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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】患者の脳内のＡβのアミロイド沈着に関連する疾患の処置のための改善された薬
剤および方法を提供する。
【解決手段】（ｉ）特定の配列として示される１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変領域配
列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（ｉｉ）ヒトアクセプター免疫グロ
ブリン軽鎖配列からの可変フレームワーク領域を含んでなる、ヒト化免疫グロブリン軽鎖
。好ましい薬剤は抗体、例えばヒト化抗体を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）配列番号２として示される１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変領域配列からの可
変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（ｉｉ）ヒトアクセプター免疫グロブリン軽鎖
配列からの可変フレームワーク領域を含んでなる、ヒト化免疫グロブリン軽鎖。
【請求項２】
　少なくとも１個のフレームワーク残基がマウス１２Ａ１１軽鎖可変領域配列からの相応
するアミノ酸残基で置換され、ここで、該フレームワーク残基が
（ａ）抗原を直接非共有結合する残基、
（ｂ）ＣＤＲに隣接する残基、
（ｃ）ＣＤＲと相互作用する残基、および
（ｄ）ＶＬ－ＶＨ－界面に関与する残基
から成る群から選択される、（ｉ）配列番号２として示される１２Ａ１１免疫グロブリン
軽鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（ｉｉ）ヒトアクセ
プター免疫グロブリン軽鎖配列からの可変フレームワーク領域を含んでなる、ヒト化免疫
グロブリン軽鎖。
【請求項３】
　（ｉ）配列番号４として示される１２Ａ１１免疫グロブリン重鎖可変領域配列からの可
変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（ｉｉ）ヒトアクセプター免疫グロブリン重鎖
配列からの可変フレームワーク領域を含んでなる、ヒト化免疫グロブリン重鎖。
【請求項４】
　少なくとも１個のフレームワーク残基がマウス１２Ａ１１重鎖可変領域配列からの相応
するアミノ酸残基で置換されて、ここで、該フレームワーク残基が
（ａ）抗原を直接非共有結合する残基、
（ｂ）ＣＤＲに隣接する残基、
（ｃ）ＣＤＲと相互作用する残基、および
（ｄ）ＶＬ－ＶＨ－界面に関与する残基
から成る群から選択される、（ｉ）配列番号４として示される１２Ａ１１免疫グロブリン
重鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（ｉｉ）ヒトアクセ
プター免疫グロブリン重鎖からの可変フレームワーク領域を含んでなる、ヒト化免疫グロ
ブリン重鎖。
【請求項５】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも７０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして
同定される、請求項２の軽鎖。
【請求項６】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも８０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして
同定される、請求項２の軽鎖。
【請求項７】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも９０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして
同定される、請求項２の軽鎖。
【請求項８】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも７０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして
同定される、請求項４の重鎖。
【請求項９】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも８０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして
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同定される、請求項４の重鎖。
【請求項１０】
　ＣＤＲと相互作用する残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも９０％の配列同一性を共有
するネズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして
同定される、請求項４の重鎖。
【請求項１１】
　少なくとも１個のフレームワーク残基がマウス１２Ａ１１軽鎖可変領域配列からの相応
するアミノ酸残基で置換されており、ここで、該フレームワーク残基が、１２Ａ１１免疫
グロブリン軽鎖可変領域の三次元モデルの分析により同定される、軽鎖可変領域コンホメ
ーションまたは機能に影響できる残基である、（ｉ）配列番号２として示される１２Ａ１
１免疫グロブリン軽鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（
ｉｉ）ヒトアクセプター免疫グロブリン軽鎖配列からの可変フレームワーク領域を含んで
なる、ヒト化免疫グロブリン軽鎖。
【請求項１２】
　少なくとも１個のフレームワーク残基がマウス１２Ａ１１重鎖可変領域配列からの相応
するアミノ酸残基で置換されており、ここで、該フレームワーク残基が、１２Ａ１１免疫
グロブリン重鎖可変領域の三次元モデルの分析により同定される、重鎖可変領域コンホメ
ーションまたは機能に影響できる残基である、（ｉ）配列番号４として示される１２Ａ１
１免疫グロブリン重鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）、および（
ｉｉ）ヒトアクセプター免疫グロブリン重鎖からの可変フレームワーク領域を含んでなる
、ヒト化免疫グロブリン重鎖。
【請求項１３】
　フレームワーク残基が、抗原と相互作用できる残基、抗原結合部位に近位の残基、ＣＤ
Ｒと相互作用できる残基、ＣＤＲに隣接する残基、ＣＤＲ残基から６Å以内の残基、カノ
ニカル（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）残基、バーニアゾーン残基、鎖間充填残基、稀な残基、構
造モデルの表面上のグリコシル化部位残基から成る群から選択される、請求項１１の軽鎖
。
【請求項１４】
　フレームワーク残基が、抗原と相互作用できる残基、抗原結合部位に近位の残基、ＣＤ
Ｒと相互作用できる残基、ＣＤＲに隣接する残基、ＣＤＲ残基から６Å以内の残基、カノ
ニカル（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）残基、バーニアゾーン残基、鎖間充填残基、稀な残基、構
造モデルの表面上のグリコシル化部位残基から成る群から選択される、請求項１２の重鎖
。
【請求項１５】
　フレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従って軽鎖の位置２、４、３６、
３８、４０、４４、４６、４７、４８、４９、６４、６６、６８、６９、７１、８７およ
び９８から成る群から選択される少なくとも１個の位置で置換されている、請求項１１の
軽鎖。
【請求項１６】
　フレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従って重鎖の位置２、２４、２６
、２７、２８、２９、３７、３９、４５、４７、４８、６７、７１、７３、７８、９１、
９３、９４および１０３から成る群から選択される少なくとも１個の位置で置換されてい
る、請求項１２の重鎖。
【請求項１７】
　フレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従って重鎖の位置２４、２８、２
９、３７、４８、６７、７１、７３および７８から成る群から選択される位置で置換され
ている、請求項１２の重鎖。
【請求項１８】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも７０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして同定さ
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れる、請求項１１または１３の軽鎖。
【請求項１９】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも８０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして同定さ
れる、請求項１１または１３の軽鎖。
【請求項２０】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１軽鎖と少なくとも９０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン軽鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１軽鎖をモデルとして同定さ
れる、請求項１１または１３の軽鎖。
【請求項２１】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも７０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして同定さ
れる、請求項１２または１４の重鎖。
【請求項２２】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも８０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして同定さ
れる、請求項１２または１４の重鎖。
【請求項２３】
　フレームワーク残基が、１２Ａ１１重鎖と少なくとも９０％の配列同一性を共有するネ
ズミ免疫グロブリン重鎖の解明された構造に基づく１２Ａ１１重鎖をモデルとして同定さ
れる、請求項１２または１４の重鎖。
【請求項２４】
　請求項１、２、５～７、１１、１３、１５および１８～２０のいずれか一つの軽鎖、お
よび請求項３、４、８～１０、１２、１４、１６～１７および２１～２３のいずれか一つ
の重鎖を含んでなるヒト化免疫グロブリン、または該免疫グロブリンの抗原結合フラグメ
ント。
【請求項２５】
　ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に少なくとも１０－７Ｍの結合親和性で特異的に結
合する、請求項２４の免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメント。
【請求項２６】
　ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に少なくとも１０－８Ｍの結合親和性で特異的に結
合する、請求項２４の免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメント。
【請求項２７】
　ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に少なくとも１０－９Ｍの結合親和性で特異的に結
合する、請求項２４の免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメント。
【請求項２８】
重鎖イソタイプがγ１である、請求項２４の免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメント
。
【請求項２９】
　可溶性ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に結合する、請求項２４の免疫グロブリンま
たは抗原結合フラグメント。
【請求項３０】
　凝集性ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に結合する、請求項２４の免疫グロブリンま
たは抗原結合フラグメント。
【請求項３１】
　ベータアミロイドペプチド（Ａβ）のファゴサイトーシスを媒介する、請求項２４の免
疫グロブリンまたは抗原結合フラグメント。
【請求項３２】
　対象内の血液脳関門を通過する、請求項２４の免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメ
ント。
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【請求項３３】
　対象内のベータアミロイドペプチド（Ａβ）斑負荷を低下させる、請求項２４の免疫グ
ロブリンまたは抗原結合フラグメント。
【請求項３４】
　（ａ）ヒト化軽鎖が、配列番号２で示されるマウス１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変
ドメインの相応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を有する三つの相補性決定領域（
ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およびヒト軽鎖可変領域フレームワーク配列からの
可変領域フレームワークを含んでなり、ただしカノニカル残基、バーニア残基、充填残基
および稀な残基から成る群から選択される少なくとも１個のフレームワーク残基が、マウ
ス１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変領域フレームワークの等価位置内に存在する同一の
アミノ酸残基により占められており、そして
（ｂ）ヒト化重鎖が、配列番号４と称されるマウス１２Ａ１１免疫グロブリン重鎖可変ド
メインの相応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を有する三つの相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およびヒト重鎖可変領域フレームワーク配列からの可
変領域フレームワークを含んでなり、ただしカノニカル残基、バーニア残基、充填残基お
よび稀な残基から成る第二の群から選択される少なくとも１個のフレームワーク残基が、
マウス１２Ａ１１免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの等価位置内に存在する同
一のアミノ酸残基により占められており、
ここでヒト化免疫グロブリンがベータアミロイドペプチド（「Ａβ」）に少なくとも１０
－７Ｍの結合親和性で特異的に結合し、ここで１２Ａ１１免疫グロブリンが配列番号２で
示される可変ドメインを有する軽鎖および配列番号４で示される可変ドメインを有する重
鎖を有する、
ヒト化重鎖およびヒト化軽鎖を含んでなる、ヒト化免疫グロブリン。
【請求項３５】
　ヒト軽鎖可変領域フレームワークがカッパ軽鎖可変領域由来である、請求項３４のヒト
化免疫グロブリン。
【請求項３６】
　ヒト重鎖可変領域フレームワークがＩｇＧ１重鎖可変領域由来である、請求項３４のヒ
ト化免疫グロブリン。
【請求項３７】
　軽鎖可変領域フレームワークが、１２Ａ１１免疫グロブリンの軽鎖配列と少なくとも７
０％の配列同一性を有するヒト免疫グロブリン軽鎖由来である、請求項３４のヒト化免疫
グロブリン。
【請求項３８】
　重鎖可変領域フレームワークが、１２Ａ１１免疫グロブリンの重鎖配列と少なくとも７
０％の配列同一性を有するヒト免疫グロブリン重鎖由来である、請求項３４のヒト化免疫
グロブリン。
【請求項３９】
　ヒト化軽鎖がマウス１２Ａ１１重鎖の相応する相補性決定領域に同一性する相補性決定
領域を含んでなりそしてヒト化重鎖がマウス１２Ａ１１重鎖の相応する相補性決定領域に
一致する相補性決定領域を含んでなる、請求項３４のヒト化免疫グロブリン。
【請求項４０】
　配列番号２として示される１２Ａ１１可変軽鎖配列の相補性決定領域（ＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２およびＣＤＲ３）を含んでなるヒト化抗体。
【請求項４１】
　配列番号４として示される１２Ａ１１可変重鎖配列の相補性決定領域（ＣＤＲ１、ＣＤ
Ｒ２およびＣＤＲ３）を含んでなるヒト化抗体。
【請求項４２】
　マウス１２Ａ１１抗体からのＣＤＲに相応する相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んでなる
可変領域を含んでなる、ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に特異的に結合するヒト化抗
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体、またはその抗原結合フラグメント。
【請求項４３】
　配列番号６として示される可変軽鎖アミノ酸配列を有しそして配列番号８、配列番号９
および配列番号１０から成る群から選択される可変重鎖アミノ酸配列を有する、ヒト化免
疫グロブリン。
【請求項４４】
　配列番号２または配列番号４中に本質的に示される可変領域配列、およびヒト免疫グロ
ブリンからの定常領域配列を含んでなる、キメラ免疫グロブリン。
【請求項４５】
　請求項２４～４３のいずれか１項のヒト化免疫グロブリンの有効投与量を患者に投与す
ることを含んでなる、患者内のアミロイド疾患を予防または処置する方法。
【請求項４６】
　請求項２４～４３のいずれか１項のヒト化免疫グロブリンの有効投与量を患者に投与す
ることを含んでなる、患者内のアルツハイマー病を予防または処置する方法。
【請求項４７】
　ヒト化免疫グロブリンの有効投与量が少なくとも約１ｍｇ／ｋｇ（体重）である、請求
項４６の方法。
【請求項４８】
　ヒト化免疫グロブリンの有効投与量が少なくとも約１０ｍｇ／ｋｇ（体重）である、請
求項４６の方法。
【請求項４９】
　請求項２４～４３のいずれか１項の免疫グロブリンおよび製薬学的キャリヤを含んでな
る、製薬学的組成物。
【請求項５０】
　配列番号２のアミノ酸４３～５８、配列番号２のアミノ酸７４～８０および配列番号２
のアミノ酸１１３～１２１から成る群から選択される、配列番号２のフラグメントを含ん
でなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５１】
　配列番号２のアミノ酸４３～５８、配列番号２のアミノ酸７４～８０および配列番号２
のアミノ酸１１３～１２１を含んでなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５２】
　配列番号４のアミノ酸５０～５６、配列番号４のアミノ酸７１～８６および配列番号４
のアミノ酸１１９～１２８から成る群から選択される、配列番号４のフラグメントを含ん
でなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５３】
　配列番号４のアミノ酸５０～５６、配列番号４のアミノ酸７１～８６および配列番号４
のアミノ酸１１９～１２８を含んでなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５４】
　配列番号２のアミノ酸１～１３１を含んでなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５５】
　配列番号４のアミノ酸１～１３９を含んでなる、単離されたポリペプチド。
【請求項５６】
　配列番号２のアミノ酸１～１３１に少なくとも８５％同一性を有する、単離されたポリ
ペプチド。
【請求項５７】
　配列番号４のアミノ酸１～１３９に少なくとも８５％同一性を有する、単離されたポリ
ペプチド。
【請求項５８】
　ポリペプチドが少なくとも８６％同一性を有する、請求項５６または５７の単離された
ポリペプチド。
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【請求項５９】
　ポリペプチドが少なくとも８７％同一性を有する、請求項５６または５７の単離された
ポリペプチド。
【請求項６０】
　ポリペプチドが少なくとも８８％同一性を有する、請求項５６または５７の単離された
ポリペプチド。
【請求項６１】
　ポリペプチドが少なくとも８９％同一性を有する、請求項５６または５７の単離された
ポリペプチド。
【請求項６２】
　ポリペプチドが少なくとも９０％同一性を有する、請求項５６または５７の単離された
ポリペプチド。
【請求項６３】
　ポリペプチドが少なくとも９０％またはそれ以上の同一性を有する、請求項５６または
５７の単離されたポリペプチド。
【請求項６４】
　改変体が少なくとも１０７　Ｍ－１の結合親和性でベータアミロイドペプチド（Ａβ）
に特異的に結合する能力を保持する、該改変体が少なくとも１個の保存的アミノ酸置換を
含んでなる、配列番号２のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの改変体。
【請求項６５】
　改変体が少なくとも１０７　Ｍ－１の結合親和性でベータアミロイドペプチド（Ａβ）
への特異的結合を指定する能力を保持する、該改変体が少なくとも１個の保存的アミノ酸
置換を含んでなる、配列番号４のアミノ酸配列を含んでなる、ポリペプチドの改変体。
【請求項６６】
　請求項１、２、５～７、１１、１３、１５および１８～２０のいずれか１項の軽鎖をコ
ードする単離された核酸分子。
【請求項６７】
　請求項３、４、８～１０、１２、１４、１６～１７および２１～２３のいずれか１項の
重鎖をコードする単離された核酸分子。
【請求項６８】
請求項４６～６５のいずれか一項のポリペプチドをコードする単離された核酸分子。
【請求項６９】
　請求項２１～４４のいずれか１項の免疫グロブリンをコードする単離された核酸分子。
【請求項７０】
　配列番号１または３の核酸配列を含んでなる，単離された核酸分子。
【請求項７１】
　請求項６６～７０のいずれかの核酸分子を含んでなるベクター。
【請求項７２】
　請求項６６～７０のいずれかの核酸分子を含んでなる宿主細胞。
【請求項７３】
　前記請求項のいずれかの核酸分子によりコードされるポリペプチドを発現するトランス
ジェニック動物。
【請求項７４】
　ポリペプチドが動物の乳内に発現される、請求項７３のトランスジェニック動物。
【請求項７５】
　抗体またはフラグメントが産生されるような条件下で請求項７２の宿主細胞を培養しそ
して宿主細胞または培養物から該抗体を単離することを含んでなる、抗体、またはそのフ
ラグメントを産生する方法。
【請求項７６】
　配列番号２のアミノ酸４３～５８、配列番号２のアミノ酸７４～８０および配列番号２
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のアミノ酸１１３－１２１から成る群から選択される配列番号２のフラグメントを含んで
なる抗体または抗体フラグメントを産生する方法であって、該抗体または抗体フラグメン
トをコードする核酸分子を含んでなる宿主細胞を抗体または抗体フラグメントが産生され
るような条件下で培養し、そして宿主細胞または培養物から該抗体または抗体フラグメン
トを単離することを含んでなる、上記方法。
【請求項７７】
　配列番号４のアミノ酸５０～５６、配列番号４のアミノ酸７１～８６および配列番号４
のアミノ酸１１９－１２８から成る群から選択される配列番号４のフラグメントを含んで
なる抗体または抗体フラグメントを産生する方法であって、該抗体または抗体フラグメン
トをコードする核酸分子を含んでなる宿主細胞を抗体または抗体フラグメントが産生され
るような条件下で培養し、そして宿主細胞または培養物から該抗体または抗体フラグメン
トを単離することを含んでなる、上記方法。
【請求項７８】
　解明された免疫グロブリン構造に基づく１２Ａ１１可変領域の三次元構造をモデルとし
、そして置換されやすい残基が同定されるように、１２Ａ１１免疫グロブリン可変領域コ
ンホメーションまたは機能に影響できる残基について該モデルを分析することを含んでな
る、ヒト化１２Ａ１１免疫グロブリン可変フレームワーク領域内で置換されやすい残基を
同定する方法。
【請求項７９】
　１２Ａ１１免疫グロブリン、１２Ａ１１免疫グロブリン鎖、またはそのドメインの三次
元イメージの作成における、配列番号２もしくは配列番号４、またはそれらのいずれかの
部分として示される可変領域配列の使用。
【請求項８０】
　Ａβに特異的に結合する薬剤を患者に投与し、そしてＡβに結合した抗体を検出するこ
とを含んでなる、患者の脳内のアミロイド沈着をイメージする方法。
【請求項８１】
　薬剤が、配列番号２に示される軽鎖可変配列および配列番号４に示される重鎖可変領域
配列、または該抗体の抗原結合フラグメントを含んでなる抗体である、請求項８０の方法
。
【請求項８２】
　抗原結合フラグメントがＦａｂフラグメントである。請求項８０の方法。
【請求項８３】
　使用説明書を含む、請求項８０～８２のいずれか１項の方法によるイメージングのため
のキット。
【請求項８４】
　配列番号２のアミノ酸配列のＣＤＲを含んでなる免疫グロブリン軽鎖をコードする核酸
分子、および配列番号４のアミノ酸配列のＣＤＲを含んでなる免疫グロブリン重鎖をコー
ドする核酸分子を、該免疫グロブリン鎖が発現される条件下で、該患者内に有益な治療反
応が発生するように、アミロイド疾患を有する患者に投与することを含んでなる、該アミ
ロイド疾患を処置する方法。
【請求項８５】
　配列番号７のアミノ酸配列のＣＤＲを含んでなる免疫グロブリン軽鎖をコードする核酸
分子、および配列番号１０のアミノ酸配列のＣＤＲを含んでなる免疫グロブリン重鎖をコ
ードする核酸分子または配列番号１３～３１のいずれか一つのアミノ酸配列を、該免疫グ
ロブリンが発現される条件下で、該患者内に有益な治療反応が発生するように、アミロイ
ド疾患を有する患者に投与することを含んでなる、該アミロイド疾患を処置する方法。
【請求項８６】
　上記請求項のいずれかのヒト化免疫グロブリンの有効投与量を患者に投与することを含
んでなる、患者の脳内のＡβのアミロイド沈着と関連する疾患を予防または処置する方法
。
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【請求項８７】
　疾患が認知障害であることを特徴とする、請求項８６の方法。
【請求項８８】
　疾患がアルツハイマー病である、請求項８６の方法。
【請求項８９】
　疾患がダウン症候群である、請求項８６の方法。
【請求項９０】
　疾患が温和な認知障害である、請求項８６の方法。
【請求項９１】
　抗体がヒトイソタイプＩｇＧ１である、請求項８６の方法。
【請求項９２】
　疾患がヒトである、前記請求項のいずれかの方法。
【請求項９３】
　投与の後に抗体が患者内のアミロイド沈着に結合しそしてアミロイド沈着に対する除去
反応を誘導する、請求項８６～９２のいずれか一つの方法。
【請求項９４】
　除去反応がＦｃ受容体媒介ファゴサイトーシス反応である、請求項９３の方法。
【請求項９５】
　除去反応を監視することをさらに含んでなる、請求項９３または９４の方法。
【請求項９６】
　投与後に抗体が患者の可溶性Ａβに結合する、請求項８６～９２のいずれか１項の方法
。
【請求項９７】
　投与後に抗体が患者内の血清、血液または脳脊髄液中の可溶性Ａβに結合する、請求項
８６～９２のいずれか１項の方法。
【請求項９８】
　患者が無症候性である、請求項８６～９７のいずれか１項の方法。
【請求項９９】
　患者が年齢５０歳未満である、請求項８６～９８のいずれか１項の方法。
【請求項１００】
　患者がアルツハイマー病への罹患性を示す遺伝性危険因子を有する、請求項８６～９９
のいずれか１項の方法。
【請求項１０１】
　抗体の投与量が患者の体重ｋｇあたりに少なくとも１ｍｇである、請求項８６～１００
のいずれか１項の方法。
【請求項１０２】
　抗体の投与量が患者の体重ｋｇあたりに少なくとも１０ｍｇである、請求項８６～１０
０のいずれか１項の方法。
【請求項１０３】
　抗体が製薬学的組成物としてキャリヤと一緒に投与される、請求項８６～１０２のいず
れか１項の方法。
【請求項１０４】
　抗体が腹腔内、経口、鼻内、皮下、筋肉内、局所または静脈内に投与される、請求項７
７～１０３のいずれか１項の方法。
【請求項１０５】
　上記請求項のいずれか１項のヒト化免疫グロブリンの有効投与量を対象に投与すること
を含んでなる、それを必要とする対象内の斑負荷を低下する方法。
【請求項１０６】
　投与後に、抗体が患者内のアミロイド沈着に結合しそしてアミロイド沈着に対する反応
除去を誘導する、請求項１０５の方法。
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【請求項１０７】
　除去反応がＦｃ受容体媒介ファゴサイトーシス反応である、請求項１０６の方法。
【請求項１０８】
　除去反応を監視することをさらに含んでなる、請求項１０６または１０７の方法。
【請求項１０９】
　投与後に、抗体が患者内の可溶性Ａβに結合する、請求項１０５の方法。
【請求項１１０】
　投与後に、抗体が患者の血清、血液または脳骨髄液内の可溶性Ａβに結合する、請求項
１０５の方法。
【請求項１１１】
　改変されたエフェクター機能を有するＦｃ領域を含んでなる、上記請求項のいずれか１
項のヒト化免疫グロブリン。
【請求項１１２】
　抗体がＩｇＧ１イソタイプである、ベータアミロイドペプチド（Ａβ）のアミノ酸３～
７内のエピトープに結合するヒト化１２Ａ１１抗体の有効投与量を対象に投与することを
含んでなる、それを必要とする対象内の神経炎性負荷を低下する方法。
【請求項１１３】
　対象がアミロイド疾患を有する、請求項１１２の方法。
【請求項１１４】
　アミロイド疾患がアルツハイマー病である、請求項１１３の方法。
【請求項１１５】
　抗体がＡβのアミノ酸３～７内のエピトープに結合しそしてＩｇＧ１イソタイプである
、患者内のベータアミロイドペプチド（Ａβ）負荷および神経炎性ジストロフィーを低下
できるヒト化１２Ａ１１抗体の有効投与量を対象に投与することを含んでなる、患者内の
アミロイド疾患を処置する方法。
【請求項１１６】
　アミロイド疾患がアルツハイマー病である、請求項１１５の方法。
【請求項１１７】
　抗体がＡβのアミノ酸３～７内のエピトープに結合しそしてＩｇＧ１イソタイプである
、ベータアミロイドペプチド（Ａβ）負荷および神経炎性ジストロフィーを低下できるヒ
ト化１２Ａ１１抗体の有効投与量を哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物内の
ベータアミロイドペプチド（Ａβ）負荷および神経炎性ジストロフィーを低下する方法。
【請求項１１８】
　哺乳動物がヒトである、請求項１１７の方法。
【請求項１１９】
　哺乳動物がアミロイド疾患を有する、請求項１１７または１１８の方法。
【請求項１２０】
　アミロイド疾患がアルツハイマー病である、請求項１１９の方法。
【請求項１２１】
　抗体が対象内の神経炎性負荷を低下できる、ベータアミロイドペプチド（Ａβ）のアミ
ノ酸３～７内のエピトープに結合するＩｇＧ１イソタイプのヒト化１２Ａ１１抗体を含ん
でなる治療用組成物。
【請求項１２２】
　抗体がＡβのアミノ酸３～７内のエピトープに結合しそしてＩｇＧ１イソタイプである
、可溶性ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に結合しそして患者内の神経炎性ジストロフ
ィーを軽減するヒト化１２Ａ１１抗体の有効投与量を患者に投与することを含んでなる、
患者内のアミロイド疾患を処置する方法。
【請求項１２３】
　アミロイド疾患がアルツハイマー病である、請求項１２２の方法。
【請求項１２４】
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　抗体がＡβのアミノ酸３～７内のエピトープに結合しそして患者内の神経炎性負荷を低
下できる、可溶性ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に結合するＩｇＧ１イソタイプのヒ
ト化１２Ａ１１抗体を含んでなる治療用組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
関連出願　本出願は、前に出願した米国特許仮出願第６０／４７４，６５４号（２００３
年５月３０日出願）、名称「ベータアミロイドペプチドを認識するヒト化抗体」の利益を
主張する。以上に引用された出願の内容全体は、引用することにより本明細書に編入され
る。
【０００２】
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、老人性痴呆をもたらす進行性疾患である、全般的には、
非特許文献１、特許文献１、非特許文献２、非特許文献３、非特許文献４参照。広く云え
ば、該疾患は、老齢（年齢６５以上）で発生する遅発型、老人期よりかなり以前、すなわ
ち年齢３５～６０歳で発生する早発型の二つの分類に入る。双方の型の疾患で、病理学的
には同様であるが、しかし異常が早期に開始する場合の方がより重症で広範になりやすい
。該疾患は、脳内の少なくとも二つの形式の病変、すなわち神経原繊維錯綜および老人斑
を特徴とする。神経原繊維錯綜は、対になって互いの回りに巻きつく二本の繊維から成る
微小管関連タウタンパク質の細胞内沈着である。老人斑（すなわちアミロイド斑）は、中
心部に細胞外アミロイド沈着物を有する直径１５０μｍまでの無定型神経網の領域であり
、これは脳組織切片の顕微鏡分析により見える。脳内のアミロイド斑の蓄積もダウン症候
群およびその他の認知障害に関連する。
【０００３】
　斑の主要な成分は、Ａβまたはβ－アミロイドペプチドと称されるペプチドである。Ａ
βペプチドは、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）と称される大きい膜貫通糖タンパ
ク質の３９～４３アミノ酸の４ｋＤａ内部フラグメントである。さまざまなセクレターゼ
酵素によるＡＰＰのタンパク質分解処理の結果として、Ａβは長さ４０アミノ酸の短型と
長さ４２～４３アミノ酸の長型の双方で主として見いだされている。ＡＰＰの疎水性膜貫
通ドメインの部分は、Ａβのカルボキシ末端で見いだされ、そして特に長型の場合に、斑
内に凝集するＡβの能力の原因に関係するであろう。脳内のアミロイド斑の蓄積は、神経
細胞の死に導くこともある。この形式の神経劣化と関連する身体的症状がアルツハイマー
病の特徴である。
【０００４】
　ＡＰＰタンパク質内の数種の変異は、アルツハイマー病の存在と相関関係がある。例え
ば非特許文献５（バリン７１７　からイソロイシン）、非特許文献６（バリン７１７　か
らグリシン）、非特許文献７（バリン７１７　からフェニルアラニン）、非特許文献８（
二重変異、リシン５９５　－メチオニン５９６　からアスパラギン５９５　－ロイシン５

９６　へ変化）参照。かかる変異は、ＡβへのＡＰＰの増加または改変プロセシング、特
にはＡβの長型（すなわちＡβ１－４２およびＡβ１－４３）の増加した量へのＡＰＰの
プロセシングによりアルツハイマー病を発生すると考えられる。他の遺伝子、例えばプレ
セニリン（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ）遺伝子、ＰＳ１およびＰＳ２の変異は、ＡＰＰのプロ
セシングに間接的に影響して長型ＡＰＰの増加した量を生成すると考えられる（非特許文
献９参照）。
【０００５】
　マウスモデルは、アルツハイマー病におけるアミロイド斑の重要性を決定するために使
用されて成功した（上記の非特許文献４、非特許文献１０）。　特に、ＰＤＡＰＰトラン
スジェニックマウス（ヒトＡＰＰの変異型を発現しそして若年でアルツハイマー病を発生
する）は、Ａβの長型を注入されると、それらはアルツハイマー病の進行の低下およびＡ
βペプチドへの抗体力価の増加の双方を示す（非特許文献１１）。上記の観察結果は、Ａ
β、特にその長型が、アルツハイマー病の原因要素であることを示す。
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【特許文献１】Ｈａｒｄｙ　ｅｔ　ａｌ．，国際特許公開第９２／１３０６９号パンフレ
ット
【非特許文献１】Ｓｅｌｋｏｅ，ＴＩＮＳ　１６：４０３（１９９３）
【非特許文献２】Ｓｅｌｋｏｅ，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．Ｅｕｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．
５３：４３８（１９９４）
【非特許文献３】Ｄｕｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３７３：４７６（１９９５）
【非特許文献４】Ｇａｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３７３：５２３（１９９５
）
【非特許文献５】Ｇｏａｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４９：７０４（１９９１
）
【非特許文献６】Ｃｈａｒｔｉｅｒ　Ｈａｒｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３５
３：８４４（１９９１）
【非特許文献７】Ｍｕｒｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：９７（１９
９１）
【非特許文献８】Ｍｕｌｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．１：３４５
（１９９２）
【非特許文献９】Ｈａｒｄｙ，ＴＩＮＳ　２０：１５４（１９９７）
【非特許文献１０】Ｊｏｈｎｓｏｎ－Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：１５５０（１９９７）
【非特許文献１１】Ｓｃｈｅｎｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　４００，１７３（１９
９９）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従って、アルツハイマー病の処置のための新規の治療法および試薬、特には生理学的（
すなわち無毒性）投与で治療の利益を得ることができる治療法および薬剤への要求がある
。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、新規の免疫グロブリン試薬、具体的にはアミロイド（ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅ
ｎｉｃ）疾患（例えばアルツハイマー病）の予防および処置のための治療用抗体試薬を特
徴とする。本発明は、少なくとも部分的には、Ａβペプチドに特異的に結合しそしてアミ
ロイド障害に関連する斑負荷軽減に有効なモノクローナル抗体、１２Ａ１１、の同定およ
び特性化に基づく。本抗体の構造および機能分析は、予防および／または治療への使用の
ための種々のヒト化抗体の設計に導く。特には、本発明は、本抗体の種々の領域の抗体の
ヒト化を特徴とし、それにより、ヒト化免疫グロブリンまたは抗体連鎖、本来のヒト化免
疫グロブリンまたは抗体、および機能的免疫グロブリンまたは抗体フラグメント、殊には
特徴的な抗体の抗原結合フラグメントを提供する。
【０００８】
　特徴とするモノクローナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んでなるポリペプチド
も、該ポリペプチドをコードするために適するポリヌクレオチド試薬、ベクターおよび宿
主細胞として開示される。
【０００９】
　アミロイド疾患または障害（例えばアルツハイマー病）を処置する方法が、かかる用途
に使用するために製薬学的組成物およびキットとして開示される。
【００１０】
　さらに特徴とするのは、治療試薬として使用される場合に、改善された結合親和性およ
び／または低下した免疫原性を有するヒト化抗体の設計において、適切な免疫学的機能の
ためおよび置換を受けやすい残基を同定するために重要な特徴的なモノクローナル抗体内
の残基を同定する方法である。
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【００１１】
　さらに特徴とするのは、改変されたエフェクター機能を有する抗体（例えばヒト化抗体
）、およびそれらを用いる治療法への使用である。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、ｅｘ　ｖｉｖｏファゴサイトーシスアッセイにおいてＡβ斑を除去（ｃ
ｌｅａｒｉｎｇ）する際に、１２Ａ１１を含む種々の抗体の有効性を試験する実験からの
結果を図示する。
【図２Ａ】図２Ａは、低い全Ａβレベルにおいて、１２Ａ１１を含む種々の抗体の有効性
を試験する実験からの結果を図示する。棒は中間値を表し、そして水平の長破線は対照レ
ベルを示す。
【図２Ｂ】図２Ｂは、神経炎性ジストロフィーの低下における１２Ａ１１を含む種々の抗
体の有効性を分析する実験からの結果を図示する。棒は中間値を表し、そして水平の長破
線は対照レベルを示す。個別の動物に対してデータを示しそして対照の平均（１００％に
設定）に対する神経炎性ジストロフィーの百分率として表現する。
【図３Ａ】図３Ａは、ネズミ（ｍｕｒｉｎｅ）１２Ａ１１ＶＬ鎖配列を含むＤＮＡ配列お
よびＶＬ鎖に対する推定アミノ酸配列（それぞれ配列番号５および２）を示す。成熟ＶＬ
鎖は黒太棒で示す。ＣＤＲは白色棒で示す。
【図３Ｂ】図３Ｂは、ネズミ１２Ａ１１ＶＨ鎖配列を含むＤＮＡ配列およびＶＨ鎖に対す
る推定アミノ酸配列（それぞれ配列番号６および３）を示す。成熟ＶＨ鎖は黒太棒で示す
。ＣＤＲは白色棒で示す。ＤＮＡ配列には、クローニング部位およびＫｏｚａｋ配列（コ
ード配列の上流側）およびスプライスおよびクローニング配列（下流側）が含まれる。
【図４】図４は、キメラ１２Ａ１１、キメラおよびヒト化３Ｄ６、およびキメラおよびヒ
ト化１２Ｂ４のＡβ　１－４２に対する結合を測定する実験からのＥＬＩＳＡ結果を図示
する。
【図５Ａ】図５Ａ～Ｂは、ネズミ（またはキメラ）１２Ａ１１（配列番号２）、ヒト化１
２Ａ１１（成熟ペプチド、配列番号７）、ジーンバンク（ＧｅｎｅＢａｎｋ）ＢＡＣ０１
７３３（配列番号８）、および生殖細胞系Ａ１９（Ｘ６３３９７、配列番号９）抗体の軽
鎖のアミノ酸配列の整列を示す。ＣＤＲ領域は四角で囲った。充填残基には下線を付けた
。Ｋａｂａｔ番号付けではなく、第一メチオニンから番号を付けた。図５Ｂは、ネズミ（
またはキメラ）１２Ａ１１（配列番号４）、ヒト化１２Ａ１１（バージョン１）（成熟ペ
プチド、配列番号１０）、ジーンバンクＡＡＡ６９７３４（配列番号１１）、および生殖
細胞系ジーンバンク５６７１２３抗体（配列番号１２）の重鎖のアミノ酸配列の整列を示
す。充填残基は下線、カノニカル（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）残基は実線そしてバーニア残基
は点で示す。Ｋａｂａｔ番号付けではなく、第一メチオニンから番号を付けた。
【図５Ｂ】（図５Ａの続き）
【図６Ａ】図６Ａ～Ｂは、ヒト化１２Ａ１１ｖ１（配列番号１０）、ｖ２（配列番号３）
、ｖ２．１（配列番号１４）、ｖ３（配列番号１５）、ｖ４．１（配列番号６）、ｖ４．
２（配列番号１７）、ｖ４．３（配列番号１８）、ｖ４．４（配列番号１９）、ｖ５．１
（配列番号２０）、ｖ５．２（配列番号２１）、ｖ５．３（配列番号２２）、ｖ５．４（
配列番号２３）、ｖ５．５（配列番号２４）、ｖ５．６（配列番号２５）、ｖ６．１（配
列番号２６）、ｖ６．２（配列番号２７）、ｖ６．３（配列番号２８）、ｖ６．４（配列
番号２９）、ｖ７（配列番号３０）およびｖ８（配列番号３１）の重鎖のアミノ酸配列の
整列を示す。
【図６Ｂ】（図６Ａの続き）
【図６Ｃ】図６Ｃは、ヒト化１２Ａ１１ｖ１～ｖ８内に発生した復帰突然変異を示す。
【図７】図７は、キメラ１２Ａ１１、ヒト化１２Ａ１１ｖ１、ヒト化１２Ａ１１ｖ２、ヒ
ト化１２Ａ１１ｖ２．１、およびヒト化１２Ａ１１ｖ３を比較した凝集Ａβ（１－４２）
ＥＬＩＳＡからの結果を示す。
【図８】図８は、ネズミ１２Ａ１１、キメラ１２Ａ１１およびｈ１２Ａ１１ｖ１を比較し
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た競合Ａβ１－４２ＥＬＩＳＡ結合性アッセイの結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
発明の詳細な説明
　本発明は、アルツハイマー病またはその他のアミロイド疾患の予防または処置のための
新規の免疫学的試薬および方法を特徴とする。本発明は、少なくとも一部分は、ベータア
ミロイドタンパク質（Ａβ）を結合（例えば可溶性および／または凝集Ａβを結合）、フ
ァゴサイトーシス（例えば凝集Ａβのもの）の媒介、斑負荷の低下よび／または神経炎性
ジストロフィーの低下（例えば患者内において）に有効なモノクローナル免疫グロブリン
、１２Ａ１１、の特性化に基づく。本発明は、さらに１２Ａ１１免疫グロブリンの可変軽
鎖および重鎖の一次および二次構造の決定および構造特性化ならびに活性および免疫原性
に重要な残基の同定に基づく。
【００１４】
　免疫グロブリンは、本明細書中に記載の１２Ａ１１モノクローナル免疫グロブリンの可
変軽鎖および／または可変重鎖を含むものを特徴とする。好ましい免疫グロブリン、例え
ば治療用免疫グロブリンは、ヒト化可変軽鎖および／またはヒト化可変重鎖を含むものを
特徴とする。好ましい可変軽鎖および／または可変重鎖は、１２Ａ１１免疫グロブリン（
例えばドナー免疫グロブリン）からの相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒトアクセプター
からまたは本質的にそれからの可変フレームワーク領域を含む。「ヒトアクセプター免疫
グロブリンから本質的に」の語句は、大部分または重要なフレームワーク残基が、ヒトア
クセプター配列由来であるが、しかし、ヒト化免疫グロブリンの活性を改善するために選
択（例えばドナー免疫グロブリンの活性をさらに良く模倣するように活性を改変する）さ
れたかまたはヒト化免疫グロブリンの免疫原性を低下するように選択された残基で一定の
位置の残基の置換を許すことを意味する。
【００１５】
　一つの態様では、本発明は、１２Ａ１１可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）を含み（す
なわち配列番号２として示される軽鎖可変領域配列からの１、２もしくは３個のＣＤＲを
含むか、または配列番号４として示される重鎖可変領域配列からの１、２もしくは３個の
ＣＤＲを含み）、そしてヒトアクセプター免疫グロブリン軽鎖または重鎖配列からの可変
フレームワーク領域を含み、場合により相応するネズミ残基に復帰突然変異したフレーム
ワーク残基の少なくとも１個の残基を有し、ここで該復帰突然変異はＡβ結合を指定（ｄ
ｉｒｅｃｔ）する鎖の能力に本質的に影響を与えない、ヒト化免疫グロブリン軽鎖もしく
は重鎖を特徴とする。
【００１６】
　一つの態様では、本発明は、１２Ａ１１可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）を含み（す
なわち配列番号２として示される軽鎖可変領域配列からの１、２もしくは３個のＣＤＲを
含むか、または配列番号４として示される重鎖可変領域配列からの１、２もしくは３個の
ＣＤＲを含む）、そして本質的にヒトアクセプター免疫グロブリン軽鎖または重鎖配列か
らの可変フレームワーク領域を含み、場合により相応するネズミ残基に復帰突然変異した
フレームワーク残基の少なくとも１個の残基を有し、ここで該復帰突然変異はＡβ結合を
指定する鎖の能力に本質的に影響を与えない、ヒト化免疫グロブリン軽鎖もしくは重鎖を
特徴とする。
【００１７】
　別の態様では、本発明は、１２Ａ１１可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）を含み（例え
ば、配列番号２として示される軽鎖可変領域配列からの１、２もしくは３個のＣＤＲを含
み、そして／または配列番号４として示される重鎖可変領域配列からの１、２または３個
のＣＤＲを含み）、そして本質的にヒトアクセプター免疫グロブリン軽鎖または重鎖配列
からの可変フレームワーク領域を含み、場合によりマウス１２Ａ１１軽鎖もしくは重鎖可
変領域配列からの相応するアミノ酸残基で置換された少なくとも１個のフレームワーク残
基を有し、ここで該フレームワーク残基は、（ａ）抗原を直接非共有結合的に結合してい
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る残基、（ｂ）ＣＤＲに隣接する残基、（ｃ）ＣＤＲと相互作用する残基（例えば相同の
既知免疫グロブリン鎖の解明された（ｓｏｌｖｅｄ）構造上の軽鎖もしくは重鎖をモデル
にして同定される）、および（ｄ）ＶＬ－ＶＨ界面に関与する残基から成る群から選択さ
れる、ヒト化免疫グロブリン軽鎖もしくは重鎖を特徴とする。
【００１８】
　別の態様では、本発明は、１２Ａ１１可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒトア
クセプター免疫グロブリン軽鎖または重鎖配列からの可変フレームワーク領域を含み、場
合によりマウス１２Ａ１１軽鎖もしくは重鎖可変領域配列からの相応するアミノ酸残基で
置換された少なくとも１個のフレームワーク残基を有し、ここでフレームワーク残基は、
可変領域の三次元モデルの分析により同定された軽鎖可変領域コンホメーションまたは機
能に影響できる残基、例えば抗原と相互作用できる残基、抗原結合部位に近位の残基、Ｃ
ＤＲと相互作用できる残基、ＣＤＲに隣接する残基、ＣＤＲ残基から６Å以内の残基、カ
ノニカル残基、バーニアゾーン残基、鎖間充填残基、通常ではない残基、または構造モデ
ルの表面上のグリコシル化部位残基である、ヒト化免疫グロブリン軽鎖もしくは重鎖を特
徴とする。
【００１９】
　別の態様では、本発明は、上記の置換に加えて、少なくとも１個の稀な（ｒａｒｅ）ヒ
トフレームワーク残基の置換を特徴とする。例えば、稀な残基は、その位置においてヒト
可変鎖配列に共通であるアミノ酸残基で置換されることができる。あるいは、稀な残基は
、相同生殖細胞系可変鎖配列からの相応するアミノ酸残基で置換されることができる。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、上記のような軽鎖および重鎖、または該免疫グロブリンの抗
原結合フラグメントを含むヒト化免疫グロブリンを特徴とする。例示的な態様では、ヒト
化免疫グロブリンは、ベータアミロイドペプチド（Ａβ）に対して少なくとも１０７　Ｍ
－１、１０８　Ｍ－１または１０９　Ｍ－１の結合親和性をもって結合（例えば特異的結
合）する。別の態様では、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントは、イソタイプγ
１を有する重鎖を含む。別の態様では、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントは、
可溶性ベータアミロイドペプチド（Ａβ）および凝集Ａβのいずれかまたは双方に結合（
例えば特異的結合）する。別の態様では、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントは
、可溶性Ａβ（例えば可溶性Ａβ１－４２）を捕捉（ｃａｐｔｕｒｅ）する。別の態様で
は、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントはベータアミロイドペプチド（Ａβ）の
ファゴサイトーシスを媒介（例えばファゴサイトーシスを誘発）する。さらに別の態様で
は、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントは対象（ｓｕｂｊｅｃｔ）内の血液脳関
門を通過する。さらに別の態様では、免疫グロブリンまたは抗原結合フラグメントは、対
象内のベータアミロイドペプチド（Ａβ）負荷および神経炎ジストロフィーのいずれかま
たは双方を低下する。
【００２１】
　別の態様では、本発明は１２Ａ１１可変領域（例えば配列番号２または配列４として示
される可変領域配列）を含むキメラ免疫グロブリンを特徴とする。さらに別の態様では、
免疫グロブリン、またはその抗原結合フラグメントは、ＩｇＧ１からの定常領域をさらに
含む。
【００２２】
　本明細書内に記載の免疫グロブリンは、アミロイド疾患の予防または処置を目的とする
治療法に使用するために特に適する。一つの態様では、本発明は、本明細書中に記載のヒ
ト化免疫グロブリンの有効投与量を患者に投与することを含むアミロイド疾患（例えばア
ルツハイマー病）の予防または処置の方法を特徴とする。別の態様では、本発明は、本明
細書中に記載のヒト化免疫グロブリンおよび製薬学的キャリヤを含む製薬学的組成物を特
徴とする。免疫グロブリンもしくは免疫グロブリンフラグメントまたは本明細書中有に記
載の鎖を製造するための単離された核酸分子、ベクターおよび宿主細胞、ならびに上記の
免疫グロブリン免疫グロブリンフラグメントもしくは免疫グロブリン鎖を製造するための
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方法も特徴とする。
【００２３】
　本発明は、さらに、それぞれヒト化１２Ａ１１免疫グロブリンを製造する場合に置換さ
れやすい１２Ａ１１残基を同定する方法を特徴とする。例えば、置換されやすい可変フレ
ームワーク領域残基を同定する方法は、解明された相同性免疫グロブリン構造上の１２Ａ
１１可変領域の三次元構造をモデルとし、そして置換されやすい残基を同定するように、
１２Ａ１１免疫グロブリン可変領域コンホメーションまたは機能に影響できる残基の該モ
デルを分析することを含む。本発明は、さらに１２Ａ１１免疫グロブリン、１２Ａ１１免
疫グロブリン鎖、またはそれらのドメインの三次元イメージを作製する際に、配列番号２
もしくは配列番号４、またはそれらのいずれかの部分として示される可変領域配列の使用
を特徴とする。
【００２４】
　本発明は、さらに、エフェクター分子、例えばエフェクター細胞上の補体または受容体
を結合できるような、改変されたエフェクター機能を有する免疫グロブリンをさらに特徴
とする。特には、本発明の免疫グロブリンは、改変された定常領域、例えばＦｃ領域を有
し、ここでＦｃ領域内の少なくとも１個のアミノ酸残基は、異なる残基または側鎖と置換
されている。一つの態様では、変性された免疫グロブリンはＩｇＧクラスであり、例えば
非変性免疫グロブリンと比較して、免疫グロブリンが改変されたエフェクター機能を有す
るようにＦｃ領域内の少なくとも１個のアミノ酸残基置換を含んでなる。特別の態様では
、本発明の免疫グロブリンは、その免疫原性がさらに低いような改変されたエフェクター
機能（例えば望ましくないエフェクター細胞活性、溶解、または補体結合を起こさない）
を有するか、改善されたアミロイド除去性を有するか、および／または望ましい半減期を
有する。
【００２５】
　発明を説明する前に、今後使用する一部の用語の定義を示すとその理解の助けとなるで
あろう。
【００２６】
　「免疫グロブリン」または「抗体」の用語（本明細書内では互換的に使用される）は、
２個の重鎖および２個の軽鎖から成る基本的な四ポリペプチド鎖構造を有するタンパク質
を指し、該鎖は例えば鎖間ジスフィド結合により安定化されており、それは抗原を特異的
に結合する能力を有する。「一本鎖免疫グロブリン」または「一本鎖抗体」の用語（本明
細書内では互換的に使用される）は、重鎖および軽鎖から成る二ポリペプチド鎖構造を有
するタンパク質を指し、該鎖は例えば鎖間ジスフィド結合により安定化されており、それ
は抗原を特異的に結合する能力を有する。「ドメイン」の用語は、例えばβプリートシー
トおよび／または鎖内ジスルフィド結合により安定化されたペプチドループを含んでなる
（例えば３～４ペプチドループを含んでなる）重鎖または軽鎖ポリペプチドの球状領域を
指す。ドメインは、さらに本明細書内では、「定常」ドメインの場合には種々のクラスメ
ンバーのドメイン内の配列変動の相対的な欠如、または「可変」ドメインの場合には種々
のクラスメンバーのドメイン内の著しい変動に基づいて、本明細書内では「定常」または
「可変」と称される。抗体またはポリペプチド「ドメイン」は、抗体またはポリペプチド
「領域」のように当該技術分野ではしばしば互換的に称される。抗体軽鎖の「定常」ドメ
インは、「軽鎖定常領域」、「軽鎖定常ドメイン」、「ＣＬ」領域または「ＣＬ」ドメイ
ンとして互換的に称される。抗体重鎖の「定常」ドメインは、「重鎖定常領域」、「重鎖
定常ドメイン」、「ＣＨ」領域または「ＣＨ」ドメインとして互換的に称される。抗体軽
鎖の「可変」ドメインは、「軽鎖可変領域」、「軽鎖可変ドメイン」、「ＶＬ」領域また
は「ＶＬ」ドメインとして互換的に称される。抗体重鎖の「可変」ドメインは、「重鎖定
常領域」、「重鎖定常ドメイン」、「ＶＨ」領域または「ＶＨ」ドメインとして互換的に
称される。
【００２７】
　「領域」の用語は、抗体鎖または抗体鎖ドメインの部分または一部（例えば本明細書中
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に定義される重鎖もしくは軽鎖の部分または一部または定常もしくは可変ドメインの部分
または一部）、ならびに上記の鎖またはドメインのさらに細分された部分または一部も指
すことができる。例えば、軽鎖および重鎖または軽鎖または重鎖可変ドメインは、本明細
書中に定義される「フレームワーク領域」または「ＦＲ」の間の内部に散在する「相補性
決定領域」または「ＣＤＲ」を含む。
【００２８】
　免疫グロブリンまたは抗体は、モノマーもしくはポリマー形態、例えば五量体で存在す
るＩｇＭ抗体および／または単量体、二量体もしくは多量体で存在するＩｇＡ抗体として
存在できる。「フラグメント」の用語は、本来または完全な抗体または抗体鎖よりも少な
いアミノ酸残基を含んでなる抗体または抗体鎖の部分または一部を指す。フラグメントは
、本来または完全な抗体または抗体鎖の化学的または酵素的処理を介して得ることができ
る。フラグメントは組換え手段によって得ることもできる。例示的なフラグメントは、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２および／またはＦｖフラグメントを含む。「抗原結合フ
ラグメント」の用語は、抗原を結合するかまたは本来の抗体（例えばそれらが誘導された
本来の抗体）と抗原結合（すなわち特異性結合）に関して競合する免疫グロブリンまたは
抗体のポリペプチドフラグメントを指す。
【００２９】
　「コンホメーション」の用語は、タンパク質またはポリペプチド（例えば抗体、抗体鎖
、ドメインまたはその領域）の三次構造を指す。例えば、「軽（または重）鎖コンホメー
ション」の語句は、軽（または重）鎖可変領域の三次構造を指し、そして「抗体コンホメ
ーション」または「抗体フラグメントコンホメーション」の語句は、抗体またはそのフラ
グメントの三次構造を指す。
【００３０】
　抗体の「特異性結合」とは、抗体が特定の抗原またはエピトープに容易に感知できる親
和性を示しそして、一般的に、著しい交差反応性を示さないことを意味する。例示的な態
様では、抗体は交差反応性を示さない（例えば非ＡβペプチドとまたはＡβ上の遠隔エピ
トープと交差反応しない）。「容易に感知できる（ａｐｐｒｅｃｉａｂｌｅ）」または好
ましい結合は、少なくとも１０６、１０７、１０８、１０９Ｍ－１、または１０１０Ｍ－

１の親和性を有する結合を含む。１０７Ｍ－１より大きく、好ましくは１０８Ｍ－１より
大きい親和性がさらに好ましい。本明細書中に示すそれらの中間の値も本発明の範囲内に
あると意図しそして好ましい結合親和性は、例えば１０６～１０１０Ｍ－１、好ましくは
１０７～１０１０Ｍ－１、さらに好ましくは１０８～１０１０Ｍ－１の親和性の範囲と指
示できる。「著しい交差反応性を示さない」抗体は、望ましくない物体（ｅｎｔｉｔｙ）
（例えば望ましくないタンパク質様物体）に容易には感知できない結合をするものである
。例えば、Ａβに特異的に結合する抗体は、非Ａβタンパク質またはペプチド（例えば斑
中に含まれる非Ａβタンパク質またはペプチド）と容易に感知できるほどには結合するが
著しくは反応しない。特定のエピトープに特異的な抗体は、例えば同じタンパク質または
ペプチド上の遠隔のエピトープと著しくは交差反応しない。特異性結合は、かかる結合を
決定するための当該技術分野で認知されたいかなる手段によっても決定できる。好ましく
は、特異性結合は、Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析および／または競合結合性アッセイによって
決定される。
【００３１】
　結合性フラグメントは、組換えＤＮＡ技術により、または本来の免疫グロブリンの酵素
的もしくは化学的開裂により産生される。結合性フラグメントには、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、
Ｆ（ａｂ’）２　、Ｆａｂｃ、Ｆｖ、一本鎖、および一本鎖抗体が含まれる。「二重特異
性」または「二重官能性」免疫グロブリンまたは抗体の外は、免疫グロブリンまたは抗体
はそれぞれ同一のその結合部位を有すると理解される。「二重特異性」または「二重官能
性抗体」は、２個の異なる重／軽鎖対および２個の異なる結合部位を有する人工的ハイブ
リッド抗体である。二重特異性抗体はハイブリドーマの融合またはＦａｂ’フラグメント
の連結を含む種々の方法により産生できる。例えばＳｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ　＆　Ｌａｃ
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ｈｍａｎｎ，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７９：３１５－３２１（１９９０）；
Ｋｏｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８，１５４７－１５５３（
１９９２）参照。
【００３２】
　「ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化抗体」の用語は、少なくとも１個のヒト化免
疫グロブリンまたは抗体鎖（すなわち少なくとも１個のヒト化軽鎖または重鎖）を含む免
疫グロブリンまたは抗体を指す。「ヒト化免疫グロブリン鎖」または「ヒト化抗体鎖」（
すなわち「ヒト化免疫グロブリン軽鎖」または「ヒト化免疫グロブリン重鎖」）の用語は
、本質的にヒト免疫グロブリンまたは抗体からの可変フレームワーク領域および本質的に
非ヒト免疫グロブリンまたは抗体からの相補性決定領域（ＣＤＲ）（例えば少なくとも１
個のＣＤＲ、好ましくは２個のＣＤＲ、さらに好ましくは３個のＣＤＲ）を含む領域を有
し、さらに定常領域（例えば軽鎖の場合には少なくとも１個の定常領域またはその部分、
そして重鎖の場合には好ましくは３個の定常領域）を含む免疫グロブリンまたは抗体鎖（
すなわちそれぞれ軽鎖または重鎖）を指す。「ヒト化可変領域」（例えば「ヒト化軽鎖可
変領域」および「ヒト化重鎖可変領域」）の用語は、本質的にヒト免疫グロブリンまたは
抗体からの可変フレームワーク領域および本質的に非ヒト免疫グロブリンまたは抗体から
の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む可変領域を指す。
【００３３】
　「本質的にヒト免疫グロブリンまたは抗体から」または「本質的にヒト」の語句は、比
較の目的でヒト免疫グロブリンまた抗体アミノ配列に対して整列された場合に、領域が、
ヒトフレームワークまたは定常領域配列に対して少なくとも８０～９０％、９０～９５％
、または９５～９９％同一性（すなわち局所配列同一性）を共有し、例えば保存的置換、
コンセンサス配列置換、生殖細胞系置換、復帰突然変異などを可能とすることを意味する
。保存的置換、コンセンサス配列置換、生殖細胞系置換、復帰突然変異などの導入は、例
えばヒト化抗体または鎖の「最適化」と呼ばれる。「本質的に非ヒト免疫グロブリンまた
は抗体から」または「本質的非ヒト」の語句は、非ヒト生物体、例えば非ヒト動物のもの
に対して少なくとも８０～９５％、好ましくは少なくとも９０～９５％、さらに好ましく
は、９６％、９７％、９８％、または９９％同一性の免疫グロブリンまたは抗体配列を有
することを意味する。
【００３４】
　したがって、ヒト化免疫グロブリンもしくは抗体、またはヒト化免疫グロブリンもしく
は抗体の鎖のすべての領域もしくは残基は、多分ＣＤＲを除いて、１個またはそれ以上の
本来のヒト免疫グロブリン配列の相応する領域もしくは残基に本質的に同一性する。「相
応する領域」または「相応する残基」の用語は、第一および第二の配列が比較の目的で最
適に配列された場合に、最初のアミノ酸またはヌクレオチド配列上の領域または残基と同
じ（すなわち等価の）位置を占める第二のアミノ酸またはヌクレオチド配列上の領域また
は残基を指す。
【００３５】
　「著しい同一性」の用語は、例えばデフォールトギャップウェイトを用いるプログラム
ＧＡＰまたはＢＥＳＴＦＩＴにより最適に整列された場合に、少なくとも５０～６０％の
配列同一性、好ましくは少なくとも６０～７０％の配列同一性、さらに好ましくは少なく
とも７０～８０％の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも８０～９０％の配列同一性
、もっとさらに好ましくは少なくとも９０～９５％の配列同一性、そしてもっとさらに好
ましくは少なくとも９５％以上の配列同一性またはそれ以上（例えば９９％の配列同一性
またはそれ以上）を共有する２個のポリペプチド配列を意味する。「本質的に同一性」の
用語は、例えばデフォールトギャップウェイトを用いるプログラムＧＡＰまたはＢＥＳＴ
ＦＩＴにより整列された場合に、少なくとも８０～９０％の配列同一性、好ましくは少な
くとも９０～９５％の配列同一性、そしてさらに好ましくは少なくとも９５％の配列同一
性またはそれ以上（例えば９９％の配列同一性またはそれ以上）を共有する２個のポリペ
プチド配列を意味する。配列比較のために、典型的には一つの配列が参照（ｒｅｆｅｒｅ
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ｎｃｅ）配列として働き、それに試験配列を比較する。配列比較アルゴリズムを使用する
場合、試験および参照配列をコンピューターに入力し、必要ならば下位配列座標を指定し
、そして配列アルゴリズムプログラムのパラメーターを指定する。次いで配列比較アルゴ
リズムが、指定されたプログラムパラメーターに基づいて参照配列に対する試験配列の配
列同一性百分率を算出する。
【００３６】
　比較のための配列の最適整列は、例えばＳｍｉｔｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．
Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１）の局所相同性アルゴリズムにより、Ｎｅｅ
ｄｌｍａｎ　＆　Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）の相
同性整列アルゴリズムにより、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８８）の類似性探索法により、そ
れらのアルゴリズムの計算機化手段（ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦ
ＡＳＴＡ、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．
，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩによる）により、または目視検査（一般的にはＡｕｓｕｂｅｌ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ参照）により実行できる。配列同一性百分率および配列類似性を決定するため
に適するアルゴリズムの一例はＢＬＡＳＴアルゴリズムであり、それはＡｌｔｓｃｈｕｌ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３（１９９０）に記載されている
。ＢＬＡＳＴ分析を実行するためのソフトウエアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　
ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎを通して公開利用できる
（Ｎａｔｉｏｎａｌ　ＩｎｓｔｉｔｕｔｅＳ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ＮＣＢＩインターネ
ットサーバーを介して公開利用できる）。典型的には、デフォールトプログラムパラメー
ターが配列比較を実行するために使用できるが、独自のパラメーターも使用できる。アミ
ノ酸配列のためには、ＢＬＡＳＴＰプログラムはデフォールトとして３の語長（Ｗ）、１
０の期待（Ｅ）、およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックスを使用する（Ｈｅｎ
ｉｋｏｆｆ　＆　Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８９：１０９１５（１９８９）参照）。
【００３７】
　好ましくは、同一性しない残基位置は保存的（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ）アミノ酸置
換により異なる。保存的および非保存的としてアミノ酸置換を分類する目的で、アミノ酸
は下記のように類別される：グループＩ（疎水性側鎖）：ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａ
ｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；グループＩＩ（中性親水性側鎖）：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；グル
ープＩＩＩ（酸性側鎖）：ａｓｐ、ｇｌｕ；グループＩＶ（塩基性側鎖）：ａｓｎ、ｇｌ
ｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；グループＶ（鎖方向に影響する残基）：ｇｌｙ、ｐｒｏ；
およびグループＶＩ（芳香族側鎖）：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。保存的置換は、同じ分類
内のアミノ酸間の置換を含む。非保存的置換は、それらの分類の一つのメンバーから他の
もののメンバーへの交換である。
【００３８】
　好ましくは、ヒト化免疫グロブリンまたは抗体は、相応する非ヒト化抗体のものよりも
３、４、または５の係数以内の親和性で抗原を結合する。例えば、非ヒト化抗体が１０９

Ｍ－１の結合親和性を有する場合、ヒト化抗体は少なくとも３ｘ１０９Ｍ－１、４ｘ１０
９Ｍ－１または５ｘ１０９Ｍ－１の結合親和性を有するであろう。免疫グロブリンまたは
抗体鎖の結合性を記述する場合に、鎖は「直接抗原（例えばＡβ）結合」へのその能力に
基づいて記述できる。鎖が本来の免疫グロブリンまたは抗体（またはそれらの抗原結合フ
ラグメント）に対して特異性結合性または結合親和性を与える場合に、鎖は「直接抗原結
合性」と称される。重鎖または軽鎖を含んでなる本来の免疫グロブリンまたは抗体（また
はそれらの抗原結合フラグメント）の結合親和性が、変異を欠失する等価の鎖を含んでな
る抗体（またはそれらの抗原結合フラグメント）のものと比較して少なくとも一桁程度の
大きさで影響（例えば低下）する場合に、該変異（例えば復帰突然変異）は、抗原結合性
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を指定する重鎖もしくは軽鎖の能力に本質的に影響すると称される。鎖を含んでなる本来
の免疫グロブリンまたは抗体（またはそれらの抗原結合フラグメント）の結合親和性を、
変異を欠失する等価の鎖を含んでなる抗体（またはそれらの抗原結合フラグメント）のも
のと比較して、該変異が２、３、または４の係数のみ影響（例えば低下）する場合に、該
変異は抗原結合を指定する鎖の能力に「本質的に影響（例えば低下）しない」と称される
。
【００３９】
　「キメラ免疫グロブリン」または抗体の用語は、可変領域が第一の種から誘導され、そ
して定常領域が第二の種から誘導された免疫グロブリンまたは抗体を指す。キメラ免疫グ
ロブリンまたは抗体は、異なる種に属する免疫グロブリン遺伝子セグメントから、例えば
遺伝子操作により構築できる。「ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化抗体」の用語は
、以下に定義するように、キメラ免疫グロブリンまたは抗体を包含することを意図しない
。ヒト化免疫グロブリンまたは抗体はその構造でキメラ（すなわち一種を越えるタンパク
質からの領域を含んでなる）であるが、それらは本明細書中に定義するキメラ免疫グロブ
リンまたは抗体内に見いだされない追加の特徴（すなわちドナーＣＤＲ残基およびアクセ
プターフレームワーク残基を含んでなる可変領域）を含む。
【００４０】
　「抗原」は、抗体がそれに特異的に結合する物体（例えばタンパク質様のものまたはペ
プチド）である。
【００４１】
　「エピトープ」または「抗原決定基」の用語は、免疫グロブリンまたは抗体（またはそ
れらの抗原結合フラグメント）がそれに特異的に結合する抗原上の部位を指す。エピトー
プは、連続したアミノ酸またはタンパク質の三次折り畳みにより並置される非連続アミノ
酸の双方から形成できる。連続アミノ酸から形成されるエピトープは、変性溶剤に暴露さ
れても典型的には保存されるが、三次折り畳みにより形成されるエピトープは変性溶剤に
よる処理で典型的には失われる。エピトープは、典型的には、一つの立体コンホメーショ
ン内で少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または１
５個のアミノ酸を含む。エピトープの立体コンホメーションを決定する方法には、例えば
Ｘ線結晶学法および二次元核磁気共鳴法が含まれる。例えばＥｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉ
ｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．６６，Ｇ．Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ，Ｅｄ（１９９６）参照。
【００４２】
　同じエピトープを認識する抗体は、標的抗原に対する他の抗体の結合を遮断する一つの
抗体の能力を示す単純な免疫アッセイ、すなわち競合結合性アッセイで同定できる。競合
結合性は、供試免疫グロブリンが共通の抗原、例えばＡβに対する参照抗体の特異性結合
を阻害するアッセイで決定される。多くのタイプの競合結合性アッセイが既知であり、例
えば下記である：固相直接または間接放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、固相直接または間接
酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）、サンドイッチ型競合アッセイ（Ｓｔａｈｌｉ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　９：２４２（１９８３）参照）；固
相直接ビオチン－アビジンＥＩＡ（Ｋｉｒｋｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１３７：３６１４（１９８６）参照）；固相直接標識アッセイ、固相直接標識サンド
イッチ型アッセイ（Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ
（１９８８）参照）；Ｉ－１２５標識を使用する固相直接標識ＲＩＡ（Ｍｏｒｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５（１）：７（１９８８）参照）；固相直接ビオ
チン－アビジンＥＩＡ（Ｃｈｅｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７６：５４
６（１９９０））；および直接標識ＲＩＡ（Ｍｏｌｄｅｎｈａｕｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓ
ｃａｎｄ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３２：７７（１９９０））。典型的には、このようなア
ッセイは、固体表面に結合された精製抗原またはそれらのいずれかを有する細胞、非標識
試験免疫グロブリンおよび標識した参照免疫グロブリンの使用を含む。競合阻害は、試験
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免疫グロブリンの存在下で固体表面または細胞に結合する標識の量を決定して測定される
。通常、試験免疫グロブリンは過剰に存在する。通常、競合抗体が過剰に存在する場合、
それは、共通抗原への参照抗体の特異性結合を少なくとも５０～５５％、５５～６０％、
６０～６５％、６５～７０％、７０～７５％またはそれ以上阻害する。
【００４３】
　エピトープは、免疫学的細胞、例えばＢ細胞および／またはＴ細胞によっても認識され
る。エピトープの細胞認識は、３Ｈチミジン取り込みにより、サイトカイン分泌により、
抗体分泌により、または抗原依存性キリング（ｋｉｌｌｉｎｇ）（細胞毒性Ｔリンパ細胞
アッセイ）により決定される抗原依存性増殖を測定するｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにより
決定できる。
【００４４】
　例示的なエピトープまたは抗原決定基は、ヒトアミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）
内で見いだすことができるが、しかし好ましくはＡＰＰのＡβペプチド内に見いだされる
。ＡＰＰの複数のアイソフォーム、例えばＡＰＰ６９５　ＡＰＰ７５１　およびＡＰＰ７

７０　が存在する。ＡＰＰ内のアミノ酸は、ＡＰＰ７７０　アイソフォームの配列に従っ
て番号を割当てられる（例えばＧｅｎｅｂａｎｋアクセション番号Ｐ０５０６７参照）。
Ａβ（本明細書中ではベータアミロイドペプチドおよびＡベータとも呼ばれる）ペプチド
は、ＡＰＰ（Ａβ３９、Ａβ４０、Ａβ４１、Ａβ４２およびＡβ４３）の３９～４４個
のアミノ酸の約４－ｋＤａ内部フラグメントである。例えばＡβ４０はＡＰＰの残基６７
２～７１１から成りそしてＡβ４２はＡＰＰの残基６７３～７１３から成る。ｉｎ　ｖｉ
ｖｏまたはｉｎ　ｓｉｔｕにおける種々のセクレターゼ酵素によるＡＰＰのタンパク質分
解処理の結果、Ａβは、アミノ酸の長さ４０個の「短型」、およびアミノ酸の長さ４２～
４３個の範囲の「長型」の双方が見いだされた。本明細書中に記載する好ましいエピトー
プまたは抗原決定基は、ＡβペプチドのＮ－末端内に局在しそしてＡβのアミノ酸１～１
０内、好ましくはＡβ４２の残基１～３、１～４、１～５、１～６、１～７または３～７
からの残基を含む。追加の参照エピトープまたは抗原決定基は、Ａβの残基２～４、５、
６、７もしくは８、Ａβの残基３～５、６、７、８もしくは９、またはＡβ４２の残基４
～７、８、９もしくは１０を含む。抗原が特定の残基内のエピトープ、例えばＡβ３～７
に結合すると称される場合、その意味は、特定の残基（すなわちこの例ではＡβ３～７）
を含むポリペプチドに抗体が特異的に結合することである。かかる抗体は、Ａβ３～７内
の各々の残基と必ずしも接触する必要はない。またＡβ３～７内のいずれかの単一アミノ
酸置換または欠失は、必ずしも結合親和性に著しくは影響しない。
【００４５】
　「アミロイド疾患」の用語は、不溶性アミロイドフィブリルの形成または沈着と関連す
る（またはそれに起因する）あらゆる疾患を含む。例示的なアミロイド疾患は、全身性ア
ミロイド症、アルツハイマー病、成人期発症糖尿病、パーキンソン病、ハンチントン病、
前側頭部痴呆、およびプリオン関連伝染性海綿様脳症（ヒトにおけるクールーおよびクロ
イツフェルト－ヤコブ症およびそれぞれヒツジおよびウシにおけるヒツジ海綿脳症および
ＢＳＥ）を含むが、それらに限定はされない。種々のアミロイド疾患が沈着フィブリルの
ポリペプチド成分の性質により定義または特性化されている。例えば、アルツハイマー病
を有する対象または患者内で、β－アミロイドタンパク質（例えば野生型、改変体、また
は末端短縮β－アミロイドタンパク質）は、アミロイド沈着のポリペプチド成分として特
性決定されている。従って、アルツハイマー病は、例えば対象または患者の脳内での「Ａ
βの沈着により特性化される疾患」または「Ａβの沈着と関連する疾患」の例である。「
β－アミロイドタンパク質」、「β－アミロイドペプチド」、「β－アミロイド」、「Ａ
β」および「Ａβペプチド」の用語は、本明細書中で互換的に使用される。
【００４６】
　「免疫原性薬剤」または「免疫原」は、場合によりアジュバントと一緒に、哺乳動物に
投与する場合にそれ自体に対する免疫学的反応を誘発できる。
【００４７】
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　本明細書中に使用される場合の「処置」の用語は、患者に対する治療薬剤の適用もしく
は投与、疾患、疾患の症状もしくは疾患に対する素質を治癒、治療、軽減、解放、改変、
救済、改良、改善もしくは影響させる目的で、疾患、疾患の症状もしくは疾患に対する素
質を有する患者から単離された組織もしくは細胞系に対する治療薬剤の適用もしくは投与
として定義される。
【００４８】
　「有効投与量」または「有効投与」の用語は、所望の効果を達成または少なくとも部分
的に達成するために十分な量として定義される。「治療有効投与量」の用語は、疾患にす
でに罹患している患者において、疾患およびその合併症を治癒または少なくとも部分的に
阻止するために十分な量として定義される。この使用に有効な量は、感染の重症度および
患者自身の免疫系の一般的な状態に依存する。
【００４９】
　「患者」の用語は、予防または治療処置のいずれかを受けるヒトおよびその他の哺乳動
物対象を含む。
【００５０】
　「可溶性」または「分解した」Ａβは、モノマー状で可溶性ならびにオリゴマー性で可
溶性のＡβポリペプチド（例えば可溶性Ａβ二量体、三量体など）を含み、非凝集または
分離したＡβポリペプチドを指す。「不溶性」Ａβは、例えば非共有結合により一緒に保
持された凝集Ａβポリペプチドを指す。Ａβ（例えばＡβ４２）は、ペプチドのＣ－末端
における疎水性残基（ＡＰＰの膜貫通ドメインの部分）の存在により、少なくとも部分的
に凝集すると考えられる。可溶性Ａβは、ｉｎ　ｖｉｖｏで生物学的液体、例えば脳脊髄
液および／または血清中に見いだすことができる。あるいは、可溶性Ａβは、冷凍乾燥し
たペプチドを清潔なＤＭＳＯ中に音波処理して溶解して調製できる。得られた溶液を遠心
分離（例えば１４，０００ｘｇ、４℃、１０分間）してすべての不溶性粒子体を除去する
。
【００５１】
　「エフェクター機能」の用語は、抗体（例えばＩｇＧ抗体）のＦｃ領域内に存在するエ
フェクター活性を指し、そして例えばエフェクター分子、例えば補体および／またはＦｃ
受容体を結合する抗体の能力を含み、それは抗体の数種の免疫機能、例えばエフェクター
細胞活性、溶解、補体媒介活性、抗体除去、および抗体半減期を制御できる。
【００５２】
　「エフェクター分子」の用語は、補体タンパク質またはＦｃ受容体を含みそれらに限定
はされない抗体（例えばＩｇＧ抗体）のＦｃ領域に結合できる分子を指す。
【００５３】
　「エフェクター細胞」の用語は、リンパ球、例えば抗原が存在する細胞およびＴ細胞を
含みそれらに限定はされないエフェクター細胞の表面上に発現されるＦｃ受容体を典型的
には介して抗体（例えばＩｇＧ抗体）のＦｃ部分に結合できる細胞を指す。
【００５４】
　「Ｆｃ領域」の用語は、ＩｇＧ抗体のＣ－末端領域、特には該ＩｇＧ抗体の重鎖のＣ－
末端領域を指す。ＩｇＧ重鎖のＦｃ領域の境界は僅かに変動してもよいが、Ｆｃ領域は、
ＩｇＧ重鎖のアミノ酸残基Ｃｙｓ２２６付近からカルボキシル末端にわたるとして典型的
には定義される。
【００５５】
　「Ｋａｂａｔ番号付け」の用語は、別途記載しない限り、Ｋａｂａｔ　ｅｔ
ａｌ．（「免疫学的に関係するタンパク質の配列」、第五版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔ
ｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ
Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ（１９９１）、引用することにより本明細書中に
明確に編入される）中のＥＵ指数を用いる、例えばＩｇＧ重鎖鎖抗体内の残基の番号付け
として定義される。
【００５６】
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　「Ｆｃ受容体」または「ＦｃＲ」の用語は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を指す。
抗体（例えばＩｇＧ抗体）のＦｃ領域に結合する典型的なＦｃ受容体は、ＦｃγＲＩ、Ｆ
ｃγＲＩＩおよびＦｃγＲＩＩＩサブクラスの受容体を含むが、それらに限定はされず、
それらの受容体の対立遺伝子変異体および交互にスプライスされた形態を含む。Ｆｃ受容
体は、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．９：
４５７－９２（１９９１）；Ｃａｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　
４：２５－３４（１９９４）およびｄｅ　Ｈａａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉ
ｎ．Ｍｅｄ．１２６：３３０－４１（１９９５）中に概説されている。
Ｉ．免疫学および治療用試薬
　本発明の免疫学および治療用試薬は、本明細書中で定義される免疫原もしくは抗体、ま
たはそれらの機能性もしくは抗原結合フラグメントを含んでなるかもしくはこれらから成
る。基本抗体構造単位は、サブユニットの四量体を含んでなることが知られている。それ
ぞれの四量体は、ポリペプチド鎖の２個の同一の対から成り、それぞれの対は一個の「軽
」（約２５ｋＤａ）および一個の「重」（約５０～７０ｋＤａ）鎖を有する。それぞれの
鎖のアミノ末端部分は、主として抗原認識に対応する約１００～１１０またはそれ以上の
アミノ酸の可変領域を含む。それぞれの鎖のカルボキシ末端部分は主としてエフェクター
機能に対応する定常領域をカノニカルする。
【００５７】
　軽鎖はカッパまたはラムダのいずれかとして分類され、そして長さ約２３０残基である
。重鎖は、ガンマ（γ）、ミュー（μ）、アルファ（α）、デルタ（δ）、またはイプシ
ロン（ε）として分類され、長さ約４５０～６００残基であり、そしてそれぞれＩｇＧ、
ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥとして抗体のイソタイプをカノニカルする。重鎖お
よび軽鎖の双方共にドメインに折り畳まれる。「ドメイン」の用語は、タンパク質の球状
領域、例えば免疫グロブリンまたは抗体を指す。免疫グロブリンまたは抗体ドメインは、
例えばβプリートされたシートと鎖間ジスルフィド結合により安定化された３～４個のペ
プチドループを含む。本来の軽鎖は、例えば２個のドメイン（ＶＬおよびＣＬ）を有し、
そして本来の重鎖は、例えば４～５個のドメイン（ＶＨ、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）
を有する。
【００５８】
　軽鎖および重鎖内で、可変および定常領域は約１２個またはそれ以上のアミノ酸の「Ｊ
」領域により連結され、ここで重鎖は約１０個またはそれ以上のアミノ酸の「Ｄ」領域も
含む（一般的には、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｐａｕｌ，Ｗ．，
ｅｄ．，２ｎｄ．ｅｄ．Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），Ｃｈ７）参照
、すべての目的のために、引用することによりその全体を編入する）。
【００５９】
　それぞれの軽／重鎖対の可変領域は抗体結合性部位を形成する。従って、本来の抗体は
、２個の結合性部位を有する。二重特異性（ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ）または二重特異
性（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）抗体を除き、２個の結合性部位は同一である。鎖は、３個の
超可変領域、すなわちいわゆる相補性決定領域もしくはＣＤＲにより連結された相対的に
保存されるフレームワーク領域（ＦＲ）の同様の一般構造をすべて示す。天然に存在する
鎖または組換え産生鎖は、細胞プロセシングの間に除去されて成熟鎖を産生するリーダー
配列を伴って発現されることもできる。例えば関係する特定の鎖の分泌またはプロセシン
グを改変を促進するための天然には存在しないリーダー配列を有する成熟鎖が組換え的に
産生されることもできる。
【００６０】
　それぞれの対の２個の成熟鎖のＣＤＲは、フレームワーク領域により整列され、特定の
エピトープへの結合を可能とする。Ｎ－末端からＣ－末端まで、軽鎖および重鎖の双方共
にドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３およびＦＲ４を含ん
でなる。「ＦＲ４」は、当該技術分野において、可変重鎖のＤ／Ｊ領域そして可変軽鎖の
Ｊ領域とも称される。各ドメインへのアミノ酸の割当は、Ｋａｂａｔ，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ
，１９８７　ａｎｄ　１９９１）の定義に従う。別の構造定義は、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１（１９８７）；Ｎａｔｕｒｅ　３４２
：８７８（１９８７）；およびＪ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１８６：６５１（１９８９）（こ
れ以後、集合的に「Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．」と称し、そしてすべての目的のため
に、引用することによりその全体を編入する）により提出された。
Ａ．Ａβ抗体
　本発明の治療薬剤は、アミロイド斑のＡβへまたはその他の成分へ特異的に結合する抗
体を含む。好ましい抗体は、モノクローナル抗体である。いくつかのかかる抗体は、可溶
性形態には結合しないでＡβの凝集した形態に特異的に結合する。あるものは凝集形態に
は結合しないで可溶性形態に特異的に結合する。あるものは凝集および可溶性の形態の双
方に結合する。治療方法に使用される抗体は、好ましくは、本来の定常領域、または少な
くともＦｃ受容体と相互作用をするために十分な定常領域を有する。好ましい抗体は、斑
内のＡβのＦｃ媒介ファゴサイトーシスの刺激に効力があるものである。ヒトイソタイプ
ＩｇＧ１は、食細胞上（例えば脳定住マクロファージまたは小膠細胞上）のＦｃＲＩ受容
体に対してヒトイソタイプの最高の親和性を有するので好ましい。ヒトＩｇＧ１はネズミ
ＩｇＧ２ａと等価であり、従って後者はアルツハイマー病の動物（例えばマウス）モデル
内でのｉｎ　ｖｉｖｏ効力を試験するために適する。二重特異性Ｆａｂフラグメントも使
用でき、その中で抗体の一つの腕がＡβに対して特異性を有し、そして他のものはＦｃ受
容体に対して特異性を有する。好ましい抗体は、約１０６、１０７、１０８、１０９、ま
たは１０１０Ｍ－１（それらの値の中間の親和性を含む）より大きい（または等しい）結
合親和性でＡβに結合する。
【００６１】
　モノクローナル抗体は、コンホメーション性または非コンホメーション性エピトープで
あり得るＡβ内の特定のエピトープに結合する。抗体の予防および治療効力は、実施例中
に記載のトランスジェニック動物モデル手順を用いて試験できる。好ましいモノクローナ
ル抗体は、Ａβの残基１～１０（本来のＡβの第一のＮ末端残基を１と指定する）内のエ
ピトープに、さらに好ましくはＡβの残基３～７内のエピトープに結合する。いくつかの
方法では、異なるエピトープに対して結合特異性を有する多重（ｍｕｌｔｉ）モノクロー
ナル抗体が使用され、例えば、Ａβの残基３～７内のエピトープに対して特異性の抗体は
、Ａβの残基３～７以外のエピトープに対して特異性の抗体と共投与できる。かかる抗体
は、連続してまたは同時に投与できる。Ａβ以外のアミロイド成分に対する抗体も使用で
きる（例えば投与または共投与）。
【００６２】
　抗体のエピトープ特異性は、例えば、異なるメンバーがＡβの異なるサブ配列を表すフ
ァージディスプレイライブラリーを形成することにより特定できる。次いで、試験する抗
体に特異的に結合するメンバーに関して、ファージディスプレイライブラリーを選択する
。配列のファミリーを単離する。典型的には、かかるファミリーは、共通のコア配列、お
よび異なるメンバー内のフランキング配列の変動する長さを含む。抗体への特異的結合性
を示す最短のコア配列は、抗体により結合されるエピトープをカノニカルする。抗体は、
エピトープ特異性がすでに決定されている抗体を用いる競合アッセイでエピトープ特異性
も試験できる。例えば、Ａβへの結合性に関して１２Ａ１１抗体と競合する抗体は、１２
Ａ１１と同一または類似のエピトープ、すなわち残基Ａβ３～７内に結合する。エピトー
プ特異性についての抗体のスクリーニングは、治療効力の有用な予測となる。例えば、Ａ
βの残基１～７内のエピトープに結合すると決定された抗体は、本発明の方法論に従って
アルツハイマー病を予防および処置するために有効である可能性がある。
【００６３】
　Ａβの他の領域に結合しないでＡβの好ましいセグメントに特異的に結合する抗体は、
他の領域に結合するモノクローナル抗体または本来のＡβへのポリクローナル血清と比較



(25) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

40

50

して多数の利点を有する。第一に、同一の投与重量に対して、好ましいセグメントに特異
的に結合する抗体の投与量は、アミロイド斑の除去において有効な抗体のより高いモル基
準投与量を含む。第二に、好ましいセグメントへ特異的に結合する抗体は、本来のＡＰＰ
ポリペプチドに対する除去反応を誘発せず、アミロイド沈着に対して除去反応を誘発でき
、これにより予想される副作用が低減される。
１．非ヒト抗体の産生
　本発明は、非ヒト抗体、例えば本発明の好ましいＡβエピトープに対して特異性を有す
る抗体を特徴とする。かかる抗体は、本発明の種々の治療組成物を調合する際に使用でき
、または、好ましくは、ヒト化またはキメラ抗体の産生のための相補性決定領域を提供す
る（詳細は以下に記載する）。非ヒト、例えばネズミ、モルモット、霊長類動物、ラビッ
トまたはラットのモノクローナル抗体の産生は、例えば、Ａβを用いて動物を免疫化して
達成できる。ＡβまたはＡβの免疫原フラグメントを含んでなるさらに長いポリペプチド
またはＡβへの抗体への抗－イディオタイプ抗体も使用できる。Ｈａｒｌｏｗ　＆　Ｌａ
ｎｅ、上記文献（すべての目的のために、引用することによりその全体を編入する）参照
。このような免疫原は、本来の起源から、ペプチド合成によりまたは組換え発現により得
ることができる。場合により、免疫原は、キャリヤタンパク質と融合またはその他の方法
で複合して投与でき、これは以下に記載する通りである。場合により、免疫原は、アジュ
バントと一緒に投与できる。「アジュバント」の用語は、抗原と一緒に投与された場合に
抗原に対する免疫反応を増強するが、しかし単独で投与された場合には抗原に対する免疫
反応を起こさない化合物を指す。アジュバントは、リンパ球補充（ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎ
ｔ）、Ｂおよび／またはＴ細胞の刺激およびマクロファージの刺激を含む種々の機構によ
り免疫反応を増強できる。種々の型のアジュバントが以下に記載のように使用される。完
全フロイントアジュバントとそれに続く不完全アジュバントが、実験室動物の免疫化に好
ましい。
【００６４】
　ポリクローナル抗体を製造するためにラビットまたはモルモットが典型的に使用される
。例えば受動的保護のためのポリクローナル抗体の例示の製造は、以下のように行うこと
ができる。１２５体の非トランスジェニックマウスをＣＦＡ／ＩＦＡアジュバントを加え
たＡβ１－４２の１００μｌを用いて免疫化し、４～５カ月後に安楽死させる。免疫化し
たマウスから血液を採取する。ＩｇＧを血液成分から分離する。免疫原に特異性の抗体を
アフィニティークロマトグラフィーにより部分的に精製してもよい。免疫原特異性抗体の
平均して約０．５～１ｍｇがマウス１体あたりに得られ、全体で６０～１２０ｍｇとなる
。
【００６５】
　モノクローナル抗体を製造するためには典型的にはマウスが用いられる。マウス内にＡ
βのフラグメントまたはより長い形態を注入し、ハイブリドーマを製造しそしてＡβに特
異的に結合する抗体についてハイブリドーマをスクリーニングして、フラグメントに対す
るモノクローナル抗体が製造できる。場合により、Ａβの他の非重複フラグメントには結
合しないで、Ａβの特定の領域または所望のフラグメントに結合することについて抗体を
スクリーニングする。後者のスクリーニングは、Ａβペプチドの欠失変異体の集合に対す
る抗体の結合性を決定しそしてどの欠失変異体が抗体に結合したかを決定して達成できる
。結合性は、例えばウエスタンブロットまたはＥＬＩＳＡにより評価できる。抗体への特
異的結合性を示す最小のフラグメントが抗体のエピトープをカノニカルする。あるいは、
エピトープ特異性は、試験および参照抗体がＡβへの結合について競合する競合アッセイ
により決定できる。試験および参照抗体が競合する場合には、それらは、同じエピトープ
または一つの抗体の結合が他の結合を妨害するように十分近位のエピトープに結合する。
かかる抗体に好ましいイソタイプは、マウスイソタイプＩｇＧ２ａまたは他の種の等価イ
ソタイプである。マウスイソタイプＩｇＧ２ａは、ヒトイソタイプＩｇＧ１（例えばヒト
ＩｇＧ１）に等価である。
２．キメラおよびヒト化抗体
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　本発明はベータアミロイドペプチドに特異性のキメラおよび／またはヒト化抗体（すな
わち、キメラ性および／またはヒト化免疫グロブリン）も特徴とする。キメラおよび／ま
たはヒト化抗体は、キメラまたはヒト化抗体の構築のための出発物質を提供するマウスま
たはその他の非ヒト抗体と同一または類似した結合特異性および親和性を有する。
ａ．キメラ抗体の製造
　「キメラ抗体」の用語は、その軽鎖および重鎖遺伝子が、典型的には遺伝子操作により
、異なる種に属する免疫グロブリン遺伝子セグメントから構築された抗体を指す。例えば
、マウスモノクローナル抗体からの遺伝子の可変（Ｖ）セグメントは、ヒト定常（Ｃ）セ
グメント、例えばＩｇＧ１およびＩｇＧ４に結合するであろう。ヒトイソタイプＩｇＧ１
が好ましい。従って、典型的なキメラ抗体は、マウス抗体からのＶもしくは抗原結合ドメ
インおよびヒト抗体からのＣもしくはエフェクタードメインから成るハイブリッドタンパ
ク質である。
ｂ．ヒト化抗体の製造
　「ヒト化抗体」の用語は、本質的にヒト抗体鎖からの可変領域フレームワーク残基を含
んでなる少なくとも一個の鎖（アクセプター免疫グロブリンまたは抗体を称する）および
本質的にマウス抗体からの少なくとも１個の相補性決定領域（ドナー免疫グロブリンまた
は抗体と称する）を含んでなる抗体を指す。Ｑｕｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１００２９－１００３３（１９８９）、米国特
許第５，５３０，１０１号明細書、米国特許第５，５８５，０８９号明細書、米国特許第
５，６９３，７６１号明細書、米国特許第５，６９３，７６２号明細書、Ｓｅｌｉｃｋ　
ｅｔ　ａｌ．，国際特許公開（ＷＯ）第９０／０７８６１号明細書およびＷｉｎｔｅｒ米
国特許第５，２２５，５３９号明細書（すべての目的のために、引用することによりその
全体を編入する）参照。もし存在する場合には、定常領域も実質的または完全にヒト免疫
グロブリン由来である。
【００６６】
　ヒト可変ドメインフレームワーク内へのマウスＣＤＲの置換は、ＣＤＲが由来したマウ
ス可変フレームワークと同様または類似のコンホメーションをヒト可変ドメインフレーム
ワークが取る場合に、それらの正しい空間的方向の保持もたらす可能性が最も高い。これ
は、ＣＤＲが誘導されたネズミ可変フレームワークドメインとヒト抗体のフレームワーク
配列が高い程度の配列同一性を示す、ヒト抗体からのヒト可変ドメインを得ることにより
達成される。重鎖および軽鎖可変フレームワーク領域は同一または異なるヒト抗体配列か
ら誘導できる。ヒト抗体配列は、本来的に存在するヒト抗体の配列であることができるか
または数種のヒト抗体のコンセンサス配列であることができる。Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕ
ｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　４：７７３（１９９１
）：Ｋｏｌｂｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　６
：９７１（１９９２）およびＣａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，国際特許公開（ＷＯ）第９２
／２２６５３号明細書参照。
【００６７】
　ネズミドナー免疫グロブリンおよび適当なヒトアクセプター免疫グロブリンの相補性決
定領域を同定すると、次の段階は、もし存在すれば、成分が置換されなければならない残
基を決定して、得られたヒト化抗体の性質を最適化することである。一般に、ヒトアミノ
酸残基のネズミとの置換は最小にしなればならないが、それというのもネズミ残基の導入
は、ヒト内でのヒト－抗－マウス－抗体（ＨＡＭＡ）反応を励起する抗体の危険性を増加
するからである。ヒト反応を決定するための当該技術分野で認知されている方法は、特定
の患者においてもしくは臨床試験の間にＨＡＮＡ反応を監視して行うことができる。ヒト
化抗体を投与された患者は、該治療の投薬の開始およびその間に免疫原性評価を受けるこ
とがきでる。ＨＡＭＡ反応は、例えば、表面プラスモン共鳴技術（ＢＩＡＣＯＲＥ）およ
び／または固相ＥＬＩＳＡ分析を含む当該技術分野の技術者には既知の方法を用いて患者
からの血清資料中で、ヒト化治療試薬に対する抗体を検出して測定される。
【００６８】
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　ヒト可変領域フレームワーク残基からの一部のアミノ酸は、ＣＤＲコンホメーションお
よび／または抗原への結合性に対するそれらの可能な影響に基づく置換について選択され
る。ヒト可変フレームワーク領域を有するネズミＣＤＲ領域の本来的ではない並置は、正
常ではないコンホメーション制約をもたらし、それは、一部のアミノ酸残基の置換により
修正されない限り、結合親和性の欠失に導く。
【００６９】
　置換のためのアミノ酸残基の選択は、一部分はコンピューターモデリングにより決定さ
れる。コンピューターハードウエアおよびソフトウエアは、免疫グロブリン分子の三次元
イメージを作製するために本明細書中に記載されている。一般に、分子モデルは免疫グロ
ブリン鎖またはそのドメインに対する解明された（ｓｏｌｖｅｄ）構造から出発して作製
される。モデル比較される鎖は、解明された三次元構造の鎖もしくはドメインとのアミノ
酸配列類似性について比較され、そして最大の配列同一性を示した鎖もしくはドメインを
分子モデルの構築のための出発点として選択する。少なくとも５０％の配列同一性を共有
する鎖またはドメインをモデリングのために選択し、そして好ましくは、少なくとも６０
％、７０％、８０％、９０％配列同一性またはそれ以上を共有するものをモデリングのた
めに選択する。モデル比較される免疫グロブリン鎖もしくはドメイン内の実際のアミノ酸
と、出発構造内のものとの間の相違を許容するように、解明された出発構造を変更する。
次いで、変更した構造を複合（ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ）免疫グロブリンに構築する。最後に
、エネルギー最小化によりそしてすべての原子が相互に適当な距離内にありそして結合の
長さおよび角度が化学的に許容できる限界内にあることを確認してモデルを改善する。
【００７０】
　置換のためのアミノ酸の選択は、特定の場所にあるアミノ酸の特性の検討、または特定
のアミノ酸の置換または変異誘発の効果の実験的な観察により、一部分を決定することも
できる。例えば、ネズミ可変領域フレームワーク残基と選択されたヒト可変領域フレーム
ワーク残基との間でアミノ酸が異なる場合に、ヒトフレームワークアミノ酸は、そのアミ
ノ酸が
（１）抗原を直接非共有結合的に結合するか、
（２）ＣＤＲ領域に隣接しているか、
（３）その他の方法でＣＤＲ領域と相互作用するか（例えばコンピューターモデリングで
決定してＣＤＲ領域から３～６Å以内にある）、または
（４）ＶＬ－ＶＨ界面内に関与する
ことが合理的に期待される場合に、マウス抗体からの等価フレームワークアミノ酸により
通常置換されるべきである。
【００７１】
　「抗原を直接非共有結合的に結合する」残基とは、確立された化学的力、例えば水素結
合、ファンデルワールス力、疎水性相互作用、などにより、抗原上のアミノ酸と直接相互
作用する高い可能性を有するフレームワーク領域内の位置にあるアミノ酸を含む。
【００７２】
　ＣＤＲおよびフレームワーク領域はＫａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．またはＣｈｏｔｈｉａ　
ｅｔ　ａｌ．（上記文献）により定義されている。Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．（上記文献
）により定義されるフレームワーク領域がＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（上記文献）に
より定義される構造ループ残基を構成する場合に、マウス抗体内に存在するアミノ酸をヒ
ト化抗体内の置換のために選択してもよい。「ＣＤＲ領域に隣接」する残基とは、ヒト化
免疫グロブリン鎖の一次配列内のＣＤＲの１個またはそれ以上に直接隣接する位置、例え
ばＫａｂａｔにより定義されるＣＤＲまたはＣｈｏｔｈｉｓにより定義されるＣＤＲに直
接隣接する位置にあるアミノ酸残基を含む（例えばＣｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ，
ＪＭＢ　１９６：９０１（１９８７）参照）。それらのアミノ酸は、ＣＤＲ内のアミノ酸
と相互作用する可能性が特に高く、そしてアクセプターから選択された場合には、ドナー
ＣＤＲを変形しそして親和性を低下させる。さらに、隣接アミノ酸は、抗原と直悦相互作
用する場合もあり（Ａｍｉｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３３：７４７（１９８６
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）引用することにより本明細書に編入される）そしてドナーからのそれらのアミノ酸の選
択は、当初の抗原内に親和性を提供するすべての抗原接触を維持するために望ましいであ
ろう。
【００７３】
　「その他の方法でＣＤＲ領域と相互作用する」残基は、ＣＤＲ領域に影響するために十
分な空間配置にあると二次構造解析により決定されるものを含む。一つの態様では、「そ
の他の方法でＣＤＲ領域と相互作用する」残基は、ドナー免疫グロブリンの三次元モデル
（例えばコンピューター作製モデル）を解析して同定される。典型的には当初のドナー抗
体の三次元モデルは、ＣＤＲの外部の一定のアミノ酸がＣＤＲに近くそして水素結合、フ
ァンデルワールス力、疎水性相互作用などによりＣＤＲ内のアミノ酸と相互作用する高い
可能性を有することを示す。それらのアミノ酸位置において、ドナー免疫グロブリンアミ
ノ酸はアクセプター免疫グロブリンアミノ酸よりも選択されるであろう。この基準に従う
アミノ酸は、一般的にＣＤＲ内の一部原子から約３Å単位内の側鎖原子を有しそして確立
された化学的力、例えば上記に列記したものに従ってＣＤＲ原子と相互作用できる原子を
含まなくてはならない。
【００７４】
　疎水性結合を形成できる原子の場合には、３Åはそれらの核の間で測定されるが、しか
し結合を形成しない原子では、３Åはそのファンデルワールス面の間で測定される。従っ
て、後者の場合、核は、相互作用できると考えられる原子に対して約６Å（３Åにファン
デルワールス半径の和を加えた値）内になければならない。多くの場合に、核は４または
５または６Å離れている。アミノ酸がＣＤＲと相互作用できるかどうかを決定する場合に
、重鎖ＣＤＲ２の最後の８個のアミノ酸をＣＤＲの部分として考慮しないのが好ましいが
、それは構造の観点から、それらの８個のアミノ酸はフレームワークの一部として行動す
ることが多いからである。
【００７５】
　ＣＤＲ内のアミノ酸と相互作用できるアミノ酸は、さらの別の方法で同定してもよい。
各フレームワークアミノ酸それぞれの溶剤接近可能な表面積は、二つの方法で算出される
：（１）本来の抗体内、および（２）そのＣＤＲが除去された抗体から成る仮想分子内。
約１０平方Åまたはそれ以上のそれらの数の間の著しい相違は、フレームワークアミノ酸
の溶剤への接近がＣＤＲにより少なくとも部分的に遮断され、そしてそのためにアミノ酸
がＣＤＲと接触することを示す。アミノ酸の溶剤接近可能表面積は、当該技術分野で既知
のアルゴリズムを用いて抗体の三次元モデルに基づいて算出されてもよい（例えば、Ｃｏ
ｎｎｏｌｌｙ，Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｃｒｙｓｔ．１６：５４８（１９８３）およびＬｅｅ　ａ
ｎｄ　Ｒｉｃｈａｒｄｓ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．５５：３７９（１９７１）参照、双方
共に引用することにより本明細書に編入される）。フレームワークアミノ酸は、一方では
自体がＣＤＲと接触する他のフレームワークアミノ酸のコンホメーションに影響を及ぼし
て、場合によりＣＤＲと間接的に相互作用もするであろう。
【００７６】
　フレームワーク内の幾つかの位置にあるアミノ酸は、多くの抗体内でＣＤＲ確認を決定
する（例えばＣＤＲと相互作用できること）のために重要なことが知られている（Ｃｈｏ
ｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｔ、上記文献、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ、上記文献、およ
びＴｒａｍｏｎｔａｎｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：１７５（１９９
０）、すべて引用することにより本明細書に編入される）。これらの研究者は、数種の既
知抗体の構造の分析によりＣＤＲコンホメーションに重要な保存フレームワーク残基を同
定した。分析した抗体は、ＣＤＲのコンホメーションに基づいて、限定された数の構造的
または「カノニカル（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）」クラスに分類された。カノニカルクラスの
メンバー内の保存フレームワーク残基は「カノニカル」残基と称される。カノニカル残基
は、軽鎖の残基２、２５、２９、３０、３３、４８、６４、７１、９０、９４および９５
、および重鎖の残基２４、２６、２９、３４、５４、５５、７１および９４を含む。別の
残基（例えばＣＤＲ構造－決定残基）はＭａｒｔｉｎ　ａｎｄ　Ｔｈｏｒｔｏｎ（１９９
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６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３：８００の方法論に従って同定できる。重要なことは
、軽鎖の２、４８、６４および７１および重鎖の２６～３０、７１および９４の位置にあ
るアミノ酸（番号付けはＫａｂａｔによる）は、多くの抗体内でＣＤＲと相互作用できる
ことが知られている。軽鎖内の３５および重鎖内の９３および１０３の位置にあるアミノ
酸も、ＣＤＲと相互作用するらしい。ＣＤＲのコンホメーションに影響するらしい他の残
基は、Ｆｏｏｔｅ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２４：
４８７の方法論に従って同定できる。かかる残基は「バーニア」残基と称され、そしてＣ
ＤＲの直下に存在する（すなわち下に「プラットフォーム」を形成する）フレームワーク
領域内の残基である。それらの番号付けしたすべての位置で、ヒト化免疫グロブリン内に
存在するために、ドナーアミノ酸の選択の方が、（もし存在するならば）アクセプターア
ミノ酸の選択よりも好ましい。反対に、ＣＤＲ領域と相互作用できる一部の残基、例えば
軽鎖の最初の５個のアミノ酸は、ヒト化免疫グロブリンの親和性の損失を伴わないで、ア
クセプター免疫グロブリンから選択できることもある。
【００７７】
　「ＶＬ－ＶＨ界面内に関与する」残基または「充填残基」は、例えばＮｏｖｏｔｎｙ　
ａｎｄ　Ｈａｂｏｒ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：４５９２
－６６（１９８５）またはＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，（上記文献）により定義され
たＶＬとＶＨ間の界面にある残基を含む。一般に、異常な充填残基がヒトフレームワーク
内のものと異なる場合には、それらはヒト化抗体内に保持されるべきである。
【００７８】
　一般に、上記の基準を満足する１個またはそれ以上のアミノ酸は、置換されることがで
きる。いくつかの態様では、上記の基準を満足するすべてまたは大部分のアミノ酸が置換
されている。時には、特定のアミノ酸が上記の基準に合致するかどうかについていくらか
の不明瞭さがあり、そして別の改変体免疫グロブリンが産生され、その一つはその特定の
置換を有し、他は有していない。このようにして産生された別の改変体免疫グロブリンは
、本明細書内に記載のいずれのアッセイでも所望の活性について試験され、そして好まし
い免疫グロブリンを選択できる。
【００７９】
　通常、ヒト化抗体内のＣＤＲ領域は本質的に同一性し、そしてさらに一般的には、ドナ
ー抗体の相応するＣＤＲ領域に同一性する。しかし、ある態様では、抗体の抗原結合特異
性を変更し、そして／または抗体の免疫原性を低下するために１個またはそれ以上のＣＤ
Ｒ領域を変更することが望ましいこともある。典型的には、ＣＤＲの１個またはそれ以上
の残基は結合を変更して改変して、結合性のさらに好ましいオンレート（ｏｎ－ｒａｔｅ
）、結合性のさらに好ましいオフレート（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）、または双方を達成して、
理想化された結合定数に到達する。この戦略を用いて、非常に高い結合親和性、例えば１
０１０Ｍ－１またはそれ以上を有する抗体が達成できる。要約すると、ドナーＣＤＲ配列
は、引き続いて１個またはそれ以上の残基が改変される塩基配列として好ましい。本明細
書中に記載の親和性成熟技術は、ＣＤＲ領域を改変し、次いで結合における所望の変化の
ために得られた結合性分子をスクリーニングするために使用できる。該方法は、ドナーＣ
ＤＲ、典型的にはマウスＣＤＲを改変して、可能なヒト抗マウス抗体ＨＡＭＡ）反応が最
小化または回避されるようなさらに低い免疫原性とするために使用してもよい。従って、
ＣＤＲが改変されると、結合親和性ならびに免疫原性における変化を、最良の複合した結
合性および低い免疫原性にために抗体が最適化されるように監視されそして採点される（
例えば米国特許第６，６５６，４６７号明細書および米国特許公開ＵＳ２００２０１６４
３２６Ａ１号明細書参照）。
【００８０】
　別の解決法では、抗体のＣＤＲ領域を分析して、ヒト対応体を用いてドナーＣＤＲのそ
れぞれを組織的に置換することにより、抗体結合性および／または免疫原性に対するそれ
ぞれ個別のＣＤＲの貢献を決定する。次いで、得られたヒト化抗体のパネルを、抗体親和
性および各ＣＤＲの可能な免疫原性に関して採点する。この方法で、候補の結合性分子の
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２個の臨床的に重要な性質、すなわち抗原結合性および低い免疫原性が決定される。相応
するネズミまたは抗体のＣＤＲグラフト（ヒト化）形態に対する患者血清が入手できる場
合には、系統的ヒトＣＤＲ交換を表す抗体の全パネルをスクリーニングして各ドナーＣＤ
Ｒに対する抗－イディオタイプ反応を患者に決定できる（技術的詳細については、例えば
Ｉｗａｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３６：１０７９－９１（１９９
９）参照）。かかる解決法は、本態的ドナーＣＤＲ領域を非本態的ドナーＣＤＲから同定
することを可能とする。次いで、非本態的ＣＤＲ領域をヒト対応ＣＤＲと交換してもよい
。受容できないほどの機能の損失を伴わないでは本態的ＣＤＲ領域が交換できない場合に
は、ＣＤＲの特異性決定残基（ＳＤＲ）の同定を、例えば部位指定変異誘発により行う。
この方法で、ＣＤＲはＳＤＲのみを保持するように再操作しそしてＣＤＲ全体の残留アミ
ノ酸位置でヒトおよび／または最小免疫原性であることができる。一部のドナーＣＤＲの
みをグラフトするかかる解決法は、短縮ＣＤＲグラフト法とも称される（上記技術の技術
的な詳細に関しては、例えばＴａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ　１６４（３）：１４３２－４１（２０００）；Ｇｏｎｚａｌｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４０：３３７－３４９（２００３）；Ｋａｓｈｍｉｒｉ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ．Ｏｎｃｏｌ．Ｈｅｍａｔｏｌ．３８：３－１６（２００１
）；およびＤｅＰａｓｃａｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１
６９（６）：３０７６－８４（２００２）参照）。
【００８１】
　さらに、得られたヒト化免疫グロブリンの結合親和性に容易に感知できるほど影響する
ことなく、ＣＤＲ残基の１個またはそれ以上の保存的アミノ酸置換を行うことが時に可能
である。保存的置換とは、ｇｌｙ，ａｌａ；ｖａｌ，ｉｌｅ，ｌｅｕ；ａｓｐ，ｇｌｕ；
ａｓｎ，ｇｌｎ；ｓｅｒ，ｔｈｒ；ｌｙｓ，ａｒｇ；およびｐｈｒ，ｔｙｒのような組み
合わせを意図する。
【００８２】
　別の置換候補は、その位置におけるヒト免疫グロブリンにとって異常または「稀」であ
るアクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。それらのアミノ酸は、マウスドナー
抗体の等価位置からまたはさらに典型的なヒト免疫グロブリンの等価位置からのアミノ酸
で置換できる。例えば、アクセプター免疫グロブリンのヒトフレームワーク領域内のアミ
ノ酸がその位置にとっては稀でありそしてドナー免疫グロブリン内の相応するアミノ酸が
ヒト免疫グロブリン配列内のその位置にとって共通である場合；またはアクセプター免疫
グロブリン内のアミノ酸がその位置にとっては稀でありそしてドナー免疫グロブリン内の
相応するアミノ酸も他のヒト配列と比較して稀である場合に、置換は望ましいであろう。
アクセプターヒトフレームワーク配列にとって残基が稀であるかどうかは、ＣＤＲコンホ
メーションへの貢献に基づく復帰突然変異のために残基を選択する場合にも考慮されなけ
ればならない。例えば、復帰突然変異が、アクセプターヒトフレームワーク配列にとって
稀である残基の置換をもたらすならば、ヒト化抗体は活性の有無についてそれを試験され
てもよい。復帰突然変異が活性に不必要な場合には、免疫原性関連性を低下するためにそ
れを除去してもよい。例えば、下記の残基における復帰突然変異は、アクセプターヒトフ
レームワーク配列内で稀である残基を導入してもよい。ｕｋ＝ｖ２（２．０％）、Ｌ３（
０．４％）、Ｔ７（１．８％）、Ｑ１８（０．２％）、Ｌ８３（１．２％）、Ｉ８５（２
．９％）、Ａ１００（０．３％）およびＬ１０６（１．１％）；およびｖｈ＝Ｔ３（２．
０％）、Ｋ５（１．８％）、Ｉ１１（０．２％）、Ｓ２３（１．５％）、Ｆ２４（１．５
％）、Ｓ４１（２．３％）、Ｋ７１（２．４％）、Ｒ７５（１．４％）、Ｉ８２（１．４
％）、Ｄ８３（２．２％）およびＬ１０９（０．８％）。これらの基準は、ヒトフレーム
ワーク内の非典型的なアミノ酸が抗体構造を破壊しないように保証することを助ける。さ
らに、異常なヒトアクセプターアミノ酸を、たまたまヒト抗体に典型的なドナー抗体から
のアミノ酸で置換することにより、ヒト化抗体はより低い免疫原性にできるであろう。
【００８３】
　本明細書中に使用される「稀」の用語は、配列の代表的な試料内の配列の約２０％以下
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、好ましくは約１０％以下、さらに好ましくは約５％以下、もっとさらに好ましくは約３
％以下、もっとさらに好ましくは約２％以下、そしてもっとさらに好ましくは約１％以下
でその位置に出現するアミノ酸を指し、そして本明細書中に使用される「共通（ｃｏｍｍ
ｏｎ）」の用語は、代表的試料内の配列の約２５％以上、しかし通常は約５０％以上で出
現するアミノ酸を指す。例えば、ヒトアクセプター配列内のアミノ酸が「稀」かまたは「
共通」であるかどうかを決定する場合に、ヒト可変領域配列のみを考慮することがしばし
ば好ましく、そしてマウスアミノ酸が「稀」または「共通」であるかどうかを決定する場
合には、マウス可変領域配列のみを考慮することがしばしば好ましい。さらに、すべての
ヒト軽鎖および重鎖可変領域配列は相互に特に相同でありそして一定の重要な位置で同じ
アミノ酸を有する、配列の「サブグループ」にそれぞれ分類される（Ｋａｂａｌ　ｅｔ　
ａｌ．，上記文献）。ヒトアクセプター配列中のアミノ酸がヒト配列の間で「稀」または
「共通」のいずれであるかを決定するために、アクセプター配列と同じサブグループ内の
それらのヒト配列のみを考慮することがしばしば好ましい。
【００８４】
　置換の別の候補は、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ（上記文献）で提案された別の定義に
よるＣＤＲ領域の部分として同定されるであろうアクセプターヒトフレームワークアミノ
酸である。置換のための追加の候補は、ＡｂＭおよび／または接触定義によるＣＤＲ領域
の部分として同定されるであろうアクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。
【００８５】
　置換のための追加的な候補は、稀または異常なドナーフレームワーク残基に相応するア
クセプターフレームワーク残基である。稀または異常なドナーフレームワーク残基は、そ
の位置でネズミ抗体にとって稀または異常な（本明細書中で定義）ものである。ネズミ抗
体にとって、サブグループはＫａｂａｔに従って決定でき、そして、共通とは異なると同
定された残基位置である。それらのドナー特異性の相違は、活性を増強するネズミ配列内
の体細胞変異を示すであろう。結合に影響すると予測される異常な残基（例えば充填カノ
ニカルおよび／またはバーニア残基）は保存され、一方結合にとって重要でないと予測さ
れる残基は置換できる。１２Ａ１１　ＵＫ配列内の稀な残基はＩ８５（３．６％）を含む
。１２Ａ１１ｖｈ配列内の稀な残基は、Ｔ３（１．０％）、Ｉ１１（１．７％）、Ｌ１２
（１．７％）、Ｓ４１（２．８％）、Ｄ８３（１．８％）およびＡ８５（１．８％）を含
む。
【００８６】
　置換のための追加的な候補は、アクセプターフレームワーク領域内に存在する非生殖細
胞系残基である。例えば、アクセプター抗体鎖（すなわちドナー抗体鎖と著しい配列同一
性を共有するヒト抗体鎖）が、生殖細胞系抗体鎖（同様にドナー鎖と著しい配列同一性を
共有する）と整列された場合に、アクセプター鎖フレームワークと生殖細胞系配列フレー
ムワークとの間で合致しない残基は、生殖細胞系配列からの相応する残基で置換できる。
【００８７】
　以上に考察した特定のアミノ酸置換の他に、ヒト化免疫グロブリンのフレームワーク領
域は通常本質的に同一性し、そしてさらに通常的には、それらが誘導されたヒト抗体のフ
レームワーク領域と同一性する。勿論、フレームワーク領域内の多数のアミノ酸は、抗体
の特異性または親和性にほとんどまたは全く直接的に貢献しない。従って、フレームワー
ク残基の多数の個別の保存的置換は、得られるヒト化免疫グロブリンの特異性または親和
性に容易に検知できるような変化はなく、許容できる。従って、一つの態様では、ヒト化
免疫グロブリンの可変フレームワーク領域は、ヒト可変フレームワーク領域配列またはか
かる配列の共通体と少なくとも８５％の配列同一性を共有する。別の態様では、ヒト化免
疫グロブリンの可変フレームワーク領域は、ヒト可変フレームワーク領域配列またはかか
る配列の共通体と少なくとも９０％、好ましくは９５％、さらに好ましくは９６％、９７
％、９８％または９９％の配列同一性を共有する。しかし、一般的にはかかる置換は望ま
しくない。
【００８８】
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　例示的な態様では、本発明のヒト化抗体は、少なくとも１０７、１０８、１０９または
１０１０Ｍ－１の抗原に対する特異性結合親和性を示す。別の態様では、本発明の抗体は
、少なくとも１０１０、１０１１または１０１２Ｍ－１の結合親和性を有することができ
る。通常、抗原に対するヒト化抗体の結合親和性の上限は、ドナー免疫グロブリンのもの
の３、４または５の係数以内である。しばしば結合親和性の下限もドナー免疫グロブリン
のものの３、４または５の係数以内である。あるいは、結合親和性は、置換を持たないヒ
ト化抗体（例えばドナーＣＤＲおよびアクセプターＦＲは有するがＦＲ置換はない抗体）
のものと比較できる。かかる場合には、最適化抗体（置換を伴う）の結合は、好ましくは
、非置換抗体のものの少なくとも２～３倍大きいかまたは３倍～４倍大きい。比較を行う
ために、種々の抗体の活性が、例えばＢＩＡＣＯＲＥ（すなわち非標識試薬を使用する表
面プラスモン共鳴）または同様の結合アッセイにより決定できる。
ｃ．ヒト化１２Ａ１１抗体の製造
　本発明の好ましい態様は、特には本明細書内に記載の治療的および／または診断的方法
論に使用するためのＡβのＮ－末端へのヒト化抗体を特徴とする。ヒト化抗体の製造のた
めにに好ましい出発物質は、モノクローナル抗体１２Ａ１１である。１２Ａ１１はＡβの
Ｎ－末端に特異性でありそして（１）凝集したＡβ１－４２に対して高い結合活性を有し
、（２）可溶性Ａβを捕そくする能力を有し、そして（３）アミロイド斑のファゴサイト
ーシスを媒介する（例えばファゴサイトーシス誘発）ことが証明されている（実施例Ｉ参
照）。１２Ａ１１抗体のｉｎ　ｖｉｖｏ効力は実施例ＩＩに記載される。１２Ａ１１抗体
重鎖および軽鎖可変領域をコードするｃＤＮＡのクローニングおよび配列決定は、実施例
ＩＩＩに記載される。
【００８９】
　適切なヒトアクセプター抗体配列は、マウス可変領域のアミノ酸配列と既知のヒト抗体
の配列とのコンピューター比較により同定できる。比較は、重鎖および軽鎖について分離
して行われるが、しかし原理はそれぞれ同一である。具体的には、そのフレームワーク配
列がネズミＶＬおよびＶＨフレームワーク領域との高度の配列同一性を示すヒト抗体から
の可変ドメインは、それぞれのネズミフレームワーク配列に対して、例えばＫａｂａｔデ
ータベースまたはＮＣＢＩ　ＩｇＧ　ＢＬＡＳＴを用いるＩｇＧタンパク質配列データベ
ース（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ＮＣＢＩインター
ネットサーバーを介して公開されアクセスできる）を探索して同定される。一つの態様で
は、ネズミドナー配列、例えばドナーフレームワーク（ＦＲ）配列と５０％以上の配列同
一性を共有するアクセプター配列が選択される。好ましくは、６０％、６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％配列同一性またはそれ以上を共有するアクセプ
ター抗体配列が選択される。
【００９０】
　１２Ａ１１のコンピューター比較は、１２Ａ１１軽鎖（マウスサブグループＩＩ）が、
サブタイプカッパＩＩのヒト軽鎖と最大の配列同一性を示し、そして１２Ａ１１重鎖（マ
ウスサブグループＩｂ）が、サブタイプＩＩのヒト重鎖に最大の配列同一性を示すことを
明らかにし、それらはＫａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．の上記文献により定義される。軽鎖およ
び重鎖ヒトフレームワーク領域は、それらのサブタイプのヒト抗体から、またはかかるサ
ブタイプのコンセンサス配列から誘導できる。最初のヒト化の努力において、軽鎖可変フ
レームワーク領域をヒトサブグループＩＩ抗体から誘導した。ヒトサブグループＩＩ抗体
から誘導された重鎖可変フレームワーク領域を有するヒト化抗体の発現の高いレベルに到
達するために設計された以前の実験に基づいて、かかる抗体の発現レベルが時には低いこ
とが発見された。従って、Ｓａｌｄａｎｈａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ｍｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．３６：７０９－７１９に記載の推定に基づいて、ヒトサブグループＩＩＩ抗
体からのフレームワーク領域をヒトサブグループＩＩの代わりに選択した。
【００９１】
　ヒトサブグループＩＩ抗体Ｋ６４（ＡＬＭＳ４）（アクセッション番号ＢＡＣ０１７３
３）を１２Ａ１１の軽鎖可変領域内で著しい配列同一性を有するＮＣＢＩ非重複データベ



(33) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

ースから同定した。ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アクセッション番号ＡＡＡ６９
７３４）を１２Ａ１１の重鎖可変領域内で著しい配列同一性を有するＮＣＢＩ非重複デー
タベースから同定した（Ｓｃｈｒｏｅｄｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｎｇ（１９９０）Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７２：６１４６－６１５０参照）。
【００９２】
　別の軽鎖アクセプター配列は、例えば以下を含む。
【００９３】
【表１】

【００９４】
　別の重鎖アクセプター配列は、例えば以下を含む。
【００９５】



(34) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

40

【表２】

【００９６】
　例示の態様で、本発明のヒト化抗体は、以上に表示されたアクセプター配列からの１２
Ａ１１　ＣＤＲおよびＦＲを含む。本明細書中に記載したＣＤＲコンホメーションおよび
／または活性に重要なフレームワーク領域内の残基が、復帰突然変異のために選択される
（ドナーとアクセプター配列との間で異なる場合）。
【００９７】
　次いで残基は置換のために以下のようにして選択される。１２Ａ１１可変フレームワー
ク領域と等価のヒト可変フレームワーク領域との間でアミノ酸が異なる場合には、該アミ
ノ酸が、
（１）抗原を直接非共有結合的に結合しているか、
（２）ＣＤＲ領域に隣接しているか、Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．（上記文献）に提案
されている別の定義でのＣＤＲ領域の部分であるか、またはＣＤＲ領域と別の方法で相互
作用する（例えばＣＤＲ領域の約３Å以内にある）か、または
（３）ＶＬ－ＶＨ界面内に関与しているか
と合理的に期待される場合には、ヒトフレームワークアミノ酸が、等価のマウスアミノ酸
により通常は置換されるべきである。
【００９８】
　１２Ａ１１抗体重鎖および軽鎖可変領域の構造解析、および１２Ａ１１抗体のヒト化は
、実施例Ｖに記載されている。要約すると、軽鎖に対しては解明されたネズミ抗体構造１
ＫＴＲそして重鎖に対しては１ＪＲＨおよび１ＥＴＺの三次元モデルが研究された。ＣＤ
Ｒ確認のために重要な残基（例えばバーニア残基）の同定のために研究できる別の三次元
モデルは、軽鎖に対しては
【００９９】
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【表３】

【０１００】
そして重鎖に対しては
【０１０１】
【表４】

【０１０２】
を含む。
【０１０３】
　本明細書中に記載の抗体に関する三次元構造情報は、例えば、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏ
ｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｆｏｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｉｎｆｏｍａｔｉｃｓ
’Ｐｒｏｔｅｎ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ（ＰＤＢ）から公開れて入手できる。ＰＤＢは、Ｗ
ｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂインターネットを介して自由にアクセスできそしてＢｅｒｍ
ａｎ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２８：２３５に記載されている。解明された三次元構造の研究は、１２Ａ１１内のＣＤＲ
相互作用残基の同定を可能とする。あるいは、１２Ａ１１ＶＨおよびＶＬ鎖の三次元モデ
ルは、コンピューターモデリングソフトウエアを用いて作製できる。要約すると、三次元
モデルは、重鎖および軽鎖に対する最も近い解明されたネズミ抗体構造に基づいて作製さ
れる。この目的で、１ＫＴＲは１２Ａ１１軽鎖のモデルリングのための鋳型として使用で
き、そして１ＥＴＺおよび１ＪＲＨは重鎖のモデルリングのための鋳型として使用できる
。このモデルは、不利な原子接触を開放しそして静電的およびファンデルワールス相互作
用を最適化するための一連のエネルギー最小化段階によりさらに改良できる。追加的な三
次元解析および／またはモデルリングは、それらの解明されたネズミ構造とそれぞれの１
２Ａ１１鎖との間の類似性に基づいて、軽鎖に対しては２ＪＥＬ（２．５Å）および／ま
たは１ＴＥＴ（２．３Å）そして重鎖（または上記のいずれかの他の抗体）に対しては１
ＧＧＩ（２．８Å）を用いて行うことができる。
【０１０４】
　１２Ａ１１の構造のコンピューターモデルは、さらに、ヒトフレームワーク構造内に置
換された１２Ａ１１相補性決定領域を含む抗体の三次元構造を予測するための出発点とし
て役立つことができる。さらなるアミノ酸置換が導入される場合の構造を表す追加的なモ
デルが構築できる。
【０１０５】
　一般的に、上記の基準を満足するアミノ酸の一個、大部分または全ての置換が望ましい
。従って、本発明のヒト化抗体は、少なくとも１、２、３またはそれを越える選択された
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位置において、相応する１２Ａ１１残基でのヒト軽鎖フレームワーク残基の置換を通常は
含む。またヒト化抗体は、少なくとも１、２、３またはそれを越える選択された位置にお
いて、相応する１２Ａ１１残基でのヒト重鎖フレームワーク残基の置換を通常は含む。
【０１０６】
　しかし、場合によれば、特定のアミノ酸が上記の基準に適合するかどうかについていく
らかの曖昧さがあり、そして代替の改変体の免疫グロブリンが作製され、その一種は特定
の置換を有し、他のものは有してない。ネズミ残基を用いる置換が特定の位置でヒト免疫
グロブリン内の稀な残基を導入する場合に、特定の置換があるかまたはない場合の活性に
ついて該抗体を試験することが望ましいであろう。活性（例えば結合親和性および／また
は結合特異性）が置換があってもなくてもほぼ同等の場合には、置換がない抗体が好まし
いであろうが、それは、本明細書中に記載のように、ＨＡＭＡプロセスの誘発が少ないこ
とが期待されるからである。
【０１０７】
　置換の別の候補は、その位置ではヒト免疫グロブリンにとって異常なアクセプターヒト
フレームワークアミノ酸である。それらのアミノ酸は、より典型的なヒト免疫グロブリン
の等価な位置からのアミノ酸で置換できる。あるいは、マウス１２Ａ１１内の等価な位置
からのアミノ酸は、かかるアミノ酸が等価位置でヒト免疫グロブリンで典型的である場合
には、ヒトフレームワーク領域内に導入できる。
【０１０８】
　置換の別の候補は、フレームワーク領域内に存在する非生殖細胞系残基である。既知の
生殖細胞系配列を用いて１２Ａ１１のコンピューター比較を行うと、重鎖または軽鎖に最
高度の配列同一性を有する生殖細胞系配列が同定できる。フレームワーク領域と生殖細胞
系配列との整列は、相応する生殖細胞系残基を用いる置換のためにどの残基を選択してよ
いかを明らかにする。選択された軽鎖アクセプターフレームワークとそれら生殖細胞系配
列の一つとのとの間で合致しない残基が、相応する生殖細胞系配列残基を用いる置換のた
めに選択できる。
【０１０９】
　稀なマウス残基は、ドナーＶＬおよび／またはＶＨ配列と、ドナーＶＬおよび／または
ＶＨ配列が属する（Ｋａｂａｔによる）サブグループの他のメンバーの配列とを比較し、
そして共通とは異なる残基位置を同定することにより同定される。それらのドナー特異性
の相違は、活性を増強する体細胞変異を示すであろう。結合部位に近い異常または稀な残
基は、抗原と接触する可能性があり、マウス残基を保持することを望ましくする。しかし
、異常なマウス残基が結合に重要でない場合には、相応するアクセプター残基の使用は、
マウス残基がヒト化抗体内に免疫原性ネオエピトープを創成するらしいので好ましい。ド
ナー配列内の異常残基が相応するアクセプター配列内で実際に共通残基である場合には、
好ましい残基は明らかにアクセプター残基である。
【０１１０】
　表１Ａは、１２Ａ１１　ＶＨおよびＶＬ領域の配列解析の要約である。
【０１１１】
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【表５】

【０１１２】
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【表６】

【０１１３】
　アミノ酸置換を選択する際に使用できる生殖細胞系配列を記述する。
【０１１４】
　本明細書中に記載の抗体に対する三次元構造情報は、例えば、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏ
ｌｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｆｏｒ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ
ｓ’Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋ（ＰＤＢ）から公開されて利用できる。ＰＤＢ
はＷｏｒｌｄ　Ｗｉｄｅ　Ｗｅｂインアターネットを介して自由にアクセスでき、そして
Ｂｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ，ｐ２３５－２４２に記載されている。本明細書中に引用する生殖細胞系配列は、例え
ばＮａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）の配列データベースから、Ｉｇｈ、ＩｇカッパおよびＩｇラム
ダ生殖細胞Ｖ遺伝子の集積中のから公開されて利用できる（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ（ＮＩＨ）におけるＮａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙ
　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＮＬＭ）の部門として）。ＮＣＢＩ”Ｉｇ　Ｇｅｒｍｌｉｎ
ｅ　Ｇｅｎｅ”データベースの相同性サーチは、ＩｇＧ　ＢＬＡＳＴＴＭにより提供され
る。
【０１１５】
　例示的な態様では、本発明のヒト化抗体は、（ｉ）ネズミ１２Ａ１１　ＶＬ
ＣＤＲおよびヒトアクセプターフレームワークを含んでなる可変ドメインを含んでなる軽
鎖であって、該フレームワークは相応する１２Ａ１１残基で置換された０、１、２、３、
４、５、６、７、８、９個またはそれ以上の残基を有し、そして（ｉｉ）１２Ａ１１　Ｖ
Ｈ　ＣＤＲおよびヒトアクセプターフレームワークを含んでなる重鎖であって、フレーム
ワークは相応する１２Ａ１１残基で置換された少なくとも１、２、３、４、５、６、７、
８、９個またはそれ以上の残基、そして場合により相応するヒト生殖細胞系残基により置
換された少なくとも１個、好ましくは２または３個の残基を有する。
【０１１６】
　別の例示的態様では、本発明のヒト化抗体は、（ｉ）ネズミ１２Ａ１１　ＶＬ　ＣＤＲ
およびヒトアクセプターフレームワークを含んでなる可変ドメインを含んでなる軽鎖であ
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って、該フレームワークは少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９またはそれ以
上の復帰突然変異された残基（すなわち、相当する１２Ａ１１残基で置換され）を含み、
ここで復帰突然変異はカノニカル、充填および／またはバーニア残基にあり、そして（ｉ
ｉ）１２Ａ１１　ＶＨ　ＣＤＲおよびヒトアクセプターフレームワークを含んでなる重鎖
であって、該フレームワークは少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９またはそ
れ以上の復帰突然変異された残基を有し、ここで復帰突然変異はカノニカル、充填および
／またはバーニア残基にある、を含む。ある態様では、復帰突然変異は、充填および／も
しくはカノニカル残基においてのみまたはまたは主として充填および／もしくはカノニカ
ル残基おいて存在する（例えば、ドナーとアクセプター配列との間で相違するバーニア残
基の１または２個のバーニア残基のみが復帰突然変異される）。
【０１１７】
　別の態様では、ヒト化抗体は、可能な限り最小数の復帰突然変異を含み、ドナー抗体（
またはそのキメラバージョン）のものに同等の結合親和性を保持する。かかるバージョン
に到達するために、復帰突然変異の種々の組み合わせが排除できそして得られた抗体を効
力（例えば結合親和性）に関して試験する。例えば、バーニア残基における復帰突然変異
（例えば１、２、３、または４個の復帰突然変異）が排除できるか、またはバーニアと充
填、バーニアとカノニカルもしくは充填とカノニカルの組み合わせにおける復帰突然変異
が排除できる。
【０１１８】
　別の態様では、本発明のヒト化抗体は、本明細書中に記載のような構造的特徴を有し、
そして少なくとも１個（好ましくは２、３、４個または全て）の下記活性をさらに有する
：（１）可溶性Ａβを結合する、（２）凝集Ａβ１－４２を結合する（例えば、ＥＬＩＳ
Ａにより決定される）、（３）可溶性Ａβを捕そくする。（４）斑（例えばＡＤおよび／
またはＰＤＡＰＰ斑の着色）内のＡβを結合する、（５）キメラ１２Ａ１１よりも２～３
倍低い親和性でＡβを結合する（例えばネズミ可変領域配列およびヒト定常領域配列を有
する１２Ａ１１）、（６）Ａβのファゴサイトーシスを媒介する（例えば本明細書中に記
載のように、ｅｘ　ｖｉｖｏファゴサイトーシスアッセイにおいて）、および（７）血液
脳関門を通過する（例えば本明細書中に記載のように、例えばＰＤＡＰＰ動物モデルにお
いて、短期脳局在化を証明する）。
【０１１９】
　別の態様では、本発明のヒト化抗体は、本明細書中に記載のように、下記のｉｎ　ｖｉ
ｖｏ効果の少なくとも１種を誘発するために十分な様式でまたは親和性をもってＡβを結
合する構造的特徴を有する：（１）Ａβ斑負荷を低下、（２）斑形成を予防、（３）可溶
性Ａβのレベルを低下、（４）アミロイド障害と関連する神経炎性病状を低下、（５）ア
ミロイド障害と関連する少なくとも１種の生理学的症状を低下または軽減、および／また
は（６）認知機能を改善する。
【０１２０】
　他の態様では、本発明のヒト化抗体は、本明細書中に記載のような構造的特徴、および
Ａβの残基３～７を含んでなるエピトープに特異的に結合する。
【０１２１】
　さらに別の態様では、本発明のヒト化抗体は、Ａβ内のＮ－末端エピトープに結合（例
えば、Ａβのアミノ酸３～７内のエピトープに結合）するという本明細書中に記載のよう
な構造的特徴を有し、そして（１）Ａβペプチドレベル、（２）Ａβ斑負荷、および（３
）アミロイド障害と関連する神経炎負荷または神経炎ジストロフィーを低減できる。
【０１２２】
　上記の活性は、本明細書内に記載されるかまたは当該技術分野における各種のアッセイ
（例えば結合性アッセイ、ファゴサイトーシスアッセイなど）のいずれか１種を用いて決
定できる。活性は、ｉｎ　ｖｉｖｏ（例えば標識アッセイ成分および／またはイメージン
グ技術を用いて）またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ（例えば対象から導かれた試料または試験片を
用いて）のいずれかで評価できる。活性は、直接または間接のいずれかで評価できる。あ
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る好ましい態様では、神経学的終点（例えばアミロイド負荷、神経炎負荷など）を評価す
る。かかる終点は、非侵襲的検出方法を用いて生体において（例えばアルツハイマー病の
動物モデルにおいてまたは例えば免疫治療を受けているヒト患者において）評価できる。
あるいは、かかる終点は死後の対象で評価できる。死後の動物モデルおよび／またはヒト
患者におけるかかる終点の評価は、類似する免疫治療の適用を使用するための種々の薬剤
（例えばヒト化抗体）の有効性を評価するために有用である。別の好ましい態様では、行
動または神経学的パラメーターは、上記の神経病理学的活性または終点の指標として評価
できる。
３．可変領域の作製
　ヒト化免疫グロブリンのＣＤＲおよびフレームワーク成分を概念的に選択すると、かか
る免疫グロブリンを製造するために多様な方法が利用できる。一般に、抗体の重鎖および
／または軽鎖のネズミ相補性決定領域（ＣＤＲ）の１個またはそれ以上を、例えばプライ
マーに基づくポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて１個またはそれ以上のヒトフレー
ムワーク領域の範囲内に配置してヒト化できる。要約すると、重複しそしてヒトフレーム
ワーク領域を用いてアニールできる配列も含む標的ネズミＣＤＲ領域にアニールできるプ
ライマーを設計できる。従って、適当な条件下で、プライマーは、ネズミ抗体鋳型核酸か
らのネズミＣＤＲを増幅できそしてヒトフレームワーク配列の一部分を増幅した鋳型に付
加できる。同様に、プライマーは、それらのプライマーを用いるＰＣＲ反応が増幅された
ヒトフレームワーク領域をもたらす標的ヒトフレームワーク領域にアニールできるように
設計できる。次いでそれぞれの増幅産物が変性、複合、そして他の産物にアニールされる
と、増幅されたヒトフレームワーク配列を伴う重複したヒトフレームワーク配列を有する
ネズミＣＤＲ領域は、遺伝子的に連結できる。従って、一回またはそれ以上のかかる反応
において、１個またはそれ以上のネズミＣＤＲ領域は介在性ヒトフレームワーク領域に遺
伝子的に連結できる。
【０１２３】
　ある態様では、プライマーは望ましい制限酵素認識配列を含んでなってもよく、得られ
たＰＣＲ増幅配列をさらに大きい遺伝子セグメント、例えば可変軽鎖または重鎖セグメン
ト、重鎖、またはベクターへの遺伝子操作を容易とする。加えて、ネズミＣＤＲ領域また
はヒトフレームワーク領域のいずれかを増幅するために使用されるプライマーは、異なる
コドンがネズミＣＤＲもしくはヒトフレームワーク領域内に導入されるように、望ましい
非合致を有してもよい。典型的な非合致は、本明細書中に記載のように、ネズミＣＤＲの
構造配向、従ってその結合親和性を保存または改善するヒトフレームワーク領域内に改変
を導入する。
【０１２４】
　上記の解決法は、１、２またはすべてで３個のネズミＣＤＲを介在性ヒトフレームワー
ク領域の範囲内に導入するために使用できることを理解すべきである。プライマーに基づ
くＰＣＲを使用して異なる配列を増幅および連結する方法は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ，
Ｆｒｉｔｓｃｈ　ａｎｄ　Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）
：ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｏｌ．１　ａｎｄ　２，（Ｄ．Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ　Ｅｄ．
１９８５）；ＰＣＲ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｅａｕｃａｇｅ，Ｅｄ．Ｊｏｈｎ　
Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９９９）（Ｅｄｉｔｏｒ）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄｓ　Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９９２）参照。
【０１２５】
　コードの縮重のために、多様な核酸配列が各免疫グロブリンアミノ酸配列をコードする
。所望の核酸配列は、最初からの固相ＤＮＡ合成によりまたは所望のポリペプチドの以前
に作製された改変体のＰＣＲ変異誘発により産生できる。オリゴヌクレオチドに媒介され
る変異誘導は、標的ポリペプチドＤＮＡの置換、欠失および挿入改変体の作製に好ましい
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方法である。Ａｄｅｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＤＮＡ　２：１８３（１９８３）参照。要
約すると、標的ポリペプチドＤＮＡは、所望の変異をコードするオリゴヌクレオチドを一
本鎖ＤＮＡ鋳型にハイブリダイズして改変される。ハイブリダイゼーションの後、オリゴ
ヌクレオチドプラスミドを組込み、そして標的ポリペプチドＤＮＡ内の選択された改変を
コードする鋳型の第二の相補鎖全体を合成するためにＤＮＡポリメラーゼが使用される。
４．定常領域の選択
　上記のようにして作製された抗体の可変セグメント（例えばキメラまたはヒト化抗体の
重鎖および軽鎖可変領域）を免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ領域）、典型的にはヒト免疫
グロブリンの定常領域の少なくとも一部分に典型的には連結するる。ヒト定常領域ＤＮＡ
配列は、各種のヒト細胞、しかし好ましくは不死化Ｂ細胞から周知の方法に従って単離で
きる（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．、上記文献およびＬｉｕ　ｅｔ　ａｌ．，国際特許公開
（ＷＯ）第８７／０２６７１号明細書参照）（上記の各文献では、すべての目的のために
その全体を引用することにより編入される）。通常、抗体は軽鎖および重鎖定常領域の双
方を含む。重鎖定常領域は、通常ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４領域を含
む。本明細書中に記載する抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡおよびＩｇＥを含む
あらゆる形式の定常領域、およびＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４を含むあ
らゆるイソタイプを有する抗体を含む。抗体（例えばヒト化抗体）が細胞毒性活性を示す
ことを望む場合には、定常領域は通常、補体結合性定常ドメインでありそしてそのクラス
は典型的にはＩｇＧ１である。ヒトイソタイプＩｇＧ１が好ましい。軽鎖定常領域はラム
ダまたはカッパであることができる。ヒト化抗体は、１種以上のクラスまたはイソタイプ
からの配列を含んでなってもよい。抗体は、２個の軽鎖と２個の重鎖を含む四量体として
、分離した重鎖、軽鎖として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖとして、また
は重鎖および軽鎖可変ドメインがスペーサーを介して連結している一本鎖抗体として発現
されることができる。
５．組換え抗体の発現
　キメラおよびヒト化抗体は典型的には組換え発現により産生される。場合により定常領
域に連結される軽鎖および重鎖可変領域をコードする核酸は、発現ベクター内に挿入され
る。軽鎖および重鎖は、同一または異なる発現ベクター内にクローニングできる。免疫グ
ロブリン鎖をコードするＤＮＡセグメントは、免疫グロブリンポリペプチドの発現を保証
する発現ベクター内の制御配列に作動可能に連結される。発現制御配列は、プロモーター
（例えば本来的に関連するかまたは異種プロモーター）、シグナル配列、エンハンサー要
素、および転写終止配列を含むが、それらに限定はされない。好ましくは、発現制御配列
は、真核生物宿主細胞（例えばＣＯＳ細胞）を形質転換またはトランスフェクションでき
るベクター内の真核生物プロモーター系である。ベクターが適切な宿主細胞内に組み込ま
れると、宿主はヌクレオチド配列の高レベル発現、および交差反応した抗体の収集および
精製に適する条件下に保たれる。
【０１２６】
　それらの発現ベクターは、典型的には、エピソームとしてまたは宿主染色体ＤＮＡの一
体化部分としてのいずれかで宿主生物体内で複製が可能である。共通して、所望のＤＮＡ
配列を用いて形質転換されたそれら細胞の検出を許容とするために、発現ベクターは選択
マーカー（例えばアンピシリン耐性、ハイグロマイシン耐性、テトラサイクリン耐性、カ
ナマイシン耐性またはネオマイシン耐性）を含む（例えばＩｔａｋｕｒａら、米国特許第
４，７０４，３６２号明細書参照）。
【０１２７】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）は、本発明のポリヌクレオチド（例えばＤＮＡ配列）をクロー
ニングするために特に有用な一つの原核生物宿主である。使用に適する他の微生物宿主は
、バチルス属、例えば枯草（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、およびその他のサル
モネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、セラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ）のような他の腸内菌科
、および種々シュードモナス属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）の種を含む。これらの原核生
物宿主内でも発現ベクターを作製でき、それは典型的には宿主細胞と適合できる発現制御
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配列（例えば複製の起点）を含む。さらに、各種の周知のプロモーターのいずれかの数が
存在でき、例えばラクトースプロモーター系、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系
、ベータ－ラクタマーゼプロモーター系、またはファージラムダからのプロモーター系で
ある。プロモーターは、典型的には、場合によりオペレーター配列を用いて、発現を制御
し、そして転写および翻訳を開始および完了するためにリボソーム結合部位配列などを有
する。
【０１２８】
　酵母などの他の微生物も発現に有用である。サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ
ｃｅｓ）が好ましい酵母宿主であるが、一方発現制御配列（例えばプロモーター、複製の
起点、終止配列などを希望に応じて有する適切なベクターも有用である。典型的なプロモ
ーターは、３－ホスホグリセリン酸キナーゼおよびその他の解糖酵素を含む。誘導可能な
酵母プロモーターは、なかでも、アルコール脱水素酵素、イソチトクロームＣ、およびマ
ルトースおよびガラクトース利用ができる酵素からのプロモーターを含む。
【０１２９】
　微生物の他に、哺乳動物組織細胞培養物も本発明のポリペプチドを発現および産生する
ために使用してもよい（例えば免疫グロブリンまたはそのフラグメントをコードするポリ
ヌクレオチド）。Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ，Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ，Ｖ
ＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎ．Ｙ．，Ｎ．Ｙ．（１９８７）参照。異種タンパク質（
例えば本来の免疫グロブリン）を分泌できる多数の適合する宿主細胞系が当該技術分野で
開発されているので、真核生物細胞が実際には好ましく、そしてＣＨＯ細胞系、種々のＣ
ｏｓ細胞系、ＨｅＬａ細胞、好ましくは骨髄種細胞系、または形質転換されたＢ細胞また
はハイブリドーマを含む。好ましくは、細胞は非ヒト性である。それらの細胞の発現ベク
ターは、発現制御配列、例えば複製の起点、プロモーター、およびエンハンサー（Ｑｕｅ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．８９：４９（１９８６）参照）、および
必要なプロセシング情報部位、例えばリボソーム結合部位、ＲＮＡスプライス部位、ポリ
アデニル化部位、および転写ターミネーター配列を含むことができる。好ましい発現制御
配列は、免疫グロブリン遺伝子、ＳＶ４０、アデノウイルス、ウシパピローマウイルス、
サイトメガロウイルスなどから誘導されるプロモーターである。Ｃｏ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：１１４９（１９９２）参照。
【０１３０】
　あるいは、抗体をコードする配列は、トランスジェニック動物のゲノム内への導入およ
び引き続いてのトランスジェニック動物の乳内での発現のための導入遺伝子内に組み込む
ことができる（例えば、Ｄｅｂｏｅｒら、米国特許第５，７４１，９５７号明細書、Ｒｏ
ｓｅｎ米国特許第５，３０４，３８９号明細書、およびＭａｅｄｅら米国特許第５，８４
９，９９２号明細書参照）。適切な導入遺伝子には、カゼインまたはベータラクトグロブ
リンのような、乳腺特異的遺伝子からのプロモーターおよびエンハンサーと作動可能に連
結している軽鎖および／または重鎖のコード配列を含む。
【０１３１】
　あるいは、本発明の抗体（例えばヒト化抗体）は、トランスジェニック植物（タバコ、
トウモロコシ、ダイズおよびアルファルファ）内で産生できる。改善された「ｐｌａｎｔ
ｉｂｏｄｙ」ベクター（Ｈｅｎｄｙ　ｅｔ　ａｌ（１９９９）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　２３１：１３７－１４６）および形質転換できる作物種内での増加と組み合
わせた精製戦略は、ヒトおよび動物の治療だけでなく、工業的用途（例えば触媒抗体）に
も同様に組換え免疫グロブリンの実際的かつ効率的な産生手段をかかる方法に与える。さ
らに、植物産生抗体は、安全で効率的なことが立証されそして動物由来の物質の使用従っ
て伝染性海綿様脳症（ＴＳＥ）薬剤との汚染の危険が避けられる。さらに、植物と哺乳動
物細胞産生抗体とのグリコシル化パターンの相違は、抗原結合性または特異性にほとんど
もしくは全く影響しない。加えて、植物由来の分泌二量体ＩｇＡ抗体の局所経口適用を受
けた患者内で毒性またはＨＡＭＡの徴候は観察されなかった（Ｌａｒｒｉｃｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９８）Ｒｅｓ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４９：６０３－６０８参照）。
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【０１３２】
　トランスジェニック植物内で組換え抗体を発現するために各種の方法を使用してもよい
。例えば、抗体重鎖おび軽鎖は、発現ベクター（例えばＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔ
ｕｍｅｆａｃｉｅｎｓベクター）内に独立してクローニングでき、次いで、組換え細菌を
用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで植物組織の形質転換するかまたは植物組織内に例えばバリスチ
ックス（ｂａｌｌｉｓｔｉｃｓ）を用いて物理的に導入されるベクターを用いて被覆され
た、例えば粒子を用いて形質転換できる。引き続いて、個別の鎖を発現する全植物を再構
築し、次いでそれらの有性交配により最終的に完全に構築され機能性の抗体の産生をもた
らす。同様のプロトコールは、タバコ植物中で機能性抗体を発現するために使用された（
Ｈｉａｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４２：７６－８７参照）。各
種の態様で、シグナル配列は適切な植物環境（例えばアポプラズム（ａｐｏｐｌａｓｍ）
または塊茎、果物または種子を含むその他の特定の植物組織の水性環境）に鎖を導くこと
により非集積抗体鎖の発現、結合および折り畳みを促進するために使用できる（Ｆｉｅｄ
ｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３：１０９０－１
０９３参照）。植物バイオリアクターは、抗体収率を上げそして経費を著しく低下させる
ためにも使用できる。
【０１３３】
　関係するポリヌクレオチド配列（例えば重鎖および軽鎖のコード配列および発現制御配
列）を含むベクターは、細胞宿主の型により変化する周知の方法により宿主細胞内に移行
できる。例えば、塩化カルシウムトランスフェクションは原核生物細胞に通常使用され、
一方リン酸カルシウム処理、電気窄孔、リポフェクション、バイオリスティクスまたはウ
イルスに基づくトランスフェクションは、その他の細胞宿主に使用してもよい（一般的に
は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ
，２ｎｄ　ｅｄ．１９８９）参照）（すべての目的のために引用することによりその全体
を編入する）。哺乳動物細胞を形質転換するために使用されるその他の方法は、ポリブレ
ン、プロトプラスト融合、リポソーム、電気窄孔、および微量注入の使用が含まれる（一
般的にはＳａｍｂｒｏｏｋ、上記文献、を参照）。トランスフェクション動物の作製のた
めに、導入遺伝子を受精卵内に微量注入できるか、または胚幹細胞のゲノム内に組み込む
ことができ、そしてかかる細胞の核を除核卵細胞内に移行できる。
【０１３４】
　重鎖および形質転換を別々の発現ベクター上にクローニングする場合、本来の免疫グロ
ブリンの発現および構築を得るためにベクターを同時トランスフェクションする。発現さ
れると、本発明の全抗体、それらの二量体、個別の軽鎖および重鎖、またはその他の免疫
グロブリン形態は、硫酸アンモニウム沈降、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラ
フィー、ＨＰＬＣ精製、ゲル電気泳動などを含む当該技術分野の標準手順に従って精製で
きる（一般的には、Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｓｐｒ
ｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．，（１９８２）参照）。製薬学的使用に対して、少
なくとも約９０～９５％の均質性の本質的に純粋な免疫グロブリンが好ましく、そして９
８～９９％またはそれ以上の均質性が最も好ましい。
６．抗体フラグメント
　さらに本発明の範囲内に意図しているのは抗体フラグメントである。一つの態様におい
て、非ヒト、および／またはキメラ抗体のフラグメントが提供される。別の態様では、ヒ
ト化抗体のフラグメントが提供される。典型的には、それらのフラグメントは少なくとも
１０７、そしてさらに典型的には１０８～１０９Ｍ－１の親和性で抗原への特異的結合性
を示す。ヒト化抗体フラグメントは、分離した重鎖、軽鎖、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ
’）２、Ｆａｂｃ、およびＦｖを含む。フラグメントは、組換えＤＮＡ技術により、また
は本来の免疫グロブリンの酵素的または化学的分離により製造される。
７．エピトープマッピング
　エピトープマッピングは、Ａβのどの抗原性決定体またはエピトープが抗体により認識
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されるかを決定するために行うことができる。一つの態様では、エピトープマッピングは
、置換（Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）ＮＥＴ（ｒＮＥＴ）分析に従って行われる。ｒＮＥＴ
エピトープマップアッセイは、抗体の全般的結合活性へのエピトープ内の個別残基の貢献
に関する情報を提供する。ｒＮＥＴ分析は、合成した系統的単一置換ペプチド類似体を用
いる。試験される抗体の結合性は、本来のペプチド（本来的抗原）に対しておよび１９の
代替「単一置換」ペプチドに対して決定しが、それぞれのペプチドは第一の位置で、その
位置に対して１９の非本来的アミノ酸の一個で置換されている。その位置における各種の
非本来的残基での置換の効果を反映するプロフィールが作製される。抗原性ペプチドに沿
った連続する位置でも同様にプロフィールが作製される。その際、一緒にしたプロフィー
ル、すなわちエピトープマップ、（それぞれの位置において１９種すべての非本来的残基
での置換を反映する）は、第二の抗体に対して同様に作製されたマップと比較できる。本
質的に類似または同一性するマップは、比較される抗体が同一または類似するエピトープ
特異性を有することを示す。
８．動物モデルにおける治療効力についての抗体の試験
　７～９月齢のＰＤＡＰＰマウスの群それぞれに、ポリクローナル抗Ａβまたは特異性抗
Ａβモノクローナル抗体をＰＢＳ中の０．５ｍｇで注入する。全抗体調製物を低エンドト
キシンレベルを有するまで精製する。モノクローナル抗体はフラグメントに対して、マウ
ス内にＡβのフラグメントまたはより長い形を注入し、ハイブリドーマを作製し、そして
Ａβの他の非重複フラグメントに結合しないでＡβの所望のフラグメントに特異的に結合
する抗体についてハイブリドーマをスクリーニングすることにより調製できる。
【０１３５】
　必要に応じて４ヵ月間にわたってマウスに腹腔内に注入して、ＥＬＩＳＡにより測定さ
れる循環抗体濃度がＡβ４２またはその他の免疫原に対してＥＬＩＳＡにより定義される
１／１０００より高い力価を維持する。力価を監視しそして注入後６カ月の終わりにマウ
スを安楽死させる。組織化学的に、Ａβレベルおよび毒性試験を死後に実施する。グルー
プ当たりにマウス１０匹を使用した。
９．除去活性についての抗体のスクリーニング
　本発明は、アミロイド沈着もしくはその他の抗原を除去する活性が望まれる抗原、また
は除去活性が望まれる関連する生物学的物体（ｅｎｔｉｔｙ）につおてスクリーニングす
る方法も提供する。アミロイド沈着に対する活性をスクリーニングするために、アルツハ
イマー病を有する患者、または特徴的なアルツハイマー病の病理を有する動物モデルの脳
からの組織試料を、Ｆｃ受容体、例えば小膠細胞を含む食細胞、および試験する抗体と、
媒体内、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで接触させる。食細胞は、一次培養物、または細胞系であるこ
とができ、そしてネズミ（例えばＢＶ－２またはＣ８－Ｂ４細胞）またはヒト由来（例え
ばＴＨＰ－１細胞）であることができる。いくつかの方法では、顕微鏡監視を容易にする
ために顕微鏡スライド上で成分を組み合わせる。いくつかの方法では、微量定量皿のウエ
ル内で複数の反応を平行して行わせる。かかる形式において、別々の小型顕微鏡スライド
を別々のウエル内に取り付けることができ、または非顕微鏡検出形式、例えばＡβのＥＬ
ＩＳＡ検出を使用できる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ反応混合物内のアミロイド沈着物の量につい
て、反応が進行する前の基準値、および反応の間の１個またはそれ以上の試験値の一連の
測定を行う。抗原は、例えばＡβまたはその他のアミロイド斑の成分に対する蛍光標識抗
体を用いて染色して検出できる。染色に使用する抗体は、除去活性について試験されてい
る抗体と同一でも同一でなくてもよい。反応の間のアミロイド沈着の基準からの低下は、
試験される抗体が除去活性を有することを示す。かかる抗体は、アルツハイマー病および
その他のアミロイド疾患を予防または処置するために有用である可能性がある。アルツハ
イマー病またはその他のアミロイド疾患を予防または処置するために特に有用な抗体は、
集中および拡散したアミロイド斑の双方を除去できるものを含み、例えば本発明の１２Ａ
１１抗体、またはそのキメラもしくはヒト化バージョンである。
【０１３６】
　同様の方法も、他の型の生物学的物体の除去における活性について抗体をスクリーニン
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グするために使用できる。アッセイは、実際的にあらゆる種類の生物学的物体に対する除
去活性を検出するために使用できる。典型的には、生物学的物体はヒトまたは動物の疾患
になんらかの役割を有する。生物学的物体は組織試料または単離された形で提供され得る
。組織試料として提供される場合には、それは、好ましくは、組織試料の成分に直接近接
できるようにそして固定に付随する組織のコンホメーションの攪乱を回避するために固定
されない。このアッセイで試験できる組織試料の例には、癌組織、前癌組織、いぼまたは
ほくろのような良性増殖を含む組織、病原性微生物に感染した組織、炎症性細胞に浸潤さ
れた組織、細胞間の病理学的間質を有する組織（例えば繊維性心膜炎）、異常抗原を有す
る組織、および瘢痕組織が含まれる。使用できる単離された生物学的物体には、Ａβ、ウ
イルス抗原またはウイルス、プロテオグリカン、他の病原性微生物の抗原、腫瘍抗原およ
び細胞接着分子が含まれる。かかる抗原は、他の手段のなかでも、天然供給源、組換え発
現または化学合成から得ることができる。組織試料または単離された生物学的物体は、Ｆ
ｃ受容体を有する食細胞、例えば単球もしくは小膠細胞、および試験される抗体と媒体内
で接触される。抗体は、試験される生物学的物体または物体と関連する抗原に指定できる
。後者の状況で、目的は、生物学的物体が抗原と食作用を行うかどうかを試験することで
ある。通常、しかし必ずしも常ではないが、抗体および生物学的物体（時には関連する抗
原と一緒に）を食細胞添加の前に互いに接触させる。次いで、存在する場合には、媒体内
に残存する生物学的物体および／または関連抗原の濃度を監視する。媒体内の抗原または
関連する生物学的物体の量または濃度の低下は、抗原が、食細胞と一緒に抗原および／ま
たは関連生物学的物体に対して除去反応を有することを示す。
１０．改変されたエフェクター機能を有するキメラ／ヒト化抗体
　定常領域（Ｆｃ領域）を含んでなる本発明の上記抗体に対して、分子のエフェクター機
能を改変することが望ましいこともある。一般的に、抗体のエフェクター機能は各種のエ
フェクター分子、例えば補体タンパク質またはＦｃ受容体への結合を媒介できる分子の定
常またはＦｃ領域内に存在する。Ｆｃ領域への補体の結合は、例えば細胞病原のオプソニ
ン化および溶解ならびに炎症反応の活性化に重要である。例えばエフェクター細胞の表面
上のＦｃ受容体への抗体の結合は、多数の重要で多岐にわたる生物学的反応、例えば抗体
被覆された病原体または粒子の抱き込みおよび分解、免疫複合体の除去、抗体被覆された
標的細胞のキラー細胞による溶解（すなわち、抗体依存性で細胞媒介性の細胞毒性、すな
わちＡＤＣＣ）、炎症媒介体の開放、抗体の胎盤内移動、および免疫グロブリン産生の制
御を含み開始できる。
【０１３７】
　従って、特定の治療もしくは診断用途に応じて、上記の免疫機能、または選択された免
疫機能のみが望ましいであろう。抗体のＦｃ領域を改変して、診断および治療に有利な効
果を有する免疫系の各種反応を増強または抑圧することを含み、分子のエフェクター機能
の各種の局面が達成される。
【０１３８】
　Ｆｃ受容体のある種の型とのみ反応する本発明の抗体が製造でき、例えば、本発明の抗
体は、抗体のＦｃ領域内に位置するＦｃ受容体結合部位の欠失または改変により、ある種
のＦｃ受容体にのみ結合するか、またはＦｃ受容体を欠失するように変性できる。本発明
の抗体のＦｃ領域のその他の望ましい改変を以下に列挙する。典型的には、Ｋａｂａｔ番
号付けシステムは、エフェクター機能において所望の変化を達成するために、（例えばＩ
ｇＧ抗体の）Ｆｃ領域内のどのアミノ酸残基が（例えばアミノ酸置換により）改変された
かを示すために用いられる。この番号付けシステムは、例えばマウス抗体内に観察される
所望のエフェクター機能が、本発明のヒト、ヒト化、またはキメラ抗体中に系統的に操作
できるように、種間の抗体を比較するめにも用いられる。
【０１３９】
　例えば、抗体（例えばＩｇＧ抗体）がＦｃ受容体（例えばヒト単球上のＦｃ受容体、Ｆ
ｃγＲＩ）への緊密、中間的、または弱い結合を示すことを見いだされるものにグループ
分類できることが観察された。それらの異なる親和性グループ内のアミノ酸配列の比較に
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より、ヒンジ連結領域（Ｌｅｕ２３４－Ｓｅｒ２３９）内の単球結合部位が同定された。
さらに、ヒトＦｃγＲＩ受容体は、モノマーとしてヒトＩｇＧ１およびマウスＩｇＧ２ａ
を結合するが、しかしマウスＩｇＧ２ｂの結合性は１００倍も弱い。ヒンジ連結領域内の
それらタンパク質の配列の比較は、強い結合体内の配列２３４～２３８、すなわちＬｅｕ
－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ（配列番号３２）が、マウスガンマ２ｂ、即ち弱い結
合体内ではＬｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ（配列番号３３）となることが示さ
れた。従って、低いＦｃγＩ受容体結合性が望まれる場合には、ヒト抗体ヒンジ配列にお
ける相当する変化をさせることができる。他の改変は同一または類似した結果を達成する
ために行うことができると理解される。例えば、ＦｃγＲＩ結合の親和性は、その側鎖に
不適当な機能基を有する残基で指定の残基を置換して、または荷電官能基（例えばＧｌｕ
またはＡｓｐ）もしくは例えば芳香族非極性基（例えばＰｈｅ、Ｔｙｒ、またはＴｒｐ）
を導入することにより改変できる。
【０１４０】
　それらの変化は、異なる免疫グロブリン間の配列相同性を考えると、ネズミ、ヒトおよ
びラット系にも同等に適用できる。ヒトＦｃγＲＩ受容体に結合するヒトＩｇＧ３に対し
て、Ｌｅｕ２３５からＧｌｕへの変化は受容体に対する変異体の相互作用を破壊すること
が示された。この受容体に対する結合部位は、適当な変異を行うことにより入れたり外し
たりできる。
【０１４１】
　ヒンジ連結領域に隣接または近い部位上の変異（例えばａｌａによる残基２３４、２３
６または２３７を置換）は、ＦｃγＲＩ受容体への親和性に少なくとも残基２３４、２３
５、２３６または２３７内の改変が少なくとも影響することが示される。従って、本発明
の抗体は、非改変抗体と比較してＦｃγＲＩへの改変された結合性親和性を有する改変さ
れたＦｃ領域を有することもできる。かかる抗体は、好都合にはアミノ酸残基２３４、２
３５、２３６、または２３７での変異を有する。
【０１４２】
　Ｆｃ受容体に対する親和性は、異なる様式で免疫反応を制御して同様の方法により改変
できる。
【０１４３】
　さらなる例として、補体のＣ１成分の結合に続くＩｇＧ抗体の溶解性を改変できる。
【０１４４】
　補体系の第一の成分であるＣ１は、緊密に一緒に結合するＣ１ｑ、Ｃ１ｒおよびＣ１ｓ
として知られる３種のタンパク質を含んでなる。Ｃ１ｑは、抗体への３種のタンパク質複
合体の結合に関与することが示された。
【０１４５】
　従って、抗体のＣ１ｑ結合活性は、重鎖のアミノ酸残基３１８、３２０、および３２２
の少なくとも１個が異なる側鎖を有する残基に変化されている改変されたＣＨ２ドメイン
を有する抗体を提供して改変できる。重鎖内の残基の番号付けは、ＥＵインデックスのも
のである（Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．上記文献参照）。抗体に対する特異性Ｃ１ｑ結合を
改変、例えば低下または消滅させるためのその他の適当な改変には、残基３１８（Ｇｌｕ
）、３２０（Ｌｙｓ）および３２２（Ｌｙｓ）のいずれか１個のＡｌａへの変化が含まれ
る。
【０１４６】
　さらに、それらの残基で変異を行って、残基３１８が水素結合性側鎖を有しそして残基
３２０および３２２の双方が正に荷電した側鎖を有する限り、Ｃ１ｑ結合は保存されるこ
とが示された。
【０１４７】
　Ｃ１ｑ結合活性は、３個の特定の残基のいずれか１個の側鎖上で不適当な官能性を有す
る残基で置換して消滅できる。Ｃ１ｑ結合を消滅させるためにイオン性残基をＡｌａとの
み置換することは必ずしも必要ではない。Ｃ１ｑ結合を消滅させるために３個の残基のい
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ずれか１個の代わりに、他のアルキル置換非イオン性残基、例えばＧｌｙ、Ｉｌｅ、Ｌｅ
ｕ、もしくはＶａｌ、または芳香族非極性残基、例えばＰｈｅ、Ｔｙｒ、ＴｒｐおよびＰ
ｒｏを使用することも可能である。加えて、Ｃ１ｑ結合活性を消滅させるために、３１８
を除く残基３２０および３２２の代わりに、極性非イオン性残基、例えばＳｅｒ、Ｔｈｒ
、Ｃｙｓ、およびＭｅｔを使用することも可能である。
【０１４８】
　イオン性または非イオン性極性残基上の側鎖が、Ｇｌｕ残基により形成される結合に同
様の様式で水素結合を形成することが可能なことも指摘されている。従って、極性残基に
よる３１８（Ｇｌｕ）残基の置換は、Ｃ１ｑ結合活性を変性はするが消滅はできないであ
ろう。
【０１４９】
　残基２９７（Ａｓｎ）のＡｌａによる置換は、溶解活性の消失をもたらすがしかしＣ１
ｑへの親和性は僅かに低下（約１／３に低下）するだけであることも知られている。この
改変は、補体活性化のために必要なグリコシル化部位および炭水化物の存在を破壊する。
この部位におけるいかなる他の置換もグリコシル化部位を破壊するであろう。
【０１５０】
　本発明は、抗体が変性されたヒンジ領域を有する、改変されたエフェクター機能を有す
る抗体も提供する。変性されたヒンジ領域は、ＣＨ１ドメインからのものとは異なる抗体
クラスまたはサブクラスの抗体から誘導された完全なヒンジ領域を含んでなってもよい。
例えば、クラスＩｇＧ抗体の定常領域（ＣＨ１）は、クラスＩｇＧ４抗体のヒンジ領域に
付着できる。あるいは、新しいヒンジ領域は、本来のヒンジまたは反復内のそれぞれの単
位が本来のヒンジ領域から誘導されている反復単位の一部を含んでなってもよい。一つの
例では、天然のヒンジ領域は、１個またはそれ以上のシステイン残基を中性残基、例えば
アラニンへの転換により、または適宜に位置された残基をシステイン残基に転換して改変
される。かかる改変は、本明細書中に記載のような当該技術分野で認知されたタンパク質
化学、好ましくは、遺伝子組換え技術を用いて遂行される。
【０１５１】
　本発明の一つの態様では、抗体のヒンジ領域内のシステイン残基の数が、例えば１個の
システイン残基にまで減少される。この変性は、抗体、例えば二重特異性抗体分子および
Ｆｃ部分がエフェクターまたはレポーター分子により置換された抗体分子の構築を容易に
する利点があり、それというのもこれは単一ジスルフィド結合を形成するためにのみ必要
だからである。この変性は、他のヒンジ領域へまたはエフェクターもしくはレポーター分
子のいずれかへ、直接または間接的に、例えば化学的手段によるヒンジ領域への付着のた
めの特異性標的も提供する。
【０１５２】
　反対に、抗体のヒンジ領域内のシステイン残基の数も、正常に存在するシステイン残基
の数よりも例えば少なくとも１個だけ増加させる。システイン残基の数の増加は、隣接す
るヒンジの間の相互作用を安定化するために使用できる。この変性の他の利益は、例えば
放射能標識された改変抗体にエフェクターまたはレポーター分子を付着させるためのシス
テインチオール基の使用を容易にすることである。
【０１５３】
　従って、本発明は、改変されたエフェクター機能を達成するために、抗体クラス、特に
はＩｇＧクラス間のヒンジ領域の交換、および／またはヒンジ領域内のシステイン残基の
数の増加または減少を提供する（例えば、米国特許第５，６７７，４２５号参照、これは
本明細書中に明らかに編入される）。改変された抗体エフェクター機能の決定は、本明細
書中に記載または当該技術分野で認知されたその他の技術によるアッセイを用いて行われ
る。
【０１５４】
　重要なのは、得られた抗体が、出発抗体と比較して生物学的活性におけるいずれかの変
化を評価するための１種またはそれ以上のアッセイを受けることができることである。例



(48) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

40

50

えば、補体またはＦｃ受容体を結合するめに改変されたＦｃ領域を有する抗体の能力が、
本発明中で開示するアッセイならびに当該技術分野で認知されているいずれかのアッセイ
を用いて評価できる。
【０１５５】
　本発明の抗体の製造は、本明細書中に記載の技術または当該技術分野の熟練者に既知の
技術を含むいずれか適切な技術により遂行される。例えば、適切なタンパク質配列、例え
ば関係する定常ドメイン、例えば抗体のＦｃ領域、すなわちＣＨ２、および／またはＣＨ
３ドメインの、またはその全ての形成性部分は、さらに適切な改変された残基を含めて合
成でき、次いで抗体分子内の適切な位置に化学的に結合される。
【０１５６】
　好ましくは、遺伝子組換え技術が、改変された抗体を産生するために使用される。好ま
しい技術には、例えば、ＩｇＧ重鎖、例えばＦｃまたは定常領域（例えばＣＨ２、および
／またはＣＨ３）の少なくとも一部分をコードするＤＮＡ配列が少なくとも１個またはそ
れ以上の残基で改変されるようにポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の使用に適するプライ
マーを調製することを含む。次いで、セグメントを抗体の残存部分、例えば抗体の可変領
域および細胞内の発現のための調節要素に操作できるように連結できる。
【０１５７】
　本発明は、細胞系を形質転換するために使用されるベクター、形質転換ベクターを産生
するために使用されるベクター、形質転換性ベクターを用いて形質転換される細胞、調製
用ベクターを用いて形質転換される細胞系、およびそれらの作製方法も含む。
【０１５８】
　好ましくは、改変されたＦｃ領域（すなわち、改変されたエフェクター機能のもの）を
有する抗体を産生するために形質転換された細胞系は、不死化哺乳動物細胞系（例えばＣ
ＨＯ細胞）である。
【０１５９】
　改変されたＦｃ領域を有する抗体の産生に使用される細胞系は好ましくは哺乳動物細胞
系であるが、いかなる他の適切な細胞系、例えば細菌細胞系または酵母細胞系を代わりに
使用してもよい。
１１．親和性変異
　本発明の抗体（例えばヒト化抗体）は、いずれかの数の親和性変異技術を用いて改善さ
れた機能について変性できる。典型的には、与えられた標的分子に結合親和性を有する候
補分子を同定し、次いで変異誘発技術を用いて改善または「成熟」させて、標的分子とさ
らに望ましい結合相互作用を有する１種またはそれ以上の関連候補をもたらす。典型的に
は、変性されるのは抗体の親和性（あるいは結合活性、すなわち標的抗原への抗体の複合
的親和性）ではあるが、しかし分子の他の性質、例えば安定性、エフェクター機能、除去
性、分泌性もしくは輸送機能も、親和性変異技術を用いて、親和性とは別個にまたは平行
して変性してもよい。
【０１６０】
　例示的な態様では、抗体（例えば本発明のヒト化抗体）の親和性が増加される。例えば
、少なくとも１０７Ｍ－１、１０８Ｍ－１または１０９Ｍ－１の結合親和性を有する抗体
は、それらの親和性が少なくとも１０９Ｍ－１、１０１０Ｍ－１または１０１１Ｍ－１で
あるように成熟できる。
【０１６１】
　結合分子を成熟させる親和性の一つの解決法は、所望の変化または複数の変化をコード
する結合分子、またはその部分をコードするアミノ酸を合成することである。オリゴヌク
レオチド合成は当該技術分野では周知でありそしてあらゆる所望のコドン変化を有する１
種またはそれ以上の核酸でも産生するように容易に自動化される。制限部位、サイレント
変異、および好みのコドン使用をこの様式で導入してもよい。あるいは、一個またはそれ
以上のコドンは、特定のアミノ酸のサブセット、例えばジスルフィド連結を形成できるシ
ステインを排除するサブセットを表すように改変でき、そしてカノニカルされた領域、例
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えばＣＤＲ領域またはその部分に限定される。あるいは、領域は、部分的または完全に無
作為なアミノ酸の組により表されてもよい（追加の詳細は、例えば米国特許第５，８３０
，６５０号、米国特許第５，７９８，２０８号、米国特許第５，８２４，５１４号、米国
特許第５，８１７，４８３号、米国特許第５，８１４，４７６号、米国特許第５，７２３
，３２３号、米国特許第４，５２８，２６６号、米国特許第４，３５９，５３号、米国特
許第５，８４０，４７９号、および米国特許第５，８６９，６４４号の各明細書参照）。
【０１６２】
　上記の解決法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて部分的にまたは完全に実行
でき、その方法は当該技術分野では周知でありそして、例えば所望の改変を有するオリゴ
ヌクレオチド、例えばプライマーもしくは一本鎖核酸を組込み、そしてその他の操作、例
えば適切な発現またはクローニングベクター内への遺伝子操作のために適する大きい量の
利点を有することが理解される。かかるＰＣＲは、ヌクレオチドの組込み違いを可能とす
る条件下で実行してこれにより増幅れる核酸内に追加的な変化を導入できる。ＰＣＲを実
行するために実験的な詳細および関連キット、試薬およびプライマー設計は、例えば米国
特許第４，６８３，２０２号、米国特許第４，６８３，１９５号、米国特許第６，０４０
，１６６号、および米国特許第６，０９６，５５１号の各明細書に見いだされる。プライ
マーに基づくＰＣＲを用いる抗体フレームワーク領域内へのＣＤＲ領域の導入の方法は、
例えば米国特許第５，８５８，７２５号明細書内に記載されている。抗体分子のさらに大
きいセット、例えば抗体分子のさらに大きく多種のセットを用いて配列相同性を見いだせ
るプライマーの最小のセットを用いる抗体ライブラリー（および方法に従って作製された
ライブラリー）のプライマーに基づくＰＣＲ増幅の方法は、例えば米国特許第５，７８０
，２２５号、米国特許第６，３０３，３１３号、および米国特許第６，４７９，２４３号
の各明細書に見いだされる。部位指定変異誘発を実行するためのＰＣＲに基づかない方法
も使用でき、そして一本鎖ウラシル含有鋳型および特定の大腸菌系統を通過する際にハイ
ブリダイズおよび変異を導入できるプライマーを使用する「Ｋｕｎｋｅｌ」変異誘発法を
含む（例えば米国特許第４，８７３，１９２号明細書参照）。
【０１６３】
　抗体配列またはその一部分を変化させる別の方法は、非最適（すなわちエラー頻発型）
条件下での核酸合成または核酸のＰＣＲ、かかる核酸の変性および復元（アニーリング）
、エキソヌクレアーゼおよび／またはエンドヌクレアーゼ消化に続く連結もしくはＰＣＲ
による再構築（核酸シャッフリング）、または例えば米国特許第６，４４０，６６８号、
米国特許第６，２３８，８８４号、米国特許第６，１７１，８２０号、米国特許第５，９
６５，４０８号、米国特許第６，３６１，９７４号、米国特許第６，３５８，７０９号、
米国特許第６，３５２，８４２号、米国特許第４，８８８，２８６号、米国特許第６，３
３７，１８６号、米国特許第６，１６５，７９３号、米国特許第６，１３２，９７０号、
米国特許第６，１１７，６７９号、米国特許第５，８３０，７２１号、および米国特許第
５，６０５，７９３号の各明細書に記載の従来技術の一種またはそれ以上の組み合わせを
含む。
【０１６４】
　ある態様では、例えば、１個またはそれ以上のＣＤＲ領域（またはその一部分）、１個
またはそれ以上のフレームワーク領域、および／または１個またはそれ以上の定常領域（
例えばエフェクター機能を有する定常領域）中の候補抗体分子の一定の部分内に多様性を
有する候補抗体分子のファミリーを含んでなる抗体ライブラリー（もしくは親和性成熟ラ
イブラリー）が発現されそして当該技術分野で認知されている技術を用いて所望の性質に
ついてスクリーニングできる（例えば米国特許第６，２９１，１６１号、米国特許第６，
２９１，１６０号、米国特許第６，２９１，１５９号、および米国特許第６，２９１，１
５８号の各明細書参照）。例えば、ＣＤＲ３配列の多様性を有する抗体可変領域の発現ラ
イブラリー、および変異誘発によりＣＤＲ３配列の多様性を導入し、そしてライブラリー
を回収することによるＣＤＲ３配列の多様性を有するヒト抗体ライブラリーを作製する方
法が構築できる（例えば米国特許第６，２４８，５１６号明細書参照）。
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【０１６５】
　最後に、親和性成熟抗体を発現するために、候補抗体分子をコードする核酸が、適切な
発現形式、例えば全長抗体重鎖および軽鎖（例えばＩｇＧ）、抗体Ｆａｂフラグメント（
例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２　）、または一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）内で、標準ベクター
および細胞トランスフェクション／形質転換技術を用いて細胞内に導入できる（例えば、
米国特許第６，３３１，４１５号、米国特許第６，１０３，８８９号、米国特許第５，２
６０，２０３号、米国特許第５，２５８，４９８号、および米国特許第４，９４６，７７
８号の各明細書参照）。
Ｂ．免疫学的および治療的薬剤をコードする核酸
　アミロイド沈着に対する免疫反応は、受動免疫化に使用される抗体およびそれらの成分
鎖をコードする核酸の投与によっても導入できる。かかる核酸は、ＤＮＡまたはＲＮＡで
あってもよい。免疫原をコードする核酸セグメントは、典型的には、意図する患者の標的
細胞内のＤＮＡセグメントの発現を許容する調節要素、例えばプロモーターまたはエンハ
ンサーに連結される。免疫反応の誘導のために望ましい血液細胞内での発現のために、例
示的なプロモーターおよびエンハンサー要素は、軽鎖もしくは重鎖免疫グロブリン遺伝子
および／またはＣＭＶ主要中間体初期プロモーターおよびエンハンサーからのものを含む
（Ｓｔｉｎｓｋｉ、米国特許第５，１６８，０６２号、および米国特許第５，３８５，８
３９号の各明細書）。連結された調節要素よびコード配列は、しばしばベクター内にクロ
ーニングされる。二本鎖抗体の投与のために、二本の鎖が同一または別のベクター内にク
ローニングできる。
【０１６６】
　レトロウイルス系（例えばＬａｗｒｉｅ　ａｎｄ　Ｔｕｍｉｎ，Ｃｕｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇ
ｅｎｅｔ．Ｄｅｖｅｌｏｐ．３：１０２－１０９（１９９３）参照）；アデノウイルスベ
クター（例えばＢｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６７：５９１１（１９９３）
参照）；アデノ随伴ウイルスベクター（例えばＺｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｄ．１７９：１８６７（１９９４）参照）；牛痘ウイルスおよび鳥痘ウイルスを含むポ
ックス科からのウイルスベクター、アルファウイルス属からのウイルスベクター、例えば
シンドビスおよびセムリキ森林ウイルスから誘導されたもの（例えばＤｕｂｅｎｓｋｙ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：５０８（１９９６）参照）；ベネズエラウマ脳炎
ウイルス（Ｊｏｈｎｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，６４３，５７６号明細書参
照）およびラブドウイルス、例えば水疱性口内炎ウイルス（Ｒｏｓｅ、米国特許第６，１
６８，９４３号明細書参照）および乳頭腫ウイルス（Ｏｈｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍａｎ
　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　６：３２５（１９９５）；Ｗｏｏ　ｅｔ　ａｌ．，国際特
許出願（ＷＯ）第９４／１２６２９号明細書およびＸｉａｏ　＆　Ｂｒａｎｄｓｍａ，Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．２４：２６３０－２６２２（１９６６）））のよう
な多数のウイルスベクター系が利用できる。
【０１６７】
　免疫原をコードするＤＮＡ、またはそれを含むベクターは、リポソーム内にパッケージ
ングできる。適切な脂質および関連する類似体は、Ｅｐｐｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．、米
国特許第５，２０８，０３６号明細書、Ｆｅｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５
，２６４，６１８号明細書、Ｒｏｓｅ、米国特許第５，２７９，８３３号明細書、および
Ｅｐａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，２８３，１８５号明細書に記載されている。
免疫原をコードするベクターおよびＤＮＡは、粒子状キャリヤに吸着またはそれと会合さ
れることもでき、その例には、ポリメチルメタクリレートポリマーおよびポリラクチドお
よびポリ（ラクチド－コ－グリコリド）が含まれ、例えばＭｃＧｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｍｉｃｒｏ　Ｅｎｃａｐ．（１９９６）参照。
【０１６８】
　遺伝子治療ベクターまたは裸のポリペプチド（例えばＤＮＡ）は、個別の患者への投与
、典型的には全身投与（例えば静脈内、腹腔内、鼻、胃腸、皮内、筋肉内、皮下、または
頭蓋内注入）または局所適用によりｉｎ　ｖｉｖｏで送達できる（例えばＡｎｄｅｒｓｏ
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ｎ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，３９９，３４６号明細書参照）。「裸のポリヌクレオ
チド」の用語は、トランスフェクションを促進にする薬剤と一緒に送達されないポリヌク
レオチドを指す。裸のポリヌクレオチドは、時にはプラスミドベクター内にクローニング
される。かかるベクターは、さらに促進剤、例えばブピバカインを含むことができる（Ｗ
ｅｉｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，５９３，９７２号明細書参照）。ＤＮＡは、
ジーンガン（ｇｅｎｅ　ｇｕｎ）を用いて投与もできる。Ｘｉａｏ　＆　Ｂｒａｎｄｓｍ
ａの上記文献を参照のこと。免疫原をコードするＤＮＡは、微細な金属ビーズの表面上に
沈着される。マイクロプロジェクタイル（ｍｉｃｒｏｐｒｏｊｅｃｔｉｌｅ）を衝撃波ま
たは膨脹するヘリウムガスで加速し、そして数層の細胞層の深さまで組織に透過させる。
例えばＡｇｒｉｃｅｔｕｓ，Ｉｎｃ．Ｍｉｄｄｌｅｔｏｗｎ　ＷＩにより製造されるＡｃ
ｃｅｌＴＭ　遺伝子伝達装置が適する。あるいは、裸のＤＮＡは、化学的または機械的刺
激を用いて皮膚上にＤＮＡを単に打点して血流内まで皮膚を通過できる（Ｈｏｗｅｌｌ　
ｅｔ　ａｌ．国際特許公開（ＷＯ）第９５／０５８５３号明細書参照）。
【０１６９】
　さらなる変化において、免疫原をコードするベクターは、ｅｘ　ｖｉｖｏの細胞、例え
ば個々の患者から外植された細胞（例えばリンパ球、骨髄吸引物、組織生検物）または汎
用ドナー造血幹細胞に送達し、次いで、通常ベクターを組み込まれた細胞の選択の後に患
者内への細胞の再移植できる。
ＩＩ．予防および治療方法
　本発明は、なかでも、例えば、アミロイド疾患の予防もしくは治療のために、患者内の
有益な治療応答（例えばＡβのファゴサイトーシスの誘導、斑負荷の低減、斑形成の阻害
、神経炎性ジストロフィーの低減、認知機能の改善、および／または認知低下を復帰、処
置または予防）を患者内で生成する条件下で、患者にＡβ内の特定のエピトープに対する
治療的免疫学的試薬（例えばヒト化免疫グロブリン）の投与によるアルツハイマー病およ
びその他のアミロイド疾患の処置を目的とする。本発明は、アミロイド疾患の処置または
予防のための医薬の製造における開示された免疫学的試薬（例えばヒト化免疫グロブリン
）の使用も目的とする。
【０１７０】
　一つの局面では、本発明は、患者の脳内のＡβのアミロイド沈着と関連する疾患を予防
または処置する方法を提供する。かかる疾患は、アルツハイマー病、ダウン症候群および
認知障害を含む。後者は、アミロイド疾患のその他の特性を伴いまたは伴わずに発生する
可能性がある。本発明のいくつかの方法は、アミロイド沈着の一つの成分に特異的に結合
する抗体の有効投与量を患者に投与することを含んでなる。かかる方法は、ヒト患者内の
アルツハイマー病を予防または処置するために特に有用である。例示的な方法は、Ａβに
結合する抗体の有効投与量を投与することを含んでなる。好ましい方法は、Ａβの残基１
～１０内のエピトープに特異的に結合する抗体、例えばＡβの残基１～３内のエピトープ
に特異的に結合する抗体、Ａβの残基１～４内のエピトープに特異的に結合する抗体、Ａ
βの残基１～５内のエピトープに特異的に結合する抗体、Ａβの残基１～６内のエピトー
プに特異的に結合する抗体、Ａβの残基１～７内のエピトープに特異的に結合する抗体、
またはＡβの残基３～７内のエピトープに特異的に結合する抗体の有効投与量を投与する
ことを含んでなる。さらに別の局面では、本発明はＡβの遊離Ｎ－末端残基を含んでなる
エピトープに結合する抗体を投与することを特徴とする。さらに別の局面では、本発明は
、Ａβの残基１および／または残基７がアスパラギン酸であるＡβの１～１０の残基内の
エピトープに結合する抗体を投与することを特徴とする。さらに別の局面では、本発明は
、全長アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）に結合することなく、Ａβペプチドに特異
的に結合する抗体を投与することを特徴とする。さらに別の局面では、抗体のイソタイプ
がヒトＩｇＧ１である。
【０１７１】
　さらに別の局面で、本発明は、患者内のアミロイド沈着物に結合しそしてアミロイド沈
着物に対する反応の除去を誘導する抗体を投与することを特徴とする。例えば、かかる除
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去反応は、Ｆｃ受容体媒介ファゴサイトーシスにより行われることができる。
【０１７２】
　本発明の治療剤は、典型的には望ましくない混在物から本質的に純粋である。これは、
薬剤が典型的には少なくとも約５０％ｗ／ｗ（重量／重量）純粋であり、ならびに妨害性
タンパク質および混在物を本質的に含まないことを意味する。時には、該薬剤は少なくと
も約８０％ｗ／ｗ、そしてさらに好ましくは少なくとも９０または約９５％ｗ／ｗ純粋で
ある。しかし、慣用のタンパク質精製技術を用いると、少なくとも９９％ｗ／ｗ純粋な均
質なペプチドを得ることができる。
【０１７３】
　本方法は、無症候性患者および現在疾患の症状を呈している患者の双方に使用できる。
かかる方法に使用される抗体は、ヒト、ヒト化、キメラもしくは非ヒト抗体、またはそれ
らのフラグメント（例えば抗原結合フラグメント）であることができ、そして本明細書中
に記載のようにモノクローナルまたはポリクローナルであることができる。さらに別の局
面では、本発明はＡβペプチドを用いて免疫化されたヒトから調製された抗体を投与する
ことを特徴とし、そのヒトは抗体を用いて処置される患者であることができる。
【０１７４】
　別の局面では、本発明は製薬学的組成物として製薬学的キャリヤを伴う抗体を投与する
ことを特徴とする。あるいは、該抗体は少なくとも１個の抗体鎖をコードするポリヌクレ
オチドを投与することにより患者に投与できる。該ポリヌクレオチドは、患者内で発現さ
れて抗原鎖を産生する。場合により、該ポリヌクレオチドは、抗体の重鎖および軽鎖をコ
ードする。ポリヌクレオチドは、患者内で発現されて重鎖および軽鎖を産生する。例示的
な態様において、患者は患者の血液内に投与された抗体のレベルを監視される。
【０１７５】
　従って、本発明は、神経病理学そして、一部の患者ではアルツハイマー病に伴う認知障
害を予防または軽減するための治療方式への長年の要求を満足する。
Ａ．処置を受け入れやすい患者
　処置を受け入れやすい患者は、疾患の危険はあるがしかし症状を呈していない個体、な
らびに現在症状を呈している患者を含む。アルツハイマー病の場合に、実際的にすべての
人が、十分長く生存している場合にはアルツハイマー病に罹患する危険にさらされている
。従って、本方法は、対象患者の危険のいかなる評価も必要なく、一般的な集団に予防的
に適用できる。本方法は、アルツハイマー病の既知の遺伝的危険が知られている個体にと
って特に有用である。かかる個体は、本疾患を経験した親族を有するもの、および遺伝子
的または生化学的マーカーの分析により危険が決定されたものを含む。アルツハイマー病
に対する危険の遺伝子マーカーは、ＡＰＰ遺伝子の変異、特にはそれぞれＨａｒｄｙおび
Ｓｗｅｄｉｓｈ変異と称される位置７１７ならびに位置６７０および６７１にける変異を
含む（Ｈａｒｄｙの上記文献参照）。危険の他のマーカーは、プレセニリン遺伝子、ＰＳ
１およびＰＳ２の変異、およびＡｐｏＥ４、ＡＤの家族歴、高コレステロール症またはア
テローム硬化症である。現在アルツハイマー病に罹患している個体は、特徴的な痴呆、な
らびに上記の危険因子の存在から認識できる。加えて、ＡＤを有する個体を同定するため
の多数の診断試験が利用できる。それにはＣＦＳタウおよびＡβ４２レベルの測定が含ま
れる。上昇したタウおよび下降したＡβ４２レベルはＡＤの存在を意味する。アルツハイ
マー病に罹患している個体は、実施例の部に考察するように、ＡＤＲＤＡ基準によっても
診断できる。
【０１７６】
　無症候性患者において、処置はいかなる年齢（例えば１０、２０、３０）でも開始でき
る。しかし通常は、患者が４０、５０、６０または７０に達するまで処置を開始する必要
はない。処置は、典型的には、ある期間にわたる複数の投与を含む。処置は期間中の抗体
レベルを評価して監視できる。反応が低下した場合には、追加投与を指示する。潜在的ダ
ウン症候群患者の場合には、処置は、出産前の母親にまたは出産の直後の治療薬の投与に
より開始できる。
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Ｂ．治療方式および投与量
　予防的適用では、製薬学的組成物また医薬は、アルツハイマー病の疑いがあるかもしく
はその危険がある患者に、疾患の生化学的、組織学的および／または行動的症状、その合
併症および疾患の進展の間に現れる中間的な病理学的表現型を含む、疾患の危険の排除も
しくは低下、重症度の軽減または発症の遅延のために十分な量で投与される。治療的適用
においては、かかる疾患の疑いがあるかまたは既に罹患している患者に、疾患（生物化学
的、組織学的および／または行動的）の合併症および疾患の進展の間の中間的な病理学的
表現型を含み、疾患の症状を治癒、または少なくとも部分的に阻止するために十分な量で
組成物または医薬が投与される。
【０１７７】
　いくつかの方法では、薬剤の投与は、特徴的なアルツハイマー病の病理をまだ発生して
いない患者内の筋認識性（ｍｙｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ）障害を低下または排除する。治療
的または予防的処置を達成するために適当な量は、治療的または予防的有効量として定義
される。予防的および治療的方式の双方で、薬剤は、通常、十分な免疫反応に到達するま
で数回の投与量で投与される。「免疫反応」または「免疫学的反応」の用語は、レシピエ
ント対象者内の抗原に対して向けられる体液性（抗体媒介）および／または細胞性（抗原
特異性Ｔ細胞もしくはそれらの分泌生成物により媒介）反応の発生を含む。かかる反応は
、能動的反応、すなわち免疫原の投与による誘導される反応、または受動的反応、すなわ
ち免疫グロブリンもしくは抗体もしくは抗原刺激を受けたＴ細胞の投与により誘導される
ことができる。典型的には、免疫反応は監視されそして免疫反応が弱まりはじめたら反復
投与を与える。
【０１７８】
　上記の病状の処置のための本発明の組成物の有効投与量は、投与手段、標的部位、患者
の生理学的状態、患者がヒトであるか動物であるか、投与されるその他の医薬、および処
置が予防的であるか治療的であるかを含む多数の異なる因子に依存して変化する。通常、
患者はヒトであるがしかしトランスジェニック哺乳動物を含む非ヒトの哺乳動物も処置で
きる。処置投与量は、安全で有効性を最適化するために力価を測定されなければならない
。
　抗体を用いる受動的免疫化のために、投与量は、宿主体重に対して、約０．０００１～
１００ｍｇ／ｋｇ、そしてさらに通常には０．０１～５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．０２ｍｇ
／ｋｇ、０．２５ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、０．７５ｍｇ／ｋｇ、１ｍｇ／ｋｇ、
２ｍｇ／ｋｇなど）の範囲である。例えば、投与量は、１ｍｇ／ｋｇ（体重）もしくは１
０ｍｇ／ｋｇ（体重）または１～１０ｍｇ／ｋｇの範囲内、好ましくは少なくとも１ｍｇ
／ｋｇであことができる。別の例では、投与量は、０．５ｍｇ／ｋｇ（体重）もしくは１
５ｍｇ／ｋｇ（体重）または０．５～１５ｍｇ／ｋｇの範囲内、好ましくは少なくとも１
ｍｇ／ｋｇであことができる。上記の範囲内の中間の投与量も本発明の範囲内と考える。
対象者には、かかる投与量を毎日、隔日に、毎週または経験的分析により決定されるいず
れか他のスケジュールに従って投与できる。例示的な処置は、長期間、例えば、少なくと
も６カ月間にわたる複数投与での投薬を含む。別の例示的な処置方式は、２週間毎に一回
または毎月一回または３～６カ月毎に一回の投薬を含む。例示的な投与スケジュールは、
連続する毎日の１～１０ｍｇ／ｋｇもしくは１５ｍｇ／ｋｇ、隔日の３０ｍｇ／ｋｇまた
は毎週の６０ｍｇ／ｋｇを含む。いくつかの方法では、異なる結合特異性を有する２種ま
たはそれ以上のモノクローナル抗体を同時に投薬し、その場合に、それぞれの抗体投薬の
投与量は、示された範囲内にある。
【０１７９】
　抗体は、通常複数の機会に投与される。単回投与の間の間隔は、毎週、毎月または毎年
であることができる。間隔は、患者内のＡβへの抗体の血中レベルを測定して示されるよ
うにして不規則であることもできる。いくつかの方法では、投与量は、１～１０００μｇ
／ｍｌ、そしていくつかの方法では２５～３００μｇ／ｍｌの血漿抗体濃度を達成するよ
うに調節される。あるいは、抗体は持続放出製剤として投薬でき、その場合に、より低い
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頻度の投薬が要求される。投与量および頻度は、患者内の抗体の半減期に応じて変化する
。一般に、ヒト化抗体が最長の半減期を示し、次いでキメラ抗体および非ヒト抗体である
。
【０１８０】
　投薬の投与量および頻度は、処置が予防的または治療的であるかに依存して変化できる
。予防的適用では、本抗体またはそのカクテルを含む組成物は、まだ罹患状態ではない患
者に患者の抵抗性を増強するために投薬される。かかる量は、「予防有効投与量」として
定義される。この使用において、正確な量はここでも患者の健康状態および一般的な免疫
性に依存するが、しかし一般的に投与あたりに０．１～２５ｍｇ、特には投与あたりに０
．５～２．５ｍｇの範囲にある。比較的低い投与量は、長期間にわたって比較的低い頻度
の間隔で投薬される。一部の患者は、その残りの生涯にわたって処置を受けつづける。
【０１８１】
　治療的適用においては、疾患の進行が鈍化または停止するまで、そして好ましくは患者
が疾患の症状の部分的または完全な改善を示すまで、比較的短い間隔での比較的高い投与
量（例えば投与あたりに抗体の約１～２００ｍｇ、さらに通常には５～２５ｍｇの投与量
が使用される）が時に要求される。その後、患者は予防的方式で投薬されることができる
。
【０１８２】
　抗体をコードする核酸の投与量は、患者あたりに約１０ｎｇ～１ｇ、１００ｎｇ～１０
０ｍｇ、１μｇ～１０ｍｇまたは３０～３００μｇＤＮＡの範囲である。感染性ウイルス
ベクターの投与量は、投与あたりに１０～１００、またはそれ以上のビリオンに変化する
。
【０１８３】
　治療用薬剤は、予防的および／または治療的処置に対して、非経口、局所、静脈内、経
口、皮下、動脈内、頭蓋内、腹腔内、鼻内または筋肉内手段により投与できる。免疫原性
薬剤の投与の最も典型的な経路は、皮下であるがしかしその他の経路も同様に有効である
。次に最も普通の経路は筋肉内注入である。この注入の形式は、最も典型的には、腕また
は足の筋肉内に行われる。いくつかの方法では、沈着物が蓄積した一定の組織内への薬剤
の直接注入、例えば頭蓋内注入である。筋肉内注入または静脈内輸液が、抗体の投与のた
めに好ましい。いくつかの方法で、特定の治療用抗体は頭蓋内に直接注入される。いくつ
かの方法では、抗体は持続性放出組成物としてまたは装置、例えばＭｅｄｉｐａｄＴＭ装
置として投与される。
【０１８４】
　本発明の薬剤は、場合により、アミロイド疾患の処置に少なくとも部分的に有効な他の
薬剤と組み合わせて投与できる。ある態様では、本発明のヒト化抗体（例えばヒト化１２
Ａ１１）は、第二の免疫原性または免疫学的薬剤と組み合わせて投与される。例えば、本
発明のヒト化１２Ａ１１抗体は、Ａβに対する他のヒト化抗体と組み合わせて投与できる
。他の態様では、ヒト化１２Ａ１１抗体は、Ａβワクチンを投与されたかまたは投与され
ている患者に投与される。アミロイド沈着が脳内に起きるアルツハイマー病およびダウン
症候群の場合に、本発明の薬剤は、血液脳関門を通過する本発明の薬剤の通過を増加させ
る他の薬剤と一緒に投与できる。本発明の薬剤は、標的細胞または組織への治療薬剤の接
近を強める他の薬剤、例えばリポソームなどと組み合わせて投与できる。かかる薬剤の共
投与は、所望の効果を達成するために必要な治療薬剤（例えば治療用抗体または抗体鎖）
の投与量を減少できる。
Ｃ．製薬学的組成物
　本発明の薬剤は、活性治療薬剤、および各種のその他の製薬学的に許容できる成分を含
んでなる製薬学的組成物としてしばしば投与される。Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（第１５版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　
Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ（１９８０）参照。好ましい
剤型は、意図する投与の様式および治療適用に依存する。該組成物は、所望の製剤に応じ
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て、製薬学的に許容できる無毒性キャリヤまたは希釈剤を含むこともでき、それらは動物
またはヒト投与のための製薬学的組成物を製剤するために通常使用されるベヒクルとして
定義される。希釈剤は、組み合わせ剤の生物学的活性に影響しないように選択される。か
かる希釈剤の例は、蒸留水、生理学的リン酸緩衝食塩水、リンゲル液、ブドウ糖溶液、お
よびハンク液である。加えて、製薬学的組成物または製剤は、他のキャリヤ、アジュバン
ト、または無毒性、非治療的、非免疫原性の安定剤などを含んでもよい。
【０１８５】
　製薬学的組成物は、またタンパク質、キトサンなどの多糖類、ポリ乳酸、ポリグリコー
ル酸およびコポリマー（例えばラテックス官能性化Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ（ＴＭ）、アガロ
ース、セルロース、など）、ポリマー性アミノ酸、アミノ酸コポリマー、および脂質凝集
物（例えば油滴またはリポソーム）のような大きくてゆっくりと代謝される巨大分子を含
むことができる。加えて、それらのキャリヤは免疫刺激性薬剤（すなわちアジュバント）
として機能できる。
【０１８６】
　非経口投与のために、本発明の薬剤は、滅菌液体、例えば水、油、生理的食塩水、グリ
セロール、またはエタノールであることができる製薬学的キャリヤを伴う、生理学的に受
容できる希釈剤中の物質の溶液または懸濁液の注入可能な投与量として投薬できる。加え
て、助剤、例えば湿潤または乳化剤、界面活性剤、ｐＨ緩衝物質なども組成物内に存在で
きる。製薬学的組成物のその他の成分は石油、動物、植物、または合成由来のもの、例え
ばラッカセイ油、ダイズ油および鉱油である。一般に、グリコール、例えばプロピレング
リコールまたはポリエチレングリコールが、特に注入可能な液剤のために好ましい液体キ
ャリヤである。抗体は、デポー注入または埋込み製剤の剤型で投与でき、それらは有効成
分の持続性放出を許容するような様式で製剤できる。例示的な組成物は、５０ｍＭ　Ｌ－
ヒスチジン、１５０ｍＭ　ＮａＣｌから成りＨＣｌを用いてｐＨ６．０に調整された緩衝
水溶液中で製剤された５ｍｇ／ｍＬのモノクローナル抗体を含んでなる。
【０１８７】
　典型的には、組成物は、注入可能な液体の溶液または懸濁液のいずれかとして製造され
るが、液体ベヒクル中の溶液もしくは懸濁液に適する注入前の固体剤型も製造できる。製
剤は、上記に考察したように、増強されたアジュバント効果のためにリポソームまたは微
粒子、例えばポリラクチド、ポリグリコリド、またはコポリマー中に乳化またはカプセル
化もできる。（Ｌａｎｇｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７（１９９０）およびＨ
ａｎｅｓ，Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　２８：９
７（１９９７）参照）。本発明の薬剤は、デポー注入または埋込み製剤の剤型で投与でき
、それらは有効成分の持続性または脈動性放出を可能とするような様式で製剤できる。
【０１８８】
　投与の他の様式に適する追加的な製剤は、経口、鼻内、および肺製剤、座薬、および経
皮適用を含む。座薬のために、結合剤およびキャリヤは、例えばポリアルキレングリコー
ルまたはトリグリセリドを含み、かかる座薬は０．５％～１０％、好ましくは１％～２％
の範囲内の活性成分を含む混合物から形成できる。経口製剤は、賦形剤、例えば製薬等級
のマンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリ
ウム、セルロース、および炭酸マグネシウムを含む。それらの組成物は、液剤、懸濁剤、
錠剤、丸薬、カプセル剤、持続放出性製剤または散剤の剤型をとり、そして有効成分を１
０～９５％、好ましくは２５％～７０％含む。
【０１８９】
　局所適用は、経皮または皮内送達をもたらすことができる。局所投与は、薬剤とコレラ
トキシンまたはその解毒した誘導体もしくはそれらのサブユニットあるいはその他の同様
な細菌トキシンと一緒の共投与により促進できる（Ｇｌｅｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕ
ｒｅ　３９１：８５１（１９９８）参照）。共投与は、混合物として、または化学的架橋
もしくは融合タンパク質の発現により得られる連結分子として成分を使用することにより
達成できる。
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【０１９０】
　あるいは、経皮送達は、皮膚貼付剤を用いてまたはトランスフェロソーム（ｔｒａｎｓ
ｆｅｒｏｓｏｍｅ）を用いて達成できる（Ｐａｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．２５：３５２１（１９９５）；Ｃｅｖｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１３６８：２０１－１５（１９９８））。
Ｄ．処置の経過の監視
　本発明は、アルツハイマー病に罹患またはその疑いがある患者内の処置の監視、すなわ
ち患者に与えられた処置の経過の監視の方法を提供する。該方法は、症状がある患者への
治療処置および無症候性患者への予防処置の双方を監視するために使用できる。特には、
該方法は受動的免疫化を監視するために有用である（例えば、投与された抗体のレベルの
測定）。
【０１９１】
　いくつかの方法では、薬剤の投与量を投与する前に、例えば、患者内の抗体レベルまた
はプロフィールの基準値を測定し、そして処置後のプロフィールまたはレベルの値と比較
することを含む。レベルまたはプロフィールの値の有意の増加（すなわち、かかる測定の
平均からの一標準偏差として表現される、同じ試料の反復測定における実験誤差の典型的
限界より大きい）は、陽性の処置結果を示す（すなわち薬剤の投与が所望の反応を達成し
た）。免疫反応の値が有意には変化しないかまたは低下する場合には、陰性処置結果を示
す。
【０１９２】
　別の方法では、レベルまたはプロフィールの対照値（すなわち平均および標準偏差）は
、対照集団に対比して決定される。典型的には、対照集団内の個体は、事前処置を受けて
いない。次いで、治療薬剤を投与された後の患者内のレベルまたはプロフィールの測定値
を対照値と比較する。対照値と比較して有意の増加（例えば平均から一標準偏差以上）は
、陽性または十分な治療結果を示す。有意の増加の欠如または減少は、陰性または不十分
な処置結果を示す。薬剤の投与は、一般にレベルが対照値に対して増加する間は継続され
る。前のように、対照値に対する安定した達成は、処置の供与を中断または投与量および
／または頻度を減少できることの指標である。
【０１９３】
　別の方法では、レベルまたはプロフィールの対照値（例えば、平均および標準偏差）は
、治療薬剤で処置を受けそしてそのレベルまたはプロフィールが処置に応答して安定して
いる個体の対照集団から決定される。患者内のレベルまたはプロフィールの測定値を対照
値と比較する。患者内の測定値が対照値から有意（例えば一標準偏差以上）には異ならな
い場合には、処置を中断できる。患者内のレベルが対照値より有意に低い場合には、薬剤
の連続した投与が正当化される。患者内のレベルが対照値よりも持続して低い場合には、
処置の変更を指示してもよい。
【０１９４】
　別の方法では、現在は処置を受けていないがしかし以前に処置のコースを受けた患者は
、処置の再開が必要かどうかを決定するために抗体レベルまたはプロフィールを監視され
る。患者内の測定レベルまたはプロフィールが以前の処置コースの後に患者内で以前に到
達した値と比較できる。以前の測定に対する有意の低下（すなわち同一試料の反復測定で
の誤差の典型的範囲を超過）は、処置を再開できる指標である。あるいは、患者内で測定
された値は、処置のコースを受けた後の患者の集団内で決定された対照値（平均プラス標
準偏差）と比較できる。あるいは、患者内で測定された値は、疾患の症状が現れないまま
の予防処置患者の集団、または疾患特性値の改善を示す治療処置患者の集団内の対照値と
比較できる。それらすべての場合に、対照値に対する有意の低下（すなわち一標準偏差を
超過）は、処置を患者内で再開すべきとの指標である。
【０１９５】
　分析のための組織試料は、典型的には患者からの血液、血漿、血清、粘液または脳脊髄
液である。試料は、例えば、Ａβペプチドに対する抗体のレベルまたはプロフィール、例
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えばヒト化抗体のレベルまたはプロフィールについて分析される。Ａβに特異性の抗体を
検出するＥＬＩＳＡ法は、実施例の部に記載される。いくつかの方法では、本明細書に記
載のように、投与された抗体のレベルまたはプロフィールを除去アッセイ、例えばｉｎ　
ｖｉｔｒｏファゴサイトーシスアッセイを用いて決定する。かかる方法において、試験さ
れる患者からの組織試料をアミロイド沈着物（例えばＰＤＡＰＰマウスからのもの）およ
びＦｃ受容体を担持する食細胞と接触させる。次いで、その後のアミロイド沈着物の除去
を監視する。除去反応の存在および範囲は、試験される患者の組織試料内のＡβを除去す
るために効果的な抗体の存在およびレベルの指標を提供する。
【０１９６】
　受動的免疫化の後の抗体プロフィールは、典型的には抗体濃度の即座のピークおよび引
き続く指数関数的低下を示す。さらなる投与がないと、投与した抗体の半減期に依存して
数日または数カ月の期間内に低下が治療前のレベルに近づく。
【０１９７】
　いくつかの方法で、患者内のＡβに対する抗体の基準測定が投与前に行われ、第二の測
定はその直後に行ってピーク抗体レベルを決定し、そして一回またはそれ以上のさらなる
測定が抗体レベルの低下を監視するために間隔をおいて行われる。抗体のレベルが基準ま
たはピークと基準をの差の所定の割合（例えば５０％、２５％または１０％）まで低下し
た場合に、抗体のさらなる投与量の投薬が投与される。いくつかの方法では、ピークもし
くはその後の測定レベルから背景を差し引いた値を、他の患者内の有益な予防もしくは治
療の処置方式を構成するを以前に決定された参照レベルと比較する。測定された抗体レベ
ルが参照レベルより有意に低い（例えば、処置の利益を受けている患者の集団内の参照値
の平均から一標準偏差引いた値よりも低い）場合には、抗体の追加投与量の投与が指示さ
れる。
【０１９８】
　追加的な方法は、治療の過程において、アミロイド疾患（例えばアルツハイマー病）を
診断または監視する研究者または医師により日常的に信頼されるいずれかの当該技術分野
で認知された生理学的症状（例えば身体的または精神的症状）の監視も含む。例えば、認
知障害を監視できる。後者はアルツハイマー病およびダウン症候群の症状であるがしかし
それらの疾患のいずれのその他の特徴がなくても起きることができる。例えば、認知障害
は、処置の経過を通じて慣例に従ってミニ精神状態検査（Ｍｉｎｉ－Ｍｅｎｔａｌ　Ｓｔ
ａｔｅ　Ｅｘａｍ）で患者の得点を決定して監視できる。
Ｅ．キット
　本発明は、上記の監視方法を実施するためのキットをさらに提供する。典型的には、か
かるキットはＡβへの抗体に特異的に結合する薬剤を含む。キットは、標識（ｌａｂｅｌ
）を含むこともできる。Ａβへの抗体の検出のために、標識は、典型的には標識付けした
抗－イディオタイプ抗体の形態である。抗体の検出のために、薬剤を固相、例えば微量定
量皿のウエルにあらかじめ結合して供給できる。キットは、典型的にはキットの使用説明
書を提供する標識付けも含む。標識付けは、測定された標識のレベルをＡβへの抗体のレ
ベルと相関させる図表またはその他の相応する方式を含んでもよい。標識付けの用語は、
キットの製造、輸送、販売もしくは使用の間のあらゆる時期でキットに貼付またはその他
の方法で同伴するあらゆる記載もしくは記録された資料を指す。例えば、標識付けの用語
は、広告パンフレットおよび小冊子、包装材料、指示、オーディオまたはビデオカセット
、コンピューターディスク、ならびにキットに直接刻まれた記載を包含する。
【０１９９】
　本発明は、診断用キット、例えば研究、検出および／または診断用のキット（例えばｉ
ｎ　ｖｉｖｏイメージングを実施するため）も提供する。かかるキットは、典型的には、
好ましくは残基１～１０内のＡβのエピトープに結合する抗体を含む。好ましくは、該抗
体は標識付けされるか、または二次標識付け試薬がキット中に含まれる。好ましくは、キ
ットは、意図する用途を実施するため、例えばｉｎ　ｖｉｖｏイメージングアッセイを実
施するための指示を標識付けされる。例示的抗体は、本明細書中に記載のものである。
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Ｆ．ｉｎ　ｖｉｖｏイメージング
　本発明は、患者内のアミロイド沈着をｉｎ　ｖｉｖｏイメージングするための方法を提
供する。かかる方法は、アルツハイマー病、またはその罹患性を診断もしくは診断を確認
するために有用である。例えば、該方法は、痴呆の症状を示す患者に使用できる。患者が
異常なアミロイド沈着を有する場合には、該患者はアルツハイマー病に罹患している可能
性がある。該方法は、無症候性患者にも使用できる。アミロイドの異常な沈着の存在は、
将来の症候性疾患への罹患性を示す。該方法は、以前にアルツハイマー病と診断された患
者内の疾患の進行および／または処置への反応を監視するためにも有用である。
【０２００】
　薬剤、例えばＡβに結合する抗体を患者に投与し、次いでその結合後に薬剤を検出する
ことにより該方法は機能する。好ましい抗体は、全長のＡＰＰポリペプチドには結合しな
いで、患者内のＡβ沈着物に結合する。アミノ酸１～１０内のＡβのエピトープに結合す
る抗体が特に好ましい。いくつかの方法では、抗体は、Ａβのアミノ酸７～１０内のエピ
トープに結合する。かかる抗体は、典型的には本質的な除去反応を誘導することなく結合
する。別の方法では、抗体は、Ａβのアミノ酸１～７内のエピトープに結合する。かかる
抗体は、典型的にはＡβに結合しそして除去反応を誘発する。しかし、除去反応は全長定
常領域、例えばＦａｂを欠失する抗体フラグメントを用いて回避できる。いくつかの方法
では、同じ抗体が処置および診断試薬の双方として役立つ。一般的には、ＡβのＣ－末端
から残基１０へのエピトープに結合する抗体は、残基１～１０内のエピトープに結合する
抗体と同様に強いシグナルは示さないが、推測すると、Ｃ－末端エピトープがアミロイド
沈着物内では近接できないからであろう。従って、かかる抗体は好ましさが低い。
【０２０１】
　診断試薬は、静脈内注入により患者の身体内へ、または頭蓋内注入によりまたは頭蓋を
通して孔を開けて脳内に直接投与できる。試薬の投与量は、治療方法と同様の範囲内にあ
るべきである。典型的には、試薬は標識付けされるが、しかしいくつかの方法ではＡβへ
の親和性を有する一次試薬は標識されないで、二次の標識付け試薬を一次試薬に結合する
ために使用する。標識の選択は検出の手段に依存する。例えば、蛍光標識は、光学的検出
に適する。常磁性標識の使用は、外科的侵襲を伴なわない断層撮影検出に適する。放射性
標識は、ＰＥＴまたはＳＰＥＣＴを用いて検出もできる。
【０２０２】
　診断は、標識した座の数、大きさ、および／または強度を相当する基準値と比較して実
施される。基準値は、罹患していない個体の集団内の平均レベルを表すことができる。基
準値は、同じ患者内で決定された以前のレベルを表すこともできる。例えば、基準値は、
治療開始前に患者内で決定でき、そしてその後測定した値を基準値と比較する。基準に対
する値の低下は、処置に対する陽性反応を示す。
【０２０３】
　本発明は、以下の制限しない実施例により、さらに詳しく記述される。
【実施例】
【０２０４】
　下記の配列識別記号は、免疫グロブリン鎖可変領域ヌクレオチドおよびアミノ酸配列に
言及する実施例の部分すべてのわたって使用される。
【０２０５】
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【表７】

【０２０６】
　本明細書中に使用される場合、配列番号１～４のいずれか１項に示すＶＬおよび／もし
くはＶＨ配列を含んでなる抗体または免疫グロブリン配列は、全長配列を含んでなること
ができるかまたは成熟配列（すなわち、シグナルまたはリーダーペプチドがない成熟ペプ
チド）を含んでなることができるかのいずれかである。
【０２０７】
　以前の研究は、ＡＤ関連神経病理学（例えば斑負荷）を低下する種々のＡβ抗体のｉｎ
　ｖｉｖｏ効力が、ｅｘ　ｖｉｖｏ（生体外）（例えばＰＤＡＰＰまたはＡＤ脳切片内）
で斑を結合および／またはｅｘ　ｖｉｖｏファゴサイトーシスアッセイ（Ｂａｒｄ　ｅｔ
　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．６：９１６－９１９）において斑除去の引き金を
引く抗体の能力により予測できることを示した。該相関は、小膠細胞および／またはマク
ロファージによるＦｃ依存性ファゴサイトーシスがｉｎ　ｖｉｖｏでの斑除去のプロセス
に重要であるとの意見を支持する。しかし、抗体効力が、Ｆｃ相互作用とは独立した機構
によりｉｎ　ｖｉｖｏでも得られるとも報告された（Ｂａｃｓｋａｉ　ｅｔ　ａｌ．，（
２００２）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２２：７８７３－７８７８）。研究は、アミロイド斑
を認識できないＡβの中間部分を指定する抗体は、可溶性Ａβに結合しそして斑沈着を減
少することを示した（ＤｅＭａｔｔｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９８：８８５０－８８５５）。
【０２０８】
　ネズミモノクローナル抗体１２Ａ１１（イソタイプＩｇＧ１）の潜在的なｉｎ　ｖｉｖ
ｏ効力を特性化するために、先ず種々のｅｘ　ｖｉｖｏアッセイを行った。
【０２０９】
　Ａβ１－４２に対するｍＡｂ１２Ａ１１の結合活性（ａｖｉｄｉｔｙ）　凝集した合成
Ａβ１－４２へのモノクローナル抗体１２Ａ１１の結合性を、Ｓｃｈｅｎｋ　ｅｔ　ａｌ
．（Ｎａｔｕｒｅ　４００：１７３（１９９９））に記載のようにしてＥＬＩＳＡにより
行った。比較の目的で、ｍＡｂ　１２Ｂ４および１０Ｄ５もアッセイした。可溶性Ａβ１
－４２とは、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中で音波処理した合成Ａβ１－４２ペプ
チドを指す。２０μｇ／ｍｌでの抗体の系列的希釈物を５０，０００ｃｐｍ〔　１２５Ｉ
〕Ａβ１－４２（１９０μＣｉ／μｍｏｌ；Ｉｎｄｏｇｅｎ試薬Ｐｉｅｒｃｅを用いて標
識）を用いて、一晩室温でインキュベーションした。７５ｍｇ／ｍｌタンパク質Ａ　Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ）および２００μｇのラビット
抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）を含むス
ラリー５０μＬを、希釈した抗体と一緒に１時間、室温でインキュベーションし、２回洗
浄し、そしてＷａｌｌａｃガンマカウンター（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）で計数した。
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すべての段階は、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、０．５Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍｇ／ｍｌゼラチン、お
よび０．５％Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０，Ｐｈ８．０から成るＲＩＡ緩衝液中で行った。
【０２１０】
　結合活性研究からの結果を下記の表２に示す。
【０２１１】
【表８】

【０２１２】
　試験したすべての抗体は、凝集Ａβ１－４２に対して高い結合活性を示した。さらに、
抗体１２Ｂ４および１２Ａ１１は、２０μｇ／ｍｌの抗体濃度で可溶性Ａβ１－４２を容
易に感知できるほど捕捉した。表２に示すように、ＩｇＧ１抗体１２Ａ１１は、ＩｇＧ２
ａ抗体１２Ｂ４またはＩｇＧ１抗体１０Ｄ５よりもさらに効率的にＡβ１－４２を捕捉し
た。
【０２１３】
　可溶性Ａβを捕捉する種々の抗体（１２Ａ１１を含む）の能力は、さらに以下のように
評価した。種々の濃度の抗体（１０μｇ／ｍｌまで）を　１２５Ｉ－Ａβ１－４２（また
は　１２５Ｉ－Ａβ１－４０）の５０，０００ＣＰＭと一緒にインキュベーションした。
放射能計数値の２５％を結合するために十分な抗体の濃度は、捕捉放射免疫アッセイで決
定した。１０μｇ／ｍｌでの計数値の２５％を結合する能力がない抗体に対しては、１０
μｇ／ｍｌで結合した計数値の百分率を測定した。１２Ａ１１は１０μｇ／ｍｌでの放射
能計数（すなわち　１２５Ｉ－Ａβ）の２０％を結合した。これは試験した他の２種のＡ
β３～７抗体、すなわち１２Ｂ４および１０Ｄ５による結合量（１０μｇ／ｍｌでそれぞ
れ７％および２％を結合）より大きかった。従って、試験したＮ－末端（エピトープＡβ
３－７）抗体のなかで、１２Ａ１１はＡβを捕捉する最も顕著な能力を示した。
【０２１４】
　Ｆｃ媒介斑除去の引き金を引くそれらの能力の尺度として、一次マウス小膠細胞および
ＰＤＡＰＰマウスからの脳組織の切片を用いるｅｘ　ｖｉｖｏファゴサイトーシスアッセ
イでも抗体を比較した。Ａβまたはアッセイのその他の成分に対して反応性を持たない無
関係のＩｇＧ１およびＩｇＧ２ａ抗体をイソタイプが合致した陰性対照として使用した。
要約すると、ネズミ一次小膠細胞をＰＤＡＰＰマウス脳の非固定の低温保持装置切片と一
緒に抗体の存在下で培養した。２４時間のインキュベーションの後、培養物内に残存した
Ａβの全レベルをＥＬＩＳＡにより測定した。斑除去／Ａβ分解の程度を定量するために
、ＥＬＩＳＡ試験のための小膠細胞および脳切片（ｎ＝３）の培養物から８Ｍ尿素を用い
てＡβを抽出した。データをＡＮＯＶＡで分析し次いで事後Ｄｕｎｎｅｔｔ試験を行った
。
【０２１５】



(61) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

40

50

　図１に示すように、１２Ｂ４抗体はＡβレベルを効率的に低下する（１２Ｂ４について
７３％、Ｐ＜０．００１）が、１２Ａ１１はいくらか低いが統計的に有意な低い効率を示
す（１２Ａ１１について４８％、Ｐ＜０．０５）。１０Ｄ５抗体はＡβレベルを有意には
低下させなかった。ｅｘ　ｖｉｖｏファゴサイトーシスアッセイにおける１２Ａ１１の性
能は、小膠細胞ファゴサイトーシスに対する好ましいイソタイプであるＩｇＧ２ａイソタ
イプに転換すると改善されるであろう。
実施例ＩＩ
【０２１６】
マウス１２Ａ１１抗体のｉｎ　ｖｉｖｏ効力
　マウス抗体１２Ａ１１はアルツハイマー病様の神経病理をｉｎ　ｖｉｖｏで低下する。
１２Ａ１１のｉｎ　ｖｉｖｏ効力を決定するために、抗体（１２Ａ１１、１２Ｂ４、また
は１０Ｄ５を含む）を、Ｂａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．６：９１
６の記載のようにして、６カ月間の毎週の腹腔内注入により１０ｍｇ／ｋｇをマウスに投
与した。研究の終わりに、皮質Ａβの全レベルをＥＬＩＳＡにより決定した。図２Ａに示
すように、それぞれの抗体は、ＰＢＳ対照と比較してＡβレベルを有意に低下（Ｐ＜０．
００１）、すなわち１２Ｂ４は６９％低下を示し、１０Ｄ５は５２％低下を示し、そして
１２Ａ１１は３１％低下を示した。
【０２１７】
　次いで、斑除去と神経細胞保護との間の関連を決定するために、上記のマウスからの脳
組織の切片内で神経炎性ジストロフィーのレベルを試験した。神経炎性ジストロフィーに
より占められる前頭皮質の割合を試験する脳イメージ分析からのデータを図２Ｂに示す。
それらのデータは、本明細書に記載のアッセイにより決定されるように、抗体１０Ｄ５お
よび１２Ａ１１が神経炎性ジストロフィーの低下にそれほど有効ではないが、１２Ｂ４は
神経炎性ジストロフィーを有意に低下させる（１２Ｂ４、Ｐ＜０．０５；ＡＮＯＶＡ、続
いて事後Ｄｕｎｎｅｔｔ試験）ことを示す。この場合にも、１２Ａ１１の親和性は１２Ａ
１１をＩｇＧ２ａイソタイプに変換して改善されるであろう（ネズミ効力）。１２Ａ１１
のヒト化バージョンに関して、ＩｇＧ２ａイソタイプが神経炎性ジストロフィーを軽減す
るために好ましい。
【０２１８】
　抗体１２Ａ１１の結合特性およびｉｎ　ｖｉｖｏ効力を証明する実験は、Ｂａｒｄ，ｅ
ｔ　ａｌ．ＰＮＡＳ１００：２０２３（２００３）（引用することにより本明細書中に編
入される）中にも記載されている。
【０２１９】
　要約すると、すべての抗体が凝集Ａβへの有意の結合活性を有しそしてｅｘ
ｖｉｖｏアッセイで斑除去の引き金を引く。ＩｇＧ２ａイソタイプ（Ｆｃ受容体、殊には
ＦｃγＲＩへの親和性）は、Ａβの除去よび神経炎性ジストロフィーに対する保護の双方
に関して重要な属性と思われる。抗体１２Ａ１１（ＩｇＧ１）は１２Ｂ４（ＩｇＧ２ａ）
または１０Ｄ５（ＩｇＧ１）よりも高い効率で可溶性モノマー状Ａβ１－４２を捕捉する
が、しかし神経炎性ジストロフィーの低下においてはそれほど効果的ではない。斑負荷の
改善および神経炎性ジストロフィーの低下における高い効力は、最高にファゴサイトーシ
スを支持するイソタイプを有するように抗体を操作して達成されるであろう。特に効果的
なのは、ＡβのＮ－末端内のエピトープに結合する抗体である。
実施例ＩＩＩ
【０２２０】
マウス１２Ａ１１可変領域のクローニングおよび配列決定
　１２Ａ１１ＶＨのクローニングおよび配列分析　ハイブリドーマ細胞からの１２Ａ１１
のＶＨおよびＶＬ領域を、ハイブリドーマ細胞からのｍＲＮＡおよび標準クローニング方
法を用いるＲＴ－ＰＣＲおよび５’ＲＡＣＥによりクローニングする。推測される１２Ａ
１１　ＶＨドメインをコードする独立したｃＤＮＡクローンから誘導される核酸配列（コ
ーディング、配列番号３）および推定されるアミノ酸配列（配列番号４）を、それぞれ表
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【０２２１】
【表９】

【０２２２】
【表１０】

【０２２３】
　１２Ａ１１　ＶＬのクローニングおよび配列分析　１２Ａ１１の軽鎖可変ＶＬ領域をＶ
Ｈ領域と同様の様式でクローニングした。推測される１２Ａ１１　ＶＬドメインをコード
する２個の独立したｃＤＮＡクローンから誘導されるヌクレオチド配列（コーディング、
配列番号１）および推定されるアミノ酸配列（配列番号２）を、それぞれ表５および表６
に示す。
【０２２４】
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【表１１】

【０２２５】
【表１２】

【０２２６】
　１２Ａ１１　ＶＬおよびＶＨ配列は、それらがＣ－領域へのイニシエーターメチオニン
からの連続ＯＲＦを含み、そして免疫グロブリンＶ領域遺伝子の特徴である保存される残
基を共有する限り、機能性Ｖ領域の基準に適合する。Ｎ－末端からＣ－末端へ、軽鎖およ
び重鎖の双方共にドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３およ
びＦＲ４を含んでなる。
実施例ＩＶ
【０２２７】
キメラ１２Ａ１１抗体の発現
　キメラ１２Ａ１１の発現　可変重鎖および軽鎖領域は、それぞれのＶＤＪまたはＶＪ接
合部の下流のスプライスドナー配列をコードするように再操作され、そして重鎖にはｐＣ
ＭＶ－ｈγ１、そして軽鎖にはｐＣＭＶ－ｈκ１の哺乳動物発現ベクター内にクローニン
グされた。それらのベクターは、挿入された可変領域カセットの下流側のエキソン性フラ
グメントとしてヒトγ１およびＣκ定常領域をコードする。配列実証の後、重鎖および軽
鎖発現ベクターはＣＯＳ細胞内に同時トランスフェクションされた。種々の重鎖クローン
が、各種のキメラ軽鎖クローンと一緒に独立して同時トランスフェクションされて、その
結果の再現性を確認させる。抗体は、タンパク質Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅを用いてＣＯＳ
細胞条件調整媒体から免疫沈降された。抗体鎖は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの免疫ブロット
上で検出された。検出は、ヤギ－抗ヒトＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体を１：５０００の希釈で使
用し、室温、１時間で達成された。１２Ａ１１　Ｈ＋Ｌ鎖の著しい量が、条件調整媒体内
で検出された。
【０２２８】
　Ａβへのキメラ１２Ａ１１抗体の直接結合は、ＥＬＩＳＡアッセイにより試験された。
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図４は、キメラ１２Ａ１１がＡβに高い結合活性で結合することが見いだされたことを証
明し、これはキメラおよびヒト化３Ｄ６により証明されたものと同様であった。（３Ｄ６
のクローニング、特性測定およびヒト化は、米国特許出願番号第１０／０１０，９４２号
明細書に記載され、その内容全体はここに引用することにより本明細書に編入される）。
結合活性は、キメラおよびヒト化１２Ｂ４により証明されるものとも同様であった（１２
Ｂ４のクローニング、特性測定およびヒト化は、米国特許出願番号第１０／３８８，２１
４号明細書に記載され、その内容全体はここに引用することにより本明細書に編入される
）。
実施例Ｖ
【０２２９】
１２Ａ１１ヒト化
Ａ．１２Ａ１１ヒト化抗体、バージョン１
　相同性／分子モデル分析　ネズミ１２Ａ１１抗体内の鍵となる構造フレームワーク残基
を同定するために、１２Ａ１１重鎖および軽鎖と相同性を有する解明されたネズミ抗体に
ついての三次元モデルを研究した。１２Ａ１１軽鎖と近い相同性を有する１ＫＴＲと称さ
れる抗体を選択し、そして、１２Ａ１１重鎖へ近い相同性を有する１ＥＴＺおよび１ＪＲ
Ｈと称される二種の抗体を選択した。それらのマウス抗体は、１２Ａ１１と強い配列保存
を示す（Ｖｋに対して１１２アミノ酸内で９３％同一性、そしてＶｈに対してそれぞれ１
２６アミノ酸に対して８３％同一性および１２１アミノ酸に対して８６％同一性）。１Ｅ
ＴＺの重鎖構造を１ＫＴＲのものに重ねた。加えて、Ｖｋに対して、選択された抗体のＣ
ＤＲループは同じ正規Ｃｈｏｔｈｉａ構造分類に属し、１２Ａ１１ＶＬのＣＤＲループも
同様である。それらの抗体の結晶構造は抗体の機能、および、比較により、同様の１２Ａ
１１抗体の機能のために重要と予測される残基（例えばＣＤＲコンホメーションなどのた
めに重要なＦＲ残基など）について検討された。
【０２３０】
　ヒトアクセプター抗体配列の選択　適当なヒトアクセプター抗体配列は、マウス可変領
域のアミノ酸配列を既知のヒト抗体の配列とのコンピューター比較により同定された。比
較は、１２Ａ１１重鎖と軽鎖について別々に行った。特に、そのフレームワーク配列がネ
ズミＶＬおよびＶＨフレームワーク領域と高度の配列同一性を示すヒト抗体からの可変ド
メインは、それぞれのネズミフラグメント配列を用いてＮＣＢ１　ＢＬＡＳＴ（Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ＮＣＢＩインターネット・サーバ
ーを介して公開されてアクセスできる）を用いるＮＣＢＩ　Ｉｇデータベースの探索によ
り同定された。
【０２３１】
　下記の基準：（１）対象配列との相同性、（２）ドナー配列とのカノニカルＣＤＲ構造
の共有、および／または（３）フレームワーク領域内にいずれの稀なアミノ酸残基も含ま
ない、に基づいてアクセプター配列として２個の候補配列を選択した。ＶＬについて選択
されたアクセプター配列は、ＮＣＢＩ　Ｉｇ非重複データベース内のＢＡＣ０１７３３で
あった。ＶＨについて選択されたアクセプター配列は、ＮＣＢＩ　Ｉｇ非重複データベー
スでＡＡＡ６９７３４であった。ＡＡＡ６９７３４は、（サブグループＩＩではなく）ヒ
トサブグループＩＩＩ抗体であるが、しかしＳａｌｄａｎｈａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９
９）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３６：７１９の推定に少なくとも一部は基づいて、初期ア
クセプター抗体として選択された。ヒト化１２Ａ１１抗体の最初のバージョンは、それら
の選択されたアクセプター抗体配列を利用した。抗体はＳｃｈｒｏｅｄｅｒ　ａｎｄ
Ｗａｎｇ（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７２：６１４
６中に記載されている。
【０２３２】
　アミノ酸残基の置換　以上に記載のように、本発明のヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリ
ン（アクセプター免疫グロブリン）から本質的に由来する可変フレームワーク領域、およ
び１２Ａ１１と称されるマウス免疫グロブリン（ドナー免疫グロブリン）から本質的に由
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セプター免疫グロブリンを同定し、次の段階は、もし存在すれば、得られたヒト化抗体の
性質を最適化するように置換するためのそれらの成分からの残基の決定であった。
再形成（ｒｅｓｈａｐｅｄ）軽鎖Ｖ領域：
　再形成された軽鎖Ｖ領域のアミノ酸整列を図５Ａに示す。アクセプターフレームワーク
（ＢＡＣ０１７３３）の選択は、ネズミＶ領域に相当するものと同様に同じヒトサブグル
ープ由来であり、異常なフレームワーク残基を持たず、そしてＣＤＲは、同じＣｈｏｔｈ
ｉａカノニカル構造グループに属する。ヒト化１２Ａ１１のバージョン１内で復帰突然変
異は行われなかった。
再形成重鎖Ｖ領域：
　再形成された重鎖Ｖ領域のアミノ酸整列を図５Ｂに示す。アクセプターフレームワーク
（ＡＡＡ６９７３４）の選択はヒトサブグループＩＩＩからであり（前に記載の通り）、
そして異常なフレームワーク残基を持たない。ネズミ配列へのＡＡＡ６９７３４のアミノ
酸整列と関連させるネズミＶＨ鎖（１ＥＴＺおよび１ＪＲＨ）の構造分析は、再形成重鎖
のバージョン１（ｖ１）内に９個の復帰突然変異：Ａ２４Ｆ、Ｔ２８Ｓ、Ｆ２９Ｌ、Ｖ３
７Ｉ、Ｖ４８Ｌ、Ｆ６７Ｌ、Ｒ７１Ｋ、Ｎ７３Ｔ、Ｌ７８Ｖ（Ｋａｂａｔの番号付け）を
指定する。復帰突然変異は、図５Ｂ内に示すアミノ酸整列内で星印で際立たせてある。
【０２３３】
　９個の復帰突然変異の中で、３個はモデルにより指定されるがそれは該残基がカノニカ
ル残基（Ａ２４Ｆ、Ｆ２９ＬおよびＲ７１Ｋ、黒地に白字）、すなわちＣＤＲ残基に近位
であるために抗原結合に貢献すると考えられるフレームワーク残基だからである。残基の
次に最も重要な分類中に１個の復帰突然変異があり、界面残基すなわちＶ３７ＩはＶＨ－
ＶＬ充填相互作用に関与する（下線付）。Ｎ７３Ｔ変異は、結合部位の端のバーニア残基
であり（点線で囲む）、多分ＣＤＲ１に隣接するＳ３０と相互作用するであろう。残る４
個の残基（Ｔ２８Ｓ、Ｖ４８Ｌ、Ｆ６７Ｌ、Ｌ７８Ｖ、Ｋａｂａｔの番号付け）は、復帰
突然変異の標的となり、またバーニアの分類内に入る（ＣＤＲコンホメーションの間接的
貢献、図５Ｂ中で点線で囲む）。
【０２３４】
　ヒト化１２Ａ１１のバージョン１内に組み込まれた変化の要約を表７に示す。
【０２３５】
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【表１３】

【０２３６】
表８および９は、各種の軽鎖および重鎖それぞれについて鍵となるＫａｂａｔの番号付け
を示す。
【０２３７】
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【表１４】

【０２３８】
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【表１５】

【０２３９】
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【表１６】

【０２４０】
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【０２４１】
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【表１８】

【０２４２】
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【表１９】

【０２４３】



(73) JP 2012-50437 A 2012.3.15

10

20

30

40

【表２０】

【０２４４】
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【表２１】

【０２４５】
　ヒト化抗体は、好ましくは少なくとも１０７、１０８、１０９または１０１０Ｍ－１の
Ａβに対する特異性結合親和性を示す。通常、Ａβに対するヒト化抗体の結合親和性の上
限は、１２Ａ１１のもの（すなわち約１０９　Ｍ－１）の３、４または５の係数以内にあ
る。しばしば結合親和性の下限も、１２Ａ１１のものの３、４または５の係数以内である
。
ヒト化１２Ａ１１ＶＨおよびＶＬ、バージョン１の構築および発現
　ＰＣＲ媒介構築は、適切なオリゴヌクレオチドプライマーを用いてｈ１２Ａ１１ｖ１を
生成するように使用される。ヒト化１２Ａ１１ＶＬ（バージョン１）（配列番号３４）お
よび１２Ａ１１ＶＨ（バージョン１）（配列番号３５）のヌクレオチド配列は、それぞれ
以下の表１０および１１に表示されている。
【０２４６】

【表２２】

【０２４７】
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【表２３】

【０２４８】
　ヒト化１２Ａ１１ＶＬ（バージョン１）（配列番号７）および１２Ａ１１ＶＨ（バージ
ョン１）（配列番号１０）のアミノ酸配列は、図５Ａおよび５Ｂにそれぞれ示される。
Ｂ．ヒト化１２Ａ１１抗体－バージョン２、２．１、および３
　バーニア残基（例えばＳ２８Ｔ、Ｖ４８Ｌ、Ｆ６７Ｌ、Ｌ７８Ｖ）は、ＣＤＲコンホメ
ーションに間接的に貢献し、そしてコンホメーション動揺に対して最低の重要性を持たな
いと主張されている。標的残基は、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅのキットおよび変異誘発鋳型と
してｐＣＲＳプラスミド中のｈ１２Ａ１１ＶＨｖ１を用いてバージョン２に相当するクロ
ーンを生成する部位指定変異誘発により変異させた。バージョン２の配列決定をして確認
されたＶ領域挿入体を重鎖発現ベクターｐＣＭＶ－Ｃガンマ１のＢａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩ
ＩＩ部位内にサブクローニングして組換えｈ１２Ａ１１ｖ２抗体を産生させた。バージョ
ン２．１抗体は、位置Ｔ７３Ｎでの変異に加えて上記のバーニア残基変異（すなわち復帰
突然変異の排除）のそれぞれに使って同様に創成した。同様に、バージョン３抗体は、位
置Ｋ７１Ｒの変異に加えて、上記の変異Ｔ２８Ｓ、Ｌ４８Ｖ、Ｌ６７Ｆ、Ｖ７８Ｌをそれ
ぞれ持っていた。
Ｃ．ヒト化１２Ａ１１抗体、バージョン４～６
　カノニカルおよび充填残基は復帰突然変異を保持するが、しかし１個（バージョン４．
１～４．４）、２個（バージョン５．１～５．６）または３個（バージョン６．１～６．
４）のバーニア残基の復帰突然変異を除いた追加のヒト化１２Ａ１１バージョンを設計し
た。部位指定変異誘発およびクローン構築は、上記のＣの部に記載のようにして実行した
。組換え抗体をＣＯＳ細胞中に発現しそしてＣＯＳ細胞上清から精製した。追加のバージ
ョンは、上記、例えば、少なくとも１個の充填および／またはカノニカル残基（例えば位
置２８、３７、４８、７１および７８におけるヒト残基または位置２８、３７、４８、６
７、７１、７３および７８におけるヒト残基）と組み合わせた１、２、３、４または５個
のバーニア残基でのヒト残基の組み合わせを含んでいてもよい。
Ｄ．ヒト化１２Ａ１１抗体、バージョン７および８
　ヒト化１２Ａ１１の第７バージョンは、残基２８におけるＴ－＞Ｓ復帰突然変異（バー
ニア）および残基３７におけるＶ－＞Ｉ復帰突然変異（充填）を除き、バージョン１に示
したそれぞれの復帰突然変異を有するように創成した。ヒト化１２Ａ１１の第８バージョ
ンは、残基７３におけるＮ－＞Ｔ復帰突然変異（バーニア）を除き、バージョン１に示し
たそれぞれの復帰突然変異を有するように創成した。ヒト化１２Ａ１１バージョン７およ
び８重鎖のアミノ酸配列は、配列番号３０および３１にそれぞれ示した。
【０２４９】
　バージョン１と比較して、バージョン７は７個の変異を有するのみである。Ｔ２８Ｓ復
帰突然変異は保存性であり、そして重鎖のバージョン７中では除かれている。充填残基Ｖ
３７Ｉの復帰突然変異もバージョン７では除かれている。バージョン１と比較して、バー
ジョン７は８個の変異を有するのみである。バージョン８中では、Ｎ７３Ｔ（バーニア）
復帰突然変異が除かれている。
【０２５０】
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　追加のバージョンは、上記の組み合わせを含んでもよく、例えば、場合により少なくと
も１個の充填残基（例えば位置３７）および／または少なくとも１個のカノニカル残基で
の復帰突然変異の排除と組み合わせた、位置２８、４８、７８および７３から選択された
１、２、３、４（または５）個の残基でのヒト残基（例えば復帰突然変異の排除）である
。
実施例ＶＩ
【０２５１】
ヒト化１２Ａ１１抗体の機能テクスティング（ｔｅｘｔｉｎｇ）
　ヒト化１２Ａ１１バージョン１を実施例Ｖ中に記載のようにしてクローニングした。
【０２５２】
　ヒト化１２Ａ１１をＣＯＳ細胞内での一過性発現により産生し、そして当該技術分野で
認知されている方法論に従って精製した。ヒト化抗体の結合活性は、最初に定性ＥＬＩＳ
Ａアッセイ（データは記載されていない）により証明された。ヒト化１２Ａ１１バージョ
ン１を、さらにそのネズミおよびキメラの対応体と２種の性質：抗原結合性（定量Ａβ　
ＥＬＩＳＡ）および相対親和性について比較した。ｈ１２Ａ１１ｖ１の結合活性は、定量
Ａβ　ＥＬＩＳＡで証明しそして１２Ａ１１のネズミおよびキメラ形態と同一性すること
を見いだした（図７参照）。
【０２５３】
　ｈ１２Ａ１１ｖ１抗体の親和性も競合Ａβ　ＥＬＩＳＡによりネズミおよびキメラ１２
Ａ１１抗体と比較した。競合結合性アッセイのために、ビオチン共役型組換えマウス１２
Ａ１１Ｃγ２ａ（イソタイプスイッチ（ｓｗｉｔｃｈｅｄ）１２Ａ１１）を使用した。凝
集Ａβ１－４２に対するビオチン化ｍ１２Ａ１１Ｃγ２ａの結合活性は、ストレバビジン
（ｓｔｒｅｐａｖｉｄｉｎ）－ＨＲＰをレポーターとして使用するＥＬＩＳＡアッセイに
より確認した。ＨＲＰ共役型ヤギ抗マウスＨＲＰをレポーターとして使用する１２Ａ１１
（Ｃγ１、Ｃγ２ａ）の２種のイソ型によるＡβ結合性の直接比較は、ビオチン共役型組
換え１２Ａ１１Ｃγ２ａが原型のＣγ１マウス抗体と同等であることを確認した。
【０２５４】
　競合結合性研究は、図８に示すように、ビオチン共役型ｍ１２Ａ１１Ｃγ２ａを固定濃
度で使用しそして試験抗体のある濃度範囲で競合させた。図８は、ｈ１２Ａ１１ｖ１をそ
のキメラおよびネズミ型と比較するｈ１２Ａ１１ｖ１競合アッセイの結果を示す。ヒト化
１２Ａ１１ｖ１はそのネズミおよびキメラ対応体と２ＸＩＣ５０値内で競合した。このデ
ータは、Ｂｉａｃｏｒｅ技術を使用する親和性決定と調和し（データは記載されない）、
それはネズミＣγ２ａおよびｈ１２Ａ１１ｖ１に対してそれぞれ３８ｎＭおよび２３ｎＭ
のＫＤ値を示した。要約すると、その知見は、ｈ１２Ａ１１ｖ１が抗原結合性およびその
原型ネズミ対応体の親和性を保持することを示唆する。
【０２５５】
　ＣＯＳ細胞を、ヒト化１２Ａ１１ＶＨおよびｈ１２Ａ１１ＶＬｖ１の種々の組み合わせ
で一過性トランスフェクションした。条件調整した媒体をトランスフェクション後７２時
間で集めた。トランスフェクションしたＣＯＤ細胞からの条件調整媒体内の抗体濃度は、
定量ヒトＩｇＧ　ＥＬＩＳＡにより決定された。定量Ａβ（１－４２）凝集物結合性アッ
セイは、抗原結合性に関して、ｈ１２Ａ１１ｖ２、ｖ２．１およびｖ３が、ｈ１２Ａ１１
ｖ１に対しておよびキメラ１２Ａ１１に対して同等であることを確認した。その上、バー
ジョン５．１～５．６および６．１～６．３は、この結合性アッセイで試験すると類似し
た結合活性を示す。バージョン６．４はアッセイでいくらか活性の損失を示したが、ｖ２
では活性が著しく回復した。
【０２５６】
　ネズミ１２Ａ１１およびｈ１２Ａ１１ｖ１に対する結合性もＢＩＡｃｏｒｅ技術を用い
て比較した。ネズミ１２Ａ１１およびｈ１２Ａ１１ｖ１は、低密度または高密度のいずれ
かで不動化されたＡβペプチド（ｂｉｏ－ＤＡＥペプチド）に暴露すると、類似した結合
性プロフィールを示す。ネズミ１２Ａ１１対ｈ１２Ａ１１ｖ１の速度論的分析も行った。
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それらの研究において、固相結合ビオチン化ＤＡＥペプチドへの可溶性抗体の結合性を測
定するためにＢＩＡｃｏｒｅ技術を使用した。該ペプチドをストレトアタビジンバイオセ
ンサーチップ上で不動化し、次いで各抗体の変化させた濃度を三系列に適用しそして時間
の関数として結合性を測定した。データは、二価モデルに適用されるＢＩＡ評価ソフトウ
エアを用いて分析した。見かけの分解（ｋｄ　）および会合（ｋａ　）速度定数を、グロ
ーバル分析を用いるセンサーグラム（ｓｅｎｓｏｒｇｒａｍ）の適切な領域から算出した
。ｂｉｏ－ＤＡＥ１０と抗体の間の相互作用の親和性定数は、速度論的速度定数から算出
した。それらの測定から、見かけの分解（ｋｄ　）および会合（ｋａ　）速度定数を誘導
しそして相互作用に対するＫＤ　値を算出するために使用した。表１２は、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ分析により決定された１２Ａ１１抗体のＡβ結合性の速度論的分析の要約を含む。
【０２５７】
【表２４】

【０２５８】
　このデータは、ヒト化１２Ａ１１ｖ１が、非経口ネズミ１２Ａ１１と比較すると、Ａβ
ペプチドに対して同様の親和性を有することを示す。
実施例ＶＩＩ
【０２５９】
ヒト対象の予防および処置
　単一投与量第Ｉ相試験をヒト内の安全を決定するために行う。治療薬剤は、約０．０１
の推測される効力のレベルから出発して、３の係数で増加させて有効マウス投与量の約１
０倍のレベルに達するまで、異なる患者に増加する投与量を投与する。
【０２６０】
　第ＩＩ相試験を治療効力を決定するために行う。可能性があるＡＤについてのアルツハ
イマー病および関連障害協会（ＡＤＲＤＡ）基準を用いて定義された初期および中期のア
ルツハイマー病患者を選択する。適合する患者は、ミニ精神的状態試験（ＭＭＳＥ）にお
いて１２～２６の範囲内の得点である。その他の選択基準は、患者が試験の期間を生存す
る可能性および妨害するであろう併用医薬の使用のような複雑化させる問題がないことで
ある。患者機能の基準評価は、古典的精神心理測定基準、例えばＭＭＳＥ、およびアルツ
ハイマー病状態および機能を有する患者を評価するための包括的な尺度であるＡＤＡＳな
どを用いて行う。それらの精神心理測定尺度は、アルツハイマー病の病状の進行の尺度を
提供する。適切な質的生活尺度も処置を監視するために使用できる。疾患進行は、ＭＲＩ
によっても監視できる。患者の血液プロフィールも免疫原特異性抗体およびＴ細胞反応の
アッセイを含んで監視できる。
【０２６１】
　基準測定に続いて、患者は処置を受けはじめる。患者らは無作為化されそして盲検法に
より治療薬剤または偽薬のいずれかで処置される。患者は少なくとも６カ月毎に監視され
る。効力は、偽薬群に対する処置群の進行の有意な低下により決定される。
【０２６２】
　第二の第ＩＩ相試験は、時に加齢性記憶障害（ＡＡＭＩ）または軽度認知障害（ＭＣＩ
）と称される非アルツハイマー病性初期記憶喪失から、ＡＤＲＡ基準により定義されるア
ルツハイマー病の可能性までにわたる患者の転換を評価するために行われる。前アルツハ
イマー症状と関連する記憶喪失の初期徴候またはその他の困難、アルツハイマー病の家族
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歴、遺伝子的危険因子、年齢、性別、およびアルツハイマー病の高い危険を予測するため
に見いだされるその他の徴候について参照集団をスクリーニングして、アルツハイマー病
への転換の高い危険を有する患者を非臨床的集団から選別する。さらに正常な集団を評価
するために設計されたその他の尺度を一緒に用いて、ＭＭＳＥおよびＡＤＡＳを含む適当
な尺度に基づく基線得点を集める。これらの患者集団を薬剤を用いる投与代替群に対して
偽薬比較の適当な群に分割する。それらの患者集団を約６カ月の間隔で追跡し、そして各
患者の終点は、彼または彼女が観察の終わりにおいて、ＡＤＲＤＡ基準により定義される
推定アルツハイマー病に転換されるかどうかである。
【０２６３】
　前記の発明は、理解を明確にする目的で詳細に記載されたが、ある種の変更は添付する
請求の範囲の範囲内で実施できるであろうことは明らかである。本明細書中に引用したす
べての刊行物および特許、ならびに図および配列表に現れる本文は、それぞれが個々に示
された場合と同様の程度まで、すべての目的のために全体を引用して本明細書内に編入さ
れる。
【０２６４】
　前記のことより、本発明は多数の使用を提供することが明らかであろう。例えば、本発
明は、アミロイド生成性疾患の処置、予防または診断における、またはそれにおける使用
のための医薬または診断用組成物の製造における、上記のＡβに対するいずれかの抗体の
使用を提供する。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】 【図４】
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【図６Ａ】 【図６Ｂ】
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【図８】
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【配列表】
2012050437000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年10月11日(2011.10.11)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２の１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領
域（ＣＤＲ）を含んでなるヒト化免疫グロブリン軽鎖、および配列番号４の１２Ａ１１免
疫グロブリン重鎖可変領域配列からの可変領域相補性決定領域（ＣＤＲ）を含んでなるヒ
ト化免疫グロブリン重鎖を含む、ヒト化１２Ａ１１免疫グロブリンまたはその抗原結合フ
ラグメント。
【請求項２】
　ヒト化軽鎖およびヒト化重鎖を含んでなる請求項１に記載のヒト化１２Ａ１１免疫グロ
ブリンまたはその抗原結合フラグメントであって、
　（ａ）前記ヒト化軽鎖が、配列番号２で示されるマウス１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖
可変ドメインの相応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を有する三つの相補性決定領
域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およびヒト軽鎖可変領域フレームワーク配列か
らの可変領域フレームワークを含んでなり、ただしカノニカル残基、バーニア残基、充填
残基および稀な残基から成る群から選択される少なくとも１個のフレームワーク残基が、
マウス１２Ａ１１免疫グロブリン軽鎖可変領域フレームワークの等価位置内に存在する同
一のアミノ酸残基により占められており、そして
（ｂ）前記ヒト化重鎖が、配列番号４で示されるマウス１２Ａ１１免疫グロブリン重鎖可
変ドメインの相応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を有する三つの相補性決定領域
（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およびヒト重鎖可変領域フレームワーク配列から
の可変領域フレームワークを含んでなり、ただしカノニカル残基、バーニア残基、充填残
基および稀な残基から成る第二の群から選択される少なくとも１個のフレームワーク残基
が、マウス１２Ａ１１免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの等価位置内に存在す
る同一のアミノ酸残基により占められており、
　ここで、ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントが、ベータアミロイド
ペプチド（Ａβ）に少なくとも１０７Ｍ－１の結合親和性で特異的に結合し、ここで、マ
ウス１２Ａ１１免疫グロブリンが配列番号２で示される可変ドメインを有する軽鎖および
配列番号４で示される可変ドメインを有する重鎖を有する、ヒト化１２Ａ１１免疫グロブ
リンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　軽鎖の少なくとも１個のフレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＬ２
、Ｌ４、Ｌ３６、Ｌ３８、Ｌ４０、Ｌ４４、Ｌ４６、Ｌ４７、Ｌ４８、Ｌ４９、Ｌ６４、
Ｌ６６、Ｌ６８、Ｌ６９、Ｌ７１、Ｌ８７およびＬ９８から成る群から選択される位置で
１２Ａ１１軽鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められており、重鎖の少な
くとも１個のフレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２、Ｈ２４、Ｈ
２６、Ｈ２７、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ３９、Ｈ４５、Ｈ４７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ
７１、Ｈ７３、Ｈ７８、Ｈ９１、Ｈ９３、Ｈ９４およびＨ１０３から成る群から選択され
る位置で１２Ａ１１重鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められている、請
求項２に記載のヒト化免疫グロブリン。
【請求項４】
　軽鎖の少なくとも３個のフレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＬ２
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、Ｌ４、Ｌ３６、Ｌ３８、Ｌ４０、Ｌ４４、Ｌ４６、Ｌ４７、Ｌ４８、Ｌ４９、Ｌ６４、
Ｌ６６、Ｌ６８、Ｌ６９、Ｌ７１、Ｌ８７およびＬ９８から成る群から選択される位置で
１２Ａ１１軽鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められており、重鎖の少な
くとも３個のフレームワーク残基が、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２、Ｈ２４、Ｈ
２６、Ｈ２７、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ３９、Ｈ４５、Ｈ４７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ
７１、Ｈ７３、Ｈ７８、Ｈ９１、Ｈ９３、Ｈ９４およびＨ１０３から成る群から選択され
る位置で１２Ａ１１重鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められている、請
求項２に記載のヒト化免疫グロブリン。
【請求項５】
　Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＬ２、Ｌ４、Ｌ３６、Ｌ３８、Ｌ４０、Ｌ４４、Ｌ４
６、Ｌ４７、Ｌ４８、Ｌ４９、Ｌ６４、Ｌ６６、Ｌ６８、Ｌ６９、Ｌ７１、Ｌ８７および
Ｌ９８から成る群から選択される軽鎖の全ての位置が、配列番号：２のマウス１２Ａ１１
軽鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められている、請求項２に記載のヒト
化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項６】
　Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２、Ｈ２４、Ｈ２６、Ｈ２７、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ
３７、Ｈ３９、Ｈ４５、Ｈ４７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、Ｈ７８、Ｈ９１、Ｈ
９３、Ｈ９４およびＨ１０３から成る群から選択される重鎖の全ての位置が、配列番号：
４のマウス１２Ａ１１重鎖の等価位置内に存在する同じアミノ酸により占められている、
請求項２に記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項７】
　前記ヒト化軽鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩ抗体Ｋ６４（ＡＩＭ
Ｓ４）（アクセッション番号ＢＡＣ０１７３３）由来のヒト軽鎖可変領域フレームワーク
に対して少なくとも８５％の配列同一性を有する、請求項２～６のいずれかに記載のヒト
化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来のヒト重鎖可変領域フレームワークに対して少な
くとも８５％の配列同一性を有する、請求項２～６のいずれかに記載のヒト化免疫グロブ
リンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　前記ヒト化可変領域軽鎖が配列番号：７で示される、請求項２～８のいずれかに記載の
ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１０】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、
それぞれ、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９
のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１１】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、Ｉ、Ｋ、および
Ｔで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリンまたはその
抗原結合フラグメント。
【請求項１２】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、およびＨ７１の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、Ｉ、およびＫで占められ
ている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラ
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グメント。
【請求項１３】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、およびＨ３７の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、およびＩで占められている、請求
項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１４】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ
、Ｆ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１５】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ
、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１６】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ
、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１７】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ
、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｌ、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１８】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ
、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項１９】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ
、Ｉ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２０】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ
、Ｉ、Ｌ、Ｌ、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２１】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
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セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｓ
、Ｌ、Ｉ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２２】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ６７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｓ
、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２３】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｓ
、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２４】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、Ｉ、Ｋ
、Ｔ、およびＶで占められている、請求項２～５および７～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２５】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ６７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、Ｉ、Ｌ
、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリ
ンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２６】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ、Ｉ、Ｌ
、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリ
ンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２７】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ７１、およびＨ７３の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ
、Ｋ、およびＴで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化免疫グロブリ
ンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２８】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２９、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、Ｈ７３、およびＨ７８の位置が、それぞれ、Ｆ、Ｌ
、Ｌ、Ｌ、Ｋ、Ｔ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに記載のヒト化
免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項２９】
　前記ヒト化重鎖可変領域フレームワークが、ヒトサブグループＩＩＩ抗体Ｍ７２（アク
セッション番号ＡＡＡ６９７３４）由来であり、Ｋａｂａｔによる番号付けに従うＨ２４
、Ｈ２８、Ｈ２９、Ｈ３７、Ｈ４８、Ｈ６７、Ｈ７１、およびＨ７８の位置が、それぞれ
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、Ｆ、Ｓ、Ｌ、Ｉ、Ｌ、Ｌ、Ｋ、およびＶで占められている、請求項１～９のいずれかに
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３０】
　配列番号：７のアミノ酸１～１１２を含んでなるヒト化軽鎖可変領域および配列番号：
１０のアミノ酸１～１２０を含んでなるヒト化重鎖可変領域を有するヒト化免疫グロブリ
ンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３１】
　請求項２に記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントであって、
　ヒト化重鎖可変領域が、配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５、配列番号
：１６、配列番号：１７、配列番号：１８、配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号
：２１、配列番号：２４、配列番号：２５、配列番号：２６、配列番号：２７、配列番号
：２８、配列番号：２９、配列番号：３０および配列番号：３１からなる群より選択され
るアミノ酸１～１２０を含むアミノ酸配列を有し、
　ヒト化軽鎖可変領域が配列番号：７に記載のアミノ酸１～１１２を含むアミノ酸配列を
有する、
ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３２】
　請求項２に記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントであって、
　ヒト化重鎖可変領域が、配列番号：２２または配列番号：２３のアミノ酸１～１２１を
含むアミノ酸配列を有し、
　ヒト化軽鎖可変領域が配列番号：７に記載のアミノ酸１～１１２を含むアミノ酸配列を
有する、
ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３３】
　アイソタイプがヒトＩｇＧ１である、請求項１～３２のいずれか１項に記載のヒト化免
疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３４】
　エフェクター機能が変更されているＦｃ領域を含む、請求項１～３３のいずれか１項に
記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメント。
【請求項３５】
　請求項１～３４のいずれか１項に記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラ
グメントおよび製剤学的キャリアを含む、製剤学的組成物。
【請求項３６】
　アミロイド原性疾患を予防または治療するための医薬を製造するための、請求項１～３
４のいずれか１項に記載のヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントの使用
。
【請求項３７】
　神経炎性負荷を低下させるための、請求項３６に記載の使用。
【請求項３８】
　疾患がアルツハイマー病である、請求項３６に記載の使用。
【請求項３９】
　０．０１～５ｍｇ／ｋｇ（体重）の範囲の有効投薬量において使用するための、請求項
３６に記載の使用。
【請求項４０】
　１ｍｇ／ｋｇ（体重）の有効投薬量において使用するための、請求項３９に記載の使用
。
【請求項４１】
　請求項１～３２のいずれか１項に記載のヒト化重鎖可変領域をコードする、単離された
核酸。
【請求項４２】
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　請求項１～５、７および９のいずれか１項に記載のヒト化軽鎖可変領域をコードする、
単離された核酸。
【請求項４３】
　請求項１～４、６、８および１０～３２のいずれか１項に記載のヒト化重鎖可変領域を
コードする単離された核酸、ならびに請求項１～５、７および９の何れかに記載のヒト化
軽鎖可変領域をコードする、単離された核酸。
【請求項４４】
　配列番号：１または配列番号：３のヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子。
【請求項４５】
　請求項４１～４４のいずれか１項に記載の核酸を含む、ベクター。
【請求項４６】
　請求項４５に記載のベクターを含む、単離された宿主細胞。
【請求項４７】
　ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントを生産する方法であって、
　請求項４６に記載の宿主細胞を、免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメントが生
産される条件下で培養する工程、および
　宿主細胞または培養物から該抗体ヒト化免疫グロブリンまたはその抗原結合フラグメン
トを単離する工程
を含む、方法。
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