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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１４７のアミノ酸配列を含む重鎖と、配列番号１４６のアミノ酸配列を含む軽
鎖を有する抗反発性ガイダンス分子ａ（Ｒｅｐｕｌｓｉｖｅ　Ｇｕｉｄａｎｃｅ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌｅ　ａ）（ＲＧＭａ）抗体をコードするヌクレオチド配列を含む核酸。
【請求項２】
　請求項１に記載の単離された核酸を含むベクター。
【請求項３】
　ＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモーター調節エレメントと、
　ＤＨＦＲ遺伝子と
をさらに含み、重鎖と軽鎖が、それぞれ、前記ＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモー
ター調節エレメントに作動可能に連結している、請求項２に記載のベクター。
【請求項４】
　請求項２又は３に記載のベクターにより形質転換された宿主細胞。
【請求項５】
　真核細胞である、請求項４に記載の宿主細胞。
【請求項６】
　真核細胞が、哺乳動物宿主細胞である、請求項５に記載の宿主細胞。
【請求項７】
　モノクローナル抗ＲＧＭａ抗体を作成する方法であって、
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　（ａ）請求項６に記載の真核宿主細胞を培養するステップと、
　（ｂ）抗ＲＧＭａ抗体を回収するステップと
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１２年１月２７日に出願された米国仮出願第６１／５９１，３２４号の
利益を主張するものであり、この内容は、全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　配列表
　本出願は、ＥＦＳ－ＷｅｂによってＡＳＣＩＩ形式で提出された配列表であって、全体
が参照により本明細書に組み込まれる配列表を含む。２０１３年１月２５日に作成された
前記ＡＳＣＩＩコピーは１１４２３ＵＳＯ．ｔｘｔという名称であり、１００，９３６バ
イトのサイズである。
【０００３】
　本発明は、神経突起変性に関連する疾患、例えば、多発性硬化症を治療および診断する
ための抗体、およびこの抗体の使用方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
　多くの神経変性疾患の初期段階は、神経突起損傷およびシナプス機能障害を特徴とする
。神経突起変性は神経細胞死につながることが多く、罹患神経のシグナル伝導を障害し、
どの神経が関与しているかに応じて、感覚、運動、認知力または他の機能の障害を引き起
こし得る。神経突起変性はまた、多発性硬化症（「ＭＳ」）の病的ホールマークである。
ＭＳは、米国内で約３５０，０００人の人々が罹患している自己免疫性神経変性性疾患で
あり、若年成人における神経系障害または死亡の主な原因である。ＭＳに罹患しているヒ
トに共通の臨床症状は、神経の軸索を取り巻くミエリン鞘の大規模な分解に起因する神経
病変の変性的形成および最終的には軸索自体の分解である。ＭＳで起こる脱髄は、３つの
主要な神経性タンパク質：ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、プロテオリピドタンパ
ク質（ＰＬＰ）およびミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）に対するプ
ロテアーゼ酵素の攻撃によって開始されると考えられている。機構的には、ＭＳは、ミエ
リン分解産物に対する自己免疫反応によって少なくとも部分的に引き起こされる炎症性脱
髄疾患である。近年の研究では、周知の脱ミエリン化機構および炎症性機構に加えて、神
経突起および軸索損傷の役割が重視されている。
【０００５】
　患者は、通常、患者病歴、ならびに脳および脊髄の磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）、電気診
断手順（例えば、視覚誘発電位、脳幹聴性誘発電位または体性感覚誘発電位などの誘発電
位試験）および脳脊髄液中の免疫グロブリン合成の証拠を探す腰椎穿刺を含む神経学的検
査の組み合わせに基づいて、神経突起変性疾患を有すると診断される。
【０００６】
　現在のところ、神経突起変性に関連する疾患の治療法はないので、治療は、通常、症候
の管理、ならびに再発の頻度および重症度の治療を含む。
【発明の概要】
【０００７】
　一態様では、本発明は、反発性ガイダンス分子ａ（Ｒｅｐｕｌｓｉｖｅ　Ｇｕｉｄａｎ
ｃｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　ａ）（「ＲＧＭａ」）に結合する単離された抗体またはこの抗
体断片を対象とする。抗体は、（ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領
域、（ｂ）配列番号５のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｃ）配列番号９のア
ミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｄ）配列番号１３のアミノ酸配列を含む可変軽
ドメイン領域、（ｅ）配列番号１７のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｆ）配
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列番号２１のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｇ）配列番号２５のアミノ酸配
列を含む可変重ドメイン領域、（ｈ）配列番号２９のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン
領域、（ｉ）配列番号３３のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｊ）配列番号３
７のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域；（ｋ）配列番号４１のアミノ酸配列を含む
可変重ドメイン領域；（ｌ）配列番号４５のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域；（
ｍ）配列番号４９のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域；（ｎ）配列番号５３のアミ
ノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｏ）配列番号５７のアミノ酸配列を含む可変重ド
メイン領域、（ｐ）配列番号６１のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｑ）配列
番号１５２のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｒ）配列番号９５のアミノ酸配
列を含む可変軽ドメイン領域、（ｓ）配列番号９９のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン
領域、（ｔ）配列番号１０３のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｕ）配列番号
１０７のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｖ）配列番号１１１のアミノ酸配列
を含む可変軽ドメイン領域、（ｗ）配列番号１１５のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン
領域、（ｘ）配列番号１１９のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｙ）配列番号
１２３のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、（ｚ）配列番号１２７のアミノ酸配列
を含む可変軽ドメイン領域、（ａａ）配列番号１３１のアミノ酸配列を含む可変重ドメイ
ン領域、（ｂｂ）配列番号１３５のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｃｃ）配
列番号６７のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｄｄ）配列番号６８のアミノ酸
配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｅｅ）配列番号６９のアミノ酸配列を含む可変軽ドメ
イン領域（ｆｆ）配列番号７０のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｇｇ）配列
番号７１のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｈｈ）配列番号７２のアミノ酸配
列を含む可変軽ドメイン領域、（ｉｉ）配列番号７３のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイ
ン領域、（ｊｊ）配列番号１のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン、および配列番号５の
アミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｋｋ）配列番号９のアミノ酸配列を含む可変
重ドメイン、および配列番号１３のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｌｌ）配
列番号１７のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン、および配列番号２１のアミノ酸配列を
含む可変軽ドメイン領域、（ｍｍ）配列番号２５のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン、
および配列番号２９のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｎｎ）配列番号３３の
アミノ酸配列を含む可変重ドメイン、および配列番号３７のアミノ酸配列を含む可変軽ド
メイン領域、（ｏｏ）配列番号４１のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン（ｖａｒｉａｂ
ｌｙ　ｈｅａｖｙ　ｄｏｍａｉｎ）、および配列番号４５のアミノ酸配列を含む可変軽ド
メイン領域、（ｐｐ）配列番号４９のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン、および配列番
号５３のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｑｑ）配列番号５７のアミノ酸配列
を含む可変重ドメイン、および配列番号６１のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、
（ｒｒ）配列番号１５２のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、および配列番号９５
のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｓｓ）配列番号９９のアミノ酸配列を含む
可変重ドメイン領域、および配列番号１０３のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、
（ｔｔ）配列番号１０７のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、および配列番号１１
１のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｕｕ）配列番号１１５のアミノ酸配列を
含む可変重ドメイン領域、および配列番号１１９のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領
域、（ｖｖ）配列番号１２３のアミノ酸配列を含む可変重ドメイン領域、および配列番号
１２７のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイン領域、（ｗｗ）配列番号１３１のアミノ酸配
列を含む可変重ドメイン領域、および配列番号１３５のアミノ酸配列を含む可変軽ドメイ
ン領域、（ｘｘ）配列番号２のアミノ酸配列を含む相補性決定領域（ＣＤＲ）１と、配列
番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを
含む可変重鎖、（ｙｙ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖
、（ｚｚ）配列番号１０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ２と、配列番号１２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、（ａ
ａａ）配列番号１４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１５のアミノ酸配列を含
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むＣＤＲ２と、配列番号１６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｂｂｂ
）配列番号１８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１９のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ２と、配列番号２０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、（ｃｃｃ）配
列番号２２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
２と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｄｄｄ）配列番
号２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号２７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と
、配列番号２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、（ｅｅｅ）配列番号３
０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配
列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｆｆｆ）配列番号３４の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番
号３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、（ｇｇｇ）配列番号３８のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４
０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｈｈｈ）配列番号４２のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ１と、配列番号４３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４４の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖；（ｉｉｉ）配列番号４６のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ１と、配列番号４７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４８のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖；（ｊｊｊ）配列番号５０のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ１と、配列番号５１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号５２のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号５４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
１と、配列番号５５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号５６のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｋｋｋ）配列番号５８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と
、配列番号５９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６０のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ３とを含む可変重鎖、（ｌｌｌ）配列番号６２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配
列番号６３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
３とを含む可変軽鎖、（ｍｍｍ）配列番号９２または１５３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
１と、配列番号９３または１５４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号９４または
１５５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、（ｎｎｎ）配列番号９６または
１５６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号９７または１５７のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ２と、配列番号９８または１５８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽
鎖、（ｏｏｏ）配列番号１００のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０１のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１０２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変
重鎖、（ｐｐｐ）配列番号１０４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０５のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１０６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可
変軽鎖、（ｑｑｑ）配列番号１０８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０９の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む
可変重鎖、（ｒｒｒ）配列番号１１２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１３
のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含
む可変軽鎖、（ｓｓｓ）配列番号１１６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１
７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを
含む可変重鎖、（ｔｔｔ）配列番号１２０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１
２１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１２２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３と
を含む可変軽鎖、（ｕｕｕ）配列番号１２４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号
１２５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３
とを含む可変重鎖、（ｖｖｖ）配列番号１２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番
号１２９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
３とを含む可変軽鎖、（ｗｗｗ）配列番号１３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列
番号１３３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３４のアミノ酸配列を含むＣＤ
Ｒ３とを含む可変重鎖、（ｘｘｘ）配列番号１３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配
列番号１３７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３８のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｙｙｙ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列
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番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３と
を含む可変軽鎖、（ｚｚｚ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可
変軽鎖、（ａａａａ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖
、（ｂｂｂｂ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ２と、配列番号７０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｃ
ｃｃｃ）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ２と、配列番号７１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｄｄｄｄ
）配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
２と、配列番号７２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｅｅｅｅ）配列
番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、
配列番号７３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｆｆｆｆ）配列番号２
のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番
号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号８のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｇｇｇｇ）配列番号２のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列
番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３と
を含む可変軽鎖、（ｈｈｈｈ）配列番号９２または１５３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１
と、配列番号９３または１５４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号９４または１
５
５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号９６または１５６の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号９７または１５７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
２と、配列番号９８または１５８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｉ
ｉｉｉ）配列番号１００のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０１のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ２と、配列番号１０２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、
および配列番号１０４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０５のアミノ酸配列
を含むＣＤＲ２と、配列番号１０６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（
ｊｊｊｊ）配列番号１０８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１０９のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖
、および配列番号１１２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１３のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、
（ｋｋｋｋ）配列番号１１６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１７のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１１８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重
鎖、および配列番号１２０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１２１のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１２２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖
、（ｌｌｌｌ）配列番号１２４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１２５のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変
重鎖、および配列番号１２８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１２９のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽
鎖、（ｍｍｍｍ）配列番号１３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１３３のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可
変重鎖、および配列番号１３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１３７のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１３８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変
軽鎖、（ｎｎｎｎ）配列番号２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、お
よび配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤ
Ｒ２と、配列番号６８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｏｏｏｏ）配
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列番号２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と
、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号６９
のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｐｐｐｐ）配列番号２のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ
１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号７０のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｑｑｑｑ）配列番号２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、
配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３
とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号７１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変
軽鎖、（ｒｒｒｒ）配列番号２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、お
よび配列番号６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤ
Ｒ２と、配列番号７２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｓｓｓｓ）配
列番号２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と
、配列番号４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号６のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号７３
のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｔｔｔｔ）配列番号１０のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ１と、配列番号１１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１２の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号１４のアミノ酸配列を含
むＣＤＲ１と、配列番号１５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号１６のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｕｕｕｕ）配列番号１８のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ１と、配列番号１９のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号２０のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号２２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１
と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号２４のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、（ｖｖｖｖ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と
、配列番号２７のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号２８のアミノ酸配列を含むＣ
ＤＲ３とを含む可変重鎖、および配列番号３０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番
号３１のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３と
を含む可変軽鎖、（ｗｗｗｗ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号
３５のアミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号３６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを
含む可変重鎖、および配列番号３８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号３９のア
ミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変
軽鎖、（ｘｘｘｘ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号４３のアミ
ノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４４のアミノ酸配列を含むＣＤＲとを含む可変重ド
メイン鎖、および配列番号４６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号４７のアミノ
酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号４８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽ド
メイン鎖；（ｙｙｙｙ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号５１の
アミノ酸配列を含むＣＤＲ２と、配列番号５２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可
変重鎖、および配列番号５４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号５５のアミノ酸
配列を含むＣＤＲ２と、配列番号５６のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖、
（ｚｚｚｚ）配列番号５８のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号５９のアミノ酸配
列を含むＣＤＲ２と、配列番号６０のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変重鎖、お
よび配列番号６２のアミノ酸配列を含むＣＤＲ１と、配列番号６３のアミノ酸配列を含む
ＣＤＲ２と、配列番号６４のアミノ酸配列を含むＣＤＲ３とを含む可変軽鎖から選択され
るドメインまたは領域を含む。
【０００８】
　単離された抗体または抗体断片は、ヒト抗体、免疫グロブリン分子、ジスルフィド連結
Ｆｖ、モノクローナル抗体、親和性成熟、ｓｃＦｖ、キメラ抗体、単一ドメイン抗体、Ｃ
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ＤＲ移植抗体、ダイアボディ、ヒト化抗体、多重特異性抗体、Ｆａｂ、二重特異性抗体、
ＤＶＤ、Ｆａｂ’、二特異性抗体、Ｆ（ａｂ’）２またはＦｖであり得る。抗体または抗
体断片は、ヒトであり得る。抗体または抗体断片は、ヒトＩｇＭ定常ドメイン、ヒトＩｇ
Ｇ４定常ドメイン、ヒトＩｇＧ１定常ドメイン、ヒトＩｇＥ定常ドメイン、ヒトＩｇＧ２
定常ドメイン、ヒトＩｇＧ３定常ドメインまたはヒトＩｇＡ定常ドメインからなる群より
選択される重鎖免疫グロブリン定常ドメインを含み得る。ヒトＩｇＧ１定常ドメインは、
配列番号１４０を含み得るか、または配列番号１４０からなり得る。
【０００９】
　抗体またはこの断片は、配列番号１、配列番号９、配列番号１７、配列番号２５、配列
番号３３、配列番号４１、配列番号４９、配列番号５７、配列番号９１、配列番号９９、
配列番号１０７、配列番号１１５、配列番号１２３および配列番号１３１からなる群より
選択される配列を含む可変重領域を含み得る。
【００１０】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号５、配列番号１３、配列番号２１、配列番
号２９、配列番号３７、配列番号４５、配列番号５３、配列番号６１、配列番号９５、配
列番号１０３、配列番号１１１、配列番号１１９、配列番号１２７および配列番号１３５
からなる群より選択される配列を含む可変軽領域を含み得る。
【００１１】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号６、配列番号７および配列番号８、または
配列番号６、配列番号７および配列番号６７、配列番号６、配列番号７および配列番号６
８、または配列番号６、配列番号７および配列番号６９、または配列番号６、配列番号７
および配列番号７０、または配列番号６、配列番号７および配列番号７１、または配列番
号６、配列番号７および配列番号７２、または配列番号６、配列番号７および配列番号７
３、または配列番号１４、配列番号１５および配列番号１６、または配列番号２２、配列
番号２３および配列番号２４、または配列番号３０、配列番号３１および配列番号３２、
または配列番号３８、配列番号３９および配列番号４０、または配列番号５４、配列番号
５５および配列番号５６、または配列番号６２、配列番号６３および配列番号６４、また
は配列番号４６、配列番号４７および配列番号４８、配列番号９６、配列番号９７および
配列番号９８、配列番号１０４、配列番号１０５および配列番号１０６、配列番号１１２
、配列番号１１３および配列番号１１４、配列番号１２０、配列番号１２１および配列番
号１２２、配列番号１２８、配列番号１２９および配列番号１３０、配列番号１３６、配
列番号１３７および配列番号１３８、ならびに配列番号１５６および配列番号１５７およ
び配列番号１５８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインを含み得る。
【００１２】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号２、配列番号３および配列番号４、または
配列番号１０、配列番号１１および配列番号１２、または配列番号１８、配列番号１９お
よび配列番号２０、または配列番号２６、配列番号２７および配列番号２８、または配列
番号３４、配列番号３５および配列番号３６、または配列番号５０、配列番号５１および
配列番号５２、または配列番号５８、配列番号５９および配列番号６０、配列番号４２、
配列番号４３および配列番号４４、配列番号９２、配列番号９３および配列番号９４、配
列番号１００、配列番号１０１および配列番号１０２、配列番号１０８、配列番号１０９
および配列番号１１０、配列番号１１６、配列番号１１７および配列番号１１８、配列番
号１２４、配列番号１２５および配列番号１２６、配列番号１３２、配列番号１３３およ
び配列番号１３４、配列番号１５３および配列番号１５４および配列番号１５５の相補性
決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインを含み得る。
【００１３】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号２、配列番号３および配列番号４の相補性
決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号６、配列番号７および配列番
号８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１４】
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　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１０、配列番号１１および配列番号１２の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１４、配列番号１５お
よび配列番号１６の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１５】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１８、配列番号１９および配列番号２０の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号２２、配列番号２３お
よび配列番号２４の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１６】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号２６、配列番号２７および配列番号２８の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号３０、配列番号３１お
よび配列番号３２の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１７】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号３４、配列番号３５および配列番号３６の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号３８、配列番号３９お
よび配列番号４０の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１８】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号５０、配列番号５１および配列番号５２の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号５４、配列番号５５お
よび配列番号５６の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００１９】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号５８、配列番号５９および配列番号６０の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号６２、配列番号６３お
よび配列番号６４の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００２０】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号４２、配列番号４３および配列番号４４の
相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号４６、配列番号４７お
よび配列番号４８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００２１】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号９２または１５３、配列番号９３または１
５４および配列番号９４または１５５の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメ
インと、配列番号９６または１５６、配列番号９７または１５７および配列番号９８また
は１５８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインとを含み得る。
【００２２】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１００、配列番号１０１および配列番号１
０２の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１０４、配列番
号１０５および配列番号１０６の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインと
を含み得る。
【００２３】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１０８、配列番号１０９および配列番号１
１０の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１１２、配列番
号１１３および配列番号１１４の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインと
を含み得る。
【００２４】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１１６、配列番号１１７および配列番号１
１８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１２０、配列番
号１２１および配列番号１２２の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインと
を含み得る。
【００２５】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１２４、配列番号１２５および配列番号１
２６の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１２８、配列番
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号１２９および配列番号１３０の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインと
を含み得る。
【００２６】
　単離された抗体または抗体断片は、配列番号１３２、配列番号１３３および配列番号１
３４の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと、配列番号１３６、配列番
号１３７および配列番号１３８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変軽ドメインと
を含み得る。
【００２７】
　単離された抗体または抗体断片は、免疫接着分子、イメージング剤および治療剤からな
る群より選択される薬剤を含み得る。イメージング剤は、放射性標識、酵素、蛍光標識、
発光標識、生物発光標識、磁気標識またはビオチンであり得る。放射性標識は、３Ｈ、１
４Ｃ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１７７Ｌｕ、１６
６Ｈｏまたは１５３Ｓｍであり得る。
【００２８】
　別の態様では、本発明は、ＲＧＭａエピトープＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳ
ＨＡＰＡＳ（ｈＲＧＭａの４７位から６９位）（配列番号７９）に結合する抗体またはこ
の断片を対象とする。ＲＧＭａエピトープＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰ
ＡＳ（ｈＲＧＭａの４７位から６９位）（配列番号７９）に結合する抗体は、配列番号２
、配列番号３および配列番号４の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変重ドメインと
、配列番号６、配列番号７および配列番号８の相補性決定領域（ＣＤＲ）残基を含む可変
軽ドメインとを含み得る。
【００２９】
　別の態様では、本発明は、反発性ガイダンス分子ａ（「ＲＧＭａ」）に結合する単離さ
れた抗体またはこの抗体断片を対象とする。抗体または抗体断片は、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５（式１－ＣＤＲ－Ｈ１）（式中、
Ｘａａ１は、Ｓ、Ｄ、Ｅ、Ｎ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ２は、Ｈ、Ｙ、Ｌ、ＳおよびＱからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３
は、Ｇ、Ｄ、Ａ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｉ
、ＭおよびＷからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ５は、Ｓ、Ｎ、Ｈ
、Ａ、ＴおよびＱからなる群からのアミノ酸配列である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６－（Ｘａａ）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｈ２）（式中、ｎは、０または１であり
、およびＸａａ１は、Ｗ、Ｖ、Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｅ、ＳおよびＮからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｉ、ＭおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ３は、Ｓ、Ｎ、Ｄ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
４は、Ｐ、Ｙ、Ｇ、Ｗ、Ｈ、ＡおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ５は、Ｙ、Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｓ、Ｋ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ６は、Ｓ、Ｇ、Ｄ、ＴおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ７は、Ｇ、Ｓ、Ｉ、Ｅ、ＮおよびＲからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
８は、Ｎ、Ｌ、Ｒ、Ｓ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９
は、Ｔ、Ｋ、Ｇ、Ｎ、ＩおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０
は、Ｎ、Ｇ、Ｙ、ＴおよびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、
Ｙ、Ｆ、ＮおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１２は、Ａ、Ｔ、
Ｖ、Ｐ、ＬおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１３は、Ｑ、Ｄ、
ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１４は、Ｋ、Ｓ、Ｎおよび
Ｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｌ、Ｆ、Ｖ、ＫおよびＲか
らなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１６は、Ｑ、Ｋ、ＲおよびＳからなる群
より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ１７は、グリシンである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－（Ｘａａ）ｎ（式３
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－ＣＤＲ－Ｈ３）（式中、ｎは、０から１１であり、およびＸａａ１は、Ｖ、Ｓ、Ｅ、Ｎ
、Ｌ、Ｄ、ＱおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、Ｔ、
Ｒ、Ｙ、Ｌ、Ｉ、ＤおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｓ
、Ｖ、Ｄ、Ｇ、Ｆ、Ｙ、Ｐ、Ｍ、Ｃ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ４は、Ｇ、Ｌ、Ｙ、Ｎ、Ｅ、Ｋ、ＡおよびＦからなる群より選択されるアミノ
酸であり；Ｘａａ５は、Ｐ、Ｓ、Ｙ、Ａ、Ｖ、Ｇ、Ｔ、ＥおよびＷからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｙ、Ｖ、Ｓ、Ｌ、Ｄ、Ｇ、ＨおよびＰからなる群より
選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｐｈｅ、Ｌ
ｅｕおよびＣｙｓからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｔｙｒ、Ｌｙ
ｓ、Ａｓｐ、ＡｌａおよびＧｌｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｍｅｔ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群よ
り選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｓｅｒ、Ｌｅｕ
、ＨｉｓおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、Ｖａｌ
、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、ＴｒｐおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１２は、ＴｙｒおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１３は、Ｔｙｒ、ＧｌｙおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１４は、Ａｌａ、Ｌｅｕ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｍｅｔ、ＬｅｕおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１６は、ＡｓｐおよびＧｌｙからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；およびＸａａ１７は、Ｖａｌ、ＡｓｐおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミノ
酸である。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｈ１、Ｈ２およびＨ３）を含む可
変重ドメインを含む。
【００３０】
　別の態様では、本発明は、反発性ガイダンス分子ａ（「ＲＧＭａ」）に結合する単離さ
れた抗体またはこの抗体断片を対象とする。抗体または抗体断片は、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－（Ｘａａ）ｎ（式１－ＣＤＲ－Ｌ１）（式中、ｎ
は、０から３であり、およびＸａａ１は、Ｔ、Ｓ、Ｒ、ＧおよびＱからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸で
あり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｄ、Ｓ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ｓ、Ｋ、Ｇ、Ｑ、ＮおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｓ、Ｌ、Ｇ、Ｉ、ＤおよびＰからなる群からのアミノ酸配列であり；Ｘａａ６
は、Ｓ、Ｇ、Ｎ、ＨおよびＩからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｖ
、Ｄ、Ｉ、Ｓ、ＧおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｇ、
Ｋ、Ａ、Ｓ、Ｉ、Ｎ、ＴおよびＤからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｄ、Ｙ、Ａ、Ｃ、ＳおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は
、Ｓ、Ａ、Ｇ、Ｌ、ＶおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は
、Ｉ、Ｃ、Ｙ、Ｈ、Ｒ、ＮおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１
２は、Ｔｙｒ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＶａｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ１３は、ＶａｌおよびＡｓｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸ
ａａ１４は、ＳｅｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－（Ｘａａ
）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｌ２）（式中、ｎは、０から４であり、およびＸａａ１は、Ｄ、Ｑ
、Ｇ、Ｖ、Ｙ、ＳおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｖ、
Ｄ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｓ、Ｙ、Ｎ
およびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｋ、Ｎ、Ｄ、Ｑおよび
Ｔからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ５は、Ｒ、Ｇ、ＳおよびＬからなる
群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｐ、Ｓ、ＩおよびＥからなる群より選択
されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｓ、Ｈ、ＩおよびＴからなる群より選択されるアミ
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ノ酸であり；Ｘａａ８は、Ａｓｎであり；Ｘａａ９は、Ｌｙｓであり；およびＸａａ１０
は、Ｇｌｙであり；Ｘａａ１１は、Ａｓｐである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－（Ｘａａ）ｎ（式３－ＣＤＲ－Ｌ３）（式中、ｎは、０から２であり、およ
びＸａａ１は、Ｃ、Ｑ、Ｈ、Ｆ、Ｈ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、Ｋ、ＹおよびＡからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｓ、Ａ、Ｔ、ＱおよびＶからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｙ、ＷおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｓ、ＨおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｇ、Ｓ、Ｎ、Ｐ、Ｄ、ＶおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ６は、Ｉ、Ｔ、Ｓ、Ｇ、Ｌ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ７は、Ｄ、Ｔ、Ｌ、Ｉ、ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ８は、Ｔ、Ｇ、Ｒ、Ｙ、Ｄ、Ｎ、Ｗ、Ｌ、ＦおよびＰからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ９は、Ｌ、Ｖ、Ｇ、ＴおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１０は、Ｖａｌ、ＴｙｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１１は、ＬｅｕまたはＶａｌである。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｌ１、Ｌ２およびＬ３）を含む可
変軽ドメインを含む。
【００３１】
　別の態様では、本発明は、反発性ガイダンス分子ａ（「ＲＧＭａ」）に結合する単離さ
れた抗体またはこの抗体断片であって、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５（式１－ＣＤＲ－Ｈ１）（式中、
Ｘａａ１は、Ｓ、Ｄ、Ｅ、Ｎ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ２は、Ｈ、Ｙ、Ｌ、ＳおよびＱからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３
は、Ｇ、Ｄ、Ａ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｉ
、ＭおよびＷからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ５は、Ｓ、Ｎ、Ｈ
、Ａ、ＴおよびＱからなる群からのアミノ酸配列である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６－（Ｘａａ）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｈ２）（式中、ｎは、０または１であり
、およびＸａａ１は、Ｙ、Ｖ、Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｇ、ＳおよびＮからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｉ、ＭおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ３は、Ｓ、Ｎ、Ｄ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
４は、Ｐ、Ｙ、Ｇ、Ｗ、Ｈ、ＡおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ５は、Ｙ、Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｓ、Ｋ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ６は、Ｓ、Ｇ、Ｄ、ＴおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ７は、Ｇ、Ｓ、Ｉ、Ｅ、ＮおよびＲからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
８は、Ｎ、Ｌ、Ｒ、Ｓ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９
は、Ｔ、Ｋ、Ｇ、Ｎ、ＩおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０
は、Ｎ、Ｇ、Ｙ、ＴおよびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、
Ｙ、Ｆ、ＮおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１２は、Ａ、Ｔ、
Ｖ、Ｐ、ＬおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１３は、Ｑ、Ｄ、
ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１４は、Ｋ、Ｓ、Ｎおよび
Ｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｌ、Ｆ、Ｖ、ＫおよびＲか
らなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１６は、Ｑ、Ｋ、ＲおよびＳからなる群
より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ１７は、グリシンである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－（Ｘａａ）ｎ（式３
－ＣＤＲ－Ｈ３）（式中、ｎは、０から１１であり、およびＸａａ１は、Ｖ、Ｓ、Ｅ、Ｎ
、Ｌ、Ｄ、ＱおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、Ｔ、
Ｒ、Ｙ、Ｌ、Ｉ、ＤおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｓ
、Ｖ、Ｄ、Ｇ、Ｆ、Ｙ、Ｐ、Ｍ、Ｃ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であ
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り；Ｘａａ４は、Ｇ、Ｌ、Ｙ、Ｎ、Ｅ、Ｋ、ＡおよびＦからなる群より選択されるアミノ
酸であり；Ｘａａ５は、Ｐ、Ｓ、Ｙ、Ａ、Ｖ、Ｇ、Ｔ、ＥおよびＷからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｙ、Ｖ、Ｓ、Ｌ、Ｄ、Ｇ、ＨおよびＰからなる群より
選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｐｈｅ、Ｌ
ｅｕおよびＣｙｓからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｔｙｒ、Ｌｙ
ｓ、Ａｓｐ、ＡｌａおよびＧｌｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｍｅｔ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群よ
り選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｓｅｒ、Ｌｅｕ
、ＨｉｓおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、Ｖａｌ
、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、ＴｒｐおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１２は、ＴｙｒおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１３は、Ｔｙｒ、ＧｌｙおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１４は、Ａｌａ、Ｌｅｕ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｍｅｔ、ＬｅｕおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１６は、ＡｓｐおよびＧｌｙからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；およびＸａａ１７は、Ｖａｌ、ＡｓｐおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミノ
酸である。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｈ１、Ｈ２およびＨ３）を含む可
変重ドメインを含み；ならびに、
　以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－（Ｘａａ）ｎ（式１－ＣＤＲ－Ｌ１）（式中、ｎ
は、０から３であり、およびＸａａ１は、Ｔ、Ｓ、Ｒ、ＧおよびＱからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸で
あり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｄ、Ｓ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ｓ、Ｋ、Ｇ、Ｑ、ＮおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｓ、Ｌ、Ｇ、Ｉ、ＤおよびＰからなる群からのアミノ酸配列であり；Ｘａａ６
は、Ｓ、Ｇ、Ｎ、ＨおよびＩからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｖ
、Ｄ、Ｉ、Ｓ、ＧおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｇ、
Ｋ、Ａ、Ｓ、Ｉ、Ｎ、ＴおよびＤからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｄ、Ｙ、Ａ、Ｃ、ＳおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は
、Ｓ、Ａ、Ｇ、Ｌ、ＶおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は
、Ｉ、Ｃ、Ｙ、Ｈ、Ｒ、ＮおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１
２は、Ｔｙｒ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＶａｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ１３は、ＶａｌおよびＡｓｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸ
ａａ１４は、ＳｅｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－（Ｘａａ
）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｌ２）（式中、ｎは、０から４であり、およびＸａａ１は、Ｄ、Ｑ
、Ｇ、Ｖ、Ｙ、ＳおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｖ、
Ｄ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｓ、Ｙ、Ｎ
およびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｋ、Ｎ、Ｄ、Ｑおよび
Ｔからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ５は、Ｒ、Ｇ、ＳおよびＬからなる
群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｐ、Ｓ、ＩおよびＥからなる群より選択
されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｓ、Ｈ、ＩおよびＴからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ８は、Ａｓｎであり；Ｘａａ９は、Ｌｙｓであり；およびＸａａ１０
は、Ｇｌｙであり；Ｘａａ１１は、Ａｓｐである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－（Ｘａａ）ｎ（式３－ＣＤＲ－Ｌ３）（式中、ｎは、０から２であり、およ
びＸａａ１は、Ｃ、Ｑ、Ｈ、Ｆ、Ｈ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、Ｋ、ＹおよびＡからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｓ、Ａ、Ｔ、ＱおよびＶからなる群より選択されるア
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ミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｙ、ＷおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｓ、ＨおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｇ、Ｓ、Ｎ、Ｐ、Ｄ、ＶおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ６は、Ｉ、Ｔ、Ｓ、Ｇ、Ｌ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ７は、Ｄ、Ｔ、Ｌ、Ｉ、ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ８は、Ｔ、Ｇ、Ｒ、Ｙ、Ｄ、Ｎ、Ｗ、Ｌ、ＦおよびＰからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ９は、Ｌ、Ｖ、Ｇ、ＴおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１０は、Ｖａｌ、ＴｙｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１１は、ＬｅｕまたはＶａｌである。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｌ１、Ｌ２およびＬ３）を含む可
変軽ドメインも含む単離された抗体またはこの抗体断片を対象とする。
【００３２】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載される抗体、抗体断片、またはこれらの混合
物もしくは誘導体を含む医薬組成物を対象とする。
【００３３】
　別の態様では、本発明は、神経突起変性に関連する疾患または障害を治療、予防、調節
または軽減する方法であって、治療有効量の本明細書に記載される抗体を、これを必要と
する被験体に投与することを含む方法を対象とする。神経突起変性障害は、多発性硬化症
；パーキンソン病；アルツハイマー病；ハンチントン病；筋萎縮性側索硬化症および他の
運動ニューロン疾患；テイ・サックス病；ニーマン・ピック病；ゴーシェ病；ハーラー症
候群；特発性炎症性脱髄疾患；ビタミンＢ１２欠乏症；橋中央ミエリン溶解；脊髄癆；横
断性脊髄炎；デビック病；進行性多病巣性白質脳症；視神経炎；外傷性ＣＮＳ損傷；虚血
性脳卒中；網膜症；例えば、緑内障；糖尿病性網膜症；加齢性黄斑変性症または大脳白質
委縮症であり得る。
【００３４】
　別の態様では、本発明は、被験体が神経突起変性障害を有するかを決定するための方法
を対象とする。方法は、前記被験体由来の試料におけるＲＧＭａレベルを測定すること；
および前記試料におけるＲＧＭａレベルを正常対照と比較することを含み得る。ＲＧＭａ
レベルの変化は、前記被験体が神経突起変性障害を有することを示す。正常対照と比較し
たＲＧＭａレベルの増加は、被験体が神経突起変性障害を有することを示す。試料は、血
液試料または血清試料または脳脊髄液試料であり得る。試料におけるＲＧＭａレベルを測
定する段階は、イムノアッセイで行われ得る。イムノアッセイは、酵素結合免疫吸着測定
法（ＥＬＩＳＡ）であり得る。ＥＬＩＳＡは、サンドイッチＥＬＩＳＡであり得る。
【００３５】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および６７を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００３６】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および６８を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００３７】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および６９を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００３８】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および７０を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００３９】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および７１を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００４０】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および７２を含む単離された抗体または抗
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体断片を対象とする。
【００４１】
　別の態様では、本発明は、配列番号１から７および７３を含む単離された抗体または抗
体断片を対象とする。
【００４２】
　別の態様では、本発明は、ＲＧＭａエピトープＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳ
ＨＡＰＡＳ（ｈＲＧＭａの４７位から６９位）（配列番号７９）に結合する単離されたモ
ノクローナル抗体または抗体断片であって、配列番号１から７および６７、６８、６９、
７０、７１、７２または７３を含む単離されたモノクローナル抗体または抗体断片を対象
とする。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】図１は、５０μｇ／ｍｌのｈＲＧＭａ断片を使用した神経突起伸長アッセイから
の試験結果を示す。この断片は、配列番号６５のＮ末端アミノ酸４７－１２７（配列番号
１３９を参照のこと）を包含し、高親和性ネオゲニン相互作用ドメインおよび骨形成タン
パク質相互作用ドメインの両方を含有する。
【図２】図２は、５０μｇ／ｍｌの全長ｈＲＧＭａを使用した神経突起伸長アッセイから
の試験結果を示す。
【図３】図３は、抗体ＡＥ１２－１の存在下における病変部周囲（０から５００μｍ）の
網膜神経節細胞軸索のインビボ再生成長レベルを反映する棒グラフを示す。
【図４】図４は、抗体ＡＥ１２－１の存在下における網膜神経節細胞軸索（５００から１
０００μｍ）のインビボ再生成長レベルをヒト５Ｆ９．２３と直接比較して反映する棒グ
ラフを示す。
【図５】図５は、トリプシン／Ａｓｐ－Ｎで切り出した、ＡＥ１２－１ｍＡｂのエシェリ
キア・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）ｈＲＧＭａの還元Ｅ１画分からのＭＳスペクトルを示すもの
であり、このスペクトルで示されている配列（それぞれ出現順に配列番号７４および８０
）に対応する２つのペプチドの＋３および＋４荷電状態（囲み枠）を示す。＊のラベルが
付されたピークは、ｈＲＧＭａ抗原にアサインすることができなかったペプチドであって
、この抗体に関係し得るペプチドである。
【図６－１】図６は、トリプシンおよびＡｓｐ－Ｎで切り出した、ＡＥ１２－１ｍＡｂの
ｈＲＧＭａ（ＭＹＣ構築物）の変性還元Ｅ１画分からのＭＳ（上）およびＭＳ／ＭＳ（下
）スペクトルを示すものであり、切り出したペプチドの配列がＫＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮ
ＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号８１）であることを確認する。
【図６－２】図６は、トリプシンおよびＡｓｐ－Ｎで切り出した、ＡＥ１２－１ｍＡｂの
ｈＲＧＭａ（ＭＹＣ構築物）の変性還元Ｅ１画分からのＭＳ（上）およびＭＳ／ＭＳ（下
）スペクトルを示すものであり、切り出したペプチドの配列がＫＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮ
ＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号８１）であることを確認する。
【図７－１】図７は、トリプシンおよびＡｓｐ－Ｎで切り出した、ＡＥ１２－１ｍＡｂの
ｈＲＧＭａ（ＭＹＣ構築物）の変性還元Ｅ１画分からのＭＳ（上）およびＭＳ／ＭＳ（下
）スペクトルを示すものであり、切り出したペプチドの配列がＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮＳ
ＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号８９）であることを確認する。
【図７－２】図７は、トリプシンおよびＡｓｐ－Ｎで切り出した、ＡＥ１２－１ｍＡｂの
ｈＲＧＭａ（ＭＹＣ構築物）の変性還元Ｅ１画分からのＭＳ（上）およびＭＳ／ＭＳ（下
）スペクトルを示すものであり、切り出したペプチドの配列がＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮＳ
ＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号８９）であることを確認する。
【図８】図８は、対照抗体（１０ｍｇ／ｋｇのｈＩｇＧ；上のパネルを参照のこと）、１
ｍｇ／ｋｇのＡＥ１２－１抗体（中央のパネルを参照のこと）、または１ｍｇ／ｋｇのｈ
５Ｆ９．２３抗体（下のパネルを参照のこと）で治療したラットにおける神経病変の顕微
鏡写真を示す。
【図９】図９は、全長ヒトＲＧＭａで治療し、ＡＥ１２－１（左の棒グラフ）およびＡＥ
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１２－１－Ｈ（右の棒グラフ）によってこれを中和した後における、基質フィブロネクチ
ンでコーティングした９６ウェルプレート上のＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の神経突起伸長の分析
結果を示す。抗体および全長ｈＲＧＭａを同時に追加し、続いて、培養物を２４時間イン
キュベートした。
【図１０】図１０は、全長ヒトＲＧＭａで治療し、ＡＥ１２－１－Ｋ（左の棒グラフ）お
よびＡＥ１２－１－Ｆ（右の棒グラフ）によってこれを中和した後における、基質フィブ
ロネクチンでコーティングした９６ウェルプレート上のＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の神経突起伸
長の分析結果を示す。抗体および全長ｈＲＧＭａを同時に追加し、続いて、培養物を２４
時間インキュベートした。
【図１１】図１１は、全長ヒトＲＧＭａで治療し、ＡＥ１２－１－Ｉ（左の棒グラフ）お
よびＡＥ１２－１－Ｌ（右の棒グラフ）によってこれを中和した後における、基質フィブ
ロネクチンでコーティングした９６ウェルプレート上のＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の神経突起伸
長の分析結果を示す。抗体および全長ｈＲＧＭａを同時に追加し、続いて、培養物を２４
時間インキュベートした。
【図１２】図１２は、全長ヒトＲＧＭａで治療し、ＡＥ１２－１－Ｖ（左の棒グラフ）お
よびＡＥ１２－１－Ｙ（右の棒グラフ）によってこれを中和した後における、基質フィブ
ロネクチンでコーティングした９６ウェルプレート上のＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の神経突起伸
長の分析結果を示す。抗体および全長ｈＲＧＭａを同時に追加し、続いて、培養物を２４
時間インキュベートした。
【図１３】図１３は、ＡＥ１２－６、ＡＥ１２－１５およびＡＥ１２－２３を使用した、
ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞および一次ニューロンでのＲＧＭａ結合アッセイ（ＨＣＡハイコンテ
ント分析）の結果を示す。
【図１４－１】図１４は、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１システイン変異体を使用した
、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞でのＲＧＭａ結合阻害アッセイ（ハイコンテント分析（ＨＣＡ）に
よる）の結果を示す。
【図１４－２】図１４は、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１システイン変異体を使用した
、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞でのＲＧＭａ結合阻害アッセイ（ハイコンテント分析（ＨＣＡ）に
よる）の結果を示す。
【図１４－３】図１４は、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１システイン変異体を使用した
、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞でのＲＧＭａ結合阻害アッセイ（ハイコンテント分析（ＨＣＡ）に
よる）の結果を示す。
【図１５】図１５は、ラット海馬一次ニューロンでの神経突起伸長アッセイにおける、Ｒ
ＧＭａの神経突起伸長反発作用に対するＡＥ１２－１およびＡＥ１２－６の中和作用を示
す。ｒ５Ｆ９抗体を対照として使用する。
【図１６】図１６は、実施例９に記載されているように、３つのＲＧＭａ選択的モノクロ
ーナル抗体、具体的には、ＡＥ１２－１、ＡＥ１２－１Ｙおよびｈ５Ｆ９．２３が、挫滅
部位を越えてＧＡＰ－４３陽性線維の大規模な再生を誘導することを示す。Ｙ軸＝挫滅部
位から０から５００μｍ離れた領域における軸索束の数。＊＊＊ｐ＜０．００１：ｈＩｇ
Ｇに対する有意性、＊＊ｐ＜０．０１：ｈＩｇＧに対する有意性、＊ｐ＜０．０５：ヒト
ＩｇＧに対する有意性。
【図１７】図１７は、３つのＲＧＭａ選択的モノクローナル抗体、具体的には、ＡＥ１２
－１、ＡＥ１２－１Ｙおよびｈ５Ｆ９．２３が、網膜軸索束の数を増加させ、これにより
、網膜神経線維束を保護することを示す。Ｙ軸＝実施例１０に記載されているように網膜
線維束の数。＊＊ｐ＜０．０１：ｈＩｇＧに対する有意性、＊ｐ＜０．０５：ｈＩｇＧに
対する有意性。
【図１８】図１８は、実施例１１に記載されているように、ＲＧＭａ　ｍＡｂであるＡＥ
１２－１、ＡＥ１２－１Ｙおよびｈ５Ｆ９．２３が、脊髄ｔＥＡＥモデルにおける機能回
復を促進することを示す。サイトカイン注射の約１週間後に抗体治療（静脈内）を開始し
、週１回反復した。投与量は、１０ｍｇ／ｋｇであった。＊＊＊ｐ＜０．００１：ｈＩｇ
Ｇに対する有意性、＊＊ｐ＜０．０１：ｈＩｇＧに対する有意性、＊ｐ＜０．０５：ｈＩ
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ｇＧに対する有意性。
【図１９】図１９は、実施例１１に記載されているように、ＲＧＭａ　ｍＡｂであるＡＥ
１２－１、ＡＥ１２－１ＹおよびＡＢＴ－２０７（ｈ５Ｆ９．２３）が、ヒトＩｇＧ対照
抗体と直接比較して、ＧＡＰ－４３およびＭＢＰ領域を増加させ、炎症性病変を減少させ
ることを示す。＊＊＊ｐ＜０．００１：ｈＩｇＧに対する有意性、＊＊ｐ＜０．０１：ｈ
ＩｇＧに対する有意性、＊ｐ＜０．０５：ｈＩｇＧに対する有意性。
【図２０】図２０は、実施例１１に記載されているように、ＲＧＭａ　ｍＡｂであるＡＥ
１２－１Ｙ－ＱＬが、週１回静脈内投与した３つの異なる用量０．１；１および１０ｍｇ
／ｋｇで、脊髄ｔＥＡＥモデルにおける機能回復を促進したことを示す。サイトカイン注
射の約１週間後に抗体治療（静脈内）を開始し、週１回反復した。＊＊＊ｐ＜０．００１
：ｈＩｇＧに対する有意性、＊＊ｐ＜０．０１：ｈＩｇＧに対する有意性、＊ｐ＜０．０
５：ｈＩｇＧに対する有意性。
【発明を実施するための形態】
【００４４】
　本発明者らは、反発性ガイダンス分子ａ（「ＲＧＭａ」）に結合し、神経突起変性に関
係する疾患を治療するのに使用することができる新たな抗体を見出している。本明細書で
提供されるのは、神経突起変性に関係する疾患に関連する臨床兆候を軽減することができ
る特異的抗体および非特異的抗体である。
【００４５】
　１．定義
　本明細書で使用される専門用語は、特定の実施形態のみを説明するためのものであり、
限定的であることを意図するものではない。本明細書および添付の特許請求の範囲で使用
される場合、単数形「ａ」、「ａｎｄ」および「ｔｈｅ」は、文脈上特に明記されない限
り、複数形に関する言及を含む。
【００４６】
　ａ．約
　本明細書で使用される場合、「約」は、表示されている値からおおよそ＋／－１０％の
変動を指し得る。このような変動は、これについて具体的に言及されているか否かにかか
わらず、本明細書で提供される任意の所定値に常に含まれると理解するべきである。
【００４７】
　ｂ．親和性成熟抗体
　本明細書では、「親和性成熟抗体」は、１つ以上のＣＤＲに対する１つ以上の改変であ
って、標的抗原に対する抗体の親和性（即ち、ＫＤ、ｋｄまたはｋａ）を、この改変をも
たない親抗体と比較して改善する改変を有する抗体を指すのに使用される。例示的な親和
性成熟抗体は、標的抗原に対してナノモルまたはさらにピコモルの親和性を有するであろ
う。親和性成熟抗体を生産するための様々な手法が当技術分野において公知であり、バイ
オディスプレイを使用して調製された結合抗体ライブラリのスクリーニングが挙げられる
。例えば、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７７９－７８
３（１９９２）には、ＶＨおよびＶＬドメインのシャッフリングによる親和性成熟が記載
されている。Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
，９１：３８０９－３８１３（１９９４）；Ｓｃｈｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｅ，１６
９：１４７－１５５（１９９５）；Ｙｅｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，１
５５：１９９４－２００４（１９９５）；Ｊａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ，１５４（７）：３３１０－３３１９（１９９５）；およびＨａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　
ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２２６：８８９－８９６（１９９２）には、ＣＤＲおよび
／またはフレームワーク残基のランダム変異誘発が記載されている。米国特許第６，９１
４，１２８号明細書には、活性を増強するアミノ酸残基による選択的変異誘発部位および
接触部位または超変異部位における選択的変異が記載されている。
【００４８】
　ｃ．抗体および複数の抗体
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　本明細書で使用される場合、「抗体」および「複数の抗体」は、モノクローナル抗体、
多特異性抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体（完全または部分的ヒト化）、動物抗体、例えば限
定されないが、トリ（例えば、カモまたはガチョウ）、サメ、クジラおよび非霊長類（例
えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モルモッ
ト、ネコ、イヌ、ラット、マウスなど）または非ヒト霊長類（例えば、サル、チンパンジ
ーなど）を含む哺乳動物、組換え抗体、キメラ抗体、一本鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）、一本
鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジス
ルフィド結合Ｆｖ（「ｓｄＦｖ」）および抗イディオタイプ（「抗Ｉｄ」）抗体、二重ド
メイン抗体、二重可変ドメイン（ＤＶＤ）または三重可変ドメイン（ＴＶＤ）抗体（二重
可変ドメイン免疫グロブリンおよびこの作製方法は、それぞれの内容が参照により本明細
書に組み込まれるＷｕ，Ｃ，ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２５（１１）：１２９０－１２９７（２００７）および国際公開第２００１／０５８９５
６号に記載されている。）、ならびに上記のいずれかの機能的に活性なエピトープ結合断
片を指す。特に、抗体としては、免疫グロブリン分子および免疫グロブリン分子の免疫学
的に活性な断片、即ち分析物結合部位を含む分子が挙げられる。免疫グロブリン分子は、
任意の型（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＹ）、クラス（
例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）またはサ
ブクラスのものであり得る。簡素化のために、分析物に対する抗体は、本明細書では「抗
分析物抗体」または単に「分析物抗体」（例えば、抗ＲＧＭａ抗体またはＲＧＭａ抗体）
と称されることが多い。
【００４９】
　ｄ．抗体断片
　本明細書で使用される場合、「抗体断片」は、抗原結合部位または可変領域を含むイン
タクトな抗体の一部を指す。前記一部は、インタクトな抗体のＦｃ領域の定常重鎖ドメイ
ン（即ち、抗体のアイソタイプに応じて、ＣＨ２、ＣＨ３またはＣＨ４）を含まない。抗
体断片の例としては、限定されないが、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、Ｆａｂ’－ＳＨ断片
、Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｆｄ断片、Ｆｖ断片、ダイアボディ、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分
子、１つの軽鎖可変ドメインのみを含有する一本鎖ポリペプチド、軽鎖可変ドメインの３
つのＣＤＲを含有する一本鎖ポリペプチド、１つの重鎖可変領域のみを含有する一本鎖ポ
リペプチドおよび重鎖可変領域の３つのＣＤＲを含有する一本鎖ポリペプチドが挙げられ
る。
【００５０】
　ｅ．結合定数
　結合定数を本明細書で説明する。本明細書で使用される場合、用語「会合速度定数」、
「ｋｏｎ」または「ｋａ」は、以下の方程式によって示されているように、標的抗原に対
する抗体の結合速度または抗体と抗原との間の複合体形成速度を示す値を指す：
　抗体（Ａｂ）＋抗原（Ａｇ）→Ａｂ－Ａｇ。
【００５１】
　本明細書で互換的に使用される場合、用語「解離速度定数」、「ｋｏｆｆ」または「ｋ

ｄ」は、以下の方程式によって示されているように、標的抗原からの抗体の解離速度、ま
たはＡｂ－Ａｇ複合体が遊離抗体および抗原に経時的に分離することを示す値を指す：
　抗体（Ａｂ）＋抗原（Ａｇ）←Ａｂ－Ａｇ。
【００５２】
　会合および解離速度定数を測定するための方法は、当技術分野において周知である。蛍
光ベースの技術を使用することによって、平衡状態にある生理的緩衝液中で試料を調べる
ための高い感度および能力が得られる。ＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）（生物分子相互作用
分析）アッセイなどの他の実験的アプローチおよび装置を使用することができる（例えば
、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ，ａ　ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
ｅ　ｃｏｍｐａｎｙ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎから入手可能な装置）。さらに、Ｓ
ａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ，Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫ
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ｉｎＥｘＡ（登録商標）（Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ）アッセイ
も使用することができる。
【００５３】
　本明細書で互換的に使用される場合、用語「平衡解離定数」または「ＫＤ」は、解離速
度（ｋｏｆｆ）を会合速度（ｋｏｎ）で割ることによって得られた値を指す。会合速度、
解離速度および平衡解離定数は、抗原に対する抗体の結合親和性を表すのに使用される。
【００５４】
　ｆ．結合タンパク質
　本明細書では、「結合タンパク質」は、例えば、ポリペプチド、抗原、化合物または他
の分子または任意の種類の基質などの結合パートナーに結合して複合体を形成する単量体
または多量体タンパク質を指すのに使用される。結合タンパク質は、結合パートナーに特
異的に結合する。結合タンパク質としては、抗体および当技術分野において公知のおよび
本明細書における下記のこの抗原結合断片およびこの他の種々の形態および誘導体、なら
びに抗原分子または抗原分子上の特定の部位（エピトープ）に結合する１つ以上の抗原－
結合ドメインを含む他の分子が挙げられる。従って、結合タンパク質としては、限定され
ないが、抗体、四量体免疫グロブリン、ＩｇＧ分子、ＩｇＧ１分子、モノクローナル抗体
、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、ヒト化抗体、親和性成熟抗体、および抗原に結合する能
力を保持する任意のこのような抗体の断片が挙げられる。
【００５５】
　ｇ．二特異性抗体
　本明細書では、「二特異性抗体」は、クアドローマ技術によって（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　
ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，３０５（５９３４）：５３７－５４０（１９８３）を参照の
こと）、２つの異なるモノクローナル抗体の化学的コンジュゲーションによって（Ｓｔａ
ｅｒｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３１４（６０１２）：６２８－６３１（１９８５
）を参照のこと）、または変異をＦｃ領域に導入するノブ・イントゥ・ホール（ｋｎｏｂ
－ｉｎｔｏ－ｈｏｌｅ）もしくは類似のアプローチによって（Ｈｏｌｌｉｇｅｒ　ｅｔ　
ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０（１４）：６４４４－６４
４８（１９９３）を参照のこと）作製され、この結果、複数の異なる免疫グロブリン種が
得られる全長抗体を指すのに使用され、このうち１つのみが、機能性二特異性抗体である
。二特異性抗体は、この２つの結合アーム（一組のＨＣ／ＬＣ）の一方上で１つの抗原（
またはエピトープ）に結合し、この第２のアーム（別組のＨＣ／ＬＣ）上で異なる抗原（
またはエピトープ）に結合する。この定義によれば、二特異性抗体は、２つの別個の抗原
結合アーム（特異性およびＣＤＲ配列の両方において）を有し、これが結合する各抗原に
対して一価である。
【００５６】
　ｈ．ＣＤＲ
　本明細書では、「ＣＤＲ」は、抗体可変配列内の「相補性決定領域」を指す。重鎖およ
び軽鎖の可変領域それぞれに３つのＣＤＲがあり、これらは、各可変領域の「ＣＤＲ１」
、「ＣＤＲ２」および「ＣＤＲ３」と指定されている。本明細書で使用される場合、用語
「ＣＤＲセット」は、抗原に結合する単一の可変領域中に存在する３つのＣＤＲの一群を
指す。これらのＣＤＲの正確な境界は、異なるシステムに従って異なって定義されている
。Ｋａｂａｔ（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．（１９８７）ａｎｄ（１
９９１））によって記載されているシステムは、抗体の任意の可変領域に適用可能な一義
的な残基ナンバリングシステムを提供するだけではなく、３つのＣＤＲを定義する正確な
残基境界も提供する。これらのＣＤＲは、「ＫａｂａｔのＣＤＲ」と称され得る。Ｃｈｏ
ｔｈｉａおよび共同研究者（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
，１９６：９０１－９１７（１９８７）；およびＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕ
ｒｅ，３４２：８７７－８８３（１９８９））は、ＫａｂａｔのＣＤＲ内の特定の下位部
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分が、アミノ酸配列のレベルで大きな多様性を有するにもかかわらず、ほぼ同一のペプチ
ド骨格立体構造をとることを見出した。これらの下位部分は、「Ｌ１」、「Ｌ２」および
「Ｌ３」または「Ｈ１」、「Ｈ２」および「Ｈ３」と指定され、ここで、「Ｌ」および「
Ｈ」は、軽鎖領域および重鎖領域をそれぞれ指定する。これらの領域は、「Ｃｈｏｔｈｉ
ａのＣＤＲ」と称され得、ＫａｂａｔのＣＤＲと重複する境界を有する。ＫａｂａｔのＣ
ＤＲと重複するＣＤＲを定義する他の境界は、Ｐａｄｌａｎ，ＦＡＳＥＢ　Ｊ．，９：１
３３－１３９（１９９５）およびＭａｃＣａｌｌｕｍ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２６２（
５）：７３２－７４５（１９９６）によって記載されている。さらに他のＣＤＲ境界定義
は、本明細書のシステムの１つに厳密には従わない場合があるが、それでもなおＫａｂａ
ｔのＣＤＲと重複し、特定の残基または残基群またはＣＤＲ全体でさえ抗原結合に有意な
影響を与えないという予測または実験的知見を踏まえて、短くなることもあるし、または
長くなることもある。本明細書で使用される方法は、これらのシステムのいずれかに従っ
て定義されたＣＤＲを用い得るが、特定の実施形態は、ＫａｂａｔまたはＣｈｏｔｈｉａ
によって定義されるＣＤＲを使用する。
【００５７】
　ｉ．成分または複数の成分
　「成分」、「複数の成分」または「少なくとも１つの成分」は、一般に、本明細書に記
載される方法および当技術分野において公知の他の方法に従って、試験試料、例えば、患
者の尿、血清または血漿試料をアッセイするためのキットに含まれ得る捕捉抗体、検出ま
たはコンジュゲート較正用物質、対照、感度パネル、容器、緩衝液、希釈液、塩、酵素、
酵素の補助因子、検出試薬、前処理試薬／溶液、基質（例えば、溶液として）、停止溶液
などを指す。アッセイで使用するために、幾つかの成分は溶液性のものでもよいし、また
は再構成用に凍結乾燥したものでもよい。
【００５８】
　ｊ．コンセンサスまたはコンセンサス配列
　本明細書で使用される場合、「コンセンサス」または「コンセンサス配列」は、特定抗
原の複数のサブタイプのアライメント分析に基づいて構築された合成核酸配列または対応
するポリペプチド配列を指す。前記配列は、特定抗原の複数のサブタイプまたはセロタイ
プに対する広範な免疫を誘導するのに使用され得る。融合タンパク質などの合成抗原をコ
ンセンサス配列（またはコンセンサス抗原）に操作することができる。
【００５９】
　ｋ．対照
　本明細書で使用される場合、「対照」は、対象とする分析物、例えば、ＲＧＭａ（例え
ば、膜結合ＲＧＭａ、可溶性ＲＧＭａ、膜結合ＲＧＭａの断片、可溶性ＲＧＭａの断片、
ＲＧＭａ（膜結合ＲＧＭａまたは可溶性ＲＧＭａ）の変異体またはこれらの任意の組み合
わせ）を含まないことが公知の組成物（「陰性」）、または対象とする分析物、例えば、
ＲＧＭａ（例えば、膜結合ＲＧＭａ、可溶性ＲＧＭａ、膜結合ＲＧＭａの断片、可溶性Ｒ
ＧＭａの断片、ＲＧＭａ（膜結合ＲＧＭａまたは可溶性ＲＧＭａ）の変異体またはこれら
の任意の組み合わせ）を含むことが公知の組成物（「陽性対照」）を指す。陽性対照は、
既知濃度のＲＧＭａを含み得る。本明細書では、「対照」、「陽性対照」および「較正用
物質」は、既知濃度のＲＧＭａを含む組成物を指すのに互換的に使用され得る。「陽性対
照」は、アッセイの性能特性を確立するのに使用され得、試薬（例えば、分析物）の完全
性の有用な指標である。「正常対照」は、鉄関連疾患または障害がない試料または被験体
を指し得る。
【００６０】
　ｌ．誘導体
　本明細書で使用される場合、抗体の「誘導体」は、非改変（ｇｅｎｕｉｎｅ）抗体また
は親抗体と比較して、アミノ酸配列に１つ以上の改変を有する抗体を指し、改変されたド
メイン構造を示し得る。誘導体は、ネイティブな抗体に見られる典型的なドメイン構造お
よびアミノ酸配列を依然としてとることができ、標的（抗原）に特異的に結合することが
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できる。抗体誘導体の典型的な例は、他のポリペプチドにカップリングされた抗体、再配
置された抗体ドメイン、または抗体断片である。誘導体はまた、少なくとも１つのさらな
る化合物、例えば、共有結合または非共有結合によって連結されているタンパク質ドメイ
ンを含み得る。連結は、当技術分野において公知の方法による遺伝子融合に基づくもので
あり得る。本発明に従って用いられる抗体を含む融合タンパク質中に存在するさらなるド
メインは、好ましくは、柔軟なリンカー、有利には、さらなるタンパク質ドメインのＣ末
端と抗体のＮ末端との間の距離（またはこの逆も同様である。）を結ぶのに十分な長さの
複数の親水性ペプチド結合アミノ酸を含むペプチドリンカーによって連結され得る。抗体
は、生物学的活性または固体支持体に対する選択的結合に適切なコンフォメーションを有
するエフェクター分子、例えば、生物学的に活性な物質（例えば、サイトカインまたは成
長ホルモン）、化学薬剤、ペプチド、タンパク質または薬物に連結され得る。
【００６１】
　ｍ．二重特異性抗体
　本明細書では、「二重特異性抗体」は、この２つの結合アーム（一組のＨＣ／ＬＣ）の
それぞれにおいて２つの異なる抗原（またはエピトープ）に結合することができる全長抗
体を指すのに使用される（国際公開第０２／０２７７３号を参照のこと）。従って、二重
特異性結合タンパク質は、同一の特異性および同一のＣＤＲ配列を有する２つの同一の抗
原結合アームを有し、これが結合する各抗原に対して二価である。
【００６２】
　ｎ．二重可変ドメイン
　本明細書では、「二重可変ドメイン」は、結合タンパク質上の２つ以上の抗原結合部位
を指すのに使用され、二価（２つの抗原結合部位）、四価（４つの抗原結合部位）または
多価結合タンパク質であり得る。ＤＶＤは、単一特異性、即ち、１つの抗原（または１つ
の特異的エピトープ）に結合することができるか、または多重特異性、即ち、２つ以上の
抗原（即ち、同じ標的抗原分子の２つ以上のエピトープまたは異なる標的抗原の２つ以上
のエピトープ）に結合することができる。好ましいＤＶＤ結合タンパク質は、２つの重鎖
ＤＶＤポリペプチドおよび２つの軽鎖ＤＶＤポリペプチドを含み、「ＤＶＤ免疫グロブリ
ン」または「ＤＶＤ－Ｉｇ」と称される。従って、このようなＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク
質は、四量体であり、ＩｇＧ分子を連想させるが、ＩｇＧ分子よりも多くの抗原結合性の
部位を提供する。従って、四量体ＤＶＤ－Ｉｇ分子の半分はそれぞれ、ＩｇＧ分子の半分
の一方を連想させ、重鎖ＤＶＤポリペプチドおよび軽鎖ＤＶＤポリペプチドを含むが、単
一の抗原結合ドメインを提供するＩｇＧ分子の一組の重鎖および軽鎖とは異なり、ＤＶＤ
－Ｉｇの一組の重鎖および軽鎖は、２つ以上の抗原結合部位を提供する。
【００６３】
　ＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質の各抗原結合部位は、ドナー（「親」）モノクローナル抗
体に由来し得、従って、抗原結合部位あたりの抗原結合に関与する合計６つのＣＤＲを有
する重鎖可変ドメイン（ＶＨ）および軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）を含む。従って、２つの
異なるエピトープ（即ち、２つの異なる抗原分子の２つの異なるエピトープまたは同じ抗
原分子の２つの異なるエピトープ）に結合するＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質は、第１の親
モノクローナル抗体に由来する抗原結合部位および第２の親モノクローナル抗体の抗原結
合部位を含む。
【００６４】
　ＤＶＤ－Ｉｇ結合分子の設計、発現および特性決定についての説明は、国際公開第２０
０７／０２４７１５号、米国特許第７，６１２，１８１号明細書、およびＷｕ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２５：１２９０－１２９７（２００７）に提供さ
れている。このようなＤＶＤ－Ｉｇ分子の好ましい例は、構造式ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－Ｖ
Ｄ２－Ｃ－（Ｘ２）ｎ（式中、ＶＤ１は、第１の重鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第
２の重鎖可変ドメインであり、Ｃは、重鎖定常ドメインであり、Ｘ１は、ＣＨ１ではない
という条件でリンカーであり、Ｘ２は、Ｆｃ領域であり、ｎは、０または１であるが、好
ましくは、１である。）を含む重鎖；ならびに構造式ＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－Ｃ－
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（Ｘ２）ｎ（式中、ＶＤ１は、第１の軽鎖可変ドメインであり、ＶＤ２は、第２の軽鎖可
変ドメインであり、Ｃは、軽鎖定常ドメインであり、Ｘ１は、ＣＨ１ではないという条件
でリンカーであり、Ｘ２は、Ｆｃ領域を含まず、ｎは、０または１であるが、好ましくは
、１である。）を含む軽鎖を含む。このようなＤＶＤ－Ｉｇは、２つのこのような重鎖お
よび２つのこのような軽鎖を含み得、ここで、各鎖は、可変領域の間に介在する定常領域
を有さずに、タンデムに連結された可変ドメインを含み、重鎖および軽鎖は会合して、タ
ンデムな機能性抗原結合部位を形成し、一組の重鎖および軽鎖は、別組の重鎖および軽鎖
と会合して、４つの機能性抗原結合部位を有する四量体結合タンパク質を形成し得る。別
の例では、ＤＶＤ－Ｉｇ分子は、可変ドメインの間に介在する定常領域を有さずに、タン
デムに連結された３つの可変ドメイン（ＶＤ１、ＶＤ２、ＶＤ３）をそれぞれ含む重鎖お
よび軽鎖を含み得、ここで、一組の重鎖および軽鎖は、会合して、３つの抗原結合部位を
形成し得、一組の重鎖および軽鎖は、別組の重鎖および軽鎖と会合して、６つの抗原結合
部位を有する四量体結合タンパク質を形成し得る。
【００６５】
　好ましい実施形態では、本発明のＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質は、この親モノクローナ
ル抗体が結合する同じ標的分子に結合するだけではなく、１つ以上のこの親モノクローナ
ル抗体の１つ以上の所望の特性も有する。好ましくは、このようなさらなる特性は、１つ
以上の親モノクローナル抗体の抗体パラメータである。１つ以上のこの親モノクローナル
抗体に由来するＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質に影響を与え得る抗体パラメータとしては、
限定されないが、抗原特異性、抗原親和性、効力、生物学的機能、エピトープ認識、タン
パク質安定性、タンパク質溶解度、生産効率、免疫原性、薬物動態、バイオアベイラビリ
ティ、組織交差反応性およびオルソロガス抗原結合が挙げられる。
【００６６】
　ＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質は、ＲＧＭａの少なくとも１つのエピトープに結合する。
ＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質の非限定的な例としては、ＲＧＭａの１つ以上のエピトープ
に結合するＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質、ヒトＲＧＭａのエピトープおよび別の種（例え
ば、マウス）のＲＧＭａのエピトープに結合するＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質、ならびに
ヒトＲＧＭａのエピトープおよび別の標的分子（例えば、ＶＥＧＦＲ２またはＶＥＧＦＲ
１）のエピトープに結合するＤＶＤ－Ｉｇ結合タンパク質が挙げられる。
【００６７】
　ｏ．エピトープまたは複数のエピトープ
　「エピトープ」もしくは「複数のエピトープ」または「対象とするエピトープ」は、認
識される任意の分子上の部位であって、この特異的な結合パートナー上の相補的部位に結
合することができる部位を指す。分子および特異的結合パートナーは、特異的結合対の一
部である。例えば、エピトープは、ポリペプチド、タンパク質、ハプテン、炭水化物抗原
（例えば、限定されないが、糖脂質、糖タンパク質またはリポ多糖）または多糖上にあり
得る。この特異的結合パートナーは、限定されないが、抗体であり得る。
【００６８】
　ｐ．フレームワークまたはフレームワーク配列
　本明細書で使用される場合、「フレームワーク」（ＦＲ）または「フレームワーク配列
」は、ＣＤＲを除いた残りの可変領域配列を指す。ＣＤＲ配列の正確な定義は、様々なシ
ステムによって決定することができるので（例えば、上記を参照のこと）、フレームワー
ク配列の意味は、これに対応して様々な解釈がなされる。６つのＣＤＲ（軽鎖のＣＤＲ－
Ｌ１、－Ｌ２および－Ｌ３ならびに重鎖のＣＤＲ－Ｈ１、－Ｈ２および－Ｈ３）はまた、
軽鎖および重鎖上のフレームワーク領域を各鎖上の４つの小領域（ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ
３およびＦＲ４）に分け、ここで、ＣＤＲ１はＦＲ１とＦＲ２との間に位置し、ＣＤＲ２
はＦＲ２とＦＲ３との間に位置し、ＣＤＲ３はＦＲ３とＦＲ４との間に位置する。他のも
のによって言及される場合、フレームワーク領域は、特定の小領域をＦＲ１、ＦＲ２、Ｆ
Ｒ３またはＦＲ４と指定せずに、単一の天然に存在する免疫グロブリン鎖の可変領域内の
ＦＲを一体としたもの表す。本明細書で使用される場合は、ＦＲは、４つの小領域のうち
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１つを表し、複数のＦＲは、フレームワーク領域を構成する４つの小領域のうち２つ以上
を表す。
【００６９】
　当技術分野において公知の技術を使用して非ヒト抗体をヒト化するために、重鎖および
軽鎖「アクセプター」フレームワーク配列（または単に「アクセプター」配列）として使
用され得るヒト重鎖および軽鎖ＦＲ配列が、当技術分野において公知である。一実施形態
では、ヒト重鎖および軽鎖アクセプター配列は、公的に利用可能なデータベース、例えば
、Ｖ－ｂａｓｅ（ハイパーテキスト転送プロトコール：／／ｖｂａｓｅ．ｍｒｃ－ｃｐｅ
．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ／）、または国際ＩｍＭｕｎｏＧｅｎｅＴｉｃｓ（登録商標）（Ｉ
ＭＧＴ（登録商標））情報システム（ハイパーテキスト転送プロトコール：／／ｉｍｇｔ
．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ／ｔｅｘｔｓ／ＩＭＧＴｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ／ＬｏｃｕｓＧｅｎｅ
ｓ／）に列挙されているフレームワーク配列から選択される。
【００７０】
　ｑ．機能的抗原結合部位
　本明細書で使用される場合、「機能的抗原結合部位」は、標的抗原に結合することがで
きる結合タンパク質（例えば、抗体）上の部位を意味し得る。抗原結合部位の抗原結合親
和性は、抗原結合部位が由来する親結合タンパク質、例えば、親抗体ほど強くなくてもよ
いが、抗原に結合する能力は、抗原に結合するタンパク質、例えば、抗体を評価するため
の様々な公知の方法のいずれか１つを使用して測定可能でなければならない。さらに、本
明細書では、多価タンパク質の抗原結合部位それぞれの抗原結合親和性は、定量的に同じ
である必要はない。
【００７１】
　ｒ．ヒト抗体
　本明細書で使用される場合、「ヒト抗体」は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来
する可変領域および定常領域を有する抗体を含み得る。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖系
列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基（例えば、インビトロにおけ
るランダム変異誘発および部位特異的変異誘発によって、またはインビボにおける体細胞
変異によって導入される変異）を含み得る。しかしながら、本明細書で使用される場合、
用語「ヒト抗体」は、マウスなどの別の哺乳動物種の生殖系列に由来するＣＤＲ配列が、
ヒトフレームワーク配列に移植された抗体を含まないものとする。
【００７２】
　ｓ．ヒト化抗体
　本明細書では、「ヒト化抗体」は、非ヒト種（例えば、マウス）由来の重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域の配列を含むが、ＶＨおよび／またはＶＬ配列の少なくとも一部が、よ
り「ヒト様」、即ち、ヒト生殖系列可変配列とより類似するように変更されている抗体を
説明するのに使用される。「ヒト化抗体」は、対象とする抗原に免疫特異的に結合し、ヒ
ト抗体のアミノ酸配列を実質的に有するフレームワーク（ＦＲ）領域と、非ヒト抗体のア
ミノ酸配列を実質的に有する相補性決定領域（ＣＤＲ）とを含む抗体またはこの変異体、
誘導体、類似体もしくは断片である。本明細書で使用される場合、用語「実質的に」は、
ＣＤＲとの関連では、非ヒト抗体ＣＤＲのアミノ酸配列と少なくとも８０％、少なくとも
８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９
％同一であるアミノ酸配列を有するＣＤＲを指す。ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全部また
は実質的に全部が、非ヒト免疫グロブリン（即ち、ドナー抗体）のものに対応し、フレー
ムワーク領域の全部または実質的に全部が、ヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のもの
である少なくとも１つの、通常２つの可変ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２

、ＦａｂＣ、Ｆｖ）の実質的に全部を含む。一実施形態では、ヒト化抗体はまた、免疫グ
ロブリン定常領域（Ｆｃ）、通常、ヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部を含む。
幾つかの実施形態では、ヒト化抗体は、軽鎖と、重鎖の少なくとも可変ドメインとを含有
する。抗体はまた、重鎖のＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４領域を含み得る
。幾つかの実施形態では、ヒト化抗体は、ヒト化軽鎖のみを含有する。幾つかの実施形態
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では、ヒト化抗体は、ヒト化重鎖のみを含有する。特定の実施形態では、ヒト化抗体は、
軽鎖のヒト化可変ドメインおよび／またはヒト化重鎖のみを含有する。
【００７３】
　ヒト化抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＥを含む免疫グロブリンの
任意のクラス、ならびに限定されないが、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４
を含む任意のアイソタイプから選択され得る。ヒト化抗体は、２つ以上のクラスまたはア
イソタイプ由来の配列を含み得、特定の定常ドメインは、当技術分野において周知の技術
を使用して、所望のエフェクター機能を最適化するように選択され得る。
【００７４】
　ヒト化抗体のフレームワーク領域およびＣＤＲは、親配列と正確に対応する必要はなく
、例えば、ドナー抗体ＣＤＲまたはコンセンサスフレームワークを少なくとも１つのアミ
ノ酸残基の置換、挿入および／または欠失によって変異し、この結果、この部位のＣＤＲ
またはフレームワーク残基が、ドナー抗体またはコンセンサスフレームワークに対応して
いなくてもよい。しかしながら、好ましい実施形態では、このような変異は、大規模なも
のではない。通常、ヒト化抗体残基の少なくとも８０％、好ましくは少なくとも８５％、
より好ましくは少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％は、親のＦＲおよび
ＣＤＲ配列のものに対応する。本明細書で使用される場合、用語「コンセンサスフレーム
ワーク」は、コンセンサス免疫グロブリン配列中のフレームワーク領域を指す。本明細書
で使用される場合、用語「コンセンサス免疫グロブリン配列」は、関連免疫グロブリン配
列のファミリーにおいて最も高頻度に存在するアミノ酸（またはヌクレオチド）から形成
される配列を指す（例えば、Ｗｉｎｎａｋｅｒ，Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎ
ｅｓ（Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，１９８７）を参照
のこと）。従って、「コンセンサス免疫グロブリン配列」は、「コンセンサスフレームワ
ーク領域」および／または「コンセンサスＣＤＲ」を含み得る。免疫グロブリンのファミ
リーでは、コンセンサス配列中の各位置は、ファミリーにおいて当該位置で最も高頻度に
存在するアミノ酸によって占められている。２つのアミノ酸が等頻度に存在する場合には
、コンセンサス配列中にいずれかが含まれ得る。
【００７５】
　ｔ．同一または同一性
　本明細書では、２つ以上のポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列との関連で使用さ
れる場合、「同一」または「同一性」は、当該配列が、指定領域にわたって指定割合の同
一残基を有することを意味し得る。２つの配列を最適にアライメントし、指定領域にわた
って２つの配列を比較し、両配列で同一残基が存在する位置の数を決定して一致位置の数
を得て、一致位置の数を指定領域の位置の総数で割り、この結果に１００を乗じて配列同
一性の割合を得ることによって、前記割合を計算することができる。２つの配列が異なる
長さのものであるか、またはアライメントにより１つ以上の付着末端が生じ、指定の比較
領域に単一配列のみが含まれる場合には、単一配列の残基を計算の分母に含めるが、分子
には含めない。
【００７６】
　ｕ．単離されたポリヌクレオチド
　本明細書で使用される場合、「単離されたポリヌクレオチド」は、ポリヌクレオチド（
例えば、ゲノム、ｃＤＮＡまたは合成起源またはこれらの組み合わせ）を意味し得、この
起源によって、単離されたポリヌクレオチドは、天然では「単離されたポリヌクレオチド
」が共に見られるポリヌクレオチドの全部または一部と会合していないか；天然では連結
していないポリヌクレオチドと作動可能に連結されているか；または天然ではより長い配
列の一部として存在しないものである。
【００７７】
　ｖ．標識および検出可能な標識
　本明細書で使用される場合、「標識」および「検出可能な標識」は、抗体と分析物との
間の反応を検出可能にするために抗体または分析物に結合された部分を指し、このように
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して標識された抗体または分析物は、「検出可能に標識された」と称される。標識は、視
覚的手段または機器的手段によって検出可能なシグナルを生成し得る。種々の標識として
は、シグナル生成物質、例えば、色素原、蛍光化合物、化学発光化合物、放射性化合物な
どが挙げられる。標識の代表例としては、光を生成する部分、例えば、アクリジニウム化
合物、および蛍光を生成する部分、例えば、フルオレセインが挙げられる。他の標識は、
本明細書に記載されている。これに関して、部分これ自体は検出可能ではなくてもよいが
、さらに別の部分と反応して検出可能になり得る。用語「検出可能に標識された」の使用
は、このような標識を包含するものとする。
【００７８】
　当技術分野において公知の任意の検出可能な標識が使用され得る。例えば、検出可能な
標識は、放射性標識（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐおよび３３Ｐ）
、酵素標識（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ペルオキシダーゼ、グル
コース６－リン酸デヒドロゲナーゼなど）、化学発光標識（例えば、アクリジニウムエス
テル、チオエステルまたはスルホンアミド；ルミノール、イソルミノール、フェナントリ
ジニウムエステルなど）、蛍光標識（例えば、フルオレセイン（例えば、５－フルオレセ
イン、６－カルボキシフルオレセイン、３’６－カルボキシフルオレセイン、５（６）－
カルボキシフルオレセイン、６－ヘキサクロロ－フルオレセイン、６－テトラクロロフル
オレセイン、フルオレセインイソチオシアネートなど））、ローダミン、フィコビリタン
パク質、Ｒ－フィコエリトリン、量子ドット（例えば、硫化亜鉛でキャップされたセレン
化カドミウム）、温度測定標識またはイムノポリメラーゼ連鎖反応標識であり得る。標識
への導入、標識化手法および標識の検出は、Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅ
ｎ，Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２ｎ

ｄｅｄ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９９７）、およびＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎによって出版されたハ
ンドブックとカタログの組み合わせであるＨａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓ（１９９６）に見られる。蛍光標識は、ＦＰＩＡで使用され得る（例えば、全体が参照
により本明細書に組み込まれる米国特許第５，５９３，８９６号明細書、同第５，５７３
，９０４号明細書、同第５，４９６，９２５号明細書、同第５，３５９，０９３号明細書
および同第５，３５２，８０３号明細書を参照のこと）。アクリジニウム化合物は、均一
な化学発光アッセイにおいて、検出可能な標識として使用され得る（例えば、Ａｄａｍｃ
ｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１６：１３２４－１
３２８（２００６）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ
．Ｌｅｔｔ．４：２３１３－２３１７（２００４）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｂ
ｉｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．１４：３９１７－３９２１（２００４）；およ
びＡｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．５：３７７９－３７８２（２００
３）を参照のこと）。
【００７９】
　一態様では、アクリジニウム化合物は、アクリジニウム－９－カルボキサミドである。
アクリジニウム－９－カルボキサミドを調製するための方法は、Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｊ
．Ｂｉｏｌｕｍｉｎ．Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎ．６：１０７－１１４（１９９１）；Ａｄａ
ｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６３：５６３６－５６３９（１９９８
）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　５５：１０８９９－１０
９１４（１９９９）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．１：７７９－
７８１（１９９９）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃ
ｈｅｍ．１１：７１４－７２４（２０００）；Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ
　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　
ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ；Ｄｙｋｅ，Ｋ．Ｖ．Ｅｄ．；ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：
Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ｐｐ．７７－１０５（２００２）；Ａｄａｍｃｚｙｋ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．５：３７７９－３７８２（２００３）；ならびに米国特許第５，
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４６８，６４６号明細書、同第５，５４３，５２４号明細書および同第５，７８３，６９
９号明細書（これらはそれぞれ、上記に関するこの教示について全体が参照により本明細
書に組み込まれる。）に記載されている。
【００８０】
　アクリジニウム化合物の別の例は、アクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエ
ステルである。式ＩＩのアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルの例は
、１０－メチル－９－（フェノキシカルボニル）アクリジニウムフルオロスルホネート（
Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ，ＭＩから入手可能）である。ア
クリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルを調製するための方法は、ＭｃＣ
ａｐｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．４：１１１１－２
１（１９６５）；Ｒａｚａｖｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　１５：２４５
－２４９（２０００）；Ｒａｚａｖｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　１５：
２３９－２４４（２０００）；および米国特許第５，２４１，０７０号明細書（これらは
それぞれ、上記に関するこの教示について全体が参照により本明細書に組み込まれる。）
に記載されている。このようなアクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステル
は、シグナルの強度および／またはシグナルの速度に関して、少なくとも１つのオキシダ
ーゼによる分析物の酸化において生成された過酸化水素の効率的な化学発光指標である。
アクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルについての化学発光の経過は、
迅速に、即ち１秒未満で完了するが、アクリジニウム－９－カルボキサミドの化学発光は
、２秒を超えて継続する。しかしながら、アクリジニウム－９－カルボキシレートアリー
ルエステルは、タンパク質の存在下でこの化学発光特性を喪失する。従って、この使用は
、シグナルの生成および検出の間にタンパク質が存在しないことを必要とする。試料中の
タンパク質を分離または除去するための方法は当業者に周知であり、限定されないが、限
外ろ過、抽出、沈殿、透析、クロマトグラフィーおよび／または消化が挙げられる（例え
ば、Ｗｅｌｌｓ，Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｓａ
ｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ　
Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ（２００３）を参照のこと）。試験試料から除
去または分離されるタンパク質の量は、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６
０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％または約９５％で
あり得る。アクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステルおよびこの使用に関
するさらなる詳細は、２００７年４月９日に出願された米国特許出願第１１／６９７，８
３５号明細書に記載されている。アクリジニウム－９－カルボキシレートアリールエステ
ルは、脱気無水Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）または水性コール酸ナトリウム
などの任意の適切な溶媒に溶解され得る。
【００８１】
　ｗ．連結配列および連結ペプチド配列
　「連結配列」または「連結ペプチド配列」は、対象とする１つ以上のポリペプチド配列
（例えば、全長、断片など）に接続された天然または人工のポリペプチド配列を指す。用
語「接続された」は、連結配列と、対象とするポリペプチド配列との結合を指す。このよ
うなポリペプチド配列は、好ましくは、１つ以上のペプチド結合によって結合される。連
結配列は、約４から約５０アミノ酸の長さを有し得る。好ましくは、連結配列の長さは、
約６から約３０アミノ酸である。アミノ酸の置換、付加または欠失によって天然の連結配
列を改変して、人工の連結配列を作ることができる。例示的な連結配列としては、限定さ
れないが、以下のものが挙げられる：（ｉ）アミノ酸配列ＨＨＨＨＨＨ（配列番号１４８
）を有する６ＸＨｉｓタグ（配列番号１４８）などのヒスチジン（Ｈｉｓ）タグは、対象
とするポリペプチドおよび抗体の単離および精製を容易にするために連結配列として有用
である；（ｉｉ）Ｈｉｓタグのようなエンテロキナーゼ切断部位は、対象とするタンパク
質および抗体の単離および精製に使用される。多くの場合、エンテロキナーゼ切断部位は
、対象とするタンパク質および抗体の単離および精製において、Ｈｉｓタグと共に使用さ
れる。種々のエンテロキナーゼ切断部位が、当技術分野において公知である。エンテロキ
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ナーゼ切断部位の例としては、限定されないが、アミノ酸配列ＤＤＤＤＫ（配列番号１４
９）およびこの誘導体（例えば、ＡＤＤＤＤＫ（配列番号１５０）など）が挙げられる；
（ｉｉｉ）一本鎖可変領域断片の軽鎖可変領域および／または重鎖可変領域を連結または
接続するために、種々の配列を使用することができる。他の連結配列の例は、Ｂｉｒｄ　
ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６（１９８８）；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）；およびＭｃＣａ
ｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）に見ら
れ得る。さらなる機能、例えば、薬物の結合または固体支持体への結合のために、連結配
列を改変することもできる。本開示との関連では、モノクローナル抗体は、例えば、Ｈｉ
ｓタグ、エンテロキナーゼ切断部位またはこの両方などの連結配列を含有し得る。
【００８２】
　ｘ．多価結合タンパク質
　本明細書では、「多価結合タンパク質」は、２つ以上の抗原結合部位を含む結合タンパ
ク質（本明細書では、「抗原結合ドメイン」とも称される。）を指すのに使用される。多
価結合タンパク質は、好ましくは、３つ以上の抗原結合部位を有するように操作され、一
般に、天然に存在する抗体ではない。用語「多重特異性結合タンパク質」は、同じ標的分
子の２つ以上の異なるエピトープに結合することができる結合タンパク質を含む、２つ以
上の関連または非関連標的に結合することができる結合タンパク質を指す。
【００８３】
　ｙ．所定のカットオフおよび所定のレベル
　「所定のカットオフ」および「所定のレベル」は、一般に、種々の臨床パラメータ（例
えば、疾患の重症度、進行／非進行／改善など）と既に結びつけられているかまたはこれ
らに関連付けられている所定のカットオフ／レベルに対してアッセイ結果を比較すること
によって、診断／予測／治療効果の結果を評価するのに使用されるアッセイカットオフ値
を指す。本発明の開示は、例示的な所定のレベルを提供する。しかしながら、カットオフ
値は、イムノアッセイの性質（例えば、用いられる抗体など）に応じて変化し得ることが
周知である。さらに、この開示に基づいて、他のイムノアッセイについてのイムノアッセ
イ特異的カットオフ値を得るために、本明細書における開示を他のイムノアッセイに対し
て適合させることは、十分に当技術分野における通常の技術範囲内である。所定のカット
オフ／レベルの厳密な値はアッセイ間で変化し得るのに対して、本明細書に記載されてい
る相関関係は一般に適用可能であるはずである。
【００８４】
　ｚ．前処理試薬
　本明細書に記載される診断アッセイで使用される場合、「前処理試薬」、例えば、溶解
、沈殿および／または可溶化試薬は、任意の細胞を溶解し、および／または試験試料中に
存在する任意の分析物を可溶化するものである。さらに本明細書に記載されているように
、前処理は、すべての試料に必要ではない。とりわけ、分析物（即ち、ＲＧＭａ（例えば
、膜結合ＲＧＭａ、可溶性ＲＧＭａ、膜結合ＲＧＭａの断片、可溶性ＲＧＭａの断片、Ｒ
ＧＭａ（膜結合ＲＧＭａまたは可溶性ＲＧＭａ）の変異体またはこれらの任意の組み合わ
せ））を可溶化することは、試料中に存在する任意の内在性結合タンパク質からの分析物
の放出を伴う。前処理試薬は、均一（分離段階を必要としない）または不均一（分離段階
を必要とする。）であり得る。不均一前処理試薬を使用する場合、アッセイの次の段階へ
進む前に、沈殿した分析物結合タンパク質が試験試料から除去される。前処理試薬は、（
ａ）１つ以上の溶媒および塩、（ｂ）１つ以上の溶媒、塩および洗浄剤、（ｃ）洗浄剤、
（ｄ）洗浄剤および塩、または（ｅ）細胞溶解および／もしくは分析物の可溶化に適切な
任意の試薬または試薬の組み合わせを場合により含み得る。
【００８５】
　ａａ．品質管理試薬
　本明細書に記載されるイムノアッセイおよびキットとの関連では、「品質管理試薬」は
、限定されないが、較正用物質、対照および感度パネルを含む。「較正用物質」または「
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標準」は、通常、分析物、例えば、抗体または分析物の濃度を内挿するための較正（標準
）曲線を確立するのに（例えば、１つ以上、例えば複数）使用される。または、所定の正
／負のカットオフに近い単一の較正用物質を使用することができる。「感度パネル」を構
成するために、複数の較正用物質（即ち、２つ以上の較正用物質または様々な量の較正用
物質）を併せて使用することができる。
【００８６】
　ｂｂ．組換え抗体および複数の組換え抗体
　「組換え抗体」および「複数の組換え抗体」は、組換え技術によって、１つ以上のモノ
クローナル抗体の全部または一部をコードする核酸配列を適切な発現ベクター中にクロー
ニングし、続いて、適切な宿主細胞中で抗体を発現させることを含む１つ以上の段階によ
って調製された抗体を指す。この用語は、限定されないが、組換え的に生産されたモノク
ローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体（完全または部分的にヒト化）、抗体断片から形
成された多重特異性または多価構造、二官能性抗体、ヘテロコンジュゲートＡｂ、ＤＶＤ
－Ｉｇ（登録商標）および本明細書の（ｉ）に記載される他の抗体を含む。（二重可変ド
メイン免疫グロブリンおよびこの作製方法は、Ｗｕ，Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２５：１２９０－１２９７（２００７）に記載されてい
る。）本明細書で使用される場合、用語「二官能性抗体」は、ある抗原性部位に対する特
異性を有する第１のアームと、異なる抗原性部位に対する特異性を有する第２のアームと
を含む抗体を指し、即ち、二官能性抗体は二重特異性を有する。
【００８７】
　ｃｃ．試料、試験試料および患者の試料
　「試料」、「試験試料」および「患者の試料」は、本明細書では互換的に使用され得る
。尿、血清、血漿、羊水、脳脊髄液、胎盤細胞もしくは組織、内皮細胞、白血球または単
球の試料などの試料は、患者から得られた状態のまま直接使用することができ、または本
明細書で考察される幾つかの方法もしくは当技術分野において公知の別の方法で試料の特
性を改変するために、例えば、ろ過、蒸留、抽出、濃縮、遠心分離、干渉成分の不活性化
および試薬の追加などによって前処理することができる。
【００８８】
　ｄｄ．一連の較正組成物
　「一連の較正組成物」は、既知濃度のＣｙｓ－ＣＲＧＭａを含む複数の組成物を指し、
これらの組成物はそれぞれ、Ｃｙｓ－ＣＲＧＭａの濃度が一連の較正組成物における他の
組成物と異なる。
【００８９】
　ｅｅ．固相
　「固相」は、不溶であるか、または後続反応によって不溶となり得る任意の材料を指す
。固相は、捕捉剤を誘引および固定化する固有の能力について選択され得る。または、固
相は、これに、捕捉剤を誘引および固定化する能力を有する連結剤を付着することができ
る。連結剤は、例えば、捕捉剤自体または捕捉剤にコンジュゲートした帯電物質に関して
逆帯電した帯電物質を含み得る。一般に、連結剤は、固相上に固定化された（固相に結合
した）および結合反応を通じて捕捉剤を固定化する能力を有する任意の（好ましくは特異
的な）結合パートナーであり得る。連結剤によって、アッセイの実施の前またはアッセイ
の実施の間に、捕捉剤が固相材料に間接的に結合することが可能になる。固相は、例えば
、プラスチック、誘導体化されたプラスチック、磁性金属もしくは非磁性金属、ガラスま
たはケイ素であり得、例えば、試験管、マイクロタイターウェル、シート、ビーズ、微粒
子、チップおよび当業者に公知の他の構造物が挙げられる。
【００９０】
　ｆｆ．特異的結合
　本明細書で使用される場合、「特異的結合」または「特異的に結合すること」は、抗体
、タンパク質またはペプチドと、第２の化学種との相互作用を指し得、ここで、相互作用
は、化学種上の特定の構造（例えば、抗原決定基またはエピトープ）の存在に依存する；
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例えば、抗体は、タンパク質一般にではなく、特定のタンパク質構造を認識して結合する
。抗体が、エピトープ「Ａ」に対して特異的である場合には、標識された「Ａ」および抗
体を含有する反応物中のエピトープＡ（または遊離の、標識されていないＡ）を含有する
分子の存在は、抗体に結合している標識されたＡの量を減少させる。
【００９１】
　ｇｇ．特異的結合パートナー
　「特異的結合パートナー」は、特異的結合対のメンバーである。特異的結合対は、化学
的または物理的手段によって互いに特異的に結合する２つの異なる分子を含む。従って、
一般的なイムノアッセイの抗原および抗体の特異的結合対に加えて、他の特異的結合対と
しては、ビオチンおよびアビジン（またはストレプトアビジン）、炭水化物およびレクチ
ン、相補的ヌクレオチ配列、エフェクターおよび受容体分子、補助因子および酵素、酵素
および酵素阻害剤などが挙げられ得る。さらに、特異的結合対としては、元の特異的結合
メンバーの類似体であるメンバー、例えば、分析物類似体が挙げられ得る。免疫反応特異
的結合メンバーとしては、単離されているかまたは組換え的に生産されたかにかかわらず
、抗原、抗原断片およびモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体を含む抗体、なら
びにこれらの複合体および断片が挙げられる。
【００９２】
　ｈｈ．ストリンジェントな条件
　本明細書では、「ストリンジェントな条件」は、６ｘ塩化ナトリウム／クエン酸ナトリ
ウム（ＳＳＣ）中、約４５℃で、フィルタに結合したＤＮＡにハイブリダイズさせ、続い
て、０．２ｘＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、約５０から６５℃で１回以上洗浄することを説
明するのに使用される。用語「高ストリンジェントな条件下」は、６ｘＳＳＣ中、約４５
℃で、フィルタに結合した核酸にハイブリダイズさせ、続いて、０．１ｘＳＳＣ／０．２
％ＳＤＳ中、約６８℃で１回以上洗浄すること、または他のストリンジェントなハイブリ
ダイゼーション条件下を指す。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ，ｅｄｓ．
，１９８９，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１，Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉ
ｎｃ．ａｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　ａｔ　
ｐａｇｅｓ　６．３．１－６．３．６　ａｎｄ　２．１０．３を参照のこと。
【００９３】
　ｉｉ．治療する、治療することまたは治療
　本明細書では、「治療する」、「治療すること」または「治療」はそれぞれ、このよう
な用語が適用される疾患またはこのような疾患の１つ以上の症候を、回復、軽減またはこ
の進行を阻害することを説明するのに互換的に使用される。被験体の症状によって、この
用語はまた、疾患を予防することを指し、疾患の発症を予防すること、または疾患に関連
する症候を予防することを含む。治療は、急性的に実施してもよいし、慢性的に実施して
もよい。この用語はまた、疾患に伴う苦痛の前に、疾患またはこのような疾患に関連する
症候の重症度を減少させることを指す。苦痛の前の疾患の重症度のこのような予防または
減少は、本発明の抗体または医薬組成物を、投与時点では疾患に罹患していない被験体に
投与することを指す。「予防すること」はまた、疾患またはこのような疾患に関連する１
つ以上の症候の再発の予防を指す。「治療」および「治療的に」は、「治療すること」に
ついて上に定義したような治療行為を指す。
【００９４】
　ｊｊ．トレーサー
　本明細書で使用される場合、「トレーサー」は、標識にコンジュゲートした分析物また
は分析物断片、例えば、フルオレセイン部分にコンジュゲートしたＣｙｓ－ＣＲＧＭａを
指し、ここで、標識にコンジュゲートした分析物は、分析物に特異的な抗体上の部位に対
して分析物と有効に競合することができる。
【００９５】
　ｋｋ．変異体
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　本明細書では、「変異体」は、アミノ酸の挿入、欠失または保存的置換によってアミノ
酸配列が異なるが、少なくとも１つの生物学的活性を保持するペプチドまたはポリペプチ
ドを説明するのに使用される。「生物学的活性」の代表例としては、特異的抗体によって
結合される能力、または免疫反応を促進する能力が挙げられる。本明細書では、変異体は
また、少なくとも１つの生物学的活性を保持するアミノ酸配列を有する参照タンパク質と
実質的に同一のアミノ酸配列を有するタンパク質を説明するのに使用される。アミノ酸の
保存的置換、即ち、アミノ酸を、同様の特性（例えば、親水性および荷電領域の程度およ
び分布）の異なるアミノ酸と置換することは、当技術分野では、通常、微小変化を含むと
認識されている。これらの微小変化は、部分的には、当技術分野において理解されるよう
に、アミノ酸の疎水性親水性指数を考慮することによって同定され得る。Ｋｙｔｅ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１３２（１９８２）。アミノ酸の疎
水性親水性指数は、この疎水性および電荷を考慮することに基づいている。同様の疎水性
親水性指数のアミノ酸は、置換してもタンパク質機能を依然として保持し得るということ
が当技術分野において公知である。一態様では、±２の疎水性親水性指数を有するアミノ
酸が置換される。アミノ酸の親水性はまた、生物学的機能を保持するタンパク質をもたら
す置換を明らかにするのに使用され得る。ペプチドとの関連でアミノ酸の親水性を考慮す
ることによって、抗原性および免疫原性と十分に相関すると報告されている有用な尺度で
あるこのペプチドの最大局所平均親水性を算出することが可能になる。全体が参照により
本明細書に組み込まれる米国特許第４，５５４，１０１号明細書を参照のこと。当技術分
野において理解されるように、同様の親水性値を有するアミノ酸の置換は、生物学的活性
、例えば、免疫原性を保持するペプチドをもたらし得る。置換は、互いに±２以内の親水
性値を有するアミノ酸を用いて実施され得る。アミノ酸の疎水性指数および親水性値は両
方とも、アミノ酸の特定の側鎖によって影響を受ける。この知見と一致して、生物学的機
能と適合するアミノ酸置換は、疎水性、親水性、電荷、大きさおよび他の特性によって明
らかにされるように、アミノ酸、特に、これらのアミノ酸の側鎖の相対類似性に依存する
と理解される。「変異体」はまた、抗ＲＧＭａ抗体の抗原反応性断片であって、対応する
抗ＲＧＭａ抗体断片とはアミノ酸配列が異なるが依然として抗原反応性であり、ＲＧＭａ
に対する結合について、対応する抗ＲＧＭａ抗体断片と競合することができる抗原反応性
断片を指すのに使用され得る。「変異体」はまた、タンパク質分解、リン酸化または他の
翻訳後修飾などによって異なってプロセシングされるが、この抗原反応性を依然として保
持するポリペプチドまたはこの断片を説明するのに使用され得る。
【００９６】
　ｌｌ．ベクター
　本明細書では、「ベクター」は、連結されている別の核酸を輸送することができる核酸
分子を説明するのに使用される。ベクターの一種は、「プラスミド」であり、これは、さ
らなるＤＮＡセグメントがライゲーションされ得る環状の二本鎖ＤＮＡループを指す。別
の種類のベクターは、ウイルスベクターであり、さらなるＤＮＡセグメントがウイルスゲ
ノム中にライゲーションされ得る。ある特定のベクターは、これらが導入されている宿主
細胞において自己複製することができる（例えば、細菌複製起点を有する細菌ベクターお
よびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベク
ター）は、宿主細胞に導入されると宿主細胞のゲノム中に組み込まれることができ、これ
により、宿主ゲノムと共に複製される。さらに、ある特定のベクターは、これらが作動可
能に連結されている遺伝子の発現を指示することができる。このようなベクターは、本明
細書では、「組換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」）と称される。一般に
、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、プラスミドの形態であることが多い
。プラスミドは、最もよく使用される形態のベクターであるので、「プラスミド」および
「ベクター」は互換的に使用され得る。しかしながら、同等の機能を果たす他の形態の発
現ベクター、例えば、ウイルスベクター（例えば、複製欠陥レトロウイルス、アデノウイ
ルスおよびアデノ随伴ウイルス）を使用することができる。これに関して、本開示との関
連では、ＲＮＡ型のベクター（ＲＮＡウイルスベクターを含む。）も用途があり得る。
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　本明細書における数値範囲の記載については、これらの間にある各数値を同程度の正確
性で明確に意図する。例えば、６から９の範囲の場合、６および９に加えて、７および８
という数値を意図し、６．０から７．０の範囲の場合、６．０、６．１、６．２、６．３
、６．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９および７．０という数値を明確に意
図する。
【００９８】
　２．抗ＲＧＭａ抗体
　神経突起変性疾患および障害を治療する方法に使用するための抗体が本明細書で提供さ
れる。本明細書に記載される抗体の幾つかは、ＲＧＭａに結合するが、反発性ガイダンス
分子ｃ（「ＲＧＭｃ」）との反応性を最小化または排除するのを選択したものである。例
えば、表４を参照すると、ＰＲＯ融合由来モノクローナル抗体ＡＥ１２－１およびＡＥ１
２－１変異体（ＡＥ１２－１Ｆ、ＡＥ１２－１Ｈ、ＡＥ１２－１Ｌ、ＡＥ１２－１Ｖ、Ａ
Ｅ１２－１Ｉ、ＡＥ１２－１ＫおよびＡＥ１２－１Ｙ）は、ＲＧＭｃと交差反応せずに（
低検出）ＲＧＭａ中和活性を示す。ＲＧＭａに対して生じる抗体はＲＧＭｃと交差反応し
得ることが多く、高静脈内用量では、肝細胞における鉄蓄積をもたらし得るので、本明細
書に記載される抗体のＲＧＭａに対する特異的結合は治療上有益である。さらに、これら
の抗体の高選択性は、広い治療用量域または治療範囲をもたらす。
【００９９】
　ａ．ＲＧＭａ
　４７アミノ酸の予測Ｎ末端シグナルペプチドと、Ｃ末端ＧＰＩ結合シグナルとを有する
４５０アミノ酸のタンパク質として存在し得るヒトＲＧＭａは、神経発達および細胞生存
において役割を果たす分泌分子であるネトリンの受容体でもある膜貫通タンパク質ネオゲ
ニンに結合することによって、網膜軸索の誘導を調節すると最初に提案された。網膜軸索
の誘導に加えて、ＲＧＭａは、成体ラットにおける軸索成長を阻害することが示されてい
る。Ｙａｍａｓｈｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｎｅ
ｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ（２００７）１７：１－６を参照のこと。これらの機構と一致して
、ＲＧＭａ発現は脊髄損傷後に増加するが、この間にＲＧＭａを阻害すると軸索成長が増
強される。Ｋｉｔａｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ，ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，（２０１１）Ｖｏｌ．６
（９），ｐａｇｅｓ　１－９；およびＨａｔａ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．
（２００６）１７３：４７－５８を参照のこと。ＲＧＭａ発現はまた、局所的脳虚血また
は外傷性脳損傷を患っているヒトの病変部位および瘢痕組織でアップレギュレートしてい
る。Ｙａｍａｓｈｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｎｅ
ｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙ（２００７）１７：１－６；Ｓｃｈｗａｂ　ｅｔ　ａｌ，Ａｒｃｈ
　Ｎｅｕｒｏｌ（２００５）２２：２１３４－２１４４；およびＭｕｒａｍａｔｓｕ　ｅ
ｔ　ａｌ，Ｎａｔ．Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（２０１１）１７：４８８－９４を参照のこと。
【０１００】
　ＲＧＭａは、以下のアミノ酸配列を有し得る：
【０１０１】
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【化１】

　ＲＧＭａは、配列番号６５の断片または変異体であり得る。
【０１０２】
　ＲＧＭａ断片は、５から４２５アミノ酸、１０から４００アミノ酸、５０から３５０ア
ミノ酸、１００から３００アミノ酸、１５０から２５０アミノ酸、２００から３００アミ
ノ酸または７５から１５０アミノ酸の長さであり得る。断片は、配列番号６５の幾つかの
連続したアミノ酸を含み得る。
【０１０３】
　ＲＧＭａ断片は、以下のアミノ酸配列を有し得る：
【０１０４】
【化２】

　配列番号６５の４７位から１６８位のアミノ酸に対応する。
【０１０５】
　ＲＧＭａ断片は、配列番号６６の断片であり得る。ＲＧＭａ断片は、配列番号６６の変
異体であり得る。ＲＧＭａ断片は、以下のＲＧＭａ配列を有し得る：ＰＣＫＩＬＫＣＮＳ
ＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号７４）。
【０１０６】
　ＲＧＭａは、細胞膜結合型および／または可溶型として存在し得る。
【０１０７】
　ｂ．ＲＧＭａを認識する抗体
　抗体は、ＲＧＭａ、この断片またはこの変異体に結合する抗体である。抗体は、抗ＲＧ
Ｍａ抗体またはこの変異体もしくは誘導体の断片であり得る。抗体は、ポリクローナル抗
体またはモノクローナル抗体であり得る。抗体は、キメラ抗体、一本鎖抗体、親和性成熟
抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、完全ヒト抗体または抗体断片、例えば、Ｆａｂ断片または
これらの混合物であり得る。抗体断片または誘導体は、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖまたはｓｃ
Ｆｖ断片を含み得る。抗体誘導体は、ペプチド模倣によって生産され得る。さらに、一本
鎖抗体の生産について記載されている技術を、一本鎖抗体を生産するために適合させるこ
とができる。
【０１０８】
　ヒト抗体は、ファージディスプレイ技術、またはヒト免疫グロブリン遺伝子を発現する
トランスジェニックマウスに由来し得る。ヒトのインビボ免疫反応の結果としてヒト抗体
を作製して単離し得る。例えば、Ｆｕｎａｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，ＢＭＣ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
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ｎｏｌｏｇｙ，２００８（８）：８５を参照のこと。従って、抗体は、動物のレパートリ
ではなくヒトの産物であり得る。これがヒト起源であることにより、自己抗原に対する反
応性のリスクを最小限に抑えることができる。または、ヒト抗ＲＧＭａ抗体を選択および
単離するために、標準的な酵母ディスプレイライブラリおよびディスプレイ技術を使用す
ることができる。例えば、ヒト抗ＲＧＭａ抗体を選択するために、ナイーブなヒト一本鎖
可変断片（ｓｃＦｖ）のライブラリを使用することができる。ヒト抗体を発現させるため
に、トランスジェニック動物を使用することができる。
【０１０９】
　ヒト化抗体は、所望の抗原に結合する非ヒト種抗体由来の抗体分子であって、非ヒト種
由来の１つ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抗体分子であり得る。
【０１１０】
　抗体は、当技術分野において公知のものとは異なる生物学的機能を有する点で、公知の
抗体と区別可能である。例えば、本発明の抗体はＲＧＭａを認識して結合するだけではな
く、さらなる生物学的機能、例えば、神経突起変性に関連する疾患に関連する臨床兆候を
軽減する能力を有することをさらに特徴とする。
【０１１１】
　抗体は、ＲＧＭａに特異的に結合し得る。ＲＧＭａ特異的ＲＧＭａ抗体は、配列番号１
および５；配列番号２から４および６から８；配列番号２から４、６、７および６７；配
列番号２から４、６、７および６８；配列番号２から４、６、７および６９；配列番号２
から４、６、７および７０；配列番号２から４、６、７および７１；配列番号２から４、
６、７および７２；または配列番号２から４、６、７および７３を含み得る。抗体は、配
列番号６５、配列番号６６、配列番号７４、またはこれらの断片もしくは変異体に結合し
得る。抗体は、上記ＲＧＭａポリペプチドまたは変異体上に存在するエピトープを認識し
て特異的に結合し得る。エピトープは、配列番号６６、配列番号７４またはこれらの変異
体であり得る。
【０１１２】
　（１）抗体の結合特性
　抗体は、ＲＧＭａ（配列番号６５）、配列番号６６、配列番号７４、これらの断片また
はこれらの変異体に免疫特異的に結合し得、少なくとも１．０ｘ１０－３ｓ－１、少なく
とも１．０ｘ１０－４ｓ－１、少なくとも１．０ｘ１０－５ｓ－１、少なくとも１．０ｘ
１０－６ｓ－１のｋｏｆｆ（またはｋｄ）を有し得るか、または１．０ｘ１０－３ｓ－１

から１．０ｘ１０－６ｓ－１、１．０ｘ１０－３ｓ－１から１．０ｘ１０－５ｓ－１もし
くは１．０ｘ１０－３ｓ－１から１．０ｘ１０－４ｓ－１の範囲のｋｏｆｆ（またはｋｄ

）を有する。断片は、配列番号６６または配列番号７４であり得る。
【０１１３】
　抗体は、ＲＧＭａ（配列番号６５）、配列番号６６、配列番号７４、これらの断片また
はこれらの変異体に免疫特異的に結合し得、少なくとも２．４ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１、少
なくとも約２．５ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約３．３ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１、少
なくとも約５．０ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１．２５ｘ１０６Ｍ－１ｓ－１、
少なくとも約１．３５ｘ１０６Ｍ－１ｓ－１、少なくとも約１．０ｘ１０６Ｍ－１ｓ－１

、少なくとも約１．０ｘ１０７Ｍ－１ｓ－１のｋｏｎ（またはｋａ）を有するか、または
約５．０ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．０ｘ１０８Ｍ－１ｓ－１、約３．３ｘ１０４Ｍ
－１ｓ－１から約１．０ｘ１０９Ｍ－１ｓ－１、約２．５ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１から約１
．２５ｘ１０６Ｍ－１ｓ－１、約２．４ｘ１０４Ｍ－１ｓ－１から約１．３５ｘ１０７Ｍ
－１ｓ－１の範囲のｋｏｎ（またはｋａ）を有する。断片は、配列番号６６または配列番
号７４であり得る。
【０１１４】
　（２）抗体の構造
　（ａ）重鎖および軽鎖のＣＤＲ
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　抗体は、ＲＧＭａ（配列番号６５）、配列番号６６、配列番号７４、これらの断片また
はこれらの変異体に免疫特異的に結合し得、表１に示されている可変重鎖および／または
可変軽鎖を含み得る。抗体は、ＲＧＭａ、この断片またはこの変異体に免疫特異的に結合
し得、また表１に示されている重鎖または軽鎖のＣＤＲ配列の１つ以上を含み得る。抗体
の軽鎖は、カッパ鎖またはラムダ鎖であり得る。例えば、表１を参照のこと。
【０１１５】
　ＲＧＭａ、この断片またはこの変異体に免疫特異的に結合する抗体をコードする単離さ
れた核酸が本明細書で提供される。単離された核酸は、表１に示されている重鎖または軽
鎖のＣＤＲ配列を含む抗体をコードする核酸分子にストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするヌクレオチド配列を含み得る。
【０１１６】
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【０１１７】
　抗体またはこの変異体もしくは誘導体は、配列番号１から６４および６７から７３の１
つ以上と９５％、９０％、８５％、８０％、７５％、７０％、６５％、６０％、５５％、
または５０％を超えて同一である１つ以上のアミノ酸配列を含有し得る。抗体またはこの
変異体もしくは誘導体は、配列番号１から６４および６７から７３の１つ以上と９５％、
９０％、８５％、８０％、７５％、７０％、６５％、６０％、５５％、または５０％を超
えて同一である１つ以上の核酸配列によってコードされ得る。ポリペプチドの同一性およ
び相同性は、例えば、報告：Ｗｉｌｂｕｒ，Ｗ．Ｊ．ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｄ．Ｊ．Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８０，７２６－７３０（１９８３）に記
載されているアルゴリズムによって決定され得る。本明細書に記載される抗体、この変異
体または誘導体は、配列番号３から４２の１つ以上の相補体にストリンジェントな条件下
でハイブリダイズする核酸によってコードされ得る。本明細書に記載される抗体、この変
異体または誘導体は、配列番号１から６４および６７から７３の１つ以上をコードする１
つ以上の核酸の相補体に高ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸によって
コードされ得る。
【０１１８】
　抗体は配列番号８を含み得、ここで、配列番号８のＣｙｓ残基は別のアミノ酸に置換さ
れている。抗体は配列番号１および５、または２から４および６から８を含み得、ここで
、配列番号８のＣｙｓ残基は別のアミノ酸に置換されているか、または配列番号５の９１
位のＣｙｓ残基は別のアミノ酸に置換されている。配列番号５の９１位のＣｙｓ残基は、
例えば、フェニルアラニン、ヒスチジン、ロイシン、バリン、イソロイシン、リシンまた
はチロシンで置換され得る。配列番号８のＣｙｓ残基は、例えば、フェニルアラニン（配
列番号６７を参照のこと）、ヒスチジン（配列番号６８を参照のこと）、ロイシン（配列
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号７１を参照のこと）、リシン（配列番号７２を参照のこと）またはチロシン（配列番号
７３を参照のこと）で置換され得る。表２を参照のこと。
【０１１９】
　抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＹ分子クラス（例えば、
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）またはサブクラス
であり得る。例えば、抗体は、以下の定常領域配列を有するＩｇＧ１分子であり得る：
【０１２０】
【化３】

【０１２１】
　配列番号１４０における上記定常領域は、野生型定常領域配列の２３４位および２３５
位における２つの（２）変異を含有する。具体的には、これらの変異は、２３４位および
２３５位のそれぞれにおけるロイシンからアラニンへの変化（これは、「ＬＬＡＡ」変異
と称される。）である。これらの変異は、上記では太字下線で示されている。これらの変
異の目的は、エフェクター機能を排除することである。
【０１２２】
　または、ＩｇＧ１分子は、１つ以上の変異を含有する上記定常領域配列（配列番号１４
０）を有し得る。例えば、配列番号１４０の定常領域配列は、以下の表２Ａに示されてい
るように、トレオニンがグルタミンで置換されるアミノ酸２５０の変異（配列番号１４１
）、メチオニンがロイシンで置換されるアミノ酸４２８の変異（配列番号１４２）、また
はトレオニンがグルタミンで置換されるアミノ酸２５０の変異およびメチオニンがロイシ
ンで置換されるアミノ酸４２８の変異（配列番号１４３）を含有し得る。
【０１２３】
　または、ＩｇＧ１分子は、以下の表２Ｂに示されているように、ＡＥ１２－１（ＶＨ）
ＣＤＲ－Ｈ１（配列番号２）、ＡＥ１２－１（ＶＨ）ＣＤＲ－Ｈ２（配列番号３）、ＡＥ
１２－１（ＶＨ）ＣＤＲ－Ｈ３（配列番号４）を含む重鎖と、ＡＥ１２－１（ＶＬ）ＣＤ
Ｒ－Ｌ１（配列番号６）、ＡＥ１２－１（ＶＬ）ＣＤＲ－Ｌ２（配列番号７）およびＡＥ
１２－１－Ｖ（ＶＬ）ＣＤＲ－Ｌ３（配列番号７０）を含む軽鎖と、配列番号１４３の定
常配列とを含有し得る（この抗体はＡＥ１２－１Ｖ－ＱＬと称され、配列番号１４４の軽
鎖配列と、配列番号１４５の重鎖配列とを有する。）。
【０１２４】
　または、ＩｇＧ１分子は、以下の表２Ｂに示されているように、ＡＥ１２－１（ＶＨ）
ＣＤＲ－Ｈ１（配列番号２）、ＡＥ１２－１（ＶＨ）ＣＤＲ－Ｈ２（配列番号３）、ＡＥ
１２－１（ＶＨ）ＣＤＲ－Ｈ３（配列番号４）を含む重鎖と、ＡＥ１２－１（ＶＬ）ＣＤ
Ｒ－Ｌ１（配列番号６）、ＡＥ１２－１（ＶＬ）ＣＤＲ－Ｌ２（配列番号７）およびＡＥ
１２－１－Ｙ（ＶＬ）ＣＤＲ－Ｌ３（配列番号７３）を含む軽鎖と、配列番号１４３の定
常配列とを含有し得る（この抗体はＡＥ１２－１Ｙ－ＱＬと称され、配列番号１４６の軽
鎖配列と、配列番号１４７の重鎖配列とを有する。）。
【０１２５】
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【表４】

【０１２８】
　抗体または抗体断片は、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５（式１－ＣＤＲ－Ｈ１）（式中、
Ｘａａ１は、Ｓ、Ｄ、Ｅ、Ｎ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ２は、Ｈ、Ｙ、Ｌ、ＳおよびＱからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３
は、Ｇ、Ｄ、Ａ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｉ
、ＭおよびＷからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ５は、Ｓ、Ｎ、Ｈ
、Ａ、ＴおよびＱからなる群からのアミノ酸配列である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
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５－Ｘａａ１６－（Ｘａａ）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｈ２）（式中、ｎは、０または１であり
、およびＸａａ１は、Ｗ、Ｖ、Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｅ、ＳおよびＮからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｉ、ＭおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ３は、Ｓ、Ｎ、Ｄ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
４は、Ｐ、Ｙ、Ｇ、Ｗ、Ｈ、ＡおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ５は、Ｙ、Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｓ、Ｋ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ６は、Ｓ、Ｇ、Ｄ、ＴおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ７は、Ｇ、Ｓ、Ｉ、Ｅ、ＮおよびＲからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
８は、Ｎ、Ｌ、Ｒ、Ｓ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９
は、Ｔ、Ｋ、Ｇ、Ｎ、ＩおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０
は、Ｎ、Ｇ、Ｙ、ＴおよびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、
Ｙ、Ｆ、ＮおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１２は、Ａ、Ｔ、
Ｖ、Ｐ、ＬおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１３は、Ｑ、Ｄ、
ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１４は、Ｋ、Ｓ、Ｎおよび
Ｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｌ、Ｆ、Ｖ、ＫおよびＲか
らなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１６は、Ｑ、Ｋ、ＲおよびＳからなる群
より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ１７は、グリシンである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－（Ｘａａ）ｎ（式３
－ＣＤＲ－Ｈ３）（式中、ｎは、０から１１であり、およびＸａａ１は、Ｖ、Ｓ、Ｅ、Ｎ
、Ｌ、Ｄ、ＱおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、Ｔ、
Ｒ、Ｙ、Ｌ、Ｉ、ＤおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｓ
、Ｖ、Ｄ、Ｇ、Ｆ、Ｙ、Ｐ、Ｍ、Ｃ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ４は、Ｇ、Ｌ、Ｙ、Ｎ、Ｅ、Ｋ、ＡおよびＦからなる群より選択されるアミノ
酸であり；Ｘａａ５は、Ｐ、Ｓ、Ｙ、Ａ、Ｖ、Ｇ、Ｔ、ＥおよびＷからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｙ、Ｖ、Ｓ、Ｌ、Ｄ、Ｇ、ＨおよびＰからなる群より
選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｐｈｅ、Ｌ
ｅｕおよびＣｙｓからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｔｙｒ、Ｌｙ
ｓ、Ａｓｐ、ＡｌａおよびＧｌｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｍｅｔ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群よ
り選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｓｅｒ、Ｌｅｕ
、ＨｉｓおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、Ｖａｌ
、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、ＴｒｐおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１２は、ＴｙｒおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１３は、Ｔｙｒ、ＧｌｙおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１４は、Ａｌａ、Ｌｅｕ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｍｅｔ、ＬｅｕおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１６は、ＡｓｐおよびＧｌｙからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；およびＸａａ１７は、Ｖａｌ、ＡｓｐおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミノ
酸である。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｈ１、Ｈ２およびＨ３）を含む可
変重ドメインを含み得る。
【０１２９】
　単離された抗体またはこの抗体断片は、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－（Ｘａａ）ｎ（式１－ＣＤＲ－Ｌ１）（式中、ｎ
は、０から３であり、およびＸａａ１は、Ｔ、Ｓ、Ｒ、ＧおよびＱからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸で
あり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｄ、Ｓ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ｓ、Ｋ、Ｇ、Ｑ、ＮおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｓ、Ｌ、Ｇ、Ｉ、ＤおよびＰからなる群からのアミノ酸配列であり；Ｘａａ６
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は、Ｓ、Ｇ、Ｎ、ＨおよびＩからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｖ
、Ｄ、Ｉ、Ｓ、ＧおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｇ、
Ｋ、Ａ、Ｓ、Ｉ、Ｎ、ＴおよびＤからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｄ、Ｙ、Ａ、Ｃ、ＳおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は
、Ｓ、Ａ、Ｇ、Ｌ、ＶおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は
、Ｉ、Ｃ、Ｙ、Ｈ、Ｒ、ＮおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１
２は、Ｔｙｒ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＶａｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ１３は、ＶａｌおよびＡｓｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸ
ａａ１４は、ＳｅｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－（Ｘａａ
）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｌ２）（式中、ｎは、０から４であり、およびＸａａ１は、Ｄ、Ｑ
、Ｇ、Ｖ、Ｙ、ＳおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｖ、
Ｄ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｓ、Ｙ、Ｎ
およびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｋ、Ｎ、Ｄ、Ｑおよび
Ｔからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ５は、Ｒ、Ｇ、ＳおよびＬからなる
群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｐ、Ｓ、ＩおよびＥからなる群より選択
されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｓ、Ｈ、ＩおよびＴからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ８は、Ａｓｎであり；Ｘａａ９は、Ｌｙｓであり；およびＸａａ１０
は、Ｇｌｙであり；Ｘａａ１１は、Ａｓｐである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－（Ｘａａ）ｎ（式３－ＣＤＲ－Ｌ３）（式中、ｎは、０から２であり、およ
びＸａａ１は、Ｃ、Ｑ、Ｈ、Ｆ、Ｈ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、Ｋ、ＹおよびＡからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｓ、Ａ、Ｔ、ＱおよびＶからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｙ、ＷおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｓ、ＨおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｇ、Ｓ、Ｎ、Ｐ、Ｄ、ＶおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ６は、Ｉ、Ｔ、Ｓ、Ｇ、Ｌ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ７は、Ｄ、Ｔ、Ｌ、Ｉ、ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ８は、Ｔ、Ｇ、Ｒ、Ｙ、Ｄ、Ｎ、Ｗ、Ｌ、ＦおよびＰからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ９は、Ｌ、Ｖ、Ｇ、ＴおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１０は、Ｖａｌ、ＴｙｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１１は、ＬｅｕまたはＶａｌである。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｌ１、Ｌ２およびＬ３）を含む可
変軽ドメインを含み得る。
【０１３０】
　抗体または抗体断片は、以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５（式１－ＣＤＲ－Ｈ１）（式中、
Ｘａａ１は、Ｓ、Ｄ、Ｅ、Ｎ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ２は、Ｈ、Ｙ、Ｌ、ＳおよびＱからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３
は、Ｇ、Ｄ、Ａ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｉ
、ＭおよびＷからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ５は、Ｓ、Ｎ、Ｈ
、Ａ、ＴおよびＱからなる群からのアミノ酸配列である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６－（Ｘａａ）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｈ２）（式中、ｎは、０または１であり
、およびＸａａ１は、Ｙ、Ｖ、Ａ、Ｇ、Ｌ、Ｇ、ＳおよびＮからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｉ、ＭおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ３は、Ｓ、Ｎ、Ｄ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
４は、Ｐ、Ｙ、Ｇ、Ｗ、Ｈ、ＡおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ５は、Ｙ、Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｓ、Ｋ、ＧおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり



(48) JP 6722324 B2 2020.7.15

10

20

30

40

50

；Ｘａａ６は、Ｓ、Ｇ、Ｄ、ＴおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａ
ａ７は、Ｇ、Ｓ、Ｉ、Ｅ、ＮおよびＲからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ
８は、Ｎ、Ｌ、Ｒ、Ｓ、ＴおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９
は、Ｔ、Ｋ、Ｇ、Ｎ、ＩおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０
は、Ｎ、Ｇ、Ｙ、ＴおよびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、
Ｙ、Ｆ、ＮおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１２は、Ａ、Ｔ、
Ｖ、Ｐ、ＬおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１３は、Ｑ、Ｄ、
ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１４は、Ｋ、Ｓ、Ｎおよび
Ｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｌ、Ｆ、Ｖ、ＫおよびＲか
らなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１６は、Ｑ、Ｋ、ＲおよびＳからなる群
より選択されるアミノ酸であり；およびＸａａ１７は、グリシンである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－（Ｘａａ）ｎ（式３
－ＣＤＲ－Ｈ３）（式中、ｎは、０から１１であり、およびＸａａ１は、Ｖ、Ｓ、Ｅ、Ｎ
、Ｌ、Ｄ、ＱおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、Ｔ、
Ｒ、Ｙ、Ｌ、Ｉ、ＤおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｓ
、Ｖ、Ｄ、Ｇ、Ｆ、Ｙ、Ｐ、Ｍ、Ｃ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ４は、Ｇ、Ｌ、Ｙ、Ｎ、Ｅ、Ｋ、ＡおよびＦからなる群より選択されるアミノ
酸であり；Ｘａａ５は、Ｐ、Ｓ、Ｙ、Ａ、Ｖ、Ｇ、Ｔ、ＥおよびＷからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｙ、Ｖ、Ｓ、Ｌ、Ｄ、Ｇ、ＨおよびＰからなる群より
選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｔｙｒ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｐｈｅ、Ｌ
ｅｕおよびＣｙｓからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｔｙｒ、Ｌｙ
ｓ、Ａｓｐ、ＡｌａおよびＧｌｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｍｅｔ、Ｇｌｕ、Ｐｈｅ、Ｌｅｕ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群よ
り選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は、Ａｓｐ、Ｇｌｙ、Ｔｙｒ、Ｓｅｒ、Ｌｅｕ
、ＨｉｓおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は、Ｖａｌ
、Ｔｙｒ、Ｌｅｕ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、ＴｒｐおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１２は、ＴｙｒおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１３は、Ｔｙｒ、ＧｌｙおよびＡｓｐからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；Ｘａａ１４は、Ａｌａ、Ｌｅｕ、ＰｒｏおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１５は、Ｍｅｔ、ＬｅｕおよびＰｈｅからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ１６は、ＡｓｐおよびＧｌｙからなる群より選択されるアミノ酸であ
り；およびＸａａ１７は、Ｖａｌ、ＡｓｐおよびＴｙｒからなる群より選択されるアミノ
酸である。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｈ１、Ｈ２およびＨ３）を含む可
変重ドメインを含み；ならびに、
　以下の式：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－（Ｘａａ）ｎ（式１－ＣＤＲ－Ｌ１）（式中、ｎ
は、０から３であり、およびＸａａ１は、Ｔ、Ｓ、Ｒ、ＧおよびＱからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｇ、ＬおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸で
あり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｄ、Ｓ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ｓ、Ｋ、Ｇ、Ｑ、ＮおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｓ、Ｌ、Ｇ、Ｉ、ＤおよびＰからなる群からのアミノ酸配列であり；Ｘａａ６
は、Ｓ、Ｇ、Ｎ、ＨおよびＩからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｖ
、Ｄ、Ｉ、Ｓ、ＧおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ８は、Ｇ、
Ｋ、Ａ、Ｓ、Ｉ、Ｎ、ＴおよびＤからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ９は
、Ｄ、Ｙ、Ａ、Ｃ、ＳおよびＦからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１０は
、Ｓ、Ａ、Ｇ、Ｌ、ＶおよびＮからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１１は
、Ｉ、Ｃ、Ｙ、Ｈ、Ｒ、ＮおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ１
２は、Ｔｙｒ、Ｇｌｙ、ＡｌａおよびＶａｌからなる群より選択されるアミノ酸であり；
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Ｘａａ１３は、ＶａｌおよびＡｓｎからなる群より選択されるアミノ酸であり；およびＸ
ａａ１４は、ＳｅｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸である。）；
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－（Ｘａａ
）ｎ（式２－ＣＤＲ－Ｌ２）（式中、ｎは、０から４であり、およびＸａａ１は、Ｄ、Ｑ
、Ｇ、Ｖ、Ｙ、ＳおよびＥからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｖ、
Ｄ、ＮおよびＡからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｔ、Ｓ、Ｙ、Ｎ
およびＫからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ４は、Ｋ、Ｎ、Ｄ、Ｑおよび
Ｔからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ５は、Ｒ、Ｇ、ＳおよびＬからなる
群より選択されるアミノ酸であり；Ｘａａ６は、Ｐ、Ｓ、ＩおよびＥからなる群より選択
されるアミノ酸であり；Ｘａａ７は、Ｓ、Ｈ、ＩおよびＴからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり；Ｘａａ８は、Ａｓｎであり；Ｘａａ９は、Ｌｙｓであり；およびＸａａ１０
は、Ｇｌｙであり；Ｘａａ１１は、Ａｓｐである。）；および
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－（Ｘａａ）ｎ（式３－ＣＤＲ－Ｌ３）（式中、ｎは、０から２であり、およ
びＸａａ１は、Ｃ、Ｑ、Ｈ、Ｆ、Ｈ、Ｌ、Ｖ、Ｉ、Ｋ、ＹおよびＡからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり；Ｘａａ２は、Ｓ、Ａ、Ｔ、ＱおよびＶからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ３は、Ｙ、ＷおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ４は、Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｓ、ＨおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり；Ｘ
ａａ５は、Ｇ、Ｓ、Ｎ、Ｐ、Ｄ、ＶおよびＴからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ６は、Ｉ、Ｔ、Ｓ、Ｇ、Ｌ、ＦおよびＹからなる群より選択されるアミノ酸であり
；Ｘａａ７は、Ｄ、Ｔ、Ｌ、Ｉ、ＰおよびＳからなる群より選択されるアミノ酸であり；
Ｘａａ８は、Ｔ、Ｇ、Ｒ、Ｙ、Ｄ、Ｎ、Ｗ、Ｌ、ＦおよびＰからなる群より選択されるア
ミノ酸であり；Ｘａａ９は、Ｌ、Ｖ、Ｇ、ＴおよびＨからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１０は、Ｖａｌ、ＴｙｒおよびＨｉｓからなる群より選択されるアミノ酸
であり；Ｘａａ１１は、ＬｅｕまたはＶａｌである。）
　にそれぞれ対応する３つの相補性決定領域（ＣＤＲ－Ｌ１、Ｌ２およびＬ３）を含む可
変軽ドメインも含む。
【０１３１】
　式１－ＣＤＲ－Ｌ１では、ｎが１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２。
【０１３２】
　式１－ＣＤＲ－Ｌ１では、ｎが２である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３。
【０１３３】
　式１－ＣＤＲ－Ｌ１では、ｎが３である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４。
【０１３４】
　式２－ＣＤＲ－Ｌ２では、ｎが１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
。
【０１３５】
　式２－ＣＤＲ－Ｌ２では、ｎが２である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９。
【０１３６】
　式２－ＣＤＲ－Ｌ２では、ｎが３である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
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－Ｘａａ９－Ｘａａ１０。
【０１３７】
　式２－ＣＤＲ－Ｌ２では、ｎが４である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１。
【０１３８】
　式３－ＣＤＲ－Ｌ３では、ｎが１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０。
【０１３９】
　式３－ＣＤＲ－Ｌ３では、ｎが２である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１。
【０１４０】
　式２－ＣＤＲ－Ｈ２では、ｎが１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６－Ｘａａ１７。
【０１４１】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７。
【０１４２】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが２である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
。
【０１４３】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが３である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９。
【０１４４】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが４である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０。
【０１４５】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが５である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１。
【０１４６】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが６である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２。
【０１４７】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが７である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３。
【０１４８】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが８である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４。
【０１４９】
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　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが９である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５。
【０１５０】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが１０である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６。
【０１５１】
　式３－ＣＤＲ－Ｈ３では、ｎが１１である場合、式は以下のとおりである：
　Ｘａａ１－Ｘａａ２－Ｘａａ３－Ｘａａ４－Ｘａａ５－Ｘａａ６－Ｘａａ７－Ｘａａ８
－Ｘａａ９－Ｘａａ１０－Ｘａａ１１－Ｘａａ１２－Ｘａａ１３－Ｘａａ１４－Ｘａａ１
５－Ｘａａ１６－Ｘａａ１７。
【０１５２】
　ｃ．抗体の調製／生産
　抗体は、様々な技術によって調製され得る。一般に、組換え体であり得る抗体の生産を
可能にするためには、抗体は、従来の技術による、または抗体遺伝子、重鎖および／また
は軽鎖を適切な細菌または哺乳動物細胞宿主にトランスフェクトすることによるモノクロ
ーナル抗体の作製を含む細胞培養技術によって生産され得る。用語「トランスフェクショ
ン」の種々の形態は、外因性ＤＮＡを原核生物または真核生物の宿主細胞に導入するため
によく使用される多種多様な技術、例えば、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム
沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェクションなどを包含するものとする。原核生
物または真核生物の宿主細胞のいずれかにおいて、本発明の抗体を発現させることが可能
であるが、このような真核細胞（特に、哺乳動物細胞）は、適切に折り畳まれた免疫学的
に活性な抗体を組み立て分泌する可能性が原核細胞よりも高いので、好ましくは真核細胞
、最も好ましくは哺乳動物宿主細胞で抗体を発現させる。
【０１５３】
　本発明の組換え抗体を発現させるための例示的な哺乳動物宿主細胞としては、例えば、
Ｋａｕｆｍａｎ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，１５９：６０１－６２１
（１９８２）に記載されているＤＨＦＲ選択マーカーと共に使用されるチャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ細胞）（例えば、Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６－４２２０（１９８０）に記載さ
れているｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２
細胞が挙げられる。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺乳動物宿主細胞に導
入する場合、宿主細胞における抗体の発現、より好ましくは、宿主細胞を成長させる培養
培地への抗体の分泌を可能にするのに十分な期間、宿主細胞を培養することによって、抗
体を生産する。抗体は、標準タンパク質精製法を使用して培養培地から回収され得る。
【０１５４】
　宿主細胞はまた、機能的抗体断片、例えば、Ｆａｂ断片またはｓｃＦｖ分子を生産する
のに使用され得る。上記手順の変法は、本発明の範囲内であることが理解されよう。例え
ば、本発明の抗体の軽鎖および／または重鎖のいずれかの機能的断片をコードするＤＮＡ
で宿主細胞をトランスフェクトすることが望ましい場合がある。組換えＤＮＡ技術はまた
、対象とする抗原との結合に必要ではない、軽鎖および重鎖のいずれかまたは両方をコー
ドするＤＮＡの一部または全部を除去するのに使用され得る。このような短縮型ＤＮＡ分
子から発現された分子もまた、本発明の抗体によって包含される。加えて、標準化学的架
橋法によって本発明の抗体を第２の抗体に架橋することによって、一方の重鎖および一方
の軽鎖が本発明の抗体であり（即ち、ヒトＲＧＭａに結合する）もう一方の重鎖および軽
鎖がヒトＲＧＭａ以外の抗原に対して特異的である二官能性抗体が生産され得る。
【０１５５】
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　本発明の抗体またはこの抗原結合部分を組換え発現するのに好ましい系では、抗体重鎖
および抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクターが、リン酸カルシウム媒介トラン
スフェクションによってｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞に導入される。組換え発現ベクター内では
、抗体重鎖および軽鎖遺伝子はそれぞれ、この遺伝子の高レベルの転写を駆動するように
ＣＭＶエンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモーター調節エレメントに作動可能に連結されてい
る。組換え発現ベクターはまた、メトトレキサート選択／増幅を使用してベクターでトラ
ンスフェクトされたＣＨＯ細胞の選択を可能にするＤＨＦＲ遺伝子を保持する。選択され
た形質転換体宿主細胞は、抗体重鎖および軽鎖の発現を可能にするように培養され、イン
タクトな抗体が培養培地から回収される。組換え発現ベクターを調製し、宿主細胞をトラ
ンスフェクトし、形質転換体を選択し、宿主細胞を培養し、培養培地から抗体を回収する
ために、標準分子生物学技術が使用される。またさらに、本発明は、本発明の宿主細胞を
、本発明の組換え抗体が合成されるまで適切な培養培地中で培養することによって、本発
明の組換え抗体を合成する方法を提供する。この方法は、培養培地から組換え抗体を単離
することをさらに含み得る。
【０１５６】
　モノクローナル抗体を調製するための方法は、所望の特異性を有する抗体を産生するこ
とができる不死細胞株の調製を含む。このような細胞株は、免疫感作された動物から得ら
れた脾臓細胞から生産され得る。動物は、ＲＧＭａまたはこの断片および／もしくは変異
体で免疫感作され得る。例えば、配列番号６５、配列番号６６、配列番号７４、配列番号
６５、配列番号６６もしくは配列番号７４の断片、または配列番号６５、配列番号６６、
配列番号７４の変異体のいずれかが、動物を免疫感作するのに使用され得る。動物を免疫
感作するのに使用されるペプチドは、ヒトＦｃ、例えば、ヒト抗体の断片結晶化可能領域
または尾領域をコードするアミノ酸を含み得る。次いで、例えば、骨髄腫細胞融合パート
ナーと融合することによって、脾臓細胞を不死化し得る。様々な融合技術が用いられ得る
。例えば、非イオン性洗剤と共に脾臓細胞および骨髄腫細胞を数分間混ぜ合わせ、次いで
、骨髄腫細胞ではなくハイブリッド細胞の成長を支援する選択培地上に低密度でプレート
し得る。このような技術の１つは、ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン（ＨＡＴ
）選択を使用する。十分な時間、通常は約１から２週間後、ハイブリッドのコロニーが観
察される。単一コロニーを選択し、これらの培養上清を、ポリペプチドに対する結合活性
について試験する。高い反応性および特異性を有するハイブリドーマが使用され得る。
【０１５７】
　モノクローナル抗体は、成長中のハイブリドーマコロニーの上清から単離され得る。加
えて、収率を高めるために、マウスなどの適切な脊椎動物宿主の腹膜腔にハイブリドーマ
細胞株を注入するなどの様々な技術が用いられ得る。次いで、モノクローナル抗体を腹水
または血液から回収し得る。クロマトグラフィー、ゲルろ過、沈殿および抽出などの従来
の技術によって、抗体から混入物質を除去し得る。アフィニティクロマトグラフィーは、
抗体精製工程に使用され得る方法の一例である。
【０１５８】
　タンパク質分解酵素パパインは、ＩｇＧ分子を選択的に切断して幾つかの断片を生成し
、このうちの２つ（Ｆ（ａｂ）断片）はそれぞれ、インタクトな抗原結合部位を含む共有
ヘテロダイマーを含む。酵素ペプシンはＩｇＧ分子を切断して、両抗原結合部位を含むＦ
（ａｂ’）２断片を含む幾つかの断片を提供することができる。
【０１５９】
　Ｆｖ断片は、ＩｇＭおよび稀にはＩｇＧまたはＩｇＡ免疫グロブリン分子の選択的タン
パク質切断によって生成され得る。組換え技術を使用して、Ｆｖ断片を生成し得る。Ｆｖ
断片としては、ネイティブな抗体分子の抗原認識および抗原結合能力の大部分を保持する
抗原結合部位を含む非共有結合性ＶＨ：：ＶＬヘテロダイマーが挙げられる。
【０１６０】
　抗体、抗体断片または誘導体は、重鎖および軽鎖の相補性決定領域（「ＣＤＲ」）セッ
トを含み得、これらは、ＣＤＲを支えてＣＤＲ相互の空間関係を規定する重鎖および軽鎖
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のフレームワーク（「ＦＲ」）セットの間にそれぞれ挿入されている。ＣＤＲセットは、
重鎖または軽鎖のＶ領域の３つの超可変領域を含有し得る。これらの領域は、重鎖または
軽鎖のＮ末端から順に、それぞれ「ＣＤＲ１」、「ＣＤＲ２」および「ＣＤＲ３」という
名称である。従って、抗原結合部位は、重鎖および軽鎖の各Ｖ領域のＣＤＲセットを含む
６つのＣＤＲを含み得る。単一のＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３）
を含むポリペプチドは、「分子認識ユニット」と称され得る。抗原－抗体複合体の結晶学
的解析により、ＣＤＲのアミノ酸残基は結合抗原と広範な接触を形成し、最も広範な抗原
接触は重鎖ＣＤＲ３とのものであることが実証されている。従って、分子認識ユニットは
、抗原結合部位の特異性の主な一因であり得る。一般に、ＣＤＲ残基は、抗原結合への影
響に直接的およびほぼ実質的に関与する。
【０１６１】
　当技術分野において公知の方法を使用して、限定されないが、例えば、Ｃａｍｂｒｉｄ
ｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅｓｈｉｒｅ，
ＵＫ）、ＭｏｒｐｈｏＳｙｓ（Ｍａｒｔｉｎｓｒｅｉｄ／Ｐｌａｎｅｇｇ，Ｄｅｌ）、Ｂ
ｉｏｖａｔｉｏｎ（Ａｂｅｒｄｅｅｎ，Ｓｃｏｔｌａｎｄ，ＵＫ）Ｂｉｏｌｎｖｅｎｔ（
Ｌｕｎｄ，Ｓｗｅｄｅｎ）などの種々の商業ベンダーから市販されているペプチドまたは
タンパク質ライブラリ（例えば、限定されないが、バクテリオファージ、リボソーム、オ
リゴヌクレオチド、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、酵母など、ディスプレイライブラリ）から組換え
抗体を選択する方法を含む、必要な特異性の抗体を生産または単離する他の適切な方法を
使用することができる。米国特許第４，７０４，６９２号明細書；同第５，７２３，３２
３号明細書；同第５，７６３，１９２号明細書；同第５，８１４，４７６号明細書；同第
５，８１７，４８３号明細書；同第５，８２４，５１４号明細書；同第５，９７６，８６
２号明細書を参照のこと。代替法は、当技術分野において公知および／または本明細書に
記載されているような、ヒト抗体のレパートリを産生することができるトランスジェニッ
ク動物の免疫化に基づくものである（例えば、ＳＣＩＤマウス、　Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９７）Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４１：９０１－９０７；Ｓａ
ｎｄｈｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：
９５－１１８；Ｅｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｉｍｍｕｎｏｌ．９３：１５４－１
６１）。このような技術としては、限定されないが、リボソーム・ディスプレイ（Ｈａｎ
ｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４
：４９３７－４９４２；Ｈａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：１４１３０－１４１３５）；単一細胞抗体産生技術（例
えば、選択的リンパ球抗体法（「ＳＬＡＭ」）（米国特許第５，６２７，０５２号明細書
、Ｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７：８８７－８９２；Ｂａ
ｂｃｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　９３：７８４３－７８４８）；ゲル・ミクロ小滴およびフローサイトメトリー（Ｐｏｗ
ｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８：３３３－３３７；Ｏｎｅ
　Ｃｅｌｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ）．；Ｇｒａｙ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９５）Ｊ．Ｉｍｍ．Ｍｅｔｈ．１８２：１５５－１６３；Ｋｅｎｎｙ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９５）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌ．１３：７８７－７９０）；Ｂ細胞選択（
Ｓｔｅｅｎｂａｋｋｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｏ
ｒｔｓ　１９：１２５－１３４（１９９４））が挙げられる。
【０１６２】
　親和性成熟抗体は、当技術分野において公知の幾つかの手順のいずれか１つによって生
産され得る。例えば、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１０：７
７９－７８３（１９９２）には、ＶＨおよびＶＬドメインをシャッフルすることによる親
和性成熟が記載されている。Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９１：３８０９－３８１３（１９９４）；Ｓｃｈｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ，
Ｇｅｎｅ，１６９：１４７－１５５（１９９５）；Ｙｅｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ，１５５：１９９４－２００４（１９９５）；Ｊａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，
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Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，１５４（７）：３３１０－３３１９（１９９５）；Ｈａｗｋｉｎｓ
　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２２６：８８９－８９６（１９９２）には、ＣＤ
Ｒおよび／またはフレームワーク残基のランダム変異誘発が記載されている。米国特許第
６，９１４，１２８号明細書には、活性を増強するアミノ酸残基による選択的変異誘発部
位および接触部位または超変異部位における選択的変異が記載されている。
【０１６３】
　また、本発明の抗体変異体は、このような抗体を乳中に産生するトランスジェニック動
物または哺乳動物、例えば、ヤギ、ウシ、ウマ、ヒツジなどを提供するように、本発明の
抗体をコードするポリヌクレオチドを適切な宿主に送達することを使用して調製され得る
。これらの方法は、当技術分野において公知であり、例えば、米国特許第５，８２７，６
９０号明細書；同第５，８４９，９９２号明細書；同第４，８７３，３１６号明細書；同
第５，８４９，９９２号明細書；同第５，９９４，６１６号明細書；同第５，５６５，３
６２号明細書；および同第５，３０４，４８９号明細書に記載されている。
【０１６４】
　また、このような抗体、特定部分または変異体を植物部分中またはこれ由来の培養細胞
中に産生するトランスジェニック植物および培養植物細胞（例えば、限定されないが、タ
バコ、トウモロコシおよびウキクサ）を提供するように本発明のポリヌクレオチドを送達
することによって、抗体変異体を調製することができる。例えば、Ｃｒａｍｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９９）Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４０：９
５－１１８およびそこで引用されている参考文献には、例えば、誘導性プロモーターを使
用した、大量の組換えタンパク質を発現するトランスジェニック・タバコ葉の生産が記載
されている。トランスジェニック・トウモロコシは、他の組換え系で生産されたか、また
は天然の供与源から精製されたものと同等の生物学的活性をもつ哺乳類タンパク質を、商
業的な生産レベルで発現させるのに使用されている。例えば、Ｈｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ，Ａ
ｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．（１９９９）４６４：１２７－１４７およびそこで引
用されている参考文献を参照のこと。また、抗体変異体は、タバコ種子およびジャガイモ
塊茎を含む、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）などの抗体断片を含むトランスジェニック植物種子
から大量に生産されている。例えば、Ｃｏｎｒａｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｐｌａｎ
ｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３８：１０１－１０９およびそこで引用されている参考文献を参
照のこと。従って、本発明の抗体はまた、公知の方法に従って、トランスジェニック植物
を使用して生産することができる。
【０１６５】
　抗体誘導体は、例えば、外来性配列を追加して、免疫原性を改変するか、または結合、
親和性、ｏｎ速度、ｏｆｆ速度、アビディティ、特異性、半減期もしくは任意の他の適切
な特徴を減少、増強または改変することによって生産することができる。一般に、非ヒト
またはヒトＣＤＲ配列の一部または全部は維持するが、可変領域および定常領域の非ヒト
配列は、ヒトまたは他のアミノ酸で置換する。
【０１６６】
　小さな抗体断片は、２つの抗原結合部位を有するダイアボディであり得、断片は、同じ
ポリペプチド鎖（ＶＨ　ＶＬ）の軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に接続された重鎖可変ドメイ
ン（ＶＨ）を含む。例えば、欧州特許第４０４，０９７号明細書；国際公開第９３／１１
１６１号；およびＨｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ，（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４８を参照のこと。同じ鎖上の２つの
ドメイン間で対合することができないほど短いリンカーを使用することにより、ドメイン
を別の鎖の相補的ドメインと対合させ、２つの抗原結合部位を作製する。全体が参照によ
り本明細書に組み込まれるＣｈｅｎらの米国特許第６，６３２，９２６号明細書も参照す
ると、親抗体の超可変領域に挿入された１つ以上のアミノ酸と、抗原に対する親抗体の結
合親和性よりも少なくとも約２倍強力な、標的抗原に対する結合親和性とを有する抗体変
異体が開示されている。
【０１６７】
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　抗体は、直鎖状抗体であり得る。直鎖状抗体を作製するための手順は、当技術分野にお
いて公知であり、Ｚａｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．８
（１０）：１０５７－１０６２に記載されている。簡潔には、これらの抗体は、一対の抗
原結合領域を形成する一対の直列型Ｆｄセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含
む。直鎖状抗体は、二特異性または単一特異性であり得る。
【０１６８】
　限定されないが、プロテインＡ精製、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出
、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、リン酸セルロースクロマトグラフィ
ー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー、ヒドロキシ
ルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含む公知の方法に
よって、組換え細胞培養物から抗体を回収し、精製することができる。また、高速液体ク
ロマトグラフィー（「ＨＰＬＣ」）も、精製に使用することができる。
【０１６９】
　抗体を検出可能にまたは治療的に標識することも有用であり得る。抗体をこれらの薬剤
にコンジュゲートするための方法は、当技術分野において公知である。例示のみの目的で
あるが、抗体は、放射性原子、発色団、フルオロフォアなどの検出可能な部分で標識する
ことができる。このような標識された抗体は、インビボまたは単離された試験試料で診断
技術に使用することができる。また、抗体は、例えば、化学療法剤または毒素などの医薬
品にコンジュゲートすることができる。これらは、サイトカインに、リガンドに、別の抗
体に連結することができる。抗体にカップリングして抗腫瘍効果を達成するのに適切な薬
剤としては、インターロイキン２（ＩＬ－２）および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）などのサイ
トカイン；アルミニウム（ＩＩＩ）フタロシアニンテトラスルホナート、ヘマトポルフィ
リンおよびフタロシアニンを含む、光感作療法に使用するための光増感剤；ヨウ素－１３
１（１３１Ｉ）、イットリウム９０（９０Ｙ）、ビスマス－２１２（２１２Ｂｉ）、ビス
マス－２１３（２ｌ３Ｂｉ）、テクネチウム９９ｍ（９９ｍＴｃ）、レニウム－１８６（
１８６Ｒｅ）およびレニウム－１８８（１８８Ｒｅ）などの放射性核種；ドキソルビシン
、アドリアマイシン、ダウノルビシン、メトトレキセート、ダウノマイシン、ネオカルチ
ノスタチンおよびカルボプラチンなどの抗生物質；ジフテリア毒素、プソイドモナス外毒
素Ａ、ブドウ球菌腸毒素Ａ、アブリン－Ａ毒素、リシンＡ（脱グリコシルされたリシンＡ
および天然のリシンＡ）、ＴＧＦアルファ毒素、チャイニーズ・コブラ（ｎａｊａ　ｎａ
ｊａ　ａｔｒａ）由来の細胞毒およびゲロニン（植物性毒素）などの、細菌、植物、なら
びに他の毒素；レストリクトシン（アスペルギルス・レストリクタス（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｕｓ）によって産生されるリボソーム不活性化タンパク質）、
サポリン（ｓａｐｏｒｉｎ）（サポナリア・オフィシナリス（Ｓａｐｏｎａｒｉａ　ｏｆ
ｆｉｃｉｎａｌｉｓ）由来のリボソーム不活性化タンパク質）およびＲＮａｓｅなどの、
植物、細菌、ならびに真菌由来のリボソーム不活性化タンパク質；チロシンキナーゼ阻害
剤；ｌｙ２０７７０２（二フッ化プリンヌクレオシド）；抗嚢胞性薬（例えば、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチド、毒素、メトトレキセートなどをコードするプラスミド）を含む
リポソーム；ならびに他の抗体またはＦ（ａｂ）などの抗体断片が挙げられる。
【０１７０】
　抗体は、組換えまたは合成手段によって配列決定および複製され得る。これらはまた、
これらをコードする直線状ヌクレオチド配列にさらに配列決定され得る。従って、本発明
は、本発明の抗体の配列をコードするこれらのポリヌクレオチドを単独で、または上記担
体、ベクターもしくは宿主細胞と組み合わせて提供する。
【０１７１】
　ハイブリドーマ技術、選択的リンパ球抗体法（ＳＬＡＭ）、トランスジェニック動物、
および組換え抗体ライブラリを使用する抗体生産を以下により詳細に説明する。
【０１７２】
　（１）ハイブリドーマ技術を使用する抗ＲＧＭａモノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ、組換えおよびファージディスプレイ技術また
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はこれらの組み合わせの使用を含む、当技術分野において公知の多種多様な技術を使用し
て調製され得る。例えば、モノクローナル抗体は、当技術分野において公知であり、例え
ば、Ｈａｒｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ，ｓｅｃｏｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，１９
８８）；Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ
．Ｙ．，１９８１）に教示されるものを含むハイブリドーマ技術を使用して生産され得る
。本明細書では、用語「モノクローナル抗体」は、ハイブリドーマ技術によって生産され
る抗体に限定されないことも留意されたい。用語「モノクローナル抗体」は、任意の真核
生物クローン、原核生物クローンまたはファージクローンを含む単一クローンに由来する
抗体を指すのであって、これが生産される方法を指すのではない。
【０１７３】
　一実施形態では、本発明は、モノクローナル抗体を作製する方法ならびに前記方法によ
って生産される抗体を提供する。前記方法は、本発明の抗体を分泌するハイブリドーマ細
胞を培養することを含み得、ここで、好ましくは、ハイブリドーマは、ＲＧＭａで免疫感
作された動物、例えば、ラットまたはマウスから単離された脾細胞を、骨髄腫細胞と融合
すること、次いで、本発明のポリペプチドに結合することができる抗体を分泌するハイブ
リドーマクローンについて、融合から得られたハイブリドーマをスクリーニングすること
によって作製される。簡潔には、ラットは、ＲＧＭａ抗原で免疫感作され得る。好ましい
実施形態では、ＲＧＭａ抗原は、免疫反応を刺激するためにアジュバントと共に投与され
る。このようなアジュバントとしては、完全または不完全フロイントアジュバント、ＲＩ
ＢＩ（ムラミルジペプチド）またはＩＳＣＯＭ（免疫刺激複合体）が挙げられる。このよ
うなアジュバントは、ポリペプチドを局所沈着に隔離することによって、急速な分散から
これを保護し得るか、またはこれらは、マクロファージおよび免疫系の他の成分に対して
走化性の因子を分泌するように宿主を刺激する物質を含有し得る。好ましくは、ポリペプ
チドが投与される場合には、免疫感作スケジュールは、数週間にわたって展開される２回
以上のポリペプチドの投与を含むが、単回のポリペプチド投与も使用され得る。
【０１７４】
　ＲＧＭａ抗原で動物を免疫感作した後、抗体および／または抗体を産生する細胞が動物
から得られ得る。抗ＲＧＭａ抗体を含有する血清は、動物を出血させるかまたは屠殺する
ことによって動物から得られる。血清を動物から得られたまま使用してもよいし、免疫グ
ロブリン画分を血清から得てもよいし、または抗ＲＧＭａ抗体を血清から精製してもよい
。この方法で得られた血清または免疫グロブリンは、ポリクローナルであり、従って、不
均一な特性のアレイを有する。
【０１７５】
　免疫反応が検出されたら、例えば、抗原ＲＧＭａに対して特異的な抗体がラット血清中
で検出されたら、ラット脾臓を回収し、脾細胞を単離する。次いで、周知の技術によって
脾細胞を任意の適切な骨髄腫細胞、例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒ
ｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖａ．，ＵＳ）から入手可能
な細胞株ＳＰ２０由来の細胞に融合する。ハイブリドーマを選択し、限界希釈によってク
ローニングする。次いで、当技術分野において公知の方法によって、ＲＧＭａに結合する
ことができる抗体を分泌する細胞についてハイブリドーマクローンをアッセイする。一般
に、高レベルの抗体を含有する腹水は、陽性ハイブリドーマクローンでラットを免疫感作
することによって作製することができる。
【０１７６】
　別の実施形態では、抗体を産生する不死化されたハイブリドーマは、免疫感作された動
物から調製され得る。免疫感作後、当技術分野において周知であるように、動物を屠殺し
、脾臓Ｂ細胞を不死化された骨髄腫細胞と融合する。例えば、前掲のＨａｒｌｏｗおよび
Ｌａｎｅを参照のこと。好ましい実施形態では、骨髄腫細胞は、免疫グロブリンポリペプ
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チドを分泌しない（非分泌細胞株）。融合し、抗生物質選択した後、ＲＧＭａもしくはこ
の部分またはＲＧＭａを発現する細胞を使用して、ハイブリドーマをスクリーニングする
。好ましい実施形態では、初回スクリーニングは、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ
）またはラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、好ましくは、ＥＬＩＳＡを使用して実施され
る。ＥＬＩＳＡスクリーニングの例は、国際公開第００／３７５０４号に提供されている
。
【０１７７】
　抗ＲＧＭａ抗体を産生するハイブリドーマを選択し、クローニングし、以下にさらに論
じられる、ロバストなハイブリドーマ成長、高抗体産生および所望の抗体特徴を含む所望
の特徴についてさらにスクリーニングする。インビボでは同系動物、免疫系を欠く動物、
例えば、ヌードマウスで、またはインビトロでは細胞培養でハイブリドーマを培養して増
殖し得る。ハイブリドーマを選択、クローニングおよび増殖する方法は、当業者に周知で
ある。
【０１７８】
　好ましい実施形態では、ハイブリドーマは、ラットハイブリドーマである。別の実施形
態では、ハイブリドーマは、マウス、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウシまたはウマなどの非ヒト
、非ラット種において産生される。さらに別の好ましい実施形態では、ハイブリドーマは
、ヒト非分泌性骨髄腫を、抗ＲＧＭａ抗体を発現するヒト細胞と融合したヒトハイブリド
ーマである。
【０１７９】
　特定のエピトープを認識する抗体断片は、公知の技術によって作製され得る。例えば、
本発明のＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２断片は、パパイン（２つの同一のＦａｂ断片を生産
するため）またはペプシン（Ｆ（ａｂ’）２断片を生産するため）などの酵素を使用する
免疫グロブリン分子のタンパク質分解切断によって生産され得る。ＩｇＧ分子のＦ（ａｂ
’）２断片は、軽鎖（可変軽鎖および定常軽鎖領域を含有する。）、重鎖のＣＨ１ドメイ
ンおよび親ＩｇＧ分子のジスルフィド形成ヒンジ領域の両方を含む、より大きな（「親」
）ＩｇＧ分子の２つの抗原結合部位を保持する。従って、Ｆ（ａｂ’）２断片は、依然と
して、親ＩｇＧ分子のように抗原分子を架橋することができる。
【０１８０】
　（２）ＳＬＡＭを使用する抗ＲＧＭａモノクローナル抗体。
【０１８１】
　本発明の別の態様では、組換え抗体は、米国特許第５，６２７，０５２号明細書；国際
公開第９２／０２５５１号；およびＢａｂｃｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９３：７８４３－７８４８（１９９６））に記載されている
当技術分野では選択的リンパ球抗体法（ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　ｍｅｔｈｏｄ）（ＳＬＡＭ）と称される手順を使用して、単一の単離され
たリンパ球から作製される。この方法では、対象とする抗体を分泌する単細胞、例えば、
免疫感作された動物のいずれか１つから得られたリンパ球は、抗原特異的溶血プラークア
ッセイを使用してスクリーニングされ、これでは、抗原ＲＧＭａ、ＲＧＭａのサブユニッ
トまたはこの断片が、ビオチンなどのリンカーを使用してヒツジ赤血球にカップリングさ
れ、ＲＧＭａに対して特異性を有する抗体を分泌する単細胞を同定するのに使用される。
対象とする抗体を分泌する細胞を同定した後、重鎖および軽鎖可変領域ｃＤＮＡが逆転写
酵素－ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）によって細胞からレスキューされ、次いで、これらの可変
領域が、ＣＯＳまたはＣＨＯ細胞などの哺乳動物宿主細胞において、適切な免疫グロブリ
ン定常領域（例えば、ヒト定常領域）との関連で発現され得る。次いで、インビボで選択
されたリンパ球由来の増幅された免疫グロブリン配列でトランスフェクトされた宿主細胞
をさらに分析し、例えば、トランスフェクトされた細胞をパニングすることによってイン
ビトロ選択して、ＲＧＭａに対する抗体を発現する細胞を単離することができる。増幅さ
れた免疫グロブリン配列は、インビトロ親和性成熟法などによってインビトロでさらに操
作され得る。例えば、国際公開第９７／２９１３１号および同第００／５６７７２号参照
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のこと。
【０１８２】
　（３）トランスジェニック動物を使用する抗ＲＧＭａモノクローナル抗体。
【０１８３】
　本発明の別の実施形態では、ＲＧＭａ抗原で非ヒト動物を免疫感作することによって、
ヒト免疫グロブリン遺伝子座の一部または全部を含む抗体が生産される。一実施形態では
、非ヒト動物は、ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（登録商標）トランスジェニックマウスであり、こ
れは、ヒト免疫グロブリン遺伝子座の大きな断片を含み、マウス抗体産生に欠陥のある人
為操作されたマウス系統である。例えば、Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃｓ，７：１３－２１（１９９４）および米国特許第５，９１６，７７１号明細
書；同第５，９３９，５９８号明細書；同第５，９８５，６１５号明細書；同第５，９９
８，２０９号明細書；同第６，０７５，１８１号明細書；同第６，０９１，００１号明細
書；同第６，１１４，５９８号；および同第６，１３０，３６４号明細書を参照のこと。
国際公開第９１／１０７４１号；同第９４／０２６０２号；同第９６／３４０９６号；同
第９６／３３７３５号；同第９８／１６６５４号；同第９８／２４８９３号；同第９８／
５０４３３号；同第９９／４５０３１号；同第９９／５３０４９号；同第００／０９５６
０号；および同第００／３７５０４号も参照のこと。ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（登録商標）ト
ランスジェニックマウスは、完全ヒト抗体の成人様ヒトレパートリを産生し、抗原特異的
ヒトモノクローナル抗体を生成する。ＸＥＮＯＭＯＵＳＥ（登録商標）トランスジェニッ
クマウスは、ヒト重鎖遺伝子座およびｘ軽鎖遺伝子座のメガベースサイズの生殖系列立体
配置ＹＡＣ断片の導入によってヒト抗体レパートリのおよそ８０％を含有する。開示が参
照により本明細書に組み込まれるＭｅｎｄｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ，１５：１４６－１５６（１９９７）、Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｊａｋｏｂｏｖｉ
ｔｓ，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８８：４８３－４９５（１９９８）を参照のこと。
【０１８４】
　（４）組換え抗体ライブラリを使用する抗ＲＧＭａモノクローナル抗体。
【０１８５】
　本発明の抗体を作製するためにインビトロ法も使用され得、ここで、所望のＲＧＭａ結
合特異性を有する抗体を同定するために、抗体ライブラリがスクリーニングされる。この
ような組換え抗体ライブラリをスクリーニングする方法は、当技術分野において周知であ
り、例えば、それぞれの内容が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，２２３
，４０９号明細書（Ｌａｄｎｅｒら）；国際公開第９２／１８６１９号（Ｋａｎｇら）；
同第９１／１７２７１号（Ｄｏｗｅｒら）；同第９２／２０７９１号（Ｗｉｎｔｅｒら）
；同第９２／１５６７９号（Ｍａｒｋｌａｎｄら）；同第９３／０１２８８号（Ｂｒｅｉ
ｔｌｉｎｇら）；同第９２／０１０４７号（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら）；同第９２／０９
６９０号（Ｇａｒｒａｒｄら）；Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ，９：１３６９－１３７２（１９９１）；Ｈａｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｈｕｍ．Ａｎｔｉｂｏ
ｄ．Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，３：８１－８５（１９９２）；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ，２４６：１２７５－１２８１（１９８９）；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　
ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ
　ａｌ，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１２：７２５－７３４（１９９３）；Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　
ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２２６：８８９－８９６（１９９２）；Ｃｌａｃｋｓｏｎ
　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１）；Ｇｒａｍ　ｅｔ　
ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：３５７６－３５８０（１
９９２）；Ｇａｒｒａｒｄ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，９：１３７３
－１３７７（１９９１）；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．，１９：４１３３－４１３７（１９９１）；Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：７９７８－７９８２（１９９１）；米
国特許出願公開第２００３／０１８６３７４号明細書；および国際公開第９７／２９１３
１号に記載されている方法が挙げられる。
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【０１８６】
　組換え抗体ライブラリは、ＲＧＭａまたはＲＧＭａの部分で免疫感作された被験体に由
来し得る。または、組換え抗体ライブラリは、ヒトＲＧＭａで免疫感作されていないヒト
被験体由来のヒト抗体ライブラリなどの、ナイーブな被験体、即ち、ＲＧＭａで免疫感作
されていないものに由来し得る。本発明の抗体は、ヒトＲＧＭａを含むペプチドを用いて
組換え抗体ライブラリをスクリーニングし、これによってＲＧＭａを認識する抗体を選択
することによって選択される。このようなスクリーニングおよび選択を実施する方法は当
技術分野において周知であり、例えば、前述の段落における参考文献に記載されている。
ＲＧＭａに対して特定の結合親和性を有する本発明の抗体、例えば、特定のＫｏｆｆ速度
定数でヒトＲＧＭａから解離するものを選択するために、当技術分野において公知の表面
プラズモン共鳴法を使用して、所望のＫｏｆｆ速度定数を有する抗体を選択することがで
きる。ｈＲＧＭａに対して特定の中和活性を有する本発明の抗体、例えば、特定のＩＣ５

０を有するものを選択するために、ＲＧＭａ活性の阻害を評価するための当技術分野にお
いて公知の標準法が使用され得る。
【０１８７】
　一態様では、本発明は、ヒトＲＧＭａに結合する単離された抗体またはこの抗原結合部
分に関する。好ましくは、抗体は、中和抗体である。種々の実施形態では、抗体は、組換
え抗体またはモノクローナル抗体である。
【０１８８】
　例えば、本発明の抗体はまた、当技術分野において公知の種々のファージディスプレイ
法を使用して作製され得る。ファージディスプレイ法では、機能的抗体ドメインは、これ
ら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にディスプレイされ
る。このようなファージは、レパートリまたはコンビナトリアル抗体ライブラリ（例えば
、ヒトまたはマウス）から発現される抗原結合ドメインをディスプレイするために利用さ
れ得る。対象とする抗原に結合する抗原結合ドメインを発現するファージは、抗原を用い
て、例えば、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され得る。これらの方法において使用されるファージは、通
常、ファージ遺伝子ＩＩＩまたは遺伝子ＶＩＩＩタンパク質のいずれかに組換え融合され
た、Ｆａｂ、Ｆｖまたはジスルフィド安定化Ｆｖ抗体ドメインを有するファージから発現
されるｆｄおよびＭ１３結合ドメインを含む糸状ファージである。本発明の抗体を作製す
るのに使用され得るファージディスプレイ法の例としては、Ｂｒｉｎｋｍａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１８２：４１－５０（１９９５）；Ａｍｅ
ｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，１８４：１７７－１８６（１９
９５）；Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，２４
：９５２－９５８（１９９４）；Ｐｅｒｓｉｃ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｅ，１８７：９－１
８（１９９７）；Ｂｕｒｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｙ，５７：１９１－２８０（１９９４）；国際公開第９２／０１０４７号；同第９０
／０２８０９号；同第９１／１０７３７号；同第９２／０１０４７号；同第９２／１８６
１９号；同第９３／１１２３６号；同第９５／１５９８２号；同第９５／２０４０１号；
および米国特許第５，６９８，４２６号明細書；同第５，２２３，４０９号明細書；同第
５，４０３，４８４号明細書；同第５，５８０，７１７号明細書；同第５，４２７，９０
８号明細書；同第５，７５０，７５３号明細書；同第５，８２１，０４７号明細書；同第
５，５７１，６９８号明細書；同第５，４２７，９０８号明細書；同第５，５１６，６３
７号明細書；同第５，７８０，２２５号明細書；同第５，６５８，７２７号明細書；同第
５，７３３，７４３号明細書；および同第５，９６９，１０８号明細書に開示されている
ものが挙げられる。
【０１８９】
　上記の参考文献に記載されているように、ファージ選択後、抗体コード領域は、ファー
ジから単離され、ヒト抗体または任意の他の所望の抗原結合断片を含む全抗体を作製する
のに使用され、例えば、以下に詳細に記載される哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵
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母および細菌を含む任意の所望の宿主において発現され得る。例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’
およびＦ（ａｂ’）２断片を組換え生産するための技術も、当技術分野において公知の方
法、例えば、国際公開第９２／２２３２４号；Ｍｕｌｌｉｎａｘ　ｅｔ　ａｌ，ＢｉｏＴ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１２（６）：８６４－８６９（１９９２）；Ｓａｗａｉ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，３４：２６－３４（１９９５）；および
Ｂｅｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４０：１０４１－１０４３（１９８８）
に開示されているものを使用して用いられ得る。一本鎖Ｆｖおよび抗体を生産するのに使
用され得る技術の例としては、米国特許第４，９４６，７７８号明細書および同第５，２
５８，４９８号明細書；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌｏｇｙ，２０３：４６－８８（１９９１）；Ｓｈｕ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７９９５－７９９９（１９９３）；およびＳｋｅ
ｒｒａ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４０：１０３８－１０４１（１９８８）に記載
されているものが挙げられる。
【０１９０】
　ファージディスプレイによる組換え抗体ライブラリのスクリーニングに代えて、大きな
コンビナトリアルライブラリをスクリーニングするための当技術分野において公知の他の
方法論が、本発明の抗体の同定に適用され得る。代替発現系の一種は、国際公開第９８／
３１７００号（ＳｚｏｓｔａｋおよびＲｏｂｅｒｔｓ）に、ならびにＲｏｂｅｒｔｓ　ａ
ｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９４：１２２
９７－１２３０２（１９９７）に記載されているような、組換え抗体ライブラリをＲＮＡ
－タンパク質融合物として発現させるものである。この系では、ピューロマイシン、ペプ
チジルアクセプター抗生物質を３’末端に保持する合成ｍＲＮＡのインビトロ翻訳によっ
て、ｍＲＮＡとこれがコードするペプチドまたはタンパク質との間に共有結合融合が作ら
れる。従って、特異的ｍＲＮＡは、コードされたペプチドまたはタンパク質、例えば、抗
体またはこの部分の特性、例えば、抗体またはこの部分の二重特異性抗原との結合に基づ
いて、複合的なｍＲＮＡ混合物（例えば、コンビナトリアルライブラリ）から濃縮され得
る。このようなライブラリのスクリーニングから回収される抗体またはこの部分をコード
する核酸配列を、上記組換え手段によって（例えば、哺乳動物宿主細胞において）発現さ
せることができ、さらに、最初に選択された配列中に変異が導入されているｍＲＮＡ－ペ
プチド融合物のスクリーニングのさらなるラウンドによって、または上記の組換え抗体の
インビトロ親和性成熟のための他の方法によってのいずれかで、さらなる親和性成熟に供
することができる。この方法論の好ましい例は、ＰＲＯ融合ディスプレイ技術である。
【０１９１】
　別のアプローチでは、本発明の抗体はまた、当技術分野において公知の酵母ディスプレ
イ法を使用して作製され得る。酵母ディスプレイ法では、抗体ドメインを酵母細胞壁に繋
ぎ止め、これらを酵母の表面上にディスプレイするために遺伝学的方法が使用される。特
に、このような酵母は、レパートリまたはコンビナトリアル抗体ライブラリ（例えば、ヒ
トまたはマウス）から発現される抗原結合ドメインをディスプレイするために利用され得
る。本発明の抗体を作製するのに使用され得る酵母ディスプレイ法の例としては、参照に
より本明細書に組み込まれる米国特許第６，６９９，６５８号明細書（Ｗｉｔｔｒｕｐら
）に開示されているものが挙げられる。
【０１９２】
　ｄ．組換えＲＧＭａ抗体の生産
　本発明の抗体は、当技術分野において公知の幾つかの技術のいずれかによって生産され
得る。例えば、重鎖および軽鎖をコードする発現ベクターが、標準技術によって宿主細胞
中にトランスフェクトされている宿主細胞からの発現。用語「トランスフェクション」の
種々の形態は、外因性ＤＮＡを原核生物または真核生物の宿主細胞に導入するためによく
使用される様々な技術、例えば、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム沈殿、ＤＥ
ＡＥ－デキストラントランスフェクションなどを包含するものとする。原核生物または真
核生物の宿主細胞のいずれかにおいて、本発明の抗体を発現させることが可能であるが、
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このような真核細胞（特に、哺乳動物細胞）は、適切に折り畳まれた免疫学的に活性な抗
体を組み立て分泌する可能性が原核細胞よりも高いので、好ましくは真核細胞、最も好ま
しくは哺乳動物宿主細胞で抗体を発現させる。
【０１９３】
　本発明の組換え抗体を発現させるための例示的な哺乳動物宿主細胞としては、例えば、
Ｋａｕｆｍａｎ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，１５９：６０１－６２１
（１９８２）に記載されているＤＨＦＲ選択マーカーと共に使用されるチャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ細胞）（例えば、Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６－４２２０（１９８０）に記載さ
れているｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２
細胞が挙げられる。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺乳動物宿主細胞に導
入する場合、宿主細胞における抗体の発現、より好ましくは、宿主細胞を成長させる培養
培地への抗体の分泌を可能にするのに十分な期間、宿主細胞を培養することによって、抗
体を生産する。抗体は、標準タンパク質精製法を使用して培養培地から回収され得る。
【０１９４】
　宿主細胞はまた、機能的抗体断片、例えば、Ｆａｂ断片またはｓｃＦｖ分子を生産する
のに使用され得る。上記手順の変法は、本発明の範囲内であることが理解されよう。例え
ば、本発明の抗体の軽鎖および／または重鎖のいずれかの機能的断片をコードするＤＮＡ
で宿主細胞をトランスフェクトすることが望ましい場合がある。組換えＤＮＡ技術はまた
、対象とする抗原との結合に必要ではない、軽鎖および重鎖のいずれかまたは両方をコー
ドするＤＮＡの一部または全部を除去するのに使用され得る。このような短縮型ＤＮＡ分
子から発現された分子もまた、本発明の抗体によって包含される。加えて、標準化学的架
橋法によって本発明の抗体を第２の抗体に架橋することによって、一方の重鎖および一方
の軽鎖が本発明の抗体であり（即ち、ヒトＲＧＭａに結合する）もう一方の重鎖および軽
鎖がヒトＲＧＭａ以外の抗原に対して特異的である二官能性抗体が生産され得る。
【０１９５】
　抗体またはこの抗原結合部分を組換え発現するのに好ましい系では、抗体重鎖および抗
体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクターが、リン酸カルシウム媒介トランスフェク
ションによってｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞に導入される。組換え発現ベクター内では、抗体重
鎖および軽鎖遺伝子はそれぞれ、この遺伝子の高レベルの転写を駆動するようにＣＭＶエ
ンハンサー／ＡｄＭＬＰプロモーター調節エレメントに作動可能に連結されている。組換
え発現ベクターはまた、メトトレキサート選択／増幅を使用してベクターでトランスフェ
クトされたＣＨＯ細胞の選択を可能にするＤＨＦＲ遺伝子を保持する。選択された形質転
換体宿主細胞は、抗体重鎖および軽鎖の発現を可能にするように培養され、インタクトな
抗体が培養培地から回収される。組換え発現ベクターを調製し、宿主細胞をトランスフェ
クトし、形質転換体を選択し、宿主細胞を培養し、培養培地から抗体を回収するために、
標準分子生物学技術が使用される。またさらに、本発明は、本発明の宿主細胞を、本発明
の組換え抗体が合成されるまで適切な培養培地中で培養することによって、本発明の組換
え抗体を合成する方法を提供する。この方法は、培養培地から組換え抗体を単離すること
をさらに含み得る。
【０１９６】
　（ａ）ヒト化抗体
　ヒト化抗体は、対象とする抗原に免疫特異的に結合し、ヒト抗体のアミノ酸配列を実質
的に有するフレームワーク（ＦＲ）領域と、非ヒト抗体のアミノ酸配列を実質的に有する
相補性決定領域（ＣＤＲ）とを含む抗体またはこの変異体、誘導体、類似体もしくは部分
であり得る。ヒト化抗体は、所望の抗原に結合する非ヒト種抗体由来の抗体であって、非
ヒト種由来の１つ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抗体に由来し得る。
【０１９７】
　本明細書で使用される場合、用語「実質的に」は、ＣＤＲとの関連では、非ヒト抗体Ｃ
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ＤＲのアミノ酸配列と少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少
なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を有するＣＤＲを指す。ヒト化抗体は、ＣＤＲ領
域の全部または実質的に全部が、非ヒト免疫グロブリン（即ち、ドナー抗体）のものに対
応し、フレームワーク領域の全部または実質的に全部が、ヒト免疫グロブリンコンセンサ
ス配列のものである少なくとも１つの、通常２つの可変ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、ＦａｂＣ、Ｆｖ）の実質的に全部を含む。一態様では、ヒト化抗体はまた
、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、通常、ヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部
を含む。幾つかの実施形態では、ヒト化抗体は、軽鎖と、重鎖の少なくとも可変ドメイン
とを含有する。抗体はまた、重鎖のＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４領域を
含み得る。幾つかの実施形態では、ヒト化抗体は、ヒト化軽鎖のみを含有する。幾つかの
実施形態では、ヒト化抗体は、ヒト化重鎖のみを含有する。特定の実施形態では、ヒト化
抗体は、軽鎖および／または重鎖のヒト化可変ドメインのみを含有する。
【０１９８】
　ヒト化抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＥを含む免疫グロブリンの
任意のクラス、ならびに限定されないが、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４
を含む任意のアイソタイプから選択され得る。ヒト化抗体は、２つ以上のクラスまたはア
イソタイプ由来の配列を含み得、特定の定常ドメインは、当技術分野において周知の技術
を使用して、所望のエフェクター機能を最適化するように選択され得る。
【０１９９】
　ヒト化抗体のフレームワークおよびＣＤＲ領域は、親配列と正確に対応する必要はなく
、例えば、ドナー抗体ＣＤＲまたはコンセンサスフレームワークを少なくとも１つのアミ
ノ酸残基の置換、挿入および／または欠失によって変異し、この結果、この部位のＣＤＲ
またはフレームワーク残基が、ドナー抗体またはコンセンサスフレームワークに対応して
いなくてもよい。しかしながら、一実施形態では、このような変異は、大規模なものでは
ない。通常、ヒト化抗体残基の少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％
または少なくとも９９％は、親のＦＲおよびＣＤＲ配列のものに対応する。本明細書で使
用される場合、用語「コンセンサスフレームワーク」は、コンセンサス免疫グロブリン配
列中のフレームワーク領域を指す。本明細書で使用される場合、用語「コンセンサス免疫
グロブリン配列」は、関連免疫グロブリン配列のファミリーにおいて最も高頻度に存在す
るアミノ酸（またはヌクレオチド）から形成される配列を指す（例えば、Ｗｉｎｎａｋｅ
ｒ，Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ（Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌｓｃｈａ
ｆｔ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，１９８７）を参照のこと）。免疫グロブリンのファミリーでは
、コンセンサス配列中の各位置は、ファミリーにおいて当該位置で最も高頻度に存在する
アミノ酸によって占められている。２つのアミノ酸が等頻度に存在する場合には、コンセ
ンサス配列中にいずれかが含まれ得る。
【０２００】
　ヒト化抗体は、ヒトレシピエントにおけるこれらの部分の治療適用の継続期間および有
効性を制限する齧歯類抗ヒト抗体に対する望ましくない免疫反応を最小化するように設計
され得る。ヒト化抗体は、非ヒト起源由来のこれに導入された１つ以上のアミノ酸残基を
有し得る。これらの非ヒト残基は「インポート」残基と称されることが多く、通常可変ド
メインに由来している。ヒト化は、超可変領域配列をヒト抗体の対応する配列で置換する
ことによって実施され得る。従って、このような「ヒト化」抗体は、インタクトなヒト可
変ドメインのごく一部が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体である。例
えば、内容が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第４，８１６，５６７号明細書
を参照のこと。ヒト化抗体は、幾つかの超可変領域残基および可能な場合には幾つかのＦ
Ｒが、齧歯類抗体の類似部位由来の残基で置換されたヒト抗体であり得る。本発明の抗体
のヒト化または人為操作は、任意の公知の方法、例えば限定されないが、米国特許第５，
７２３，３２３号明細書；同第５，９７６，８６２号明細書；同第５，８２４，５１４号
明細書；同第５，８１７，４８３号明細書；同第５，８１４，４７６号明細書；同第５，
７６３，１９２号明細書；同第５，７２３，３２３号明細書；同第５，７６６，８８６号
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明細書；同第５，７１４，３５２号明細書；同第６，２０４，０２３号明細書；同第６，
１８０，３７０号明細書；同第５，６９３，７６２号明細書；同第５，５３０，１０１号
明細書；同第５，５８５，０８９号明細書；同第５，２２５，５３９号明細書；および同
第４，８１６，５６７号明細書に記載されているものを使用して実施され得る。
【０２０１】
　ヒト化抗体は、ＲＧＭａに対する高親和性および他の好ましい生物学的特性を保持し得
る。ヒト化抗体は、親配列およびヒト化配列の三次元モデルを使用して親配列および種々
の概念的ヒト化産物を分析する工程によって調製され得る。三次元免疫グロブリンモデル
が一般的に利用可能である。選択された候補免疫グロブリン配列のあり得る三次元立体構
造を例証および表示するコンピュータプログラムが利用可能である。これらのディスプレ
イの観察によって、候補免疫グロブリン配列の機能における残基のあり得る役割の分析、
即ち、候補免疫グロブリンのこの抗原に結合する能力に影響を及ぼす残基の分析が可能に
なる。このようにして、ＦＲ残基は、ＲＧＭａに対する親和性の増大などの所望の抗体特
徴が達成されるようにレシピエント配列およびインポート配列から選択され、組み合わさ
れ得る。一般に、超可変領域残基は、抗原結合に影響を及ぼすことに直接的におよび最も
実質的に関与し得る。
【０２０２】
　ヒト化の代替手段として、ヒト抗体（本明細書では「完全ヒト抗体」とも称される。）
が作製され得る。例えば、ＰＲＯ融合および／または酵母関連技術によって、ライブラリ
からヒト抗体を単離することが可能である。以下に提供される実施例を参照のこと。トラ
ンスジェニック動物（例えば、免疫感作すると、内因性免疫グロブリンを産生せずに、十
分なレパートリのヒト抗体を産生することができるマウス）を生産することも可能である
。例えば、キメラおよび生殖系列変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子
のホモ接合性欠失は、内因性抗体産生の完全阻害をもたらす。このような生殖系列変異体
マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子アレイの移動は、抗原チャレンジによ
るヒト抗体の産生をもたらすであろう。ヒト化抗体または完全ヒト抗体は、それぞれの内
容が参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，７７０，４２９号明細書；同第５
，８３３，９８５号明細書；同第５，８３７，２４３号明細書；同第５，９２２，８４５
号明細書；同第６，０１７，５１７号明細書；同第６，０９６，３１１号明細書；同第６
，１１１，１６６号明細書；同第６，２７０，７６５号明細書；同第６，３０３，７５５
号明細書；同第６，３６５，１１６号明細書；同第６，４１０，６９０号明細書；同第６
，６８２，９２８号明細書；および同第６，９８４，７２０号明細書に記載されている方
法に従って調製され得る。
【０２０３】
　３．医薬組成物
　抗体は、医薬組成物中の一成分であり得る。医薬組成物はまた、医薬として許容される
担体を含有し得る。本発明の抗体を含む医薬組成物は、限定されないが、障害の診断、検
出またはモニタリングにおいて；障害またはこの１つ以上の症候の予防、治療、管理また
は改善において；および／または研究において使用される。特定の実施形態では、組成物
は、本発明の１つ以上の抗体を含む。別の実施形態では、医薬組成物は、本発明の１つ以
上の抗体と、標的ＲＧＭａ活性が有害である障害を治療するための本発明の抗体以外の１
つ以上の予防剤または治療剤とを含む。さらなる実施形態では、予防剤または治療剤は、
障害またはこの１つ以上の症候の予防、治療、管理または改善に有用であることが公知で
あるか、またはこれらにおいて使用されていたか、またはこれらにおいて現在使用されて
いる。これらの実施形態に従って、組成物は、担体、希釈液または賦形剤をさらに含み得
る。
【０２０４】
　本発明の抗体は、被験体に投与するのに適切な医薬組成物中に組み込まれ得る。通常、
医薬組成物は、本発明の抗体および医薬として許容される担体を含む。本明細書で使用さ
れる場合、「医薬として許容される担体」としては、生理学的に適合される、任意のおよ



(64) JP 6722324 B2 2020.7.15

10

20

30

40

50

びすべての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌薬および抗真菌薬、等張剤および吸収遅
延剤などが挙げられる。医薬として許容される担体の例としては、水、生理食塩水、リン
酸緩衝生理食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノールなどならびにこれらの組
み合わせの１つ以上が挙げられる。多くの場合、組成物中に、等張剤、例えば、糖、マン
ニトール、ソルビトールなどのポリアルコールまたは塩化ナトリウムを含むことが好まし
い。医薬として許容される担体は、抗体の有効期間または有効性を増強する、湿潤剤また
は乳化剤、保存料または緩衝液などの微量の補助物質をさらに含み得る。
【０２０５】
　さらなる実施形態では、医薬組成物は、本明細書に開示される障害を治療するための少
なくとも１つのさらなる治療剤を含む。
【０２０６】
　種々の送達系が公知であり、本発明の１つ以上の抗体、または本発明の１つ以上の抗体
と障害または１つ以上のこの症候を予防、管理、治療または改善するのに有用な予防剤ま
たは治療剤との組み合わせを投与するのに使用され得るが、例えば、リポソーム、微粒子
、マイクロカプセルにおけるカプセル封入、抗体または抗体断片を発現することができる
組換え細胞、受容体媒介性エンドサイトーシス（例えば、Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ，Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６２：４４２９－４４３２（１９８７）を参照のこと）、レトロウイ
ルスまたは他のベクターの一部としての核酸構築物などが挙げられる。本発明の予防剤ま
たは治療剤を投与する方法としては、限定されないが、非経口投与（例えば、皮内、筋肉
内、腹腔内、静脈内および皮下）、硬膜外投与、腫瘍内投与および粘膜投与（例えば、鼻
腔内および経口経路）が挙げられる。加えて、肺投与は、例えば、吸入器または噴霧器お
よびエアロゾル化剤を有する製剤の使用によって用いられ得る。例えば、それぞれ全体が
参照により本明細書に組み込まれる米国特許第６，０１９，９６８号明細書；同第５，９
８５，３２０号明細書；同第５，９８５，３０９号明細書；同第５，９３４，２７２号明
細書；同第５，８７４，０６４号明細書；同第５，８５５，９１３号明細書；同第５，２
９０，５４０号明細書；および同第４，８８０，０７８号明細書；および国際公開第９２
／１９２４４号、同第９７／３２５７２号、同第９７／４４０１３号、同第９８／３１３
４６号および同第９９／６６９０３号を参照のこと。一実施形態では、本発明の抗体、併
用療法または本発明の組成物は、Ａｌｋｅｒｍｅｓ　ＡＩＲ（登録商標）肺薬物送達技術
（Ａｌｋｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）を使用して投与され
る。特定の実施形態では、本発明の予防剤または治療剤は、筋肉内投与、静脈内投与、腫
瘍内投与、経口投与、鼻腔内投与、肺投与にまたは皮下投与される。予防剤または治療剤
は、任意の従来経路によって、例えば、注入またはボーラス注射によって、上皮または皮
膚粘膜内層を通る吸収によって（例えば、経口粘膜、直腸および腸管粘膜など）投与して
もよいし、他の生物学的に活性な薬剤と共に投与してもよい。投与は、全身でもよいし、
または局所でもよい。
【０２０７】
　特定の実施形態では、本発明の抗体を、治療を必要とする領域に局所投与することが望
ましい場合がある；これは、例えば、限定されないが、局所注入として、注射によって、
またはインプラントによって達成され得、前記インプラントは、サイラスティックメンブ
ラン、ポリマー、繊維性マトリックス（例えば、Ｔｉｓｓｕｅｌ（登録商標））またはコ
ラーゲンマトリックスなどのメンブランおよびマトリックスを含む多孔性または非多孔性
材料である。一実施形態では、有効量の本発明の１つ以上の抗体は、障害またはこの症候
を予防、治療、管理および／または改善するために被験体の罹患領域に局所投与される。
別の実施形態では、有効量の本発明の１つ以上の抗体は、本発明の抗体以外の有効量の１
つ以上の治療（例えば、１つ以上の予防剤または治療剤）と組み合わせて、障害またはこ
の１つ以上の症候を予防、治療、管理および／または改善するために被験体の罹患領域に
局所投与される。
【０２０８】
　別の実施形態では、抗体は、制御放出または持続放出系で送達され得る。一実施形態で
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は、制御放出または持続放出を達成するためにポンプが使用され得る（Ｌａｎｇｅｒ，前
掲；Ｓｅｆｔｏｎ，１９８７，ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４
：２０；Ｂｕｃｈｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ，１９８０，Ｓｕｒｇｅｒｙ　８８：５０７；Ｓ
ａｕｄｅｋ　ｅｔ　ａｌ，１９８９，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：５７４を参照
のこと）。別の実施形態では、本発明の治療の制御放出または持続放出を達成するために
ポリマー材料が使用され得る（例えば、Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏ
ｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ，Ｌａｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｗｉｓｅ（ｅｄｓ
．），ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ．，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌａ．（１９７４）；Ｃｏｎｔｒ
ｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，Ｄｒｕｇ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　
Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，Ｓｍｏｌｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｌ（ｅ
ｄｓ．），Ｗｉｌｅｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８４）；Ｒａｎｇｅｒ　ａｎｄ　Ｐｅｐ
ｐａｓ，１９８３，Ｊ．，Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｓｃｉ．Ｒｅｖ．Ｍａｃｒｏｍｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２３：６１を参照のこと；Ｌｅｖｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９８５，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２２８：１９０；Ｄｕｒｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ，１９８９，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．２５：
３５１；Ｈｏｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ，１９８９，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７　１：１０
５）；米国特許第５，６７９，３７７号明細書；同第５，９１６，５９７号明細書；同第
５，９１２，０１５号明細書；同第５，９８９，４６３号明細書；および同第５，１２８
，３２６号明細書；および国際公開第９９／１５１５４号および同第９９／２０２５３号
も参照のこと。）持続放出製剤において使用されるポリマーの例としては、限定されない
が、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポ
リ（アクリル酸）、ポリ（エチレン－コ－酢酸ビニル）、ポリ（メタクリル酸）、ポリグ
リコリド（ＰＬＧ）、ポリ無水物、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）、ポリ（ビニルアルコ
ール）、ポリアクリルアミド、ポリ（エチレングリコール）、ポリラクチド（ＰＬＡ）、
ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ）およびポリオルトエステルが挙げられる
。特定の実施形態では、持続放出製剤において使用されるポリマーは、不活性であり、漏
出性の不純物を含まず、保存に対して安定であり、無菌であり、生分解性である。さらに
別の実施形態は、制御放出または持続放出系は、予防標的または治療標的の近くに配置す
ることができ、従って、全身用量の一部しか必要としない（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，ｉ
ｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌ
ｅａｓｅ，前掲，ｖｏｌ．２，ｐｐ．１１５－１３８（１９８４）を参照のこと）。
【０２０９】
　制御放出系は、Ｌａｎｇｅｒによる総説（１９９０，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２
７－１５３３）において論じられている。１つ以上の本発明の抗体を含む持続放出製剤を
生産するために当業者に公知の任意の技術が使用され得る。例えば、それぞれ全体が参照
により本明細書に組み込まれる米国特許第４，５２６，９３８号明細書、国際公開第９１
／０５５４８号、同第９６／２０６９８号、Ｎｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ，１９９６，「Ｉｎｔ
ｒａｔｕｍｏｒａｌ　Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｈｙ　ｏｆ　ａ　Ｈｕｍａｎ
　Ｃｏｌｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｘｅｎｏｇｒａｆｔ　Ｕｓｉｎｇ　ａ　Ｓｕｓｔａｉｎｅ
ｄ－Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｇｅｌ」，Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ＆Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　３９：
１７９－１８９；Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ，１９９５，「Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｍｅｄｉａｔ
ｅｄ　Ｌｕｎｇ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｌｏｎｇ－Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　Ｅｍ
ｕｌｓｉｏｎｓ」，ＰＤＡ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　５０：３７２－３９７；Ｃｌｅｅｋ　ｅｔ　ａｌ
，１９９７，「Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　
ｆｏｒ　ａ　ｂＦＧＦ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｏｒ　Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ」，Ｐｒｏ．Ｉｎｔ’ｌ．Ｓｙｍｐ．Ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｒｅｌ．Ｂ
ｉｏａｃｔ．Ｍａｔｅｒ．２４：８５３－８５４；およびＬａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９
７，「Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｈｕｍ
ａｎｉｚｅｄ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｆｏｒ　Ｌｏｃａｌ　Ｄｅｌ
ｉｖｅｒｙ」，Ｐｒｏｃ．Ｉｎｔ’ｌ．Ｓｙｍｐ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅｌ．Ｂｉｏａｃ
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ｔ．Ｍａｔｅｒ．２４：７５９－７６０を参照のこと。
【０２１０】
　本発明の組成物が、抗体をコードする核酸である特定の実施形態では、このコードされ
る抗体の発現を促進するために、適切な核酸発現ベクターの一部としてこれを構築するこ
とおよび細胞内になるようにこれを投与することによって、例えば、レトロウイルスベク
ターを使用することによって（米国特許第４，９８０，２８６号明細書を参照のこと）、
または直接注射によって、または微粒子銃を使用することによって（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てコーティングすることによって、または核に入ることが公知のホ
メオボックス様ペプチドに結合して投与することによって（例えば、Ｊｏｌｉｏｔ　ｅｔ
　ａｌ，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８６４－
１８６８を参照のこと）、核酸はインビボ投与され得る。または、核酸は、相同組換えに
よる発現のために細胞内に導入され、宿主細胞ＤＮＡ内に組み込まれ得る。
【０２１１】
　本発明の医薬組成物は、この意図される投与経路と適合するように製剤化される。投与
経路の例としては、限定されないが、非経口（例えば、静脈内の）、皮内、皮下、経口、
鼻腔内（例えば、吸入）、経皮（例えば、局所）、経粘膜および直腸投与が挙げられる。
特定の実施形態では、組成物は、ヒトへの静脈内、皮下、筋肉内、経口、鼻腔内または局
所投与に適している医薬組成物として、常法に従って製剤化される。通常、静脈内投与用
の組成物は、滅菌等張性水性緩衝液中の溶液である。必要に応じて、組成物はまた、可溶
化剤および注射の部位での疼痛を和らげるためリグノカインなどの局所麻酔薬も含み得る
。
【０２１２】
　本発明の組成物が局所投与される場合には、組成物は、軟膏、クリーム、経皮パッチ、
ローション、ゲル、シャンプー、スプレー、エアロゾル、溶液、エマルジョンの形態また
は当業者に周知の他の形態で製剤化され得る。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ
　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ，１９ｔｈ　ｅｄ．，Ｍａ
ｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（１９９５）を参照のこと。噴霧不可能な
局所剤形の場合、局所適用に適合する担体または１つ以上の賦形剤を含み、水よりも大き
い動粘性係数を有する粘性から半固体または固体形態が、通常使用される。適切な製剤と
しては、限定されないが、溶液、懸濁液、エマルジョン、クリーム、軟膏（ｏｉｎｔｍｅ
ｎｔ）、散剤、リニメント剤、軟膏（ｓａｌｖｅｓ）などが挙げられ、これらは、所望に
より、例えば、浸透圧などの種々の特性に影響を及ぼすために、滅菌され、または補助剤
（例えば、保存料、安定化剤、湿潤剤、緩衝液または塩）と混合される。他の適切な局所
剤形としては、固体または液体不活性担体と組み合わせた有効成分が、加圧された揮発性
物質（例えば、ガス状噴射剤、例えば、フレオン）との混合物中にまたはスクイーズボト
ル中にパッケージされている噴霧可能なエアロゾル調製物が挙げられる。所望により、保
湿剤または保水剤も、医薬組成物および剤形に追加され得る。このようなさらなる成分の
例は、当技術分野において周知である。
【０２１３】
　本発明の方法が組成物の鼻腔内投与を含む場合には、組成物は、エアロゾル形態、スプ
レー、ミストまたは液滴の形態で製剤化され得る。特に、本発明に従って使用するための
予防剤または治療剤は、適切な噴射剤（例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロ
フルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または他の適切なガス）を
使用して、加圧パックまたは噴霧器からエアロゾルスプレー調製物の形態で送達され得る
ことが好都合である。加圧エアロゾルの場合には、投与単位は、定量を送達するためのバ
ルブを提供することによって決定され得る。化合物およびラクトースまたはデンプンなど
の適切な散剤基剤の散剤ミックスを含有する、吸入器（ｉｎｈａｌｅｒ）または吸入器（
ｉｎｓｕｆｆｌａｔｏｒ）において使用するためのカプセル剤およびカートリッジ（例え
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ば、ゼラチンからなる。）が製剤化され得る。
【０２１４】
　本発明の方法が経口投与を含む場合には、組成物は、錠剤、カプセル剤、カシェ剤、ジ
ェルキャップ、溶液、懸濁液などの形態で経口的に製剤化され得る。錠剤またはカプセル
剤は、結合剤（例えば、アルファ化トウモロコシデンプン、ポリビニルピロリドンまたは
ヒドロキシプロピルメチルセルロース）；増量剤（例えば、ラクトース、微晶質セルロー
スまたはリン酸水素カルシウム）；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウム、タルク
またはシリカ）；崩壊剤（例えば、ジャガイモデンプンまたはグリコール酸ナトリウムデ
ンプン）；または湿潤剤（例えば、ラウリル硫酸ナトリウム）などの医薬として許容され
る賦形剤を用いて、従来の手段によって調製され得る。錠剤は、当技術分野において周知
の方法によってコーティングされ得る。経口投与用の液体調製物は、限定されないが、溶
液、シロップ剤または懸濁液の形態をとってもよいし、またはこれらは使用前に水もしく
は他の適切なビヒクルで構成するための乾燥製品として提示してもよい。このような液体
調製物は、懸濁液（例えば、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体、または硬化食用
脂肪）；乳化剤（例えば、レシチンまたはアラビアガム）；非水性ビヒクル（例えば、ア
ーモンドオイル、油性エステル、エチルアルコールまたは精留植物油）；および保存料（
例えば、メチルまたはプロピル－ｐ－ヒドロキシベンゾエートまたはソルビン酸）などの
医薬として許容される添加剤を用いて、従来の手段によって調製され得る。調製物はまた
、必要に応じて、緩衝液塩、香味剤、着色剤および甘味剤も含有し得る。経口投与用の調
製物は、予防剤または治療剤の徐放、制御放出または持続放出のために適切に製剤化され
得る。
【０２１５】
　本発明の方法は、例えば、エアロゾル化剤を用いて製剤化された組成物の吸入器または
噴霧器の使用による肺投与を含み得る。例えば、それぞれ全体が参照により本明細書に組
み込まれる、米国特許第６，０１９，９６８号明細書；同第５，９８５，３２０号明細書
；同第５，９８５，３０９号明細書；同第５，９３４，２７２号明細書；同第５，８７４
，０６４号明細書；同第５，８５５，９１３号明細書；同第５，２９０，５４０号明細書
；および同第４，８８０，０７８号明細書；および国際公開第９２／１９２４４号、同第
９７／３２５７２号、同第９７／４４０１３号、同第９８／３１３４６号および同第９９
／６６９０３号を参照のこと。特定の実施形態では、本発明の抗体、併用療法および／ま
たは本発明の組成物は、Ａｌｋｅｒｍｅｓ　ＡＩＲ（登録商標）肺薬剤送達技術（Ａｌｋ
ｅｒｍｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｍａｓｓ．）を使用して投与される。
【０２１６】
　本発明の方法は、注射による（例えば、ボーラス注射または連続注入による）非経口投
与用に製剤化された組成物の投与を含み得る。注射用製剤は、保存料を加えた単位剤形で
（例えば、アンプルまたは複数回投与容器で）提示され得る。組成物は、油性または水性
ビヒクル中の懸濁液、溶液またはエマルジョンなどの形態をとり得、懸濁液、安定化剤お
よび／または分散剤などの処方剤を含有し得る。または、有効成分は、使用前に適切なビ
ヒクル（例えば、滅菌発熱物質不含水）を用いて構成するための散剤形態であり得る。本
発明の方法は、デポー調製物として製剤化された組成物の投与をさらに含み得る。このよ
うな長時間作用型製剤は、移植（例えば、皮下に、または筋肉内に）によって、または筋
肉注射によって投与され得る。従って、例えば、組成物は、適切なポリマー物質または疎
水性物質を用いて（例えば、許容されるオイル中のエマルジョンとして）またはイオン交
換樹脂を用いて、または難溶性誘導体として（例えば、難溶性塩として）製剤化され得る
。
【０２１７】
　本発明の方法は、中性のまたは塩の形態として製剤化された組成物の投与を包含する。
医薬として許容される塩としては、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などから誘導
されるものなどの陰イオンを用いて形成されるもの、ならびにナトリウム、カリウム、ア
ンモニウム、カルシウム、水酸化第二鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、２－
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エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどに由来するものなどの陽イオンを
用いて形成されるものが挙げられる。
【０２１８】
　一般に、組成物の成分は、別個に、または単位剤形中に一緒に混合されて、例えば、活
性薬剤の量を示すアンプルまたはサシェなどの密閉された容器中の無水凍結乾燥散剤また
は無水濃縮物として供給される。投与様式が注入である場合には、組成物は、滅菌医薬等
級水または生理食塩水を含有する注入ビンを用いて分配され得る。投与様式が注射による
ものである場合には、滅菌注射水または生理食塩水のアンプルは、成分が投与に先立って
混合され得るように提供され得る。
【０２１９】
　特に、本発明はまた、本発明の抗体または医薬組成物のうち１つ以上が、抗体の量を示
すアンプルまたはサシェなどの密閉された容器中にパッケージングされることを提供する
。一実施形態では、本発明の抗体または医薬組成物のうち１つ以上が、密閉された容器中
の無水滅菌凍結乾燥散剤または無水濃縮物として供給され、（例えば、水または生理食塩
水を用いて）被験体に投与するための適切な濃度に再構成され得る。一実施形態では、本
発明の抗体または医薬組成物のうち１つ以上は、少なくとも５ｍｇ、例えば、少なくとも
１０ｍｇ、少なくとも１５ｍｇ、少なくとも２５ｍｇ、少なくとも３５ｍｇ、少なくとも
４５ｍｇ、少なくとも５０ｍｇ、少なくとも７５ｍｇまたは少なくとも１００ｍｇの単位
投与量で密閉された容器中の無水滅菌凍結乾燥散剤として供給される。本発明の凍結乾燥
抗体または医薬組成物は、この元の容器中で、２℃から８℃の間で保存されなくてはなら
ず、本発明の抗体または医薬組成物は、再構成された後、１週間以内に、例えば、５日以
内に、７２時間以内に、４８時間以内に、２４時間以内に、１２時間以内に、６時間以内
に、５時間以内に、３時間以内にまたは１時間以内に投与されなくてはならない。代替の
実施形態では、本発明の抗体または医薬組成物のうち１つ以上が、抗体の量および濃度を
示す密閉された容器中の液体形態で供給される。さらなる実施形態では、投与される組成
物の液体形態は、密閉された容器中、少なくとも０．２５ｍｇ／ｍｌ、例えば、少なくと
も０．５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも１ｍｇ／ｍｌ、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１５
ｍｇ／ｍｌ、少なくとも２５ｍｇ／ｍｌ、少なくとも５０ｍｇ／ｍｌ、少なくとも７５ｍ
ｇ／ｍｌまたは少なくとも１００ｍｇ／ｍｌで供給される。液体形態は、この元の容器中
で、２℃から８℃の間で保存されなくてはならない。
【０２２０】
　本発明の抗体は、非経口投与に適切な医薬組成物中に組み込まれ得る。一態様では、抗
体は、０．１から２５０ｍｇ／ｍｌの抗体を含有する注射用溶液として調製される。注射
用溶液は、フリントまたはアンバーバイアル、アンプルまたは薬剤充填済みシリンジ中の
液体または凍結乾燥剤形のいずれかからなり得る。緩衝液は、ｐＨ５．０から７．０（最
適には、ｐＨ６．０）のＬ－ヒスチジン（１から５０ｍＭ）、最適には、５から１０ｍＭ
であり得る。他の適切な緩衝液としては、限定されないが、コハク酸ナトリウム、クエン
酸ナトリウム、リン酸ナトリウムまたはリン酸カリウムが挙げられる。溶液の毒性を改変
するために、塩化ナトリウムが、０から３００ｍＭ（最適には、液体剤形の場合には１５
０ｍＭ）の濃度で使用され得る。凍結乾燥剤形には、凍結保護物質、主に０から１０％ス
クロース（最適には、０．５から１．０％）が含まれ得る。他の適切な凍結保護物質とし
ては、トレハロースおよびラクトースが挙げられる。凍結乾燥剤形には、充填剤、主に、
１から１０％マンニトール（最適には、２から４％）が含まれ得る。液体および凍結乾燥
剤形の両方において、安定化剤、主に、１から５０ｍＭ　Ｌ－メチオニン（最適には、５
から１０ｍＭ）が使用され得る。他の適切な充填剤としては、グリシン、アルギニンが挙
げられ、０から０．０５％ポリソルベート－８０（最適には、０．００５から０．０１％
）として含まれ得る。さらなる界面活性剤としては、限定されないが、ポリソルベート２
０およびＢＲＩＪ界面活性剤が挙げられる。非経口投与用の注射溶液として調製された本
発明の抗体を含む医薬組成物は、アジュバントとして有用な薬剤、例えば、抗体の吸収ま
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たは分散を増加させるのに使用されるものをさらに含み得る。特に有用なアジュバントは
、Ｈｙｌｅｎｅｘ（登録商標）（組換えヒトヒアルロニダーゼ）などのヒアルロニダーゼ
である。ヒアルロニダーゼを注射溶液中に追加することにより、非経口投与、特に皮下投
与後におけるヒトのバイオアベイラビリティが改善される。これにより、痛みおよび不快
感をほとんど伴わずに、および注射部位反応の発生率を最小にして、注射部位容量をより
大きく（即ち、１ｍｌ超）することも可能である。（参照により本明細書に組み込まれる
国際公開第０４／０７８１４０号および米国特許出願公開第２００６１０４９６８号明細
書を参照のこと）
【０２２１】
　本発明の組成物は、種々の形態であり得る。これらとしては、例えば、液体溶液（例え
ば、注射用溶液および注入用溶液）、分散物または懸濁液、錠剤、丸剤、散剤、リポソー
ムおよび坐剤などの液体、半固体および固体剤形が挙げられる。好ましい形態は、意図さ
れる投与様式および治療適用に依存する。組成物は、他の抗体を用いるヒトの受動免疫感
作に使用されるものと類似の組成物などの注射用溶液または注入用溶液の形態であり得る
。一実施形態では、抗体は、静脈内注入または注射によって投与される。別の実施形態で
は、抗体は、筋肉内注射または皮下注射によって投与される。
【０２２２】
　治療用組成物は、通常、無菌で、製造および保存の条件下で安定でなくてはならない。
組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、分散物、リポソームまたは高い薬物濃度に適切
な他の秩序構造として製剤化され得る。滅菌注射用溶液は、適切な溶媒中の必要な量で活
性化合物（即ち、本発明の結合タンパク質、例えば、抗体）を、必要に応じて上記で列挙
された成分のうち１つまたはこれらの組み合わせと共に組み込むこと、続いて、ろ過滅菌
することによって調製され得る。一般に、分散物は、活性化合物を、基本分散媒および上
記で列挙されたもののうち必要な他の成分を含有する滅菌ビヒクルに組み込むことによっ
て調製される。滅菌注射用溶液を調製するための滅菌凍結乾燥散剤の場合には、調製方法
は、真空乾燥ならびに有効成分および先に滅菌ろ過したこの溶液に由来する任意のさらな
る所望の成分の散剤が得られる噴霧乾燥を含む。溶液の適切な流動度は、例えば、レシチ
ンなどのコーティングを使用することによって、分散物の場合には必要な粒径を維持する
ことによって、および界面活性剤を使用することによって維持され得る。注射用組成物の
長期吸収は、組成物中に、吸収を遅延する薬剤、例えば、モノステアリン酸塩およびゼラ
チンを含めることによってもたらされ得る。
【０２２３】
　本発明の抗体は、当技術分野において公知の様々な方法によって投与され得る。多くの
治療適用にとって、投与経路／様式は、皮下注射、静脈内注射または注入であり得る。当
業者によって理解されているように、投与経路および／または様式は、所望の結果に応じ
て変化するであろう。特定の実施形態では、活性化合物は、化合物を迅速放出から保護す
る担体、例えば、インプラント、経皮パッチおよびマイクロカプセル化送達系を含む制御
放出製剤と共に調製され得る。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コ
ラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸などの生分解性、生体適合性ポリマーが使
用され得る。このような製剤を調製するための多数の方法が、特許されているか、当業者
には一般に公知である。例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　
Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓ
ｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８を
参照のこと。
【０２２４】
　特定の実施形態では、本発明の抗体は、例えば、不活性希釈液または同化食用担体と共
に経口投与され得る。抗体（および所望により、他の成分）はまた、ハードシェルゼラチ
ンカプセル剤またはソフトシェルゼラチンカプセル剤中に封入されるか、錠剤に圧縮され
るか、または被験体の食事に直接組み込まれ得る。経口治療的投与の場合、抗体は、賦形
剤と共に組み込まれ、摂取可能な錠剤、口腔錠剤、トローチ剤、カプセル剤、エリキシル
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剤、懸濁液、シロップ、ウェーハなどの形態で使用され得る。本発明の抗体を、非経口投
与以外によって投与するには、抗体をこの不活化を防ぐ物質でコーティングするか、また
は抗体をこの不活化を防ぐ物質と共に同時投与する必要があり得る。
【０２２５】
　補足の活性化合物もまた、組成物中に組み込まれ得る。特定の実施形態では、本発明の
抗体は、本明細書に記載される障害または疾患を治療するのに有用な１つ以上のさらなる
治療剤と共に同時製剤化および／または同時投与される。例えば、本発明の抗ＲＧＭａ抗
体は、他の標的に結合する１つ以上のさらなる抗体（例えば、他の可溶性抗原に結合する
抗体または細胞表面分子に結合する抗体）と共に同時製剤化および／または同時投与され
得る。さらに、１つ以上の本発明の抗体は、前述の治療剤のうち２つ以上と組み合わせて
使用され得る。このような併用療法は、有利には、より低い投与量の投与治療剤を用いる
ので、種々の単剤療法に関連する潜在的な毒性または合併症を回避し得る。
【０２２６】
　特定の実施形態では、本発明の抗体は、当技術分野において公知の半減期延長ビヒクル
に連結される。このようなビヒクルとしては、限定されないが、Ｆｃドメイン、ポリエチ
レングリコールおよびデキストランが挙げられる。このようなビヒクルは、例えば、あら
ゆる目的のために参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願第０９／４２８，０８
２号明細書および国際公開第９９／２５０４４号に記載されている。
【０２２７】
　特定の実施形態では、本発明の抗体をコードするヌクレオチド配列を含む核酸配列が、
遺伝子療法によって、障害またはこの１つ以上の症候を治療、予防、管理または改善する
ために投与される。遺伝子療法は、発現されたまたは発現可能な核酸を被験体に投与する
ことによって実施される治療を指す。本発明のこの実施形態では、核酸は、予防効果また
は治療効果を媒介するこれらによってコードされる本発明の抗体を生成する。
【０２２８】
　当技術分野において利用可能な遺伝子療法のための方法のいずれかが、本発明に従って
使用され得る。遺伝子療法の方法の一般的な総説については、Ｇｏｌｄｓｐｉｅｌ　ｅｔ
　ａｌ，１９９３，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　１２：４８８－５０５；Ｗｕ
　ａｎｄ　Ｗｕ，１９９１，Ｂｉｏｔｈｅｒａｐｙ　３：８７－９５；Ｔｏｌｓｔｏｓｈ
ｅｖ，１９９３，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．３２：５７３
－５９６；Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０：９２６－９３２（１９９３）；
およびＭｏｒｇａｎ　ａｎｄ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ，１９９３，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．６２：１９１－２１７；Ｍａｙ，１９９３，ＴＩＢＴＥＣＨ　１１（５）：１５
５－２１５を参照のこと。使用され得る組換えＤＮＡ技術の当技術分野において周知の方
法は、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎ
Ｙ（１９９３）；およびＫｒｉｅｇｌｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒ
ｅｓｓ，ＮＹ（１９９０）に記載されている。遺伝子療法の種々の方法の詳細な説明は、
参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００５／００４２６６４号明細
書に開示されている。
【０２２９】
　神経突起変性に関連する疾患または症状、例えば、多発性硬化症、アルツハイマー病、
ダウン症候群、認知症、パーキンソン病、外傷性中枢神経系損傷、またはＲＧＭａに関連
する任意の他の疾患もしくは症状を治療するために、本発明の抗体は単独でまたは組み合
わせて使用され得る。
【０２３０】
　本発明の抗体は単独で、または１つ以上のさらなる薬剤、例えば、治療剤（例えば、低
分子または生物学的製剤）と組み合わせて使用され得ることを理解するべきであり、前記
さらなる薬剤は、意図する目的のために当業者によって選択されるものである。例えば、
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さらなる治療剤は、免疫抑制剤、または多発性硬化症に関連する１つ以上の症候を治療す
る薬剤であり得る。さらなる薬物は、βインターフェロンであり得る。Ａｖｏｎｅｘ、Ｂ
ｅｔａｓｅｒｏｎ、ＥｘｔａｖｉａおよびＲｅｂｉｆなどのβインターフェロンは、多発
性硬化症の症候が経時的に悪化する速度を遅らせ得る。さらなる薬剤は、ミエリンに対す
る免疫系の攻撃を遮断し得るグラチラマー（Ｃｏｐａｘｏｎｅ）であり得る。さらなる薬
剤は、リンパ節内の免疫細胞を捕捉し得るフィンゴリモド（Ｇｉｌｅｎｙａ）であり得る
。さらなる薬剤は、潜在的に有害な免疫細胞が血流から脳および脊髄に移動するのを妨げ
得るナタリズマブ（Ｔｙｓａｂｒｉ）であり得る。さらなる薬物は、免疫抑制薬物である
ミトキサントロン（Ｎｏｖａｎｔｒｏｎｅ）であり得る。
【０２３１】
　さらなる治療剤は、ヒトの脳の認知能力（即ち、思考、学習および記憶）の障害を改善
する薬物である「認識促進薬」であり得る。認識促進薬は、神経化学物質（例えば、神経
伝達物質、酵素およびホルモン）のアベイラビリティを変化させることによって、酸素供
給を改善することによって、神経成長を刺激することによって、または神経損傷を阻害す
ることによって働く。認識促進薬の例としては、アセチルコリンの活性を増大する化合物
、例えば、限定されないが、アセチルコリン受容体アゴニスト（例えば、ニコチン性α－
７受容体アゴニストもしくはアロステリックモジュレーター、α４β２ニコチン性受容体
アゴニストもしくはアロステリックモジュレーター）、アセチルコリンエステラーゼ阻害
物質（例えば、ドネペジル、リバスチグミンおよびガランタミン）、ブチリルコリンエス
テラーゼ阻害物質、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパルテート（ＮＭＤＡ）受容体アンタゴニスト
（例えば、メマンチン）、活性依存性神経保護タンパク質（ＡＤＮＰ）アゴニスト、セロ
トニン５－ＨＴ１Ａ受容体アゴニスト（例えば、キサリプロデン）、５－ＨＴ４受容体ア
ゴニスト、５－ＨＴ６受容体アンタゴニスト、セロトニン１Ａ受容体アンタゴニスト、ヒ
スタミンＨ３受容体アンタゴニスト、カルパイン阻害物質、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ
）タンパク質もしくはアゴニスト、栄養成長因子、抗アポトーシス性化合物、ＡＭＰＡ型
グルタメート受容体活性化物質、Ｌ型もしくはＮ型カルシウムチャネルブロッカーもしく
はモジュレーター、カリウムチャネルブロッカー、低酸素誘導因子（ＨＩＦ）活性化物質
、ＨＩＦプロリル４－ヒドロキシラーゼ阻害物質、抗炎症薬、アミロイドＡβペプチドも
しくはアミロイドプラークの阻害物質、タウ過剰リン酸化の阻害物質、ホスホジエステラ
ーゼ５阻害物質（例えば、タダラフィル、シルデナフィル）、ホスホジエステラーゼ４阻
害物質、モノアミンオキシダーゼ阻害物質、またはこれらの医薬として許容される塩が挙
げられる。このような認識促進薬の具体例としては、限定されないが、コリンエステラー
ゼ阻害物質、例えば、ドネペジル（Ａｒｉｃｅｐｔ（登録商標））、リバスチグミン（Ｅ
ｘｅｌｏｎ（登録商標））、ガランタミン（Ｒｅｍｉｎｙｌ（登録商標））、Ｎ－メチル
－Ｄ－アスパラギン酸アンタゴニスト、例えばメマンチン（Ｎａｍｅｎｄａ（登録商標）
）が挙げられる。本発明の抗体によって治療されている疾患または症状を治療するのに有
用であると現在認められているかまたは将来認められる薬剤を含む少なくとも１つの認識
促進薬が、本発明の抗体と共に同時投与され得るか、または（任意の順序で）本発明の抗
体と共に連続投与され得る。加えて、本明細書に記載される組み合わせは、上記治療に使
用した場合に相加効果または相乗効果を有し得ると考えられる。さらなる薬剤はまた、有
益な特性を治療用組成物に付与する薬剤、例えば、組成物の粘性に影響を与える薬剤であ
り得る。
【０２３２】
　組み合わせは、意図される目的にとって有用な組み合わせであるということは理解され
なければならない。上記薬剤は例示目的であり、限定的であることを意図するものではな
い。組み合わせは、抗体および以下の一覧から選択される少なくとも１つのさらなる薬剤
を含み得る。組み合わせはまた、形成された組成物が意図される機能を遂行し得るような
ものであれば、２つ以上のさらなる薬剤、例えば、２つまたは３つのさらなる薬剤を含み
得る。
【０２３３】
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　医薬組成物は、「治療有効量」または「予防有効量」の抗体を含み得る。「治療有効量
」は、必要な投与量および期間で、所望の治療結果を達成するのに有効な量を指す。抗体
の治療有効量は、当業者によって決定され得、個体の疾患状態、年齢、性別および体重、
ならびに抗体が個体において所望の反応を誘導する能力などの要因に従って変化し得る。
治療有効量はまた、治療上有益な作用が、もしあれば抗体の毒性作用または有害作用を上
回るものである。「予防有効量」は、必要な投与量および期間で、所望の予防結果を達成
するのに有効な量を指す。通常、予防用量は、被験体において疾患に先立って、または疾
患の初期段階で使用されるので、予防有効量は、治療有効量よりも少ないものとなる。
【０２３４】
　投与計画は、最適な所望の反応（例えば、治療反応または予防反応）を提供するように
調整され得る。例えば、単回ボーラスが投与される場合も、幾つかの分割用量が経時的に
投与される場合も、または治療状況の危急によって、用量が比例的に減少または増加され
る場合もある。投与の容易さおよび投与量の均一性のために、非経口組成物を単位剤形で
製剤化することは特に有利である。本明細書で使用した場合、単位剤形は、治療するべき
哺乳動物被験体のための単位投与量として適切な物理的に別個の単位を指し；各単位は、
必要な医薬担体に関連して所望の治療効果を生じるように算出された所定量の活性化合物
を含有する。単位剤形の仕様は、（ａ）活性化合物の独特の特徴および達成するべき特定
の治療効果または予防効果および（ｂ）個体における感受性の治療のための、このような
活性化合物の配合の技術分野に固有の制限によって決定され、これらに直接的に依存する
。
【０２３５】
　抗体の治療有効量または予防有効量の例示的な非限定的範囲は、０．１から２００ｍｇ
／ｋｇ、例えば、０．１から１０ｍｇ／ｋｇの用量である。抗体の治療有効量または予防
有効量は、１から２００ｍｇ／ｋｇ、１０から２００ｍｇ／ｋｇ、２０から２００ｍｇ／
ｋｇ、５０から２００ｍｇ／ｋｇ、７５から２００ｍｇ／ｋｇ、１００から２００ｍｇ／
ｋｇ、１５０から２００ｍｇ／ｋｇ、５０から１００ｍｇ／ｋｇ、５から１０ｍｇ／ｋｇ
または１から１０ｍｇ／ｋｇであり得る。投与量の値は、緩和するべき症状の種類および
重症度によって変化し得ることに留意するべきである。さらに、抗体の用量は当業者によ
って決定され得、疾患状態、個体の年齢、性別および体重、ならびに抗体が個体において
所望の反応を誘導する能力などの要因に従って変化し得る。用量はまた、治療上有益な効
果が、もしあれば抗体の毒性作用または有害作用を上回るものである。任意の特定の被験
体について、具体的な投与計画は、個体の要求、および組成物投与の施行者または監督者
の専門的な判断に従って経時的に調整されるべきであり、本明細書に記載される投与量範
囲は例示的なものにすぎず、特許請求の範囲に記載されている組成物の範囲または実施を
限定するものではないことをさらに理解するべきである。
【０２３６】
　４．神経突起変性に関連する疾患を治療、予防、調節または軽減する方法
　任意の被験体において、被験体が神経突起変性障害を有するかについての評価が行われ
得る。評価は、予防療法、維持療法または緩和療法などの治療法の適切な経過を示し得る
。従って、神経突起変性の疾患／障害を治療、予防、調節または軽減する方法が本明細書
で提供される。抗体は、これを必要とする被験体に投与され得る。抗体は、治療有効量で
投与され得る。
【０２３７】
　一般に、投与される抗体の投与量は、患者の年齢、体重、身長、性別、一般的な医学的
状態および過去の病歴などの要因に応じて変化するであろう。通常、約１ｐｇ／ｋｇから
１０ｍｇ／ｋｇ（薬剤の量／患者の体重）の範囲内の投与量の抗体成分、免疫コンジュゲ
ートまたは融合タンパク質をレシピエントに提供することが望ましいが、状況に応じてよ
り低い投与量またはより高い投与量も投与され得る。投与計画は、最適な所望の反応（例
えば、治療反応または予防反応）を提供するように調整され得る。例えば、単回ボーラス
が投与される場合も、幾つかの分割用量が経時的に投与される場合も、または治療状況の
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危急によって、用量が比例的に減少または増加される場合もある。投与の容易さおよび投
与量の均一性のために、非経口組成物を単位剤形で製剤化することは特に有利である。本
明細書で使用される場合、単位剤形は、治療するべき哺乳動物被験体のための単位投与量
として適切な物理的に別個の単位を指し；各単位は、必要な医薬担体に関連して所望の治
療効果を生じるように算出された所定量の活性化合物を含有する。本発明の単位剤形の仕
様は、（ａ）活性化合物の独特の特徴および達成するべき特定の治療効果または予防効果
および（ｂ）個体における感受性の治療のための、このような活性化合物の配合の技術分
野に固有の制限によって決定され、これらに直接的に依存する。
【０２３８】
　本発明の抗体または抗体部分の治療有効量または予防有効量の例示的な非限定的範囲は
、０．１から２０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは、０．５から１０ｍｇ／ｋｇである。投与
量の値は、緩和するべき症状の種類および重症度によって変化し得ることに留意するべき
である。任意の特定の被験体について、具体的な投与計画は、個体の要求、および組成物
投与の施行者または監督者の専門的な判断に従って経時的に調整されるべきであり、本明
細書に記載される投与量範囲は例示的なものにすぎず、特許請求の範囲に記載されている
組成物の範囲または実施を限定するものではないことをさらに理解するべきである。
【０２３９】
　患者への抗体の投与は、静脈内、動脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、胸膜内、くも膜下、
眼内、硝子体内、局所カテーテルによる灌流、または直接的な病巣内注射であり得る。注
射によって治療タンパク質を投与する場合、投与は、持続注入または単回もしくは複数回
ボーラスによるものであり得る。静脈内注射は、抗体を循環系に十分に急速分布させるの
で、有用な投与様式を提供する。抗体は、例えば、不活性希釈液または同化食用担体と共
に経口投与され得る。所望により、抗体および他の成分は、ハードシェルゼラチンカプセ
ル剤またはソフトシェルゼラチンカプセル剤中に封入され、錠剤、口腔錠剤、トローチ剤
、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁液（ｓｓｐｅｎｓｉｏｎｓ）、シロップ、ウェーハな
どに圧縮され得る。
【０２４０】
　抗ＲＧＭａ抗体は、タンパク質２０ミリグラムから２グラム／用量などの低タンパク質
用量で１回または反復して非経口投与され得る。または、抗体は、タンパク質２０から１
０００ミリグラム／用量、またはタンパク質２０から５００ミリグラム／用量、またはタ
ンパク質２０から１００ミリグラム／用量の用量で投与され得る。
【０２４１】
　抗体は単独で投与してもよいし、またはこれらをリポソームにコンジュゲートし、医薬
として有用な組成物を調製するための公知の方法に従って製剤化することができ、これに
より、抗体を医薬として許容される担体と混ぜ合わせる。「医薬として許容される担体」
は、レシピエント患者が許容し得るものである。滅菌リン酸緩衝生理食塩水は、医薬とし
て許容される担体の一例である。他の適切な担体は、当業者に周知である。例えば、ＲＥ
ＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１９ｔｈ　Ｅ
ｄ．（１９９５）を参照のこと。
【０２４２】
　治療目的の場合、抗体は、医薬として許容される担体中の治療有効量で患者に投与され
る。「治療有効量」は、生理学的に有意なものである。抗体は、この存在が、レシピエン
ト患者の生理機能に検出可能な変化をもたらす場合、生理学的に有意である。本文脈では
、抗体は、この存在が、例えば、ＣＤ４＋Ｔ細胞からのインターフェロン－γ（ＩＮＦ－
γ）、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、ＩＬ－４および／またはＩＬ－１７の分泌の
減少をもたらす場合、生理学的に有意であり得る。薬剤は、この存在が、例えば、末梢血
単核細胞（ＰＢＭＣ）における増殖反応および／または炎症促進性サイトカインの発現の
減少をもたらす場合、生理学的に有意である。
【０２４３】
　治療適用における抗体の作用持続時間を制御するために、さらなる治療方法が用いられ
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得る。制御放出調製物は、抗体を複合体化または吸着するためのポリマーを使用すること
によって調製され得る。例えば、生体適合性ポリマーとしては、ポリ（エチレン－コ－酢
酸ビニル）のマトリックス、およびステアリン酸ダイマーとセバシン酸とのポリ無水物コ
ポリマーのマトリックスが挙げられる。Ｓｈｅｒｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１４４６（１９９２）。このようなマトリックスからの抗体の放
出速度は、タンパク質の分子量、マトリックス内の抗体の量および分散粒子のサイズに依
存する。Ｓａｌｔｚｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．５５：１６３（１９８９
）；Ｓｈｅｒｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ、前掲。他の固体剤形は、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　
ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，１９ｔｈ　ｅｄ．（１９９５）に記
載されている。
【０２４４】
　ａ．神経突起変性障害／疾患
　神経突起障害／疾患は、神経突起損傷およびシナプス機能障害が存在する任意の疾患ま
たは障害であり得る。この損傷および機能障害は、十分な髄鞘形成を欠く神経および／ま
たは軸索離断に起因し得る。神経突起変性障害または疾患は、例えば、多発性硬化症、ア
ルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症および他の運動ニューロン疾患、
ハンチントン病、テイ・サックス病、ニーマン・ピック病、ゴーシェ病、ハーラー症候群
、特発性炎症性脱髄疾患、ビタミンＢ１２欠乏症、橋中央ミエリン溶解、脊髄癆、横断性
脊髄炎、デビック病、進行性多病巣性白質脳症、視神経炎、および神経突起変性に関連す
る他の網膜症、例えば、緑内障、糖尿病性網膜症および加齢性黄斑変性症、外傷性中枢神
経系損傷または大脳白質委縮症であり得る。神経突起変性障害または疾患は、ミエリンと
称される脂肪（リポタンパク質）から構成される組織層による十分なラッピングを欠く神
経線維に起因し得る。これらの層は、ミエリン鞘を形成する。ミエリン鞘により、電気イ
ンパルスは、神経線維に沿って素早く正確に伝導され得る。ミエリン鞘が損傷または喪失
すると、神経は、電気インパルスを正常に伝導しない。場合により、ミエリン鞘が損傷ま
たは喪失した結果として、神経線維も損傷し得る。
【０２４５】
　年少乳児は、通常、成熟ミエリン鞘を欠く場合がある。この結果として、年少乳児の動
きは、ぎくしゃくしており、まとまりがなく、ぎごちないものである。ミエリン鞘が発達
するにつれて、動きが、よりスムーズに、より意図的に、よりまとまったものになる。し
かしながら、テイ・サックス病、ニーマン・ピック病、ゴーシェ病およびハーラー症候群
などのある特定の疾患を有する子供では、ミエリン鞘は正常に発達しない。
【０２４６】
　成人では、ミエリン鞘は、脳卒中、炎症、免疫障害、代謝障害および栄養失調（例えば
、ビタミンＢ１２の欠乏）によって破壊され得る。毒物、薬物（例えば、抗生物質エタン
ブトール）およびアルコール過剰摂取は、ミエリン鞘を損傷または破壊し得る。鞘がこれ
自体を修復および再生することができる場合、正常な神経機能が回復し得る。しかしなが
ら、鞘が重度に損傷した場合、基にある神経線維が死滅し得る。中枢神経系（脳および脊
髄）の神経線維はめったに再生しないので、このような損傷は不可逆的である。
【０２４７】
　脱髄を引き起こす幾つかの神経突起変性障害は、主に、中枢神経系に影響を与える。他
のものは、主に、体の他の部分の神経に影響を与える。中枢神経系で脱髄を引き起こす原
因不明の神経突起変性障害は、原発性脱髄障害と称される。多発性硬化症は、これらの障
害の中で最も一般的なものである。
【０２４８】
　（１）多発性硬化症
　ＭＳの臨床経過は、４つの主要カテゴリ（またはサブタイプ）：再発寛解型（ＲＲＭＳ
）、二次進行型（ＳＰＭＳ）、一次進行型（ＰＭＳ）および進行再発型（ＰＲＭＳ）に分
けられ得る。臨床的安定の介在期間を伴って数カ月または数年毎に臨床的再発を有する患
者は、ＲＲＭＳを定義する。１０歳代または２０歳代では、ＲＲＭＳは、女性では男性よ
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りも２倍超多い可能性がある。ＲＲＭＳとは対照的に、ＳＰＭＳを有する患者は、再発間
に進行性悪化を示す。ＲＲＭＳ患者は、時間と共に、神経機能が徐々に低下することを特
徴とするＳＰＭＳに変わり得る。ＭＳ患者の約１５％は、晩期発症と、神経機能が疾患発
症から間断なく悪化することとを特徴とするＰＰＭＳを有する。良性ＭＳは、初期診断後
１５年超経過した後でも依然として移動可能であり、軽度の障害のみを示すＲＲＭＳ患者
と任意に定義されている（Ｅｘｐａｎｄｅｄ　Ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ　Ｓｔａｔｕｓ　Ｓ
ｃａｌｅ［ＥＤＳＳ］）。通常、これらの患者は、初回発作後に進行をほとんど示さない
かまたは全く示さず、治療的介入を必要としない；しかしながら、ＭＳの発症から５年ま
でにこのＭＳ型を診断することは不可能である。
【０２４９】
　（２）パーキンソン病
　パーキンソン病は西半球全体で広まっており、１８１７年に医師Ｊａｍｅｓ　Ｐａｒｋ
ｉｎｓｏｎによって最初に報告された。パーキンソン病は手足の振戦として最初に検出さ
れ得、最終的には３つの他の兆候：（ｉ）「歯車」様の動きおよび「鉛管様」硬直を特徴
とする硬直；（ｉｉ）運動緩慢または動作緩慢、および（ｉｉｉ）前屈姿勢および歩行障
害に関連する姿勢の不安定を含むまでに進行し得る。これらの動作変化は運動機能障害の
特徴であるが、加えて、全パーキンソン病患者の４０％では精神障害も存在し得る。
【０２５０】
　パーキンソン病は、脳のレボドーパミン欠乏状態によって引き起こされ得る。より具体
的には、レボドーパミンは、パーキンソン病患者における運動障害および黒質の脱神経の
結果を誘発し得る。これまでに、医療科学は、注射剤型のレボドパが脳に到達して血液脳
関門を上手く通過することを可能にする基質を見出していない。現在のドーパミン補充療
法は、直接的な補充、または脳内のドーパミン受容体部位における作用の模倣を目的とす
るものである。レボドパ療法は、最初は幾つかの有益な変化を起こし得るが、これらの変
化は時間と共に弱まり、重度の睡眠障害、運動障害および恒常的な吐き気などの他の問題
を引き起こし得る。パーキンソン病に対する医学的方法としては、脳組織の外科的破壊、
および脳の罹患部位への微小電極の挿入（脳深部電気刺激）が挙げられる。電極の挿入は
、可逆的であるという利点を有する。しかしながら、これらの介入は一般に一時的なもの
であり、パーキンソン病状態の永続的変化を引き起こすものでもないし、疾患の作用を低
減するものでもない。
【０２５１】
　パーキンソン病は、過酸化により進展する多因子神経変性障害であり得る。黒質は酸化
的損傷に対して感受性であり、このことは、パーキンソン病形成についてのこの理論を裏
付けている。酸化的リン酸化の異常は黒質のミトコンドリアを障害し、フリーラジカルの
生成を増大させる。
【０２５２】
　（３）活性酸素種（フリーラジカル）による損傷
　活性酸素種（ＲＯＳ）は数種類の組織を攻撃し得、ＲＯＳへの慢性的な曝露は種々の生
物学的機能を弱め、神経突起変性障害および疾患を含む数種類の深刻な障害のリスクを増
加させ得る。ＲＯＳはニューロンを攻撃し、細胞死を誘導し得る。例えば、低濃度の過酸
化水素によるニューロンの治療は、神経突起ビーズ（ｎｅｕｒｉｔｅ　ｂｅａｄｉｎｇ）
と称されることもある有害な神経突起形態変化に影響を与えることによって、神経突起損
傷を誘導し得る。神経突起ビーズは、過酸化水素で治療されたニューロンの死滅誘導前の
初期神経変性事象の１つであり得る。
【０２５３】
　（４）アルツハイマー病
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、高齢者における認知症の主な原因である。通常は家族歴
を判断しないので、遺伝型ＡＤはめったに存在しないが、ほとんどの患者は散発性ＡＤを
有すると分類される。病理学的には、ＡＤはニューロンおよびシナプスの変性、および老
人斑および神経原線維濃縮体の数が、同年齢の非認知症個体と比較して増加することを特
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徴とする。
【０２５４】
　アルツハイマー病に特徴的な老人斑は、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の分解
産物である凝集β－アミロイドの中核から構成される。神経原線維濃縮体は、微小管に関
連するタウと称される過リン酸型タンパク質から構成される不溶性の細胞内糸状構造物で
ある。
【０２５５】
　アルツハイマー病患者の脳組織の死後切片は、アミロイドが、ＡＤに特徴的な老人斑の
タンパク質細胞外コアの形態で存在することを示す。これらの老人斑のアミロイドコアは
、主にβ－プリーツシート構造の配置をとるβ－アミロイドと称されるタンパク質から構
成される。Ｍｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　２６７：１７０８２（１９９２）；Ｋｉｒｓｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ
，ＰＮＡＳ　８３：５０３（１９８６）。老人斑は、この疾患の初期のおよび不変の側面
である。Ｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃｉ．８９：１６９；Ｍａｎｎ
，Ｍｅｃｈ．Ａｇｅｉｎｇ　Ｄｅｖ．３１：２１３（１９８５）；Ｔｅｒｒｙ　ｅｔ　ａ
ｌ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ　４６：２６２（１９８７）。
【０２５６】
　Ａβの初期沈着は、臨床症候が顕著になる前に起こり得る。ＡＤの診断に現在推奨され
ている「最低顕微鏡基準（ｍｉｎｉｍｕｍ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｃｒｉｔｅｒｉａ
）」は、脳において見られる老人斑の数に基づくものである。Ｋｈａｃｈａｔｕｒｉａｎ
，Ａｒｃｈ．Ｎｅｕｒｏｌ、前掲（１９８５）。残念なことに、老人斑を数える評価は、
死亡後まで待たなければならない。
【０２５７】
　アミロイドを含む老人斑は、ＡＤおよびダウン症候群、ならびにＡＤを発症する可能性
が非常に高い、アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子がホモ接合性の者の脳の選択領域の顕
著な特徴である。Ｃｏｒｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：９２１（１９９
３）；Ｄｉｖｒｙ，Ｐ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｐｓｙｃｈ．２７：６４３－６５７（１９
２７）；Ｗｉｓｎｉｅｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ，ｉｎ　Ｚｉｍｍｅｒｍａｎ，Ｈ．Ｍ．（ｅ
ｄ．）：ＰＲＯＧＲＥＳＳ　ＩＮ　ＮＥＵＲＯＰＡＴＨＯＬＯＧＹ（Ｇｒｕｎｅ　ａｎｄ
　Ｓｔｒａｔｔｏｎ，Ｎ．Ｙ．１９７３）ｐｐ．１－２６。脳アミロイドは、脳の切片を
チオフラビンＳまたはコンゴーレッドで染色することによって容易に実証される。Ｐｕｃ
ｈｔｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．１０：３５（
１９６２）。コンゴーレッドで染色したアミロイドは二色性を呈することを特徴とし、黄
緑色の偏光色を示す。この二色性の結合は、アミロイドタンパク質のβ－プリーツシート
構造によるものである。Ｇｌｅｎｎｅｒ，Ｇ．Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．３０２：１２８
３（１９８０）。アミロイドの生化学および組織化学についての詳細な議論は、Ｇｌｅｎ
ｎｅｒ，Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３０２：１３３３（１９８０）に見られ得る。
【０２５８】
　（５）外傷性中枢神経系損傷
　米国における外傷性脳損傷（ＴＢＩ）の発生率は、控えめに見積もっても毎年２００万
人よりも多く、約５００，０００人が入院している。これらのうち、約７０，０００人か
ら９０，０００人の頭傷害生存者は回復不能の障害がある。
【０２５９】
　機械的もしくは化学的外傷、またはニューロンを死の危険性にさらすのに十分な神経障
害性変性をニューロンが受けた場合には、被験体の中枢神経系の神経経路は危険にさらさ
れている。多数の神経障害が今日までに同定されており、これらの一部は末梢または中枢
神経系におけるニューロンの亜集団または系のみを侵す。ニューロンこれ自体または関連
グリア細胞を侵し得る神経障害は、細胞代謝機能不全、感染症、毒性作用物質への曝露、
自己免疫不全、栄養失調または虚血に起因し得る。ある場合では、細胞機能不全は、細胞
死を直接的に誘導すると考えられている。他の場合では、神経障害は、身体の免疫／炎症



(77) JP 6722324 B2 2020.7.15

10

20

30

40

50

系、および最初の神経傷害に対する身体の免疫反応の機構を刺激するのに十分な組織壊死
を誘導し得、次いで、ニューロンおよびこれらのニューロンによって規定される経路を破
壊する。
【０２６０】
　ｂ．被験体
　被験体は哺乳動物であり得、ヒトであり得る。被験体は、神経突起変性障害または疾患
を有し得るか、またはこれらを発症するリスクを有し得る。被験体は、神経突起変性障害
または疾患の治療を既に受けていてもよい。
【０２６１】
　５．診断方法
　被験体が神経突起変性疾患または障害を有するかを決定するための方法が本明細書で提
供される。膜結合ＲＧＭａレベルを測定し、対照試料におけるＲＧＭａレベルと比較し得
る。対照試料は、正常組織由来のものであり得る。対照と比較したＲＧＭａレベルの変化
は、被験体が神経突起変性疾患または障害を有することを示し得る。例えば、正常対照と
比較したＲＧＭａレベルの増加は、被験体が神経突起変性疾患または障害を有することを
示し得る。ＲＧＭａレベルは、本明細書に記載される抗体を使用して測定され得る。
【０２６２】
　ａ．試料
　試料は、被験体由来の任意の組織試料であり得る。試料は、被験体由来のタンパク質を
含み得る。試料は、血清、血漿または組織生検であり得る。試料は、被験体から得られた
状態のまま直接使用することもできるし、または試料の特性を改変するための前処理の後
に使用することもできる。前処理としては、抽出、濃縮、干渉成分の不活性化および／ま
たは試薬の追加を挙げることができる。
【０２６３】
　試料を得るために、任意の細胞型、組織または体液が用いられ得る。このような細胞型
、組織および液体としては、組織切片、例えば、生検および解剖試料、組織学的目的で採
取された凍結切片、血液、血漿、血清、痰、排泄物、涙、粘液、唾液、髪の毛および皮膚
を挙げることができる。細胞型および組織としては、リンパ液、腹水（ａｓｃｅｔｉｃ　
ｆｌｕｉｄ）、婦人科学的液体、尿、腹腔液、脳脊髄液、腟の洗浄によって採取された液
体、または腟のフラッシングによって採取された液体も挙げることができる。組織または
細胞型は、動物から細胞を取り出すことによって提供され得るが、予め単離された細胞（
例えば、別の者、別の時間および／または別の目的で単離されたもの）を使用することに
よって達成することもできる。治療歴または転帰歴を有するものなどのアーカイブ組織も
使用され得る。タンパク質精製は必要でない場合がある。
【０２６４】
　ｂ．ＲＧＭａの検出
　体試料中に存在するＲＧＭａの存在または量は、例えば、ＲＧＭａに対する本明細書に
記載される抗体（モノクローナルまたはポリクローナル）またはこの断片を使用して、質
量分析、イムノアッセイまたは免疫組織化学（例えば、組織生検の切片を用いる。）によ
って容易に決定され得る。抗ＲＧＭａ抗体およびこの断片は、上記のように生産され得る
。他の検出方法としては、例えば、それぞれ全体が参照により本明細書に組み込まれる米
国特許第６，１４３，５７６号明細書；同第６，１１３，８５５号明細書；同第６，０１
９，９４４号明細書；同第５，９８５，５７９号明細書；同第５，９４７，１２４号明細
書；同第５，９３９，２７２号明細書；同第５，９２２，６１５号明細書；同第５，８８
５，５２７号明細書；同第５，８５１，７７６号明細書；同第５，８２４，７９９号明細
書；同第５，６７９，５２６号明細書；同第５，５２５，５２４号明細書；および同第５
，４８０，７９２号明細書に記載されているものが挙げられる。
【０２６５】
　（１）イムノアッセイ
　ＲＧＭａおよび／またはこのペプチドは、イムノアッセイを使用して分析され得る。Ｒ
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ＧＭａの存在または量は、本明細書に記載される抗体を使用し、ＲＧＭａに対する特異的
結合を検出することによって決定され得る。例えば、抗体またはこの断片は、配列番号６
５を含むポリペプチドまたはこの断片に特異的に結合し得る。抗体またはこの断片は、配
列番号６６を含むポリペプチドまたはこの断片に特異的に結合し得る。
【０２６６】
　任意のイムノアッセイが用いられ得る。イムノアッセイは、例えば、酵素結合免疫検定
法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫検定法（ＲＩＡ）、競合阻害アッセイ、例えば、フォワード
もしくはリバース競合阻害アッセイ、蛍光偏光アッセイまたは競合結合アッセイであり得
る。ＥＬＩＳＡは、サンドイッチＥＬＩＳＡであり得る。ＲＧＭａに対する抗体の特異的
な免疫学的結合は、直接標識、例えば、抗体に付加された蛍光または発光タグ、金属およ
び放射性核種によって、または間接標識、例えば、アルカリ性フォスファターゼもしくは
西洋ワサビペルオキシダーゼによって検出することができる。
【０２６７】
　固定化抗体またはこの断片の使用もイムノアッセイに組み込まれ得る。これらの抗体は
、様々な支持体、例えば、磁気またはクロマトグラフマトリックス粒子、アッセイプレー
ト（例えば、マイクロタイターウェル）の表面、幾つかの固体基質材料などの上に固定化
することができる。アッセイストリップは、抗体または複数の抗体を固体支持体上のアレ
イにコーティングすることにより作製することができる。次いで、このストリップを試験
生体試料中に浸し、次いで洗浄および検出段階によって迅速に処理して、着色スポットな
どの測定可能なシグナルを生成することができる。
【０２６８】
　（ａ）サンドイッチＥＬＩＳＡ
　サンドイッチＥＬＩＳＡは、２つの抗体層（即ち、捕捉抗体および検出抗体）間の抗原
の量を測定する。測定するべきＲＧＭａは、抗体に結合することができる少なくとも２つ
の抗原部位を含有し得る。サンドイッチＥＬＩＳＡでは、捕捉抗体および検出抗体として
、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体のいずれかが使用され得る。
【０２６９】
　一般に、少なくとも２つの抗体を用いて、試験試料中のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片を
分離および定量する。より具体的には、少なくとも２つの抗体が、ＲＧＭａまたはＲＧＭ
ａ断片のある特定のエピトープに結合して、「サンドイッチ」と称される免疫複合体を形
成する。１つ以上の抗体を用いて、試験試料中のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片を捕捉する
ことができ（これらの抗体は、「捕捉」抗体または複数の「捕捉」抗体と称されることが
多い。）、１つ以上の抗体を用いて、検出可能な（即ち、定量可能な）標識をサンドイッ
チに結合させる（これらの抗体は、「検出」抗体または複数の「検出」抗体と称されるこ
とが多い。）。サンドイッチアッセイでは、エピトープに結合する両抗体を、アッセイに
おける任意の他の抗体の各エピトープに対する結合によって減少されないようにできる。
換言すれば、ＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片を含むと疑われる試験試料と接触させる１つ以
上の第１の抗体が、第２のまたはこれ以降の抗体によって認識されるエピトープの全部ま
たは一部に結合して、１つ以上の第２の検出抗体がＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片に結合す
る能力を妨害しないように抗体を選択し得る。
【０２７０】
　前記イムノアッセイでは、抗体は、第１の抗体として使用され得る。好ましくは、抗体
は、配列番号６５、６６または７４の少なくとも３つの連続するアミノ酸を含むエピトー
プに免疫特異的に結合する。本発明の抗体に加えて、前記イムノアッセイは、配列番号６
５、６６または７４の少なくとも３つの連続するアミノ酸を含むアミノ酸配列を有するエ
ピトープに免疫特異的に結合する第２の抗体を含み得、ここで、第２の抗体が結合する連
続する３つのアミノ酸は、第１の抗体が結合する連続する３つのアミノ酸とは異なるもの
である。
【０２７１】
　好ましい実施形態では、ＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片を含むと疑われる試験試料を、少
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なくとも１つの第１の捕捉抗体（または抗体）および少なくとも１つの第２の検出抗体と
同時にまたは連続して接触させることができる。サンドイッチアッセイ形式では、ＲＧＭ
ａまたはＲＧＭａ断片を含むと疑われる試験試料を最初に、第１の抗体－ＲＧＭａ複合体
の形成を可能とする条件下で、特定のエピトープに特異的に結合する少なくとも１つの第
１の捕捉抗体と接触させる。複数の捕捉抗体を用いる場合、第１の多捕捉抗体－ＲＧＭａ
複合体が形成される。サンドイッチアッセイでは、抗体、好ましくは少なくとも１つの捕
捉抗体を、試験試料で予想されるＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片の最大量の過剰モル量で用
いる。例えば、微粒子コーティング緩衝液１ｍｌあたり約５μｇ／ｍｌから約１ｍｇ／ｍ
ｌの抗体を用いることができる。
【０２７２】
　場合により、少なくとも１つの第１の捕捉抗体と試験試料を接触させる前に、前記少な
くとも１つの第１の捕捉抗体を、試験試料からの第１の抗体－ＲＧＭａ複合体の分離を容
易にする固体支持体に結合させることができる。限定されないが、ポリマー材料製の固体
支持体であって、ウェル、チューブまたはビーズの形態のものを含む当技術分野において
公知の固体支持体を使用することができる。この抗体（または複数の抗体）を、吸着によ
って、化学カップリング薬を用いる共有結合によって、または当技術分野において公知の
他の手段によって固体支持体に結合させることができるが、ただし、このような結合は、
抗体がＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片に結合する能力を妨害するものではない。さらに、必
要に応じて、抗体上の種々の官能基との反応性を可能とするために、固体支持体を誘導体
化することができる。このような誘導体化には、ある特定のカップリング剤、例えば限定
されないが、無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシコハク酸イミドおよび１－エチル－３－（
３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドの使用が必要である。
【０２７３】
　ＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片を含むと疑われる試験試料を少なくとも１つの第１の捕捉
抗体と接触させた後、第１の捕捉抗体（または多抗体）－ＲＧＭａ複合体の形成を可能に
するために、試験試料をインキュベートする。このインキュベーションは、約４．５から
約１０．０のｐＨで、約２℃から約４５℃の温度で、少なくとも約１分間から約１８時間
、約２から６分間、約３から４分間の期間にわたって行うことができる。
【０２７４】
　第１の／多捕捉抗体－ＲＧＭａ複合体の形成後、この複合体を少なくとも１つの第２の
検出抗体と接触させる（第１の／多抗体－ＲＧＭａ－第２の抗体複合体の形成を可能とす
る条件下で）。第１の抗体－ＲＧＭａ複合体を複数の検出抗体と接触させる場合、第１の
／多捕捉抗体－ＲＧＭａ－多検出抗体複合体が形成される。第１の抗体の場合と同様に、
少なくとも第２の（およびこれ以降の）抗体を第１の抗体－ＲＧＭａ複合体と接触させる
場合、第１の／多抗体－ＲＧＭａ－第２の／多抗体複合体の形成には上記のものと同様の
条件下でのインキュベーション期間が必要である。好ましくは、少なくとも１つの第２の
抗体は、検出可能な標識を含む。検出可能な標識は、第１の／多抗体－ＲＧＭａ－第２の
／多抗体複合体の形成の前、これと同時にまたはこの後に、少なくとも１つの第２の抗体
に結合させることができる。当技術分野において公知の任意の検出可能な標識を用いるこ
とができる。
【０２７５】
　（ｂ）フォワード競合阻害
　フォワード競合形式では、既知濃度の標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片またはこのＲＧＭａ
変異体のアリコートを用いて、ＲＧＭａ抗体（例えば、本発明の抗体）に対する結合につ
いて試験試料中のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片と競合させる。
【０２７６】
　フォワード競合アッセイでは、固定化抗体（例えば、本発明の抗体）を、試験試料およ
び標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片またはこのＲＧＭａ変異体と連続してまたは同時に接触さ
せることができる。ＲＧＭａペプチド、ＲＧＭａ断片またはＲＧＭａ変異体は、抗ＲＧＭ
ａ抗体との関連で前述した検出可能な標識を含む任意の検出可能な標識で標識することが
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できる。このアッセイでは、抗体を固体支持体上に固定化することができる。または、抗
体を、微粒子などの固体支持体上に固定化した抗体、例えば、抗種抗体にカップリングす
ることができる。
【０２７７】
　標識ＲＧＭａペプチド、ＲＧＭａ断片またはＲＧＭａ変異体、試験試料および抗体を、
サンドイッチアッセイ形式に関連して前述したものと同様の条件下でインキュベートする
。次いで、２つの異なる種類の抗体－ＲＧＭａ複合体が生成され得る。具体的には、生成
された抗体－ＲＧＭａ複合体のうちの１つは検出可能な標識を含み、他方の抗体－ＲＧＭ
ａ複合体は検出可能な標識を含まない。抗体－ＲＧＭａ複合体は、検出可能な標識の定量
の前に残りの試験試料から分離することができるが、必須ではない。抗体－ＲＧＭａ複合
体を残りの試験試料から分離するかにかかわらず、次いで、抗体－ＲＧＭａ複合体中の検
出可能な標識の量を定量する。次いで、抗体－ＲＧＭａ複合体中の検出可能な標識の量を
標準曲線と比較することによって、試験試料中のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片の濃度を求
めることができる。標準曲線は、既知濃度のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片の連続希釈物を
用いて、質量分析、重量測定および当技術分野において公知の他の技術によって作成する
ことができる。
【０２７８】
　サンドイッチアッセイ形式に関連して前述した固体支持体などの固体支持体に抗体を結
合させ、次いで、残りの試験試料を固体支持体との接触から引き離すことによって、抗体
－ＲＧＭａ複合体を試験試料から分離することができる。
【０２７９】
　（ｃ）リバース競合アッセイ
　リバース競合アッセイでは、固定化ＲＧＭａペプチド、ＲＧＭａ断片またはこのＲＧＭ
ａ変異体を、試験試料および少なくとも１つの標識抗体と連続してまたは同時に接触させ
ることができる。好ましくは、抗体は、配列番号６５または６６の少なくとも３つの連続
するアミノ酸を含むアミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結合する。ＲＧＭａペプ
チド、ＲＧＭａ断片またはＲＧＭａ変異体は、サンドイッチアッセイ形式との関連で前述
した固体支持体などの固体支持体に結合させることができる。ＲＧＭａペプチド断片は、
配列番号６５または６６を含むアミノ酸配列を有し得る。
【０２８０】
　固定化ＲＧＭａペプチド、ＲＧＭａペプチド断片またはこのＲＧＭａ変異体、試験試料
および少なくとも１つの標識抗体を、サンドイッチアッセイ形式に関連して前述したもの
と同様の条件下でインキュベートする。次いで、２つの異なる種類のＲＧＭａ－抗体複合
体が生成される。具体的には、生成されたＲＧＭａ－抗体複合体のうちの一方は固定化さ
れ、検出可能な標識を含むが、他方のＲＧＭａ－抗体複合体は固定化されず、検出可能な
標識を含む。固定化されていないＲＧＭａ－抗体複合体および残りの試験試料を、洗浄な
どの当技術分野において公知の技術によって固定化ＲＧＭａ－抗体複合体の存在から除去
する。固定化されていないＲＧＭａ抗体複合体を除去したら、次いで、固定化ＲＧＭａ－
抗体複合体中の検出可能な標識の量を定量する。次いで、ＲＧＭａ－複合体中の検出可能
な標識の量を標準曲線と比較することによって、試験試料中のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断
片の濃度を求めることができる。標準曲線は、既知濃度のＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片の
連続希釈物を用いて、質量分析、重量測定および当技術分野において公知の他の技術によ
って作成することができる。
【０２８１】
　（ｄ）蛍光偏光
　蛍光偏光アッセイでは、抗体またはこの機能活性断片を最初に、ＲＧＭａまたはこのＲ
ＧＭａ断片を含むと疑われる未標識試験試料と接触させて、未標識ＲＧＭａ－抗体複合体
を形成させ得る。次いで、未標識ＲＧＭａ－抗体複合体を、蛍光標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ
断片またはこのＲＧＭａ変異体と接触させる。標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片またはＲＧＭ
ａ変異体は、抗体またはこの機能活性断片に対する結合について、試験試料中の任意の未
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標識ＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片と競合する。形成された標識ＲＧＭａ－抗体複合体の量
を求め、標準曲線を用いることによって試験試料中のＲＧＭａの量を求める。
【０２８２】
　蛍光偏光アッセイで用いられる抗体は、配列番号６５または配列番号６６または配列番
号７４の少なくとも３つのアミノ酸を含むアミノ酸配列を有するエピトープに特異的に結
合する。
【０２８３】
　抗体、標識ＲＧＭａペプチド、ＲＧＭａペプチド断片またはこのＲＧＭａ変異体ならび
に試験試料および少なくとも１つの標識抗体を、サンドイッチイムノアッセイに関連して
前述したものと同様の条件下でインキュベートし得る。
【０２８４】
　または、抗体またはこの機能活性断片を、蛍光標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片またはこの
ＲＧＭａ変異体、ならびにＲＧＭａまたはこのＲＧＭａ断片を含むと疑われる未標識試験
試料と同時に接触させて、標識ＲＧＭａ－抗体複合体および未標識ＲＧＭａ－抗体複合体
の両方を形成させ得る。形成された標識ＲＧＭａ－抗体複合体の量を求め、標準曲線を用
いることによって試験試料中のＲＧＭａの量を求める。
【０２８５】
　または、抗体またはこの機能活性断片を最初に、蛍光標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片また
はこのＲＧＭａ変異体と接触させて、標識ＲＧＭａ－抗体複合体を形成させる。次いで、
標識ＢＮＰ－抗体複合体を、ＲＧＭａまたはこのＲＧＭａ断片を含むと疑われる未標識試
験試料と接触させる。試験試料中の任意の未標識ＲＧＭａまたはＲＧＭａ断片は、抗体ま
たはこの機能活性断片に対する結合について標識ＲＧＭａ、ＲＧＭａ断片またはＲＧＭａ
変異体と競合する。形成された標識ＲＧＭａ－抗体複合体の量を求め、標準曲線を用いる
ことによって試験試料中のＲＧＭａの量を求める。このイムノアッセイで用いられる抗体
は、配列番号６５、６６または７４の少なくとも３つの連続するアミノ酸を含むアミノ酸
配列を有するエピトープに特異的に結合する。
【０２８６】
　（ｅ）質量分析
　質量分析（ＭＳ）のみを用いて、または他の方法と組み合わせて使用することができる
。他の方法としては、イムノアッセイ、および特定のポリヌクレオチドを検出するための
上記方法が挙げられる。質量分析法を用いて、１つ以上のバイオマーカーの存在および／
または量を決定することができる。ＭＳ分析は、例えば、直接－スポットＭＡＬＤＩ－Ｔ
ＯＦまたは液体クロマトグラフィーＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析などのマトリックス支援
レーザー脱着／イオン化（ＭＡＬＤＩ）飛行時間（ＴＯＦ）ＭＳ分析法を含み得る。幾つ
かの実施形態では、ＭＳ分析は、例えば、液体クロマトグラフィー（ＬＣ）ＥＳＩ－ＭＳ
などのエレクトロスプレー・イオン化（ＥＳＩ）ＭＳを含む。質量分析は、市販のスペク
トロメーターを用いて行うことができる。生体試料中のバイオマーカーペプチドの存在お
よび量を検出するためにＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳおよびＥＳＩ－ＭＳを含むＭＳ分析を
利用する方法が使用され得る。ガイダンスについては、例えば、それぞれが参照により本
明細書に組み込まれる米国特許第６，９２５，３８９号明細書、同第６，９８９，１００
号明細書；および同第６，８９０，７６３号明細書を参照のこと。
【０２８７】
　ｃ．対照
　対照試料を含めることが望ましい場合がある。対照試料は、上記被験体由来の試料と同
時に分析され得る。被験体試料から得られた結果を、対照試料から得られた結果と比較し
得る。生体試料のアッセイ結果を比較し得る標準曲線が提供され得る。このような標準曲
線は、アッセイ単位の、即ち、蛍光標識が使用される場合には蛍光シグナルの強度の関数
として、マーカーのレベルを示す。複数のドナーから採取した試料を用いて、正常組織に
おける対照ＲＧＭａレベル、および上記特徴の１つ以上を有し得るドナーから採取した組
織における「リスクのある」ＲＧＭａレベルについて、標準曲線を提供し得る。
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【０２８８】
　６．キット
　被験体を治療または診断するのに使用され得るキットが本明細書で提供される。キット
は、抗体と、抗体を投与するための手段とを含み得る。キットは、キットを使用し、分析
、モニタリングまたは治療を行うための説明書をさらに含み得る。
【０２８９】
　キットはまた、バイアルまたはボトルなどの１つ以上の容器を含み得、各容器は、別個
の試薬を含有する。キットは、本明細書に記載される分析、モニタリング、治療または方
法をどのようにして実施または解釈するかを説明し得る取扱説明書をさらに含み得る。
【０２９０】
　本発明は、以下の非限定的な実施例によって例証される複数の態様を有する。
【実施例】
【０２９１】
　［実施例１］
　抗ＲＧＭａヒトモノクローナル抗体の生産および単離
　ＰＲＯ融合ｍＲＮＡディスプレイ技術、プールされたヒト膵臓、扁桃腺、ＰＢＭＣおよ
びリンパ節を使用して、ＲＧＭａ抗原：１００ｎＭビオチン標識ヒトまたはラットＲＧＭ
ａに対して、抗体ライブラリを８ラウンドにわたって選択した。ＰＲＯ融合技術は、それ
ぞれの内容が参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１０／００９９
１０３号明細書および同第２０１０／０１０５５６９号明細書に記載されている。選択し
たｓｃ－Ｆｖ断片を完全ヒトＩｇＧに再編成した。ＲＧＭａベースのＥＬＩＳＡでＩｇＧ
をスクリーニングした後、ヒトおよびラットＲＧＭａに対する陽性結合体としてＡＥ１２
－１からＡＥ１２－８を同定した。
【０２９２】
　抗体ＡＥ１２－１３、ＡＥ１２－１５、ＡＥ１２－２０、ＡＥ１２－２１、ＡＥ１２－
２３およびＡＥ１２－２４は、標準的な酵母ディスプレイ技術を使用してヒトＲＧＭａに
対して選択した大きなナイーブヒトｓｃＦｖ酵母ライブラリから同定された完全ヒト抗Ｒ
ＧＭａ抗体である。このライブラリに対して、１００ｎＭビオチン化ヒトＲＧＭａを選択
抗原として使用して、２ラウンドの磁気活性化細胞分類（ＭＡＣＳ）および４ラウンドの
蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）を実施した。また、最終ラウンドの分類では、ヒトＲＧ
Ｍｃ－Ｆｃ抗原に対して、細胞をネガティブ選択した。選択したｓｃ－Ｆｖ断片を完全ヒ
トＩｇＧに再編成した。ヒトＲＧＭａ　ＥＬＩＳＡでＩｇＧをスクリーニングした後、ヒ
トＲＧＭａに対する陽性結合体としてＡＥ１２－１３、－１５、－２０、－２１、－２３
および－２４を同定した。ＥＬＩＳＡによって評価したところ、ＡＥ１２－１３、ＡＥ１
２－１５およびＡＥ１２－２３は、ヒトＲＧＭｃとも交差反応した。
【０２９３】
　［実施例２］
　抗体の特性決定
　ヒトＲＧＭａ（ｈＲＧＭａ）およびラットＲＧＭａに対する結合、ならびにｈＲＧＭｃ
に対する交差反応性を調べるために、８つのＰＲＯ融合ｍＡｂ（ＡＥ１２－１、ＡＥ１２
－２、ＡＥ１２－３、ＡＥ１２－４、ＡＥ１２－５、ＡＥ１２－６、ＡＥ１２－７および
ＡＥ１２－８）を直接結合ＥＬＩＳＡによって試験した。これらのｍＡｂのいずれが、ｈ
ＲＧＭａに対する結合についてｈ５Ｆ９．２３と競合するかを試験するために、ｈＲＧＭ
ａ競合ＥＬＩＳＡを用いた。ｈ５Ｆ９．２３は、ラットハイブリドーマ由来のヒト化抗Ｒ
ＧＭａリードｍＡｂであり、ＲＧＭａのＮ末端ドメインに結合することが公知である。ｈ
５Ｆ９．２３は、以下の配列を有する：
【０２９４】
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【表５】

【０２９５】
　これらのｍＡｂが、受容体ネオゲニンまたはＢＭＰ－２／ＢＭＰ－４に対するｈＲＧＭ
ａの結合を遮断するかを決定するために、ネオゲニンまたはＢＭＰ－２／ＢＭＰ－４競合
ＥＬＩＳＡを用いた。
【０２９６】
　ＥＬＩＳＡのデータによれば、８つのＰＲＯ融合ｍＡｂはすべて、ヒトおよびラットＲ
ＧＭａに結合した（表３）。ＥＬＩＳＡにおけるＲＧＭｃ結合については、３つのｍＡｂ
（ＡＥ１２－６、－７および－８）はｈＲＧＭｃに対する結合を示し、ＡＥ１２－４は高
濃度で弱い結合を示し、他の４つのｍＡｂ（ＡＥ１２－１、－２、－３および－５）は、
１００ｎＭまでの濃度でｈＲＧＭｃに対する結合を示さなかった。ｈＲＧＭａ競合ＥＬＩ
ＳＡでは、ＡＥ１２－１、ＡＥ１２－３およびＡＥ１２－６は、ｈＲＧＭａに対する結合
についてｈ５Ｆ９．２３と競合することができたが、このことは、これら３つのｍＡｂの
結合エピトープが、ｈ５Ｆ９．２３のエピトープの近くであるかまたはこれとオーバーラ
ップすることを示唆している。ｈＲＧＭａ断片を用いたドットブロッティングアッセイに
より、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－６はＮ末端断片に結合し、ＡＥ１２－２およびＡＥ
１２－４はＣ末端断片に結合し、他の４つのＡｂはいかなる検出可能な結合シグナルも示
さなかったことが示された。競合ＥＬＩＳＡにおけるネオゲニンに対するｈＲＧＭａの結
合の遮断については、ＡＥ１２－５およびＡＥ１２－６のみが、ｈ５Ｆ９．２３と同程度
であるかまたはこれよりも優れた遮断活性を示し、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－４は弱
い阻害を示し、ＡＥ１２－２、－３、－７および－８は１００ｎＭまでの濃度で阻害を示
さなかった。ＢＭＰ－２／ＢＭＰ－４競合ＥＬＩＳＡでは、ＡＥ１２－１、ＡＥ１２－４
およびＡＥ１２－６のみが、ＢＭＰ－２／ＢＭＰ－４に対するｈＲＧＭａの結合を遮断し
た。
【０２９７】
　細胞ベースの結合アッセイにおいて、神経細胞に対するｈＲＧＭａの結合を遮断する能
力について、ＰＲＯ融合ｍＡｂをさらに試験した。ＭＳＤベースの細胞結合アッセイにお
いて、細胞をビオチン化ｈＲＧＭａ－Ｆｃと共に室温でインキュベートし、ストレプトア
ビジン－スルホ－タグによってｈＲＧＭａの結合を検出したところ、ＡＥ１２－１および
ＡＥ１２－６のみが、ｈ５Ｆ９．２３と同様に、ヒトＳＨ－ＳＹ５Ｙ神経細胞に対するｈ
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ＲＧＭａの結合を遮断した（表３）。
【０２９８】
　しかしながら、ハイコンテントスクリーニング（ＨＣＳ）アッセイにおいて、細胞をｈ
ＲＧＭａ－Ｆｃと共に３７℃でインキュベートし、Ｃｙ３標識抗Ｆｃ　ＡｂによってｈＲ
ＧＭａの結合を検出し、ハイコンテント蛍光画像分析（ｈｉｇｈ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｉｍａｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）で計算したところ、ＰＲＯ融合抗
体の中でＡＥ１２－６のみが、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ神経細胞およびラット海馬一次ニューロン
の両方に対するＲＧＭａの結合に対して強い阻害を示した（表３、図１３）。図１３にも
示されているように、ナイーブヒトｓｃＦｖ酵母ライブラリ由来の抗体であるＡＥ１２－
１５およびＡＥ１２－２３は、細胞に対するｈＲＧＭａの結合を阻害した。
【０２９９】
　Ｋｏｒｃｈｙｎｓｋｙｉおよびｔｅｎ　Ｄｉｊｋｅ（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２００
２，２７７：４８８３）によって記載されている配列に基づいて、オーバーラップオリゴ
を使用してＢＭＰ応答配列（ＢＲＥ）を構築し、基本的なルシフェラーゼレポーターベク
ターｐＧＬ４．２７［ｌｕｃ２Ｐ／ｍｉｎＰ／Ｈｙｇｒｏ］（Ｐｒｏｍｅｇａ）にクロー
ニングして、ＢＲＥルシフェラーゼレポーター構築物を作製した。ＲＧＭファミリーメン
バー（ＲＧＭａ、ＲＧＭｂおよびＲＧＭｃ）は、ＢＭＰシグナル伝達の共受容体である。
ＢＭＰレポータープラスミドおよびＲＧＭａまたはＲＧＭｃ発現プラスミドで２９３ＨＥ
Ｋ細胞をコトランスフェクトすることによって、ＲＧＭａおよびＲＧＭｃ　ＢＭＰレポー
ターアッセイの両方を確立し、ＲＧＭａおよびＲＧＭｃに対する中和活性について、ｍＡ
ｂをスクリーニングするのに使用した。ＲＧＭａ　ＢＭＰレポーターアッセイでは、ＡＥ
１２－１およびＡＥ１２－６がＲＧＭａ活性を中和したが、このことは、ＭＳＤベースの
細胞結合アッセイからのデータと一致している（表３）。ＲＧＭｃ　ＢＭＰレポーターア
ッセイでは、ＡＥ１２－６はＲＧＭｃ活性を中和したのに対して、ＡＥ１２－１はＲＧＭ
ｃ活性を中和しなかった。従って、ＡＥ１２－１は、ＲＧＭａに対して特異的な中和ｍＡ
ｂである。
【０３００】
　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ神経細胞を用いたケモタキシスアッセイにおいて、ＲＧＭａを中和する
能力について、ＰＲＯ融合ｍＡｂをさらに試験した。このアッセイでは、ＲＧＭａは反発
性分子として作用して、細胞のケモタキシスを阻害する。ＡＥ１２－１は、ｈＲＧＭａに
対する強い中和活性を示した（表３）。ＡＥ１２－４およびＡＥ１２－６は、いくらかの
中和活性を示した。
【０３０１】
　ヒトＳＨ－ＳＹ５Ｙ神経細胞を用いた神経突起伸長アッセイにおいて、ＡＥ１２－１を
試験した。このアッセイでは、全長またはＮ末端断片のいずれかのＲＧＭａが、神経突起
の伸長を阻害する。ＲＧＭａ　ＢＭＰレポーターアッセイおよびケモタキシスアッセイに
おける機能活性と一致して、ＡＥ１２－１は、全長ｈＲＧＭａまたはＮ末端断片のいずれ
かに対する強い中和活性を示した（表３）。
【０３０２】
　ｈＲＧＭｃならびにヒト、カニクイザル（ｃｙｎｏ）およびラットＲＧＭａに対するＡ
Ｅ１２－１のＢＩＡｃｏｒｅ分析により、ＡＥ１２－１はｈＲＧＭｃに結合しなかったが
、ヒト、カニクイザルおよびラットＲＧＭａに対して同程度の親和性で優れた交差反応性
を示したことが実証された。表４を参照のこと。
【０３０３】
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【０３０４】
　表３に関して、「ａＮｅｇ」は、ドットブロッティングで試験したすべての断片との結
合がネガティブであることに対応する。「ｂＭＳＤ」は、ストレプトアビジン－スルホ－
タグと複合体化したビオチン化ｈＲＧＭａ－Ｆｃを使用して、細胞と共に室温（ＲＴ）で
インキュベートしたことに対応する。「ｃＨＣＳ」は、Ｃｙ３標識抗Ｆｅ　Ａｂと複合体
化したｈＲＧＭａ－Ｆｃを使用して、細胞と共に３７℃でインキュベート（ｉｎｂａｔｉ
ｏｎ）したことに対応する。「ｄＡＥ１２－１」は、ＭＳＤによってＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞
に対するビオチン－ＲＧＭａ－Ｆｃの結合が阻害されたのとは対照的に、細胞に対するＲ
ＧＭａ－Ｆｃの結合が劇的に増強したことに対応する。「ｅ？」は、ＡＥ１２－７の不確
定データに対応する。「ＡＥ１２－４」－ケモタキシスアッセイにおけるＡＥ１２－４の
濃度は、中和活性と逆相関している。
【０３０５】
　ＢＭＰ応答レポーターアッセイでは、ＲＧＭａまたはＲＧＭｃが、ＢＭＰと相互作用す
ることによってＢＭＰシグナル伝達を増強するところ、配列番号１および５を含む抗体（
ＡＥ１２－１）は、ＲＧＭａ活性を遮断したがＲＧＭｃ活性を遮断せず、このことは、Ｒ
ＧＭａに対するこの機能的拮抗作用および結合特異性と一致している。
【０３０６】
　図１３および１４は、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞およびラット海馬一次ニューロンの生細胞結
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示すものである。Ｆｃタグ付ＲＧＭａおよびＣｙ３標識抗Ｆｃ抗体を４℃で６０分間複合
体化し、続いて、この複合体を遮断抗体と共に室温で１０分間インキュベートする。次い
で、ＲＧＭａ－Ｃｙ３＋抗体複合体をＨｏｅｃｈｓｔｓ３３３４２と共に細胞に３７℃で
３０分間にわたって追加して、細胞に結合させる。次いで、細胞を培養培地で２回洗浄し
、ＰＦＨで固定する。ＢＤ　Ｐａｔｈｗａｙで細胞のイメージングを実施し、Ｄｅｆｍｉ
ｅｎｓ　Ａｒｃｈｉｔｅｃｔソフトウェアで画像を分析する。
【０３０７】
　上述のように、ＡＥ１２－６、ＡＥ１２－１５およびＡＥ１２－２３は、ＳＨ－ＳＹ５
Ｙ細胞および一次ニューロンに対するＲＧＭａの結合を遮断した。図１３を参照のこと。
ＨＣＳアッセイでは、ＡＥ１２－１は、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞に対するＲＧＭａの結合を阻
害しなかった。図１４を参照のこと。最高濃度のＡＥ１２－１は細胞に対するＲＧＭａ－
Ｆｃの結合を増強したのに対して、より低濃度では、このレベルは対照ＲＧＭａ結合レベ
ルと同等であった。このことは、ＭＳＤ（ＭＳＤは、ストレプトアビジン－スルホ－タグ
と複合体化したビオチン化ｈＲＧＭａ－Ｆｃを使用して、細胞と共に室温でインキュベー
トしたことに対応する。）によって、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞に対するビオチン－ＲＧＭａ－
Ｆｃの結合が阻害されるのとは対照的である。ＭＳＤとＨＣＳアッセイとの間の差は、異
なるアッセイ条件に起因し得る。
【０３０８】
　図１５は、神経突起伸長アッセイにおける、ＲＧＭａ反発性に対するｒ５Ｆ９（対照）
、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－６の中和作用を示す。ポリ－ｌ－リシンでコーティング
した９６ウェルイメージングプレート上に、１ウェルあたり６５００個のラット海馬一次
ニューロンをプレートした。抗ＲＧＭａ抗体と組み合わせて、配列番号６５の４７位から
１２７位のＲＧＭａ断片（配列番号１３９）で細胞を２４時間治療した。細胞を固定し、
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅの神経突起伸長キットプロトコールを使用してＢＩＩＩ－チューブリ
ンで染色した。ＢＤ　Ｐａｔｈｗａｙで画像を取得し、Ｄｅｆｉｎｉｅｎｓ　Ａｒｃｈｉ
ｔｅｃｔで分析して、ニューロン１個あたりの神経突起伸長を測定した。
【０３０９】
　［実施例３］
　抗体変異体および結合データ
　表４は、ＡＥ１２－１　ＶＬ　ＣＤＲ３（配列番号８）のＣｙｓ残基を置換することに
よって、改善されたｈＲＧＭａ親和性を有する変異体を作製することができることを示す
。配列番号６７から７３を参照のこと。例えば、表４を参照すると、抗体クローンＡＥ１
２－１－Ｙは少なくとも１０倍増加したｈＲＧＭａ親和性を示し、ＡＥ１２－１－Ｆは５
倍増加したｈＲＧＭａ親和性を示した。他のものは、親のＡＥ１２－１と同程度の親和性
を示した。すべての変異体が、ＭＳＤベースの細胞結合アッセイでは、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細
胞に対するｈＲＧＭａの結合を遮断し、ＢＭＰレポーターアッセイではＲＧＭａ活性を中
和したがＲＧＭｃ活性を中和せず、予備処方研究では高い熱安定性および優れた溶解性を
示した。
【０３１０】



(88) JP 6722324 B2 2020.7.15

10

20

30

40

50

【表７】

【０３１１】
　［実施例４］
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　神経突起伸長
　図１、２および１５に示されているように、ＡＥ１２－１は、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞およ
びラット海馬一次ニューロンで示されているように全長ｈＲＧＭａおよびｈＲＧＭａ断片
を完全に中和した。ここに示されているように、このｈＲＧＭａ断片は、配列番号６５の
アミノ酸４７から１２７に対応する：
【０３１２】
【化４】

【０３１３】
　ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１変異体の作用を評価するために、さらなる神経突起伸
長実験を実施した。これらの抗体は、配列番号１および５または２から４および６から８
を含み、配列番号８のＣｙｓ残基が別のアミノ酸に置換されているか、または配列番号５
の９１位のＣｙｓ残基が別のアミノ酸に置換されている（即ち、ＡＥ１２－１－Ｆ、ＡＥ
１２－１－Ｈ、ＡＥ１２－１－Ｌ、ＡＥ１２－１－Ｖ、ＡＥ１２－１－Ｉ、ＡＥ１２－１
－ＫおよびＡＥ１２－１－Ｙ）。ＦＬ　ｈＲＧＭａで治療したＳＨ－ＳＹ５Ｙ細胞の神経
突起伸長に対する前記抗体による阻害（２４時間のインキュベート）が示されている図９
から１２を参照のこと。
【０３１４】
　［実施例５］
　インビボ研究
　図３および４に示されているように、ＡＥ１２－１は、病変部周囲（０から５００μｍ
）の網膜神経節細胞軸索の反発性成長を増強した（ｎ＝ラット３から５匹／群）。図３を
参照のこと。抗体ＡＥ１２－１は、病変からさらに離れた領域（５００から１０００μｍ
）への網膜神経節細胞軸索の反発性成長も増強した（ｎ＝ラット３から５匹／群）。
【０３１５】
　［実施例６］
　ラット視神経挫滅実験
　ＡＥ１２－１は、ラット視神経挫滅実験で活性であった。図８を参照のこと。雄性ウィ
スターラットの眼の２から４ｍｍ後ろに、片側視神経挫滅損傷を施した。ラットを６週間
経過観察し（８群、ｎ＝６）、抗体を１０ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇまたは０．１ｍｇ／
ｋｇのいずれかで週１回静脈内投与した。ｈＩｇＧ１対照を１０ｍｇ／ｋｇで週１回静脈
内投与した（ｎ＝ラット６匹）。ＡＥ１２－１治療ラットでは、再生線維は視神経挫滅損
傷を越えて成長することができたのに対して、対照抗体ｈＩｇＧ１治療ラットでは、再生
線維は、損傷を克服することができなかったため損傷部に蓄積した。図８を参照のこと。
【０３１６】
　［実施例７］
　モノクローナル抗体ＡＥ１２－１を用いたヒトＲＧＭａ（ｈＲＧＭａ）のエピトープマ
ッピング
　モノクローナル抗体ＡＥ１２－１について、エピトープマッピング研究を行った。デー
タにより、ＡＥ１２－１に対するエピトープは、ＲＧＭａのＮ末端領域に位置することが
示唆された。幾つかのｈＲＧＭａ構築物を用いて、ＡＥ１２－１に対するエピトープを決
定しようと試みた。これらの構築物には、以下のものが含まれていた：
　組換え生産したｐｅｌＢ－Ｍ－［ＲＧＭＡ（４７－１６８）］－６Ｈｉｓ（配列番号１
４８として開示されている「６Ｈｉｓ」）（エシェリキア・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ））。抗
原は、ＣｈｅｍＴａｇ＃１６２１１、Ｓ１００緩衝液、ｐＨ８、２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１
００ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＤＴＴ、１０％（ｖ／ｖ）グリセロール中、０．４１ｍｇ
／ｍＬである。この第１の抗原構築物の配列は、
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【０３１７】
【化５】

　である。
【０３１８】
　組換え生産した［ＩｇＫ－リーダー］－ＡｔｔＢｌ－［ｈＲＧＭＡ（４７－４２２）］
－ＡｔｔＢ２－ＭＹＣ－６Ｈｉｓ（配列番号１４８として開示されている「６Ｈｉｓ」）
、ＰＢＳ中０．８５ｍｇ／ｍｌ。この第２の抗原構築物の配列は、
【０３１９】

【化６】

　である。
【０３２０】
　組換え生産した［ＩｇＫ－リーダー］－ＡｔｔＢｌ－［ｈＲＧＭＡ（４７－１６８）］
－Ｘａ－［ｈＩｇＧ　Ｌ　Ｆｃ（２５７－４８１）］（哺乳動物構築物）、ＰＢＳ中１．
１８ｍｇ／ｍＬ。この第３の抗原構築物の配列は、
【０３２１】

【化７】

　である。
【０３２２】
　使用した抗原はすべて、ＲＧＭａ（４７－１６８）のアミノ酸配列を含有しており、配
列位置を特定するのに使用したナンバリングは、親タンパク質のナンバリングに対応する
。ｈＲＧＭａ（４７－１６８）の配列は、
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【０３２３】
【化８】

　である。
【０３２４】
　エピトープを切り出すのに使用した緩衝液は、以下のとおりであった：
　緩衝液Ａ：１００ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８；
　緩衝液Ｂ：１００ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８；
　緩衝液Ｃ：１００ｍＭ　ＮａＯＡｃ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ４；および
　緩衝液Ｄ：１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、ｐＨ８。
【０３２５】
　モノクローナル抗体を以下のように固定化した。２０ミリグラムのＣＮＢｒ活性化Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅビーズ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｕｐｐｓａｌａ　Ｓｗｅｄｅｎ）
を計量して３５μｍフリットのコンパクト反応カラム（ＵＳＢ　Ｃｏｒｐ．，Ｃｌｅｖｅ
ｌａｎｄ，ＯＨ）に入れ、２００μｌの１ｍＭ　ＨＣｌで３回洗浄し、続いて２００μｌ
の緩衝液Ａで３回洗浄した。
【０３２６】
　１０，０００　ＭＷＣＯ　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ　ｍｉｎｉ透析機器（Ｐｉｅｒ
ｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を使用して、約５から６ｎｍｏｌのＡＥ１２－１ｍＡｂ
溶液をＰＢＳに対して約４０分間透析して、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅに対する抗体の結合を妨
げるヒスチジン緩衝液を除去した。透析したｍＡｂ溶液を活性化樹脂に追加し、ロテータ
（Ｍｉｘ－Ａｌｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｕｂｅ　Ｍｉｘｅｒ，Ｔｏｒｒｅｙ　Ｐｉ
ｎｅｓ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｓａｎ　Ｍａｒｃｏｓ，ＣＡ）上、室温で４時間混合し
た。結合後、樹脂通過画分を収集し、樹脂を２００μｌの緩衝液Ａで３回洗浄した。樹脂
を２００μｌの緩衝液Ｄに懸濁し、室温で１時間回転させて、樹脂内の過剰結合部位をブ
ロッキングした。緩衝液Ｄ溶液を流し出し、樹脂を２００μｌの緩衝液Ｃおよび緩衝液Ｄ
で交互に合計で各３回洗浄した（低／高ｐＨ洗浄）。樹脂を２００μｌの緩衝液Ｂで３回
洗浄して、抗原にカップリングすることができる状態にした。
【０３２７】
　固定化ＡＥ１２－１モノクローナル抗体をｈＲＧＭａにカップリングした。コンパクト
反応カラム（ＣＲＣ）の３５μｍフリットを２００μｌの緩衝液Ｂで３回洗浄することに
よって、ＣＲＣを抗原カップリング用に調製した。抗体が結合した樹脂を穏やかに混合し
て樹脂を均一に再懸濁し、調製した各ＣＲＣに５０μｌの樹脂を入れた。樹脂を２００μ
ｌの緩衝液Ｂで３回洗浄した。総容量を少なくとも２００μｌとするのに十分な緩衝液Ｂ
を用いて、約１．５ｎｍｏｌのｈＲＧＭａ抗原を樹脂に追加した。抗原カップリングの前
に、３５００ＭＷＣＯ　Ｓｌｉｄｅ－Ａ－Ｌｙｚｅｒ　ｍｉｎｉ透析機器を使用して、エ
シェリキア・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）が産生した抗原をＰＢＳ緩衝液に対して約３０分間透
析して、抗原緩衝液からＤＴＴを除去した。ロテータ上で、抗原／樹脂混合物を室温で４
時間混合した。通過画分（ＦＴ）を収集し、樹脂を２００μｌの緩衝液Ｂで３回洗浄した
。
【０３２８】
　トリプシンおよびエンドプロテアーゼＡｓｐ－Ｎを使用して、エピトープを切り出した
。固定化抗体／抗原複合体を含有する樹脂を２００μｌの緩衝液Ｂに懸濁した。２０μｇ
のトリプシン（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）を含むバイアルを１００μｌの
再懸濁緩衝液（５０ｍＭ　ＨＯＡｃ）に０．２μｇ／μｌの濃度で溶解し、２μｇバイア
ルのエンドプロテアーゼＡｓｐ－Ｎ（Ｒｏｃｈｅ）を５０μｌの水に溶解した（０．０４
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μｇ／μｌ）。酵素：抗原を１：１００の比（ｗ／ｗ）にして、抗原の切断を実施した。
反応は、回転させながら室温で４から６時間進行させた。
【０３２９】
　消化後、ＦＴを収集し、樹脂を２００μｌの緩衝液Ｂで２回洗浄し（洗浄１および２）
、２００μｌの緩衝液Ａで洗浄し（洗浄３）、次いで２００μｌの緩衝液Ｂで洗浄した（
洗浄４）（各洗浄液は別個に収集）。２００μｌアリコートの２％ギ酸を３つ用いて、抗
体に結合した抗原ペプチドを樹脂から溶離し、各溶離液を別個に収集した（溶離１、２お
よび３）。エピトープ領域を決定するために、質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）によって溶
離１画分を分析した。
【０３３０】
　Ａｇｉｌｅｎｔ　６５１０　ＱＴＯＦ　ＭＳに接続したＣｈｉｐ　Ｃｕｂｅ（４０ｎＬ
濃縮カラム、７５μｍ×４３ｍｍ分析カラム、Ｃ８　ＺＯＲＢＡＸチップ）を備えるＡｇ
ｉｌｅｎｔ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，ＣＡ）１１００キャピラリーＨＰＬＣローディン
グポンプおよび１２００ｎａｎｏ－ＨＰＬＣ勾配ポンプを使用して、ＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ
／ＭＳ（陽イオン）によって、消化後に収集した溶離１画分を分析した。最大７μｌの注
入量を使用し、特定のＭＳシグナル基準を満たす上位３つのイオンについて、ＭＳ／ＭＳ
を実施した。
【０３３１】
　エピトープ切り出し画分（溶離１）の初回ＭＳ分析により、大きなペプチド種の存在が
示されたが、おそらくはジスルフィド結合ペプチドの存在により、予想タンパク質分解ペ
プチドとマッチしなかった。ジスルフィド結合を還元するために、希釈ＮａＯＨを使用し
て、１０μｌアリコートを約ｐＨ８にｐＨ調整し、ＭＳによる再分析前に、５ｍＭジチオ
スレイトール（ＤＴＴ）中、３７℃で３０分間還元した。幾つかの画分では、還元を達成
するのに変性を要したが、この場合、ＤＴＴの追加前に、アリコートを等容量の８Ｍ塩酸
グアニジン、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ８）で希釈した。
【０３３２】
　種々のｈＲＧＭａ構築物にカップリングしたＡＥ１２－１ｍＡｂの酵素消化物の溶離１
画分すべてをＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ分析することにより、分子量範囲が８．５から１
２ｋＤａである幾つかの大きなペプチド種の存在が示された。大きな種の質量および断片
化は、ペプチドを同定するのに十分ではなかった。エピトープペプチドを同定するために
は、ジスルフィド結合の還元が必要であった。すべての場合において、ペプチドのＭＳシ
グナル強度は還元後に有意に減少し、変性剤の存在下で還元しない限り検出不可能な場合
もあった。
【０３３３】
　ＤＴＴで溶離１画分を還元した後、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによってこの画分を再分析した。
エシェリキア・コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）が産生したｈＲＧＭａを使用した切り出し実験では
、イオンクロマトグラムで観察されたピークのほとんどが単一荷電種であり、多くは、ポ
リマーまたは他の添加物関連のものであった。使用したｈＲＧＭａ構築物関連のものとし
て、２つのペプチドを同定した。図５を参照のこと。第１は、モノアイソトピック分子量
が２４２０．２Ｄａのペプチドであった。このペプチドの分子量、およびＭＳ／ＭＳスペ
クトルで観察されたわずかな断片の質量（示さず）は、配列ＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳ
ＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（ｈＲＧＭａ４７－６９）（配列番号７９）と一致するが、アサイ
ンメントは酵素特異性と矛盾していた。モノアイソトピック分子量が２５５１．２Ｄａの
第２のエピトープペプチド候補は、配列ＭＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰ
ＡＳ（配列番号８０）と一致したわずか２から３つの同定可能なＭＳ／ＭＳ断片を示した
。酵素特異性は、一致していなかった；しかしながら、出発抗原の分子量は配列全体の計
算質量とマッチしなかったので、抗原はＮ末端の不均一性を有する可能性があり、これが
、明らかに矛盾した酵素特異性の原因であろう。
【０３３４】
　第２の抗原構築物を使用したところ、ＤＴＴ還元後のＭＳスペクトルではペプチドを観
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察することができなかった。変性条件下における還元後のＭＳ分析により、単一荷電バッ
クグラウンドイオンの中のペプチドが明らかになった。変性および還元したＥ１画分にお
いて、抗原由来の４つのペプチドを同定した。第１の抗原関連ペプチドは、２７６３．３
Ｄａのモノアイソトピック分子量を有しており、ＭＳ／ＭＳ断片化と同様に、配列ＫＡＧ
ＳＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（配列番号８１）（４つのさらなる
Ｎ末端残基を有するｈＲＧＭａ４７－６９）と一致した。このペプチドに関連するスペク
トルを図６に示す。同じスペクトルにおける非常に低強度のペプチドシグナル（分子量（
ＭＷ）２８７８．４Ｄａ；ｍ／ｚ７２０．８４で＋４、図６ではアスタリスクでマークさ
れている。）は、配列ＫＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＰＡＳＤ（
配列番号８２）と一致した。図７に示されている分子量（ＭＷ）２６３５．２のペプチド
は、配列ＡＧＳＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＰＡＳ（配列番号９０）と
一致した。図７ではアスタリスクでマークされているｍ／ｚ６８８．８２（最も多い同位
体、＋４荷電状態）のさらなるペプチドは、分子量（ＭＷ）２６３５．２のペプチドと共
に共溶出した。この低強度の成分で得られた限定的なＭＳ／ＭＳデータは、配列ＡＧＳＰ
ＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＰＡＳＤ（配列番号８３）（分子量（ＭＷ）
２７５０．３Ｄａ）と一致した。
【０３３５】
　ＡＥ１２－１を用いてエピトープを確認しようとして、第３のｈＲＧＭａ構築物を使用
した。ＤＴＴを還元した溶離１画分では、非常にわずかな還元が観察されたが、他の抗原
構築物からの結果と一致して、ｈＲＧＭａ抗原関連のものとして１つのペプチドを同定し
た。このペプチドはｍ／ｚ６９１．６０（＋４荷電状態）で観察され、モノアイソトピッ
ク分子量は２７６２．４Ｄａである。このペプチドについて得られた限定的なＭＳ／ＭＳ
データ（示さず）は、配列がＴＫＬＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（
配列番号８４）であることを示唆している。ＭＳスペクトルで観察された他のペプチドで
あって、ｈＲＧＭａ（４７－１６８）の領域に関連するものと決定することができたペプ
チドには、ＤＳＰＥＩＣＨＹＥＫ（配列番号８５）；ＧＤＬＡＹＨＳＡＶＨＧＩＥ（配列
番号８６）；ＤＬＡＹＨＳＡＶＨＧＩＥ（配列番号８７）；およびＤＤＴＰＥＦＣＡＡＬ
Ｒ（配列番号８８）が含まれていた。
【０３３６】
　ＡＥ１２－１に結合したｈＲＧＭａのエピトープ切り出し実験からの溶離１画分（トリ
プシン／Ａｓｐ－Ｎ消化）では、３つの抗原構築物から、ペプチドｈＲＧＭａ（４７－６
９）を同定した。ＡＥ１２－１を用いてｈＲＧＭａエピトープとして同定したペプチドは
、ＰＣＫＩＬＫＣＮＳＥＦＷＳＡＴＳＧＳＨＡＰＡＳ（ｈＲＧＭａ４７－６９）（配列番
号７９）である。
【０３３７】
　［実施例８］
　毒性研究
　肝細胞における鉄蓄積、および脾臓における鉄の減少は、ＲＧＭｃ中和に起因し得るの
で、本明細書に記載されるＲＧＭａ選択的モノクローナル抗体のトキシコキネティクスお
よび忍容性を研究した。研究では、ＲＧＭａ選択的モノクローナル抗体をスプラーグドー
リーラットに投与すると、肝細胞における鉄蓄積、および脾臓における鉄の枯渇が起こら
ないと予想される。
【０３３８】
　［実施例９］
　ＲＧＭａ選択的モノクローナル抗体ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１Ｙは、ヒト化モノ
クローナル抗体５Ｆ９と同様に、視神経損傷ラットモデルにおいて、挫滅損傷した視神経
軸索の再生を誘導する
　視神経挫滅（「視神経損傷」とも称される。）モデルは、視神経線維の再生を刺激し、
網膜神経節細胞の大規模な細胞死を軽減する種々の物質を試験するための動物モデルを提
供する。
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【０３３９】
　Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ（Ｄ）Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｇｅｒｍａｎｙ）から
入手した成体の雄性ウィスターラットで実験を行った。餌および水を自由に利用すること
ができる１２：１２時間明暗周期の単一ケージで、動物を維持する。視神経挫滅は常に、
内容が参照により本明細書に組み込まれるＰ．Ｍｏｎｎｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉ．，３１：１０４９４－１０５０５（２０１１）に記載されている最低限の
前方手術によって左眼のみに施し、ヒトの前方視力手術法に従う。手術前および手術中に
、セボフルラン（Ａｂｂｏｔｔ　ＧｍｂＨ　Ｃｏ．＆ＫＧ，Ｄｅｌｋｅｎｈｅｉｍ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）を使用して吸入麻酔によって実験動物を麻酔し、四肢に締め付け金具および
粘着テープを使用することによって手術台上に固定する。動物を加温パッド上に載せるこ
とによって、体温の低下を防止する。ラット視神経の前方挫滅手術では、靱帯および結合
組織から左眼を慎重に分離する。最初の段階として、眼の外周コーナにおける隣接組織に
、顕微手術による切れ込み（２から３ｍｍ）を施す。次の段階として、鉗子１丁を使用し
て眼筋および涙腺を当該部位に移動させ、これをスペアリングすることによって、視神経
を曝露させる。さらなる段階として、マイクロ剪刀を使用することによって髄膜を縦方向
に切開して、視神経を曝露させた。この結果、眼がより大きく移動可能になり、眼を外旋
させて左視神経に接触することができる。一定の最大圧力を１０から２０秒間提供するた
めに、鉗子セット１丁を使用して、眼の約１から３ｍｍ後ろにおいて、視神経を損傷する
。眼への血管供給を損傷しないように特に注意する。
【０３４０】
　低侵襲手術の後、体温を制御するために、動物が動き始めるまで、保温器上に置いたク
リーンケージ内のペーパータオル上に動物を置く。細菌感染および強膜の乾燥を防ぐため
に、抗生物質（Ｇｅｎｔａｍｙｔｒｅｘ，Ｄｒ．Ｍａｎｎ　Ｐｈａｒｍａ）を含有する軟
膏を眼に塗布する。
【０３４１】
　手術直後の術後疼痛治療のために、カルプロフェン（Ｒｉｍａｄｙｌ、５ｍｇ／ｋｇ）
を腹腔内適用し、その後は３日間にわたって１日２回腹腔内適用する。すべての動物が生
存し、麻酔および手術から回復したことを確認するために、手術直後の数時間およびその
後２から４日間にわたって、動物を観察および調節管理する。
【０３４２】
　上記の修正前方視神経挫滅法は、後眼部からの標準的な視神経挫滅法と比較して大きな
利点を有する。具体的には、本明細書に記載される手法では、縫合を必要とする大きな開
放創が生じず、非常に小さな創傷の感染リスクが有意に減少する。加えて、挫滅に必要な
時間がより少ない結果として（上記前方方法は、当技術分野において公知の後方方法より
も約３倍速い。）、動物の苦痛が軽減され、従ってストレスが軽減される。また、動物が
苦しめられる痛みの程度が有意に軽減し、動物はより多い割合ではるかに早く回復する。
【０３４３】
　抗体の全身投与
　抗体の全身送達については、ヒト化ＲＧＭａおよびＲＧＭｃ－遮断５Ｆ９抗体（ｈ５Ｆ
９）（ｎ＝動物８匹）（ヒト化抗体５Ｆ９は、内容が参照により本明細書に組み込まれる
米国特許出願公開第２０１０／００２８３４０号明細書に記載されている。）、本明細書
に記載されるＲＧＭａ選択的ヒト抗体ＡＥ１２－１、および同様に本明細書に記載される
近縁のＲＧＭａ　ｍＡｂ　ＡＥ１２－１Ｙ、およびヒト同位体対照抗体（ｈＩｇＧ）（ｎ
＝動物８匹）を用いて、雄性ウィスターラットを全身静脈内（ｉｖ）治療した。１０ｍｇ
／ｋｇの投与抗体をラットに週１回静脈内注射し、視神経挫滅直後に注射を開始した。す
べてのラットに５回注射し、挫滅損傷の６週間後に動物を安楽死させた。実験は盲検化さ
れており、組織の単離、加工、切片の調製および定量分析は、それぞれの内容が参照によ
り本明細書に組み込まれるＰ．Ｍｏｎｎｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
，３１：１０４９４－１０５０５（２０１１）およびＫｏｅｂｅｒｌｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｎ
ｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，１６９：４９５－５０４（２０１０）に記載されているように
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行った。ラット視神経の合成画像を作成し、挫滅部位を特定し、５００μｍにわたって挫
滅部位を越えて伸長しているＧＡＰ－４３陽性線維を計数した。図１６に示されているよ
うに、３つのＲＧＭａ抗体－ｈ５Ｆ９、ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１Ｙはすべて、ｈ
ＩｇＧで治療した対照動物とは対照的に、挫滅部位を越えて有意な再生成長を誘導した。
【０３４４】
　［実施例１０］
　ＲＧＭａ選択的モノクローナル抗体ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１Ｙは、ヒト化抗体
５Ｆ９と同様に、変性から網膜神経線維束（ＲＮＬＦ）を保護する
　ＲＮＬＦ変性の保護を観察するために、新たなラボラトリーアッセイ法を使用した。こ
の方法は、視神経挫滅を有するラットであって、抗体５Ｆ９、ＡＥ１２－１、ＡＥ２－１
Ｙおよび対照抗体ヒトＩｇＧで全身治療したラットの眼の成体ラット網膜を移植および分
析することに基づいている。この方法は、Ｐ．Ｍｏｎｎｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｎｅｕ
ｒｏｓｃｉ．，３１：１０４９４－１０５０５（２０１１）およびＫｏｅｂｅｒｌｅ　ｅ
ｔ　ａｌ，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，１６９：４９５－５０４（２０１０）．Ｐ．Ｍｏ
ｎｎｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，３１：１０４９４－１０５０５（２
０１１）およびＫｏｅｂｅｒｌｅ　ｅｔ　ａｌ，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，１６９：４
９５－５０４（２０１０）によって記載されている方法を改変したものである。１０ｍｇ
／ｋｇの投与抗体を、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）から入手した成体雄性ウィスターラットに週１回静脈内注射し、視神経挫滅直
後に注射を開始した。すべてのラットに５回注射し、挫滅損傷の６週間後に動物を安楽死
させた。
【０３４５】
　網膜の調製および免疫蛍光染色：
　セボフルラン（８％；Ａｂｂｏｔｔ　ＧｍｂＨ　Ｃｏ．＆ＫＧ，Ｄｅｌｋｅｎｈｅｉｍ
，Ｇｅｒｍａｎｙ）で動物を深麻酔し、この直後に胸郭を切開することによって屠殺し、
４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）溶液を左心室に通して灌流した。結合組織を調整し
て眼を解剖し、網膜の調製を行うまで４％ＰＦＡ中に入れた。
【０３４６】
　ハンクス平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ、マグネシウムおよびカルシウムフリー；Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ，＃１４１７００７０）中で、網膜の調製を実施した。ピンセットによって眼
を結合組織に固定し、角膜周辺の強膜に丸い切れ込みを作った。網膜の半球に４地点で切
れ込みを入れ、切開し、グレーニトロセルロース膜（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，＃１３００６
－５０－Ｎ）上に広げた。必要な場合は、網膜を載せた膜を５から１０秒間空気乾燥した
。その後、免疫蛍光染色を実施するまで、膜上の網膜を＋４℃の１０％中性リン酸緩衝ホ
ルムアルデヒド溶液（ｐＨ７．３；Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，＃Ｆ／１５２
０／２１）に入れた。染色は、下記プロトコールに従って実施する。
【０３４７】
　網膜調製物をＴＢＳで洗浄し、続いて、５％ＢＳＡ、１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００のＴ
ＢＳ溶液で３０分間にわたってブロッキングおよび透過処理し、次いで、ＴＢＳで再度洗
浄した。一次抗体、即ち、モノクローナルＡｂ　ＴＵＪ－１（マウス抗βＩＩＩチューブ
リンＡｂ、ＡｂＣａｍ，＃ａｂｌ４５４５；１：５００希釈、ＴＢＳ中、５％ＢＳＡ）を
暗所、室温で１時間追加し、続いてＴＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄した。次に、
二次抗体、即ち、ロバ抗マウスＣｙ３（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ
（Ｄｉａｎｏｖａ）７１５－１６５－１５１、１：１０００希釈）およびビスベンズイミ
ド（５０μｇ／ｍｌ　１：１００希釈、ＴＢＳ中、５％ＢＳＡ）を暗所、室温で１時間追
加し、続いてＴＢＳ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄し、続いて脱塩Ｈ２Ｏで洗浄した。
次いで、調製物をＦｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔＧでマウントし、暗所に＋４℃で保存した。
【０３４８】
　眼の網膜神経線維束（ＲＮＦＬ）に対するＲＧＭａ抗体の保護効果の定量分析
　Ａｘｉｏｖｉｓｉｏｎソフトウェアを使用して、各網膜の無作為に選択した画像（ｎ＝
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１２）を選択し、各画像について神経線維数を決定した。これらの実験では、各群：ｈ５
Ｆ９　ＭＡｂ群、ｈＩｇＧ対照ＭＡｂ群ならびにＡＥ１２．１およびＡＥ１２－１Ｙ　Ｍ
Ａｂ群について、視神経を挫滅した５から８つの網膜を使用した。ＧｒａｐｈＰａｄ　ｐ
ｒｉｓｍプログラムを使用して、データ分析および統計分析を実施した。
【０３４９】
　結果を図１７に示す。具体的には、本発明のＲＧＭａ抗体で全身治療した動物の網膜で
は、神経線維束の数が、ｈＩｇＧ対照抗体で治療した動物と比較して有意に多いことが観
察される。
【０３５０】
　［実施例１１］
　ＲＧＭａ抗体は、限局性脊髄実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）モデルにおいて、機
能回復を促進する
　Ｋｅｒｓｃｈｅｎｓｔｅｉｎｅｒら（Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１６４：１４５５－６
９，２００４）は、大きな炎症性病変が脊髄、脳および視神経で無作為に広がらないが、
脊髄または他の脳領域のいずれかでこれを選択的に誘発することができる限局性局所ＥＡ
Ｅモデルを開発した。この限局性または標的化ＥＡＥモデルを使用して、ＭＳ脊髄病変に
よく似た大きな炎症性病変を脊髄後索で誘発して、皮質脊髄路を侵す。このモデルでは、
ミエリンタンパク質ＭＯＧでラットを最初に免疫感作する。免疫感作の２から３週間後、
ＭＯＧ抗体の力価を測定し、免疫反応が陽性の動物にサイトカイン混合物（２５０ｎｇの
ＴＮＦα、１５０ＵのＩＦＮｇ）を胸部レベル８（ｔｈｏｒａｃｉｃａｌ　ｌｅｖｅｌ　
８）（Ｔ８）に局所注射した。サイトカイン注射後１週間以内に、ラットは後肢の運動障
害を発症し、尾の麻痺および歩行障害は、ＥＡＥスコア２．５に達した。サイトカイン注
射の４週間後、このスコアは、ＥＡＥスコア１に改善した（Ｋｅｒｓｃｈｅｎｓｔｅｉｎ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１６４：１４５５－６９，２００４）。
【０３５１】
　生理食塩水に溶解し、次いで７５μｌの不完全フロインドアジュバント（ＩＦＡ，Ｓｉ
ｇｍａ，＃Ｆ５５０６）で乳化したＭＯＧ（７５μｇ、１－１２５ａａ、ＢｌｕｅＳｋｙ
　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，ＭＡ）７５μｌを雌性ルイスラットに皮下注射
した。ＭＯＧ抗体の試料を分析するために、注射の直前およびその後７から８日毎に、動
物から血液試料を採取した。
【０３５２】
　ＭＯＧ免疫感作の２または３週間後、免疫感作したラットから血液を採取し、ＭＯＧ特
異的抗体を検出するために、ＥＬＩＳＡを実施した。免疫感作すると、免疫感作したラッ
トの９０％超において、ＭＯＧ抗体が誘導される。しかしながら、この系統では、ＭＯＧ
抗体の誘導は、いかなる疾患症候ももたらさなかった。２つの炎症性サイトカイン（ＴＮ
Ｆα、ＩＦＮｇ）を胸部レベル８（Ｔ８）の胸部脊髄に局所注射した後、ルイスラットは
運動障害のみを発症した。
【０３５３】
　サイトカイン注射のために、セボフルラン（８％；Ａｂｂｏｔｔ　ＧｍｂＨ　Ｃｏ．＆
ＫＧ，Ｄｅｌｋｅｎｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）でラットを吸入麻酔し、標準的な手順に
よって椎弓切除を実施した。具体的には、ラットの背中の皮膚を剃毛し、７０％エタノー
ルで消毒し、次いで剃毛領域をプロジンで拭き、メスを用いておおよそＴ３－４からＴ１
１－１２までに２から３ｃｍの切れ込みを作った。ファイン剪刀を用いて表面脂肪を筋肉
から分離し、脊椎に沿って正中線付近で片側から筋肉を切断した。Ｔ８とＴ９との間のギ
ャップを位置決定し、Ｔ８を隣接組織から除いた。マイクロドリルを使用して直径約１か
ら２ｍｍの丸い穴をＴ８に作り、小チップ鉗子（ｓｍａｌｌ　ｔｉｐｐｅｄ　ｆｏｒｃｅ
ｐｓ）を使用して、骨膜および骨断片を除去した。次に、マイクロ剪刀を用いて硬膜を除
去し、ルアーチップ（ＬＴ）付１０μｌハミルトンシリンジに接続した非常に薄いガラス
キャピラリーであって、鉱油（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）を充填したガラスキャピラ
リーを用いて、定位注射を行った。
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【０３５４】
　自動注射器を使用して、３μｌのサイトカイン混合物を含むＰＢＳまたはＰＢＳのみを
微量のエバンスブルーと共にキャピラリーに充填した。Ｋｅｒｓｃｈｅｎｓｔｅｉｎｅｒ
ら（２００４）によって報告されているように、４倍高用量のＴＮＦα（１０００ｎｇ）
および同用量のＩＦＮγ（１５０Ｕ）を使用した。ビヒクルまたは対照治療ラットでは、
４倍高用量は、回復過程を有意に延長させた。
【０３５５】
　次の段階では、ガラスキャピラリーを深さ０．７ｍｍまで挿入し、自動注射器を使用し
て５分間にわたって、２μｌのサイトカイン混合物を（Ｔ８）の脊髄中央に注射した。リ
ドカインを適用し、傷口を縫合した後、ラットを鎮痛薬Ｒｉｍａｄｙｌで治療した（手術
直後、およびさらに３から４日間にわたって毎日）。次いで、クリーンケージ（ｃｌｅａ
ｎ　ｐａｇｅ）内のペーパータオル上にラットを置き、これらが覚醒するまで保温した。
【０３５６】
　ラットは、サイトカイン注射後１週間以内に最初の症候を発症した。サイトカイン適用
後７日目または８日目に、抗体治療を開始した。ｈＩｇＧ対照抗体および幾つかの異なる
ＲＧＭａ抗体（即ち、ＡＥ１２－１、ＡＥ１２－１Ｙおよびヒト化５Ｆ９．２３（米国特
許出願公開第２０１０／００２８３４０号明細書に記載されているｈ５ｆ９．２３））を
使用し、ラットを静脈内経路により週１回治療した。ＥＡＥのスコア化を毎日行って、ス
コアを記録した。実験を行う者は、異なる治療群について盲検化されていた。サイトカイ
ン投与の２７から２９日後に、動物を屠殺し、脊髄を単離し、以下のタンパク質：ＧＡＰ
－４３（再生マーカー）、ＣＤ６８（活性化小膠細胞およびマクロファージの炎症マーカ
ー）およびＭＰＢ（ミエリン塩基性タンパク質、再ミエリン化または保存ミエリン管（ｐ
ｒｅｓｅｒｖｅｄ　ｍｙｅｌｉｎ　ｔｒａｃｔｓ）のマーカー）の発現について分析した
。これらのマーカー領域を測定し、分析し、一元配置ＡＮＯＶＡおよびボンフェローニ有
意性検定を使用して統計的に評価した。図１８に示されているように、３つのＲＧＭａ抗
体はすべて、脊髄ｔＥＡＥモデルにおいて機能回復を促進した。
【０３５７】
　脊髄ｔＥＡＥモデルでは、ＲＧＭａ抗体はすべて、よく似た再生および神経保護刺激活
性を示した。ＲＧＭａ選択的抗体ＡＥ１２－１およびＡＥ１２－１Ｙは、ＲＧＭａおよび
ＲＧＭｃの両方を中和するｈ５Ｆ９．２３と比較して同様の活性を示した。ＲＧＭｃの中
和は、有効性に必要であるとは思われない。従って、限局性脊髄ＥＡＥモデルにおける３
つのＲＧＭａ　ｍＡｂすべての作用機序をより良く理解するために、抗体治療ラットの脊
髄の幾つかの連続切片において、幾つかのマーカーを評価したところ、ＡＥ１２－１Ｙ、
ＡＥ１２－１およびｈ５Ｆ９．２３は、再生領域（ＧＡＰ－４３）、再ミエリン化領域（
ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ））を増加させ、脊髄病変部位周辺の炎症性ＣＤ６８
（ＣＤ６８陽性）領域を減少させた（図１９を参照のこと）。
【０３５８】
　この脊髄ｔＥＡＥモデルにおけるこの抗体の活性用量を決定するために、ＲＧＭａ選択
的抗体ＡＥ１２－１Ｙ－ＱＬを試験した。具体的には、４つの異なる抗体用量（即ち、０
．０１、０．１、１、１０ｍｇ／ｋ）をラットに週１回全身静脈内（ＩＶ）投与した。Ａ
Ｅ１２－１Ｙ－ＱＬは、０．１、１および１０ｍｇ／ｋｇで有意な活性を示した（図２０
）。しかしながら、０．０１ｍｇ／ｋｇの用量は、有効性を示さなかった。
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