類 の 胎 盤 ま
た は 卵 黄 嚢 （ ウ サ ギ ） を 介 し た 胎 児 へ の 或 い は 小 腸 を 介 し た 初 乳 か ら 新 生 児 へ の 母 親 IgG
の 移 行 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る Fc受 容 体 （ 「 n」 は 新 生 児 を 示 す ） を 意 味 す る 。 ま
た 、 FcRnは 、 該 IgG分 子 に 結 合 し そ れ を 血 清 中 に リ サ イ ク ル す る こ と に よ り 、 一 定 の 血 清 I
gGレ ベ ル の 維 持 に 関 与 す る こ と が 公 知 で あ る 。 IgG分 子 と FcRnと の 結 合 は 厳 密 な pH依 存 性
で あ り 、 最 適 な 結 合 は pH 6.0で 達 成 さ れ る 。 FcRnは 、 分 子 量 が そ れ ぞ れ 約 50kDお よ び 15kD
で あ る 2つ の ポ リ ペ プ チ ド の ヘ テ ロ 二 量 体 か ら な る 。 50kDポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン
は 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 （ MHC） ク ラ ス I α 鎖 に 関 連 し て お り 、 15kDポ リ ペ プ チ ド は 非 多
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形 性 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン （ β 2 -m） で あ る こ と が 示 さ れ た 。 FcRnは 、 胎 盤 お よ び 新 生 児
腸 に 加 え て 、 種 を 越 え た 種 々 の 組 織 お よ び 種 々 の 型 の 内 皮 細 胞 系 に お い て も 発 現 さ れ る 。
そ れ は ヒ ト 成 人 血 管 内 皮 、 筋 肉 脈 管 系 お よ び 肝 シ ヌ ソ イ ド に お い て も 発 現 さ れ 、 内 皮 細 胞
は ヒ ト お よ び マ ウ ス の 血 清 IgGレ ベ ル の 維 持 に お い て 最 も 大 き な 役 割 を 果 た し う る と 示 唆
さ れ て い る 。 ヒ ト FcRnお よ び マ ウ ス FcRnの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 84お よ び 配
列 番 号 85に よ り 示 さ れ る 。 FcRn活 性 を 有 す る こ れ ら の 配 列 の 類 似 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 in vivo半 減 期 」 な る 語 は 、 所 与 の 動 物 の 循 環 系 中 の 特 定 の 型 の IgG分
子 ま た は そ の FcRn結 合 部 位 含 有 フ ラ グ メ ン ト の 生 物 学 的 半 減 期 を 意 味 し 、 該 動 物 に お い て
投 与 さ れ た 量 の 半 分 が 該 動 物 に お け る 循 環 系 お よ び ／ ま た は 他 の 組 織 か ら 消 失 す る の に 要
す る 時 間 に よ り 表 さ れ る 。 所 定 の IgGの 消 失 （ ク リ ア ラ ン ス ） 曲 線 を 時 間 の 関 数 と し て 作
成 す る と 、 該 曲 線 は 、 通 常 、 二 相 性 で あ り 、 血 管 腔 の 内 外 の 注 入 IgG分 子 の 平 衡 を 表 し 、
一 部 に は 分 子 の サ イ ズ に よ り 決 定 さ れ る 迅 速 な α 相 と 、 血 管 腔 内 の IgG分 子 の 異 化 を 表 す
、 よ り 長 い β 相 と を 有 す る 。 「 in vivo半 減 期 」 な る 語 は 、 実 際 に は 、 該 β 相 に お け る IgG
分 子 の 半 減 期 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
「 単 離 （ さ れ た ） 」 ま た は 「 精 製 （ さ れ た ） 」 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク
質 が 由 来 す る 細 胞 ま た は 組 織 源 か ら の 細 胞 物 質 ま た は 他 の 混 入 タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 有
せ ず 、 あ る い は 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含
有 し な い 。 「 細 胞 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い 」 な る 表 現 は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の
調 製 物 で あ っ て 、 該 抗 体 ま た は 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 そ れ が 単 離 ま た は 組 換 え 的 に 製 造 さ
れ た 細 胞 の 細 胞 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る 調 製 物 を 包 含 す る 。 し た が っ て 、 細 胞 物 質 を 実 質
的 に 含 有 し な い 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 約 30％ 、 20％ 、 10％ ま た は 5％ （ 乾 燥 重 量
比 ） 未 満 の 混 入 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 包 含 す る 。 ま
た 、 該 抗 体 ま た は 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 的 に 製 造 し た 場 合 に は 、 そ れ は 、 好 ま し く は
、 培 地 を 実 質 的 に 含 有 し な い 。 す な わ ち 、 培 地 は 、 該 タ ン パ ク 質 調 製 物 の 体 積 の 約 20％ 、
10％ ま た は 5％ 未 満 に 相 当 す る 。 該 抗 体 ま た は 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 化 学 合 成 に よ り 製 造 し
た 場 合 に は 、 そ れ は 、 好 ま し く は 、 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な
い 。 す な わ ち 、 そ れ は 、 該 タ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 与 す る 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質
か ら 分 離 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 該 抗 体 ま た は 該 融 合 タ ン パ ク 質 の そ の よ う な 調 製 物 は
、 約 30％ 、 20％ 、 10％ ま た は 5％ （ 乾 燥 重 量 比 ） 未 満 の 、 関 心 の あ る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト 以 外 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 化 合 物 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い
て は 、 抗 体 は 単 離 ま た は 精 製 さ れ て い る 。 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 単 離 ま た は 精 製 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 単 離 （ さ れ た ） 」 核 酸 分 子 は 、 該 核 酸 分 子 の 天 然 源 に 存 在 す る 他 の 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ
れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 さ ら に 、 cDNA分 子 の よ う な 「 単 離 （ さ れ た ） 」 核 酸 分 子 は 、 他 の 細
胞 物 質 を 、 ま た は 組 換 え 技 術 に よ り 製 造 さ れ た 場 合 に は 培 地 を 実 質 的 に 含 有 し な い も の 、
あ る い は 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い
も の で あ り う る 。 「 単 離 （ さ れ た ） 」 核 酸 分 子 は 、 DNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の cDNA分 子 を 含 ま
な い 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 単 離 ま た は 精
製 さ れ て い る 。 本 発 明 の も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 は 単 離 ま た は 精 製 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 宿 主 細 胞 」 な る 語 は 、 核 酸 分 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 或 い は フ ァ
ー ジ ミ ド ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 感 染 す る 特 定 の 対 象 細 胞 お よ び そ の よ う な 細 胞 の 後
代 ま た は 潜 在 的 後 代 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 細 胞 の 後 代 は 、 後 の 世 代 に お い て 生 じ う る 突
然 変 異 も し く は 環 境 的 影 響 ま た は 該 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 該 核 酸 分 子 の 組 込 み に よ り 、 該
核 酸 分 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 親 細 胞 と 同 一 で な く て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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本 明 細 書 で 言 及 す る ア ミ ノ 酸 の 名 称 は 三 文 字 表 記 ま た は 一 文 字 表 記 で 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 2つ の 核 酸 配 列 の 同 一 性 （ ％ ） を 測 定 す る た め に は 、 そ れ ら の 配
列 を 最 適 な 比 較 の た め に 整 列 さ せ る （ 例 え ば 、 第 2ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と の 最 適 な ア
ラ イ メ ン ト の た め に 、 第 1ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 の 配 列 中 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が
で き る ） 。 つ い で 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基
ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す る 。 第 1配 列 中 の 位 置 が 、 第 2配 列 中 の 対 応 位 置 と 同 じ ア ミ ノ
酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ た 場 合 に は 、 そ れ ら の 分 子 は そ の 位 置 に お い て
同 一 で あ る 。 そ れ ら の 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 （ ％ ） は 、 そ れ ら の 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 同
一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な わ ち 、 同 一 性 （ ％ ） ＝ 同 一 重 複 位 置 の 数 ／ 位 置 の 総 数 × 10
0％ ） 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 そ れ ら の 2つ の 配 列 は 同 じ 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
2つ の 配 列 間 の 同 一 性 （ ％ ） の 測 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て も 達 成 す る こ と が
で き る 。 2つ の 配 列 の 比 較 に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 一 例 と
し て は 、 Karlinお よ び Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90: 5873-587
7に 記 載 の と お り に 修 飾 さ れ た Karlinお よ び Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
 S. A. 87: 2264-2268の ア ル ゴ リ ズ ム が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Altsch
ulら , 1990, J. Mol. Biol. 215: 403の NBLASTお よ び XBLASTプ ロ グ ラ ム 中 に 組 込 ま れ て い
る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め
に 例 え ば ス コ ア ＝ 100、 ワ ー ド 長 ＝ 12に 設 定 さ れ た NBLASTヌ ク レ オ チ ド プ ロ グ ラ ム パ ラ メ
ー タ ー で 行 う こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な
ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る た め に 例 え ば ス コ ア ＝ 5、 ワ ー ド 長 ＝ 3に 設 定 さ れ た XBLASTプ ロ グ ラ ム
パ ラ メ ー タ ー で 行 う こ と が で き る 。 比 較 の た め の ギ ャ ッ プ 付 き ア ラ イ メ ン ト を 得 る た め に
は 、 Altschulら , 1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402に 記 載 の と お り に 、 Gapped B
LASTを 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 分 子 間 の 遠 縁 関 係 を 検 出 す る 反 復 検 索 を 行 う た
め に 、 PSI-BLASTを 使 用 す る こ と が で き る （ 同 上 ） 。 BLAST、 Gapped BLASTお よ び PSI-Blas
tプ ロ グ ラ ム を 使 用 す る 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST
） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 .nlm.nih.govを 参 照 さ れ
た い ） 。 配 列 の 比 較 に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の も う 1つ の 好 ま し い 非 限 定 的 な 一
例 と し て は 、 Myersお よ び Miller, 1988, CABIOS 4: 11-17の ア ル ゴ リ ズ ム が 挙 げ ら れ る 。
そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 GCG配 列 ア ラ イ メ ン ト ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る A
LIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） 中 に 組 込 ま れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る た め に A
LIGNプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 に は 、 PAM120重 み 残 基 表 、 12の ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ お よ
び 4の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
2つ の 配 列 間 の 同 一 性 （ ％ ） は 、 ギ ャ ッ プ を 許 容 し て 又 は 許 容 す る こ と な く 前 記 と 同 様 の
技 術 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 同 一 性 （ ％ ） を 計 算 す る 際 に は 、 典 型 的 に は 、 厳 密
な マ ッ チ の み を 計 数 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
４ ．
図 1は 、 FcRn受 容 体 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 確 認 さ れ た 残 基 の 位 置 を 示 す IgGヒ ン ジ
-Fc領 域 の 構 造 を 示 す （ Ghetieら , Immunology Today 18(12): 592-598,1997） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
図 2は 、 ヒ ン ジ 領 域 （ 配 列 番 号 82） 、 CH2ド メ イ ン （ 配 列 番 号 80） お よ び CH3ド メ イ ン （ 配
列 番 号 81） を 含 有 す る ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 83） を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
図 3（ Aお よ び B） は 、 そ れ ぞ れ （ A） ヒ ト FcRn（ 配 列 番 号 84） お よ び （ B） マ ウ ス FcRn（ 配
列 番 号 85） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
図 4は 、 ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 （ 配 列 番 号 83） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸
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置 換 に よ り 突 然 変 異 し た 野 生 型 残 基 は 下 線 付 き 太 字 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
図 5は 、 フ ァ ー ジ に よ り 提 示 さ れ た 修 飾 ヒ ン ジ -Fcラ イ ブ ラ リ ー に 関 す る パ ニ ン グ 法 の 概 略
図 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
図 6は 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 変 異 体 位 置 に お け る 選 択 さ れ た 突 然 変 異 残
基 の 出 現 の 概 要 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
図 7（ A～ D） 。 （ A） は 、 M252Y/S254T/T256E置 換 を 有 す る 固 定 化 IgG1へ の マ ウ ス FcRnの 結
合 を 示 す 。 4000共 鳴 単 位 （ RU） の IgG1が 結 合 し た 表 面 上 に 、 マ ウ ス FcRnを 1nM～ 556nMの 範
囲 の 10の 異 な る 濃 度 で 注 入 し た 。 平 衡 に 達 し た 後 、 残 留 結 合 タ ン パ ク 質 を PBS（ pH 7.4）
の パ ル ス で 溶 出 し た 。 （ B） は 、 固 定 化 IgG1/M252Y/S254T/T256Eへ の ヒ ト FcRnの 結 合 を 示
す 。 1000RUの IgG1が 結 合 し た 表 面 上 に 、 マ ウ ス FcRnを 71nM～ 2.86μ Mの 範 囲 の 8つ の 異 な る
濃 度 で 注 入 し た 。 平 衡 に 達 し た 後 、 残 留 結 合 タ ン パ ク 質 を PBS（ pH 7.4） の パ ル ス で 溶 出
し た 。 （ C） お よ び （ D） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ A） お よ び （ B） に
お け る デ ー タ の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 を 示 す 。 R e q は 、 与 え ら れ た 濃 度 Cに お け る 補 正 平 衡
応 答 で あ る 。 そ れ ら の プ ロ ッ ト は 直 線 状 で あ り 、 相 関 係 数 は そ れ ぞ れ 0.97お よ び 0.998で
あ る 。 見 掛 け K d は 、 そ れ ぞ れ 24nMお よ び 225nMで あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
図 8（ A～ H） 。 （ A） ～ （ D） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ A） 野 生 型 ヒ ト
IgG1、 （ B） M252Y/S254T/T256E、 （ C） H433K/N434F/Y436H、 お よ び （ D） G385D/G386P/N38
9Sへ の pH 6.0お よ び pH 7.4に お け る マ ウ ス FcRnの 結 合 の BIAcore分 析 か ら の 結 果 を 示 す 。 1
000RUの 野 生 型 IgG1、 1000RUの M252Y/S254T/T256E、 955RUの H433K/N434F/Y436H、 お よ び 93
9RUの G385D/Q386P/N389Sが 結 合 し た 表 面 上 に 、 マ ウ ス FcRnを 1.1μ mの 濃 度 で 注 入 し た 。 （
E） ～ （ H） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ E） 野 生 型 ヒ ト IgG1、 （ F） M252
Y/S254T/T256E、 （ G） H433K/N434F/Y436H、 お よ び （ H） G385D/Q386P/N389Sへ の pH 6.0お
よ び pH 7.4に お け る ヒ ト FcRnの 結 合 の BIAcore分 析 か ら の 結 果 を 示 す 。 1000RUの 野 生 型 IgG
1、 1000RUの M252Y/S254T/T256E、 955RUの H433K/N434F/Y436H、 お よ び 939RUの G385D/Q386P
/N389Sが 結 合 し た 表 面 上 に 、 ヒ ト FcRnを 1.4μ mの 濃 度 で 注 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
図 9は 、 Deisenhofer, 1981, Biochemistry 20: 2361-2370の ヒ ト IgG1構 造 に 基 づ く ヒ ト Ig
G1の Fcフ ラ グ メ ン ト の 表 面 の 空 間 充 填 型 模 型 を 示 す 。 残 基 は 、 Fc-FcRn複 合 体 の 安 定 化 の
自 由 エ ネ ル ギ ー の 獲 得 に 応 じ て 色 付 け さ れ て い る ： 赤 , こ れ ら の 位 置 に お け る 置 換 は 親 和
性 を Fc/ヒ ト FcRn相 互 作 用 に お い て は 少 な く と も 2.5倍 お よ び Fc/マ ウ ス FcRn相 互 作 用 に お
い て は 少 な く と も 5倍 増 加 さ せ る こ と が 判 明 し た ； 青 , そ れ ら の 位 置 に お け る 置 換 は 親 和
性 を Fc-ヒ ト FcRnお よ び Fc-マ ウ ス FcRnの 両 方 の 相 互 作 用 に お い て 2倍 未 満 の 倍 率 で 増 加 さ
せ る こ と が 判 明 し た 。 こ の 図 は 、 Swiss pdb viewer (Guexお よ び Peitsch, 1997, Electro
phoresis 18: 2714-2723)を 使 用 し て 作 成 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
図 10は 、 野 生 型 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 （ SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） ） （ 白 正 方 形 ） 、 ま た
は 突 然 変 異 M252Y/S254T/T256E（ 白 丸 ） 、 G385D/Q386P/N389S（ 黒 正 方 形 ） お よ び H433K/N4
34F/Y436H（ 黒 丸 ） を 含 有 す る 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 の 、 時 間 （ 日 単 位 ） 経 過 に 対 す
る 血 清 濃 度 （ [Mab]ng/ml） に お け る 変 化 を 示 す 。 抗 体 濃 度 は 、 抗 ヒ ト IgG ELISAを 用 い て
測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
５ ．
本 発 明 は 、 野 生 型 IgG定 常 ド メ イ ン に 対 し て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 （ 該 修 飾 は FcRnに 対 す る
該 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ） を 含 有 す る IgG定 常 ド
メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 FcRnに 結 合 す る そ の フ ラ グ メ ン ト
） （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） を 含 む 増 加 し た in vivo半 減 期 を 有 す る 分 子

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-501514 A 2005.1.20

発 明 の 詳 細 な 記 載



、 特 に タ ン パ ク 質 、 よ り 詳 し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は
、 本 発 明 は 、 特 に 、 ヒ ト に お け る 治 療 、 予 防 お よ び 診 断 に お い て 特 に 有 用 で あ る 、 ヒ ト ま
た は ヒ ト 化 IgGお よ び ヒ ト IgGの FcRn結 合 性 部 分 を 含 有 す る 他 の 生 物 活 性 分 子 の 修 飾 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
5.1　
本 発 明 は 、 FcRnと 相 互 作 用 す る IgG定 常 ド メ イ ン の 特 定 の 部 分 に お け る ア ミ ノ 酸 修 飾 （ 該
修 飾 は FcRnに 対 す る IgGま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る ） の 同 定 に 基 づ く
も の で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 FcRnと 相 互 作 用 す る 1以 上 の 領 域 中 に 1以 上 の ア ミ ノ
酸 修 飾 （ す な わ ち 、 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 ） （ 該 修 飾 は FcRnに 対 す る IgGま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ 、 該 分 子 の in vivo半 減 期 を も 増 加 さ せ る ） を 含 有 す る IgG定
常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は Fcま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン
フ ラ グ メ ン ト ） を 含 む 分 子 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 、 よ り 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 関
す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 前 記 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域
の 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436（ 例 え ば 、 図 4、 配 列 番 号 83に
記 載 の ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 に お け る と お り ） 、 ま た は 他 の IgGヒ ン ジ -Fc領 域 中 の 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ メ ン ト に よ り 決 定 さ れ た そ れ ら の 類 似 残 基 の 1以 上 に お い て 施 さ れ る 。
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 ヒ ト IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn
結 合 性 ド メ イ ン 中 に 施 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 該 修 飾 は 、 IgG定 常 ド メ イ ン の
残 基 252、 254ま た は 256に お い て は 施 さ れ な い （ す な わ ち 、 す べ て は 、 残 基 251、 253、 255
、 285-290、 308-314、 385-389、 ま た は 428-436の 1以 上 に お い て 施 さ れ る ） 。 よ り 好 ま し
い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 残 基 252に お け る ロ イ シ ン に よ る 置 換 、 残 基 2
54に お け る セ リ ン に よ る 置 換 、 お よ び ／ ま た は 256位 に お け る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 置
換 で は な い 。 特 に 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 IgG定 常 ド メ イ ン 、 ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン
、 ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ま た は 他 の そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト が マ ウ ス に 由 来 す る 場 合 に
は 、 そ の よ う な 修 飾 は 施 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
前 記 の ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 IgG定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 F
cま た は ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ） お よ び そ れ に 結 合 し た 任 意 の 分 子 の in vivo半 減 期 を 増 加 さ
せ FcRnに 対 す る 該 IgGま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る 任 意 の 修 飾 （ 好 ま し
く は 、 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436の 1以 上 に お け る も の ） で
あ り う る 。 好 ま し く は 、 前 記 の 1以 上 の 修 飾 は ま た 、 pH 6.0に お い て 、 pH 7.4に お け る よ
り 高 い 、 FcRnに 対 す る 該 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 親 和 性 を
与 え る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 修 飾 は 、 該 分 子 の バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ を 改 変 （
す な わ ち 、 増 強 ま た は 減 弱 ） し 、 特 に 、 （ 例 え ば 肺 の ） 粘 膜 表 面 ま た は 標 的 組 織 の 他 の 部
分 へ の 該 分 子 の 輸 送 （ ま た は 濃 度 ま た は 半 減 期 ） を 改 変 す る （ す な わ ち 、 増 加 ま た は 減 少
さ せ る ） 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 肺 へ の 該 分 子 の 輸 送 ま た は
濃 度 ま た は 半 減 期 を 改 変 す る （ 好 ま し く は 増 加 さ せ る ） 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア
ミ ノ 酸 修 飾 は 、 心 臓 、 膵 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膀 胱 、 胃 、 大 腸 、 小 腸 、 気 道 、 リ ン パ 節 、 神 経
組 織 （ 中 枢 お よ び ／ ま た は 末 梢 神 経 組 織 ） 、 筋 肉 、 表 皮 、 骨 、 軟 骨 、 関 節 、 血 管 、 骨 髄 、
前 立 腺 、 卵 巣 、 子 宮 、 腫 瘍 ま た は 癌 組 織 な ど へ の 該 分 子 の 輸 送 （ ま た は 濃 度 ま た は 半 減 期
） を 改 変 す る （ 好 ま し く は 増 加 さ せ る ） 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾
は 、 該 定 常 ド メ イ ン の 他 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー ま た は 受 容 体 結 合 機 能 （ 例 え ば 、 当 技 術 分 野
に お い て 良 く 知 ら れ た 常 套 的 な 方 法 に よ り 測 定 さ れ う る 補 体 結 合 、 ADCC、 お よ び Fcγ RI、
Fcγ RIIお よ び Fcγ RIIIへ の 結 合 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） を
阻 止 せ ず 、 よ り 好 ま し く は 、 改 変 し な い 。 も う 1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 定
常 ド メ イ ン の 修 飾 FcRn結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 機 能 ま た は 他 の 受 容 体 結 合
を 媒 介 す る 配 列 を 含 有 し な い 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 非 IgGま た は 非 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 に 結 合 さ せ て そ の in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ る の に 特 に 有 用 で あ り う る 。 さ ら に も
う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 選 択 的 に 改 変 さ れ る （ 例 え ば 、 エ フ
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ェ ク タ ー 機 能 が 減 弱 ま た は 増 強 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 残 基 308、 309、 311、 312お よ び 314の 1
以 上 に お け る 置 換 、 特 に 、 308位 に お け る ト レ オ ニ ン 、 309位 に お け る プ ロ リ ン 、 311位 に
お け る セ リ ン 、 312位 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び ／ ま た は 314位 に お け る ロ イ シ ン に よ
る 置 換 で あ る 。 あ る い は 、 該 修 飾 は 、 308位 に お け る イ ソ ロ イ シ ン 、 309位 に お け る プ ロ リ
ン 、 お よ び ／ ま た は 311位 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 で あ る 。 さ ら に も う 1つ の 実 施
形 態 に お い て は 、 308、 309、 311、 312お よ び 314位 の 1以 上 に お け る 残 基 は 、 そ れ ぞ れ ト レ
オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 ア ラ ニ ン お よ び ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 し た が っ て 、
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 308位 の 残 基 は ト レ オ ニ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ
、 309位 の 残 基 は プ ロ リ ン に よ り 置 換 さ れ 、 311位 の 残 基 は セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 ま た は ロ
イ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 312位 の 残 基 は ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 314位
の 残 基 は ロ イ シ ン ま た は ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 置
換 は 308位 の ト レ オ ニ ン 、 309位 の プ ロ リ ン 、 311位 の セ リ ン 、 312位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ
び ／ ま た は 314位 の ロ イ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 残 基 251、 252、 254、 255お よ び 256の 1
以 上 に お け る 置 換 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 251は ロ イ シ ン ま た は ア ル ギ
ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 252は チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン
ま た は ト レ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 254は ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ れ 、
残 基 255は ア ル ギ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 グ リ シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び
／ ま た は 、 残 基 256は セ リ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸
、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン ま た は ト レ オ ニ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に
お い て は 、 残 基 251は ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 252は チ ロ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基
254は ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 255は ア ル ギ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お
よ び ／ ま た は 、 残 基 256は グ ル タ ミ ン 酸 に よ り 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 残 基 428、 433、 434お よ び 436の 1以 上 に
お け る 置 換 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 428は ト レ オ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ロ
イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 433は リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン
、 セ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 グ ル タ ミ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基
434は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、
残 基 436は ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 リ シ ン ま た は メ チ オ ニ
ン に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 428お よ び ／ ま た は 434位 の 残 基
は 、 そ れ ぞ れ メ チ オ ニ ン お よ び ／ ま た は ヒ ス チ ジ ン に よ り 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 残 基 385、 386、 387お よ び 389の 1以 上 に
お け る 置 換 で あ り 、 よ り 詳 し く は 、 こ れ ら の 位 置 の 1以 上 に お け る 置 換 を 有 す る 。 特 定 の
実 施 形 態 に お い て は 、 残 基 385は ア ル ギ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ヒ
ス チ ジ ン 、 リ シ ン 、 ア ラ ニ ン ま た は グ リ シ ン に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 386は ト レ オ ニ ン 、 プ
ロ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 セ リ ン 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は メ チ オ ニ ン
に よ り 置 換 さ れ 、 残 基 387は ア ル ギ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま
た は ア ラ ニ ン に よ り 置 換 さ れ 、 お よ び ／ ま た は 、 残 基 389は プ ロ リ ン 、 セ リ ン ま た は ア ス
パ ラ ギ ン に よ り 置 換 さ れ る 。 よ り 具 体 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 385、 386、 387お よ び 389
位 の 1以 上 に お け る 残 基 は 、 そ れ ぞ れ ア ル ギ ニ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び プ ロ リ
ン に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に も う 1つ の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 385、 386お よ び 389位
の 1以 上 に お け る 残 基 は 、 そ れ ぞ れ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 プ ロ リ ン お よ び セ リ ン に よ り 置 換 さ
れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 修 飾 は 残 基 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 3
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11、 312、 314、 385、 386、 387、 389、 428、 433、 434お よ び ／ ま た は 436の 1つ 又 は そ れ ら
の 組 合 せ に お い て 施 さ れ 、 該 修 飾 が こ れ ら の 残 基 に 関 し て 直 前 に 記 載 し た ア ミ ノ 酸 置 換 の
1以 上 で あ る 場 合 に は 特 に そ う で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 分 子 は 以 下 の 置 換 の 1以 上 を 有 す る Fc領 域 ま た は
そ の FcRn結 合 性 ド メ イ ン を 含 有 す る ： 残 基 251の ロ イ シ ン 、 残 基 252の チ ロ シ ン 、 残 基 254
の ト レ オ ニ ン ま た は セ リ ン 、 残 基 255の ア ル ギ ニ ン 、 残 基 308の ト レ オ ニ ン 、 残 基 309の プ
ロ リ ン 、 残 基 311の セ リ ン 、 残 基 312の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 残 基 314の ロ イ シ ン 、 残 基 385の ア
ル ギ ニ ン 、 残 基 386の ト レ オ ニ ン 、 残 基 387の ア ル ギ ニ ン 、 残 基 389の プ ロ リ ン 、 残 基 428の
メ チ オ ニ ン 、 お よ び ／ ま た は 残 基 434の チ ロ シ ン 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 FcRn結 合 性 ド メ イ ン は 、 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 1
0、 12、 14、 16、 ま た は 残 基 251、 252、 254、 255、 256、 308、 309、 311、 312、 314、 385、
386、 387、 389、 428、 433、 434お よ び ／ ま た は 436の 全 18残 基 に お け る 置 換 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ア ミ ノ 酸 修 飾 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 多 数 の そ
の よ う な 方 法 が 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 常 套 的 な も の で あ る 。 例 え ば 、 限 定 的 な も の で
は な い が 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 お よ び 挿 入 は 、 任 意 の 良 く 知 ら れ た PCRに 基 づ く 技 術 を
用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 Zo
llerお よ び Smith, Nucl. Acids Res. 10: 6487-6500,1982; Kunkel, Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 82: 488,1985（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照
さ れ た い ） 。 FcRnに 対 す る 親 和 性 の 増 加 お よ び in vivo半 減 期 の 増 加 を も た ら す 突 然 変 異
体 は 、 後 記 5.11節 に 記 載 さ れ て い る よ う な 良 く 知 ら れ た 常 套 的 ア ッ セ イ を 用 い て 容 易 に ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 、 IgG
定 常 ド メ イ ン ま た は そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 中 の 1以 上 の 残 基 に お い て 導 入 し 、 該 突
然 変 異 定 常 ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト を バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 表 面 上 で 発 現 さ せ 、 つ い
で そ れ を 、 増 加 し た FcRn結 合 親 和 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る （ 特 に 、 後 記 第 5.2節 お
よ び 第 5.11節 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
好 ま し く は 、 修 飾 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 表 面 露 出 残 基 で あ る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う
場 合 に は 、 好 ま し く は 、 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 で あ り 、 例 え ば 、 極
性 残 基 は 極 性 残 基 に よ り 置 換 さ れ 、 親 水 性 残 基 は 親 水 性 残 基 に よ り 置 換 さ れ 、 疎 水 性 残 基
は 疎 水 性 残 基 に よ り 置 換 さ れ 、 正 に 荷 電 し た 残 基 は 正 に 荷 電 し た 残 基 に よ り 置 換 さ れ 、 あ
る い は 負 に 荷 電 し た 残 基 は 負 に 荷 電 し た 残 基 に よ り 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 好 ま し く は 、 修
飾 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 種 間 で 高 度 に は 又 は 完 全 に は 保 存 さ れ て お ら ず 、 お よ び ／ ま た
は 、 該 定 常 ド メ イ ン 三 次 構 造 の 維 持 ま た は FcRn結 合 に 決 定 的 に 重 要 な も の で あ る 。 例 え ば
、 限 定 的 な も の で は な い が 、 310位 に お け る ヒ ス チ ジ ン の 修 飾 は 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
FcRnに 対 し て 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る Fcド メ イ ン の 特 定 の 突 然 変 異 体 を 、 残 基 308-314（ 3
10位 の ヒ ス チ ジ ン お よ び 313位 の ト リ プ ト フ ァ ン は 固 定 さ れ て い る ） に 突 然 変 異 を 有 す る
突 然 変 異 ヒ ト IgG1分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 第 3ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ （ 第 6節 に 記 載 の と お
り ） の 後 に 単 離 し た 。 残 基 251-256（ 253位 の イ ソ ロ イ シ ン は 固 定 さ れ て い る ） に 関 す る ラ
イ ブ ラ リ ー の 第 5ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ の 後 に 単 離 し た も の 、 残 基 428-436（ 429位 の ヒ ス チ
ジ ン 、 430位 の グ ル タ ミ ン 酸 、 431位 の ア ラ ニ ン 、 432位 の ロ イ シ ン お よ び 435位 の ヒ ス チ ジ
ン は 固 定 さ れ て い る ） に 関 す る ラ イ ブ ラ リ ー の 第 4ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ の 後 に 単 離 し た も
の 、 お よ び 残 基 385-389（ 388位 の グ ル タ ミ ン 酸 は 固 定 さ れ て い る ） に 関 す る ラ イ ブ ラ リ ー
の 第 6ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ の 後 に 単 離 し た も の を 、 表 Iに 示 す 。 野 生 型 ヒ ト IgG1は 、 308-31
4位 に 配 列 Val-Leu-His-Gln-Asp-Trp-Leu（ 配 列 番 号 （ SEQ ID NO:） 86） 、 251-256位 に Leu
-Met-Ile-Ser-Arg-Thr（ 配 列 番 号 87） 、 428-436位 に Met-His-Glu-Ala-Leu-His-Asn-His-T
yr（ 配 列 番 号 88） 、 385-389位 に Gly-Gln-Pro-Glu-Asn（ 配 列 番 号 89） を 有 す る 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-501514 A 2005.1.20



【 表 １ 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】
表 I中 の 下 線 付 き 配 列 は 、 最 終 ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ に お い て 10～ 20回 出 現 し た 配 列 に 対 応
し 、 イ タ リ ッ ク 体 の 配 列 は 、 最 終 ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ に お い て 2～ 5回 出 現 し た 配 列 に 対 応
す る 。 下 線 も 付 さ れ て お ら ず イ タ リ ッ ク 体 で も な い 配 列 は 、 最 終 ラ ウ ン ド の パ ニ ン グ に お
い て 1回 出 現 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
1つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 未 修 飾 分 子 と 比 較 し て 増 加 し た in vivo半
減 期 お よ び FcRnに 対 す る 親 和 性 （ そ し て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 改 変 さ れ た バ イ
オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ 、 例 え ば 、 粘 膜 表 面 ま た は 他 の 標 的 組 織 へ の 増 加 ま た は 減 少 し た 輸 送
） を 有 す る 修 飾 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 （ 例 え ば 、 種 々 の 抗 体 ） を 提 供 す る 。 そ の よ う
な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 FcRn結 合 性 ド メ イ ン を 天 然 で 含 有 す る IgG分 子 、 お よ び FcRn結
合 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る よ う に 操 作 さ れ た 他 の 非 IgG免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 例 え ば 、 IgE、
IgM、 IgD、 IgAお よ び IgY） ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 非 IgG免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 一 部 と FcRn結 合 性 ド メ イ ン と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 包 含 す る 。
ど ち ら の 場 合 も 、 該 FcRn結 合 性 ド メ イ ン は 、 FcRnに 対 す る 該 定 常 ド メ イ ン フ ラ グ メ ン ト の
親 和 性 を 増 加 さ せ る 1以 上 の ア ミ ノ 酸 修 飾 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
該 修 飾 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 （ 特 異 的 抗 原 -抗 体 結 合 を ア ッ セ イ す る た め の 当 技 術 分 野 で 良
く 知 ら れ た イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 場 合 に 、 好 ま し く は 免 疫 特 異 的 に 、 す な わ ち 、
非 特 異 的 結 合 に 優 先 し て ） 抗 原 に 結 合 す る 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 包 含 し 、 FcRn結 合
性 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 多 特 異 性 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、
Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fvs、 お よ び 抗 原 に 特 異 的 に
結 合 す る 、 VLも し く は VHド メ イ ン ま た は 更 に は 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を 含 有 す る フ ラ グ
メ ン ト の う ち 、 あ る 場 合 に は 、 FcRn結 合 性 ド メ イ ン を 含 有 す る よ う 又 は そ れ に 融 合 す る よ
う 操 作 さ れ た も の を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の IgG分 子 お よ び そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 好 ま し く は 、 IgGの IgG1サ ブ ク ラ
ス で あ る が 、 与 え ら れ た 動 物 の 任 意 の 他 の IgGサ ブ ク ラ ス で あ る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 ヒ ト に お い て は 、 該 IgGク ラ ス は IgG1、 IgG2、 IgG3お よ び IgG4を 包 含 し 、 マ ウ ス IgGは
IgG1、 IgG2a、 IgG2b、 IgG2cお よ び IgG3を 包 含 す る 。 あ る IgGサ ブ ク ラ ス 、 例 え ば マ ウ ス Ig
G2bお よ び IgG2cは 、 例 え ば IgG1よ り 高 い 消 失 （ ク リ ア ラ ン ス ） 速 度 を 有 す る こ と が 公 知 で
あ る （ Medesanら , Eur. J. Immunol., 28: 2092-2100,1998） 。 し た が っ て 、 IgG1以 外 の I
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gGサ ブ ク ラ ス を 使 用 す る 場 合 に は 、 IgG1配 列 と は 異 な る 残 基 （ 特 に 、 CH2お よ び CH3ド メ イ
ン 中 の も の ） の 1以 上 を IgG1の 残 基 に よ り 置 換 し て そ の IgG1以 外 の タ イ プ の IgGの in vivo
半 減 期 を 増 加 さ せ る こ と が 有 利 か も し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
該 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ お よ び 本 発 明 で 使 用 す る 他 の タ ン パ ク 質 ） は 、 鳥 類 お よ び 哺 乳 類 を 含
む 任 意 の 動 物 に 由 来 し う る 。 好 ま し く は 、 該 抗 体 は ヒ ト 、 げ っ 歯 類 （ 例 え ば 、 マ ウ ス お よ
び ラ ッ ト ） 、 ロ バ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ク ダ 、 ウ マ ま た は ニ ワ ト リ の
抗 体 で あ り う る 。 本 発 明 で 用 い る 「 ヒ ト 」 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 抗 体 を 包 含 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 又 は 1以 上 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン に 関 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ り 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 し な い 動 物 か ら 単 離
さ れ た 抗 体 （ 後 記 の と お り 、 お よ び 例 え ば 、 Kucherlapatiら の 米 国 特 許 第 5,939,598号 ）
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 単 一 特 異 性 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 ま た は そ れ 以 上 の 多 特 異 性 の も の
で あ り う る 。 多 特 異 性 抗 体 は ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ り う る 。 あ る
い は 多 特 異 性 抗 体 は 、 異 種 エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 固 体 支 持 体 物 質 に
特 異 的 で あ り う る 。 例 え ば 、 PCT公 開 WO 93/17715; WO 92/08802; WO 91/00360; WO 92/05
793; Tuttら , J. Immunol. 147: 60-69,1991; 米 国 特 許 第 4,474,893号 ; 第 4,714,681号 ; 
第 4,925,648号 ; 第 5,573,920号 ; 第 5,601,819号 ; Kostelnyら , J. Immunol., 148: 1547-
1553,1992を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 他 の や り 方 で 修 飾 さ れ た 誘 導 体 、 す な わ ち 、 抗 原 へ の 該 抗 体 の 結 合 お よ
び ／ ま た は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 応 答 の 生 成 を 共 有 結 合 が 妨 げ な い よ う 該 抗 体 に 任 意 の タ イ プ
の 分 子 が 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ た 誘 導 体 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 抗 体 誘 導 体 は 、
例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 PEG化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 基 ／ 遮 断 基
に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 、 細 胞 性 リ ガ ン ド ま た は 他 の タ ン パ ク 質 へ の 結 合 な
ど に よ り 修 飾 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 多 数 の 化 学 修
飾 は い ず れ も 、 特 異 的 化 学 的 切 断 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ツ ニ カ マ イ シ ン の 代 謝 合 成
を 含 む 公 知 技 術 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 該 誘 導 体 は 1以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 を
含 有 し う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 組 換 え 体 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 ま た
は そ れ ら の 組 合 せ の 使 用 を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 種 多 様 な 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 例 え ば Harlowら , An
tibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 198
8); Hammerlingら ,: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, pp. 563-681 (Els
evier, N. Y., 1981)（ そ れ ら の 両 方 の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す
る ） に 教 示 さ れ て い る も の を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 使 用 し て 製 造 す る こ と が で き る 。
本 発 明 で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 語 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ り 製 造 さ れ た
抗 体 に は 限 定 さ れ な い 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 語 は 、 任 意 の 真 核 性 、 原 核 性 ま た は
フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 含 む 単 ク ロ ー ン に 由 来 す る 抗 体 を 意 味 し 、 そ れ が 製 造 さ れ た 方 法 に よ
ら な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 特 異 的 抗 体 を 製 造 し そ れ に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の
方 法 は 、 常 套 的 な も の で あ り 当 技 術 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。 非 限 定 的 な 一 例 に お
い て は 、 関 心 の あ る 抗 原 ま た は そ の よ う な 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と が
で き る 。 免 疫 応 答 を 検 出 し た ら 、 例 え ば 、 該 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 が 該 マ ウ ス 血 清 中 で 検 出
さ れ た ら 、 該 マ ウ ス 脾 臓 を 集 め 、 脾 細 胞 を 単 離 す る 。 つ い で 該 脾 細 胞 を 、 良 く 知 ら れ た 技
術 に よ り 、 任 意 の 適 当 な 骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し て 限 界 希 釈 法
に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る 。 つ い で 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 該 抗 原 に 結 合 し う る 抗 体 を 分 泌 す
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る 細 胞 に 関 し て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ す る 。 高 レ ベ ル の 抗 体 を 一 般 に
は 含 有 す る 腹 水 は 、 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を マ ウ ス の 腹 腔 内 に 接 種 す る こ と に よ り
生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Fabお よ び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト は 、 （ Fabフ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め の ） パ
パ イ ン ま た は （ F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め の ） ペ プ シ ン の よ う な 酵 素 を 使 用 す
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の タ ン パ ク 質 分 解 切 断 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 F(ab') 2 フ ラ
グ メ ン ト は 完 全 な 軽 鎖 な ら び に 重 鎖 の 可 変 領 域 、 CH1領 域 お よ び ヒ ン ジ 領 域 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
ま た 、 抗 体 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い て 製 造
す る こ と も 可 能 で あ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に お い て は 、 機 能 的 抗 体 ド メ イ ン が 、 そ
れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 保 持 す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 提 示 さ れ る 。 特
定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 レ パ ー ト リ ー ま た は 組 合 せ （ combinatorial） 抗 体 ラ イ ブ ラ リ
ー （ 例 え ば ヒ ト ま た は マ ウ ス の も の ） か ら 発 現 さ れ た Fabお よ び Fvま た は ジ ス ル フ ィ ド 結
合 安 定 化 Fvの よ う な 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 提 示 す る た め に 、 そ の よ う な フ ァ ー ジ を 使 用 す る
こ と が で き る 。 関 心 の あ る 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン を 発 現 す る フ ァ ー ジ は 、 抗
原 を 使 用 し て 選 択 ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 該 フ ァ ー ジ は 、 標 識 さ れ た 抗
原 、 ま た は 固 体 表 面 も し く は ビ ー ズ に 結 合 も し く は 捕 捉 さ れ た 抗 原 を 使 用 し て 選 択 ま た は
同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 使 用 す る フ ァ ー ジ は 、 典 型 的 に は 、 fdお よ
び M13を 含 む 繊 維 状 フ ァ ー ジ で あ る 。 該 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン は 、 フ ァ ー ジ 遺 伝 子 IIIま た は
遺 伝 子 VIIIタ ン パ ク 質 に 組 換 え 的 に 融 合 し た タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 。 あ る い は 、 本
発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 修 飾 FcRn結 合 性 部 分 も フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 系 に お い て 発 現 さ れ
う る 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る た め に 使 用 し う る フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 の 具 体 例 は 、 Brinkmanら , J. Immunol. Methods, 182: 41-50,1995; 
Amesら , J. Immunol. Methods, 184: 177-186, 1995; Kettleboroughら , Eur. J. Immuno
l., 24: 952-958,1994; Persicら ,, Gene, 187: 9-18,1997; Burtonら , Advances in Imm
unology, 57: 191-280,1994; PCT出 願 番 号 PCT/GB91/01134 ; PCT公 開 WO 90/02809; WO 91
/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/1 1236; WO 95/15982; WO 95/20401; な ら び
に 米 国 特 許 第 5,698,426号 ; 第 5,223,409号 ; 第 5,403,484号 ; 第 5,580,717号 ; 第 5,427,90
8号 ; 第 5,750,753号 ; 第 5,821,047号 ; 第 5,571,698号 ; 第 5,427,908号 ; 第 5,516,637号 ; 
第 5,780,225号 ; 第 5,658,727号 ; 第 5,733,743号 お よ び 第 5,969,108号 （ そ れ ら の そ れ ぞ れ
の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て い る も の を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
前 記 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る と お り 、 フ ァ ー ジ 選 択 の 後 、 該 フ ァ ー ジ か ら の 抗 体 コ ー ド
領 域 を 単 離 し 、 そ れ を 使 用 し て 、 ヒ ト 抗 体 を 含 む 全 抗 体 ま た は 任 意 の 他 の 所 望 の フ ラ グ メ
ン ト を 得 、 例 え ば 後 記 で 詳 し く 説 明 す る と お り 哺 乳 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 お
よ び 細 菌 を 含 む 任 意 の 所 望 の 宿 主 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Fab、 Fab'お よ
び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト を 組 換 え 的 に 製 造 す る た め の 技 術 も 、 PCT公 開 WO 92/22324; Mulli
naxら , BioTechniques, 12 (6): 864-869,1992; お よ び Sawaiら , AJRI, 34: 26-34,1995;
 お よ び Betterら , Science, 240: 1041-1043,1988（ そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 開 示 さ れ て い る よ う な 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に
よ り 用 い る こ と が で き る 。 一 本 鎖 Fvお よ び 抗 体 を 製 造 す る た め に 使 用 し う る 技 術 の 具 体 例
は 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 お よ び 第 5,258,498号 ; Hustonら , Methods in Enzymology, 2
03: 46-88,1991; Shuら , PNAS 90: 7995-7999,1993; な ら び に Skerraら , Science, 240: 
1038-1040,1988に 記 載 さ れ て い る も の を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ヒ ト に お け る 抗 体 の in vivoで の 使 用 お よ び in vitro検 出 ア ッ セ イ を 含 む い く つ か の 用 途
に は 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 を 使 用 す る の が 好 ま し い こ と が あ る 。 キ メ
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ラ 抗 体 は 、 該 抗 体 の 種 々 の 部 分 が 種 々 の 動 物 種 に 由 来 す る 分 子 、 例 え ば 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の 定 常 領 域 と を 有 す る 抗 体 で あ る 。
キ メ ラ 抗 体 の 製 造 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Morrison, Science, 2
29: 1202,1985; Oiら , BioTechniques, 4: 214 1986; Gilliesら , J. Immunol. Methods,
 125: 191-202,1989; 米 国 特 許 第 5,807,715号 ; 第 4,816,567号 ; お よ び 第 4,816,397号 （
そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 化 抗
体 は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の 1以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 と を 有 す る 、 所 望 の 抗 原 に 結 合 す る 非 ヒ ト 種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る 。 し
ば し ば 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 抗 原 結 合 を 改 変 （ 好 ま し く
は 改 善 ） す る た め に CDR供 与 抗 体 由 来 の 対 応 残 基 で 置 換 さ れ る 。 こ れ ら の フ レ ー ム ワ ー ク
置 換 は 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 に 重 要 な フ レ ー ム ワ ー ク 残 基
を 同 定 す る た め の 該 CDRお よ び フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 相 互 作 用 の モ デ ル 化 、 な ら び に 特 定
の 位 置 に お け る 異 常 な フ レ ー ム ワ ー ク を 同 定 す る た め の 配 列 比 較 に よ り 同 定 さ れ る 。 例 え
ば 、 Queenら , 米 国 特 許 第 5,585,089号 ; Riechmannら , Nature, 332: 323,1988（ そ れ ら の
全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。 抗 体 は 、 例 え ば 、
CDRグ ラ フ テ ィ ン グ （ EP 239,400; PCT公 開 WO 91/09967; 米 国 特 許 第 5,225,539号 ; 第 5,53
0,101号 お よ び 第 5,585,089号 ） 、 ベ ニ ア リ ン グ （ veneering） ま た は リ サ ー フ ェ シ ン グ （ r
esurfacing） （ EP 592,106; EP 519,596; Padlan, Molecular Immunology, 28 (4/5): 48
9-498,1991; Studnickaら , Protein Engineering, 7 (6): 805-814, 1994; Roguskaら , P
roc Natl. Acad. Sci. USA, 91: 969-973,1994） 、 お よ び 鎖 シ ャ フ リ ン グ （ chain shuffl
ing） （ 米 国 特 許 第 5,565,332号 ） （ そ れ ら の す べ て の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入
れ る こ と と す る ） を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 技 術 を 用 い て ヒ ト 化 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ヒ ト 患 者 の 治 療 に は 完 全 ヒ ト 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列
由 来 の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 前 記 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含 む 当 技 術 分 野 で 公
知 の 種 々 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,444,887号 お よ び 第 4,716,111
号 ; な ら び に PCT公 開 WO 98/46645; WO 98/50433; WO 98/24893; WO 98/16654; WO 96/340
96; WO 96/33735; お よ び  WO 91/10741（ そ れ ら の そ れ ぞ れ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書
に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 機 能 的 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 し 得 な い が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 を 発 現 し う る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 使 用 す る こ と に よ っ て も 製 造 す る こ と が で
き る 。 ヒ ト 抗 体 を 製 造 す る た め の こ の 技 術 の 総 説 と し て は 、 Lonbergお よ び Huszar, Int. 
Rev. Immunol., 13: 65-93,1995を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 製 造 す る た め の こ の 技 術 な ら び に そ の よ う な 抗 体 を 製 造 す る た め の プ ロ ト コ ー ル の 詳
細 な 考 察 に つ い て は 、 例 え ば 、 PCT公 開 WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/
33735; 欧 州 特 許 第 0 598 877号 ; 米 国 特 許 第 5,413,923号 ; 第 5,625,126号 ; 第 5,633,425
号 ; 第 5,569,825号 ; 第 5,661,016号 ; 第 5,545,806号 ; 第 5,814,318号 ; 第 5,885,793号 ; 
第 5,916,771号 ; お よ び 第 5,939,598号 （ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る
こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 Abgenix, Inc. (Freemont, CA)、 Medarex (NJ)お よ
び Genpharm (San Jose, CA)の よ う な 企 業 が 、 前 記 と 同 様 の 技 術 を 用 い て 、 選 択 さ れ た 抗
原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る こ と に 関 わ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 ガ イ デ ィ ッ ド ・ セ レ ク シ ョ ン （ guid
ed selection） 」 と 称 さ れ る 技 術 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い
て は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 を 使 用 し て 、 同 じ エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 択 を 導 く （ Jespersら , Bio/technology, 12:899-903,19
88） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 修 飾 抗 体 は in vivoで の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 用 途 を 有
す る 。 そ の よ う に 修 飾 さ れ う る 治 療 用 お よ び 予 防 用 抗 体 の 具 体 例 は 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル
ス （ RSV） 感 染 の 患 者 の 治 療 用 の ヒ ト 化 RSVモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る SYNAGIS（ 登 録 商 標
） （ MedImmune, MD） 、 転 移 性 乳 癌 の 患 者 の 治 療 用 の ヒ ト 化 抗 HER2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る HERCEPTIN（ 登 録 商 標 ） （ Trastuzumab） （ Genentech, CA） 、 ク ロ ー ン 病 の 患 者 の 治
療 の た め の キ メ ラ 抗 TNFα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る REMICADE（ 登 録 商 標 ） (イ ン フ リ キ シ
マ ブ （ infliximab） )（ Centocor, PA） 、 血 餅 形 成 の 予 防 の た め の 血 小 板 上 の 抗 糖 タ ン パ
ク 質 IIb/IIIaで あ る REOPRO（ 登 録 商 標 ） （ ア ブ シ キ マ ブ （ abciximab） ） （ Centocor） 、
急 性 腎 同 種 移 植 拒 絶 の 予 防 の た め の 免 疫 抑 制 性 ヒ ト 化 抗 CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ZE
NAPAX（ 登 録 商 標 ） （ ダ ク リ ズ マ ブ （ daclizumab） ） （ Roche Pharmaceuticals, Switzerl
and） を 包 含 す る 。 他 の 具 体 例 と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： ヒ ト 化 抗 CD18 F(ab') 2
（ Genentech） 、 ヒ ト 化 抗 CD18 F(ab') 2 （ Celltech, UK） で あ る CDP860、 CD4に 融 合 し た 抗
HIV gp120抗 体 で あ る PRO542（ Progenics/Genzyme Transgenics） 、 ヒ ト 抗 B型 肝 炎 ウ イ ル
ス 抗 体 で あ る Ostavir（ Protein Design Lab/Novartis） 、 ヒ ト 化 抗 CMV IgG1抗 体 で あ る PR
OTOVIR（ 商 標 ） （ Protein Design Lab/Novartis） 、 マ ウ ス 抗 TNFα  F(ab') 2 で あ る MAK-19
5（ SEGARD） （ Knoll Pharma/BASF） 、 抗 CD14抗 体 で あ る IC14（ ICOS Pharm） 、 ヒ ト 化 抗 VE
GF IgG1抗 体 （ Genentech） 、 マ ウ ス 抗 CA 125抗 体 で あ る OVAREX（ 商 標 ） （ Altarex） 、 マ
ウ ス 抗 17-IA細 胞 表 面 抗 原 IgG2a抗 体 で あ る PANOREX（ 商 標 ） （ Glaxo Wellcome/Centocor）
、 マ ウ ス 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ GD3エ ピ ト ー プ ） IgG抗 体 で あ る BEC2（ ImClone System） 、 キ
メ ラ 抗 EGFR IgG抗 体 で あ る IMC-C225（ ImClone System） 、 ヒ ト 化 抗 α -Vβ 3イ ン テ グ リ ン
抗 体 で あ る VITAXIN（ 商 標 ） （ Applied Molecular Evolution/MedImmune） 、 ヒ ト 化 抗 CD52
 IgG1抗 体 で あ る Campath 1H/LDP-03（ Leukosite） 、 ヒ ト 化 抗 CD33 IgG抗 体 で あ る Smart M
195（ Protein Design Lab/Kanebo） 、 キ メ ラ 抗 CD20 IgG1抗 体 で あ る RITUXAN（ 商 標 ） （ ID
EC Pharm/Genentech, Roche/Zettyaku） 、 ヒ ト 化 抗 CD22 IgG抗 体 で あ る LYMPHOCIDE（ 商 標
） （ Immunomedics） 、 ヒ ト 化 抗 HLA抗 体 で あ る Smart ID 10（ Protein Design Lab） ； ONCO
LYM（ 商 標 ） （ Lym-1） は 放 射 能 標 識 マ ウ ス 抗 HLA DIAGNOSTIC REAGENT抗 体 で あ る （ Techni
clone） ； ABX-IL8は ヒ ト 抗 IL8抗 体 で あ る （ Abgenix） ； 抗 CD11aは ヒ ト 化 IgG1抗 体 で あ る
（ Genetech/Xoma） ； ICM3は ヒ ト 化 抗 ICAM3抗 体 で あ る （ ICOS Pharm） ； IDEC-114は 霊 長 類
化 抗 CD80抗 体 で あ る （ IDEC Pharm/Mitsubishi） ； ZEVALIN（ 商 標 ） は 放 射 能 標 識 マ ウ ス 抗
CD20抗 体 で あ る （ IDEC/Schering AG） ； IDEC-131は ヒ ト 化 抗 CD40L抗 体 で あ る （ IDEC/Eisa
i） ； IDEC-151は 霊 長 類 化 抗 CD4抗 体 で あ る （ IDEC） ； IDEC-152は 霊 長 類 化 抗 CD23抗 体 で あ
る （ IDEC/Seikagaku） ； SMART抗 CD3は ヒ ト 化 抗 CD3 IgGで あ る （ Protein Design Lab） ； 5
G1.1は ヒ ト 化 抗 補 体 因 子 5（ C5） 抗 体 で あ る （ Alexion Pharm） ； D2E7は ヒ ト 化 抗 TNF-α 抗
体 で あ る （ CAT/BASF） ； CDP870は ヒ ト 化 抗 TNF-α  Fabフ ラ グ メ ン ト で あ る （ Celltech） ；
IDEC-151は 霊 長 類 化 抗 CD4 IgG1抗 体 で あ る （ IDEC Pharm/SmithKline Beecham） ； MDX-CD4
は ヒ ト 化 抗 CD4 IgG抗 体 で あ る （ Medarex/Eisai/Genmab） ； CDP571は ヒ ト 化 抗 TNF-α  IgG4
抗 体 で あ る （ Celltech） ； LDP-02は ヒ ト 化 抗 α 4β 7抗 体 で あ る （ LeukoSite/Genentech）
； OrthoClone OKT4Aは ヒ ト 化 抗 CD4 IgG抗 体 で あ る （ Ortho Biotech） ； ANTOVA（ 商 標 ） は
ヒ ト 化 抗 CD40L IgG抗 体 で あ る （ Biogen） ； ANTEGREN（ 商 標 ） は ヒ ト 化 抗 VLA-4 IgG抗 体 で
あ る （ Elan） ； MDX-33は ヒ ト 抗 CD64（ Fcγ R） 抗 体 で あ る （ Medarex/Centeon） ； SCH55700
は ヒ ト 化 抗 IL-5 IgG4抗 体 で あ る （ Celltech/Schering） ； SB-240563お よ び SB-240683は そ
れ ぞ れ ヒ ト 化 抗 IL-5お よ び IL-4抗 体 で あ る （ SmithKline Beecham） ； rhuMab-E25は ヒ ト 化
抗 IgE IgG1抗 体 で あ る （ Genentech/Norvartis/Tanox Biosystems） ； IDEC-152は 霊 長 類 化
抗 CD23抗 体 で あ る （ IDEC Pharm） ； ABX-CBLは マ ウ ス 抗 CD-147 IgM抗 体 で あ る （ Abgenix）
； BTI-322は ラ ッ ト 抗 CD2 IgG抗 体 で あ る （ Medimmune/Bio Transplant） ； Orthoclone/OKT
3は マ ウ ス 抗 CD3 IgG2a抗 体 で あ る （ ortho Biotech） ； SIMULECT（ 商 標 ） は キ メ ラ 抗 CD25 
IgG1抗 体 で あ る （ Novartis Pharm） ； LDP-01は ヒ ト 化 抗 β 2イ ン テ グ リ ン IgG抗 体 で あ る （
LeukoSite） ； 抗 LFA-1は マ ウ ス 抗 CD18 F (ab') 2 で あ る （ Pasteur-Merieux/Immunotech）
； CAT-152は ヒ ト 抗 TGF-β 2 抗 体 で あ る （ Cambridge Ab Tech） ； お よ び Corsevin Mは キ メ
ラ 抗 VII因 子 抗 体 で あ る （ Centocor） 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 突 然 変 異 の 1以 上 を 有 し RSVに 免
疫 特 異 的 に 結 合 す る 修 飾 さ れ た 抗 体 （ 例 え ば 、 SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） ） を 提 供 す る 。 本 発
明 は ま た 、 表 IIIに 記 載 の 任 意 の 可 変 重 鎖 （ VH） お よ び ／ ま た は 可 変 軽 鎖 （ VL） ド メ イ ン
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る VHお よ び ／ ま た は VLド メ イ ン を 含 み 本 明 細 書 に 記 載 の 突 然 変 異 の
1以 上 を 有 す る 修 飾 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 表 IIに 記 載 の 相 補 性 決 定 領 域
（ CDR） の 1以 上 ま た は 表 IIIに 記 載 の 1以 上 の VH CDRお よ び ／ ま た は VL CDRの ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 1以 上 の VH CDRお よ び ／ ま た は 1以 上 の VL CDRを 含 む 抗 RSV抗 体 を 含 む （ こ こ で 、
太 字 ま た は 下 線 で 示 し た 残 基 の 1以 上 は 、 好 ま し く は 、 RSVに 対 す る 該 抗 体 の 親 和 性 を 増 加
さ せ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ） 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 修 飾 さ れ る 抗 体 は 、 AFFF、
p12f2、 p12f4、 p11d4、 Ale109、 A12a6、 A13c4、 A17d4、 A4B4、 A8C7、 1X-493L1FR、 H3-3F4
、 M3H9、 Y10H6、 DG、 AFFF(1)、 6H8、 L1-7E5、 L215B10、 A13A11、 A1H5、 A4B4(1)、 A4B4L1F
R-S28R、 A4B4-F52Sで あ る 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ７ ８ 】
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他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は 、 修 飾 さ れ た 抗 α v β 3 抗 体 、 好 ま し く は 、 Vitaxin抗
体 （ Huseら の PCT公 開 WO 98/33919お よ び WO 00/78815（ そ れ ら の 両 方 の 全 体 を 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） の 両 者 を 参 照 さ れ た い ） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
野 生 型 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る 本 発 明 の 修 飾 IgGは ま た 、 抗 原 結 合 部 位 、 Fc-受 容 体 結 合 部
位 ま た は 補 体 結 合 部 位 の よ う な 生 物 活 性 部 位 が 、 野 生 型 と 比 較 し て そ の よ う な 活 性 を 増 加
ま た は 減 少 さ せ る よ う 遺 伝 子 工 学 に よ り 修 飾 さ れ た IgGを 包 含 し う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ る た め の こ れ ら 及 び 他 の 治 療 用 抗 体 の 修 飾 は 、 該 治 療 用 抗 体 の
、 よ り 低 い 有 効 量 お よ び ／ ま た は よ り 少 な い 頻 度 の 投 与 を 可 能 に す る 。 in vivo半 減 期 を
増 加 さ せ る た め の そ の よ う な 修 飾 は 、 診 断 用 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 改 良 に 有 用 で あ り 、 十 分 な
診 断 感 度 を 達 成 す る 、 よ り 低 い 用 量 の 投 与 を 可 能 に し う る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
本 発 明 は ま た 、 ヒ ン ジ -Fc領 域 と FcRn受 容 体 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 確 認 さ れ た ア
ミ ノ 酸 残 基 中 の 1以 上 の 修 飾 （ す な わ ち 、 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 ） を 有 す る ヒ ン ジ -Fc領 域
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 好 ま し く は ヒ ト の も の ） と 生 物 活 性 分 子 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク
質 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸
残 基 308-314中 の 1以 上 の 修 飾 を 有 す る CH2ド メ イ ン に 及 び ／ 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 385-389お よ
び ／ ま た は 428-436中 の 1以 上 の 修 飾 （ 特 に 、 前 記 の ア ミ ノ 酸 置 換 の 1以 上 ） を 有 す る CH3ド
メ イ ン に 組 換 え 的 に 融 合 し た 又 は 化 学 的 に 結 合 （ 共 有 ま た は 非 共 有 結 合 の 両 方 ） し た 生 物
活 性 分 子 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 修 飾 の 1以 上 を 有 す る 定 常 ド メ イ
ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト へ の 生 物 活 性 分 子 の 融 合 は 、 該 生 物 活 性 分 子 の in vivo半 減 期
を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-2
90お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 308-314中 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 を 有 す る CH2ド メ
イ ン に 及 び ／ 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 385-389お よ び ／ ま た は 428-436中 の 1以 上 の 修 飾 を 有 す る C
H3ド メ イ ン に 組 換 え 的 に 融 合 し た 又 は 化 学 的 に 結 合 し た 生 物 活 性 分 子 を 含 む 。 あ る 実 施 形
態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 253、 310お よ び 313が 修 飾 さ れ て い な い I
gG分 子 の CH2ド メ イ ン を 含 む 。 も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ノ
酸 残 基 388、 429、 430、 431、 432お よ び 435が 修 飾 さ れ て い な い IgG分 子 の CH3ド メ イ ン を 含
む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
生 物 活 性 分 子 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 合 成 薬 物 で あ り う る 。 好 ま し
く は 、 生 物 活 性 分 子 は 、 少 な く と も 5、 好 ま し く は 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少 な く
と も 30、 少 な く と も 40、 少 な く と も 50、 少 な く と も 60、 少 な く と も 70、 少 な く と も 80、 少
な く と も 90ま た は 少 な く と も 100ア ミ ノ 酸 残 基 よ り な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 生 物 活 性 ポ
リ ペ プ チ ド の 具 体 例 は 、 種 々 の 型 の 抗 体 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL
-5、 IL-6、 IL-7、 IL-10、 IL-12、 IL-15、 IFN-γ 、 IFN-α お よ び IFN-β ） 、 細 胞 接 着 分 子
（ 例 え ば 、 CTLA4、 CD2お よ び CD28） 、 リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 TNF-α 、 TNF-β お よ び 抗 血 管 新
生 因 子 、 例 え ば エ ン ド ス タ チ ン ） 、 受 容 体 、 抗 体 お よ び 増 殖 因 子 （ 例 え ば 、 PDGF、 EGF、 N
GFお よ び KGF） を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
生 物 活 性 分 子 は ま た 、 細 胞 毒 素 （ 例 え ば 、 静 細 胞 剤 ま た は 殺 細 胞 剤 ） 、 治 療 剤 ま た は 放 射
性 元 素 （ 例 え ば 、 α 放 射 体 、 γ 放 射 体 な ど ） の よ う な 治 療 用 部 分 で あ り う る 。 静 細 胞 剤 ま
た は 殺 細 胞 剤 の 具 体 例 は 、 パ ク リ タ ク ソ ー ル 、 サ イ ト カ ラ シ ン B、 グ ラ ミ シ ジ ン D、 臭 化 エ
チ ジ ウ ム 、 エ メ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン
ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン
ジ オ ン 、 ミ ト ザ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 1-デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ
ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ パ ノ ロ ー ル お
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よ び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン な ら び に そ れ ら の 類 似 体 ま た は ホ モ ロ グ を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 治 療 剤 は 、 代 謝 拮 抗 剤 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ
ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン ） 、 ア ル キ ル
化 剤 （ 例 え ば 、 メ ク ロ ル エ タ ミ ン 、 チ オ エ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ
ン （ BSNU） お よ び ロ ム ス チ ン （ CCNU） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ
ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン Cお よ び シ ス ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 （ I
I） （ DDP） シ ス プ ラ チ ン ） 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン （ 例 え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 旧 称 ダ ウ ノ
マ イ シ ン ） お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ 旧 称 ア ク チ
ノ マ イ シ ン ） ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン お よ び ア ン ト ラ マ イ シ ン （ AMC） お よ
び 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） を 包 含 す る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る 修 飾 さ れ た FcRn結 合 部 位 を 含 有 す る 本 発 明 の 修 飾
IgGま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お
よ び 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 修 飾 Ig
Gを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 又 は よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト
の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
修 飾 IgGの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 な DNA配
列 決 定 法 、 例 え ば そ れ ぞ れ ジ デ オ キ シ チ ェ イ ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 （ Sanger配 列 決 定 法 ）
お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ ミ ン グ と PCRと の 組 合 せ を 含 む 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意
の 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
5.2　
定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436中 の 1以
上 の 修 飾 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 技 術 を 用 い て 導 入 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 25
1-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び 428-436中 の 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン
ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 FcRn受 容 体 に 対 す る 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る 定 常 ド
メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る た め の 結 合 ア ッ セ イ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る （ 例 え ば 、 後 記 第 5.11節 に 記 載 の と お り ） 。 FcRn受 容 体 に 対 す る 定 常 ド メ イ
ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る 該 ヒ ン ジ -Fcド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト 中 の 修 飾 を 抗 体 中 に 導 入 し て 、 該 抗 体 の in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ る こ と が 可 能 で
あ る 。 さ ら に 、 FcRnに 対 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 親 和 性 を 増 加 さ せ る
定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 中 の 修 飾 体 を 生 物 活 性 分 子 に 融 合 し て 、 該 生 物 活 性
分 子 の in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ 、 好 ま し く は 、 該 分 子 の バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ を 改 変
（ 増 強 ま た は 減 弱 ） す る （ 例 え ば 、 粘 膜 表 面 （ ま た は 他 の 標 的 組 織 ） （ 例 え ば 、 肺 ） へ の
輸 送 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る ） こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
5.2.1.　
突 然 変 異 誘 発 は 、 修 飾 さ れ る 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 CH2
ま た は CH3ド メ イ ン ） の 配 列 中 の 1以 上 の 修 飾 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 安 定 化 を 含 む
（ そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 の い ず れ か に 従 い 行 う こ と
が で き る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 所 望 の 突 然 変 異 の DNA配 列 と 、 横 断 す る 欠 失 結 合
部 の 両 側 で 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る の に 十 分 な サ イ ズ お よ び 配 列 複 雑 度 の プ ラ イ マ ー 配 列
を 与 え る の に 十 分 な 数 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド と を コ ー ド す る 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 使 用 に よ り 、 突 然 変 異 体 の 産 生 を 可 能 に す る 。 典 型 的 に は 、 改 変 さ れ る 配 列 の 結 合 部 の
両 側 に 約 10～ 約 25以 上 の 残 基 を 有 す る 約 17～ 約 75ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 長 さ の プ ラ イ マ ー が
好 ま し い 。 突 然 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、 1以 上 の 位 置 に 種 々 の 異 な る 突
然 変 異 を 導 入 す る 多 数 の そ の よ う な プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 技 術 は 、 種 々 の 刊 行 物 （ Kunkelら , Methods Enzymol., 154: 3
67-82,1987（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） ） に 例 示 さ れ て い
る と お り 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 一 般 に は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 ま ず 、
所 望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 配 列 中 に 含 む 一 本 鎖 ベ ク タ ー を 得 る か 又 は 該 配 列
を 含 む 二 本 鎖 ベ ク タ ー の 2つ の 鎖 を 融 解 解 離 さ せ る こ と に よ り 行 う 。 所 望 の 突 然 変 異 配 列
を 保 持 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 一 般 に は 合 成 的 に 製 造 す る 。 つ い で こ の プ
ラ イ マ ー を 一 本 鎖 ベ ク タ ー で ア ニ ー リ ン グ し 、 T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な DNA重 合 酵 素
に 付 し て 、 該 突 然 変 異 保 持 鎖 の 合 成 を 完 成 さ せ る 。 こ の よ う に し て ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 形 成 さ
れ 、 こ こ で 、 一 方 の 鎖 は 元 の 非 突 然 変 異 配 列 を コ ー ド し て お り 、 も う 一 方 の 鎖 は 所 望 の 突
然 変 異 を 保 持 す る 。 つ い で こ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ベ ク タ ー を 使 用 し て 大 腸 菌 （ E. coli） 細 胞
の よ う な 適 当 な 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 該 突 然 変 異 配 列 配 置 を 保 持 す
る 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 理 解 さ れ る と お り 、 該 技 術 は 、 典 型 的 に は
、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 の 両 方 の 形 態 で 存 在 す る フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 用 い る 。 部 位 特 異 的 突
然 変 異 誘 発 に 有 用 な 典 型 的 な ベ ク タ ー は 、 M13フ ァ ー ジ の よ う な ベ ク タ ー を 包 含 す る 。 こ
れ ら の ベ ク タ ー は 容 易 に 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 そ れ ら の 使 用 は 概 ね 当 業 者 に 良 く 知 ら
れ て い る 。 ま た 、 関 心 の あ る 遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ド か ら フ ァ ー ジ へ 導 入 す る 工 程 を 省 く 部 位
特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に お い て は 、 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド が 常 套 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
あ る い は 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な 商 業 的 に 入 手 可 能 な 熱 安 定 酵 素 と 共 に PCR（ 商 標
） を 用 い て 、 突 然 変 異 誘 発 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 増 幅 DNA断 片 中 に 組 込 む こ
と が 可 能 で あ り 、 つ い で そ れ を 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCR（ 商 標 ） 媒 介 突 然 変 異 誘 発 法 に つ い て は 、 Tomicら , Nucl
eic Acids Res., 18 (6):1656,1987お よ び Upenderら , Biotechniques, 18 (1): 29-30,32
,1995（ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。
ま た 、 熱 安 定 ポ リ メ ラ ー ゼ に 加 え て 熱 安 定 リ ガ ー ゼ を 使 用 す る PCR（ 商 標 ） を 用 い て リ ン
酸 化 突 然 変 異 誘 発 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 DNA断 片 中 に 組 込 み 、 つ い で そ れ を 適 当 な
ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Michael,
 Biotechniques, 16 (3): 410-2,1994（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と
と す る ） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
抗 体 の Fcド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 配 列 変 異 体 を 製 造 す る た め の 当 業 者 に 公 知 の
他 の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン の よ う な 突 然 変 異 誘
発 剤 で 処 理 し て 、 配 列 変 異 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
5.2.2.　
ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の 修
飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る ベ ク タ ー （ 特 に フ ァ ー ジ ） を
ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 FcRnに 対 す る 増 加 し た 親 和 性 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト を 同 定 し て 、 フ ァ ー ジ の 集 団 か ら 最 高 親 和 性 結 合 体 を 選 び 出 す こ と が 可 能 で あ る
。 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の
修 飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 、 FcRnへ の 結 合 を 分 析 す る た め に 使
用 し う る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA（ 酵 素 免 疫 検 定 法 ） 、 「 サ ン
ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ を 包 含 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 常 套 的 な も の で あ り 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ て い
る （ 例 え ば 、 Ausubelら 編 , 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, J
ohn Wiley & Sons, Inc., New York（ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と
す る ） を 参 照 さ れ た い ） 。 典 型 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ は 後 記 で 簡 潔 に 説 明 さ れ る （ が そ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い ） 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389
お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の
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、 FcRnへ の 結 合 速 度 お よ び 解 離 速 度 を 測 定 す る た め に 、 BIAcore速 度 論 的 分 析 を 用 い る こ
と が で き る 。 BIAcore速 度 論 的 分 析 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-38
9お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
の 、 チ ッ プ か ら の 結 合 お よ び 解 離 を 、 そ の 表 面 上 の 固 定 化 FcRnで 分 析 す る こ と を 含 む （ 第
5.1節 お よ び 後 記 実 施 例 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
5.2.3.　
ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-314、 385-389お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の 修
飾 を 有 す る 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 直 接 的
に 配 列 決 定 す る た め に は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 配 列 決 定 反 応 の い ず れ か を 用 い る こ
と が で き る 。 配 列 決 定 反 応 の 具 体 例 は 、 Maximお よ び Gilbert（ Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 74: 560,1977） ま た は Sanger（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 5463,1977） に よ
り 開 発 さ れ た 技 術 に 基 づ く も の を 包 含 す る 。 ま た 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー （ 例 え ば 、 PC
T公 開 WO 94/16101, Cohenら , Adv. Chromatogr., 36:127-162,1996お よ び Griffinら , App
l. Biochem. Biotechnol., 38:147-159,1993を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 種 々 の 自 動 配 列 決 定
法 の い ず れ か を 用 い る こ と も 意 図 さ れ る （ Bio/Techniques, 19: 448,1995） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
5.3　
本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の 合 成 の た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の
方 法 、 特 に 、 化 学 合 成 ま た は 好 ま し く は 組 換 え 発 現 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 業 者 に 入 手 可 能 な 任 意 の 情 報 （ す な わ ち 、 Genb
ank、 文 献 ま た は 常 套 的 な ク ロ ー ニ ン グ ） か ら 得 る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 ま た は そ の
エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ク ロ ー ン が 入 手 可 能 で な い が
、 該 抗 体 分 子 ま た は そ の エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 が 公 知 で あ る 場 合 に は 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 化 学 的 に 合 成 し た り 、 あ る い は 該 配 列 の 3'お よ び 5'末 端
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 合 成 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る PCR増 幅 に よ り 、 ま た は 例 え ば 該 抗 体
を コ ー ド す る cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら の cDNAク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 特 定 の 遺 伝 子 配 列 に
特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 適 当 な 入 手 源 （ 例
え ば 、 抗 体 を 発 現 す る よ う 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の よ う な 該 抗 体 を 発 現 す る 任 意
の 組 織 ま た は 細 胞 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー ま た は 抗 体 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 あ る い
は 該 組 織 ま た は 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 、 好 ま し く は ポ リ A +  RNA） か ら 得 る こ と が 可 能 で
あ る 。 つ い で 、 PCRに よ り 得 ら れ た 増 幅 さ れ た 核 酸 を 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 任 意 の
方 法 を 用 い て 、 複 製 可 能 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
該 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た ら 、 例 え ば 、 該 抗 体 の エ ピ ト ー プ 結 合 性 ド メ イ ン 領
域 （ 好 ま し く は 、 FcRnと の 相 互 作 用 に 関 与 す る 該 抗 体 の ヒ ン ジ -Fc領 域 ） 中 に ア ミ ノ 酸 の
置 換 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 挿 入 を 導 入 す る こ と に よ り 、 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体
を 作 製 す る た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 の た め の 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 、 例
え ば 、 組 換 え DNA技 術 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 、 PCRな ど （ 例 え ば 、 Sambrookら , 1990, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, C
old Spring Harbor, NY; お よ び Ausubel ら 編 , 1998, Current Protocols in Molecular 
Biology, John Wiley & Sons, NY（ そ れ ら の 両 方 の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
る こ と と す る ） に 記 載 の 技 術 を 参 照 さ れ た い ） を 用 い て 、 該 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 操
作 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 30
8-314、 385-389お よ び 428-436中 に 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 抗 体 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
抗 体 の 組 換 え 発 現 は 、 該 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 構
築 を 要 す る 。 抗 体 分 子 ま た は 抗 体 の 重 も し く は 軽 鎖 ま た は そ れ ら の 一 部 （ 好 ま し く は 、 重
ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 有 す る も の で あ る が 必 ず し も そ れ が 必 要 な わ け で は な い ） を コ ー
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ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 た ら 、 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 技 術 を 用 い る 組 換 え DNA技
術 に よ り 、 該 抗 体 分 子 の 製 造 の た め の ベ ク タ ー を 製 造 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 抗
体 コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る こ と に よ る タ ン パ ク
質 の 製 造 方 法 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 抗 体 コ ー ド 配 列 と 適 当 な 転 写 お よ び 翻 訳 制 御
シ グ ナ ル と を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る た め に は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 、 in vitro組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 お よ
び in vivo遺 伝 子 組 換 え を 包 含 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 FcRnと の 相 互 作 用 に 関 与 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 中 に 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で な る 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を 提 供 す る （ 例 え ば 、 PCT公 開 WO 86/05807; PCT公
開 WO 89/01036; お よ び 米 国 特 許 第 5,122,464号 を 参 照 さ れ た い ） 。 重 鎖 可 変 領 域 、 軽 鎖 可
変 領 域 、 該 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 の 可 変 領 域 、 該 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 の エ ピ
ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） の 1以 上 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 そ の よ う な 発 現 用 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
該 発 現 ベ ク タ ー を 通 常 の 技 術 に よ り 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し 、 つ い で 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 化 細
胞 を 通 常 の 技 術 に よ り 培 養 し て 、 FcRnに 対 す る 増 加 し た 親 和 性 お よ び 増 加 し た in vivo半
減 期 を 有 す る 抗 体 を 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 251-256、 285-290、 308-
314、 385-389お よ び ／ ま た は 428-436中 に 1以 上 の 修 飾 を 有 す る 抗 体 、 定 常 ド メ イ ン ま た は
そ の FcRn結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は 、 こ れ は 、 機 能
し う る 形 で 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ て い る ） を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 さ せ る た め に は 、 種 々 の 宿 主 -発 現 ベ ク タ ー 系 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 宿 主 -発 現 系 は 、 関 心 の あ る コ ー ド 配 列 が 産 生 さ れ 次 い で 精 製 さ れ う
る ビ ヒ ク ル を 意 味 す る だ け で な く 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ た 場 合 に 本 発 明 の 抗 体 分 子 を in situで 発 現 し う る 細 胞 を も 意 味 す る 。
こ れ ら は 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNAま た
は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 （ 例 え ば 、 E. coliお よ び B. subtilis
） 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 （ 例 え ば 、
Saccharomycesお よ び Pichia） の よ う な 微 生 物 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 組 換 え ウ イ ル
ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を
含 有 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ れ た 又 は
組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ CaMV） お よ び タ
バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ TMV） ） に 感 染 し た 植 物 細 胞 系 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 の ゲ ノ ム に 由
来 す る プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） 又 は 哺 乳 類 ウ イ ル ス に 由 来
す る プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5K
プ ロ モ ー タ ー ） を 含 有 す る 組 換 え 発 現 構 築 物 を 保 持 す る 哺 乳 類 細 胞 系 （ 例 え ば 、 COS、 CHO
、 BHK、 293、 3T3お よ び NSO細 胞 ） を 包 含 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま
し く は 、 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 細 胞 、 お よ び よ り 好 ま し く は 、 特 に 全 組 換 え 抗 体 分 子 の 発 現
に は 真 核 細 胞 を 、 組 換 え 抗 体 分 子 の 発 現 に 使 用 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス
由 来 の 主 要 中 間 （ major intermediate） 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト の よ う な ベ ク
タ ー と 組 合 せ た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） の よ う な 哺 乳 類 細 胞 は 、 抗 体 の
た め の 有 効 な 発 現 系 で あ る （ Foeckingら , Gene, 45: 101,1986, お よ び Cockettら , Bio/T
echnology, 8: 2, 1990） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
細 菌 系 に お い て は 、 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 に 意 図 さ れ る 用 途 に 応 じ て 多 数 の 発 現 ベ ク タ ー が
有 利 に 選 択 さ れ う る 。 例 え ば 、 抗 体 分 子 の 医 薬 組 成 物 の 製 造 の た め に 大 量 の そ の よ う な タ
ン パ ク 質 を 製 造 し た い 場 合 に は 、 容 易 に 精 製 さ れ る 高 レ ベ ル の 融 合 タ ン パ ク 質 産 物 の 発 現
を 導 く ベ ク タ ー が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 発
現 ベ ク タ ー pUR278（ Rutherら , EMBO, 12: 1791,1983） （ こ の 場 合 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 産
生 さ れ る よ う 、 該 抗 体 コ ー ド 配 列 は 個 々 に 、 lacZコ ー ド 領 域 と イ ン フ レ ー ム で 該 ベ ク タ ー
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中 に 連 結 さ れ う る ） 、 お よ び pINベ ク タ ー （ Inouye お よ び  Inouye, Nucleic Acids Res.,
 13: 3101-3109,1985な ら び に Van Heeke お よ び Schuster, J. Biol. Chem., 24: 5503-55
09,1989） を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
昆 虫 細 胞 系 に お い て は 、 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー と し て 、 Autographa cal
ifornica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ AcNPV） を 使 用 す る 。 該 ウ イ ル ス は Spodoptera frugiperda
中 で 増 殖 す る 。 該 抗 体 コ ー ド 配 列 を 該 ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 （ 例 え ば 、 多 角 体 遺 伝 子 ） 中
に 個 々 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 AcNPVプ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー ） の 制 御 下
に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 さ せ る た め に 、 ウ イ ル ス に 基 づ く 多
数 の 発 現 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 す る 場 合
に は 、 関 心 の あ る 抗 体 コ ー ド 配 列 を ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 制 御 複 合 体 （ 例 え ば 、 後 期
プ ロ モ ー タ ー お よ び ト リ パ ー タ イ ト リ ー ダ ー 配 列 ） に 連 結 し す る こ と が で き る 。 つ い で こ
の キ メ ラ 遺 伝 子 を in vitroま た は in vivo組 換 え に よ り ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す
る こ と が で き る 。 該 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 領 域 （ 例 え ば 、 領 域 E1ま た は E3） 中 で の 挿 入
は 、 感 染 宿 主 中 で 該 抗 体 分 子 を 発 現 し う る 生 存 可 能 な 組 換 え ウ イ ル ス を 与 え る （ 例 え ば 、
Loganお よ び Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 355-359,1984を 参 照 さ れ た い ） 。
挿 入 さ れ た 抗 体 コ ー ド 配 列 の 効 率 的 な 翻 訳 の た め に は 、 特 異 的 開 始 シ グ ナ ル も 必 要 な こ と
が あ る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 を 含 む 。 さ ら に 、 該 全 イ ン サ
ー ト の 翻 訳 が 保 証 さ れ る た め に は 、 該 開 始 コ ド ン は 所 望 の コ ー ド 配 列 の リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム と 同 調 し て い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 因 性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン
は 、 天 然 物 お よ び 合 成 物 の 両 方 を 含 む 種 々 の 起 源 に 由 来 し う る 。 発 現 の 効 率 は 、 適 当 な 転
写 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー な ど を 含 有 さ せ る こ と に よ り 向 上 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Bitterら , Methods in Enzymol., 153: 516-544,1987を 参 照
さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ま た 、 該 抗 体 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー シ ョ ン し 又 は 所 望 の 特 定 の 様 態 で 該 抗 体 を 修 飾 し プ
ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 産 物 の そ の よ う な 修 飾 （
例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 ） お よ び プ ロ セ シ ン グ （ 例 え ば 、 切 断 ） は 該 抗 体 の 機 能 に 重 要 で あ
り う る 。 種 々 の 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 遺 伝 子 産 物 の 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ お よ び 修
飾 の た め の 特 徴 的 か つ 特 異 的 な メ カ ニ ズ ム を 有 す る 。 発 現 さ れ た 抗 体 の 適 切 な 修 飾 お よ び
プ ロ セ シ ン グ が 保 証 さ れ る よ う 、 適 当 な 細 胞 系 ま た は 宿 主 系 を 選 択 す る こ と が で き る 。 こ
の 目 的 に は 、 該 遺 伝 子 産 物 の 一 次 転 写 産 物 の 適 当 な プ ロ セ シ ン グ 、 グ リ コ シ ル 化 お よ び リ
ン 酸 化 の た め の 細 胞 機 構 を 有 す る 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 哺 乳
類 宿 主 細 胞 は 、 CHO、 VERY、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3、 W138お よ び 特 に 骨 髄 腫 細
胞 、 例 え ば NS0細 胞 お よ び 関 連 細 胞 系 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
例 え ば 、 Morrisonら , 米 国 特 許 第 5,807,715号 （ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入
れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
組 換 え 抗 体 の 長 期 的 な 高 収 率 の 製 造 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 該 抗 体
分 子 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 複 製 起 点 を 含 有 す る 発 現
ベ ク タ ー を 使 用 す る 代 わ り に 、 適 当 な 発 現 制 御 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 な ど ） に よ り 制 御 さ れ る DNA
お よ び 選 択 マ ー カ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 該 外 来 DNAの 導 入 の 後 、 操
作 さ れ た 細 胞 を 強 化 培 地 中 で 1～ 2日 間 増 殖 さ せ 、 つ い で 選 択 培 地 に 交 換 す る こ と が で き る
。 該 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 該 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 し 、 細 胞 が そ の 染 色
体 中 に 該 プ ラ ス ミ ド を 安 定 に 組 込 み フ ォ ー カ ス を 形 成 す る ま で 増 殖 す る の を 可 能 に し 、 そ
し て そ れ を ク ロ ー ニ ン グ し 、 細 胞 系 に ま で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 該 抗 体
分 子 を 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る た め に 有 利 に 用 い ら れ う る 。 そ の よ う な 操 作 さ れ た 細 胞
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系 は 、 該 抗 体 分 子 と 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る 組 成 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評
価 に お い て 特 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
以 下 の も の を 含 む （ そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ） 多 数 の 選 択 系 を 用 い る こ と が 可 能
で あ り 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Wiglerら , Cell, 11:223, 1977） 、 ヒ
ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Szybalskaお よ び Szybalski,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 48:202, 1992） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ Lowyら , Cell, 22:8-17, 1980） 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ tk - 、 hgprt - ま た は aprt
- 細 胞 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 以 下 の 遺 伝 子 に 関 す る 選 択 の 基 礎 と し て 、
代 謝 拮 抗 物 質 耐 性 を 用 い る こ と が で き る ： dhfr, こ れ は メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を
付 与 す る （ Wiglerら , Natl. Acad. Sci. USA, 77:357, 1980お よ び O'Hareら , Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 78: 1527,1981） ； gpt, こ れ は ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 対 す る 耐 性 を 付 与
す る （ Mulliganお よ び Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78: 2072,1981） ； neo, こ れ
は ア ミ ノ グ リ コ シ ド G418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Wuお よ び Wu, Biotherapy, 3: 87-95, 
1991; Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32: 573-596,1993; Mulligan, Sci
ence, 260: 926-932,1993; な ら び に Morganお よ び Anderson, Ann. Rev. Biochem., 62: 1
91-217,1993; な ら び に May, TIB TECH, 11 (5): 155-2 15,1993） 、 お よ び hygro, こ れ は
ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Santerreら , Gene, 30: 147,1984） 。 所 望 の
組 換 え ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に は 、 組 換 え DNA技 術 の 当 技 術 分 野 で 一 般 に 公 知 の 方 法 を
常 套 的 に 適 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば 、 Ausubelら (編 ), 1993,
 Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; Kriegler, 1990, 
Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY; 第 12章 お
よ び 第 13章 , Dracopoliら (編 ), 1994, Current Protocols in Human Genetics, John Wil
ey & Sons, NY; な ら び に Colberre-Garapinら , J. Mol. Biol., 150: 1,1981（ そ れ ら の
全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
抗 体 分 子 の 発 現 レ ベ ル は ベ ク タ ー の 増 幅 に よ り 増 加 さ せ る こ と が で き る （ 総 説 と し て は 、
Bebbingtonお よ び Hentschel, 1987, The use of vectors based on gene amplification 
for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, Vol. 3. Ac
ademic Press, New Yorkを 参 照 さ れ た い ） 。 抗 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー 系 中 の マ ー カ ー が 増
幅 可 能 な 場 合 に は 、 宿 主 細 胞 の 培 養 内 に 存 在 す る イ ン ヒ ビ タ ー の レ ベ ル の 増 加 が 該 マ ー カ
ー 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 増 加 さ せ る 。 該 増 幅 領 域 は 該 抗 体 遺 伝 子 と 結 合 し て い る た め 、 該 抗
体 の 産 生 も 増 加 す る （ Crouseら , Mol. Cell. Biol., 3: 257,1983） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
該 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の 2つ の 発 現 ベ ク タ ー （ 第 1ベ ク タ ー は 重 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し 、 第 2ベ ク タ ー は 軽 鎖 由 来 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ） で コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ
と が で き る 。 そ れ ら の 2つ の ベ ク タ ー は 、 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド の 等
し い 発 現 を 可 能 に す る 同 じ 選 択 マ ー カ ー 、 ま た は 両 方 の プ ラ ス ミ ド の 維 持 を 保 証 す る 異 な
る 選 択 マ ー カ ー を 含 有 し う る 。 あ る い は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
し て お り そ れ ら を 発 現 し う る 単 一 の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 場 合 に
は 、 過 剰 な 毒 性 遊 離 重 鎖 を 避 け る た め に 、 該 軽 鎖 は 該 重 鎖 の 前 に 配 置 さ れ る べ き で あ る （
Proudfoot, Nature, 322: 52,1986; お よ び Kohler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 2
 197,1980） 。 該 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は cDNAま た は ゲ ノ ム DNAを 含 み う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の 抗 体 分 子 が 組 換 え 発 現 に よ り 産 生 さ れ た ら 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 精 製 の た め の
当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 特 に 、 プ ロ テ イ ン A精 製 後 の 特 異
的 抗 原 に 関 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び サ イ ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー ） 、 遠 心 分 離 、 溶 解 度 差 、 ま た は タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め の 任 意 の 他 の 標 準 的 な 技 術
に よ り 、 そ れ を 精 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は
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、 精 製 を 促 進 す る 本 明 細 書 に 記 載 の 又 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
5.3.1.　
本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る よ う 異 種 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 無 関 係 な ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 一 部 、 好 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10、 少 な く と も 20、 少
な く と も 30、 少 な く と も 40、 少 な く と も 50、 少 な く と も 60、 少 な く と も 70、 少 な く と も 80
、 少 な く と も 90ま た は 少 な く と も 100ア ミ ノ 酸 ） に 組 換 え 的 に 融 合 し た 又 は 化 学 的 に 結 合
（ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン ） （ 共 有 結 合 お よ び 非 共 有 結 合 の 両 方 を 含 む ） し た 抗 体 を 含 む 。 該
融 合 は 必 ず し も 直 接 的 で あ る 必 要 は な く 、 リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 生 じ う る 。 ま た 、 異 種 ポ
リ ペ プ チ ド に 融 合 ま た は 結 合 し た 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い る in vitroイ ム
ノ ア ッ セ イ お よ び 精 製 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCT公 開 番 号 WO 93/2
1232; EP 439,095; Naramuraら , Immunol. Lett., 39: 91-99, 1994; 米 国 特 許 第 5,474,9
81号 ; Gilliesら , PNAS, 89: 1428-1432,1992; お よ び Fellら ,J. Immunol., 146: 2446-2
452,1991（ そ れ ら の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る こ と と す る ） を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ １ ０ 】
抗 体 は マ ー カ ー 配 列 、 例 え ば 精 製 を 促 進 す る ペ プ チ ド に 融 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 好
ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 と り わ け 、 pQEベ ク タ ー （ QIAGE
N, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311） に お い て 提 供 さ れ る タ グ の よ う な
ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド （ そ れ ら の 多 く は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る ） で あ る 。 例 え ば Ge
ntzら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 821-824,1989に 記 載 さ れ て い る と お り 、 ヘ キ
サ ヒ ス チ ジ ン は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 の 簡 便 な 精 製 を も た ら す 。 精 製 に 有 用 な 他 の ペ プ チ ド
タ グ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 赤 血 球
凝 集 素 「 HA」 タ グ （ Wilsonら , Cell, 37: 767 1984） 、 お よ び 「 flag」 タ グ （ Knappikら ,
 Biotechniques, 17 (4): 754-761,1994） を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 は ま た 、 in vivo半 減 期 を 増 加 さ せ た い 診 断 も し く は 治 療 剤 ま た は 任 意 の 他 の 分 子
に 結 合 し た 抗 体 を 含 む 。 該 抗 体 は 、 例 え ば 、 与 え ら れ た 治 療 計 画 の 有 効 性 を 判 定 す る た め
に 、 例 え ば 、 臨 床 試 験 法 の 一 部 と し て 疾 患 、 障 害 ま た は 感 染 の 発 生 ま た は 進 行 を モ ニ タ ー
す る た め に 診 断 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 に 該 抗 体 を 結 合 さ せ
る こ と に よ り 容 易 に す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 具 体 例 は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分
子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 放 射 性 物 質 、 陽 電 子 放 射 性 金 属 、 お よ び 非 放
射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン を 包 含 す る 。 検 出 可 能 な 物 質 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て
該 抗 体 に 直 接 的 に 又 は 中 間 物 （ 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の リ ン カ ー ） を 介 し て 間 接 的 に
結 合 ま た は 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 い 診 断 用 に 使 用 す る 抗 体 に 結 合 さ れ う る
金 属 イ オ ン に 関 し て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,741,900号 を 参 照 さ れ た い 。 適 当 な 酵 素 の
具 体 例 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -カ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 包 含 し 、 適 当 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 具 体
例 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン を 包 含 し 、 適 当 な 蛍 光 物
質 の 具 体 例 は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト
、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド ま た は フ
ィ コ エ リ ト リ ン を 包 含 し 、 発 光 物 質 の 具 体 例 は ル ミ ノ ー ル を 包 含 し 、 生 物 発 光 物 質 の 具 体
例 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン を 包 含 し 、 適 当 な 放 射 性 物 質 の 具 体
例 は 1 2 5 I、 1 3 1 I、 1 1 1 Inま た は 9 9 m Tcを 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
抗 体 は 、 細 胞 毒 素 （ 例 え ば 、 静 細 胞 剤 ま た は 殺 細 胞 剤 ） 、 治 療 剤 ま た は 放 射 性 元 素 （ 例 え
ば 、 α 放 射 体 、 γ 放 射 体 な ど ） の よ う な 治 療 用 部 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 毒 素
ま た は 細 胞 傷 害 剤 は 、 細 胞 に 有 害 な 任 意 の 物 質 を 包 含 す る 。 具 体 例 は 、 パ ク リ タ ク ソ ー ル
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、 サ イ ト カ ラ シ ン B、 グ ラ ミ シ ジ ン D、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 エ メ チ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト
ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、
ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 ミ ト ザ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、
ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 1-デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ
ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ パ ノ ロ ー ル お よ び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン な ら び に そ れ ら の 類 似
体 ま た は ホ モ ロ グ を 包 含 す る 。 治 療 剤 は 、 代 謝 拮 抗 剤 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ
ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン ） 、 ア
ル キ ル 化 剤 （ 例 え ば 、 メ ク ロ ル エ タ ミ ン 、 チ オ エ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル
ム ス チ ン （ BSNU） お よ び ロ ム ス チ ン （ CCNU） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ
ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン Cお よ び シ ス ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン
白 金 （ II） （ DDP） シ ス プ ラ チ ン ） 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン （ 例 え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 旧
称 ダ ウ ノ マ イ シ ン ） お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ 旧
称 ア ク チ ノ マ イ シ ン ） ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン お よ び ア ン ト ラ マ イ シ ン （ AM
C） お よ び 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） を 包 含 す る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
さ ら に 、 抗 体 は 、 与 え ら れ た 生 物 学 的 応 答 を 修 飾 す る 治 療 剤 ま た は 薬 物 部 分 に 結 合 さ せ る
こ と が で き る 。 治 療 剤 ま た は 薬 物 部 分 は 古 典 的 な 化 学 療 法 剤 に 限 定 さ れ る と 解 釈 さ れ る べ
き で は な い 。 例 え ば 、 該 薬 物 部 分 は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド で あ り う る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ
ス 外 毒 素 ま た は ジ フ テ リ ア 毒 素 の よ う な 毒 素 ； 腫 瘍 壊 死 因 子 、 α -イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN
-α ） 、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN-β ） 、 神 経 成 長 因 子 （ NGF） 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ P
DGF） 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー （ TPA） 、 ア ポ ト ー シ ス 剤 （ 例 え ば 、 TNF-α
、 TNF-β 、 AIM I（ PCT公 開 番 号 WO 97/33899に 開 示 さ れ て い る と お り ） ） 、 AIM II（ PCT公
開 番 号 WO 97/34911を 参 照 さ れ た い ） 、 Fasリ ガ ン ド （ Takahashiら , J. Iminunol., 6: 15
67-1574, 1994） お よ び VEGI（ PCT公 開 番 号 WO 99/23105） 、 血 栓 剤 ま た は 抗 血 管 新 生 剤 （
例 え ば 、 ア ン ジ オ ス タ チ ン ま た は エ ン ド ス タ チ ン ） の よ う な タ ン パ ク 質 ； あ る い は 例 え ば
リ ン ホ カ イ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1（ 「 IL-1」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ 「 IL-2
」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ 「 IL-6」 ） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 GM
-CSF」 ） お よ び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 G-CSF」 ） ） ま た は 増 殖 因 子 （ 例 え ば 、 成 長
ホ ル モ ン （ 「 GH」 ） ） の よ う な 生 物 応 答 調 節 剤 を 包 含 し う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
そ の よ う な 治 療 用 部 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る た め の 技 術 は 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Arno
nら , “ Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”  （
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeldら (編 ), 1985, pp. 243-56, Alan
 R. Liss, Inc.） ; Hellstromら ,“ Antibodies For Drug Delivery”  (Controlled Drug 
Delivery (2nd Ed.), Robinsonら (編 ), 1987, pp. 623-53, Marcel Dekker, Inc.); Thor
pe,“ Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”  (Monocl
onal Antibodies'84 : Biological And Clinical Applications, Pincheraら (編 ), 1985,
 pp. 475-506);“ Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use
 Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”  (Monoclonal Antibodies For Cancer 
Detection And Therapy, Baldwinら (編 ), 1985, pp. 303-16, Academic Press); お よ び T
horpeら , Immunol. Recombinant expression vector., 62: 119-58,1982を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ １ ５ 】
単 独 で 又 は 細 胞 傷 害 性 （ 細 胞 毒 性 ） 因 子 お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン と 共 に 投 与 さ れ る 、
治 療 用 部 分 に 結 合 し た 又 は 結 合 し て い な い 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 治 療 剤 と し て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
あ る い は 、 Segal, 米 国 特 許 第 4,676,980号 （ そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る

10

20

30

40

50

(39) JP 2005-501514 A 2005.1.20



こ と と す る ） に 記 載 の と お り 抗 体 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 さ せ る た め に 、 抗 体 を 二 次
抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
ま た 、 抗 体 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ は 標 的 抗 原 の 精 製 ま た は イ
ム ノ ア ッ セ イ に 特 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 固 体 支 持 体 は 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ク ロ リ ド ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン を 包
含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
5.4　
融 合 タ ン パ ク 質 は 標 準 的 な 組 換 え DNA技 法 ま た は 、 例 え ば ペ プ チ ド 合 成 機 の 使 用 に よ る タ
ン パ ク 質 合 成 技 法 に よ っ て 生 産 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 分 子 は 、 自 動 DNA合 成 機 を 含 む 従 来 の 技 法 で 合 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま
た 、 遺 伝 子 断 片 の PCR増 幅 を 、 2つ の 連 続 的 な 遺 伝 子 断 片 、 そ れ ら は 後 に ア ニ ー リ ン グ さ れ
再 増 幅 さ れ て キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 成 す る こ と が で き る が 、 そ れ ら の 遺 伝 子 断 片 の 間 に 相
補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ を 生 ず る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る (例 え ば 、 C
urrent Protocols in Molecular Biology, Ausubelら 編 , John Wiley & Sons, 1992を 参
照 せ よ )。 さ ら に 、 生 物 活 性 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 Fcド メ イ ン ま た は そ の フ ラ グ メ ン
ト を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し て そ の 生 物 活 性 分 子 が 定 常 ド メ イ ン ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト と イ ン フ レ ー ム で 連 結 す る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
抗 体 の 定 常 領 域 に ポ リ ペ プ チ ド を 融 合 さ せ る ま た は 結 合 さ せ る 方 法 は 当 業 界 で は 公 知 で あ
る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,336,603号 、 第 5,622,929号 、 第 5,359,046号 、 第 5,349,053号 、
第 5,447,851号 、 第 5,723,125号 、 第 5,783,181号 、 第 5,908,626号 、 第 5,844,095号 、 お よ
び 第 5,112,946号 ； EP307,434； EP367,166； EP394,827； PCT公 開 WO 91/06570、 WO 96/0438
8、 WO 96/22024、 WO 97/34631、 お よ び WO 99/04813； Ashkenaziら , Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 88:10535-10539, 1991； Trauneckerら , Nature, 331:84-86, 1988； Zhengら , J
. Immunol., 154:5590-5600, 1995； お よ び Vilら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:113
37-11341, 1992(こ れ ら は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ ２ ０ 】
生 物 活 性 分 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 当 業 者 で あ れ ば 入 手 で き る 情 報 の い か な る
も の か ら で も 得 る こ と が で き (例 え ば 、 Genbank、 文 献 か ら 、 ま た は 日 常 行 っ て い る よ う な
ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て )、 FcRnに 対 し て の 親 和 性 を 増 大 さ せ た 定 常 ド メ イ ン ま た は そ の フ
ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 技 法 を 用 い て 産 生 さ せ た
突 然 変 異 体 の 配 列 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き 、 ま た は Genbankも し く は 文 献 か ら 得
る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 、
す な わ ち 、 挿 入 さ れ た 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 の 転 写 と 翻 訳 の た め に 必 要 な エ レ メ
ン ト を 含 ん で い る ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 該 配 列 を
発 現 さ せ る た め に 、 種 々 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な
系 と し て は 限 定 は さ れ な い が 、 ウ イ ル ス (例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
他 )を 感 染 さ せ た 哺 乳 類 細 胞 系 ； ウ イ ル ス (例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )を 感 染 さ せ た 昆 虫 細
胞 系 ； 酵 母 ベ ク タ ー を 含 ん で い る 酵 母 な ど の 微 生 物 ； ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 DNA、
プ ラ ス ミ ド DNA、 も し く は コ ス ミ ド DNAで 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー の 発
現 エ レ メ ン ト は そ れ ら の 強 度 お よ び 特 異 性 が 様 々 で あ る 。 用 い る 宿 主 -ベ ク タ ー 系 に 応 じ
て 、 多 数 の 好 適 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト の う ち の い ず れ か 1つ を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ １ 】
融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 当 業 界 で 既 知 の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト の い
ず れ に よ っ て も 制 御 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御
す る た め に 用 い る こ と の で き る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 SV40初 期 プ ロ
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モ ー タ ー 領 域 (Bernoistと Chambon, Nature, 290:304-310, 1981)、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の
3'の 長 い 末 端 反 復 配 列 (long terminal repeat)中 に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー (Yamamotoら , C
ell, 22:787-797, 1980)、 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Wagnerら , Proc. Nat
l. Acad. Sci. U.S.A., 78:1441-1445, 1981)、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 調 節 配 列 (Brin
sterら , Nature, 296:39-42, 1982)、 テ ト ラ サ イ ク リ ン (Tet)プ ロ モ ー タ ー (Gossenら , Pr
oc. Nat. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551, 1995)； β -ラ ク タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Villa-
Kamaroffら , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 75:3727-3731, 1978)ま た は tacプ ロ モ ー
タ ー (DeBoerら , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:21-25, 1983； ま た 、 「 組 換 え 細 菌
由 来 の 有 用 な タ ン パ ク 質 (Useful proteins from recombinant bacteria)」 , Scientific 
American, 242:74-94, 1980を も 参 照 せ よ )な ど の 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー ； ノ パ リ ン シ ン セ
タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 領 域 (Herrera-Estrellaら , Nature, 303:209-213, 1983)ま た は カ リ
フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 35S RNA プ ロ モ ー タ ー (Gardnerら , Nucl. Acids Res., 9:2871
, 1981)、 お よ び 光 合 成 酵 素 で あ る リ ブ ロ ー ス 二 リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー (
Herrera-Estrellaら , Nature, 310:115-120, 1984)を 含 ん で い る 植 物 の 発 現 ベ ク タ ー ； GA
l 4 プ ロ モ ー タ ー 、 ADC(ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 )プ ロ モ ー タ ー 、 PGK(ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル
キ ナ ー ゼ )プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど の 酵 母 ま た は そ の 他
の 真 菌 由 来 の プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 、 な ら び に 下 記 の 動 物 の 転 写 制 御 領 域 (こ れ ら は 組
織 特 異 性 を 示 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 用 い ら れ て き た も の で あ る )： 膵 臓 腺 房 細 胞 (
pancreatic acinar cell)中 で 活 性 の あ る エ ラ ス タ ー ゼ I遺 伝 子 制 御 領 域 (Swiftら , Cell, 
38:639-646, 1984; Ornitzら , 50:399-409, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 1
986； MacDonald, Hepatology 7:425-515, 1987)； 膵 臓 β 細 胞 中 で 活 性 の あ る イ ン ス リ ン
遺 伝 子 制 御 領 域 (Hanahan, Nature 315:115-122, 1985)、 リ ン パ 系 細 胞 で 活 性 の あ る 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Grosschedlら , Cell, 38:647-658, 1984； Adamesら , Nature,
 318:533-538, 1985； Alexanderら , Mol. Cell. Biol., 7:1436-1444, 1987)、 精 巣 、 乳
房 、 リ ン パ 系 お よ び 肥 満 細 胞 で 活 性 の あ る マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス 制 御 領 域 (Lederら , Ce
ll, 45:485-495, 1986)、 肝 臓 で 活 性 の あ る ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Pinkertら , Genes
 and Devel., 1: 268-276, 1987)、 肝 臓 で 活 性 の あ る α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 制 御 領
域 (Krumlaufら , Mol. Cell. Biol., 5:1639-1648, 1985; Hammerら , Science, 235:53-58
, 1987)、 肝 臓 で 活 性 の あ る α 1-ア ン チ ト リ プ シ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Kelseyら , Genes and 
Devel., 1:161-171, 1987)、 骨 髄 性 細 胞 で 活 性 の あ る β -グ ロ ビ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Mogram
ら , Nature, 315:338-340, 1985; Kolliasら , Cell, 46:89-94, 1986; 脳 の 希 突 起 膠 細 胞
で 活 性 の あ る ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域 (Readheadら , Cell, 48:703-712,
 1987)； 骨 格 筋 で 活 性 の あ る ミ オ シ ン 軽 鎖 -2遺 伝 子 制 御 領 域 (Sani, Nature, 314:283-286
, 1985)； 神 経 細 胞 で 活 性 の あ る ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ (NSE)(Morelliら , Gen. Vir
ol., 80:571-83, 1999)； 神 経 細 胞 で 活 性 の あ る 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 (BDNF)遺 伝 子 制 御 領
域 (Tabuchiら , Biochem. Biophysic. Res. Comprising., 253:818-823, 1998)； 星 状 細 胞
で 活 性 の あ る グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク (glial fibrillary acidic protein： GFAP)プ ロ モ
ー タ ー (Gomesら , Braz. J. Med. Biol. Res., 32(5):619-631, 1999; Morelliら , Gen. V
irol., 80:571-83, 1999)、 な ら び に 視 床 下 部 で 活 性 の あ る ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン
遺 伝 子 制 御 領 域 (Masonら , Science, 234;1372-1378, 1986)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節
さ れ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に よ っ
て 調 節 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 形 態 に 従 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た プ
ロ モ ー タ ー 、 1つ 以 上 の 複 製 起 点 、 お よ び 任 意 で 1つ 以 上 の 選 択 マ ー カ ー (例 え ば 、 抗 生 物
質 耐 性 遺 伝 子 )を 含 ん で な る ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 で は 、 多 数 の ウ イ ル ス に 基 づ く 発 現 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア デ ノ ウ
イ ル ス が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 に は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は ア
デ ノ ウ イ ル ス 転 写 /翻 訳 制 御 複 合 体 、 例 え ば 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び 三 部 分 か ら な る (trip
artite)リ ー ダ ー 配 列 と 連 結 す る こ と が で き る 。 次 い で こ の キ メ ラ 遺 伝 子 を 、 in vitroま
た は in vivo組 換 え で ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム
の 非 必 須 領 域 (例 え ば 、 E1ま た は E3領 域 )中 へ 挿 入 す る と 、 感 染 し た 宿 主 中 で 生 存 可 能 で 、
か つ 抗 体 分 子 を 発 現 す る こ と が で き る 組 換 え ウ イ ル ス と な ろ う (Loganと Shenk, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 81:355-359, 1984を 参 照 せ よ )。 挿 入 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配
列 の 効 率 的 な 翻 訳 に は 、 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル も 必 要 で あ り う る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル に
は 、 ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 イ ン サ ー ト 全 体 の 翻 訳 を 確 実 に
行 う た め に は 、 該 開 始 コ ド ン は 所 望 の コ ー ド 配 列 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と 一 致 し て い な
け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 因 性 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び 開 始 コ ド ン は 、 種 々 の 起 源 の も
の と す る こ と が で き 、 天 然 お よ び 合 成 の い ず れ の も の と す る こ と も で き る 。 発 現 の 効 率 は
、 適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 そ の 他 を 含 ま せ る こ と に よ
っ て 増 強 す る こ と が で き る (Bitterら , Methods in Enzymol., 153:516-544, 1987を 参 照
さ れ た い )。
【 ０ １ ２ ５ 】
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の イ ン サ ー ト 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー は 、 次 の 3つ の
一 般 的 な ア プ ロ ー チ で 同 定 す る こ と が で き る ： (a)核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 (b)「 マ
ー カ ー 」 遺 伝 子 機 能 の 存 在 ま た は 不 在 、 お よ び (c)挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 。 第 1の ア プ ロ ー
チ で は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 の 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 は 、 そ の 融 合 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 と 相 同 な 配 列 を 含 ん で な る プ ロ ー ブ を 用 い て 核 酸 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 検 出 す る こ と が で き る 。 第 2の ア プ ロ ー チ で は 、 ベ ク タ ー 中 の 、
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 挿 入 に よ っ て 起 こ る 、 特 定 の 「 マ ー カ ー
」 遺 伝 子 機 能 (例 え ば 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 抗 生 物 質 耐 性 、 形 質 転 換 表 現 型 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス 封 入 体 形 成 、 そ の 他 )の 存 在 ま た は 不 在 に 基 づ い て 、 組 換 え ベ ク タ ー /宿 主 系 を
同 定 し 、 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 が そ の ベ ク タ ー の マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 内 に 挿 入 さ れ た 場 合 に は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 イ ン サ ー ト を 含 ん で い る 組 換 え 体 は マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 不 在 に よ っ
て 同 定 す る こ と が で き る 。 第 3の ア プ ロ ー チ で は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は そ の 組 換 え 体 に
よ っ て 発 現 さ れ た 遺 伝 子 産 物 (す な わ ち 、 融 合 タ ン パ ク 質 )を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 同
定 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 例 え ば 、 in vitroア ッ セ イ 系 で そ の 融 合 タ ン
パ ク 質 の 物 理 的 ま た は 機 能 的 性 質 、 例 え ば 抗 生 物 活 性 分 子 抗 体 と の 結 合 に 基 づ い て 行 う こ
と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
さ ら に 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る か 、 ま た は 所 望 の 特 異 的 様 式 で 遺 伝 子
産 物 を 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 特 定 の プ ロ モ ー
タ ー か ら の 発 現 を 特 定 の イ ン デ ュ ー サ ー を 存 在 さ せ て 増 大 さ せ る こ と が で き る ； こ の よ う
に 遺 伝 子 工 学 的 に 産 生 さ せ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 種
々 の 宿 主 細 胞 は 翻 訳 時 お よ び 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ と 修 飾 の た め の 特 徴 的 で 特 異 的 な 機 構
を 有 し て い る (例 え ば 、 糖 鎖 付 加 、 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 )。 発 現 さ れ る 外 来 タ ン パ ク 質 の
所 望 の 修 飾 と プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に 行 う た め に 、 適 切 な 細 胞 系 ま た は 宿 主 系 を 選 択 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 系 で 発 現 さ せ る と 糖 鎖 が 付 加 さ れ て い な い 産 物 が 産 生 さ れ る こ
と と な り 、 酵 母 で 発 現 さ せ る と 糖 鎖 が 付 加 さ れ た 産 物 が 産 生 さ れ る こ と と な ろ う 。 一 次 転
写 産 物 の 適 切 な プ ロ セ シ ン グ 、 遺 伝 子 産 物 の 糖 鎖 付 加 お よ び リ ン 酸 化 の た め の 細 胞 性 機 構
を 備 え て い る 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 と
し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 CHO、 VERY、 BHK、 HeLa、 COS、 MDCK、 293、 3T3、 WI38、 お よ
び 特 に 例 え ば 、 SK-N-AS、 SK-N-FI、 SK-N-DZヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 (Sugimotoら 、 J. Natl. Can
cer Inst., 73:51-57, 1984)、 SK-N-SHヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 (Biochim. Biophys. Acta, 704:
450-460, 1982)、 Daoyヒ ト 小 脳 髄 芽 腫 (Heら , Cancer Res., 52:1144-1148, 1992)、 DBTRG
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-05MG膠 芽 腫 細 胞 (Kruseら , 1992, In Vitro Cell. Dev. Biol., 28A:609-614, 1992)、 IM
R-32ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 (Cancer Res., 30:2110-2118, 1970)、 1321N1ヒ ト 星 状 細 胞 腫 (Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 74:4816, 1997)、 MOG-G-CCMヒ ト 星 状 細 胞 腫 (Br. J. Cancer, 4
9:269, 1984)、 U87MGヒ ト 膠 芽 腫 -星 状 細 胞 腫 (Acta Pathol. Microbiol. Scand., 74:465-
486, 1968)、 A172ヒ ト 膠 芽 腫 (Olopadeら , Cancer Res., 52:2523-2529, 1992)、 C6ラ ッ ト
神 経 膠 腫 細 胞 (Bendaら , Science, 161:370-371, 1968)、 Neuro-2aマ ウ ス 神 経 芽 細 胞 腫 (Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 65: 129-136, 1970)、 NB41A3マ ウ ス 神 経 芽 細 胞 腫 (Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 48:1184-1190, 1962)、 SCPヒ ツ ジ 脈 絡 叢 (Bolinら , J. Virol. Metho
ds, 48:211-221, 1994)、 G355-5, PG-4ネ コ 正 常 星 状 細 胞 (Haapalaら , J. Virol., 53:827
-833, 1985)、 Mpfフ ェ レ ッ ト 脳 (Trowbridgeら , In Vitro, 18:952-960, 1982)、 な ら び に
例 え ば ,CRL7030お よ び Hs578Bstな ど の CTX TNA2ラ ッ ト 正 常 大 脳 皮 質 (Radanyら , Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 89:6467-6471, 1992)な ど の 正 常 細 胞 系 な ど の 神 経 細 胞 系 が 挙 げ ら れ
る 。 さ ら に 、 種 々 の ベ ク タ ー /宿 主 発 現 系 が 異 な る 程 度 で プ ロ セ シ ン グ 反 応 に 影 響 を 及 ぼ
す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
長 期 に わ た り 高 収 率 で 組 換 え タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。
例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 性 の
複 製 起 点 を 含 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る よ り は む し ろ 、 宿 主 細 胞 を 適 切 な 発 現 制 御 エ
レ メ ン ト (例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 部 位 、 そ の 他 )に よ っ て 制 御 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ と 選 択 マ ー カ ー で 形 質 転 換 す る こ と
が で き る 。 外 来 DNAの 導 入 後 に 、 操 作 さ れ た 細 胞 を 1～ 2日 間 、 富 化 培 地 で 増 殖 さ せ 、 次 い
で 選 択 培 地 に 交 換 す る こ と が で き る 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド 中 の 選 択 マ ー カ ー は 選 択 に 対 す る
耐 性 を 付 与 し 、 細 胞 が そ の プ ラ ス ミ ド を 染 色 体 中 に 安 定 に 組 み 込 み 、 増 殖 し て 細 胞 増 殖 巣
を 形 成 し 、 次 い で そ れ が ク ロ ー ン 化 さ れ て 細 胞 系 へ と 拡 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法
は 、 区 別 し て 発 現 さ れ る か ま た は 経 路 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 系 を 操 作 す る た め
に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 操 作 さ れ た 細 胞 系 は 、 区 別 し て 発 現 さ れ た 、 ま
た は 経 路 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 の 内 在 性 の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び
評 価 に 特 に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
多 数 の 選 択 系 を 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wiglerら , Cell, 11:223, 1997)、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -グ
ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Szybalskaと Szybalski, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 48:2026, 1962)、 お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowyら , 
1980, Cell, 22:817)遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 そ れ ら の 遺 伝 子 は そ れ ぞ れ tk-、 hgprt-、 ま た は
aprt-細 胞 で 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 代 謝 拮 抗 物 質 耐 性 を 次 の 遺 伝 子 に つ い て の 選 択
に 基 づ い て 用 い る こ と も で き る ： dhfr、 こ れ は メ ト ト レ キ セ ー ト へ の 耐 性 を 付 与 す る (Wig
lerら , Natl. Acad. Sci. USA, 77:3567, 1980; O'Hareら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 78:1527, 1981)； gpt、 こ れ は ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る (Mulliganと Be
rg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:2072, 1981)； neo、 こ れ は ア ミ ノ グ リ コ シ ド G-418
に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る (Colberre-Garapinら , J. Mol. Biol., 150:1, 1981)； お よ び hy
gro、 こ れ は ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る (Santerreら , Gene, 30:147, 1984
)。
【 ０ １ ２ ９ 】
本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 組 換 え 発 現 に よ っ て 産 生 さ れ た 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 す
る 方 法 と し て 当 業 界 で 知 ら れ て い る 、 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば 、 イ オ ン 交 換 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 と り わ け プ ロ テ イ ン Aな ど の 特 異 的 抗 原 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 お よ
び サ イ ズ で 分 け る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )、 遠 心 分 離 、 示 差 溶 解 度 、 ま た は タ ン パ ク
質 を 精 製 す る た め の そ の 他 の 標 準 的 な 技 法 の い ず れ に よ っ て も 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
5.5.　
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本 発 明 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 症 状 を 予 防 、 治 療 、 ま た は 改 善 す る た め に 、 抗
体 を 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と を 含 む 、 抗 体 に 基 づ く
治 療 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 予 防 用 お よ び 治 療 用 化 合 物 は 、 限 定 は さ れ な い が 、 抗 体 、 お よ
び 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 抗 体 は 当 業 界 で は 公 知 の 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 製 薬
上 許 容 さ れ る 組 成 物 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 本 発 明 の 抗 体 は 、 疾 患 、 障 害 、
ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く
は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス 抗 原 と そ れ の
宿 主 細 胞 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 、 ま た は 防 止 す る 抗 体 を ウ イ ル ス 感 染 に 伴 う
1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 お よ び
最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ウ イ ル ス 抗 原 ま た は 細 菌
抗 原 が そ れ の 宿 主 細 胞 受 容 体 と 結 合 す る こ と を 、 該 抗 体 の 不 在 下 で の 抗 原 の そ れ の 宿 主 細
胞 受 容 体 と の 結 合 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少 な く
と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 5
0%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と も 30%、
少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 防 止 す る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い
て は 、 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 、 ウ イ ル ス 抗 原 ま た は 細 菌 抗 原 が そ れ の 宿 主 細 胞 受 容 体 と 結 合
す る こ と を 、 該 抗 体 の 不 在 下 で の 抗 原 の そ れ の 宿 主 細 胞 受 容 体 と の 結 合 と 比 較 し て 、 少 な
く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と
も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%
、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と も 30%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま
た は 少 な く と も 10%、 防 止 す る 。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体 は RSV感 染 を 治 療
ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ウ イ ル ス 抗 原 ま た は 細 菌 抗 原 が そ れ の 宿 主 受 容 体 と 結 合 す る こ と を 防 止 は し な い が 、 ウ イ
ル ス ま た は 細 菌 の 複 製 を 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 抗 体 は ま た 、 ウ イ ル ス 感 染 ま
た は 細 菌 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善 す る た め に 投 与 す る こ と も
で き る 。 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の 複 製 を 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 抗 体 の 能 力 は 、
本 明 細 書 に 記 載 の 技 法 ま た は そ の 他 の 当 業 界 で は 公 知 の 技 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 複 製 の 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は そ の 動 物 中 の ウ イ ル
ス 力 価 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 が ウ イ ル ス の 複 製 ま た は 細 菌 の 複 製 を 、 該 抗 体 の 不 在
下 で の ウ イ ル ス の 複 製 ま た は 細 菌 の 複 製 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少
な く と も 90%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く
と も 60%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 3
5%、 少 な く と も 30%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 阻 害 ま た は
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 の 組 み 合 わ せ が ウ イ ル ス の 複
製 ま た は 細 菌 の 複 製 を 、 該 抗 体 の 不 在 下 で の ウ イ ル ス の 複 製 ま た は 細 菌 の 複 製 と 比 較 し て
、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少
な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く
と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と も 30%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 2
0%、 ま た は 少 な く と も 10%、 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
抗 体 は ま た 、 癌 細 胞 の 増 殖 ま た は 転 移 を 防 止 、 阻 害 、 ま た は 低 下 さ せ る た め に も 用 い る こ
と が で き る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 が 癌 細 胞 の 増 殖 ま た は 転 移 を 、 該 抗 体 の
不 在 下 で の 増 殖 ま た は 転 移 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%
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、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少
な く と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く
と も 30%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 阻 害 ま た は 低 下 さ せ る
。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 癌 の 増 殖 ま た は 転 移 を 、 該 抗 体 の 不 在
下 で の 増 殖 ま た は 転 移 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少
な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く
と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と も 3
0%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 阻 害 ま た は 低 下 さ せ る 。 癌
の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 白 血 病 (例 え ば 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 お よ び 急 性 骨 髄
性 白 血 病 な ど の 急 性 白 血 病 )、 新 生 物 、 腫 瘍 (例 え ば 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 軟
骨 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 脊 索 腫 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、
滑 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ 腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 卵
巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 腺 癌
、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管 支 原 性 癌 、 腎 細 胞 癌 、 肝 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 癌 、 精 上 皮 腫 、 胎 児
性 癌 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 子 宮 頚 癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経
膠 腫 、 星 状 腫 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経 腫 、
乏 突 起 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 お よ び 網 膜 芽 細 胞 腫 )、 重 鎖 病 、 転 移 、 ま
た は 制 御 さ れ な い 細 胞 増 殖 を 特 徴 と す る 任 意 の 疾 患 ま た は 障 害 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
抗 体 は ま た 、 炎 症 性 障 害 を 有 す る 動 物 、 特 に 哺 乳 類 が 経 験 す る 炎 症 を 低 下 さ せ る た め に 用
い る こ と が で き る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 が 動 物 の 炎 症 を 、 該 抗 体 が 投 与 さ
れ な い と き の 動 物 の 炎 症 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、
少 な く と も 85%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な
く と も 50%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と
も 30%、 少 な く と も 25%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 低 下 さ せ る 。 別 の 1実 施
形 態 に お い て は 、 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 、 動 物 の 炎 症 を 、 該 抗 体 が 投 与 さ れ な い と き の 動 物
の 炎 症 と 比 較 し て 、 少 な く と も 99%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 85%、 少
な く と も 80%、 少 な く と も 75%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 50%、 少 な く
と も 45%、 少 な く と も 40%、 少 な く と も 45%、 少 な く と も 35%、 少 な く と も 30%、 少 な く と も 2
5%、 少 な く と も 20%、 ま た は 少 な く と も 10%、 低 下 さ せ る 。 炎 症 性 障 害 の 例 に は 、 限 定 は さ
れ な い が 、 関 節 リ ウ マ チ 、 脊 椎 関 節 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 お よ び 喘 息 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 炎 症 (ま た は 癌 )の 治 療 に 用 い ら れ る 抗 体 は 改 変 し た 抗 α v β 3

抗 体 、 好 ま し く は Vitaxin抗 体 で あ る (PCT公 開 WO 98/33919お よ び WO 00/78815(双 方 と も Hu
seら に よ る )を 参 照 す れ ば よ く 、 こ れ ら の 双 方 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み
入 れ る )。
【 ０ １ ３ ８ 】
抗 体 は ま た 、 移 植 片 の 拒 絶 反 応 を 防 止 す る た め に も 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は ま た 、 凝
血 塊 形 成 を 防 止 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 免 疫 応 答 の ア ゴ ニ ス ト と し て 機
能 す る 抗 体 も 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善
す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
1種 以 上 の 抗 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 1種 以 上 の 抗 体 を 体 内 で 局 所 的 に ま た は 全 身 的 に 、
治 療 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル も し く は キ
メ ラ 抗 体 、 ま た は リ ン ホ カ イ ン も し く は 造 血 性 成 長 因 子 (例 え ば IL-2、 IL-3、 お よ び IL-7
な ど )と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き 、 そ の 組 み 合 わ せ た も の は 、 例 え ば 、 そ の
抗 体 と 相 互 作 用 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 数 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る の に 役 立 つ 。 本 発 明 の
抗 体 は ま た 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル も し く は キ メ ラ 抗 体 、 ま た は リ ン ホ カ イ ン も し く は 造 血
性 成 長 因 子 (例 え ば IL-2、 IL-3、 お よ び IL-7な ど )と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き
、 そ の 組 み 合 わ せ た も の は 、 例 え ば 、 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る の に 役 立 つ 。 本 発 明 の 抗 体 は
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ま た 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る 1種 以 上 の 薬 剤 、 例 え ば 抗 癌 剤
、 抗 炎 症 剤 、 ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 な ど と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 癌 剤
の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 シ ス プ ラ チ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 タ
キ サ ン 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 (例 え ば 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 9-AC、 お よ び GG-211)
、 ゲ ム シ タ ビ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-FU)、 ロ イ コ
ボ リ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 テ モ ダ ー ル (temodal)、 お よ び タ キ ソ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 抗 ウ イ
ル ス 剤 の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 IFN-α 、 IFN-β 、 IFN-
γ )、 逆 転 写 酵 素 の 阻 害 剤 (例 え ば 、 AZT、 3TC、 D4T、 ddC、 ddI、 d4T、 3TC、 ア デ フ ォ ビ ル
、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、 デ ラ ビ ル ジ ン 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 ア バ カ ビ ル 、 お よ び そ の 他 の ジ デ オ キ シ
ヌ ク レ オ シ ド ま た は ジ デ オ キ シ フ ル オ ロ ヌ ク レ オ シ ド )、 リ バ ビ リ ン な ど の ウ イ ル ス mRNA
キ ャ ッ ピ ン グ の 阻 害 剤 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 な ど の プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 (例 え ば 、 ア
ン プ レ ナ ビ ル 、 イ ン ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 お よ び サ キ ナ ビ ル )、 ア ム
ホ テ リ シ ン B、 糖 タ ン パ ク プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 剤 と し て の カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン 、 イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 阻 害 剤 な ど の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 阻 害 剤 (例 え ば 、 ザ ナ
ミ ビ ル お よ び オ セ ル タ ミ ビ ル )、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 (例 え ば 、 カ ン プ ト テ シ ン お よ
び そ の 類 似 体 )、 ア マ ン タ ジ ン 、 お よ び リ マ ン タ ジ ン が 挙 げ ら れ る 。 抗 炎 症 剤 の 例 と し て
は 、 限 定 は さ れ な い が 、 COX-2阻 害 剤 (例 え ば 、 メ ロ キ シ カ ム 、 セ レ コ キ シ ブ 、 ロ フ ェ コ キ
シ ブ 、 フ ロ ス リ ド (flosulide)、 お よ び SC-58635、 な ら び に MK-966)、 イ ブ プ ロ フ ェ ン お よ
び イ ン ド メ タ シ ン な ど の 非 ス テ ロ イ ド 抗 炎 症 薬 、 な ら び に ス テ ロ イ ド (例 え ば 、 デ フ ラ ザ
コ ー ト 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 お よ び メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 動 物 に 投 与 さ れ る 抗 体 は そ の 動 物 と 同 一 種 の 種 起 源 の も の
ま た は 種 反 応 性 の も の で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 ヒ ト 抗 体 も し く
は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は 治 療 ま た は 予 防 の た め
に ヒ ト の 患 者 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 in vivoで の 半 減 期 が 延 長 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 受 動 免
疫 療 法 (治 療 ま た は 予 防 の い ず れ か の 目 的 で )で 用 い る こ と が で き る 。 半 減 期 が 延 長 さ れ て
い る の で 、 受 動 免 疫 療 法 ま た は 予 防 は 治 療 剤 の 投 与 を よ り 低 い 投 与 量 で 、 お よ び /ま た は
よ り 少 な い 頻 度 で 行 う こ と が で き 、 そ の 結 果 副 作 用 が よ り 少 な く 、 患 者 の コ ン プ ラ イ ア ン
ス が よ り 良 好 と な り 、 治 療 /予 防 に か か る 費 用 が よ り 低 く な る な ど が も た ら さ れ る 。 好 ま
し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 治 療 剤 /予 防 剤 は RSVと 結 合 す る 抗 体 、 例 え ば SYNAGIS(登 録
商 標 )ま た は そ の 他 の 抗 RSV抗 体 で あ る 。 そ の よ う な 抗 RSV抗 体 お よ び 投 与 方 法 に つ い て は
米 国 特 許 出 願 第 09/724,396号 お よ び 第 09/724,531号 に 開 示 さ れ て お り 、 双 方 と も 「 抗 RSV
抗 体 を 予 防 お よ び 治 療 の た め に 投 与 /投 薬 す る 方 法 (Methods of Administering/Dosing An
ti-RSV Antibodies For Prophylaxis and Treatment)」 と 題 さ れ た も の で 、 双 方 と も Youn
gら に よ り 、 2000年 11月 28日 に 出 願 さ れ 、 こ れ ら の 出 願 の 一 部 継 続 出 願 は そ れ ぞ れ Serial 

お よ び (弁 理 士 名 簿 番 号 は そ れ ぞ れ 10271-048お よ び 10271-047)で あ り 、 こ れ ら
も 「 抗 RSV抗 体 を 予 防 お よ び 治 療 の た め に 投 与 /投 薬 す る 方 法 (Methods of Administering/
Dosing Anti-RSV Antibodies For Prophylaxis and Treatment)」 と 題 さ れ 、 Youngら に よ
る も の で あ り 、 こ れ ら の 全 て は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る 。 ま た 、 上
記 の 第 5.1節 に 記 載 の 抗 RSV抗 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 動 物 に 投 与 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は そ の 動 物 と 同 一 種 の 種
起 源 の も の ま た は 種 反 応 性 の も の で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 ヒ ト
融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ヒ ト 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 治 療 ま た は 予 防 の た め に ヒ
ト の 被 験 者 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
5.6.　
本 発 明 は 融 合 タ ン パ ク 質 に 基 づ く お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 に 基 づ く 治 療 法 を 包 含 し 、 そ

10

20

30

40

50

(46) JP 2005-501514 A 2005.1.20

No.　  　  

融 合 タ ン パ ク 質 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 予 防 的 お よ び 治 療 的 使 用



の 治 療 法 は 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 症
状 を 予 防 、 治 療 、 ま た は 改 善 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト
に 投 与 す る こ と を 含 む も の で あ る 。 本 発 明 の 予 防 用 お よ び 治 療 用 化 合 物 に は 、 限 定 は さ れ
な い が 、 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 な ら び に コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 分 子 が 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 当 業 界 で は 公 知 の 、 ま
た は 本 明 細 書 に 記 載 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 組 成 物 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び
コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま
た は 改 善 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と が で
き る 。 さ ら に 、 免 疫 応 答 の ア ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は
改 善 す る た め に 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ５ 】
1種 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 体 内 で 局 所 的 に ま た は 全 身 的 に 、 治 療
剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は ま た 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル も し く は キ メ ラ 抗 体 、 ま た は リ ン ホ カ イ ン も し く は 造 血 性 成 長 因 子 (例 え ば I
L-2、 IL-3、 お よ び IL-7な ど )と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き 、 そ の 組 み 合 わ せ た
も の は 、 例 え ば 、 そ の 抗 体 と 相 互 作 用 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 数 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る
の に 役 立 つ 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル も し
く は キ メ ラ 抗 体 、 ま た は リ ン ホ カ イ ン も し く は 造 血 性 成 長 因 子 (例 え ば IL-2、 IL-3、 お よ
び IL-7な ど )と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き 、 そ の 組 み 合 わ せ た も の は 、 例 え ば
、 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る の に 役 立 つ 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は ま
た 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の 治 療 の た め に 用 い ら れ る 1種 以 上 の 薬 剤 、 例 え ば 抗 癌 剤 、
抗 炎 症 剤 、 ま た は 抗 ウ イ ル ス 剤 と 組 み 合 わ せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 癌 剤 の 例 と
し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 シ ス プ ラ チ ン 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 タ キ サ ン
、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 (例 え ば 、 CPT-11、 ト ポ テ カ ン 、 9-AC、 お よ び GG-211)、 ゲ ム
シ タ ビ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-FU)、 ロ イ コ ボ リ ン
、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 テ モ ダ ー ル 、 お よ び タ キ ソ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 抗 ウ イ ル ス 剤 の 例 と し て
は 、 限 定 は さ れ な い が 、 サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 IFN-α 、 IFN-β 、 IFN-γ )、 逆 転 写 酵 素 の
阻 害 剤 (例 え ば 、 AZT、 3TC、 D4T、 ddC、 ddI、 d4T、 3TC、 ア デ フ ォ ビ ル 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 、
デ ラ ビ ル ジ ン 、 ネ ビ ラ ピ ン 、 ア バ カ ビ ル 、 お よ び そ の 他 の ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド ま た は
ジ デ オ キ シ フ ル オ ロ ヌ ク レ オ シ ド )、 リ バ ビ リ ン な ど の ウ イ ル ス mRNAキ ャ ッ ピ ン グ の 阻 害
剤 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 な ど の プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 (例 え ば 、 ア ン プ レ ナ ビ ル 、 イ ン
ジ ナ ビ ル 、 ネ ル フ ィ ナ ビ ル 、 リ ト ナ ビ ル 、 お よ び サ キ ナ ビ ル )、 ア ム ホ テ リ シ ン B、 糖 タ ン
パ ク プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 剤 と し て の カ ス タ ノ ス ペ ル ミ ン 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ノ イ ラ
ミ ニ ダ ー ゼ 阻 害 剤 な ど の ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 阻 害 剤 (例 え ば 、 ザ ナ ミ ビ ル お よ び オ セ ル タ
ミ ビ ル )、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I阻 害 剤 (例 え ば 、 カ ン プ ト テ シ ン お よ び そ の 類 似 体 )、 ア マ ン
タ ジ ン 、 お よ び リ マ ン タ ジ ン が 挙 げ ら れ る 。 抗 炎 症 剤 の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、
COX-2阻 害 剤 (例 え ば 、 メ ロ キ シ カ ム 、 セ レ コ キ シ ブ 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 、 フ ロ ス リ ド 、 お よ
び SC-58635、 な ら び に MK-966)、 イ ブ プ ロ フ ェ ン お よ び イ ン ド メ タ シ ン な ど の 非 ス テ ロ イ
ド 抗 炎 症 薬 、 な ら び に ス テ ロ イ ド (例 え ば 、 デ フ ラ ザ コ ー ト 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 お よ び メ
チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
5.7.　
本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 ま た は 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与
す る こ と に よ る 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 お よ び 改
善 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト
分 子 、 ま た は 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 の 有
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効 量 を 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ る 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治
療 、 予 防 、 お よ び 改 善 す る 方 法 を も 提 供 す る 。 好 ま し い 1態 様 に お い て は 、 抗 体 ま た は 融
合 タ ン パ ク 質 も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 実 質 的 に 精 製 さ れ た も の で あ る (す な わ ち 、
そ の 効 果 を 制 限 す る 、 ま た は 望 ま し く な い 副 作 用 を 生 じ る 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い )。 特
定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 被 験 者 は 動 物 、 好 ま し く は 、 非 霊 長 類 (例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ
、 馬 、 猫 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト 、 そ の 他 )お よ び 霊 長 類 (例 え ば カ ニ ク イ ザ ル な ど の サ ル 、 お よ び
ヒ ト )な ど の 哺 乳 類 で あ る 。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 被 験 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
種 々 の 送 達 系 が 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト
分 子 を 投 与 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム
中 へ の 被 包 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 該 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と の
で き る 組 換 え 細 胞 、 受 容 体 介 在 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス (例 え ば 、 Wuと Wu, J. Biol. Chem.,
 262:4429-4432, 1987を 参 照 せ よ )、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は そ の 他 の ベ ク タ ー の
一 部 分 と し て の 核 酸 の 構 築 、 そ の 他 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 も し く は コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る 方 法 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 非 経 口
投 与 (例 え ば 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 お よ び 皮 下 )、 硬 膜 外 、 お よ び 粘 膜 (例 え
ば 、 鼻 腔 内 、 お よ び 経 口 経 路 )が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 、 融 合 タ
ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 医 薬 組 成 物 は 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 ま た は 皮 下 に 投 与
さ れ る 。 該 組 成 物 は い ず れ の 都 合 の よ い 経 路 に よ っ て も 、 例 え ば 、 注 入 ま た は ボ ー ラ ス 注
射 に よ り 、 上 皮 ま た は 粘 膜 皮 膚 の 内 腔 (lining)(例 え ば 、 口 腔 粘 膜 、 直 腸 お よ び 腸 粘 膜 、
そ の 他 )を 経 由 す る 吸 収 に よ り 投 与 す る こ と が で き 、 お よ び 他 の 生 物 活 性 剤 と と も に 投 与
す る こ と が で き る 。 投 与 は 全 身 的 ま た は 局 所 的 に 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 肺 へ の 投 与
も 、 例 え ば 吸 入 器 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー を 用 い て 、 エ ア ロ ゾ ル 化 剤 と と も に 製 剤 化 す る こ と
に よ っ て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,019,968号 、 第 5,985,320号 、 第 5,
985,309号 、 第 5,934,272号 、 第 5,874,064号 、 第 5,855,913号 、 第 5,290,540号 、 お よ び 第 4
,880,078号 ； な ら び に PCT公 開 No. WO 92/19244； WO 97/32572； WO 97/44013； WO 98/3134
6； お よ び WO 99/66903を 参 照 さ れ た い (こ れ ら の 各 々 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ
り 組 み 入 れ る )。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
分 子 、 ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 Alkermes AIR T M 肺 薬 剤 送 達 技 法 (Alkermes, Inc., Cambridge
, MA)を 用 い て 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 が 、 抗 体 、 融 合 タ ン パ
ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 量 を 表 示 し た ア ン プ ル ま た は サ シ ェ ッ ト (sachette)な
ど の 密 封 容 器 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ る こ と を も 提 供 す る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 抗 体
、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 乾 燥 し た 、 滅 菌 済 の 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た
は 水 非 含 有 濃 縮 物 を 含 む 密 封 容 器 と し て 供 給 さ れ 、 例 え ば 水 ま た は 生 理 食 塩 水 を 用 い て 被
験 者 へ の 投 与 に 適 し た 濃 度 と な る よ う に 再 構 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 抗 体 、
融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 乾 燥 し た 滅 菌 済 の 凍 結 乾 燥 粉 末 と し て 、 密
封 容 器 中 に 入 れ た 形 で 、 少 な く と も 5mg、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 10mg、 少 な く と も 15m
g、 少 な く と も 25mg、 少 な く と も 35mg、 少 な く と も 45mg、 少 な く と も 50mg、 ま た は 少 な く
と も 75mgの 単 位 投 与 量 で 供 給 さ れ る 。 そ の 凍 結 乾 燥 し た 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は そ の 元 の 容 器 に お い て 2～ 8℃ の 間 で 保 存 さ れ る べ き で 、 そ の 抗 体 、 融
合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 再 構 成 後 12時 間 以 内 に 、 好 ま し く は 6時 間 以
内 、 5時 間 以 内 、 3時 間 以 内 、 ま た は 1時 間 以 内 に 投 与 す べ き で あ る 。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に
お い て は 、 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 液 状 の 形 態 で 抗 体 、 融
合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 量 お よ び 濃 度 を 表 示 し た 密 封 容 器 で 供 給 さ れ
る 。 好 ま し く は 、 そ の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 液 状 の 形 態 は
、 密 封 容 器 に お い て 少 な く と も 1mg/mL、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 2.5mg/mL、 少 な く と も
5mg/mL、 少 な く と も 8mg/mL、 少 な く と も 10mg/mL、 少 な く と も 15mg/kg、 ま た は 少 な く と も
25mg/mLで 供 給 さ れ る 。
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【 ０ １ ４ ９ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 治 療 を 必 要 と す る 領 域 に 局 所 的 に 投
与 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る ： こ の こ と は 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 局 所
注 入 に よ り 、 注 射 に よ り 、 ま た は イ ン プ ラ ン ト に よ り 達 成 す る こ と が で き 、 そ の イ ン プ ラ
ン ト は シ ア ラ ス テ ィ ッ ク (sialastic)膜 な ど の 膜 を 含 む 多 孔 性 、 非 多 孔 性 、 も し く は ゼ ラ
チ ン 状 材 料 、 ま た は 繊 維 で あ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る 場 合
に は 、 そ の 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 が 吸 収 し な い 材 料 を 用 い る こ と に 気 を 配 ら な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 組 成 物 は 小 胞 中 、 と り わ け リ ポ ソ ー ム 中 に 入 れ て 送 達 す る
こ と が で き る (Langer, Science, 249:1527-1533, 1990; Treatら , 「 感 染 性 疾 患 と 癌 の 治
療 に お け る リ ポ ソ ー ム (Liposomes in the Therapy of Infectious Disease adn Cancer)
」 中 , Lopez-Beresteinと Fidler(編 ), Liss, New York, pp.353-365(1989); Lopez-Beres
tein, 同 書 , pp.317-327を 参 照 せ よ ； 一 般 的 に は 同 書 を 参 照 せ よ )。
【 ０ １ ５ １ 】
ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 組 成 物 は 制 御 放 出 ま た は 徐 放 性 系 で 送 達 す る こ と が で
き る 。 1種 以 上 の 抗 体 、 ま た は 1種 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 徐 放 性 製 剤 を 生 産 す
る た め に 、 当 業 者 に は 公 知 の い ず れ の 技 法 も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
526,938号 ； PCT公 開  WO 91/05548； PCT公 開  WO 96/20698； Ningら ,「 徐 放 性 ゲ ル を 用 い る
ヒ ト 結 腸 癌 異 種 移 植 片 の 腫 瘍 内 放 射 免 疫 療 法 (Intratumoral Radioimmunotheraphy of a H
uman Colon Cancer Xenograft Using a Sustained-Release Gel)」 , Radiotherapy & Onc
ology, 39:179-189, 1996; Songら ,「 長 期 間 循 環 す る エ マ ル ジ ョ ン の 抗 体 が 介 在 す る 肺 へ
の タ ー ゲ テ ィ ン グ (Antibody Mediated Lung Targeting of Long-Circulating Emulsions)
」 , PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology, 50:372-397, 1995; Cleek
ら ,「 心 臓 血 管 系 へ の 適 用 の た め の bFGF抗 体 用 の 生 物 分 解 性 ポ リ マ ー 担 体 (Biodegradable 
Polymeric Carriers for a bFGF Antibody for Cardiovascular Application)」 , Pro. I
ntl. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater., 24:853-854, 1997; お よ び Lamら , 「 局 所 へ
の 送 達 の た め の 組 換 え ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 (Microencapsulat
ion of Recombinant Humanized Monoclonal Antibody for Local Delivery)」 , Proc. In
t'l. Symp. Control Rel. Bioact. Mater., 24:759-760, 1997を 参 照 さ れ た い (こ れ ら の
各 々 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )。 1実 施 形 態 に お い て は 、 制 御 放 出
系 に ポ ン プ を 用 い る こ と が で き る (Langer, 上 述 の 文 献 ; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed
. Eng., 14:20, 1987; Buchwaldら , Surgery, 88:507, 1980; お よ び Saudekら , N. Engl.
 J. Med., 321:574, 1989を 参 照 せ よ )。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン
パ ク 質 の 制 御 放 出 を 達 成 す る た め に ポ リ マ ー 材 料 を 用 い る こ と が で き る (例 え ば 、 「 制 御
放 出 の 医 学 的 応 用 (Medical Applications of Controlled Release)」 , Langerと Wise(編 )
, CRC Pres., Boca Raton, Florida(1974); 「 制 御 さ れ た 薬 剤 バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー
、 製 剤 の デ ザ イ ン と 性 能 (Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and 
Performance)」 , Smolenと Ball(編 ), Wiley, New York(1984); Rangerと Peppas, J. Macr
omol. Sci. Rev. Macromol. Chem., 23:61, 1983を 参 照 さ れ た い ; ま た 、 Levyら , Scienc
e, 228:190, 1985; Duringら , Ann. Neurol., 25:351, 1989; Howardら , J. Neurosurg.,
 71:105, 1989); 米 国 特 許 第 5,679,377号 ; 米 国 特 許 第 5,916,597号 ; 米 国 特 許 第 5,912,01
5号 ; 米 国 特 許 第 5,989,463号 ; 米 国 特 許 第 5,128,326号 ;PCT公 開 No. WO 99/15154; お よ び
PCT公 開 No. WO 99/20253を も 参 照 せ よ )。 ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 制 御 放 出 系 を 治
療 の 標 的 (例 え ば 肺 )の 近 傍 に 置 く こ と が で き 、 そ う す る こ と に よ っ て 全 身 投 与 量 の ご く 一
部 し か 必 要 と し な い こ と と な る (例 え ば 、 Goodson, 「 制 御 放 出 の 医 学 的 応 用 (Medical App
lications of Controlled Release)」 中 , 上 述 の 文 献 , 第 2巻 , pp.115-138(1984)を 参 照
せ よ )。
【 ０ １ ５ ２ 】
そ の 他 の 制 御 放 出 系 に つ い て は Langerに よ る 総 説 (Science, 249:1527-1533, 1990)に 述 べ
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ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 の 組 成 物 が 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 特 定 の 1実 施 形 態 に
お い て は 、 そ の 核 酸 を 適 切 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ を 細 胞 内 に 入 る
よ う に 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (米 国 特 許 第 4,980,286号 を 参 照 せ よ )に よ っ て
、 ま た は 直 接 注 入 に よ っ て 、 ま た は 微 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト (microparticle bombardment
)(例 え ば 、 遺 伝 子 銃 ； Biolistic, Dupont)、 ま た は 脂 質 も し く は 細 胞 表 面 受 容 体 も し く は
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 剤 を 用 い た コ ー テ ィ ン グ を 用 い て 、 ま た は 核 内 に 入 る こ と が 知 ら れ て い
る ホ メ オ ボ ッ ク ス 様 ペ プ チ ド と 連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て (例 え ば 、 Joliotら , Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 88:1864-1868, 1991)、 そ の 他 で 投 与 す る こ と に よ っ て 、 そ れ
が コ ー ド す る 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 促 進 す る た め に in vivoで 投 与 す る こ と
が で き る 。 あ る い は ま た 、 核 酸 を 細 胞 内 に 導 入 し 、 相 同 組 換 え に よ っ て 発 現 の た め に 宿 主
細 胞 の DNA中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 医 薬 組 成 物 を も 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま
た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 予 防 上 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含
ん で な る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 連 邦 政 府
ま た は 州 政 府 の 薬 事 当 局 に よ っ て 承 認 さ れ て い る こ と 、 ま た は 米 国 薬 局 方 、 も し く は 動 物
、 よ り 特 に は ヒ ト に 用 い る た め の 一 般 的 に 認 め ら れ た 他 の 薬 局 方 に 挙 げ ら れ て い る こ と を
意 味 す る 。 「 担 体 」 と い う 用 語 は 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト (例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 お よ び 不
完 全 ア ジ ュ バ ン ト )、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 鉱 物 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン な ど の 界 面 活 性
物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 多 価 陰 イ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ ー
ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 な ら び に 、 BCG(カ ル メ ッ ト -ゲ ラ ン 杆
菌  (Bacille Calmette-Guerin))お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル バ ム (Corynebacterium 
parvum)な ど の ヒ ト に 有 用 な も の と な り う る ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は 該 治 療 剤 と と
も に 投 与 さ れ る ビ ヒ ク ル (vehicle)を 意 味 す る 。 そ の よ う な 製 薬 上 の 担 体 は 水 お よ び 油 な
ど の 無 菌 の 液 体 と す る こ と が で き る 。 そ の 油 に は 、 落 花 生 油 、 大 豆 油 、 鉱 油 、 ご ま 油 、 お
よ び 類 似 の も の な ど の 、 石 油 、 動 物 、 植 物 、 ま た は 合 成 物 起 源 の も の が 含 ま れ る 。 該 医 薬
組 成 物 が 静 脈 内 に 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 水 が 好 ま し い 担 体 で あ る 。 生 理 食 塩 水 溶 液 な ら び
に 水 性 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び グ リ セ ロ ー ル 溶 液 も 、 特 に 注 射 用 溶 液 の た め の 液 状 担 体 と
し て 用 い る こ と が で き る 。 好 適 な 製 薬 用 賦 形 剤 に は 、 デ ン プ ン 、 ブ ド ウ 糖 、 乳 糖 、 シ ョ 糖
、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 イ ネ 、 小 麦 粉 、 チ ョ ー ク 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 モ
ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ ロ ー ル 、 タ ル ク 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ
ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び 類 似 の も の が 含 ま れ る 。 所 望 に よ り 、 ま た
該 組 成 物 は 少 量 の 湿 潤 剤 も し く は 乳 化 剤 、 ま た は pH緩 衝 剤 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の
組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 粉 末 、 徐 放 性 製 剤 、
お よ び 類 似 の も の の 形 態 を 取 る こ と が で き る 。 経 口 製 剤 に は 、 医 薬 品 等 級 の マ ン ニ ト ー ル
、 乳 糖 、 デ ン プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム サ ッ カ リ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 炭
酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 標 準 的 な 担 体 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 好 適 な 製 薬 用 担 体 の 例 に つ
い て は 「 レ ミ ン ト ン の 製 薬 科 学 (Remington's Pharmaceutical Sciences)」 (E. W. Martin
に よ る )中 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 抗 体 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 ま
た は 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 予 防 上 ま た は 治 療 上 有 効 な 量 を 、 好 ま
し く は 精 製 さ れ た 形 態 で 、 好 適 な 量 の 担 体 と 共 に 含 有 さ せ て 、 患 者 へ の 適 切 な 投 与 の た め
の 形 態 が 提 供 さ れ る こ と と な ろ う 。 そ の 製 剤 は 投 与 様 式 に 適 し た も の で な け れ ば な ら な い
。
【 ０ １ ５ ５ 】
好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 組 成 物 は ヒ ト へ の 静 脈 内 投 与 に 適 合 し た 医 薬 組 成 物 と
し て 慣 例 の 方 法 に 従 っ て 製 剤 化 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 無 菌 で 等 張
の 水 性 バ ッ フ ァ ー 中 の 溶 液 で あ る 。 必 要 に 応 じ て 、 該 組 成 物 は ま た 、 可 溶 化 剤 お よ び リ グ
ノ カ イ ン な ど の 局 所 麻 酔 剤 を 注 射 部 位 の 疼 痛 を 軽 減 す る た め に 含 む こ と が で き る 。
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【 ０ １ ５ ６ 】
通 常 は 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 は 別 々 に ま た は 一 緒 に 混 合 し て 単 位 剤 形 で 、 例 え ば 、 乾 燥
し た 凍 結 乾 燥 粉 末 、 ま た は 無 水 の 濃 縮 物 と し て 活 性 物 質 の 量 を 表 示 し た ア ン プ ル ま た は サ
シ ェ ッ ト な ど の 密 封 容 器 で 供 給 さ れ る 。 該 組 成 物 が 注 入 で 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 組 成 物 を
無 菌 の 医 薬 品 等 級 の 水 ま た は 生 理 食 塩 水 を 含 有 し て い る 注 入 ボ ト ル に 調 剤 す る こ と が で き
る 。 該 組 成 物 が 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 無 菌 の 注 射 用 水 ま た は 生 理 食 塩 水 の ア
ン プ ル を 提 供 し て 、 そ の 成 分 が 投 与 前 に 混 合 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 中 性 の ま た は 塩 の 形 態 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 製 薬 上 許 容 さ れ
る 塩 は 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 そ の 他 に 由 来 す る 陰 イ オ ン と と も に 形
成 さ れ る も の 、 お よ び ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 鉄 、 イ
ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 2-エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ
イ ン 、 そ の 他 に 由 来 す る 陽 イ オ ン と と も に 形 成 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善 す る た め に 有 効
な も の と な ろ う 本 発 明 の 組 成 物 の 量 は 標 準 的 な 臨 床 技 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
そ の 製 剤 で 用 い ら れ る 正 確 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 、 被 験 者 の 年 齢 、 お よ び 疾 患 、 障 害 、 ま
た は 感 染 の 重 篤 度 に 依 存 し 、 開 業 医 の 判 断 お よ び 各 患 者 の 状 況 に 従 っ て 定 め ら れ る べ き で
あ る 。 有 効 量 は in vitroま た は 動 物 モ デ ル (例 え ば 、 コ ッ ト ン ラ ッ ト ま た は カ ニ ク イ ザ ル )
で の 試 験 系 か ら 導 か れ た 用 量 -応 答 曲 線 を 外 挿 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る 、 治 療 上 ま た は 予 防 上 有 効 な 投 与 量 は 、
体 重 1kgあ た り 約 0.001～ 50mg、 好 ま し く は 約 0.01～ 25mg/kg体 重 、 よ り 好 ま し く は 約 0.1～
20mg/kg体 重 、 お よ び さ ら に よ り 好 ま し く は 約 1～ 10mg/kg体 重 、 2～ 9mg/kg体 重 、 3～ 8mg/k
g体 重 、 4～ 7mg/kg体 重 、 ま た は 5～ 6mg/kg体 重 の 範 囲 で あ る 。 抗 体 に つ い て は 、 被 験 者 に
投 与 さ れ る 、 治 療 上 ま た は 予 防 上 有 効 な 投 与 量 は 、 典 型 的 に は 被 験 者 の 体 重 1kgあ た り 0.1
～ 200mgで あ る 。 好 ま し く は 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る 投 与 量 は 、 被 験 者 の 体 重 1kgあ た り 0.1m
g～ 20mgで あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 被 験 者 に 投 与 さ れ る 投 与 量 は 、 被 験 者 の 体 重 1kgあ た り
1mg～ 10mgで あ る 。 し か し 、 そ の 投 与 量 は 、 そ の 分 子 の in vivoで の 半 減 期 が ど の 程 度 増 大
さ れ て い る か に 依 存 す る だ ろ う 。 通 常 は 、 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 他 種 か
ら 得 た 融 合 タ ン パ ク 質 の 抗 体 よ り も 外 来 ポ リ ペ プ チ ド へ の 免 疫 応 答 の た め に ヒ ト の 体 内 で
の 半 減 期 が よ り 長 い 。 従 っ て 、 ヒ ト 抗 体 ま た は ヒ ト 融 合 タ ン パ ク 質 で は よ り 少 な い 投 与 量
で 投 与 頻 度 を よ り 少 な く す る こ と が 可 能 で あ る こ と が し ば し ば あ る 。 さ ら に 、 抗 体 、 融 合
タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 投 与 の 投 与 量 と 頻 度 は ま た 、 例 え ば 脂 質 化 な ど
の 改 変 に よ っ て 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み と 組 織 へ の 浸 透 (例 え ば 肺 へ の )を
増 大 さ せ る こ と に よ っ て 、 低 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 治 療 上 ま た は 予 防 上 有 効 な 量 を 用 い
る 被 験 者 の 治 療 に は 、 単 一 治 療 、 ま た は 好 ま し く は 、 一 連 の 治 療 を 含 む こ と が で き る 。 好
ま し い 1例 に お い て は 、 被 験 者 は 、 約 0.1～ 30mg/kg体 重 の 範 囲 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、
ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 用 い て 、 1週 間 に 1回 で 約 1～ 10週 間 、 好 ま し く は 2～ 8週 間 、
よ り 好 ま し く は 約 3～ 7週 間 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 4、 5、 ま た は 6週 間 治 療 さ れ る 。 他
の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 1日 1回 、 1日 2回 、 ま た は 1日 3回 投 与 さ れ る 。 他
の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 週 1回 、 週 2回 、 2週 間 に 1回 、 月 に 1回 、 6
週 間 毎 に 1回 、 2ヶ 月 毎 に 1回 、 年 に 2回 、 ま た は 年 1回 投 与 さ れ る 。 ま た 治 療 に 用 い る 抗 体
、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 有 効 投 与 量 は 特 定 の 治 療 経 過 に わ た っ て
増 加 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ６ １ 】
5.7.1.　
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い る
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核 酸 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 治 療 、 予 防 、 ま た は 改 善 す る た
め に 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 と は 、 被 験 者 に 発 現 さ れ た 、
ま た は 発 現 し う る 核 酸 を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 治 療 法 を 意 味 す る 。 本 発 明 の こ の
実 施 形 態 に お い て は 、 該 核 酸 は そ れ が コ ー ド す る 、 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 介 在 す る 抗 体 ま
た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
当 業 界 で 利 用 可 能 な 遺 伝 子 治 療 の 方 法 の い ず れ も 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と が で き る 。 代
表 的 な 方 法 を 下 記 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
遺 伝 子 治 療 の 方 法 に 関 し て の 一 般 的 な 概 説 は 、 Goldspielら , Clinical Pharmacy, 12:488
-505, 1993; Wuと Wu, Biotherapy, 3:87-95, 1991; Tolstoshev, Ann. Rev. Pharmacol. 
Toxicol., 32:573-596, 1993; Mulligan, Science, 260:926-932, 1993; お よ び Morganと
Anderson, Ann. Rev. biochem., 62:191-217, 1993; TIBTECH 11(5):155-215, 1993を 参
照 せ よ 。 用 い る こ と の で き る 、 組 換 え DNA技 術 の 当 業 界 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 に つ
い て は 、 Ausubelら (編 ), 「 分 子 生 物 学 の 今 日 の プ ロ ト コ ー ル (Current Protocols in Mol
ecular Biology)」 , John Wiley & Sons, NY(1993); お よ び Kriegler, 「 遺 伝 子 導 入 と 発
現 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル (Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual)」 , Stock
ton Press, NY(1990)に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
好 ま し い 1態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で な り 、 そ
の 核 酸 は 好 適 な 宿 主 中 で 該 抗 体 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 で あ る 。 特 に 、 そ の よ う な
核 酸 は プ ロ モ ー タ ー を 有 し て お り 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は 好 ま し く は 異 種 プ ロ モ ー タ ー で 、
機 能 的 に 抗 体 を コ ー ド す る 領 域 と 連 結 さ れ 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 ま た は 構 成 的 な も
の で あ り 、 ま た 、 任 意 で 、 組 織 特 異 的 な も の で あ る 。 別 の 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、
抗 体 を コ ー ド す る 配 列 お よ び そ の 他 の 所 望 の 配 列 を ゲ ノ ム 中 の 所 望 の 部 位 で の 相 同 組 換 え
を 促 進 す る 領 域 と 隣 接 さ せ た 核 酸 分 子 が 用 い ら れ て 、 従 っ て 、 そ の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸
の 染 色 体 内 で の 発 現 が 提 供 さ れ る (Kollerと Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:
8932-8935, 1989; お よ び Zijlstraら , Nature, 342:435-438, 1989)。
【 ０ １ ６ ５ 】
別 の 好 ま し い 1態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は ,融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含
ん で な り 、 そ の 核 酸 は 好 適 な 宿 主 中 で そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部
で あ る 。 特 に 、 そ の よ う な 核 酸 は プ ロ モ ー タ ー を 有 し て お り 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は 好 ま し
く は 異 種 プ ロ モ ー タ ー で 、 機 能 的 に 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 領 域 と 連 結 さ れ 、 そ の プ
ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 ま た は 構 成 的 な も の で あ り 、 ま た 、 任 意 で 、 組 織 特 異 的 な も の で あ る
。 別 の 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 お よ び そ の 他 の 所
望 の 配 列 を ゲ ノ ム 中 の 所 望 の 部 位 で の 相 同 組 換 え を 促 進 す る 領 域 と 隣 接 さ せ た 核 酸 分 子 が
用 い ら れ て 、 従 っ て 、 そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 染 色 体 内 で の 発 現 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
被 験 者 へ の そ の 核 酸 の 送 達 は 、 直 接 的 に 、 そ の 場 合 に は 被 験 者 は そ の 核 酸 ま た は 核 酸 担 持
ベ ク タ ー に 直 接 的 に 暴 露 さ れ る こ と と な る が 、 ま た は 間 接 的 に 、 そ の 場 合 に は 細 胞 は ま ず
そ の 核 酸 で in vitroで 形 質 転 換 さ れ 、 次 い で 被 験 者 内 に 移 植 さ れ る こ と と な る 。 こ れ ら の
2種 類 の ア プ ロ ー チ は そ れ ぞ れ 、 in vivo、 ま た は ex vivo遺 伝 子 治 療 法 と し て 知 ら れ て い
る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 核 酸 配 列 は 直 接 的 に 、 in vivoで 、 そ れ が コ ー ド す る 産 物
を 産 生 す る た め に 発 現 す る と こ ろ へ 投 与 さ れ る 。 こ の こ と は 当 業 界 で 公 知 の 多 数 の 方 法 の
い ず れ に よ っ て も 達 成 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 そ の 核 酸 配 列 を 適 切 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー
の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ ら が 細 胞 内 と な る よ う に 投 与 す る こ と に よ り 、 そ の 投 与 は 例 え
ば 、 欠 陥 の あ る 、 ま た は 弱 毒 化 し た レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用
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い た 感 染 (米 国 特 許 第 4,980,286号 を 参 照 せ よ )、 ま た は 裸 の Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 注 射 、 ま た は 微
粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト (例 え ば 、 遺 伝 子 銃 ； Biolistic, Dupont)、 ま た は 脂 質 も し く は 細
胞 表 面 受 容 体 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 剤 を 用 い た コ ー テ ィ ン グ 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 、
も し く は マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ の 被 包 、 ま た は 核 内 に 入 る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド と
連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 、 受 容 体 介 在 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス (例 え ば 、 Wuと Wu, J
. Biol. Chem., 262:4429-4432, 1987を 参 照 せ よ ) (こ の 方 法 は 受 容 体 を 特 異 的 に 発 現 し
て い る 細 胞 の タ イ プ を 標 的 と す る た め に 用 い る こ と が で き る )に 対 す る リ ガ ン ド 対 象 物 と
連 結 し て 投 与 す る こ と に よ る な ど で あ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 核 酸 -リ ガ ン ド 複 合
体 を 形 成 さ せ る こ と が で き 、 そ の 複 合 体 中 で は リ ガ ン ド は エ ン ド ソ ー ム を 破 壊 す る た め の
膜 融 合 性 ウ イ ル ス ペ プ チ ド を 含 み 、 そ れ に よ っ て 該 核 酸 が リ ソ ソ ー ム に よ る 分 解 を 避 け る
こ と が で き る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 in vivoで の 細 胞 特 異 的 取 り 込 み 及 び 発 現 の た
め に 、 特 異 的 受 容 体 を 標 的 と す る こ と に よ っ て 、 そ の 核 酸 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で
き る (例 え ば 、 PCT公 開 WO 92/06180; WO 92/22635; WO 92/20316; WO 93/14188; WO 93/20
221を 参 照 せ よ )。 あ る い は ま た 、 該 核 酸 を 細 胞 内 に 導 入 し 、 宿 主 細 胞 の DNA内 に 発 現 の た
め に 相 同 組 換 え に よ っ て 組 み 込 ま せ る こ と が で き る (Kollerと Smithies, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 86:8932-8935, 1989; お よ び Zijlstraら , Nature, 342:435-438, 1989)。
【 ０ １ ６ ８ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 を 含
ん で い る ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と
が で き る (Millerら , Meth. Enzymol., 217:581-599, 1993を 参 照 せ よ )。 こ れ ら の レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 正 し い パ ッ ケ ー ジ ン グ と 宿 主 細 胞 DNA中 へ の 組 み 込
み の た め に 必 要 な コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 ん で い る 。 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る 抗 体 ま た は 融 合
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 1種 以 上 の ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き 、
そ れ に よ っ て そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 被 験 者 内 へ の 送 達 を 容 易 に す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー に 関 す る よ り 詳 細 な 説 明 は Boesenら , Biotherapy, 6:291-302, 1994に 見 つ け る こ
と が で き 、 こ の 文 献 は 、 造 血 幹 細 胞 を 化 学 療 法 に 対 し て よ り 耐 性 な も の と す る た め に mdr 
1遺 伝 子 を 造 血 幹 細 胞 に 送 達 す る た め の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 記 載 す る 。 遺 伝
子 治 療 で の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 に つ い て 説 明 し て い る 他 の 参 照 文 献 と し て は 、
次 の も の が あ る ： Clowesら , J. Clin. Invest., 93:644-651, 1994; Kleinら , Blood 83:
1467-1473, 1994; Salmonsと Gunzberg, Human Gene Therapy, 4:129-141, 1993; お よ び G
rossmanと Wilson, Curr. Opin. in Genetics and Devel., 3:110-114, 1993。
【 ０ １ ６ ９ 】
ア デ ノ ウ イ ル ス は 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と の で き る 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 ア デ ノ
ウ イ ル ス は 呼 吸 上 皮 へ の 遺 伝 子 の 送 達 の た め に は 特 に 魅 力 的 な ビ ヒ ク ル で あ る 。 ア デ ノ ウ
イ ル ス は 自 然 状 態 で 呼 吸 上 皮 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 度 の 疾 患 を 引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
に 基 づ く 送 達 系 の 他 の 標 的 と し て は 、 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 筋 肉 が あ る 。
ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き る と い う 利 点 を 有 す る 。 Kozarskyと
Wilson, Current Opinion in Genetics and Development, 3:499-503, 1993は 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 に つ い て の 概 説 を 示 す 。 Boutら , Human Gene Therapy, 5:3-10
, 1994は ア カ ゲ ザ ル の 呼 吸 上 皮 へ の 遺 伝 子 の 導 入 の た め の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用
を 実 証 し た 。 遺 伝 子 治 療 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス の 使 用 の 他 の 例 に つ い て は 、 次 の 文 献 中
に 見 る こ と が で き る ： Rosenfeldら 、 Science, 252:431-434, 1991; Rosenfeldら , Cell, 
68:143-155, 1992; Mastrangeliら , J. Clin. Invest., 91:225-234, 1993; PCT公 開  WO 
94/12649; お よ び Wangら , Gene Therapy, 2:775-783, 1995。 好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て
は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
ま た ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス (AAV)は 、 遺 伝 子 治 療 で の 使 用 が 提 案 さ れ て い る (例 え ば 、 Walsh
ら , Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 204:289-300, 1993、 お よ び 米 国 特 許 第 5,436,146号 を
参 照 せ よ )。
【 ０ １ ７ １ 】
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遺 伝 子 治 療 の 別 の ア プ ロ ー チ に は 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 介
在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 な ど の 方 法 に よ る 組 織 培 養 中 の 細 胞 へ の 遺
伝 子 の 導 入 が 含 ま れ る 。 通 常 は 、 そ の 導 入 方 法 に は 、 そ の 細 胞 へ の 選 択 マ ー カ ー の 導 入 が
含 ま れ る 。 次 い で 、 そ の 細 胞 を 選 択 下 に 置 き 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 を 取 り 込 み 、 か つ 発 現 し
て い る 細 胞 を 単 離 す る 。 そ れ ら の 細 胞 が 次 い で 被 験 者 へ 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
こ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 核 酸 は 得 ら れ た 組 換 え 細 胞 の in vivo投 与 前 に 細 胞 に 導 入 さ
れ る 。 そ の よ う な 導 入 は 当 業 界 で は 公 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 行 う こ と が で き 、 そ の
よ う な 方 法 と し て は 限 定 は さ れ な い が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法 、 マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 該 核 酸 配 列 を 含 ん で い る ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ
ク タ ー を 用 い た 感 染 、 細 胞 融 合 、 染 色 体 介 在 遺 伝 子 導 入 、 ミ ク ロ セ ル 介 在 (microcellmedi
ated)遺 伝 子 導 入 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 、 そ の 他 が 挙 げ ら れ る 。 外 来 遺 伝 子 の 細 胞 内 へ
の 導 入 に は 当 業 界 で 公 知 の 多 数 の 技 法 が あ り (例 え ば 、 Loefflerと Behr, Meth. Enzymol.,
 217:599-618, 1993; Cohenら , Meth. Enzymol., 217:618-644,1993; お よ び Clin. Pharm
a. Ther., 29:69-92, 1985を 参 照 せ よ )、 レ シ ピ エ ン ト の 細 胞 の 発 達 上 お よ び 生 理 学 的 に
必 要 な 機 能 が 混 乱 さ れ な い 限 り は 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 法
は 該 核 酸 の 細 胞 へ の 安 定 な 導 入 を 提 供 す る も の で あ る べ き で あ り 、 そ れ に よ っ て そ の 核 酸
が 細 胞 で 発 現 可 能 と な り 、 好 ま し く は そ の 子 孫 の 細 胞 に 遺 伝 可 能 で あ り 、 か つ 発 現 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
上 記 の 結 果 得 ら れ た 組 換 え 細 胞 を 被 験 者 に 、 当 業 界 で は 公 知 の 種 々 の 方 法 で 送 達 す る こ と
が で き る 。 組 換 え 血 液 細 胞 (例 え ば 、 造 血 幹 細 胞 、 ま た は 前 駆 細 胞 )は 静 脈 内 に 投 与 す る こ
と が 好 ま し い 。 用 い よ う と す る 細 胞 の 量 は 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 、 そ の 他 に 依 存 し 、 当
業 者 で あ れ ば 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 核 酸 を 導 入 で き る 細 胞 は 、 所 望 の 、 利 用 可 能 な 細 胞 タ イ プ で あ れ ば い
ず れ も 包 含 さ れ る が 、 そ の よ う な 細 胞 と し て は 限 定 は さ れ な い が 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、
ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 線 維 芽 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 肝 細 胞 ； Tリ ン パ 球 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 巨 核 球 、 顆 粒 球 な ど の 血 液 細 胞 ； 種 々 の 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細
胞 、 特 に 造 血 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 、 例 え ば 、 骨 髄 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 、 そ の 他
か ら 得 ら れ る よ う な 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る 細 胞 は 被 験 者 に と っ て 自 己 の も
の で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
遺 伝 子 治 療 に 組 換 え 細 胞 が 用 い ら れ る 1実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 そ れ ら が 組 換 え 細 胞 ま た は そ の 子 孫 に よ っ て 発 現 可 能 な も の と
な る よ う に 細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 次 い で そ の 組 換 え 細 胞 は 治 療 効 果 を 求 め て in vivoに 投 与
さ れ る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 幹 細 胞 ま た は 前 駆 細 胞 が 用 い ら れ る 。 単 離 が 可 能
で in vitroで 維 持 で き る い ず れ の 幹 細 胞 お よ び /ま た は 前 駆 細 胞 も 本 発 明 の こ の 実 施 形 態
に 従 っ て 用 い う る 可 能 性 が あ る (例 え ば 、 PCT公 開  WO 94/08598; Stempleと Anderson, Cel
l, 71;973-985, 1992; Rheinwald, Meth. Cell Bio., 21A:229, 1980; お よ び Pittelkow
と Scott, Mayo Clinic Proc., 61:771, 1986を 参 照 せ よ )。
【 ０ １ ７ ７ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 導 入 さ れ る こ と と な る 核 酸 は そ の コ ー
ド 領 域 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で な り 、 適 切 な 転 写 イ ン デ ュ ー サ
ー の 存 在 ま た は 不 在 を 制 御 す る こ と に よ っ て そ の 核 酸 の 発 現 が 制 御 可 能 と な る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
5.8.　
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 種 々 の 方 法 で 特 徴 を 調 べ る
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こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 は あ る 抗 原 に 対 し て の 免 疫 特 異 的 な 結 合 能 を ア ッ セ イ
す る こ と が で き る 。 そ の よ う ア ッ セ イ は 、 溶 液 中 で (例 え ば 、 Houghten, Bio/Techniques,
 13:412-421, 1992)、 ビ ー ズ 上 で (Lam, Nature, 354:82-84,1991)、 チ ッ プ 上 で (Fodor, N
ature, 364:555-556, 1993)、 細 菌 で (米 国 特 許 第 5,223,409号 )、 胞 子 で (米 国 特 許 第 5,571
,698号 、 第 5,403,484号 、 お よ び 第 5,223,409号 )、 プ ラ ス ミ ド で (Cullら , Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 89:1865-1869, 1992)、 ま た は フ ァ ー ジ で (Scottと Smith, Science, 249:3
86-390, 1990; Devlin, Science, 249:404-406, 1990; Cwirlaら , Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 87:6378-6382, 1990; お よ び Felici, J. Mol. Biol., 222:301-310, 1991)(こ れ
ら の 参 照 文 献 の 各 々 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )行 う こ と が で き る
。 あ る 抗 原 ま た は そ の 断 片 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 判 明 し て い る 抗 体 に つ い て は 、
そ の 抗 原 に 対 す る 特 異 的 親 和 性 の 程 度 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は あ る 抗 原 に 対 す る 免 疫 特 異 的 結 合 お よ び そ の 他 の
抗 原 と の 交 差 反 応 性 に つ い て 当 業 界 で 既 知 の ど の 方 法 を 用 い て も ア ッ セ イ す る こ と が で き
る 。 免 疫 特 異 的 結 合 お よ び 交 差 反 応 性 を 分 析 す る た め に 用 い る こ と の で き る イ ム ノ ア ッ セ
イ と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA(酵
素 免 疫 測 定 法 )、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 沈 降 素 反 応 、 ゲ
ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 線 測 定
法 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 プ ロ テ イ ン Aイ ム ノ ア ッ セ イ 、 な ど の 技 法 を 使 用 す る 競 合 的 ま
た は 非 競 合 的 ア ッ セ イ を 多 数 あ る う ち の 少 数 で あ る が 挙 げ る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア
ッ セ イ は 当 業 界 で は よ く 知 ら れ て お り 、 日 常 的 に 行 わ れ て い る (例 え ば 、 Ausbelら (編 ), 1
994, 「 分 子 生 物 学 の 今 日 の プ ロ ト コ ー ル 」 "Current Protocols in Molecular Biology",
 第 1巻 , John Wiley & Sons, Inc., New Yorkを 参 照 す れ ば よ く 、 こ れ は そ の 全 体 を 本 明
細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )。 代 表 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ に つ い て 下 記 に 簡 潔 に 記 載 す
る (し か し 限 定 す る こ と は 意 図 し て い な い )。
【 ０ １ ８ ０ 】
免 疫 沈 降 反 応 の プ ロ ト コ ー ル は 通 常 は 、 細 胞 の 集 団 を タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び /
ま た は プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (例 え ば 、 EDTA、 PMSF、 ア プ ロ チ ニ ン 、 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム )を 添 加 し た RIPAバ ッ フ ァ ー (1% NP-40ま た は Triton X-100, 1% デ オ キ シ コ ー ル 酸
ナ ト リ ウ ム 、 0.1% SDS、 0.15M NaCl、 0.01M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.2、 1%ト ラ ジ ロ ー ル )な
ど の 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 溶 解 さ せ 、 対 象 の 抗 体 を 細 胞 溶 解 物 に 添 加 し 、 一 定 時 間 (例 え ば 1
か ら 4時 間 )40℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び /ま た は プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー
ス ビ ー ズ を 細 胞 溶 解 物 に 添 加 し 、 40℃ で 約 1時 間 以 上 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー
中 で そ の ビ ー ズ を 洗 っ て 、 そ れ を SDS/サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 す る 、 こ と を 含 ん で
な る 。 対 象 の 抗 体 が 特 定 の 抗 原 を 免 疫 沈 降 さ せ る 能 力 は 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
な ど に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 抗 体 の 抗 原 と の 結 合 を 増 大 さ せ 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 低 減 さ せ る た め に 改 変 し う る パ ラ メ ー タ ー に 関 し て (例 え ば 、 セ フ ァ
ロ ー ス ビ ー ズ で 細 胞 溶 解 物 を プ レ ク リ ー ニ ン グ す る こ と な ど )知 っ て い る で あ ろ う 。 免 疫
沈 降 法 の プ ロ ト コ ー ル に つ い て さ ら に 知 る た め に は 、 例 え ば 、 Ausbelら (編 ), 1994, 「 分
子 生 物 学 の 今 日 の プ ロ ト コ ー ル 」 "Current Protocols in Molecular Biology", 第 1巻 , J
ohn Wiley & Sons, Inc., New Yorkの 10.16.1項 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ８ １ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 通 常 は 、 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 調 製 し 、 そ の タ ン パ ク 質 サ ン プ
ル を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け (例 え ば 、 抗 原 の 分 子 量 の 如 何 に よ っ て 8%-20
% SDS-PAGE)、 そ の タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス 、 PVDF、 ま た は ナ イ ロ ン の 膜 へ 移 し 、 そ の 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ 液 (例 え ば 、 3% BSAま た は
脱 脂 乳 を 添 加 し た PBS)中 で ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (例 え ば PBS-Tween 20)中 で そ の 膜
を 洗 い 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 一 次 抗 体 (対 象 の 抗 体 )で 膜 を ブ ロ ッ ク し 、 そ
の 膜 を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 い 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 酵 素 (例 え ば 西 洋 ワ サ
ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )ま た は 放 射 性 分 子 (例 え ば 、 3 2 Pま た
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は 1 2 5 I)を 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 (こ の 二 次 抗 体 は 一 次 抗 体 を 認 識 す る も の で 、 例 え ば 抗 ヒ ト
抗 体 で あ る )で そ の 膜 を ブ ロ ッ ク し 、 そ の 膜 を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 い 、 該 抗 原 の 存 在 を 検
出 す る 、 こ と を 含 ん で な る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 検 出 さ れ る シ グ ナ ル を 増 強 さ せ 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド ノ イ ズ を 低 減 さ せ る た め に 改 変 し う る パ ラ メ ー タ ー に 関 し て 知 っ て い る で あ ろ う
。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に つ い て さ ら に 知 る た め に は 、 例 え ば 、 Ausbelら (
編 ), 1994, 「 分 子 生 物 学 の 今 日 の プ ロ ト コ ー ル 」 "Current Protocols in Molecular Bio
logy", 第 1巻 , John Wiley & Sons, Inc., New Yorkの 10.8.1項 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ELISAは 、 抗 原 を 調 製 し 、 96ウ エ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル を そ の 抗 原 で コ
ー テ ィ ン グ し 、 酵 素 (例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )
な ど の 検 出 可 能 な 化 合 物 を 結 合 さ せ た 対 象 の 抗 体 を ウ エ ル に 添 加 し 、 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る 、 こ と を 含 ん で な る 。 ELISAで は 対 象 の 抗 体 は 検 出 可 能 な
化 合 物 と 結 合 さ せ る 必 要 は な い ； そ の 替 わ り に 、 検 出 可 能 な 化 合 物 と 結 合 さ せ た 二 次 抗 体
(こ れ は 対 象 の 抗 体 を 認 識 す る )を ウ エ ル に 添 加 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ウ エ ル を 抗 原
で コ ー テ ィ ン グ す る 替 わ り に 、 該 抗 体 を ウ エ ル に コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の 場
合 に は 、 検 出 可 能 な 化 合 物 と 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 を 、 そ の コ ー テ ィ ン グ さ れ た ウ エ ル へ の
抗 原 の 添 加 後 に 、 添 加 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 検 出 さ れ る シ グ ナ ル を 増 強 さ
せ 、 当 業 界 で 既 知 で あ る ELISAの 他 の 変 動 要 素 を 改 変 し う る パ ラ メ ー タ ー に 関 し て 知 っ て
い る で あ ろ う 。 ELISAに つ い て さ ら に 知 る た め に は 、 例 え ば 、 Ausbelら (編 ), 1994, 「 分
子 生 物 学 の 今 日 の プ ロ ト コ ー ル 」 "Current Protocols in Molecular Biology", 第 1巻 , J
ohn Wiley & Sons, Inc., New Yorkの 11.2.1項 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ８ ３ 】
該 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 の 親 和 性 、 お よ び 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 脱 離 速 度 は 競 合 的 結 合 ア ッ
セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ の 1例 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
で 、 標 識 抗 原 (例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I)を 対 象 の 抗 体 と 、 標 識 し て い な い 抗 原 の 量 を 増 加 さ
せ つ つ 共 存 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 標 識 抗 原 に 結 合 し た 抗 体 を 検 出 す る 、 こ と を 含 ん で
な る 。 本 発 明 の 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の そ の 抗 原 に 対 す る 親 和 性 お よ び 結 合 の 脱
離 速 度 は ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ る 飽 和 度 の デ ー タ か ら 測 定 す る こ と が で き る 。 二 次 抗
体 と の 競 合 は 、 ま た 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て も 測 定 す る こ と が で き る 。 そ の 場 合
に は 、 該 抗 原 を 、 標 識 化 合 物 (例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I)を 結 合 さ せ た 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ
の フ ラ グ メ ン ト と 、 標 識 し て い な い 二 次 抗 体 の 量 を 増 加 さ せ つ つ 共 存 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
好 ま し い 1実 施 形 態 に お い て は 、 BIAcore反 応 速 度 分 析 は 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 結 合 の 結 合 速
度 お よ び 脱 離 速 度 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 BIAcore反 応 速 度 分 析 は 、 固 定 化 抗 体 を
そ の 表 面 に 有 す る チ ッ プ へ の 抗 原 の 結 合 と そ れ か ら の 抗 原 の 解 離 を 分 析 す る こ と を 含 ん で
な る (後 述 の 実 施 例 の 節 を 参 照 せ よ )。
【 ０ １ ８ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 、 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は ま た 、 抗 原 の そ れ の 宿 主 細
胞 レ セ プ タ ー へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 当 業 者 に は 既 知 の 技 法 を 用 い て ア ッ セ イ す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 あ る ウ イ ル ス 抗 原 と 結 合 す る レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 抗 体
の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で ウ イ ル ス と 接 触 さ せ て 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 結 合 を 阻 害 す る そ の 抗 体
の 能 力 を 、 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に よ っ て 測
定 す る こ と が で き る 。 抗 原 と そ れ の 宿 主 細 胞 レ セ プ タ ー と の 間 の 相 互 作 用 の 検 出 を 行 う た
め に 、 抗 原 ま た は 抗 体 を 、 放 射 性 標 識 (例 え ば 、 3 2 P、 3 5 S、 お よ び 1 2 5 I)ま た は 蛍 光 標 識 (
例 え ば 、 イ ソ チ オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、 フ ィ コ シ ア
ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 o-フ タ ル ア ル デ ヒ ド 、 お よ び フ ル オ レ サ ミ ン )な ど の 検 出 可
能 な 化 合 物 を 用 い て 標 識 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 抗 原 が そ の レ セ プ タ ー と 結 合
す る こ と を 抗 体 が 阻 害 す る 能 力 は セ ル フ リ ー ア ッ セ イ で 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 抗 原 (例 え ば 、 RSV F糖 タ ン パ ク 質 )は セ ル フ リ ー ア ッ セ イ で 抗 体
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と 接 触 さ せ 、 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 抗 原 が そ れ の 宿 主 細 胞 レ セ プ タ ー と 結 合 す る こ と を
そ の 抗 体 が 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ の 抗 体 は 固 相 担 体 上 に
固 定 化 さ れ 、 そ の 抗 原 は 検 出 可 能 な 化 合 物 で 標 識 さ れ た も の で あ る 。 あ る い は ま た 、 該 抗
原 を 固 相 担 体 上 に 固 定 化 し 、 該 抗 体 を 検 出 可 能 な 化 合 物 で 標 識 さ れ た も の と す る こ と も で
き る 。 該 抗 原 は 部 分 的 に ま た は 完 全 に 精 製 さ れ た も の (例 え ば 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド が 部 分
的 に ま た は 完 全 に 存 在 し な い も の )、 ま た は 細 胞 溶 解 物 の 一 部 と す る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 該 抗 原 は 、 ウ イ ル ス 抗 原 お よ び グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ な ど の ド メ イ ン
を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 と す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 抗 原 を 当 業 者 に 周 知 の
技 法 を 用 い て ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る (例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 キ ッ ト , Pierce Chemical
s; Rockford, IL)。
【 ０ １ ８ ６ 】
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は ま た 、 当 業 者 に は 既 知 の 技
法 を 用 い て 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の 複 製 を 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 能 力 を ア ッ
セ イ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス の 複 製 は 、 例 え ば 、 Johnsonら , Journal of In
fectious Disease, 176:1215-1224, 1997な ど に 述 べ ら れ て い る プ ラ ー ク ア ッ セ イ を 用 い
て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分
子 は ま た 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す
る 能 力 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 既 知 の 技 法 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び RT-PCRが 含 ま れ 、 そ れ ら は ウ イ
ル ス ま た は 細 菌 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本
発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 合 胞 体 形 成 を 阻 害 す る 能 力 に
つ い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 お よ び 組 成 物 は ヒ ト に 用 い る 前 に
、 好 ま し く は in vitroで ま ず 試 験 し 、 次 い で in vivoで 所 望 の 治 療 ま た は 予 防 活 性 を 試 験
す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 特 定 の 抗 体 、 特 定 の 融 合 タ ン パ ク 質 、 特 定 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子
、 ま た は 特 定 の 組 成 物 の 投 与 を 行 う か ど う か を 決 め る た め に 用 い る こ と の で き る in vitro
ア ッ セ イ に は 、 in vitro細 胞 培 養 ア ッ セ イ が 含 ま れ 、 そ の ア ッ セ イ 法 は 、 被 験 者 の 組 織 サ
ン プ ル を 培 養 液 中 で 増 殖 さ せ 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま
た は 組 成 物 に 暴 露 す る か 、 ま た は そ れ ら を 投 与 し 、 そ の 組 織 サ ン プ ル に 及 ぼ す 本 発 明 の 抗
体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 の 影 響 を 観 察 す る も の で あ る 。
種 々 の 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 in vitroア ッ セ イ は 、 あ る 疾 患 ま た は 障 害 に 関 与 す る
細 胞 型 の 代 表 的 な 細 胞 を 用 い て 行 う こ と が で き 、 そ の 細 胞 型 に 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ
ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 が 所 望 の 効 果 を 及 ぼ す か 否 か を 調 べ る こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物
は 、 ヒ ト へ 投 与 す る 前 に 、 in vitroア ッ セ イ お よ び 動 物 モ デ ル 系 で も 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
治 療 に 用 い る た め の 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物
は 、 そ れ ら の 毒 性 に つ い て 適 切 な 動 物 モ デ ル 系 で 試 験 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 動 物 と
し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ シ 、 サ ル 、 お よ び ウ サ ギ が 含 ま れ る 。 抗
体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 の 毒 性 を in vivoで 試 験 す る た
め に は 、 当 業 界 で 既 知 の 動 物 モ デ ル 系 の ど れ で も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
ウ イ ル ス 感 染 の 治 療 ま た は 予 防 に お け る 有 効 性 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 の ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 能 力 、 ウ イ ル ス の 伝 播 を 阻 害
す る 能 力 、 ま た は ウ イ ル ス が そ の 宿 主 中 に そ の ウ イ ル ス 自 体 を 確 立 す る こ と を 妨 げ る 能 力
、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 防 止 す る 、 改 善 す る 、 ま た は 緩 和 す る 能 力
を 検 出 す る こ と に よ っ て 示 す こ と が で き る 。 そ の 処 置 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ
ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 の 投 与 後 に ウ イ ル ス ロ ー ド の 低 減 、 1種 以
上 の 症 状 の 改 善 、 ま た は 死 亡 率 お よ び /も し く は 疾 病 率 の 減 少 が あ れ ば 、 治 療 的 な も の と
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考 え ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 は 、 ウ
イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 能 力 、 ま た は ウ イ ル ス ロ ー ド を 低 減 さ せ る 能 力 に つ い て in vitro
お よ び in vivoア ッ セ イ で 試 験 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
細 菌 感 染 の 治 療 ま た は 予 防 に お け る 有 効 性 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 組
成 物 の 細 菌 の 複 製 を 阻 害 す る 能 力 、 ま た は 細 菌 感 染 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 防 止 す る 、 改
善 す る 、 ま た は 緩 和 す る 能 力 を 検 出 す る こ と に よ っ て 示 す こ と が で き る 。 そ の 処 置 は 、 例
え ば 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 組 成 物 の 投 与 後 に 、 細 菌 数 の 低 減 、 1種 以
上 の 症 状 の 改 善 、 ま た は 死 亡 率 お よ び /も し く は 疾 病 率 の 減 少 が あ れ ば 、 治 療 的 な も の と
考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
癌 の 治 療 に お け る 有 効 性 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た
は 組 成 物 の 癌 細 胞 の 増 殖 も し く は 転 移 を 阻 害 も し く は 低 減 す る 能 力 、 ま た は 癌 に 伴 う 1種
以 上 の 症 状 を 、 改 善 す る 、 ま た は 緩 和 す る 能 力 を 検 出 す る こ と に よ っ て 示 す こ と が で き る
。 そ の 処 置 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組
成 物 の 投 与 後 に 、 癌 細 胞 の 増 殖 も し く は 転 移 の 低 減 、 癌 に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 の 改 善 、 ま
た は 死 亡 率 お よ び /も し く は 疾 病 率 の 減 少 が あ れ ば 、 治 療 的 な も の と 考 え ら れ る 。 本 発 明
の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 組 成 物 は 、 腫 瘍 形 成 を 低 減 さ せ る 能 力 に つ い て 、 in vit
ro、 ex vivo、 お よ び in vivoの ア ッ セ イ で 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
炎 症 性 障 害 の 治 療 に お け る 有 効 性 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分
子 、 ま た は 組 成 物 の 、 動 物 に お け る 炎 症 を 低 減 も し く は 阻 害 す る 能 力 、 ま た は 炎 症 性 障 害
に 伴 う 1種 以 上 の 症 状 を 改 善 す る 、 も し く は 緩 和 す る 能 力 を 検 出 す る こ と に よ っ て 示 す こ
と が で き る 。 そ の 処 置 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子
、 ま た は 組 成 物 の 投 与 後 に 、 1種 以 上 の 症 状 の 改 善 が あ れ ば 、 治 療 的 な も の と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ ９ ３ 】
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 は 、 in vitroま た は
in vivoで サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 IFN-α 、 IFN-β 、 IFN-γ 、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL
-6、 IL-10、 IL-12、 お よ び IL-15)な ら び に 活 性 化 マ ー カ ー (例 え ば 、 CD28、 ICOS、 お よ び S
LAM)の 発 現 を 誘 導 す る 能 力 を 試 験 す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン お よ び 活 性 化 マ ー カ ー
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 当 業 者 に は 既 知 の 技 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、
サ イ ト カ イ ン の 発 現 レ ベ ル は 、 サ イ ト カ イ ン の RNAの レ ベ ル を 、 例 え ば 、 RT-PCRお よ び ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 分 析 す る こ と に よ っ て 、 お よ び 、 例 え ば 免 疫 沈 降 反 応 を 行 っ
た 後 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 も し く は ELISAを 用 い て サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル を 分 析 す る
こ と に よ っ て 、 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 は 、 免 疫 細 胞 、 好 ま
し く は ヒ ト の 免 疫 細 胞 (例 え ば 、 T細 胞 、 B細 胞 、 お よ び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 )の 生 物 活 性
を 変 調 さ せ る 能 力 に つ い て 、 in vitroお よ び in vivoで 試 験 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 の 、 免 疫 細 胞 の 生 物 活 性 を 変
調 さ せ る 能 力 は 、 抗 原 の 発 現 の 検 出 、 免 疫 細 胞 の 増 殖 の 検 出 、 シ グ ナ ル 分 子 の 活 性 化 の 検
出 、 免 疫 細 胞 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 検 出 、 ま た は 免 疫 細 胞 の 分 化 の 検 出 に よ っ て 評 価 す る
こ と が で き る 。 こ れ ら の 活 性 を 測 定 す る た め に 当 業 者 に は 既 知 の 技 法 を 用 い る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 は 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み ア ッ セ イ お よ び ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い た 細
胞 数 の 計 数 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 原 の 発 現 は イ ム ノ ア ッ セ イ で
調 べ る こ と が で き 、 そ の ア ッ セ イ に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 組
織 化 学 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA(酵 素 免 疫 測 定 法 )、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ
セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ
イ 、 補 体 結 合 ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ラ ジ オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 プ ロ テ
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イ ン Aイ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び FACS分 析 な ど の 技 法 を 用 い た 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 ア ッ セ
イ 系 が 含 ま れ る 。 シ グ ナ ル 分 子 の 活 性 化 は 、 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ お よ び 電 気 泳 動 シ
フ ト ア ッ セ イ (EMSA)に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物 は ま た 、 疾 患 、 障 害
、 ま た は 感 染 に 罹 患 し て い る 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト の 生 存 期 間 を
、 少 な く と も 25%、 好 ま し く は 少 な く と も 50%、 少 な く と も 60%、 少 な く と も 75%、 少 な く と
も 85%、 少 な く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%、 延 長 さ せ る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と
も で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 、 ま た は 組 成 物
は ま た 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 に 罹 患 し て い る 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 最 も 好 ま し く
は ヒ ト の 入 院 期 間 を 、 少 な く と も 60%、 好 ま し く は 少 な く と も 75%、 少 な く と も 85%、 少 な
く と も 95%、 も し く は 少 な く と も 99%、 短 縮 さ せ る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と も で き る 。 本
発 明 の 抗 体 ま た は 組 成 物 の in vivoに お け る 機 能 を 分 析 す る た め に 当 業 者 に は 既 知 の 技 法
を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
5.9.　
本 発 明 の 標 識 し た 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 疾 患 、 障 害 、 ま
た は 感 染 の 検 出 、 診 断 、 ま た は モ ニ タ ー の た め の 診 断 用 途 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明
は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の 検 出 ま た は 診 断 法 で あ っ て 、 (a)被 験 者 の 細 胞 ま た は 組 織
サ ン プ ル 中 で の 抗 原 の 発 現 を 、 そ の 抗 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 1種 以 上 の 抗 体 を 用 い て
ア ッ セ イ し 、 (b)そ の 抗 原 の レ ベ ル を 対 照 の レ ベ ル 、 例 え ば 正 常 な 組 織 サ ン プ ル 中 の レ ベ
ル と 比 較 し 、 ア ッ セ イ し た 抗 原 の レ ベ ル が 対 照 の レ ベ ル と 比 較 し て 増 加 し て い れ ば 疾 患 、
障 害 、 ま た は 感 染 を 示 す こ と と な る こ と を 含 ん で な る 方 法 、 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、
疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の 検 出 ま た は 診 断 法 で あ っ て 、 (a)被 験 者 の 細 胞 ま た は 組 織 サ ン
プ ル 中 で の 抗 原 の 発 現 を 、 そ の 抗 原 と 結 合 す る 本 発 明 の 1種 以 上 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は
コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 用 い て ア ッ セ イ し 、 (b)そ の 抗 原 の レ ベ ル を 対 照 の レ ベ ル 、 例 え ば
正 常 な 組 織 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 し 、 ア ッ セ イ し た 抗 原 の レ ベ ル が 対 照 の レ ベ ル と 比
較 し て 増 加 し て い れ ば 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 を 示 す こ と と な る こ と を 含 ん で な る 方 法 、
も 提 供 す る 。 従 っ て 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 リ ガ ン ド 、 サ イ ト
カ イ ン 、 も し く は 増 殖 因 子 な ど の 生 物 活 性 分 子 、 お よ び ヒ ン ジ -Fc領 域 も し く は そ れ の フ
ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 検 出 さ
れ る 抗 原 と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 抗 原 の レ ベ ル を 古 典 的 な 免 疫 組 織 学 的 方 法 を 用 い
て ア ッ セ イ す る た め に 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な 方 法 は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る
か 、 ま た は 当 業 者 に は 既 知 の も の で あ る (例 え ば 、 Jalkanenら , J. Cell. Biol., 101:976
-985, 1985; Jalkanenら , J. Cell. Biol., 105:3087-3096, 1987)。 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子
か ら の 発 現 を 検 出 す る の に 有 用 な 他 の 抗 体 を ベ ー ス と す る 方 法 と し て は 、 酵 素 免 疫 測 定 法
(ELISA)お よ び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)な ど の イ ム ノ ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 抗 体 を 用 い
る ア ッ セ イ で の 適 切 な 標 識 に つ い て は 当 業 界 で は 既 知 で あ り 、 そ の よ う な も の と し て は 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 ； ヨ ウ 素 ( 1 2 5 I、 1 3 1 I)
、 炭 素 ( 1 4 C)、 イ オ ウ ( 3 5 S)、 ト リ チ ウ ム ( 3 H)、 イ ン ジ ウ ム ( 1 2 1 In)、 お よ び テ ク ネ チ ウ ム (
9 9 m Tc)な ど の ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ ； ル ミ ノ ー ル な ど の 発 光 物 質 に よ る 標 識 ； フ ル オ レ セ イ
ン お よ び ロ ー ダ ミ ン な ど の 蛍 光 標 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
融 合 タ ン パ ク 質 は 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 抗 原 レ ベ ル を 、 例 え ば 、 当 業 者 に は 既 知 の SDS-PA
GEお よ び イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
本 発 明 の 1態 様 は 、 ヒ ト の 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の 検 出 お よ び 診 断 で あ る 。 1実 施 形 態 に
お い て は 、 診 断 法 は 、 a)抗 原 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 し
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(例 え ば 、 非 経 口 、 皮 下 、 ま た は 腹 腔 内 に )、 b)投 与 後 、 抗 原 が 発 現 さ れ て い る 被 験 者 体 内
の 部 位 へ 標 識 抗 体 が 優 先 的 に 濃 縮 さ れ る ま で の 時 間 (お よ び 結 合 し な か っ た 標 識 分 子 が バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 除 去 さ れ る ま で の 時 間 )を 待 ち 、 c)バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を
測 定 し 、 d)被 験 者 体 内 の 標 識 抗 体 を 検 出 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 超 え る 標 識 抗 体
が 検 出 さ れ れ ば 、 そ の 被 験 者 が 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ る 、 こ
と を 含 ん で な る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 該 抗 体 は 、 当 業 者 に は 既 知 の イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム
を 用 い て 検 出 し う る イ メ ー ジ ン グ 成 分 を 用 い て 標 識 さ れ る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル は 種
々 の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 方 法 で は 、 特 定 の シ ス テ ム で あ ら か じ め 測 定
し て 定 め ら れ た 標 準 値 と 、 検 出 さ れ た 標 識 分 子 の 量 を 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 診 断 法 は 、 a)抗 原 ま た は そ の 他 の 分 子 と 結 合 す る 標 識 融 合 タ
ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 有 効 量 を 被 験 者 に 投 与 し (例 え ば 、 非 経 口 、 皮 下 、
ま た は 腹 腔 内 に )、 b)投 与 後 、 該 抗 原 ま た は そ の 他 の 該 分 子 が 発 現 さ れ て い る 被 験 者 体 内
の 部 位 へ 標 識 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 が 優 先 的 に 濃 縮 さ れ る ま で の 時 間
(お よ び 結 合 し な か っ た 標 識 分 子 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 除 去 さ れ る ま で の 時 間 )を
待 ち 、 c)バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 測 定 し 、 d)被 験 者 体 内 の 標 識 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 検 出 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 超 え る 標 識 融 合 タ ン パ ク 質 が 検
出 さ れ れ ば 、 そ の 被 験 者 が 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ る 、 こ と を
含 ん で な る 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 リ ガ ン
ド 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 増 殖 因 子 な ど の 生 物 活 性 物 質 、 お よ び ヒ ン ジ -Fc領 域 も し く は
そ れ の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な り 、 そ の よ う な 癒 合 タ ン パ ク 質 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子
は イ メ ー ジ ン グ 成 分 を 用 い て 標 識 し て 、 検 出 し よ う と す る 抗 原 と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
被 験 者 の 身 体 の 大 き さ お よ び 用 い る イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム に よ っ て 診 断 用 イ メ ー ジ を 作 り
出 す た め に 必 要 な イ メ ー ジ ン グ 成 分 の 量 が 定 め ら れ る こ と は 当 業 界 で は 理 解 さ れ よ う 。 放
射 性 同 位 元 素 成 分 の 場 合 、 ヒ ト 被 験 者 に 対 し て 、 注 射 さ れ る 放 射 能 の 量 は 通 常 は 約 5か ら 2
0ミ リ キ ュ リ ー (mCi)の 9 9 m Tcで あ る 。 次 い で 、 該 標 識 抗 体 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し
て い る 細 胞 の 位 置 へ 優 先 的 に 蓄 積 さ れ る 。 in vivoで の 腫 瘍 イ メ ー ジ ン グ に つ い て は 、 「
腫 瘍 イ メ ー ジ ン グ ： 癌 の 放 射 線 化 学 的 検 出 」 "Tumor Imaging:The Radiochemical Detecti
on of Cancer", S. W. Burchielと B. A. Rhodes編 , Masson Publishing Inc.(1982)中 の S
.W.Burchielら , 「 放 射 性 標 識 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト の 免 疫 薬 物 動 態 学 」 "Immunoph
armacokinetics of Radiolabeled Antibodies and Their fragments", 第 13章 に 述 べ ら れ
て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
い く つ か の 変 動 要 因 （ そ の よ う な 要 因 と し て は 、 用 い る 標 識 の タ イ プ お よ び 投 与 方 法 が 含
ま れ る ） に 応 じ て 、 被 験 者 体 内 の 部 位 へ 標 識 分 子 が 優 先 的 に 濃 縮 さ れ 、 結 合 し な か っ た 標
識 分 子 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 除 去 さ れ る た め に 投 与 後 必 要 な 時 間 は 、 6か ら 48時
間 、 ま た は 6か ら 24時 間 、 ま た は 6か ら 12時 間 で あ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 そ の 時
間 は 投 与 後 5か ら 20日 間 ま た は 5か ら 10日 間 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
1実 施 形 態 に お い て は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は 感 染 の モ ニ タ リ ン グ は 、 疾 患 、 障 害 、 ま た は
感 染 を 診 断 す る 方 法 を 繰 り 返 す こ と 、 例 え ば 、 最 初 の 診 断 の 1ヶ 月 後 、 最 初 の 診 断 の 6ヶ 月
後 、 最 初 の 診 断 の 1年 後 な ど に 繰 り 返 す こ と に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
被 験 者 体 内 の 標 識 分 子 の 存 在 は 、 in vivoス キ ャ ン ニ ン グ の た め の 方 法 と し て 当 業 界 で 既
知 の 方 法 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の 方 法 は 、 用 い る 標 識 の タ イ プ の 如 何 に
よ っ て 変 わ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 特 定 の 標 識 を 検 出 す る た め に 適 切 な 方 法 を 決 定 す る こ と
が で き よ う 。 本 発 明 の 診 断 方 法 に 用 い る こ と の で き る 方 法 と 装 置 と し て は 、 限 定 は さ れ な
い が 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 断 層 撮 影 法 (CT)、 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 法 (PET)、 核 磁 気 共 鳴 映 像 法 (
MRI)、 お よ び 超 音 波 検 査 法 な ど の 全 身 ス キ ャ ン が 含 ま れ る 。
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【 ０ ２ ０ ５ 】
特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 分 子 は 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 さ れ 、 患 者 体 内 で の 検 出 は
放 射 能 に 応 答 性 の 手 術 器 具 を 用 い て 行 わ れ る (Thurstonら , 米 国 特 許 第 5,441,050号 )。 別
の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 分 子 は 蛍 光 化 合 物 で 標 識 さ れ 、 患 者 体 内 で の 検 出 は 蛍 光 に 応
答 性 の ス キ ャ ン ニ ン グ 装 置 を 用 い て 行 わ れ る 。 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 分 子 は 陽 電
子 放 射 性 金 属 で 標 識 さ れ 、 患 者 体 内 で の 検 出 は 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 法 を 用 い て 行 わ れ る 。
ま た 別 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 該 分 子 は 常 磁 性 標 識 さ れ 、 患 者 体 内 で の 検 出 は 核 磁 気 共
鳴 映 像 法 (MRI)で 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
5.10.　
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 1種 以 上 の 成 分 で 満 た さ れ た 1つ 以 上 の 容 器 を 含 ん で
な る 医 薬 パ ッ ク ま た は キ ッ ト を も 提 供 す る 。 任 意 で そ の よ う な 容 器 に は 、 一 般 医 薬 品 ま た
は 生 物 学 的 製 剤 の 製 造 、 使 用 、 ま た は 販 売 を 規 制 す る 薬 事 当 局 に よ っ て 指 定 さ れ た 形 式 の
通 知 を 添 付 す る こ と が で き 、 そ の 通 知 は ヒ ト へ の 投 与 の た め の 製 造 、 使 用 、 ま た は 販 売 の
そ の 薬 事 当 局 に よ る 承 認 内 容 を 反 映 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
本 発 明 は 上 述 の 方 法 を 用 い る こ と の で き る キ ッ ト を 提 供 す る 。 1実 施 形 態 に お い て は 、 キ
ッ ト は 、 本 発 明 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 、 好 ま し く は 精 製
さ れ た 形 で 、 1つ 以 上 の 容 器 に 入 れ た も の を 含 ん で な る 。 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 本
発 明 の キ ッ ト は 対 照 と し て 実 質 的 に 単 離 さ れ た 抗 原 を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の
キ ッ ト は さ ら に 、 キ ッ ト 中 に 含 ま れ る 抗 原 と 反 応 し な い 対 照 の 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま
た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 含 ん で な る 。 別 の 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の キ ッ
ト は 、 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 の 抗 原 と の 結 合 を 検 出 す る た め
の 手 段 を 含 ん で い る (例 え ば 、 該 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、
蛍 光 化 合 物 、 酵 素 基 質 、 放 射 性 化 合 物 、 も し く は 発 光 化 合 物 な ど の 検 出 可 能 な 物 質 と 結 合
さ せ る こ と が で き 、 ま た は 一 次 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 と 結 合 さ せ る こ
と が で き る )。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 キ ッ ト に は 組 換 え で 産 生 さ せ た 、 ま た は 化
学 的 に 合 成 し た 抗 原 を 含 む こ と が で き る 。 該 キ ッ ト 中 に 提 供 さ れ る 抗 原 は ま た 、 固 相 担 体
に 付 着 さ せ る こ と も で き る 。 よ り 特 定 の 1実 施 形 態 に お い て は 、 上 述 の キ ッ ト の 検 出 手 段
と し て は 、 抗 原 を 付 着 さ せ る 固 相 担 体 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は ま た 、 付 着 さ せ て
い な い 、 レ ポ ー タ ー で 標 識 し た 抗 ヒ ト 抗 体 を 含 む こ と も で き る 。 そ の 実 施 形 態 に お い て は
、 該 抗 体 の 該 抗 原 へ の 結 合 は そ の レ ポ ー タ ー を 標 識 し た 抗 体 の 結 合 に よ っ て 検 出 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
5.11.　

修 飾 IgGお よ び そ れ の FcRnフ ラ グ メ ン ト の IgG定 常 ド メ イ ン の FcRnと の 結 合 能 は 、 種 々 の in
 vitroア ッ セ イ で 特 徴 を 調 べ る こ と が で き る 。 Wardに よ る PCT公 開 WO 97/34631は 、 種 々 の
方 法 を 詳 細 に 開 示 し て お り 、 そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
例 え ば 、 修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト の FcRnと の 結 合 の 能 力 を 、 野 生 型 IgG、 修 飾 Ig
G、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 結 合 の 能 力 と 比 較 す る た め に 、 野 生 型 IgGを 放 射 性 標 識 し て
、 in vitroで FcRnを 発 現 し て い る 細 胞 と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で そ の 細 胞 に 結 合
し た 画 分 の 放 射 能 を 測 定 し 、 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ に 用 い ら れ る FcRnを 発
現 し て い る 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 B10.DBA/2マ ウ ス の 肺 由 来 の マ ウ ス 肺 末 梢 血 管 内 皮 細 胞 (
B10, D2.PCE)お よ び C3H/HeJマ ウ ス 由 来 の SV40で 形 質 転 換 さ せ た 内 皮 細 胞 (SVEC)(Kimら , J
. Immunol., 40:457-465, 1994)な ど の 内 皮 細 胞 系 で あ る 。 し か し 、 そ の 他 の タ イ プ の 細
胞 （ 例 え ば 生 後 10日 ～ 14日 目 の 乳 児 マ ウ ス か ら 単 離 し た 腸 刷 子 縁 で あ り 、 こ れ は 十 分 な 数
の FcRnを 発 現 し て い る ） を 用 い る こ と も で き る 。 あ る い は ま た 、 対 象 と し て い る 種 の 組 換
え FcRnを 発 現 し て い る 哺 乳 類 細 胞 を 用 い る こ と も で き る 。 修 飾 IgGの 結 合 し た 画 分 、 ま た
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は 野 生 型 の 結 合 し た 画 分 の 放 射 能 を 計 数 し た 後 、 そ の 結 合 し た 分 子 を 界 面 活 性 剤 で 抽 出 し
、 細 胞 の ユ ニ ッ ト 数 あ た り の 放 出 さ れ た も の の 比 率 を 計 算 し 、 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
修 飾 IgGの FcRnに 対 す る 親 和 性 は 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)測 定 を 、 例 え ば 前 述 の BIAcore 
2000(BIAcore Inc.)を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る (Popovら , Mol. Immunol., 33:493-50
2, 1996; Karlssonら , J. Immunol. Methods, 145:229-240, 1991、 こ れ ら は 双 方 と も そ
の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )。 こ の 方 法 で は 、 FcRn分 子 は BIAcoreセ ン サ
ー チ ッ プ (例 え ば 、 Pharmaciaの CM5チ ッ プ )と 結 合 さ れ 、 修 飾 IgGの 固 定 化 FcRnへ の 結 合 は
、 特 定 の 流 速 で BIA evaluation 2.1ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て セ ン サ ー グ ラ ム を 得 て 、 そ れ に
基 づ い て そ の 修 飾 IgG、 定 常 ド メ イ ン 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト の FcRnと の 結 合 速 度
お よ び 脱 離 速 度 を 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 野 生 型 IgGの FcRnに 対 す る 相 対 親 和 性 は 単 純 競
合 結 合 ア ッ セ イ で 測 定 す る こ と も で き る 。 FcRnが 固 定 化 さ れ て い る 96ウ エ ル の プ レ ー ト の
ウ エ ル に 種 々 の 量 の 非 標 識 修 飾 IgGま た は 野 生 型 IgGを 添 加 す る 。 次 い で 、 一 定 量 の 放 射 標
識 野 生 型 IgGを 各 ウ エ ル に 添 加 す る 。 結 合 し た 画 分 の 放 射 能 百 分 率 を 非 標 識 修 飾 IgGま た は
野 生 型 IgGの 量 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 そ の 曲 線 の 勾 配 か ら 修 飾 ヒ ン ジ -Fcの 相 対 的 親 和 性 を
計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
さ ら に 、 修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 野 生 型 IgGの FcRnに 対 す る 親 和 性 は 、
飽 和 試 験 お よ び ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て も 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
FcRnに よ る 修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト の 細 胞 を 横 切 る 移 送 は 、 放 射 性 標 識 IgGま た
は そ れ の フ ラ グ メ ン ト お よ び FcRnを 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い た in vitro移 送 ア ッ セ イ に よ
り 、 細 胞 単 層 の 一 方 の 側 の 放 射 能 を も う 一 方 の 側 の 放 射 能 と 比 較 す る こ と に よ っ て 測 定 す
る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 そ の よ う な 移 送 は in vivoで 生 後 10日 か ら 14日 後 の 乳 児
マ ウ ス に 放 射 性 標 識 し た 修 飾 IgGを 与 え 、 定 期 的 に 血 液 中 の 放 射 能 を 計 測 す る こ と に よ っ
て 測 定 す る こ と が で き 、 そ れ は 腸 を 通 過 す る IgGの 循 環 系 (ま た は そ の 他 の 標 的 組 織 の い ず
れ か の も の 、 例 え ば 肺 )へ の 移 送 を 示 し て い る 。 腸 を 通 過 す る 用 量 依 存 性 の IgG移 送 の 阻 害
を 試 験 す る た め に 、 放 射 性 標 識 お よ び 非 標 識 の IgGの 一 定 比 率 の 混 合 物 を マ ウ ス に 与 え 、
血 漿 中 の 放 射 能 を 定 期 的 に 測 定 す る こ と が で き る (Kimら , Eur. J. Immunol., 24:2429-24
34, 1994)。
【 ０ ２ １ ４ 】
修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト の 半 減 期 は Kimら (Eur. J. Immunol., 24:542, 1994)に
よ っ て 報 告 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 薬 物 動 態 学 的 実 験 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き 、 こ の
文 献 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る 。 こ の 方 法 で は 、 放 射 性 標 識 し た 修
飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト は 、 マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 さ れ 、 そ の 血 漿 中 濃 度 は 、 例 え
ば 注 射 後 3分 か ら 72時 間 の 時 点 な ど に お け る 時 間 の 関 数 と し て 定 期 的 に 測 定 さ れ る 。 そ の
よ う に し て 得 ら れ た ク リ ア ラ ン ス 曲 線 は 2相 性 、 す な わ ち α -相 お よ び β -相 、 と な る は ず
で あ る 。 該 修 飾 IgGま た は そ れ の フ ラ グ メ ン ト の in vivoで の 半 減 期 の 決 定 の た め に 、 β -
相 の ク リ ア ラ ン ス 速 度 が 計 算 さ れ 、 野 生 型 IgGの ク リ ア ラ ン ス 速 度 と 比 較 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
6.　
下 記 の 実 施 例 は in vivoで の 半 減 期 が 延 長 さ れ て い る 修 飾 ヒ ン ジ ー Fcフ ラ グ メ ン ト の 作 成
、 単 離 、 お よ び 特 性 決 定 を 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
6.1.　
6.1.1.　
化 学 物 質 は 全 て 分 析 用 グ レ ー ド の も の を 用 い た 。 制 限 酵 素 お よ び DNA修 飾 酵 素 は New Engla
nd Biolabs, Inc.(Beverly, MA)か ら 購 入 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は NWG Biotech, Inc.
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(High Point, NC)で 合 成 さ れ た も の で あ る 。 pCANTAB5Eフ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー ， 抗 E-tag-
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 TG1大 腸 菌 (E.coli)株 、 IgG Sepharose 6 F
ast Flowお よ び HiTrap プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム は APBiotech, Inc.(Piscataway, NJ)か ら 購 入
し た 。 VCSM 13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ お よ び Quick change mutagenesis kitは Stratagene(La J
olla, CA)か ら 入 手 し た 。 CJ236大 腸 菌 株 は Bio-Rad(Richmond, CA)か ら 購 入 し た 。 BCA Pro
tein Assay Reagent Kitは Pierce(Rockford, IL)か ら 入 手 し た 。 Lipofectamine 2000は In
vitrogen, Inc.(Carlsbad, CA)か ら 購 入 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
6.1.2.　
ヒ ト お よ び マ ウ ス の FcRnの ア ミ ノ 酸 配 列 は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 84お よ び 85で あ る （ Firanら ,
 Intern. Immunol., 13:993-1002, 2001お よ び Popovら , Mol. Immunol., 33:521-530, 19
96も 参 照 さ れ た い 、 こ れ ら 双 方 の 文 献 は そ の 全 体 を 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る )
。 ヒ ト FcRnは ま た 、 標 準 的 な PCRプ ロ ト コ ー ル を 用 い て ヒ ト 胎 盤 cDNA(Clonetech, Palo Al
to, CA)か ら の ヒ ト β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン (Kabatら , 1991, 「 免 疫 学 的 興 味 深 い タ ン パ ク
質 の 配 列 」 "Sequences of Proteins of Immunological Interest", U.S.Public Health S
ervice, National Institute of Health, Washington, DC)と ヒ ト α 鎖 の コ ド ン 23か ら 267
(Soryら , J. Exp. Med.,180:2377-2381, 1994)の 単 離 後 、 得 る こ と が で き る 。 軽 鎖 と 重 鎖
は そ れ ら の 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 (Kabatら , 1991, 上 述 の 文 献 ; Storyら , 上 述 の 文 献 )と と
も に pFastBac DUALお よ び pFastBac1 バ ク ミ ド 中 に そ れ ぞ れ ク ロ ー ン 化 し 、 ウ イ ル ス ス ト
ッ ク を Spodoptera frugiperda細 胞 (Sf9)中 に 製 造 者 (Invitrogen, Carlbad, CA)の 使 用 説
明 書 に 従 っ て 作 成 し た 。 High-Five細 胞 は 感 染 多 重 度 を 3と し て 、 市 販 の プ ロ ト コ ー ル を 用
い て (Invitrogen)、 α 鎖 お よ び β 2鎖 を コ ー ド す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ た 。 組 換
え ヒ ト FcRnは 下 記 の と お り 精 製 し た ： 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 の 上 清 を 50mM MES(2-N-[モ ル ホ
リ ノ ]エ タ ン ス ル ホ ン 酸 )pH 6.0に 対 し て 透 析 し 、 10mLの ヒ ト IgG Sepharose 6 Fast Flow
カ ラ ム (APBiotech, Piscataway, NJ)に ア プ ラ イ し た 。 樹 脂 を 200mLの 50ｍ M MES pH6.0で
洗 い 、 FcRnを 0.1M Tris-Cl pH8.0で 溶 出 し た 。 精 製 FcRnを 50mM MES pH6.0に 対 し て 透 析 し
、 急 速 凍 結 し 、 － 70℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 の 純 度 は SDS-PAGEお よ び HPLCに よ っ て 調 べ
た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
6.1.3.　
ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 は Kunkel法 (Kunkelら , Methods Enzymol., 154:367-382, 1987)に 由
来 す る 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に 基 づ い て 行 っ た 。 MEDI-493 ヒ ト IgG1(Johnsonら , J. 
Infect. Disease, 176:1215-1224, 1997)由 来 の ヒ ト ヒ ン ジ -Fc遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 残 基 226-
478(Kabatの 番 号 付 け に よ る 、 Kabatら , 1991, 上 述 の 文 献 )を pCANTAB5Eフ ァ ー ジ ミ ド ベ ク
タ ー 中 に SfiI/NotI断 片 と し て ク ロ ー ン 化 し た 。 4種 類 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 251, 252, 254,
 255, 256(ラ イ ブ ラ リ ー 1)、 308, 309, 311, 312, 314(ラ イ ブ ラ リ ー 2)、 385, 386, 387,
 389(ラ イ ブ ラ リ ー 3)、 お よ び 428, 433, 434, 436(ラ イ ブ ラ リ ー 4)の 位 置 に ラ ン ダ ム な 変
異 を 導 入 す る こ と に よ っ て 作 成 し た 。 簡 潔 に 述 べ れ ば 、 4つ の 別 々 の ヒ ン ジ -Fc鋳 型 を オ ー
バ ー ラ ッ プ 伸 長 法 (Hoら , Gene, 15:51-59, 1989)に よ っ て PCRを 用 い て 作 成 し 、 そ の 各 々
に は 252(ラ イ ブ ラ リ ー 1)、 310(ラ イ ブ ラ リ ー 2)、 384(ラ イ ブ ラ リ ー 3)、 お よ び 429(ラ イ ブ
ラ リ ー 4)の 位 置 に 1個 の 停 止 コ ド ン TAAを 含 ん で お り 、 そ の た め 、 突 然 変 異 し た フ ァ ー ジ ミ
ド の み が Fcを デ ィ ス プ レ イ す る フ ァ ー ジ を 生 ず る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
次 い で 、 TAA含 有 の 一 本 鎖 DNA(TAAssDNA)の 各 々 を 次 の と お り 調 製 し た ： 4種 類 の TAA含 有 フ
ァ ー ジ ミ ド の う ち の 1つ を 含 ん で い る 1個 の CJ236大 腸 菌 コ ロ ニ ー を 、 10μ g/mLの ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル お よ び 100μ g/mLの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た 10mLの 2 x YT培 地 中 で 増 殖 さ せ
た 。 OD600＝ 1と な っ た と こ ろ で VCSM 13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 終 濃 度 が 10 1 0 pfu/mLと な る よ
う に 添 加 し た 。 2時 間 後 、 そ の 培 養 液 を 0.25μ g/mLの ウ リ ジ ン 、 10μ g/mLの ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル 、 30μ g/mLの カ ナ マ イ シ ン 、 お よ び 100μ g/mLの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た 500mLの
2 x YT培 地 に 移 し 、 37℃ で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル (Sambrookら , 1989,「
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分 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Co
ld Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York, 第 1-3巻 )に 従 っ て フ ァ ー ジ を
PEG6000で 沈 殿 さ せ 、 Qiaprep Spin M13 Kit(Qiagen, Valencia, CA)を 用 い て 製 造 者 の 使
用 説 明 書 に 従 っ て 精 製 し た 。 ウ ラ シ ル を 含 有 す る TAAssDNA鋳 型 の 各 々 を 10か ら 30μ g、 0.6
μ gの 下 記 の リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (ラ ン ダ マ イ ズ し た 部 分 は 下 線 を 付 し た )と 、 50m
M Tris-HCl, 10mM MgCl 2 ,pH7.5中 で 最 終 容 量 を 250μ Lと し て 結 合 さ せ た ：
ラ イ ブ ラ リ ー 1：
5'-CATGTGACCTCAGG GAT GGTGTCCTTGGGTTTTGGGGGG-3'(配 列 番 号 120)
ラ イ ブ ラ リ ー 2：
5'-GCACTTGTACTCCTTGCCATT CCA GTG GGTGAGGACGC-3'(配 列 番 号 121)
ラ イ ブ ラ リ ー 3：
5'-GGTCTTGTAGTT CTC ATTGCTCTCCC-3'(配 列 番 号 122)
ラ イ ブ ラ リ ー 4：
5'-GGCTCTTCTGCGT GTG CAGAGCCTCATG CACGGAGCATGAG-3'(配 列 番 号 122)
上 記 で N＝ A、 C、 T、 ま た は G、 　 S＝ Gま た は Cで あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
6.1.4　
適 切 な 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ
ナ ー ゼ の 存 在 下 で リ ン 酸 化 し た 。 10か ら 30μ gの ssDNA U鋳 型 お よ び 0.6μ gの リ ン 酸 化 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 10mM MgCl 2 , pH7.5を 含 有 す る 50mM Tris-HClで 最 終 容 量 を 250μ Lと し
て そ の 中 で 結 合 さ せ 、 90℃ で 2分 間 、 50℃ で 3分 間 、 お よ び 20℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAの 合 成 は 、 0.4mM ATP、 1mM dNTP、 お よ び 6mM DTTの 存 在 下 で T4 DNA
リ ガ ー ゼ お よ び T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 双 方 を 30ユ ニ ッ ト 添 加 し て 行 い 、 そ の 混 合 物 を 20℃
で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ の よ う に し て 作 成 し た ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAを Qiagen
 Qiaquick DNA purification Kit(Qiagen, CA)を 用 い て 精 製 お よ び 脱 塩 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
6.1.5　
電 気 穿 孔 法 で 取 り 込 み 可 能 な 300μ Lの TG1大 腸 菌 細 胞 を 、 1か ら 5μ gの ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAと
と も に 、 2.5kVの 電 場 で 200Ω と 25μ Fキ ャ パ シ タ ン ス を 用 い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ が 1
 x 10 8 (ラ イ ブ ラ リ ー 1お よ び 2)、 ま た は 1 x 10 7 (ラ イ ブ ラ リ ー 3お よ び 4)と な る ま で 、 電
気 的 に 穿 孔 さ せ た 。 そ の 細 胞 を 2mLの SOC培 地 中 に 再 懸 濁 し 、 こ の 方 法 を 6か ら 10回 反 復 し
た 。 多 様 性 に つ い て は 組 換 え 大 腸 菌 の 滴 定 に よ っ て 評 価 し た 。 電 気 パ ル ス を あ て た 細 胞 を
50mLの SOC培 地 中 で 37℃ で 30分 間 振 盪 し つ つ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心 し 、 100μ g/mLの ア ン
ピ シ リ ン お よ び 10 1 0 pfu/mLの VCSM 13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 含 ん で い る 500mLの 2xYT中 に 再 懸
濁 し た 。 そ の 培 養 物 を 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 を 遠 心 し て ペ レ ッ ト と し た 。 変
異 し た ヒ ン ジ -Fc部 分 を GIIIコ ー ト タ ン パ ク 質 上 に 発 現 し て い る 、 上 清 中 の フ ァ ー ジ を 既
に 報 告 さ れ て い る と お り (Sambrookら , 1989, 上 述 の 文 献 )PEG6000で 沈 澱 さ せ 、 5mLの 20mM
 MES, pH6.0中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

フ ァ ー ジ を ELISAを ベ ー ス と す る ア プ ロ ー チ を 用 い て パ ニ ン グ し た 。 96ウ エ ル の ELISAプ レ
ー ト を 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー pH9.0中 に 0.01mg/mLの マ ウ ス FcRnを 含 む 液 100μ L/ウ
エ ル で 、 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で 、 4%脱 脂 粉 乳 で 37℃ で 2時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 そ
の コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 、 5%の 粉 乳 お よ び 0.05%の Tween 20含 有 の 20mM 
MES, pH6.0中 に フ ァ ー ジ を 懸 濁 さ せ た 液 (総 計 約 10 1 3 個 の フ ァ ー ジ )の 100-150μ Lを 入 れ 、
37℃ で 2～ 3時 間 、 振 盪 し つ つ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ エ ル を 0.2%の Tween 20お よ び 0.3M NaCl含 有 の 20mM MES, pH6.0
で 、 室 温 で 約 30回 洗 っ た 。 結 合 し た フ ァ ー ジ を 、 100μ L/ウ エ ル の PBS, pH7.4で 37℃ に て 3
0分 間 溶 出 さ せ た 。
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【 ０ ２ ２ ４ 】
次 い で 、 溶 出 し た フ ァ ー ジ を 、 対 数 増 殖 期 の 大 腸 菌 細 胞 培 養 液 に 添 加 し 、 100μ g/mLの ア
ン ピ シ リ ン お よ び 10 1 0 pfu/mLの VCSM 13ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 添 加 し た 250mLの 2xYT中 で 37℃
で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 増 殖 し た フ ァ ー ジ を 遠 心 し て 集 め た 後 、 PEGで 沈 殿 さ せ 、 パ ニ ン グ プ
ロ セ ス は 総 計 6回 ま で 反 復 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
308-314の 位 置 の 残 基 (H310お よ び W313を 固 定 )に 変 異 を 含 ん で い る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー
で 、 FcRnに 対 す る 親 和 性 が よ り 高 い ヒ ン ジ -Fc領 域 を 発 現 し て い る フ ァ ー ジ を 表 IVに 示 す
各 パ ニ ン グ プ ロ セ ス に よ っ て 濃 厚 化 し た 。 251-256の 位 置 の 残 基 (I253を 固 定 )に 変 異 の あ
る ラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び 428-436の 位 置 の 残 基 (H429, E430, A431, L432, お よ び H435を 固
定 )に 変 異 の あ る ラ イ ブ ラ リ ー の パ ニ ン グ 結 果 は 表 Vお よ び VIに そ れ ぞ れ 示 し て い る 。 さ ら
に 、 385-389の 位 置 の 残 基 (E388を 固 定 )に 変 異 の あ る ラ イ ブ ラ リ ー の パ ニ ン グ 結 果 は 表 VII
に 示 し て い る 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ７ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ８ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ９ 】

各 パ ニ ン グ プ ロ セ ス の 後 、 フ ァ ー ジ を 単 離 し 、 FcRnと 結 合 し た 発 現 さ れ た ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 を 、 ABI3000ゲ ノ ム 分 析 機 (Applied Biosystems, Foster City, CA)を 用 い る ジ
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 法 (Sangerら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-546
7, 1977)な ど の 標 準 的 な 配 列 決 定 法 で 配 列 を 調 べ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
パ ニ ン グ の 結 果 、 308-314の 位 置 の 残 基 (H310お よ び W313を 固 定 )に 変 異 を 含 ん で い る フ ァ
ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 2個 の 変 異 体 が 単 離 さ れ 、 251-256の 位 置 の 残 基 (I253を 固 定 )に 変 異
の あ る ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 13個 の 変 異 体 、 428-436の 位 置 の 残 基 (H429, E430, A431, L432
, お よ び H435を 固 定 )に 変 異 の あ る ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 6個 の 変 異 体 、 385-389の 位 置 の 残
基 (E388を 固 定 )に 変 異 の あ る ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 9個 の 変 異 体 が 単 離 さ れ た 。 ラ イ ブ ラ リ
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ー か ら 単 離 さ れ た 変 異 体 は 表 VIIIに 列 挙 し て い る 。
【 表 ８ 】
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【 ０ ２ ３ １ 】
表 VIIIで 下 線 を 付 し た 配 列 は パ ニ ン グ の 最 終 ラ ウ ン ド で 10か ら 20回 生 じ た 配 列 に 対 応 し て
お り 、 イ タ リ ッ ク で 示 し た 配 列 は パ ニ ン グ の 最 終 ラ ウ ン ド で 2か ら 5回 生 じ た 配 列 に 対 応 し
て い る 。 下 線 付 き で も イ タ リ ッ ク で も な い 配 列 は パ ニ ン グ の 最 終 ラ ウ ン ド で 1回 生 じ た も
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の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
6.4　
変 異 型 の ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 適 切 な 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 発 現 ベ
ク タ ー 、 例 え ば Vβ pelBhis(Ward, J. Mol. Biol., 224:885-890, 1992)中 に 再 ク ロ ー ン 化
し た 。 そ の 他 の い ず れ か の タ イ プ の タ グ 配 列 、 例 え ば c-mycタ グ 、 デ カ ペ プ チ ド タ グ （ Hus
eら , Science, 246:1275-1281, 1989)、 Flag T M (Immunex)タ グ な ど を 含 む ベ ク タ ー を 用 い
る こ と が で き る 。 大 腸 菌 な ど の 組 換 え ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ て 、 可 溶 性 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ
ン ト の 発 現 を 誘 導 し 、 そ れ は 培 地 か ら ま た は 細 胞 溶 解 物 に 浸 透 圧 シ ョ ッ ク を 与 え た 後 該 細
胞 溶 解 物 か ら 、 用 い た タ グ に 基 づ い て 単 離 す る こ と が で き 、 ま た は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ
た 他 の 精 製 方 法 の い ず れ か で 単 離 す る こ と が で き 、 下 記 に 列 挙 す る 方 法 に よ っ て 特 徴 を 調
べ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
6.5　
代 表 的 な Fc変 異 、 例 え ば I253A、 M252Y/S254T/T256E、 M252W、 M252Y、 M252Y/T256Q、 M252F
/T256D、 V308T/L309P/Q311S、 G385D/Q386P/N389S、 G385R/Q386T/P387R/N389P、 H433K/N43
4F/Y436H、 お よ び N434F/Y436な ど を ヒ ト IgG1 MEDI-493(SYNAGIS(登 録 商 標 ))(Johnsonら , 
1997, 上 述 の 文 献 )中 に 組 み 入 れ た 。 Quick Change Mutagenesis kit(Stratagene, La Jol
la, CA)を 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 重 鎖 を 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に か け 、 配
列 を ABI3000(Applied Biosystems, Foster City, CA)シ ー ケ ン サ ー を 用 い て ジ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 決 定 法 に よ っ て 確 認 し た 。 IgG1/V H が IgG1/V L と 同 時 分 泌 さ れ る ヒ ト 胎 児 腎
細 胞 293で CMV前 初 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ジ シ ス ト ロ ニ ッ ク オ ペ ロ ン を 用 い て 種 々 の 構 築 物
が 一 過 性 に 発 現 さ れ た (Johnsonら , 1997, 上 述 の 文 献 )。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は Lipofec
tamine 2000(Invitrogen, Carlsbad, CA)と 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 行 っ た 。 IgGは
な ら し 培 地 か ら 直 接 的 に 1mLの HiTrapプ ロ テ イ ン Aカ ラ ム で 製 造 者 (APBiotech)の 説 明 書 に
従 っ て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
6.6　
6.6.1　
精 製 後 、 修 飾 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト の 分 子 量 お よ び 結 合 特 性 な ど の 一 般 的 な 特 徴 に つ い
て は 、 SDS-PAGEお よ び HPLCを 含 む 当 業 者 に は よ く 知 ら れ た 方 法 で 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

修 飾 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト の 結 合 活 性 は 、 放 射 性 標 識 し た 野 生 型 ヒ ン ジ -Fcま た は 修 飾 ヒ
ン ジ -Fcを マ ウ ス ま た は ヒ ト の FcRnを 発 現 し て い る 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ
て 測 定 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 SV40で 形 質 転 換 さ せ た 内 皮 細 胞 (SVEC)(Kimら , J.
 Immunol., 40:457-465, 1994) な ど の 内 皮 細 胞 系 が 用 い ら れ る 。 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト
と 37℃ で 16-18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 培 地 で 洗 い 、 次 い で 50mM リ ン 酸 バ ッ フ
ァ ー , pH7.5中 に 5mM Na 2 EDTAを 含 む 液 と 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 引 き 離 す 。 10 7 個 の 細 胞
あ た り の 放 射 能 を 測 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
次 い で 、 細 胞 を 、 0.3mg/mL PMSF、 25mg/mLペ プ ス タ チ ン 、 お よ び 0.1mg/mLア プ ロ チ ニ ン を
含 有 す る 2mLの 2.5mg/mL CHAPS、 0.1M Tris-HCl, pH8.0中 に 再 懸 濁 し 、 室 温 で 30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 そ の 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し 、 上 清 を 分 離 す る 。 そ の 上 清 の 放 射 能
を 測 定 し 、 10 7 個 の 細 胞 あ た り の 抽 出 さ れ た ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト の 量 を 計 算 す る た め に
用 い る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
野 生 型 ヒ ト IgG1と マ ウ ス お よ び ヒ ト FcRnと の 相 互 作 用 の K d (そ れ ぞ れ 269お よ び 2527nM)は
他 の 研 究 者 ら に よ っ て 測 定 さ れ た 値 と よ く 一 致 す る (そ れ ぞ れ 265お よ び 2350nM、 Firanら ,
 2001, 上 述 の 文 献 )。 I253Aの 変 異 は 他 の 研 究 者 ら が 報 告 し て い る と お り (Kimら , Eur. J.
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 Immunol., 29:2819-2825, 1991; Shieldsら , J. Biol. Chem., 276:6591-6604, 2001)事
実 上 ヒ ト お よ び マ ウ ス FcRnと 結 合 し な い 。 こ の 変 異 体 は マ イ ク ロ 中 和 ア ッ セ イ に お い て 野
生 型 分 子 (SYNAGIS(登 録 商 標 ))と 同 じ 比 活 性 を 保 持 し て い る の で (Johnsonら , 1997, 上 述
の 文 献 ； デ ー タ は こ こ に は 示 し て い な い )、 こ の こ と は 抗 体 の 折 り 畳 み の 誤 り の 結 果 で は
な い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
マ ウ ス お よ び ヒ ト の FcRnに 対 し て の 結 合 親 和 性 が 増 大 し て い る ヒ ト IgG1変 異 体 を 作 成 し た
(表 VIII)。 複 合 体 の 安 定 性 の 改 善 は 、 全 体 と し て ヒ ト IgG1-ヒ ト FcRnペ ア は 、 ヒ ト IgG1-マ
ウ ス FcRnよ り も 低 く 、 野 生 型 IgG1と 比 較 す る と 、 そ れ ぞ れ 30-(N434F/Y436Hで Δ Δ G＝ 2.0k
cal/モ ル )倍 、 お よ び 11-(M252Y/S254Y/S254T/T256Eで Δ Δ G＝ 1.4kcal/モ ル )倍 で あ っ た 。
し か し 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス FcRnと 比 較 す る と 最 も 重 要 な 位 置 が 変 化 し て お ら ず 、 IgG1-マ
ウ ス FcRn複 合 体 の 安 定 性 が 最 も 増 加 し て い た の は (Δ Δ G＞ 1.3kcal/モ ル )、 252、 254、 256
の 位 置 で の 変 異 (M252Y/S254T/T256Eお よ び M252W)、 な ら び に 433、 434、 436の 位 置 で の 変
異 (H433K/N434F/Y436Hお よ び N434F/Y436H)で あ っ た 。 同 様 に し て 、 こ れ ら と 同 じ 変 異 が Ig
G1-ヒ ト FcRn相 互 作 用 に 最 も 強 い 影 響 を 与 え る こ と が 見 出 さ れ 、 複 合 体 の 安 定 性 も 最 も 大
き な 増 大 を も た ら し た (Δ Δ G＞ 1.0kcal/モ ル )。 308、 309、 311、 385、 386、 387、 お よ び 3
89の 位 置 で の 置 換 は 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス の FcRnの 関 与 す る 複 合 体 の 安 定 性 に ほ と ん ど ま た
は 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た (Δ Δ G＜ 0.5kcal/モ ル )。 Fc-FcRn結 合 部 位 の 中 央 に 位 置 す る
残 基 は 周 辺 部 分 に 位 置 す る 残 基 に 比 べ 複 合 体 の 安 定 性 の 改 善 に 有 意 に 大 き な 寄 与 を す る (
図 9)。
【 ０ ２ ３ ９ 】
ヒ ト Fcの マ ウ ス FcRnへ の 効 率 的 な 結 合 に は い く つ か の 野 生 型 Fcの 残 基 を 必 要 と す る こ と は
明 ら か で あ る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン は 251の 位 置 で 、 ア ル ギ ニ ン は 255で 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 は
310で 、 ロ イ シ ン は 314で 、 メ チ オ ニ ン は 428で 非 常 に よ く 保 存 さ れ て い る (図 6)。 別 の 特 異
性 の 傾 向 は 、 308、 309、 お よ び 311の 位 置 で あ り そ れ ぞ れ ト レ オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 お よ び
セ リ ン は 対 応 す る 野 生 型 の 残 基 よ り も 非 常 に 好 都 合 で あ る (図 6)。 し か し 、 こ の 強 い コ ン
セ ン サ ス を 有 す る 配 列 が 生 ず る こ と は 親 和 性 の 増 大 の 程 度 と は 相 関 し な い が 、 そ れ は V308
T/L309P/Q311Sは 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の FcRnの 双 方 と の 結 合 に 対 し て 野 生 型 IgG1と よ り は
良 好 だ が そ の 程 度 が 2倍 未 満 だ か ら で あ る (表 IX)。
【 ０ ２ ４ ０ 】
親 和 性 の 増 大 は 1箇 所 の 「 ホ ッ ト ス ポ ッ ト 」 の 位 置 の 残 基 の 置 換 に 強 く 依 存 し て い る 。 例
え ば 、 M252Yで の 単 一 の 変 異 は マ ウ ス FcRnと の 結 合 を 9倍 増 大 さ せ る が 、 さ ら に 変 異 箇 所 を
追 加 し て も ほ と ん ど (M252Y/S254T/T256Eの 場 合 )ま た は 全 く (M252Y/T256Qの 場 合 )追 加 効 果
は な い 。 同 様 の 傾 向 が ヒ ト の レ セ プ タ ー で も 程 度 は 低 い な が ら 観 察 さ れ る 。 M252Y/S254T/
T256Eは M252Yと 比 較 す る と 2.5倍 と い う 顕 著 な 親 和 性 の 改 善 を 示 す 。 こ の こ と は お そ ら く
、 ヒ ト と マ ウ ス の FcRnの 結 合 部 位 の 相 異 を 反 映 し て い る の で あ ろ う (Westと Bjorkman, Bio
chemistry, 39:9698-9708, 2000)。
【 ０ ２ ４ １ 】
マ ウ ス FcRnに 対 し て の 親 和 性 の 著 し い 増 加 (Δ Δ G＞ 1.3kcal/モ ル )を 示 し て い る フ ァ ー ジ
由 来 IgG1変 異 体 は 、 野 生 型 IgG1と 比 較 す る と pH7.2で レ セ プ タ ー へ の 著 し く 強 い 結 合 活 性
を 示 し た (図 8A-H)。 親 和 性 が 中 等 度 に 増 大 し て い る (Δ Δ G＜ 0.3kcal/モ ル )IgG1変 異 体 は
、 pH7.2で は 結 合 は 非 常 に 弱 い (デ ー タ は こ こ に 示 し て い な い )。 こ れ に 対 し て 、 ヒ ト FcRn
に 対 す る 親 和 性 が 大 き く 増 大 し て い る (Δ Δ G＞ 1.0kcal/モ ル )IgG1変 異 体 で は 、 野 生 型 IgG
1と 比 較 す る と pH7.4で の 結 合 は ご く わ ず か で あ っ た (図 8A-H)。
【 表 ９ 】
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【 ０ ２ ４ ２ 】

こ の ア ッ セ イ は PCT公 開  WO 97/34631で 開 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た も の で あ る
。 放 射 性 標 識 し た 、 修 飾 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト の 種 々 の 濃 度 の も の (1μ g/mL～ 1mg/mL)を
ト ラ ン ス ウ エ ル の 片 側 に 添 加 し 、 FcRnを 発 現 し て い る 細 胞 単 層 が 介 在 す る そ の フ ラ グ メ ン
ト の 移 送 を 、 そ の ト ラ ン ス ウ エ ル の も う 一 方 の 側 の 放 射 能 を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
6.6.2　
修 飾 IgGヒ ン ジ -Fcの 半 減 期 を 測 定 す る た め に 、 修 飾 ヒ ン ジ -Fcフ ラ グ メ ン ト を 1 2 5 Iで 放 射
性 標 識 し (比 活 性 は 約 10 7 cpm/μ g)、 食 塩 水 (pH7.2)中 に 溶 解 す る 。 そ の 溶 液 を BALB/Cマ ウ
ス (Harlan, Indianapolis, IN)、 こ の マ ウ ス は あ ら か じ め 胸 腺 を ブ ロ ッ ク す る た め に NaI
含 有 の 水 を 与 え て お い た も の で あ る が 、 そ の マ ウ ス に 液 量 を 150μ L以 下 で 放 射 能 は 10 x 1
0 6 ～ 50 x 10 6 cpmの も の を 静 脈 内 注 射 す る 。 種 々 の 時 点 、 例 え ば 注 射 後 3分 か ら 72時 間 ま で
で マ ウ ス の 後 眼 窩 洞 か ら 採 血 し て 血 液 を ヘ パ リ ン を 添 加 し た 毛 細 管 に 入 れ 、 各 サ ン プ ル か
ら 採 取 し た 血 漿 の 放 射 能 を 計 測 す る 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
図 10に 示 す デ ー タ を 得 る た め に 、 ア ッ セ イ す る 各 分 子 に つ い て 10匹 の マ ウ ス を 用 い 、 1匹
あ た り 2.5μ gの 抗 体 を 注 射 し た 。 血 清 中 の 抗 体 の レ ベ ル は 抗 ヒ ト IgGELISAを 用 い て 測 定 し
た (図 10)。 マ ウ ス FcRnに 対 す る 親 和 性 と 血 清 中 の 持 続 性 に は 逆 相 関 が あ る も の と 思 わ れ る
。 こ の こ と は お そ ら く 、 pH7.2で 観 察 さ れ た 変 異 体 の 著 し い 量 の 結 合 に よ っ て 、 そ の 分 子
の 隔 離 (す な わ ち 、 血 清 中 へ の 放 出 の 欠 如 )が も た ら さ れ た こ と に よ る も の と 思 わ れ る 。 予
備 的 デ ー タ で は (こ こ に は 示 し て い な い )そ れ ら の 変 異 体 の 肺 へ の 輸 送 が 増 大 し て い る こ と
が 示 唆 さ れ て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 変 異 体 の ヒ ト FcRnに 対 す る 結 合 は マ ウ ス FcRnに 対 す
る も の よ り も 低 い の で (図 8A-H参 照 )、 血 清 中 の 抗 体 レ ベ ル は 霊 長 類 お よ び ヒ ト で は よ り 高
い も の と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
6.6.3　
可 溶 性 の マ ウ ス お よ び ヒ ト FcRnと 固 定 化 ヒ ト IgG1変 異 体 と の 相 互 作 用 を 、 BIAcore 3000装
置 (Pharmacia Biosensor, Uppsala, Sweden)を 用 い て 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 の 検 出 に よ っ て
モ ニ タ ー し た 。 ゲ ル ろ 過 で は 親 和 性 測 定 を 妨 害 す る よ う な 凝 集 物 （ van der Merweら , EMB
O J., 12:4945-4954, 1993; van der Merweら , Biochemistry, 33:10149-10160, 1994)は
検 出 さ れ な か っ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は ヒ ト お よ び マ ウ ス FcRnの 双 方 に つ い て は ビ シ ン コ ニ
ン 酸 (BCA)法 で 計 算 し 、 IgG1の 野 生 型 お よ び 変 異 型 に つ い て は 280nmで の 1%減 衰 係 数 1.5を
用 い て 計 算 し た 。 IgG1は 、 Amine Coupling Kitを 報 告 さ れ て い る と お り 用 い て (Johnsonら
, 上 述 の 文 献 )、 CM5セ ン サ ー チ ッ プ の デ キ ス ト ラ ン マ ト リ ク ス (Pharmacia Biosensor)に
結 合 さ せ た 。 10mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム ,pH5.0中 で タ ン パ ク 質 濃 度 の 範 囲 は 3～ 5μ g/mLで あ っ た
。 活 性 化 時 間 は 流 速 を 10μ L/分 と し て 7分 間 と し 、 固 定 化 時 間 は 流 速 を 10μ L/分 と し て 10
分 間 か ら 20分 間 の 間 と し た 。 過 剰 の 反 応 性 エ ス テ ル は 70μ Lの 1.0 塩 酸 メ タ ノ ー ル ア ミ ン ,
 pH8.5を 注 射 し て ク エ ン チ し た 。 こ の こ と に よ っ て 、 典 型 的 に は 、 500か ら 4000共 鳴 ユ ニ
ッ ト (RU)の 固 定 化 が も た ら さ れ た 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス FcRnは バ ッ フ ァ ー を 0.05% Tween20
含 有 の 50mM PBSバ ッ フ ァ ー , pH6.0に 交 換 し た 。 希 釈 は そ の 同 じ バ ッ フ ァ ー 中 で 行 っ た 。
結 合 実 験 は 全 て 25℃ で 濃 度 範 囲 を 120か ら 1μ g/mLと し 流 速 を 5か ら 10μ L/分 と し て 行 っ た
； デ ー タ は 25か ら 50分 間 収 集 し 、 表 面 を 再 生 さ せ る た め に PBSバ ッ フ ァ ー pH7.2の 1分 間 の
パ ル ス を 3回 行 っ た 。 FcRnも コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 細 胞 上 を 流 し 、 こ れ ら の ブ ラ ン ク
の ラ ン で の セ ン サ ー グ ラ ム を IgG1を 結 合 さ せ た チ ッ プ で 得 ら れ た も の か ら 差 し 引 い た 。 各
ラ ン は ソ フ ト ウ エ ア BIAevaluation 3.1(Pharmacia)を 用 い て 分 析 し た 。 会 合 定 数 (K A )は 、
非 特 異 的 結 合 を 補 正 し た 後 、 有 利 の 反 応 体 と 複 合 体 の 平 衡 状 態 で の 濃 度 を 測 定 す る こ と に
よ る ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 か ら 求 め た 。 結 合 の 平 衡 状 態 を 見 る BIAcore実 験 で (Karlssonら
, 1991, 上 述 の 文 献 ; van der Merweら , 1993, 上 述 の 文 献 ; van der Merweら , 1994, 上
述 の 文 献 ; Raghavanら , Immunity, 1:303-315, 1994; Malchiodiら , J. Exp. Med., 182:
1833-1845, 1995)、 複 合 体 の 濃 度 は 定 常 状 態 応 答 と し て 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 遊 離
の ア ナ ラ イ ト (ヒ ト ま た は マ ウ ス FcRn)の 濃 度 は ア ナ ラ イ ト 全 体 の 濃 度 に 等 し い が 、 そ れ は
ア ナ ラ イ ト が サ ン プ ル の 注 入 の 際 に 常 に 補 給 さ れ る か ら で あ る 。 セ ン サ ー チ ッ プ 上 の 遊 離
の リ ガ ン ド の 濃 度 は 複 合 体 の 濃 度 か ら 、 お よ び 表 面 の 総 結 合 能 か ら K A ＝ R e q /C(R m a x － R e q )
と し て 得 る こ と が で き る が 、 こ の 式 で Cは 遊 離 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 、 R e q は 定 常 状 態 応 答 、 R m
a x は 表 面 の 総 結 合 能 で あ る 。 式 を 整 理 し 直 す と R e q /C＝ K A R m a x － K A R e q と な る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
従 っ て 種 々 の ア ナ ラ イ ト 濃 度 で の R e q /C対 R e q の プ ロ ッ ト は 直 線 と な り 、 そ の 直 線 か ら 、 K A
を 計 算 す る こ と が で き る (表 IX参 照 )。 誤 差 は 2ま た は 3回 の 測 定 の 標 準 偏 差 と し て 推 定 し 、
そ れ は ＜ 20%で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
ラ イ ブ ラ リ ー 1か ら 4の パ ニ ン グ 後 (図 6、 表 VIII)に 同 定 さ れ た 代 表 的 な 変 異 を ヒ ト IgG1の F
c部 分 に 導 入 し た 。 種 々 の 濃 度 の ヒ ト ま た は マ ウ ス FcRnを 固 定 化 IgG1変 異 体 上 に 注 入 す る
と 、 濃 度 依 存 性 の 結 合 が 認 め ら れ た 。 変 異 体 M252Y/S254T/T256Eの マ ウ ス お よ び ヒ ト FcRn
へ の 平 衡 結 合 の 典 型 的 な 共 鳴 プ ロ フ ィ ー ル を 図 7Aお よ び Bに 示 す 。 見 か け の K A を 推 定 す る
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た め に 、 FcRnの 濃 度 範 囲 と し て 120か ら 1μ g/mLを 用 い た 。 全 例 で 平 衡 (ま た は 近 似 的 平 衡 )
結 合 レ ベ ル に 50分 間 以 内 に 到 達 し た 。 タ ン パ ク 質 の 総 屈 折 率 に 及 ぼ す 非 特 異 的 影 響 の 結 果
生 ず る RUの 増 加 を 推 定 す る た め に 、 FcRnの コ ー テ ィ ン グ さ れ て い な い 細 胞 へ の 結 合 を 測 定
し 、 こ れ ら の ブ ラ ン ク の ラ ン か ら の セ ン サ ー グ ラ ム を IgG1結 合 チ ッ プ で 得 ら れ た も の か ら
差 し 引 い た 。 変 異 体 M252Y/S254T/T256Eの マ ウ ス お よ び ヒ ト FcRnへ の 結 合 の ス キ ャ ッ チ ャ
ー ド プ ロ ッ ト は 図 7Cお よ び Dに 示 す 。 そ れ ら の プ ロ ッ ト は 全 て 直 線 で あ り 、 見 か け の K A は
傾 き か ら 計 算 し た 。 測 定 は 2回 ま た は 3回 重 複 し て 行 い 、 固 定 化 IgGが そ の も と も と の 結 合
活 性 を 保 持 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
マ ウ ス IgG1上 に は マ ウ ス FcRnの た め の 2箇 所 の 等 価 で な い 結 合 部 位 、 そ れ ら の 親 和 性 は ＜ 1
30nMお よ び 6μ Mで あ る が (Sanchezら , Biochemistry, 38:9471-9476, 1999; Schuckら , Mo
l. Immunol., 36:1117-1125, 1999; Ghetieと Ward, Ann. Rev. Immunol., 18:739-766, 2
000)、 そ れ ら の 結 合 部 位 が あ る の で 、 IgG1が 固 定 化 FcRnと 結 合 す る 際 に 生 ず る 親 和 性 効 果
を 避 け る た め に レ セ プ タ ー を 溶 液 中 で 用 い た 。 こ の こ と と 一 致 し て 、 IgGで は な く FcRnを
バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 固 定 化 し た 場 合 に は 、 常 に 高 い 親 和 性 が 観 察 さ れ て い る (Popov
ら , 1996, 上 述 の 文 献 ; Vaughnと Bjorkman, Biochemistry, 36:9374-9380, 1997; Martin
と Bjorkman, Biochemistry, 38:12639-12647, 1999; Westと Bjorkman、 Biochemistry, 39
:9698-9708, 2000)。 本 発 明 者 ら の 実 験 で の BIAcoreの 条 件 下 で は 、 よ り 高 い 親 和 性 の 会 合
(す な わ ち 、 単 一 の リ ガ ン ド -レ セ プ タ ー )に 対 応 す る 相 互 作 用 が 主 と し て 測 定 さ れ 、 そ れ
は ス キ ャ ッ チ ャ ー ド プ ロ ッ ト の 直 線 性 と 一 致 し て い る (図 7Cお よ び D)。
【 ０ ２ ４ ９ 】
BIAcore分 析 は ま た 、 野 生 型 IgG1と IgG1変 異 体 の 親 和 性 を 比 較 す る た め に も 用 い た 。 マ ウ
ス FcRnに 対 し て pH6.0で 親 和 性 の 著 し い 増 加 (Δ Δ G≧ 1.0kcal/モ ル ) を 示 す フ ァ ー ジ 由 来
の IgG1変 異 体 は マ ウ ス レ セ プ タ ー と pH7.2で 著 し い 結 合 を も 示 し 、 そ の SPRシ グ ナ ル p H 7 . 4 /
SPRシ グ ナ ル p H 6 . 0 は 飽 和 状 態 で ＞ 0.6で あ っ た 。 マ ウ ス FcRnに 対 し て の pH6.0で の 親 和 性 の
増 大 が 中 程 度 で あ る (Δ Δ G＜ 0.4kcal/モ ル )IgG1変 異 体 は 、 pH7.2で マ ウ ス の レ セ プ タ ー へ
の 結 合 は 非 常 に 弱 か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 ヒ ト FcRnに 対 し て の pH6.0で の 親 和 性 の 増 大 が
大 き い (Δ Δ G≧ 1.0kcal/モ ル )IgG1変 異 体 で は ヒ ト レ セ プ タ ー と pH7.4で は ご く わ ず か な 結
合 し か 示 さ ず 、 そ の SPRシ グ ナ ル p H 7 . 4 /SPRシ グ ナ ル p H 6 . 0 は 飽 和 状 態 で ＜ 0.15で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に 対 し て 等 価 な 多 数 の も の を
理 解 し 、 日 常 的 な 実 験 を さ ら に 行 う こ と な く 確 認 す る こ と が で き よ う 。 そ の よ う な 等 価 物
は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 包 含 さ れ る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
本 明 細 書 中 で 言 及 し た 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は そ の 全 て を 、 個 々 の 刊 行 物 、 特 許
、 お よ び 特 許 出 願 を 特 定 し て か つ 個 別 に 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る こ と を 指 示 し
た 場 合 と 同 程 度 に 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 図 １ 】 FcRn受 容 体 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 確 認 さ れ た 残 基 の 位 置 を 示 す IgGヒ ン
ジ -Fc領 域 の 構 造 を 示 す 。
【 図 ２ 】 ヒ ン ジ 領 域 （ 配 列 番 号 82） 、 CH2ド メ イ ン （ 配 列 番 号 80） お よ び CH3ド メ イ ン （ 配
列 番 号 81） を 含 有 す る ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 83） を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 ヒ ト FcRn（ 配 列 番 号 84） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 マ ウ ス FcRn（ 配 列 番 号 85） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ヒ ト IgG1ヒ ン ジ -Fc領 域 （ 配 列 番 号 83） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 こ こ で 、 ア ミ ノ
酸 置 換 に よ り 突 然 変 異 し た 野 生 型 残 基 は 下 線 付 き 太 字 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ５ 】 フ ァ ー ジ 提 示 修 飾 ヒ ン ジ -Fcラ イ ブ ラ リ ー に 関 す る パ ニ ン グ 法 の 概 要 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 ス ク リ ー ニ ン グ し た ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 変 異 体 位 置 に お け る 選 択 さ れ た 突 然 変 異 残
基 の 出 現 の 概 要 を 示 す 。
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【 図 ７ 】 （ A） は 、 M252Y/S254T/T256E置 換 を 有 す る 固 定 化 IgG1へ の マ ウ ス FcRnの 結 合 を 示
す 。 （ B） は 、 固 定 化 IgG1/M252Y/S254T/T256Eへ の ヒ ト FcRnの 結 合 を 示 す 。 （ C） お よ び （
D） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ A） お よ び （ B） に お け る デ ー タ の ス キ
ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 を 示 す 。
【 図 ８ 】 （ A） ～ （ D） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ A） 野 生 型 ヒ ト IgG1
、 （ B） M252Y/S254T/T256E、 （ C） H433K/N434F/Y436H、 お よ び （ D） G385D/G386P/N389Sへ
の pH 6.0お よ び pH 7.4に お け る マ ウ ス FcRnの 結 合 の BIAcore分 析 か ら の 結 果 を 示 す 。 （ E）
～ （ H） は 、 非 特 異 的 結 合 に 関 す る 補 正 後 の そ れ ぞ れ （ E） 野 生 型 ヒ ト IgG1、 （ F） M252Y/S
254T/T256E、 （ G） H433K/N434F/Y436H、 お よ び （ H） G385D/Q386P/N389Sへ の pH 6.0お よ び
pH 7.4に お け る ヒ ト FcRnの 結 合 の BIAcore分 析 か ら の 結 果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 Deisenhofer, 1981, Biochemistry 20: 2361-2370の ヒ ト IgG1構 造 に 基 づ
く ヒ ト IgG1の Fcフ ラ グ メ ン ト の 表 面 の 空 間 充 填 型 模 型 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 野 生 型 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 （ SYNAGIS（ 登 録 商 標 ） ） （ 白 正 方 形 ） 、 ま
た は 突 然 変 異 M252Y/S254T/T256E（ 白 丸 ） 、 G385D/Q386P/N389S（ 黒 正 方 形 ） お よ び H433K/
N434F/Y436H（ 黒 丸 ） を 含 有 す る 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 の 、 時 間 （ 日 単 位 ） 経 過 に 対
す る 血 清 濃 度 （ [Mab]ng/ml） に お け る 変 化 を 示 す 。
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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