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(57)【要約】
本発明は、少なくとも部分的に、二量体型のＢＢＢ通過
移動抗体（例えば、ＴＭＥＭ３０Ａ（ＣＤＣ－５０Ａ）
結合抗体、ＦＣ５）が、一価ＦＣ５　ＶＨＨと比較して
、ＢＢＢを越える輸送を大きく向上させることが判明し
たという発見に基づく。本発明は、中でも、血液脳関門
を越える、薬理学的に活性な薬剤の輸送を増加させる分
子、血液脳関門を越える輸送を増加させるための方法、
および神経学的成分を有する障害または疾患の治療方法
を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤と、ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも１つ
の結合部位とを含む結合分子であって、ＴＭＥＭ３０Ａに結合する前記少なくとも１つの
結合部位は、ｉ）直接、またはｉｉ）介在アミノ酸配列を介してＦｃ部分のＮ末端に融合
している結合分子。
【請求項２】
　少なくとも２つの結合部位を含む、請求項１に記載の結合分子。
【請求項３】
　前記少なくとも１つの結合部位は、ＦＣ５アミノ酸配列を含む、請求項１または２に記
載の結合分子。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの結合部位は、ＦＣ５アミノ酸配列からなる、請求項１または２に
記載の結合分子。
【請求項５】
　ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも２つの結合部位を含む、請求項１に記載の結合分
子。
【請求項６】
　ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも３つの結合部位を含む、請求項１に記載の結合分
子。
【請求項７】
　ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも４つの結合部位を含む、請求項１に記載の結合分
子。
【請求項８】
　前記少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、直接Ｆｃ部分に遺伝子学的に融合し
ている、請求項１に記載の結合分子。
【請求項９】
　前記少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、ペプチドリンカーを含む介在アミノ
酸配列を介してＦｃ部分に遺伝子学的に融合している、請求項１に記載の結合分子。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、ペプチドリンカーからなる介在アミ
ノ酸配列を介してＦｃ部分に遺伝子学的に融合している、請求項１に記載の結合分子。
【請求項１１】
　２つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位が、ペプチドリンカーを含むアミノ酸配列を介して、完
全Ｆｃ領域の２つの異なるＦｃ部分のＮ末端に融合している、請求項２に記載の結合分子
。
【請求項１２】
　前記少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、ｓｃＦｃ分子のＮ末端に融合してい
る、請求項１に記載の結合分子。
【請求項１３】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、Ｆｃ領域のＣ末端に融合している、請
求項１に記載の結合分子。
【請求項１４】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、微小化学物質である、請求項１に記載
の結合分子。
【請求項１５】
　前記微小化学物質は、システイン残基で前記結合分子に融合している、請求項１３に記
載の結合分子。
【請求項１６】
　前記システイン残基は、改変システイン残基である、請求項１４に記載の結合分子。
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【請求項１７】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、ポリペプチドである、請求項１に記載
の結合分子。
【請求項１８】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、抗原結合部位を含む、請求項１７に記
載の結合分子。
【請求項１９】
　前記抗原結合部位は、非ＴＭＥＭ３０結合抗体から得られる、請求項１８に記載の結合
分子。
【請求項２０】
　前記薬理学的に活性な薬剤は、ｓｃＦｖ分子、Ｆａｂ分子、および単一ドメイン抗体か
らなる群から選択される、請求項１９に記載の結合分子。
【請求項２１】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、前記結合分子に遺伝子学的に融合して
いる、請求項１に記載の結合分子。
【請求項２２】
　前記少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、前記結合分子に共有結合的に連結して
いる、請求項１に記載の結合分子。
【請求項２３】
　前記結合部位は、抗体分子のＶＨドメインを含む介在アミノ酸配列を介して遺伝子学的
に融合している、請求項１に記載の結合分子。
【請求項２４】
　前記結合部位は、抗体分子のＶＬドメインを含む介在アミノ酸配列を介して遺伝子学的
に融合している、請求項１に記載の結合分子。
【請求項２５】
　少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、無傷抗体分子のＶＨドメインのＮ末端に
遺伝子学的に融合している、請求項２３に記載の結合分子。
【請求項２６】
　少なくとも１つのＴＭＥＭ３０Ａ結合部位は、無傷抗体分子のＶＬドメインのＮ末端に
遺伝子学的に融合している、請求項２４に記載の結合分子。
【請求項２７】
　２つの結合部位が、無傷抗体分子のＶＨドメインおよびＶＬドメインのＮ末端に遺伝子
学的に結合している、請求項１に記載の結合分子。
【請求項２８】
　前記介在アミノ酸配列は、ペプチドリンカーをさらに含む、請求項２３または２４に記
載の結合分子。
【請求項２９】
　薬学的に活性な薬剤は、神経活性ペプチド、微小化学物質、および中枢神経系における
標的に結合する抗体の可変領域からなる群から選択される、請求項１に記載の結合分子。
【請求項３０】
　請求項１から２９のいずれか一項に記載の結合分子を対象に投与することを含む、神経
障害を治療する方法。
【請求項３１】
　前記神経障害は、貯蔵障害である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記神経障害は、慢性疼痛である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記神経障害は、てんかんである、請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　前記神経障害は、多発性硬化症である、請求項３０に記載の方法。
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【請求項３５】
　前記神経障害は、タンパク質症である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３６】
　前記神経障害は、脱髄障害である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３７】
　神経障害の治療のための医薬の製造における、請求項１から２９のいずれか一項に記載
の結合分子の使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　全身にわたる巨大分子の分配は、一般に、毛細血管の極めて有窓の内皮細胞内膜を介し
て組織内に拡散する血液中の巨大分子が媒介する拡散である。巨大分子の自由拡散は、極
めて血管が発達した脳においては存在しない。脳毛細血管内皮細胞は、循環系の残りの部
分において見られる有窓を持たず、極めて特化した内皮細胞の密な細胞内接点を有する。
これらの密な接点は、毛細管の管腔側から反管腔側への４００ｋＤａを超える分子の自由
拡散を防止するように機能する。さらに、毛細管は、有機アニオン輸送体（ＯＡＴＳ）お
よび多剤耐性（ＭＤＲ）系等の様々な輸送体系を含み、それらは、そのような系統がなけ
れば内皮細胞を通して拡散し得る分子の輸送勾配を能動的に確立する。制限的関門の組み
合わせは、例えば毒素およびウイルスを含む外来物質の進入を防止すると共に、治療物質
の拡散を制限する。さらに、これらの制限的血液脳関門（ＢＢＢ）は、薬理学的治療用量
での潜在的に治療効果を有するタンパク質、ペプチドおよび微小分子の脳実質への受動的
送達を効果的に阻止する。
【０００２】
　ＢＢＢ内皮細胞を越える治療分子の輸送を達成するための１つの成功戦略は、受容体媒
介トランスサイトーシス（ＲＭＴ）を利用している。この戦略は、典型的にＢＢＢ内皮細
胞を介した分子の輸送に関与する、ＢＢＢ内皮細胞上のタンパク質に特異的に結合する抗
体または分子を使用する。そのような抗体は、ＢＢＢ内皮細胞を通じてトランスサイトー
シスを経ながら付着したペイロードを送達する、シャトル分子として使用される。この技
術の応用例は、トランスフェリン受容体およびインスリン受容体に対する抗体の使用を含
む（Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．　２０１１．Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ．Ｖｏｌｕｍｅ　３）。これらの２つの場合において、ＲＭＴ抗体は、治
療タンパク質ドメインにＣ末端で融合し、ＢＢＢを越えて分子を輸送することが示されて
いる。残念ながら、一般に使用されるＲＭＴ標的であるトランスフェリンおよびインスリ
ン受容体は、数多くの組織において高度および広範に発現する。この広範な標的発現は、
短い循環半減期をもたらし、これは次いで、ＢＢＢ内皮細胞への暴露時間を制限し、それ
により脳内への分子の注入を制限する。さらに、これらの抗体は、代謝的に重要な細胞機
能を標的化し、それにより潜在的な安全性リスクを生じる。
　ＢＢＢを通過する活性ＢＢＢ輸送分子を利用する改善された標的化部分、例えば、ＢＢ
Ｂを通過移動する抗体分子から得られる結合部位が、脳内への治療薬の送達に極めて有益
である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．　２０１１．Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｖｏｌｕｍｅ　３
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、少なくとも部分的に、血液脳関門（ＢＢＢ）通過移動抗体、例えば、ＴＭＥ
Ｍ３０Ａ（ＣＤＣ－５０Ａ）結合抗体（例えば、単一ドメイン抗体ＦＣ５等）を含む融合
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タンパク質が、一価ＶＨＨと比較して、ＢＢＢを越える輸送を大きく向上させることが判
明したという発見に基づく。最初の結合およびＢＢＢ内皮輸送実験では、ラマ単一ドメイ
ンＶＨＨ抗体（ｓｄＡｂ）であるＦＣ５が、ＢＢＢ内皮細胞層を介した輸送を促進し得る
ことが示された（例えば、米国特許第７，９４３，１２９号を参照されたい）。ＶＨＨの
循環半減期は、低分子量およびＦｃドメインの欠損に起因して短いことが知られている（
Ｊａｉｎ，Ｍ．，Ｋａｍａｌ，Ｎ．，ａｎｄ　Ｂａｔｒａ，Ｓ．Ｋ．（２００７）　Ｔｒ
ｅｎｄｓ　ｉｎ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２５（７），３０７－３１６；Ｂａｔｒ
ａ，Ｓ．Ｋ．，Ｊａｉｎ，Ｍ．，Ｗｉｔｔｅｌ，Ｕ．Ａ．，Ｃｈａｕｈａｎ，Ｓ．Ｃ．，
ａｎｄ　Ｃｏｌｃｈｅｒ，Ｄ．（２００２）Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３（６），６０３－６０８）。驚くべきことに、このコン
ストラクトの循環半減期は、ＢＢＢ通過移動単一ドメイン抗体を、ヒトＦｃのＮ末端に融
合し、二価抗体様コンストラクトをもたらすことにより大きく向上した。そのような結合
部位のＦｃコンストラクト内への組み込みは、各結合部分が細胞表面上に発現した推定標
的、例えばＴＭＥＭ３０Ａに結合した二価結合の可能性を有する二価分子を形成する。二
価結合は、結合力効果により、見掛けの結合親和性に大きな変化を促し得る（Ｒｅｙｎｏ
ｌｄｓ，Ｊ．Ａ．（１９７９）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１８（２），２６４－２６９
；Ｈｕｂｂｌｅ，Ｊ．（１９９９）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　３６
（１），　１３－１８）。本明細書において示されるように、相互作用の親和性が増加し
た。この親和性の増加を考慮すると、二価分子を形成するＦｃの付加が、ＢＢＢを越える
輸送を大幅に増加するという発見は、予期されなかった。Ｆｃドメインの付加は、分子の
腎臓濾過およびＦｃＲｎへの結合によるｉｎ　ｖｉｖｏでの抗体リサイクリングの促進を
防止する質量の増大により、ベータ相薬物動態を拡張し得るが、高度に発現した標的への
結合後の循環結合分子の排除により、向上した見掛けの親和性の増加は反対の効果も有し
ていた可能性があるため、輸送の増加は予期されなかった。しかしながら、最も驚くべき
ことに、本明細書において示されるように、結合部位－Ｆｃ配置（アミノからカルボキシ
末端、すなわち、ＦｃのＮ末端に融合した結合部位）における融合タンパク質は、Ｆｃ－
結合部位配置（ＦｃのＣ末端に融合した結合部位）における融合タンパク質よりも高い活
性を有することが判明した。これは、Ｆｃ－結合部位融合タンパク質（ＦｃのＣ末端に融
合した結合部位）が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで行われた最初の実験において、内皮細胞への増
加した結合を示すという事実にも関わらず成立した。一価型の結合部位－Ｆｃコンストラ
クトもまた提供される。
【０００５】
　したがって、一態様において、本発明は、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤と、
ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも１つの結合部位、例えばＢＢＢ通過移動結合部位と
を含む結合分子であって、ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも１つの結合部位は、ｉ）
直接、またはｉｉ）介在アミノ酸配列を介してＦｃ部分のＮ末端に融合している結合分子
に関する。
【０００６】
　一実施形態において、結合分子は、少なくとも２つの結合部位を含む。
【０００７】
　一実施形態において、少なくとも１つの結合部位は、ＦＣ５アミノ酸配列を含む。一実
施形態において、結合分子は、ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも２つまたは少なくと
も３つ（例えば、２つまたは３つ）の結合部位を含む。一実施形態において、結合分子は
、ＴＭＥＭ３０Ａに結合する少なくとも３つまたは少なくとも４つ（例えば、３つまたは
４つ）の結合部位を含む。
【０００８】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位（例えば、ＢＢＢを通過移
動する抗体分子から得られる結合部位）は、直接Ｆｃ部分に遺伝子学的に融合している。
【０００９】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位（例えば、ＢＢＢを通過移
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動する抗体分子から得られる結合部位）は、ペプチドリンカーを含む介在アミノ酸配列を
介してＦｃ部分に遺伝子学的に融合している。
【００１０】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位（例えば、ＢＢＢを通過移
動する抗体分子から得られる結合部位）は、ペプチドリンカーからなる介在アミノ酸配列
を介してＦｃ部分に遺伝子学的に融合している。
【００１１】
　一実施形態において、２つのＢＢＢ通過移動部位（例えば、ＢＢＢを通過移動する抗体
分子から得られる結合部位）が、ペプチドリンカーを含むアミノ酸配列を介して、完全Ｆ
ｃ領域の２つの異なるＦｃ部分のＮ末端に融合している。
【００１２】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位（例えば、ＢＢＢを通過移
動する抗体分子から得られる結合部位）は、ｓｃＦｃ分子のＮ末端に融合している。
【００１３】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、Ｆｃ領域のＣ末端に
融合している。
【００１４】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、微小化学物質である
。
【００１５】
　一実施形態において、微小化学物質は、システイン残基で結合分子に融合している。一
実施形態において、システイン残基は、改変システイン残基である。
【００１６】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、ポリペプチドである
。
【００１７】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、抗原結合部位（例え
ば、非ＢＢＢ通過移動抗体から得られる抗原結合部位）を含む。
【００１８】
　一実施形態において、薬理学的に活性な薬剤は、ｓｃＦｖ分子、Ｆａｂ分子、および単
一ドメイン抗体からなる群から選択される。
【００１９】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、結合分子に遺伝子学
的に融合している。
【００２０】
　一実施形態において、少なくとも１種の薬理学的に活性な薬剤は、結合分子に共有結合
的に連結している。
【００２１】
　一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部位は、抗体分子のＶＨドメインを含む介在アミ
ノ酸配列を介して遺伝子学的に融合している。
【００２２】
　一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部位は、抗体分子のＶＬドメインを含む介在アミ
ノ酸配列を介して遺伝子学的に融合している。
【００２３】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位が、無傷抗体分子のＶＨド
メインのＮ末端に遺伝子学的に融合している。
【００２４】
　一実施形態において、少なくとも１つのＢＢＢ通過移動部位が、無傷抗体分子のＶＬド
メインのＮ末端に遺伝子学的に融合している。
【００２５】
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　一実施形態において、２つのＢＢＢ通過移動部位が、無傷抗体分子のＶＨドメインおよ
びＶＬドメインのＮ末端に遺伝子学的に融合している。
【００２６】
　一実施形態において、介在アミノ酸配列は、ペプチドリンカーをさらに含む。
【００２７】
　一実施形態において、薬学的に活性な薬剤は、神経活性ペプチド、微小化学物質、およ
び中枢神経系における標的に結合する抗体の可変領域からなる群から選択される。
【００２８】
　一実施形態において、本発明は、本発明の結合分子を対象に投与することを含む、神経
障害を治療する方法に関する。
【００２９】
　一実施形態において、神経障害は、貯蔵障害である。一実施形態において、神経障害は
、慢性疼痛である。一実施形態において、神経障害は、てんかんである。一実施形態にお
いて、神経障害は、多発性硬化症である。一実施形態において、神経障害は、タンパク質
症の疾患である。一実施形態において、障害は、脱髄障害である。
【００３０】
　別の実施形態において、本発明は、神経障害の処置のための医薬の製造における、本発
明の結合分子の使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】（ａ）単独の、（ｂ）ヒトＩｇＧ１　ａｇｌｙ　ＦｃドメインにＮ末端（ＦＣ５
－Ｆｃ）または（ｃ）Ｃ末端（Ｆｃ－ＦＣ５）で融合した、ＦＣ５単一重鎖ドメイン抗体
、および薬学的に活性な部分として非ＢＢＢ通過移動ドメインを組み込んだ可能な抗体様
コンストラクト（ｄ、ｅ）の概略図である。分子（ｆ）および（ｇ）は、完全抗体分子へ
のＦＣ５単一重鎖ドメイン抗体の付加を示し、単一重鎖ドメイン抗体は、例えば、ＶＬも
しくはＶＨドメイン、またはその両方に融合し得る。
【図２】４～１２％　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ　ＳＤＳ　ＰＡＧＥ上での各精製タンパク質２．
５μｇの電気泳動を示す図である。１０～２２０ｋＤのＳＤＳ　ＰＡＧＥ分子量標準が、
各ゲル上に標示されている。パネルＡには非還元（１）および還元レーン（２）ＦＣ５が
、パネルＢには非還元（１）および還元レーン（２）ＦＣ５－Ｆｃが、パネルＣには非還
元（１）および還元レーン（２）Ｆｃ－ＦＣ５が示されている。
【図３】対照抗体１２Ｆ６Ａ（ｈＩｇＧ１）、ＣＲＬ２４３４（ｍＩｇＧ１）およびＣ３
７Ｈ（ＶＨＨのみ）と比較した、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＳＶ４０ラットＢＢＢ形質転換内皮
細胞株を越えるＦＣ５Ｆｃ、ＦｃＦＣ５およびＦＣ５の輸送の増加した速度を示す図であ
る。
【図４－１】図４ａ～ｃ。パネル４（ａ）は、ＦＣ５－Ｆｃ（○）、Ｆｃ－ＦＣ５（■）
、またはｈｕＦｃ　ａｇｌｙドメインのＮ末端に融合した無関係な対照ラクダ科ＶＨＨ（
ＶＨＨ－Ｆｃ）（△）の、ＳＶ４０ラットＢＢＢ形質転換内皮細胞株に対する結合を示す
。パネル（４ｂ）は、ＦＣ５－Ｆｃ（○）およびＦｃ－ＦＣ５（■）の、初代ラットＢＢ
Ｂ内皮細胞株に対する結合を示す。パネル４ｃは、ＦＣ５－Ｆｃのラット（□）またはヒ
ト（◇）に対する結合、およびＦｃ－ＦＣ５の、ＥＢＮＡ２９３細胞に一時的に発現した
ラット（▲）またはヒト（●）ＴＭＥＭ３０Ａに対する結合を示す。
【図４－２】図４ａ～ｃ。パネル４（ａ）は、ＦＣ５－Ｆｃ（○）、Ｆｃ－ＦＣ５（■）
、またはｈｕＦｃ　ａｇｌｙドメインのＮ末端に融合した無関係な対照ラクダ科ＶＨＨ（
ＶＨＨ－Ｆｃ）（△）の、ＳＶ４０ラットＢＢＢ形質転換内皮細胞株に対する結合を示す
。パネル（４ｂ）は、ＦＣ５－Ｆｃ（○）およびＦｃ－ＦＣ５（■）の、初代ラットＢＢ
Ｂ内皮細胞株に対する結合を示す。パネル４ｃは、ＦＣ５－Ｆｃのラット（□）またはヒ
ト（◇）に対する結合、およびＦｃ－ＦＣ５の、ＥＢＮＡ２９３細胞に一時的に発現した
ラット（▲）またはヒト（●）ＴＭＥＭ３０Ａに対する結合を示す。
【図５－１】図５ａ～ｃ。パネル５ａは、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ動物モデルにおける、ダ
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ラルギンに共有結合的に架橋したＦＣ５（ＦＣ５－Ｄａｌ）の疼痛を抑制する能力を示す
。足逃避速度は、２０秒の時間枠に基づく可能な最大効果のパーセント（％ＭＰＥ）とし
て表現される。陰性対照は、対側非炎症対照足の足逃避速度（●）を示し、陽性対照は、
ラットがＰＢＳのみをＩＶ注射された場合の炎症足の急速な足逃避速度（○）を示す。Ｈ
ａｒｇｒｅａｖｅｓ動物における足逃避速度を抑制する、２１ｍｇ／Ｋｇ（ｍｐｋ）での
ＦＣ５－Ｄａｌの単回ＩＶ投薬（■）の有効性が、７ｍｐｋ（□）でのＦＣ５－Ｄａｌの
３回のＩＶ投薬と比較されている。パネル５ｂは、それぞれの評価対象足の％ＭＰＥ反応
対時間の曲線下の平均面積を示す。パネル５ｃは、０、１時間および２時間の時点で、ラ
ットが３回の投薬で、７ｍｐｋの無関係ＶＨＨ　－Ｄａｌ（灰色の四角）またはＦＣ５単
独（白抜きの四角）をＩＶ注射される追加の陰性対照実験を示す。対側対照足もまた示さ
れている（黒丸）。足逃避速度の抑制の％ＭＰＥを、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ動物において
決定した。
【図５－２】図５ａ～ｃ。パネル５ａは、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ動物モデルにおける、ダ
ラルギンに共有結合的に架橋したＦＣ５（ＦＣ５－Ｄａｌ）の疼痛を抑制する能力を示す
。足逃避速度は、２０秒の時間枠に基づく可能な最大効果のパーセント（％ＭＰＥ）とし
て表現される。陰性対照は、対側非炎症対照足の足逃避速度（●）を示し、陽性対照は、
ラットがＰＢＳのみをＩＶ注射された場合の炎症足の急速な足逃避速度（○）を示す。Ｈ
ａｒｇｒｅａｖｅｓ動物における足逃避速度を抑制する、２１ｍｇ／Ｋｇ（ｍｐｋ）での
ＦＣ５－Ｄａｌの単回ＩＶ投薬（■）の有効性が、７ｍｐｋ（□）でのＦＣ５－Ｄａｌの
３回のＩＶ投薬と比較されている。パネル５ｂは、それぞれの評価対象足の％ＭＰＥ反応
対時間の曲線下の平均面積を示す。パネル５ｃは、０、１時間および２時間の時点で、ラ
ットが３回の投薬で、７ｍｐｋの無関係ＶＨＨ　－Ｄａｌ（灰色の四角）またはＦＣ５単
独（白抜きの四角）をＩＶ注射される追加の陰性対照実験を示す。対側対照足もまた示さ
れている（黒丸）。足逃避速度の抑制の％ＭＰＥを、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ動物において
決定した。
【図６】図６ａ～ｄ。Ｆｃ－ＦＣ５－Ｄａｌの有効性を、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓモデルに
おいて評価した。パネル６ａにおいては０の時点で、パネル６Ｂにおいては０および２時
間の時点で、ラットに２ｍｐｋでＩＶ投薬した。パネル６Ｃおよび６Ｄにおいては、０の
時点で各ラットに６．５ｍｐｋでＩＶ投薬した。
【図７－１】図７ａ～ｄ。ＨａｒｇｒｅａｖｅｓモデルにおけるＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌの
有効性を、陰性対照Ｆｃ－Ｄａｌと比較した。０の時点で、単一濃度のＦＣ５－Ｆｃ－Ｄ
ａｌまたはＦｃ－Ｄａｌを、０．５、２．５または６．０ｍｐｋでラットにＩＶ投薬した
。データは、パネル７ａおよび７ｂにおいて、示された時点での可能な最大効果（ＭＰＥ
）のパーセントとして、およびパネル７ｃおよび７ｄにおいて、曲線下面積パーセントと
して示されている。
【図７－２】図７ａ～ｄ。ＨａｒｇｒｅａｖｅｓモデルにおけるＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌの
有効性を、陰性対照Ｆｃ－Ｄａｌと比較した。０の時点で、単一濃度のＦＣ５－Ｆｃ－Ｄ
ａｌまたはＦｃ－Ｄａｌを、０．５、２．５または６．０ｍｐｋでラットにＩＶ投薬した
。データは、パネル７ａおよび７ｂにおいて、示された時点での可能な最大効果（ＭＰＥ
）のパーセントとして、およびパネル７ｃおよび７ｄにおいて、曲線下面積パーセントと
して示されている。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　例えばＴＭＥＭ３０Ａ（ＣＤＣ－５０Ａ）に結合する、少なくとも１種のＢＢＢ通過移
動単一ドメイン抗体（例えばＦＣ５単一ドメイン）を含む融合タンパク質は、一価ＶＨＨ

と比較して、ＢＢＢを越える輸送を大きく向上させることが判明した。特に、結合部位－
Ｆｃ配置（アミノからカルボキシ末端）は、活性の向上を示した。この大幅に増加した輸
送に少なくとも部分的に基づいて、血液脳関門を越える輸送が増加した分子、血液脳関門
を越える輸送を増加させるための方法、およびそのような分子を使用した治療の方法が、
本明細書に記載される。
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【００３３】
　本発明をさらに説明する前に、便宜のため、ある特定の用語を以下で説明する。
【００３４】
Ｉ．定義
　本明細書において使用される場合、「タンパク質」または「ポリペプチド」という用語
は、天然アミノ酸または非天然アミノ酸の２つ以上のポリマーを指す。
【００３５】
　「アミノ酸」という用語は、アラニン（ＡｌａまたはＡ）；アルギニン（Ａｒｇまたは
Ｒ）；アスパラギン（ＡｓｎまたはＮ）；アスパラギン酸（ＡｓｐまたはＤ）；システイ
ン（ＣｙｓまたはＣ）；グルタミン（ＧｌｎまたはＱ）；グルタミン酸（ＧｌｕまたはＥ
）；グリシン（ＧｌｙまたはＧ）；ヒスチジン（ＨｉｓまたはＨ）；イソロイシン（Ｉｌ
ｅまたはＩ）：ロイシン（ＬｅｕまたはＬ）；リシン（ＬｙｓまたはＫ）；メチオニン（
ＭｅｔまたはＭ）；フェニルアラニン（ＰｈｅまたはＦ）；プロリン（ＰｒｏまたはＰ）
；セリン（ＳｅｒまたはＳ）；トレオニン（ＴｈｒまたはＴ）；トリプトファン（Ｔｒｐ
またはＷ）；チロシン（ＴｙｒまたはＹ）；およびバリン（ＶａｌまたはＶ）を含む。非
従来的なアミノ酸もまた本発明の範囲内であり、ノルロイシン、オミチン、ノルバリン、
ホモセリン、およびＥｌｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．２０２：３０１
－３３６（１９９１）に記載のもの等の他のアミノ酸残基類似体を含む。そのような非自
然発生的アミノ酸残基を生成するためには、Ｎｏｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２４４：１８２（１９８９）およびＥｌｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（上記参照）の手順を使
用することができる。簡潔に述べると、これらの手順は、非自然発生的アミノ酸残基によ
るサプレッサーｔＲＮＡの化学的活性化に続く、ＲＮＡのｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写および翻
訳を含む。また、非従来的なアミノ酸の導入は、当該技術分野において知られているペプ
チド化学を使用して達成され得る。本明細書において使用される場合、「極性アミノ酸」
という用語は、正味ゼロの電荷を有するが、その側鎖（例えば、Ｍ、Ｆ、Ｗ、Ｓ、Ｙ、Ｎ
、Ｑ、Ｃ）の異なる部分においてゼロではない部分電荷を有するアミノ酸を含む。これら
のアミノ酸は、疎水性相互作用および静電相互作用に関与し得る。本明細書において使用
される場合、「荷電アミノ酸」という用語は、その側鎖（例えば、Ｒ、Ｋ、Ｈ、Ｅ、Ｄ）
上にゼロではない正味電荷を有し得るアミノ酸を含む。これらのアミノ酸は、疎水性相互
作用および静電相互作用に関与し得る。
【００３６】
　本明細書において使用される場合、「リンカーペプチド」という用語は、２つのポリペ
プチド配列を接続または結合する、例えば、２つのポリペプチドドメインを結合するアミ
ノ酸配列を指し、そのアミノ酸配列は、天然では２つのポリペプチドドメインを自然に接
続または結合しない。一実施形態において、リンカーペプチドは、合成である。本明細書
において使用される場合、「合成」という用語は、自然発生的ではないアミノ酸配列を指
す。
【００３７】
　本発明のリンカーペプチドは、ペプチド結合を介して２つのアミノ酸配列を接続する。
一実施形態において、リンカーペプチドは、ＢＢＢ通過移動部分を第２の部分、例えばＦ
ｃ部分ドメインまたは領域に接続する。一実施形態において、本発明のリンカーペプチド
は、薬理学的に活性な部分を、直鎖状配列における第２の部分、例えば、ＢＢＢ通過移動
部分またはＦｃ部分ドメインもしくは領域である第２の部分に接続する。別の実施形態に
おいて、リンカーペプチドは、２つの薬理学的に活性な部分を接続する。一実施形態にお
いて、リンカーペプチドは、１つ以上のＦｃ部分ドメインまたは領域を、非Ｆｃ部分に接
続または遺伝子学的に融合する。
【００３８】
　ポリペプチドに関して、「直鎖状配列」または「配列」は、アミノからカルボキシル末
端への方向におけるポリペプチド内のアミノ酸の序列であり、配列内の互いに隣接する残
基は、ポリペプチドの主要構造において連続的である。
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【００３９】
　本明細書において使用される場合、「連結した」、「融合した」、または「融合」とい
う用語は、同義的に使用される。これらの用語は、化学共役または組み換え手段を含む何
らかの手段によって、２つ以上の元素または成分を互いに繋ぎ合わせることを指す。本明
細書において使用される場合、「共有結合的に融合した」または「共有結合的にカップリ
ングした」という用語は、特定の分子が互いに直接共有結合しているか、または、連結ペ
プチドもしくは部分等の介在部分（複数を含む）を介して、互いに間接的に共有結合的に
繋がっていることを意味する。好ましい実施形態において、部分は、共有結合的に融合し
ている。共有結合的連結の１つの種類は、ペプチド結合である。化学共役の方法（例えば
、ヘテロ二官能性架橋剤を使用する）は、当該技術分野において知られている。また、融
合部分は、遺伝子学的に融合していてもよい。本明細書において使用される場合、「遺伝
子学的に融合した」、「遺伝子学的に連結した」、または「遺伝子融合」という用語は、
２つ以上のタンパク質、ポリペプチド、またはそれらの断片の、それらのタンパク質、ポ
リペプチド、または断片をコードする単一ポリヌクレオチド分子の遺伝子発現による、そ
れらの個々のペプチド骨格を介した同一直線上の共有結合的連結または付着を指す。その
ような遺伝子融合は、単一の連続遺伝子配列の発現をもたらす。好ましい遺伝子融合は、
フレーム内にある、すなわち、２つ以上のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）が融
合して、元のＯＲＦの正しいリーディングフレームを維持するように、連続的なより長い
ＯＲＦを形成する。したがって、得られる組み換え融合タンパク質は、元のＯＲＦにより
コードされるポリペプチドに対応する２つ以上のタンパク質セグメントを含有する単一ポ
リペプチドである（このセグメントは、天然では通常そのように繋がっていない）。この
場合、単一ポリペプチドは、処理中に切断され、２つのポリペプチド鎖を含む二量体分子
を生成する。
【００４０】
　主題のポリペプチドは、少なくとも１つの薬理学的に活性な部分を含む。薬理学的に活
性な部分は、生物学的な文脈での作用または反応を行うことができる部分を指す。例えば
、「薬理学的に活性な部分」という用語は、生体系の成分（例えば、生物学的流体中、ま
たは細胞の表面上もしくは細胞マトリックス内のタンパク質）に結合する、およびその結
合が生物学的効果（例えば、それが結合する活性部分および／または成分の変化（例えば
、それが結合する活性部分および／もしくは成分の切断、シグナルの伝達、または細胞も
しくは対象における生物学的反応の増強もしくは阻害）により測定されるような）をもた
らす、その薬理学的に活性な分子または部分を指す。好ましい薬学的に活性な部分は、治
療部分である。
【００４１】
　例となる薬理学的に活性な部分は、例えば、薬物、抗体分子またはその一部の抗原結合
断片（例えば、Ｆ（ａｂ）、ｓｃＦｖ、ＶＨドメイン、またはＶＬドメイン）（例えば、
生物学的反応を付与、誘発または阻止するための）、受容体のリガンド結合部分またはリ
ガンドの受容体結合部分、酵素等を含んでもよい。一実施形態において、薬理学的に活性
な部分は、タンパク質の熟成形態を含む。別の実施形態において、薬理学的に活性な部分
は、生物活性を保持する全長タンパク質の一部を含む。他の例となる薬理学的に活性な部
分は、治療上有用なアミノ酸、ペプチド、タンパク質、核酸（ポリヌクレオチド、オリゴ
ヌクレオチド、炭水化物および脂質を含むがこれらに限定されない）を含む。本発明の例
となる薬理学的に活性な部分は、栄養因子、成長因子、酵素、抗体、神経伝達物質、神経
修飾物質、抗生物質、抗ウイルス薬、抗真菌薬、造影および検出剤、同位体、ならびに化
学治療薬剤等を含む。本発明の薬理学的に活性な部分はまた、治療薬剤が標的組織に送達
されると活性化され得る薬物、プロドラッグおよび前駆体を含む。「薬理学的に活性な部
分」という用語は、ＢＢＢ通過移動部分を含むことを意図しない。薬理学的に活性な薬剤
は、非ＢＢＢ通過移動部分である。
【００４２】
　本発明の結合分子は、「キメラ」または「融合」タンパク質である。そのようなタンパ
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ク質は、天然では自然に連結していない第２のアミノ酸配列に連結した第１のアミノ酸配
列を含む。アミノ酸配列は、通常、融合ポリペプチド中で一緒となる別個のタンパク質中
に存在してもよく、またはそれらは、通常、同じタンパク質中に存在してもよいが、融合
ポリペプチド中で新たな配置に位置付けられる。キメラタンパク質は、当技術分野におい
て周知の方法を使用して、例えば化学合成により、またはペプチド領域が所望の関係でコ
ードされているポリヌクレオチドを形成および翻訳することにより形成され得る。
【００４３】
　本発明のポリペプチドは、結合分子、すなわち、ＢＢＢ通過移動抗体から得られた結合
ドメインまたは結合部位を含む結合分子である。ＢＢＢ通過移動抗体は、それに付着した
部分のＢＢＢ通過移動を促進する。例となるＢＢＢ通過移動抗体結合部位は、米国特許第
７，９４３，１２９号に記載されている。一実施形態において、ＢＢＢ通過移動抗体は、
ＴＭＥＭ３０Ａに結合する。本明細書おいて使用される場合、「結合ドメイン」または「
結合部位」という用語は、標的分子との特定の結合を媒介するポリペプチドの部分、領域
、または部位（例えば、ＴＭＥＭ３０Ａ結合部位またはＢＢＢ通過移動を促進する他の部
位）を指す。例となる結合ドメインは、抗原結合部位（例えば、ＶＨおよび／もしくはＶ
Ｌドメイン）またはそのような結合部位を含む分子（例えば、抗体もしくは単一ドメイン
抗体）を含む。
【００４４】
　本発明のポリペプチドは、ＢＢＢ通過移動部分に関して一価または多価であり、例えば
、少なくとも１つ、２つ、３つ、４つ、５つまたはそれ以上のＢＢＢ通過移動部分を含む
。
【００４５】
　本明細書に記載の薬理学的に活性な部分はまた、例えば、抗体分子から得られるような
結合ドメインもしくは結合部位（例えば、ＢＢＢを通過移動しない抗体からのＶＨおよび
／もしくはＶＬドメイン）、そのような結合部位を含む分子（例えば、抗体もしくは単一
ドメイン抗体）、リガンドの受容体結合ドメイン、受容体のリガンド結合ドメイン、また
は触媒ドメインを含んでもよい。「リガンド結合ドメイン」という用語は、本明細書にお
いて使用される場合、天然受容体（例えば、細胞表面受容体）、または少なくとも定性的
なリガンド結合能力、および好ましくは対応する天然受容体の生物活性を保持するその領
域もしくは誘導体を指す。「受容体結合ドメイン」という用語は、本明細書において使用
される場合、天然リガンド、または少なくとも定性的な受容体結合能力、および好ましく
は対応する天然リガンドの生物活性を保持するその領域もしくは誘導体を指す。
【００４６】
　一実施形態において、本発明のポリペプチドは、修飾抗体である。本明細書において使
用される場合、「修飾抗体」という用語は、自然発生的ではないように改質された抗体の
合成形態、例えば、少なくとも２つの重鎖部分を含むが、２つの完全重鎖を含まない抗体
（例えば、ドメイン欠失抗体またはミニボディ）；Ｆｃ部分、ドメイン、領域またはｓｃ
Ｆｃ領域に繋がった２つ以上の異なる抗原に、例えばＴＭＥＭ３０Ａおよび治療学的に関
連した標的結合部位に結合するように改質された、抗体の多重特異的形態（例えば、二重
特異的、三重特異的等）を含む。
【００４７】
　本明細書において使用される場合、「Ｆｃ領域」という用語は、天然免疫グロブリンの
Ｆｃ領域に対応するポリペプチドの部分、すなわち、その２つの重鎖のそれぞれのＦｃド
メイン（またはＦｃ部分）の二量体会合により形成されるような部分、として定義される
ものとする。天然Ｆｃ領域は、ホモ二量体型であり、２つのポリペプチド鎖を含む。対照
的に、「遺伝子学的に融合したＦｃ領域」または「一本鎖Ｆｃ領域」（ｓｃＦｃ領域）と
いう用語は、本明細書において使用される場合、米国特許出願第２０１１０２４３９６６
号に記載のように、単一ポリペプチド鎖内に遺伝子学的に連結した（すなわち、単一の連
続遺伝子配列内にコードされた）Ｆｃドメイン（またはＦｃ部分）から成る合成二量体Ｆ
ｃ領域を指す。一実施形態において、ｓｃＦｃ領域が使用される場合、結合分子は、ＢＢ
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Ｂ通過移動部分に関して一価である。
【００４８】
　本明細書において使用される場合、「Ｆｃドメイン」という用語は、パパイン切断部位
のすぐ上流側のヒンジ領域（すなわち、重鎖定常領域の第１の残基を１１４とすると、Ｉ
ｇＧ内の残基２１６）において開始し、抗体のＣ末端で終了する単一免疫グロブリン重鎖
の部分を指す。したがって、完全Ｆｃドメインは、少なくともヒンジドメイン、ＣＨ２ド
メイン、およびＣＨ３ドメインを含む。本明細書において使用される場合、「Ｆｃ領域」
という用語は、天然抗体のＦｃ領域に類似した二量体化Ｆｃドメインを指す（例えば、従
来的な２つのポリペプチド鎖形態で形成されるか、または一本鎖Ｆｃ領域として形成され
るかを問わず）。
【００４９】
　本明細書において使用される場合、「Ｆｃドメイン部分」または「Ｆｃ部分」という用
語は、Ｆｃドメインの、またはＦｃドメインから得られるアミノ酸配列を含む。ある特定
の実施形態において、Ｆｃ部分は、ヒンジ（例えば、上部、中間、および／または下部ヒ
ンジ領域）ドメイン、ＣＨ２ドメイン、ＣＨ３ドメイン、ＣＨ４ドメイン、またはそれら
の変異体、一部、もしくは断片の少なくとも１つを含む。他の実施形態において、Ｆｃ部
分は、完全Ｆｃドメイン（すなわち、ヒンジドメイン、ＣＨ２ドメイン、およびＣＨ３ド
メイン）を含む。一実施形態において、Ｆｃ部分は、ＣＨ３ドメイン（またはその一部）
に融合したヒンジドメイン（またはその一部）を含む。別の実施形態において、Ｆｃ部分
は、ＣＨ３ドメイン（またはその一部）に融合したＣＨ２ドメイン（またはその一部）を
含む。別の実施形態において、Ｆｃ部分は、ＣＨ３ドメインまたはその一部からなる。別
の実施形態において、Ｆｃ部分は、ヒンジドメイン（またはその一部）およびＣＨ３ドメ
イン（またはその一部）からなる。別の実施形態において、Ｆｃ部分は、ＣＨ２ドメイン
（またはその一部）およびＣＨ３ドメインからなる。別の実施形態において、Ｆｃ部分は
、ヒンジドメイン（またはその一部）およびＣＨ２ドメイン（またはその一部）からなる
。一実施形態において、Ｆｃ部分は、ＣＨ２ドメインの少なくとも一部（例えば、ＣＨ２
ドメインの全てまたは一部）を有さない。
【００５０】
　一実施形態において、本発明の結合分子は、１つのポリペプチド鎖（ｓｃＦｃ分子）と
して存在するか、または野生型形態で２つのポリペプチド鎖として存在するかを問わず、
完全Ｆｃ領域を含む。
【００５１】
　特異的に結合したとは、生理学的条件下で比較的安定である複合体を形成する２つの分
子を指す。特異的結合は、通常低い親和性と共に中程度から高度の能力を有する非特異的
結合から区別されるような、高い親和性および低い程度から中程度の能力を特徴とする。
典型的に、結合は、親和性定数ＫＡが１０６Ｍ－１より高い、またはより好ましくは１０
８Ｍ－１より高い場合に、特異的と見なされる。必要に応じて、結合条件を変動させるこ
とにより、実質的に特異的結合に影響せずに非特異的結合が低減され得る。例えば分子の
濃度、溶液のイオン強度、温度、結合に許容される時間、遮断薬（例えば、血清アルブミ
ン、ミルクカゼイン）の濃度等の適切な結合条件は、当業者により、慣例的な技術を使用
して最適化され得る。
【００５２】
　一実施形態において、本発明のＦｃ部分は、本明細書において新生児型受容体（ＦｃＲ
ｎ）結合パートナーと呼ばれる、ＦｃＲｎ結合に必要とされることが当該技術分野におい
て知られているＦｃ分子の部分を少なくとも含む。ＦｃＲｎ結合パートナーは、ＦｃＲｎ
受容体により特異的に結合され得る分子またはその一部であり、結果的にＦｃＲｎ結合パ
ートナーのＦｃＲｎ受容体による能動輸送を伴う。
【００５３】
　本発明のＦｃＲｎ結合パートナーは、全ＩｇＧ、ＩｇＧのＦｃ断片、およびＦｃＲｎ受
容体の完全結合領域を含む他の断片を含む、ＦｃＲｎ受容体により特異的に結合され得る
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分子を包含する。別の実施形態において、本発明の結合分子のＦｃ部分ドメインまたは領
域は、ＦｃＲｎへの低減された結合を示す、最小限の結合を示す、または結合を示さない
ように修飾される。ＦｃＲｎ受容体に結合するＩｇＧのＦｃ部分の領域は、Ｘ線結晶学に
基づいて説明されている（Ｂｕｒｍｅｉｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９９４，Ｎａｔｕｒｅ
　３７２：３７９）。ＦｃのＦｃＲｎとの主要な接触エリアは、ＣＨ２およびＣＨ３ドメ
インの連結部近くである。Ｆｃ－ＦｃＲｎの接触は、全て単一Ｉｇ重鎖内である。ＦｃＲ
ｎ結合パートナーは、全ＩｇＧ、ＩｇＧのＦｃ断片、およびＦｃＲｎの完全結合領域を含
むＩｇＧの他の断片を含む。主要な接触部位は、ＣＨ２ドメインのアミノ酸残基２４８、
２５０～２５７、２７２、２８５、２８８、２９０～２９１、３０８～３１１、および３
１４、ならびにＣＨ３ドメインのアミノ酸残基３８５～３８７、４２８、および４３３～
４３６を含む。免疫グロブリンまたは免疫グロブリン断片のアミノ酸の付番に対してなさ
れる言及は、全てＫａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．１９９１，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐ
ａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄに基づく
。
【００５４】
　ＩｇＧのＦｃ領域は、部位特異的突然変異誘発等の十分認識された手順に従って修飾し
、ＦｃＲｎにより結合される修飾ＩｇＧまたはそのＦｃ断片もしくは一部を得ることがで
きる。そのような修飾は、ＦｃＲｎへの結合を保存する、またはさらに向上させる、Ｆｃ
Ｒｎ接触部位から離れた修飾および接触部位内の修飾を含む。例えば、ヒトＩｇＧ１　Ｆ
ｃ（Ｆｃ　γ１）内の以下の単一アミノ酸残基が、ＦｃＲｎに対するＦｃ結合親和性の大
幅な損失なしに置換され得る：Ｐ２３８Ａ、Ｓ２３９Ａ、Ｋ２４６Ａ、Ｋ２４８Ａ、Ｄ２
４９Ａ、Ｍ２５２Ａ、Ｔ２５６Ａ、Ｅ２５８Ａ、Ｔ２６０Ａ、Ｄ２６５Ａ、Ｓ２６７Ａ、
Ｈ２６８Ａ、Ｅ２６９Ａ、Ｄ２７０Ａ、Ｅ２７２Ａ、Ｌ２７４Ａ、Ｎ２７６Ａ、Ｙ２７８
Ａ、Ｄ２８０Ａ、Ｖ２８２Ａ、Ｅ２８３Ａ、Ｈ２８５Ａ、Ｎ２８６Ａ、Ｔ２８９Ａ、Ｋ２
９０Ａ、Ｒ２９２Ａ、Ｅ２９３Ａ、Ｅ２９４Ａ、Ｑ２９５Ａ、Ｙ２９６Ｆ、Ｎ２９７Ａ、
Ｓ２９８Ａ、Ｙ３００Ｆ、Ｒ３０１Ａ、Ｖ３０３Ａ、Ｖ３０５Ａ、Ｔ３０７Ａ、Ｌ３０９
Ａ、Ｑ３１１Ａ、Ｄ３１２Ａ、Ｎ３１５Ａ、Ｋ３１７Ａ、Ｅ３１８Ａ、Ｋ３２０Ａ、Ｋ３
２２Ａ、Ｓ３２４Ａ、Ｋ３２６Ａ、Ａ３２７Ｑ、Ｐ３２９Ａ、Ａ３３０Ｑ、Ｐ３３１Ａ、
Ｅ３３３Ａ、Ｋ３３４Ａ、Ｔ３３５Ａ、Ｓ３３７Ａ、Ｋ３３８Ａ、Ｋ３４０Ａ、Ｑ３４２
Ａ、Ｒ３４４Ａ、Ｅ３４５Ａ、Ｑ３４７Ａ、Ｒ３５５Ａ、Ｅ３５６Ａ、Ｍ３５８Ａ、Ｔ３
５９Ａ、Ｋ３６０Ａ、Ｎ３６１Ａ、Ｑ３６２Ａ、Ｙ３７３Ａ、Ｓ３７５Ａ、Ｄ３７６Ａ、
Ａ３７８Ｑ、Ｅ３８０Ａ、Ｅ３８２Ａ、Ｓ３８３Ａ、Ｎ３８４Ａ、Ｑ３８６Ａ、Ｅ３８８
Ａ、Ｎ３８９Ａ、Ｎ３９０Ａ、Ｙ３９１Ｆ、Ｋ３９２Ａ、Ｌ３９８Ａ、Ｓ４００Ａ、Ｄ４
０１Ａ、Ｄ４１３Ａ、Ｋ４１４Ａ、Ｒ４１６Ａ、Ｑ４１８Ａ、Ｑ４１９Ａ、Ｎ４２１Ａ、
Ｖ４２２Ａ、Ｓ４２４Ａ、Ｅ４３０Ａ、Ｎ４３４Ａ、Ｔ４３７Ａ、Ｑ４３８Ａ、Ｋ４３９
Ａ、Ｓ４４０Ａ、Ｓ４４４Ａ、およびＫ４４７Ａ（例えば、Ｐ２３８Ａは、位置番号２３
８でアラニンにより置換された野生型プロリンを表す）。
【００５５】
　上記変異のいくつかは、Ｆｃ部分に新たな機能性を付与し得る。例えば、一実施形態は
、Ｎ２９７Ａを組み込み、極めて保存されたＮ－グリコシル化部位を除去する。この変異
の効果は、グリコシル化を低減し、それによりエフェクター機能および／または免疫原性
を低減することである。上記変異から生じる新たな機能性のさらなる例として、ＦｃＲｎ
に対する親和性が、いくつかの場合において野生型の親和性を超えて増加され得る。この
増加した親和性は、増加した「オン」速度、減少した「オフ」速度、または増加した「オ
ン」速度および減少した「オフ」速度の両方を反映し得る。ＦｃＲｎに対する増加した親
和性を付与すると考えられる変異は、Ｔ２５６Ａ、Ｔ３０７Ａ、Ｅ３８０Ａ、およびＮ４
３４Ａを含む（Ｓｈｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．２００１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７
６：６５９１）。
【００５６】
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　一実施形態において、ＦｃＲｎ結合パートナーは、配列ＰＫＮＳＳＭＩＳＮＴＰ（配列
番号：　）を含み、ＨＱＳＬＧＴＱ（配列番号：　）、ＨＱＮＬＳＤＧＫ（配列番号：　
）、ＨＱＮＩＳＤＧＫ（配列番号：　）、またはＶＩＳＳＨＬＧＱ（配列番号：　）から
選択される配列を随意にさらに含むポリペプチドである（米国特許第５，７３９，２７７
号）。
【００５７】
　当業者は、改質されたエフェクター機能および／またはＦｃＲｎ結合を示す多くの他の
Ｆｃ変異またはその類似体に精通している。さらに、免疫グロブリン定常領域（例えばペ
グ化）またはその断片を化学的に修飾する手段（例えば、Ａｓｌａｍ　ａｎｄ　Ｄｅｎｔ
　１９９８，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｕｐｌｉｎｇ　Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｍａｃ
ｍｉｌａｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，Ｌｏｎｄｏｎを参照されたい）は、当技術分野におい
て、例えば米国特許出願第２０１２０００３２１０号において周知である。
【００５８】
　一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部分が付着するＦｃ部分、ドメインまたは領域は
、当該技術分野において知られている方法を使用して、例えば、通常はグリコシル化され
ている残基を変異させることにより、または、グリコシル化が生じないようにポリペプチ
ドの発現を改質することにより、非グリコシル化されている。例として、１つの特定の実
施形態は、Ｎ２９７Ａ変異を組み込み、極めて保存されたＮ－グリコシル化部位を除去す
る。別の実施形態において、Ｆｃ部分は、米国特許第７，８６３，４１９号に記載のよう
に、位置２９９の変異、例えば、Ｔ２９９変異を別のアミノ酸に組み込む。アラニンに加
えて、上で特定された、または当該技術分野においてＦｃ機能を低減することが知られて
いる位置で、他のアミノ酸が野生型アミノ酸に置換されてもよい。
【００５９】
　別の実施形態において、Ａｒｍｏｕｒ，Ｋ．Ｌ．，Ｃｌａｒｋ，Ｍ．Ｒ．，Ｈａｄｌｅ
ｙ，Ａ．Ｇ．＆Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ　Ｌ．Ｍ．（１９９９），Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ　２９：２６１３－２６２４に開示されている変異が、主題の結合分子内に導入され
てもよい。
【００６０】
　変異は、単一でＦｃに導入されて、天然Ｆｃとは異なる１００を超えるＦｃ部分を生じ
得る。さらに、これらの個々の変異の２つ、３つまたはそれ以上の組み合わせが一緒に導
入されて、さらに数百の可能性のあるＦｃ領域を生じ得る。さらに、本発明のコンストラ
クトのＦｃ部分の１つが変異され、他方のＦｃ部分が全く変異されなくてもよく、または
、それらが両方とも変異されるが異なる変異であってもよい。
【００６１】
　また、本発明のキメラタンパク質における使用に企図されるのは、免疫グロブリン定常
領域の少なくとも一部のペプチド模倣薬、例えば、Ｆｃ断片のペプチド模倣薬またはＦｃ
Ｒｎ結合パートナーのペプチド模倣薬である。一実施形態において、ペプチド模倣薬は、
ファージディスプレイを使用して、または化学ライブラリスクリーニングにより特定され
る（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．１９９０，Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５
５２、Ｋａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８８：４３６３；ＥＰ０５８９８７７Ｂ１を参照されたい）。
【００６２】
　別の実施形態において、本発明のＦｃ領域（例えば、ｓｃＦｃ領域）は、当該技術分野
においてＦｃγＲ結合に必要であることが知られているＦｃ分子の部分を少なくとも含む
。
【００６３】
　一実施形態において、本発明のＦｃ領域（例えば、ｓｃＦｃ領域）は、当該技術分野に
おいてタンパク質Ａ結合に必要であることが知られているＦｃ分子の部分を少なくとも含
む。一実施形態において、本発明のＦｃ領域（例えば、ｓｃＦｃ領域）は、当該技術分野
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においてタンパク質Ｇ結合に必要であることが知られているＦｃ分子の部分を少なくとも
含む。一実施形態において、そのような分子は、ＦｃＲｎに結合しない。
【００６４】
　本明細書に記載のように、当業者には、野生型Ｆｃ部分からアミノ酸配列が変動するよ
うに、１つ以上のアミノ酸の変化（置換、付加または欠失）を含有させることにより、Ｆ
ｃドメインが修飾され得ることが理解される。多くのそのような変化または改質は、当技
術分野において知られている。ある特定の例となる実施形態において、Ｆｃ部分は、エフ
ェクター機能を保持し（例えば、ＦｃγＲ結合）、ある特定の実施形態において、Ｆｃ部
分は、エフェクター機能を有さないか、または低減されたエフェクター機能を有する。
【００６５】
　本発明のポリペプチドのＦｃドメインまたは部分は、任意のアイソタイプ（Ａ、Ｅ、Ｇ
、またはＭ）からのものであってもよく、異なる免疫グロブリン分子から得られてもよい
。例えば、ポリペプチドのＦｃドメインまたは部分は、ＩｇＧ１分子から得られたＣＨ２
および／またはＣＨ３ドメイン、ならびにＩｇＧ３分子から得られたヒンジ領域を含んで
もよい。別の例において、Ｆｃドメインまたは部分は、一部はＩｇＧ１分子から得られた
、および一部はＩｇＧ３分子から得られたキメラヒンジ領域を含み得る。別の例において
、Ｆｃドメインまたは部分は、一部はＩｇＧ１分子から得られた、および一部はＩｇＧ４
分子から得られたキメラヒンジを含み得る。
【００６６】
　本発明のリンカーペプチドを含むポリペプチドは、当該技術分野において知られている
技術を使用して作製され得る。一実施形態において、本発明のポリペプチドは、「組み換
えにより生成」される、すなわち組み換えＤＮＡ技術を使用して生成される。本発明のポ
リペプチドを作製するための例となる技術は、本明細書により詳細に記載される。
【００６７】
　本明細書において使用される場合、「薬学的に許容される担体」という用語は、活性成
分を組み合わせることができ、組み合わせた後に活性成分を対象に投与するために使用す
ることができる、化学組成物または化合物を意味する。本明細書において使用される場合
、「生理学的に許容される」エステルまたは塩という用語は、組成物が投与される対象に
有害ではない、薬学的組成物の任意の他の成分に適合する活性成分のエステルまたは塩形
態を意味する。本明細書において使用される場合、「薬学的に許容される担体」はまた、
賦形剤；表面活性剤；分散剤；不活性希釈剤；造粒および崩壊剤；結合剤；滑沢剤；甘味
剤；香味剤；着色剤；保存剤；ゼラチン等の生理学的に分解性の組成物；水性ビヒクルお
よび溶媒；油性ビヒクルおよび溶媒；懸濁剤；分散または湿潤剤；乳化剤、鎮痛薬；緩衝
剤；塩；増粘剤；充填剤；乳化剤；酸化防止剤；安定剤；ならびに薬学的に許容されるポ
リマーまたは疎水性材料の１つ以上を含むが、これらに限定されない。本発明の医薬組成
物中に含有され得る他の「追加的成分」は、当該技術分野において知られており、例えば
、参照により本明細書に組み込まれるＧｅｎａｒｏ，　ｅｄ．，１９８５，Ｒｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．に記載されている。
【００６８】
　本明細書において使用される場合、「効果的な量」は、治療反応を生成するのに十分な
量である。
【００６９】
　本明細書において使用される場合、「タンパク質症」という用語は、誤って折り畳まれ
たタンパク質または凝集したタンパク質を特徴とする障害を指し、この障害は遺伝子成分
を有する。
【００７０】
ＩＩ．ＢＢＢ通過移動抗体
　一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部分は、米国特許第７，９４３，１２９号に記載
の通りである。例えば、一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部分は、米国特許第７，９
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４３，１２９号に記載のような配列番号：５８（ＦＣ５）、配列番号：８６（ＦＣ４４）
、および配列番号：８７（ＦＣ７）からなる群から選択される配列に記載されるアミノ酸
配列を含む。一実施形態において、ＢＢＢ通過移動部分は、ＦＣ５部分である。ＦＣ５は
、ラクダ科から得られる重鎖抗体（ＨＣＡ、二重鎖、二重鎖重鎖抗体、ＶＨＨ、または単
一ドメイン抗体とも呼ばれる）である。同じくラクダ科により産生されるＩｇＧ型の従来
の四重鎖免疫グロブリンと比較して、これらの抗体は、従来の免疫グロブリンの軽鎖およ
びＣＨ１ドメインを有さない。これらの自然発生的重鎖抗体の突出した特徴の１つは、そ
れらの可変ドメイン（ＶＨＨと示される）のＶＬ接合位置４４、４５および４７（Ｋａｂ
ａｔ付番）における、それぞれＧｌｕ、ＡｒｇおよびＧｌｙの優勢的な存在である。従来
の四重鎖抗体の重鎖の可変ドメイン（ＶＨと示される）における同じ位置は、ほぼＧｌｙ
、ＬｅｕおよびＴｒｐのみにより占有される。これらの違いは、従来の四重鎖抗体のＶＨ
ドメインの相対的不溶性と比較して、ラクダ科ＨＣＡ可変ドメイン（ＶＨＨ）の高い溶解
性および安定性の原因であると考えられる。ラクダ科ＶＨＨドメインのさらに２つの重要
な特徴は、その比較的長いＣＤＲ３、およびＣＤＲにおけるシステイン対の高い発生率で
ある。システイン対はジスルフィド架橋の形成を媒介し、したがって抗体結合部位の表面
トポロジーの調整に関与すると思われる。ラクダｓｄＡｂ－リゾチーム錯体の結晶構造に
おいて、ｓｄＡｂから突出し、ＣＤＲジスルフィド結合により部分的に安定化された固い
ループが結合部位から延長し、リゾチーム活性部位内に深く入り込んでいる（Ｄｅｓｍｙ
ｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，３，８０３－８１１
（１９９６））。
【００７１】
　一実施形態において、ＢＢＢ通過移動抗体は、ＴＭＥＭ３０Ａ（Ｃ６ｏｒｆ６７、ＣＤ
Ｃ５０Ａ）に結合する。ＴＭＥＭ３０Ａに結合する例となる部分は既知であり、または、
当該技術分野において周知の方法を使用して作製され得る。例えば、ＴＭＥＭ３０Ａのア
ミノ酸配列またはその一部を含むアミノ酸配列を使用して、ＴＭＥＭ３０Ａアミノ酸配列
を特異的に認識する抗体を作製すること、または結合部位のライブラリから、ＴＭＥＭ３
０Ａに特異的に結合する結合部分に関してスクリーニングすることができる。そのような
抗体からの、またはライブラリから得られる結合部位は、本発明の結合分子において使用
することができる。ＴＭＥＭ３０Ａのアミノ酸配列を以下に示す。
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【化１】

【００７２】
　本発明のポリペプチドは、認識されたプロトコルを使用してＴＭＥＭ３０Ａに結合する
抗体から得られる、その可変領域または部分（例えば、ＶＬおよび／またはＶＨドメイン
）を含んでもよい。例えば、可変ドメインは、人間以外の動物、例えば、マウス、モルモ
ット、霊長類、ウサギまたはラットにおいて、哺乳動物を抗原またはその断片で免疫化す
ることにより生成された抗体から得ることができる。全ての目的において参照により組み
込まれる、Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ（上記参照，）を参照されたい。免疫グロブリンは、
関連した抗原（例えば、精製された腫瘍関連抗原、またはそのような抗原を含む細胞もし
くは細胞抽出物）およびアジュバントの、複数の皮下または腹腔内注射により生成され得
る。この免疫化は、一般的に、活性化された脾細胞またはリンパ球からの抗原反応性抗体
の生成を含む免疫反応を惹起する。
【００７３】
　可変領域は、免疫化された哺乳動物の血清から採取されたポリクローナル抗体から得る
ことができるが、脾臓、リンパ節または末梢血から個々のリンパ球を単離して、所望の可
変領域が得られるモノクローナル抗体（ＭＡｂ）の均質な調製物を提供することが望まし
い場合が多い。ウサギまたはモルモットが、典型的には、ポリクローナル抗体の作製に使
用される。マウスが、典型的には、モノクローナル抗体の作製に使用される。モノクロー
ナル抗体は、抗原断片をマウスに注射し、「ハイブリドーマ」を調製し、抗原に特異的に
結合する抗体に関してハイブリドーマをスクリーニングすることにより、断片に対して調
製することができる。この周知のプロセス（Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７５）
，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５）において、抗原を注射されたマウスからの比較的寿命
の短い、または致死的であるリンパ球が、不死腫瘍細胞株（例えば、骨髄腫細胞株）と融
合し、そのようにして、共に不死であり、Ｂ細胞により遺伝子的にコードされた抗体を生
成することができるハイブリッド細胞または「ハイブリドーマ」を生成する。得られたハ
イブリッドは、選択、希釈、および単一抗体の形成のための特定の遺伝子を含むそれぞれ
の個々の系統による再増殖によって、単一の遺伝子系統に分離される。それらは、所望の
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抗原に対して均質であり、またその純粋な遺伝子起源に関連して「モノクローナル」と呼
ばれる抗体を生成する。
【００７４】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞は、好ましくは、融合していない親骨髄
腫細胞の増殖または生存を阻害する１種以上の物質を含有する好適な培養培地中で播種お
よび増殖される。当業者には、ハイブリドーマの形成、選択および増殖のための試薬、細
胞株および培地が多くの供給元から市販されており、標準化されたプロトコルが十分確立
されていることが理解される。一般に、ハイブリドーマ細胞が増殖される細胞培地は、所
望の抗原に対するモノクローナル抗体の生成に関して分析される。好ましくは、ハイブリ
ドーマ細胞により生成されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法により、ま
たはｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにより、例えば放射免疫測定法（ＲＩＡ）または酵素免疫
測定法（ＥＬＩＳＡ）により決定される。所望の特異性、親和性および／または活性の抗
体を生成するハイブリドーマ細胞が特定された後、クローンは、希釈手順を制限すること
によりサブクローニングされ、標準法により増殖され得る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，
ｐｐ　５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８６））。サブクローンによ
り分泌されたモノクローナル抗体は、例えば、親和性クロマトグラフィー（例えば、タン
パク質Ａ、タンパク質Ｇ、もしくはタンパク質Ｌ親和性クロマトグラフィー）、ヒドロキ
シルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、または透析等の従来の精製手順によ
り、培養培地、腹水または血清から分離され得ることが、さらに理解される。
【００７５】
　随意に、抗体は、抗原の他の非重複断片に結合することのない、抗原の特定の領域また
は所望の断片への結合に関してスクリーニングされてもよい。後者のスクリーニングは、
抗原の欠失変異の集合に対する抗体の結合を決定し、どの欠失変異が抗体に結合するかを
決定することにより達成され得る。結合は、例えば、ウェスタンブロットまたはＥＬＩＳ
Ａにより評価され得る。抗体への特異的結合を示す最小断片は、抗体のエピトープを画定
する。代替として、エピトープの特異性は、試験および参照抗体が抗原への結合に関して
競合する競合アッセイにより決定され得る。試験および参照抗体が競合する場合、それら
は、一方の抗体の結合が他方の結合に干渉するように十分近位で、同じエピトープ（複数
を含む）に結合する。
【００７６】
　所望のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、容易に単離し、定常領域ドメイン配
列の単離のために上で説明された従来の手順のいずれかを使用して配列決定することがで
きる（例えば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合すること
ができるオリゴヌクレオチドプローブを使用することにより）。単離およびサブクローニ
ングされたハイブリドーマ細胞は、そのようなＤＮＡ．の好ましい源として機能する。よ
り具体的には、単離されたＤＮＡ（本明細書に記載のように合成であってもよい）は、本
発明のポリペプチドへの組み込みのための所望の可変領域配列をクローニングするために
使用され得る。
【００７７】
　他の実施形態において、結合部位は、完全ヒト抗体から得られる。ヒトまたは実質的に
ヒトの抗体は、内因性免疫グロブリン産生が不可能な形質転換動物（例えばマウス）にお
いて生成され得る（例えば、それぞれ参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第６
，０７５，１８１号、米国特許第５，９３９，５９８号、米国特許第５，５９１，６６９
号および米国特許第５，５８９，３６９号を参照されたい）。例えば、キメラおよび生殖
系列変異マウスにおける抗体重鎖結合領域のホモ接合体欠失は、内因性抗体生成の完全阻
害をもたらすことが説明されている。そのような生殖系列変異マウスへのヒト免疫グロブ
リン遺伝子の移送は、抗原負荷の際にヒト抗体の産生をもたらす。ＳＣＩＤマウスを使用
したヒト抗体を生成する別の好ましい手段は、参照により本明細書に組み込まれる米国特
許第５，８１１，５２４号に開示されている。これらのヒト抗体に関連した遺伝物質もま
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た、本明細書に記載のように単離および操作され得ることが理解される。
【００７８】
　組み換え抗体の生成のためのさらに別の高効率的手段は、Ｎｅｗｍａｎ，Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ，１０：１４５５－１４６０（１９９２）により開示されている。具体的
には、この技術は、サル可変ドメインおよびヒト定常配列を含有する霊長類化抗体の生成
をもたらす。この参考文献は、参照することによりその全体が本明細書に組み込まれる。
さらに、この技術はまた、それぞれ参照により本明細書に組み込まれる、同一出願人によ
る米国特許第５，６５８，５７０号、米国特許第５，６９３，７８０号および米国特許第
５，７５６，０９６号に記載されている。
【００７９】
　別の実施形態において、リンパ球は、顕微操作および単離された可変遺伝子により選択
され得る。例えば、末梢血単核細胞は、免疫化動物から単離され、約７日間ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで培養され得る。培養物は、スクリーニング基準に適合する特定の抗体に関してスク
リーニングされ得る。陽性ウェルからの細胞が単離され得る。個々のＩｇ産生Ｂ細胞が、
ＦＡＣＳにより、または補体媒介溶血プラークアッセイにおいてそれらを特定することに
より単離され得る。Ｉｇ産生Ｂ細胞は、管内に顕微操作され得、ＶＨおよびＶＬ遺伝子は
、例えばＲＴ－ＰＣＲを使用して増幅され得る。ＶＨおよびＶＬ遺伝子は、抗体発現ベク
ター内にクローニングされ、発現のために細胞（例えば、真核または原核細胞）内にトラ
ンスフェクトされ得る。
【００８０】
　代替として、可変（Ｖ）ドメインは、選ばれた動物からの可変遺伝子配列のライブラリ
から得ることができる。ドメイン、例えばＶＨおよび／またはＶＬドメインのランダムな
組み合わせを発現するライブラリを、所望の結合特性を有する要素を特定するために、所
望の抗原に関してスクリーニングすることができる。そのようなスクリーニングの方法は
、当該技術分野において周知である。例えば、抗体遺伝子レパートリーは、λバクテリオ
ファージ発現ベクター内にクローニングされ得る（Ｈｕｓｅ，ＷＤ　ｅｔ　ａｌ．（１９
８９）．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４７６：１２７５）。さらに、その表面上に抗体を発現する
細胞（Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４），ＰＮＡＳ，９０：１０４４４；
Ｇｅｏｒｇｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７），Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１５：２９
；Ｂｏｄｅｒ　ａｎｄ　Ｗｉｔｔｒｕｐ　（１９９７）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
１５：５５３；Ｂｏｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２０００），ＰＮＡＳ，９７：１０７０１；
Ｄａｕｇｔｈｅｒｔｙ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ．２４３：２１１）またはウイルス（例えば、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，ＨＲ．（１９
９８），Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　４：１；Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９４）．Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２：４３３；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ａ
Ｄ．（１９９８）．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．９：１０２）がスクリ
ーニングされ得る。
【００８１】
　また、当業者には、抗体可変ドメインをコードするＤＮＡが、当該技術分野において知
られた方法を使用して、ファージ、酵母、または細菌において発現された抗体ライブラリ
から得られてもよいことが理解される。例となる方法は、例えば、それぞれ参照により本
明細書に組み込まれる、ＥＰ３６８　６８４Ｂ１；米国特許第５，９６９，１０８号；Ｈ
ｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　２１：
３７１；Ｎａｇｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．８：８０１；Ｈｕｉｅ　
ｅｔ　ａｌ．（２００１），ＰＮＡＳ，９８：２６８２；Ｌｕｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００
２），Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３１５：１０６３に記載されている。いくつかの出版物（
例えば、Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２），Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０
：７７９－７８３）は、鎖シャッフリングによる高親和性ヒト抗体の生成、ならびに大規
模なファージライブラリを構築するための戦略としての、組み合わせ感染およびｉｎ　ｖ
ｉｖｏ組み換えを説明している。別の実施形態において、リボソームディスプレイを使用
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して、バクテリオファージをディスプレイプラットフォームとして置き換えることができ
る（例えば、Ｈａｎｅｓ，ｅｔ　ａｌ．（１９９８），ＰＮＡＳ　９５：１４１３０；Ｈ
ａｎｅｓ　ａｎｄ　Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ．（１９９９），Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４３：１０７；Ｈｅ　ａｎｄ　Ｔａｕｓｓｉｇ．（１９９
７），Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２５：５１３２；Ｈａｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２
０００），Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８：１２８７；Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．（２００１），ＰＮＡＳ，９８：３７５０；またはＩｒｖｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４８：３１を参照されたい）。
【００８２】
　スクリーニングのための例となるライブラリは、ヒト可変遺伝子ライブラリである。ヒ
ト以外の源からのＶＬおよびＶＨドメインもまた使用され得る。ライブラリは、免疫化対
象からのナイーブ、または半合成であってもよい（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉ
ｎｔｅｒ．（１９９２）．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２７：３８１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）ＥＭＢＯ　Ｊ．１３：３２４５；ｄｅ　Ｋｒｕｉｆ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９５）．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２４８：９７；Ｂａｒｂａｓ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９２），ＰＮＡＳ，８９：４４５７）。一実施形態において、免疫グロブリンド
メインに変異をもたらし、より大きな不均一性を有する核酸分子のライブラリを形成する
ことができる（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６），Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
２５６：７７；Ｌａｍｍｉｎｍａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９），Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．２９１：５８９；Ｃａｌｄｗｅｌｌ　ａｎｄ　Ｊｏｙｃｅ．（１９９２），ＰＣＲ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌ．２：２８；Ｃａｌｄｗｅｌｌ　ａｎｄ　Ｊｏｙｃｅ．（１９
９４），ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌ．３：Ｓ１３６）。標準的スクリーニング手
順を使用して、高親和性変異体を選択することができる。別の実施形態において、例えば
、当該技術分野において知られている技術を使用して結晶構造から得られた情報を使用し
て、抗体結合力を増加させるためにＶＨおよびＶＬ配列に変化をもたらすことができる。
【００８３】
　別の例となるライブラリは、単一ドメイン抗体を含むラクダ科ライブラリである。例と
なる単一ドメイン分子は、抗体の単離された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）、すなわち軽鎖可
変ドメインを有さない重鎖可変ドメイン、および抗体の単離された軽鎖可変ドメイン（Ｖ

Ｌ）、すなわち重鎖可変ドメインを有さない軽鎖可変ドメインを含む。本発明の結合分子
において使用される例となる単一ドメイン抗体は、例えば、Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒ
ｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３６３：４４６－４４８（１９９３）、およびＤ
ｕｍｏｕｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１１：５００－５１
５（２００２）に記載のような、ラクダ科重鎖可変ドメイン（約１１８から１３６のアミ
ノ酸残基）を含む。他の例となる単一ドメイン抗体は、Ｄａｂｓ（登録商標）（Ｄｏｍａ
ｎｔｉｓ　Ｌｔｄ．、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）としても知られる単一ＶＨまたはＶＬ
ドメインを含む。さらに他の単一ドメイン抗体は、サメ抗体（例えば、サメＩｇ－ＮＡＲ
）を含む。サメＩｇ－ＮＡＲは、１つの可変ドメイン（Ｖ－ＮＡＲ）および５つのＣ様定
常ドメイン（Ｃ－ＮＡＲ）のホモ二量体を含み、長さが５から２３残基で変動する細長い
ＣＤＲ３領域に多様性が集中している。ラクダ科の種（例えばラマ）において、ＶＨＨと
呼ばれる重鎖可変領域は、抗原結合ドメイン全体を形成する。ラクダ科ＶＨＨ可変領域と
、従来の抗体から得られるもの（ＶＨ）との間の主な違いは、（ａ）ＶＨＨにおける対応
する領域と比較して、ＶＨの軽鎖接触表面におけるより疎水性のアミノ酸、（ｂ）ＶＨＨ

におけるより長いＣＤＲ３、および（ｃ）ＶＨＨにおけるＣＤＲ１とＣＤＲ３との間のジ
スルフィド結合の頻繁な発生を含む。単一ドメイン結合分子を作製するための方法は、共
に参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第６．００５，０７９号および米国特許
第６，７６５，０８７号に記載される。ＶＨＨドメインを含む例となる単一ドメイン抗体
は、Ｎａｎｏｂｏｄｉｅｓ（登録商標）（Ａｂｌｙｎｘ　ＮＶ、Ｇｈｅｎｔ、Ｂｅｌｇｉ
ｕｍ）を含む。
【００８４】
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　さらに、本発明のポリペプチドの生成に有用な可変領域配列は、多くの異なる源から得
ることができる。例えば、上述のように、様々なヒト遺伝子配列が、公的にアクセス可能
な寄託物の形態で利用可能である。抗体および抗体コード遺伝子の多くの配列（例えば、
臨床的に有益な特性を有することが知られている抗体）が公開されており、好適な可変領
域配列（例えばＶＬおよびＶＨ配列）は、当該技術分野において認識されている技術を使
用して、これらの配列から合成することができる。
【００８５】
　別の実施形態において、本発明のポリペプチドの結合ドメインは、例えばラクダ科から
得られるＶＨドメインからなり、これは、ＶＬ鎖の非存在下で安定である（Ｈａｍｅｒｓ
－Ｃａｓｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）．Ｎａｔｕｒｅ，３６３：４４６；Ｄ
ｅｓｍｙｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）．Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．３：８
０３；Ｄｅｃａｎｎｉｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，７：３
６１；Ｄａｖｉｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．，９：５３
１；Ｋｏｒｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）．Ｊ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．，１４：
１６７）。
【００８６】
　本発明のポリペプチドは、完全マウス、完全ヒト、キメラ、ヒト化、人間以外の霊長類
、または霊長類化抗体から得られる可変ドメインまたはＣＤＲ（複数を含む）を含んでも
よい。非ヒト抗体、またはその断片もしくはドメインは、当該技術分野において認識され
ている技術を使用して、その免疫原性を低減するように改質され得る。ヒト化抗体は、親
抗体の結合特性を保持する、または実質的に保持するように修飾されているが、人間にお
いて親の非ヒト抗体より免疫原性が低い、非ヒト抗体から得られる抗体である。ヒト化標
的抗体の場合、これは、（ａ）非ヒト可変ドメイン全体をヒト定常領域にグラフトし、キ
メラ標的抗体を生成すること；（ｂ）非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）の１つ以上の少な
くとも一部を、重要なフレームワーク残基を保持する、または保持しないヒトフレームワ
ークおよび定常領域内にグラフトすること；（ｃ）非ヒト可変ドメイン全体を移植するが
、表面残基の置き換えによりヒト様部分でそれらを「覆い隠す」ことを含む、様々な方法
により達成され得る。そのような方法は、全て参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８４），ＰＮＡＳ．８１：６８５１－５
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８），Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４４：６
５－９２；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８８），Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９
：１５３４－１５３６；Ｐａｄｌａｎ，（１９９１），Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．２８：
４８９－４９８；Ｐａｄｌａｎ，（１９９４），Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．３１：１６９
－２１７；ならびに米国特許第５，５８５，０８９号、米国特許第５，６９３，７６１号
および米国特許第５，６９３，７６２号に開示されている。
【００８７】
　本発明のポリペプチドの免疫原性を低下させるために、脱免疫化もまた使用され得る。
本明細書において使用される場合、「脱免疫化」は、Ｔ細胞エピトープの修飾を含む（例
えば、ＷＯ９８５２９７６Ａ１、ＷＯ００３４３１７Ａ２）。例えば、ＶＨおよびＶＬ配
列が分析され、相補性決定領域（ＣＤＲ）および配列内の他の重要な残基に対するエピト
ープの位置を示す、各Ｖ領域からのヒトＴ細胞エピトープ「マップ」が生成される。最終
抗体の活性を改質する危険性が低い代替のアミノ酸置換を特定するために、Ｔ細胞エピト
ープマップからの個々のＴ細胞エピトープが分析される。アミノ酸置換の組み合わせを含
む様々な代替のＶＨおよびＶＬ配列が設計され、これらの配列が、その後、機能に関して
試験される様々な本発明のポリペプチド内に組み込まれる。典型的には、１２から２４の
間の変異抗体が生成および試験される。次いで、修飾されたＶおよびヒトＣ領域を含む完
全重鎖および軽鎖遺伝子が、発現ベクター内にクローニングされ、その後プラスミドが、
全抗体の生成のために細胞株に導入される。次いで、抗体が適切な生化学的および生物学
的アッセイにおいて比較され、最適な変異体が特定される。
【００８８】
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　一実施形態において、本発明のポリペプチドに使用される可変ドメインは、１つ以上の
ＣＤＲの少なくとも部分的な置き換えにより改質される。別の実施形態において、可変ド
メインは、例えば、部分的なフレームワーク領域の置き換えおよび配列変更により、随意
に改質されてもよい。ヒト化可変領域を作製する上で、ＣＤＲは、フレームワーク領域が
得られる抗体と同じクラスまたはさらにサブクラスの抗体から得られてもよいが、ＣＤＲ
は、異なるクラスの抗体から、および好ましくは異なる種からの抗体から得られる。１つ
の可変ドメインの抗原結合能力を別の可変ドメインに移すために、ＣＤＲの全てをドナー
可変領域からの完全ＣＤＲで置き換える必要はなくてもよい。むしろ、結合ドメインの活
性を維持するのに必要なそれらの残基を移すことだけが必要となり得る。米国特許第５，
５８５，０８９号、米国特許第５，６９３，７６１号および米国特許第５，６９３，７６
２号に記載の説明を考慮して、慣例的な実験を行うことにより、または試行錯誤的な試験
により、免疫原性が低下した機能性抗原結合部位を得ることは、十分当業者の能力の範囲
内である。
【００８９】
　ＦＣ５は、本発明のポリペプチドに組み込むことができる例となるＴＭＥＭ３０Ａ結合
部分である。ＦＣ５のアミノ酸配列を、以下に記載する。
【化２】

【００９０】
ＩＩＩ．随意のリンカーペプチド
　本発明のポリペプチドは、随意に、少なくとも１つのリンカーペプチドを含む。一実施
形態において、２つ以上のリンカーペプチドが、本発明のポリペプチドのポリペプチドに
存在する。別の実施形態において、本発明のポリペプチドは、３、４、５、６、７、８、
９または１０個のリンカーペプチドを含む。
【００９１】
　本発明のリンカーペプチドは、組み換えポリペプチドにおける所与の位置で１回生じて
もよく、または、所与の位置で複数回生じてもよい（すなわち、リンカーペプチドの配列
は、順次ｘ回繰り返されてもよい）。例えば、一実施形態において、本発明のリンカーペ
プチドは、ポリペプチド内の所与の位置において、１回から１０回の間（これらを含む）
で繰り返される。別の実施形態において、リンカーペプチドは、ポリペプチド内の所与の
位置において、２、３、４、５、６、７、８、９または１０回生じる。
【００９２】
　本発明のリンカーペプチドは、様々な長さを有し得る。一実施形態において、本発明の
リンカーペプチドは、約５から約７５アミノ酸の長さである。別の実施形態において、本
発明のリンカーペプチドは、約５から約５０アミノ酸の長さである。別の実施形態におい
て、本発明のリンカーペプチドは、約１０から約４０アミノ酸の長さである。別の実施形
態において、本発明のリンカーペプチドは、約１５から約３５アミノ酸の長さである。別
の実施形態において、本発明のリンカーペプチドは、約１５から約２０アミノ酸の長さで
ある。別の実施形態において、本発明のリンカーペプチドは、約１５アミノ酸以上の長さ
である。
【００９３】
　リンカーペプチドは、タンパク質工学において非常に頻繁に使用されているため、合成
生物学における標準的な組み立て部分となっている（例えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｊ．Ｃ
．，ｅｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎ
ｇ　２０１０．４：１および遺伝子コンストラクトにおいて使用される標準生物学的パー
ツをリストしているパーツ登録ウェブサイトを参照されたい）。
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【００９４】
　リンカーペプチドの現在の当該技術分野において認識されている使用のいくつかの例は
、ｓｃＦｖ分子（Ｆｒｅｕｎｄ　ｅｔ　ａｌ．ＦＥＢＳ　１９９３．３２０：９７）；一
本鎖免疫グロブリン分子（Ｓｈｕ　ｅｔ　ａｌ．１９９３．ＰＮＡＳ．ＵＳＡ　９０：７
９９５）；ミニボディ（Ｈｕ　ｅｔ　ａｌ．１９９６　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５６：３
０５５）；ＣＨ２ドメイン欠失抗体（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｂ．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．１９９０
　ＰＮＡＳ　ＵＳＡ．８７：５７０２）；一本鎖二重特異性抗体（Ｓｃｈｌｅｒｅｔｈ　
ｅｔ　ａｌ．２００５　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６５：２８８２）；全長ＩｇＧ様二重特
異性抗体（Ｍａｒｖｉｎ，Ｊ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．２００５　Ａｃｔａ　Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌ　Ｓｉｎ　２６：６４９およびそれに引用されている参考文献、ならびにＭｉｃｈａｅ
ｌｓｏｎ，Ｊ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．２００９　ＭＡｂｓ．１：１２８およびＯｒｃｕｔｔ
　Ｋ．Ｄ．ｅｔ　ａｌ．２０１０　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ．２３：２
２１）；ｓｃＦｖ融合タンパク質（ｄｅＧｒａａｆ　ｅｔ　ａｌ．２００２　Ｂｒｉｔｉ
ｓｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ　８６：８１１）；タンパク質－断片相補性
アッセイの開発（Ｒｅｍｙ，Ｉ．ｅｔ　ａｌ．２００７　ＢｉｏＴｅｃｈｉｑｕｅｓ　４
２：１３７）における使用を含む。
【００９５】
　キシロースを還元するものを含む他の例となるリンカーペプチド（例えば、ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ１１／６６９４７に開示されるような）が、本発明の結合分子において使用され得る。
【００９６】
　リンカーペプチドは、それらが結合するポリペプチドのＮもしくはＣ末端（またはその
両方）に付着してもよい。
【００９７】
ＩＶ．例となる薬学的に活性な部分
　標的となる疾患または障害または状態に依存して、例えば、本発明の結合分子、例えば
ＴＭＥＭ３０Ａを標的とする本発明によるＢＢＢ通過移動部位を含む結合分子を使用して
、様々な薬物カーゴ、例えば、薬理学的に活性な薬剤、またはそれと同等に薬学的に活性
な部分が、ｉｎ　ｖｉｖｏで成功裏に送達され得る。本明細書において使用される場合、
「薬学的に活性な部分」および「薬理学的化合物」という用語は、疾患または障害の効果
を治療または改善するのに有用な任意の部分または化合物を指す。例えば、アルツハイマ
ー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ、ルー・ゲーリッ
グ病）、疼痛てんかん、蓄積症および多発性硬化症等の神経変性疾患を含む疾患または障
害が標的となり得る。
【００９８】
　例となる薬学的に活性な分子は、神経成長因子（ＮＧＦ）、脳由来神経栄養因子（ＢＤ
ＮＦ）、毛様体神経栄養因子（ＣＮＴＦ）、グリア細胞株神経栄養因子（ＧＤＮＦ）、お
よびインスリン様成長因子（ＩＧＦ）を含む。さらに、治療可能性を有することが示され
、本発明の抗体により送達され得る他の化合物は、Ｐ物質、神経ペプチドＹ、ダラルギン
、アルファシヌクレイン、血管作動性腸管ペプチド（ＶＩＰ）、ガンマ－アミノ－酪酸（
ＧＡＢＡ）、ドーパミン、コレシストキニン（ＣＣＫ）、エンドルフィン、エンケファリ
ンおよびチロトロピン放出ホルモン（ＴＲＨ）を含むがこれらに限定されない神経ペプチ
ドである。さらなる例となる治療薬は、サイトカイン、鎮静剤、抗痙攣薬、ポリヌクレオ
チドおよび導入遺伝子（例えば、不安神経症、鬱病、統合失調症、および睡眠障害等の精
神病だけでなく、てんかん、発作性障害、脳梗塞および脳血管障害、脳炎および髄膜炎、
記憶および認識障害、急性または慢性疼痛（例えば難治性）、ならびに身体的外傷を含む
がこれらに限定されない、そのような神経障害に使用され得る小分子干渉ＲＮＡを含む）
を含み得る。
【００９９】
　一実施形態において、薬学的に活性な部分は、ＴＭＥＭ３０Ａに結合しない抗原結合部
位を含む。ある特定の実施形態において、本発明のポリペプチドは、生物学的効果を媒介
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する非ＴＭＥＭ３０Ａ標的分子に特異的な少なくとも１つの結合部位を有する。一実施形
態において、結合部位は、（例えば、細胞表面受容体に結合し、活性化または阻害シグナ
ルの伝達をもたらすことにより）細胞活性化または阻害を媒介する。一実施形態において
、結合部位は、細胞の死をもたらす（例えば、細胞シグナル誘発経路により、補体結合ま
たは結合分子上に存在するペイロード（例えば毒性ペイロード）への暴露により）、ある
いは、対象における疾患または障害を媒介する（例えば、細胞死を媒介もしくは促進する
ことにより、フィブリン塊の溶解を促進する、もしくは塊形成を促進することにより、ま
たは生物学的に利用可能な物質の量を調整することにより）シグナルの伝達を開始するこ
とができる。別の実施形態において、本発明のポリペプチドは、低減または排除を目標と
した抗原、例えば、細胞表面抗原または可溶性抗原に特異的な少なくとも１つの結合部位
を有する。
【０１００】
　さらに他の実施形態において、本発明のポリペプチドは、神経疾患または障害の処置に
有用な分子に結合する。例えば、ポリペプチドは、神経細胞（例えば、ニューロン、グリ
ア細胞または）上に存在する抗原に結合し得る。ある特定の実施形態において、神経障害
に関連した抗原は、上で説明された自己免疫または炎症性障害であってもよい。本明細書
において使用される場合、「神経疾患または障害」は、神経系が変性している患者におけ
る障害または状態を含む（例えば、神経変性障害、および神経系が適切に発達しない、ま
たは脊髄損傷等の損傷後に再生しない障害）。本発明の方法および組成物により診断、予
防または処置が可能な神経障害の例は、多発性硬化症、ハンチントン病、アルツハイマー
病、パーキンソン病、神経因性疼痛、外傷性脳損傷、ギラン－バレー症候群、および慢性
炎症性脱髄性多発神経炎（ＣＩＤＰ）を含むが、これらに限定されない。
【０１０１】
　さらなる例となる薬理学的に活性な部分を、以下でさらに説明する。
【０１０２】
ｉ．抗原結合部分
　ある特定の実施形態において、薬学的に活性な部分は、例えば抗体または単一ドメイン
抗体の少なくとも１つの抗原結合部分（結合部位）を含む。一実施形態において、抗原結
合部分は、特定の細胞型または組織に組成物を標的化する。
【０１０３】
　他の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分の結合部位は、抗原結合部分また
は断片を含んでもよい。「抗原結合部分」という用語は、抗原に結合する、または抗原結
合（すなわち、特異的結合）に関して無傷抗体と（すなわち、それらが得られる無傷抗体
と）競合する免疫グロブリン、抗体、または抗体変異体のポリペプチド断片を指す。例え
ば、抗原結合断片は、上で説明された抗体または抗体変異体から得ることができる。抗原
結合部分は、当該技術分野において周知の組み換えまたは生化学的方法により生成され得
る。例となる抗原結合断片は、ＶＨおよび／またはＶＬ（いずれかの可変領域のみで抗原
への結合に十分である場合）、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、および（Ｆａｂ’）２を含む。
【０１０４】
　他の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、一本鎖結合分子（例えば、一
本鎖可変領域またはｓｃＦｖ）からの結合部位を含んでもよい。一本鎖抗体の生成のため
の説明されている技術（米国特許第４，６９４，７７８号；Ｂｉｒｄ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２４２：４２３－４４２（１９８８）；Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）；およびＷａｒ
ｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３４：５４４－５５４（１９８９））を、一本鎖結
合部分の生成に適合させることができる。一本鎖抗体は、アミノ酸架橋を介してＦｖ領域
の重鎖および軽鎖断片を連結させて一本鎖抗体をもたらすことにより形成される。大腸菌
における機能性Ｆｖ断片の組み立てのための技術もまた使用され得る（Ｓｋｅｒｒａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：１０３８－１０４１（１９８８））。
【０１０５】
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　ある特定の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、一本鎖可変領域配列（
ｓｃＦｖ）を含む、またはそれからなる１つ以上の結合部位または領域を含む。一本鎖可
変領域配列は、１つ以上の抗原結合部位、例えば、ＶＨドメインにリンカーペプチドによ
り連結したＶＬドメインを有する単一ポリペプチドを含む。ＶＬおよび／またはＶＨドメ
インは、当該技術分野において知られた抗体またはその変異体から得ることができる。Ｓ
ｃＦｖ分子は、ＶＨ－リンカー－ＶＬの方向、またはＶＬ－リンカー－ＶＨの方向で構築
され得る。
【０１０６】
　ある特定の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分において使用されるｓｃＦ
ｖ分子は、安定化されたｓｃＦｖ分子である。一実施形態において、安定化されたｓｃＦ
ｖ分子は、ＶＨドメインとＶＬドメインとの間に介在するリンカーペプチドを含んでもよ
く、ＶＨおよびＶＬドメインは、ＶＨにおけるアミノ酸とＶＬドメインにおけるアミノ酸
との間のジスルフィド結合により連結している。他の実施形態において、安定化されたｓ
ｃＦｖ分子は、最適化された長さまたは組成を有するｓｃＦｖリンカーを含んでもよい。
さらに他の実施形態において、安定化されたｓｃＦｖ分子は、少なくとも１つの安定化ア
ミノ酸置換（複数を含む）を有するＶＨまたはＶＬドメインを含んでもよい。さらに別の
実施形態において、安定化されたｓｃＦｖ分子は、上に列挙された安定化特性の少なくと
も２つを有してもよい。
【０１０７】
　安定化されたｓｃＦｖ分子は、改善されたタンパク質安定性を有するか、または、作用
可能に連結したポリペプチドに改善されたタンパク質安定性を付与する。本発明のポリペ
プチドに存在し得る例となる安定化されたｓｃＦｖ分子は、それぞれ参照によりその全体
が本明細書に組み込まれる、２００７年３月１９日出願の米国特許出願第１１／７２５，
９７０号に記載されている。
【０１０８】
　ある特定の例となる実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、Ｆｃ領域のＣ
末端および／またはＮ末端にリンカーペプチドを介して作用可能に連結した少なくとも１
つのｓｃＦｖ分子を含む。
【０１０９】
　一実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、所望の標的を認識する抗体から
の少なくとも１つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分
は、所望の標的を認識する抗体からの少なくとも２つのＣＤＲを含む。別の実施形態にお
いて、本発明の薬学的に活性な部分は、所望の標的を認識する抗体からの少なくとも３つ
のＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、所望の標的を
認識する抗体からの少なくとも４つのＣＤＲを含む。別の実施形態において、本発明の薬
学的に活性な部分は、所望の標的を認識する抗体からの少なくとも５つのＣＤＲを含む。
別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、所望の標的を認識する抗体から
の６つ全てのＣＤＲを含む。一実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、所望
の標的を認識する抗体分子の完全アミノ酸配列を含む（例えば、二重特異的四価抗体分子
の場合）。
【０１１０】
　本発明の薬学的に活性な部分における使用のために結合部位を得ることができる例とな
る抗体は、当該技術分野において知られている。例えば、現在ＦＤＡにより承認されてい
る、治療における使用のための抗体を使用して、結合部位を得ることができる。一実施形
態において、例となる結合部位は、抗Ｌｉｎｇｏ抗体から得られる（例えば、ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ２００８／０００３１６を参照されたい）。
【０１１１】
　他の態様において、本発明の薬学的に活性な部分は、修飾された抗体分子または抗体の
修飾された形態から得られた抗原結合部位（もしくはその一部）を含んでもよい。例とな
るそのような形態は、例えば、ミニボディ、二特異性抗体、三特異性抗体、ナノボディ、
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ラクダ科、Ｄａｂｓ、四価抗体、イントラジアボディ（例えば、Ｊｅｎｄｒｅｙｋｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．２００３．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７８：４７８１３）、融合タンパク質
（例えば、抗体サイトカイン融合タンパク質、Ｆｃ受容体の少なくとも一部に融合したタ
ンパク質）、および二重特異性抗体を含む。他の修飾された抗体は、例えば、米国特許第
４，７４５，０５５号；ＥＰ２５６，６５４；Ｆａｕｌｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ
ｕｒｅ　２９８：２８６（１９８２）；ＥＰ１２０，６９４；ＥＰ１２５，０２３；Ｍｏ
ｒｒｉｓｏｎ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ．１２３：７９３（１９７９）；Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：２１９７（１９８０）；
Ｒａｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４１：２０７３（１９８１）；Ｍｏｒ
ｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：２３９（１９８４）
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２（１９８５）；Ｍｏｒｒｉｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：６８５１（
１９８４）；ＥＰ２５５，６９４；ＥＰ２６６，６６３；およびＷＯ８８／０３５５９に
記載されている。再集合免疫グロブリン鎖もまた知られている。例えば、米国特許第４，
４４４，８７８号；ＷＯ８８／０３５６５；およびＥＰ６８，７６３、ならびにそれらに
引用されている参考文献を参照されたい。　　　
【０１１２】
　別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、二特異性抗体である抗原結合
部位もしくは領域、またはそれから得られた抗原結合部位を含む。二特性抗体は、それぞ
れｓｃＦｖ分子に類似したポリペプチドを有するが、通常は、同じポリペプチド鎖上のＶ

ＬおよびＶＨドメインが相互作用することができないように、可変ドメインの両方を接続
する短い（例えば１０未満、好ましくは１～５の）アミノ酸残基リンカーを有する、二量
体四価分子である。その代わり、１つのポリペプチド鎖のＶＬおよびＶＨドメインは、（
それぞれ）第２のポリペプチド鎖上のＶＨおよびＶＬドメインと相互作用する（例えば、
ＷＯ０２／０２７８１を参照されたい）。一実施形態において、本発明の薬学的に活性な
部分は、少なくとも１つの遺伝子学的に融合したＦｃ領域（すなわち、ｓｃＦｃ領域）の
Ｎ末端および／またはＣ末端に作用可能に連結している二特異性抗体を含む。
【０１１３】
　ある特定の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、非ＢＢＢ通過移動抗体
結合部位（例えば、非ＴＥＭＥ３０Ａ結合単一ドメイン結合分子、例えば単一ドメイン抗
体）を含む。
【０１１４】
ｉｉ．非免疫グロブリン結合分子
　ある特定の他の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、非免疫グロブリン
結合分子から得られる１つ以上の結合部位を含む。本明細書において使用される場合、「
非免疫グロブリン結合分子」という用語は、その結合部位が、免疫グロブリン以外のポリ
ペプチドから得られたアミノ酸配列を含む結合分子である。抗体分子から得られたもので
はない結合部位を含む結合分子の例は、以下でより詳細に説明される受容体結合部位およ
びリガンド結合部位を含む。
【０１１５】
　非免疫グロブリンの薬学的に活性な部分は、免疫グロブリンではない免疫グロブリンス
ーパーファミリーの１つ（例えば、Ｔ細胞受容体または細胞接着タンパク質（例えば、Ｃ
ＴＬＡ－４、Ｎ－ＣＡＭ、テロキン））から得られるアミノ酸配列を含み得る。他の実施
形態において、アミノ酸配列は、免疫グロブリンフォールドに基づかないタンパク質トポ
ロジー（例えば、アンキリン反復タンパク質またはフィブロネクチン等）を含んでもよい
が、それにもかかわらず標的に特異的に結合することができる。
【０１１６】
　非免疫グロブリン系の薬学的に活性な部分は、人工的に多様化された結合部位を有する
結合分子のライブラリからの標的結合変異体の選択または単離により同定され得る。多様
化されたライブラリは、完全にランダムな手法（例えば、エラープローンＰＣＲ、エキソ
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ンシャッフリング、もしくは指向進化）を使用して生成されてもよく、または、当該技術
分野において認識されている設計戦略により支援されてもよい。例えば、通常結合部位が
その同種標的分子と相互作用する際に関連するアミノ酸位置は、結合部位をコードする核
酸内の対応する位置における、縮重コドン、トリヌクレオチド、ランダムペプチド、また
はループ全体の挿入によりランダム化され得る（例えば、米国特許出願公開第２００４０
１３２０２８号を参照されたい）。アミノ酸位置の場所は、標的分子と複合化した結合部
位の結晶構造の調査により同定され得る。ランダム化のための有望な位置は、ループ、平
坦表面、螺旋、および結合部位の結合空洞を含む。ある特定の実施形態において、多様化
の候補となりやすい結合部位内のアミノ酸は、その免疫グロブリンフォールドとの相同性
により特定され得る。例えば、フィブロネクチンのＣＤＲ様ループ内の残基は、フィブロ
ネクチン結合分子のライブラリを生成するためにランダム化され得る（例えば、Ｋｏｉｄ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２８４：１１４１－１１５１（１９９８）
を参照されたい）。ランダム化され得る結合部位の他の部分は、平坦表面を含む。選択は
、ファージディスプレイ、酵母ディスプレイ、またはリボソームディスプレイ等の、当該
技術分野において認識された方法により達成され得る。
【０１１７】
　一実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、フィブロネクチン結合分子から
の結合部位を含む。フィブロネクチン結合分子（例えば、フィブロネクチンＩ、ＩＩ、ま
たはＩＩＩ型ドメインを含む分子）は、ＣＤＲ様ループを示し、これは、免疫グロブリン
とは対照的に、鎖内ジスルフィド結合に依存しない。フィブロネクチンポリペプチドを作
製するための方法は、例えば、参照により本明細書に組み込まれる、ＷＯ０１／６４９４
２、ならびに米国特許第６，６７３，９０１号、米国特許第６，７０３，１９９号、米国
特許第７，０７８，４９０号、および米国特許第７，１１９，１７１号に記載されている
。１つの例となる実施形態において、フィブロネクチンポリペプチドは、ＡｄＮｅｃｔｉ
ｎ（登録商標）（Ａｄｎｅｘｕｓ　Ｔｈｅｒｐａｅｕｔｉｃｓ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）
である。
【０１１８】
　別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標
）（Ａｂｃａｍ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）からの結合部位を含む。アフィボディは、
ブドウ球菌タンパク質Ａ（ＳＰＡ）の免疫グロブリン結合ドメインから得られる（例えば
、Ｎｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１５：７７２－７７７（
１９９７）を参照されたい）。アフィボディを作製するための方法は、それぞれ参照によ
り本明細書に組み込まれる、米国特許第６，７４０，７３４号および米国特許第６，６０
２，９７７号、ならびにＷＯ００／６３２４３に記載されている。
【０１１９】
　別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、Ａｎｔｉｃａｌｉｎ（登録商
標）（Ｐｉｅｒｉｓ　ＡＧ、Ｆｒｉｅｓｉｎｇ、Ｇｅｒｍａｎｙ）からの結合部位を含む
。アンチカリン（リポカリンとしても知られる）は、多様なβ－バレルタンパク質ファミ
リーの１つであり、その機能は、そのバレル／ループ領域において標的分子に結合するこ
とである。リポカリン結合部位は、バレルの鎖を接続するループ配列をランダム化するこ
とにより改変され得る（例えば、Ｓｃｈｌｅｈｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｒｕｇ　Ｄｉ
ｓｃｏｖ．Ｔｏｄａｙ，１０：２３－３３（２００５）；Ｂｅｓｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ＮＡＳ，９６：１８９８－１９０３（１９９９を参照されたい）。本発明の結合分子にお
いて使用されるアンチカリン結合部位は、オオモンシロチョウのビリン結合タンパク質（
ＢＢＰ）のアミノ酸位置２８から４５、５８から６９、８６から９９および１１４から１
２９を含む直鎖ポリペプチド配列の配列位置に対応する４つのセグメントにおいて変異さ
れたリポカリンファミリーのポリペプチドから開始して得ることができる。アンチカリン
結合部位を作製するための他の方法は、それぞれ参照により本明細書に組み込まれる、Ｗ
Ｏ９９／１６８７３およびＷＯ０５／０１９２５４に記載されている。
【０１２０】
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　別の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、高システインポリペプチドか
らの結合部位を含む。本発明の実践において使用される高システインドメインは、典型的
には、α螺旋、βシート、またはβバレル構造を形成しない。典型的には、ジスルフィド
結合は、３次元構造へのドメインの折り畳みを促進する。通常、高システインドメインは
、少なくとも２つのジスルフィド結合、より典型的には少なくとも３つのジスルフィド結
合を有する。例となる高システインポリペプチドは、Ａドメインタンパク質である。Ａド
メイン（「相補型反復」と呼ばれることもある）は、約３０～５０、または３０～６５の
アミノ酸を含有する。いくつかの実施形態において、ドメインは、約３５～４５のアミノ
酸、いくつかの場合において約４０のアミノ酸を含む。３０～５０のアミノ酸内に、約６
つのシステイン残基がある。６つのシステインのうち、ジスルフィド結合は、典型的には
、以下のシステイン間に見られる：Ｃ１およびＣ３、Ｃ２およびＣ５、Ｃ４およびＣ６。
Ａドメインは、リガンド結合部分を構成する。ドメインのシステイン残基は、ジスルフィ
ド結合して、コンパクトで安定した、機能的に独立した部分を形成する。これらの反復の
クラスタは、リガンド結合ドメインを構成し、差別的なクラスタ化は、リガンド結合に関
する特異性を付与し得る。Ａドメインを含有する例となるタンパク質は、例えば、補体成
分（例えば、Ｃ６、Ｃ７、Ｃ８、Ｃ９、および因子Ｉ）、セリンプロテアーゼ（例えば、
エンテロペプチダーゼ、マトリプターゼ、およびコリン）、膜貫通タンパク質（例えば、
ＳＴ７、ＬＲＰ３、ＬＲＰ５およびＬＲＰ６）、ならびにエンドサイトーシス受容体（例
えば、ソルチリン関連受容体、ＬＤＬ受容体、ＶＬＤＬＲ、ＬＲＰ１、ＬＲＰ２、および
ＡｐｏＥＲ２）を含む。所望の結合特異性のＡドメインタンパク質を作製するための方法
は、例えば、それぞれ参照により本明細書に組み込まれる、ＷＯ０２／０８８１７１およ
びＷＯ０４／０４４０１１に開示されている。
【０１２１】
　他の実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、反復タンパク質からの結合部
位を含む。反復タンパク質は、互いに重なって隣接ドメインを形成する小さい（例えば約
２０から約４０のアミノ酸残基の）構造単位または反復の連続的複製を含有するタンパク
質である。反復タンパク質は、タンパク質における反復の数を調節することにより、特定
の標的結合部位に適合するように修飾され得る。例となる反復タンパク質は、Ｄｅｓｉｇ
ｎｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（すなわち、ＤＡＲＰｉｎｓ
（登録商標）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ、Ｚｕｒｉｃｈ、Ｓｗｉｔｚｅｒ
ｌａｎｄ）（例えば、Ｂｉｎｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，２２
：５７５－５８２（２００４）を参照されたい）または高ロイシン反復タンパク質（すな
わちＬＲＲＰ）（例えば、Ｐａｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，４３０：１７４
－１８０（２００４）を参照されたい）を含む。これまで決定さているアンキリン反復単
位の三次構造は全て、βヘアピンに続く２つの非平行α螺旋で構成され、反復単位を次の
反復単位に接続するループで終わる特徴を共通して有している。アンキリン反復単位で構
築されるドメインは、反復単位を延長および湾曲した構造に重ねることにより形成される
。ＬＲＲＰ結合部位は、ウミヤツメおよび他の無顎類の適応免疫系の一部を形成し、リン
パ球成熟中の一連の高ロイシン反復遺伝子の組み換えにより形成される点で、抗体に類似
している。ＤＡＲｐｉｎまたはＬＲＲＰ結合部位を作製するための方法は、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、ＷＯ０２／２０５６５およびＷＯ０６／０８３２７５に
記載されている。
【０１２２】
　本発明の結合分子において使用され得る他の非免疫グロブリン結合部位は、Ｓｒｃ相同
ドメイン（例えば、ＳＨ２もしくはＳＨ３ドメイン）、ＰＤＺドメイン、ベータ－ラクタ
マーゼ、高親和性プロテアーゼ阻害剤、または微小ジスルフィド結合タンパク質骨格、例
えばサソリ毒から得られる結合部位を含む。これらの分子から得られる結合部位を作製す
るための方法は、当該技術分野において開示されており、例えば、Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，２３（１２）：１４９３－４（２００
５）；Ｐａｎｎｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７７：２１６６６－２１
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６７４（２００２），Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．，１７：１７０－１７５（１９９９）；Ｌｅｇｅｎｄｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｓｃｉ．，１１：１５０６－１５１８（２００２）；Ｓｔｏｏｐ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，２１：１０６３－１０６８（２００３）；およびＶ
ｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ，９２：６４０４－６４０８（１９９５）を参照された
い。さらに他の結合部位は、ＥＧＦ様ドメイン、Ｋｒｉｎｇｌｅドメイン、ＰＡＮドメイ
ン、Ｇｌａドメイン、ＳＲＣＲドメイン、Ｋｕｎｉｔｚ／ウシ膵トリプシン阻害剤ドメイ
ン、Ｋａｚａｌ型セリンプロテアーゼ阻害剤ドメイン、Ｔｒｅｆｏｉｌ（Ｐ型）ドメイン
、フォン・ヴィレブランド因子Ｃ型ドメイン、アナフィラトキシン様ドメイン、ＣＵＢド
メイン、チログロブリンＩ型反復、ＬＤＬ受容体クラスＡドメイン、Ｓｕｓｈｉドメイン
、Ｌｉｎｋドメイン、トロンボスポンジンＩ型ドメイン、免疫グロブリン様ドメイン、Ｃ
型レクチンドメイン、ＭＡＭドメイン、フォン・ヴィレブランド因子Ａ型ドメイン、ソマ
トメジンＢドメイン、ＷＡＰ型４ジスルフィドコアドメイン、Ｆ５／８　Ｃ型ドメイン、
ヘモペキシンドメイン、ラミニン型ＥＧＦ様ドメイン、Ｃ２ドメイン、ＣＴＬＡ－４ドメ
イン、および当業者により知られている他のそのようなドメイン、ならびにそれらの誘導
体および／または変異体からなる群から選択される結合ドメインから得ることができる。
追加的な非免疫グロブリンポリペプチドは、Ａｖｉｍｅｒｓ（登録商標）（Ａｖｉｄｉａ
，Ｉｎｃ．，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ－国際ＰＣＴ公開番号ＷＯ０６／０５５
６８９および米国特許出願公開第２００６／０２３４２９９号を参照されたい）、Ｔｅｌ
ｏｂｏｄｉｅｓ（登録商標）（Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｓｔｕｄｉｏ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、Ｍ
Ａ）、Ｅｖｉｂｏｄｉｅｓ（登録商標）（Ｅｖｏｇｅｎｉｘ、Ｓｙｄｎｅｙ、Ａｕｓｔｒ
ａｌｉａ‐米国特許第７，１６６，６９７号）、ならびにＭｉｃｒｏｂｏｄｉｅｓ（登録
商標）（Ｎａｓｃａｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｍｕｎｉｃｈ、Ｇｅｒｍａｎ
ｙ）を含む。
【０１２３】
ｉｉｉ．受容体またはリガンドの結合部分
　他の態様において、本発明の薬学的に活性な部分は、受容体のリガンド結合部分および
／またはリガンドの受容体結合部分である。
【０１２４】
　他の例となる実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、以下のタンパク質の
１つ以上から得られる、１つ以上のリガンド結合ドメインまたは受容体結合ドメインを含
んでもよい。
【０１２５】
　　ａ．サイトカインおよびサイトカイン受容体
　サイトカインは、リンパ球の増殖、分化、および機能的活性化に対する多面的効果を有
する。様々なサイトカイン、またはその受容体結合部分が、本発明の融合タンパク質にお
いて利用され得る。例となるサイトカインは、インターロイキン（例えばＩＬ－１、ＩＬ
－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、Ｉ
Ｌ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、およびＩＬ－１８）、コロニー刺激因子（ＣＳＦ）
（例えば顆粒球ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球－マクロファージＣＳＦ（ＧＭ－ＣＳＦ）
、および単球マクロファージＣＳＦ（Ｍ－ＣＳＦ））、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）アルファ
およびベータ、細胞毒性Ｔリンパ球抗原４（ＣＴＬＡ－４）、ならびにインターフェロン
α、β、またはγ（米国特許第４，９２５，７９３号および米国特許第４，９２９，５５
４号）を含む。
【０１２６】
　サイトカイン受容体は、典型的には、リガンド特異的アルファ鎖および共通ベータ鎖か
らなる。例となるサイトカイン受容体は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－３（米国特許第５，６３
９，６０５号）、ＩＬ－４（米国特許第５，５９９，９０５号）、ＩＬ－５（米国特許第
５，４５３，４９１号）、ＩＬ１０受容体、ＩＦＮγ（ＥＰ０２４０９７５）、およびＴ
ＮＦファミリーの受容体（例えば、ＴＮＦα（例えば、ＴＮＦＲ－１（ＥＰ４１７，５６
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３）、ＴＮＦＲ－２（ＥＰ４１７，０１４）リンフォトキシンベータ受容体）に関するも
のを含む。
【０１２７】
　　ｂ．接着タンパク質
　接着分子は、細胞が互いに相互作用することを可能にする膜結合タンパク質である。白
血球ホーミング受容体および細胞接着分子、またはその受容体結合部分を含む様々な接着
タンパク質を、本発明の融合タンパク質内に組み込むことができる。白血球ホーミング受
容体は、炎症の間に白血球細胞表面上に発現し、細胞外基質成分への結合を媒介するβ－
１インテグリン（例えば、ＶＬＡ－１、２、３、４、５、および６）、ならびに血管内皮
上に細胞接着分子（ＣＡＭ）を結合させるβ２－インテグリン（例えば、ＬＦＡ－１、Ｌ
ＰＡＭ－１、ＣＲ３、およびＣＲ４）を含む。例となるＣＡＭは、ＩＣＡＭ－１、ＩＣＡ
Ｍ－２、ＶＣＡＭ－１、およびＭＡｄＣＡＭ－１を含む。他のＣＡＭは、Ｅ－セレクチン
、Ｌ－セレクチン、およびＰ－セレクチンを含むセレクチンファミリーのものを含む。
【０１２８】
　　ｃ．サイトカイン
　感染部位に対する白血球の移動を刺激する走化性タンパク質であるケモカインもまた、
本発明の融合タンパク質に組み込むことができる。例となるケモカインは、マクロファー
ジ炎症性タンパク質（ＭＩＰ－１－αおよびＭＩＰ－１－β）、好中球走化因子、および
ＲＡＮＴＥＳ（正常Ｔ細胞に発現する遺伝子産物（ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｏｎ　ａｃｔｉ
ｖａｔｉｏｎ　ｎｏｒｍａｌｌｙ　Ｔ－ｃｅｌｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ａｎｄ　ｓｅｃ
ｒｅｔｅｄ））を含む。
【０１２９】
　　ｄ．ホルモン
　本発明の融合タンパク質における薬理学的に活性な部分としての使用のための例となる
成長ホルモンは、レニン、ヒト成長ホルモン（ＨＧＨ；米国特許第５，８３４，５９８号
）、Ｎ－メチオニルヒト成長ホルモン；ウシ成長ホルモン；成長ホルモン放出因子；副甲
状腺ホルモン（ＰＴＨ）；甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）；チロキシン；プロインスリン
およびインスリン（米国特許第５，１５７，０２１号および米国特許第６，５７６，６０
８号）；卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）；カルシトニン、黄体形成ホルモン（ＬＨ）、レプ
チン、グルカゴン；ボンベシン；ソマトロピン；ミュラー管抑制物質；リラキシンおよび
プロリラキシン；ゴナドトロピン関連ペプチド；プロラクチン；胎盤性ラクトゲン；ＯＢ
タンパク質；またはミュラー管抑制物質を含む。
【０１３０】
　　ｅ．受容体およびリガンド
　一実施形態において、本発明の薬学的に活性な部分は、リガンドまたは受容体の結合部
位（複数を含む）（例えば、受容体の細胞外ドメイン（ＥＣＤ））を、少なくとも１つの
遺伝子学的に融合したＦｃ領域（すなわち、ｓｃＦｃ領域）と組み合わせる。ある特定の
実施形態において、受容体のリガンド結合部分の結合部位またはドメインは、抗体または
抗体変異体により結合される受容体から得られてもよい。他の実施形態において、受容体
のリガンド結合部位は、免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリーの受容体（例えば、
可溶性Ｔ細胞受容体、例えばｍＴＣＲ（登録商標）（Ｍｅｄｉｇｅｎｅ　ＡＧ、Ｍｕｎｉ
ｃｈ、Ｇｅｒｍａｎｙ）、上で説明されたＴＮＦ受容体スーパーファミリーの受容体（例
えば、免疫アドヘシンの可溶性ＴＮＦα受容体）、グリア細胞由来神経栄養因子（ＧＤＮ
Ｆ）受容体ファミリー（例えば、ＧＦＲα３）、Ｇタンパク質結合受容体（ＧＰＣＲ）ス
ーパーファミリーの受容体、チロシンキナーゼ（ＴＫ）受容体スーパーファミリーの受容
体、リガンド依存性（ＬＧ）スーパーファミリーの受容体、ケモカイン受容体スーパーフ
ァミリー、ＩＬ－１／Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）スーパーファミリー、およびサイトカ
イン受容体スーパーファミリーの受容体）からなる群から選択される受容体から得られる
。
【０１３１】
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　他の実施形態において、リガンドの受容体結合部分の結合部位またはドメインは、抗体
または抗体変異体により結合されるリガンドから得られてもよい。例えば、リガンドは、
免疫グロブリン（Ｉｇ）スーパーファミリーの受容体、ＴＮＦ受容体スーパーファミリー
の受容体、Ｇタンパク質結合受容体（ＧＰＣＲ）スーパーファミリーの受容体、チロシン
キナーゼ（ＴＫ）受容体スーパーファミリーの受容体、リガンド依存性（ＬＧ）スーパー
ファミリーの受容体、ケモカイン受容体スーパーファミリー、ＩＬ－１／Ｔｏｌｌ様受容
体（ＴＬＲ）スーパーファミリー、およびサイトカイン受容体スーパーファミリーの受容
体からなる群から選択される受容体に結合し得る。１つの例となる実施形態において、リ
ガンドの受容体結合部分の結合部位は、ＴＮＦリガンドスーパーファミリー（例えば、Ｃ
Ｄ４０Ｌ）に属するリガンドから得られる。
【０１３２】
　成長因子またはその受容体（またはその受容体結合部分もしくはリガンド結合部分）を
、本発明の融合タンパク質に組み込むことができる。例となる成長因子は、血管内皮成長
因子（ＶＥＧＦ）およびそのアイソタイプ（米国特許第５，１９４，５９６号）；ａＦＧ
ＦおよびｂＦＧＦを含む維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）；心房性ナトリウム利尿因子（ＡＮ
Ｆ）；肝臓成長因子（ＨＧＦ；米国特許第５，２２７，１５８号および米国特許第６，０
９９，８４１号）、神経栄養因子、例えば骨由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、グリア細胞
由来栄養因子リガンド（例えば、ＧＤＮＦ、ニューツリン、アルテミン、およびパーセフ
ィン）、ニューロトロフィン－３、－４、－５、もしくは－６（ＮＴ－３、ＮＴ－４、Ｎ
Ｔ－５、もしくはＮＴ－６）、または神経成長因子、例えばＮＧＦ－β血小板由来成長因
子（ＰＤＧＦ）（米国特許第４，８８９，９１９号、米国特許第４，８４５，０７５号、
米国特許第５，９１０，５７４号、および米国特許第５，８７７，０１６号）；形質転換
成長因子（ＴＧＦ）、例えばＴＧＦ－アルファおよびＴＧＦ－ベータ（ＷＯ９０／１４３
５９）、形態形成タンパク質（ＢＭＰ）を含む骨誘導因子；インスリン様成長因子－Ｉお
よび－ＩＩ（ＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩ；米国特許第６，４０３，７６４号および米
国特許第６，５０６，８７４号）；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；トロンボポエチン（Ｔ
ＰＯ；幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ、ｃ－Ｍｐｌ　リガンド）、な
らびにＷｎｔポリペプチド（米国特許第６，１５９，４６２号）を含む。
【０１３３】
　本発明の薬理学的に活性な部分として使用され得る例となる成長因子受容体は、ＥＧＦ
受容体；ＶＥＧＦ受容体（例えば、Ｆｌｔ１またはＦｌｋ１／ＫＤＲ）、ＰＤＧＦ受容体
（ＷＯ９０／１４４２５）；ＨＧＦ受容体（米国特許第５，６４８，２７３号および米国
特許第５，６８６，２９２号）、ならびに、ＮＧＦ、ＢＤＮＦ、およびＮＴ－３に結合す
るｐ７５ＮＴＲまたはｐ７５とも呼ばれる低親和性受容体（ＬＮＧＦＲ）を含む神経栄養
受容体、および受容体チロシンキナーゼのｔｒｋファミリーの１つである高親和性受容体
（例えば、ｔｒｋＡ、ｔｒｋＢ（ＥＰ４５５，４６０）、ｔｒｋＣ（ＥＰ５２２，５３０
））を含む。
【０１３４】
　　ｆ．薬物
　別の実施形態において、薬理学的に活性な薬剤は、疾患の治療、治癒、予防、もしくは
診断において使用される、または別様に身体的もしくは精神的な健康状態を高めるために
使用される原薬である。そのような薬物は、化学物質であってもよく、例となるそのよう
な物質は、本明細書においてより詳細に説明される。
【０１３５】
　本発明は、神経系に影響を与える障害の治療のための他の薬剤を送達するために適用さ
れてもよく、また、診断目的で適用されてもよい。ＣＮＳ障害の治療のための薬剤の好ま
しいクラスは、以下を含む。
　シナプスおよび神経効果器接合部において作用する薬物；全身および局所鎮痛薬および
麻酔薬、例えばオピオイド鎮痛薬および拮抗薬；睡眠薬および鎮静薬；鬱病、統合失調症
等の精神障害の治療のための薬物；抗てんかん薬および抗痙攣薬；ハンチントン病、老化



(32) JP 2015-509097 A 2015.3.26

10

20

30

40

50

およびアルツハイマー病；神経保護薬（例えば、興奮性アミノ酸拮抗薬および神経栄養因
子）ならびに神経再生剤；脳由来神経栄養因子、毛様体神経栄養因子、または神経成長因
子等の栄養因子；ＣＮＳ外傷または脳梗塞の治療を目的とした薬物；ならびに依存症およ
び薬物乱用の治療のための薬物；オータコイドおよび抗炎症薬；寄生虫感染および微生物
疾患用の化学療法薬剤；免疫抑制剤および抗がん薬；ホルモンおよびホルモン拮抗薬；重
金属および重金属拮抗薬；非金属毒性薬剤に対する拮抗薬；がんの治療のための細胞増殖
抑制剤；放射性医薬品における使用のための診断物質、および放射線治療免疫活性および
免疫反応性薬剤；ならびに他の多くの薬剤、例えば、伝達物質およびそのそれぞれの受容
体－作動薬および－拮抗薬、そのそれぞれの前駆体または代謝産物；抗生物質、抗痙攣薬
、抗ヒスタミン剤、制吐薬、弛緩薬、興奮剤、「センス」および「アンチセンス」オリゴ
ヌクレオチド、脳拡張剤、向精神剤、抗躁病薬、血管拡張剤および収縮剤、抗高血圧剤、
片頭痛治療剤、催眠剤、血糖上昇剤または血糖降下剤、ミネラルまたは栄養剤、抗肥満薬
、同化剤ならびに喘息治療剤。
【０１３６】
　典型的な活性成分（例えば薬物）は、神経系に影響を与える、または神経系の診断試験
に使用される任意の物質であってもよい。これらは、Ｇｉｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９０），“Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ－－Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ”，Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋにより説明されており、以下の薬剤を含む。
　アセチルコリンおよび合成コリンエステル、自然発生的コリン作動性アルカロイドおよ
びその合成コンジナー、抗コリンエステラーゼ剤、神経節興奮薬、アトロピン、スコポラ
ミン、および関連抗ムスカリン様作用薬、エピネフリン、ノルエピネフリンおよびドーパ
ミン等のカテコールアミンおよび交感神作用薬、アドレナリン作動薬、アドレナリン受容
体拮抗薬、ＧＡＢＡ、グリシン、グルタメート、アセチルコリン、ドーパミン、５－ヒド
ロキシトリプタミンおよびヒスタミン等の伝達物質、神経活性ペプチド；
　オピオイド鎮痛薬および拮抗薬等の鎮痛薬および麻酔薬；ベンゾジアゼピン、バルビツ
ール酸塩、抗ヒスタミン薬、フェノチアジンおよびブチルフェノンなどの前麻酔薬および
麻酔薬物；オピオイド；制吐剤；アトロピン、スコポラミンまたはグリコピロレートなど
の抗コリン作用薬；コカイン；クロラール誘導体；エトクロルビノール；グルテチミド；
メチプロリン；メプロバメート；パラアルデヒド；ジスルフィラム；モルヒネ、フェンタ
ニールおよびナロキソン；
　中枢作用鎮咳薬；
　フェノチアジン、チオキサンテンおよび他の複素環式化合物（例えば、ハルペリオドー
ル）等の精神薬剤；デスイミプラミンおよびイミプラミンなどの三環抗鬱薬；非定型性抗
鬱剤（例えば、フルオキセチンおよびトラゾドン）、イソカルボキサジド等のモノアミン
オキシダーゼ阻害剤；リチウム塩；クロロジアゼポキシドおよびジアゼパム等の不安緩解
剤；
　ヒダントイン、抗痙攣バルビツール酸塩、イミノスチルベン（例えばカルバマゼピン）
、スクシンイミド、バルプロ酸、オキサゾリジンジオンおよびベンゾジアゼピンを含む抗
てんかん薬。
　Ｌ－ＤＯＰＡ／ＣＡＲＢＩＤＯＰＡ、アポモルヒネ、アマンタジン、エルゴリン、セレ
ゲリン、ロピノロール、メシル酸ブロモクリプチンおよび抗コリン作用薬等の抗パーキン
ソン薬；
　バクロフェン、ジアゼパムおよびダントロレン等の痙攣抑制剤；
　神経保護剤、例えば興奮性アミノ酸拮抗薬、神経栄養因子および脳由来神経栄養因子、
毛様体神経栄養因子、または神経成長因子；ニューロトロフィン（ＮＴ）３（ＮＴ３）；
ＮＴ４およびＮＴ５；ガングリオシド；神経再生剤；
　オピオイド拮抗薬および抗鬱剤を含む依存症および薬物乱用の治療のための薬物；
　ヒスタミン、ブラジキニン、カリジン、およびそれらのそれぞれの作動薬および拮抗薬
等のオータコイドおよび抗炎症薬；
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　寄生虫感染および微生物疾患用の化学療法薬剤；
　アルキル化剤（例えばニトロソウレア）および代謝拮抗物質を含む抗がん薬；窒素マス
タード、エチレンアミンおよびメチルメラミン；アルキルスルホネート；葉酸類似体；ピ
リミジン類似体、プリン類似体、ビンカアルカロイド；ならびに抗生物質。
【０１３７】
　本発明はまた、制吐薬、弛緩薬、興奮剤、「センス」および「アンチセンス」オリゴヌ
クレオチド、脳拡張剤、向精神剤、血管拡張剤および収縮剤、抗高血圧剤、片頭痛処置剤
、血糖上昇剤または血糖降下剤、ミネラルまたは栄養剤、抗肥満薬、同化剤ならびに喘息
治療剤、フェニルブタゾン、インドメタシン、ナプロキセン、イブプロフェン、フルルビ
プロフェン、ジクロフェナク、デキサメタゾン、プレドニゾンおよびプレドニソロン等の
抗炎症薬；ソロクチジルム、ビンカミン、ナフチドロフリルオキサレート、コデルゴクリ
ンメシレート、シクランデレート、パパベリン、ニコチン酸等の脳血管拡張剤、ステアリ
ン酸エリスロマイシンおよびセファレキシン等の抗感染薬剤の送達に有用である。
　副腎皮質刺激ホルモン、アデノシンデアミナーゼリボヌクレアーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、アンジオテンシン、抗体、アルギナーゼ、アルギニンデアミネアーゼ、アスパラ
ギナーゼ、セルレイン、カルシトニン、ケモトリプシン、コレシストキニン、凝固因子、
ダイノルフィン、エンドルフィン、エンドルフィン、エンケファリン、エンケファリン、
エリスロポエチン、ガストリン放出ペプチド、グルカゴン、ヘモグロビン、視床下部放出
因子、インターフェロン、カタカルシン、モチリン、神経ペプチドＹ、ニューロテンシン
、非自然発生的オピオイド、オキシトシン、パパイン、副甲状腺ホルモン、ペプチドプロ
ラクチン、可溶性ＣＤ－４、ソマトメジン、ソマトスタチン、ソマトスタチン、ソマトト
ロピン、スーパーオキサイドジスムターゼ、甲状腺刺激ホルモン、組織プラスミノーゲン
活性化因子、トリプシン、バソプレッシン、およびそのようなペプチドの類似体、ならび
に他の好適な酵素、ホルモン、タンパク質、ポリペプチド、酵素－タンパク質複合体、抗
体－ハプテン複合体、ウイルスエピトープ等の送達に有用である。
【０１３８】
Ｖ．ポリペプチドの例となる形式
　本発明の結合分子の例となる形式が、添付の図面に記載される。例えば、図１は、薬学
的に活性な部分が示されていない実施形態（例えば、薬学的に活性な部分が付加され得る
ＦＣ５ＦｃおよびＦｃＦＣ５骨格）、ならびに薬学的に活性な部分が抗体結合部位である
実施形態を含む。例えば、一実施形態において、本発明の結合分子の骨格（すなわち、薬
学的に活性な部分が付加され得るコンストラクト）は、Ｆｃ領域、ドメインまたは部分に
共有結合的に連結（例えば遺伝子学的に融合）した２つのＢＢＢ通過移動部分を含む。Ｂ
ＢＢ通過移動部分は、直接、またはリンカーペプチドを介して連結してもよい。好ましい
実施形態において、ＢＢＢ通過移動部分は、Ｆｃ領域、ドメインまたは部分のＮ末端に連
結してもよい。一実施形態において、追加的な結合部分（例えば、ｓｃＦｖ分子の形態の
非ＴＭＥＭ３０Ａの薬理学的に活性な部分）が、Ｆｃ領域、ドメインまたは部分のＣ末端
に連結してもよい。
【０１３９】
　別の実施形態において、追加のＢＢＢ通過移動部分が、Ｆｃ領域、ドメインまたは部分
のＣ末端に連結してもよい。ＢＢＢ通過移動部分は、直接、またはリンカーペプチドを介
して連結してもよい。
【０１４０】
　別の実施形態において、本発明の結合分子は、無傷抗体分子のＶＨドメインにＮ末端で
融合したＢＢＢ通過移動部分を含む。別の実施形態において、本発明の結合分子は、無傷
抗体分子のＶＬドメインにＮ末端で融合したＢＢＢ通過移動部分を含む。さらに別の実施
形態において、本発明の結合分子は、無傷抗体分子にＣ末端で融合した２つのＢＢＢ通過
移動部分を含む。ＢＢＢ通過移動部分は、直接、またはリンカーペプチドを介して連結し
てもよい。
【０１４１】



(34) JP 2015-509097 A 2015.3.26

10

20

30

40

50

　薬学的に活性な部分（または追加的な薬理学的に活性な部分）は、当該技術分野におい
て知られている方法を使用して、これらのコンストラクトのいずれかに付着してもよいこ
とが理解される。
【０１４２】
　一実施形態において、本発明のポリペプチドは、１つのみの薬学的に活性な部分を含む
（薬学的に活性な部分に関して単量体型であるが、ＢＢＢ通過移動部分に関して多量体（
例えば二量体）型である分子を形成する）。別の実施形態において、本発明のポリペプチ
ドは、２つ以上の薬理学的に活性な部分、例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０またそれ以上の薬理学的に活性な部分を含む。薬学的に活性な部分は、同じまたは異な
ってもよい。
【０１４３】
　本発明の一実施形態において、薬学的に活性な部分は、Ｆｃドメイン、領域または部分
のＮ末端に、リンカーペプチドを介して作用可能に連結してもよい。別の実施形態におい
て、薬理学的に活性な部分は、リンカーペプチドを介して、Ｆｃドメイン、領域または部
分のＣ末端に作用可能に連結してもよい。
【０１４４】
　他の実施形態において、２つ以上の薬学的に活性な部分が、互いに（例えばリンカーペ
プチドを介して））直列で連結している。一実施形態において、薬学的に活性な部分のタ
ンデム配列が、Ｆｃ領域、ドメインまたは部分のＣ末端またはＮ末端に、リンカーペプチ
ドを介して作用可能に連結している。
【０１４５】
　薬理学的に活性な化合物にタンパク質を複合化、連結およびカップリングする他の方法
が、当該技術分野において周知である。例えば、Ｗｕ　Ａ　Ｍ，Ｓｅｎｔｅｒ　Ｐ　Ｄ，
Ａｒｍｉｎｇ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ　ａｎｄ　ｃｈａｌｌｅｎｇ
ｅｓ　ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２
００５　Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ；２３（９）：１１３７－４６　ａｎｄ　Ｔｒａｉｌ　Ｐ　
Ａ，Ｋｉｎｇ　Ｈ　Ｄ，Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋ　Ｇ　Ｍ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　ｄｒｕｇ　ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｔｈｅｒ．２００３　Ｍａｙ；５２（５）：３２８－３７；Ｓａｉｔｏ　Ｇ，Ｓｗａｎ
ｓｏｎ　Ｊ　Ａ，Ｌｅｅ　Ｋ　Ｄ．Ｄｒｕｇ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｕ
ｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｖｉａ　ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｄｉｓｕ
ｌｆｉｄｅ　ｌｉｎｋａｇｅｓ：ｒｏｌｅ　ａｎｄ　ｓｉｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌａｒ
　ｒｅｄｕｃｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ　Ｒｅｖ．
２００３　Ｆｅｂ．１０；５５（２）：１９９－２１５を参照されたい。同様に、本発明
の抗体は、薬学的に活性な化合物と共に投入されるリポソーム、ナノ粒子または他の類似
の担体と組み合わせて提供されてもよい。そのような組成物を調製する方法は、当該技術
分野において知られている（例えば、Ｓｕｇａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ－ｌｏａｄｅｄ　Ｌｉｐｏｓｏｍｅ
ｓ　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ　ｔｈｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ　Ｓ
ｐｒｅａｄ　ｏｆ　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｌｕｎｇ　Ｔｕｍｏｒ　Ｘｅ
ｎｏｇｒａｆｔｓ　ｉｎ　Ｓｅｖｅｒｅ　Ｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉ
ｅｎｔ　Ｍｉｃｅ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６０，６９４２－６９４９，Ｄｅ
ｃ．１５，２０００およびＭａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　
ｉｎ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　Ｎｅｗｓ＆Ｆｅａｔｕｒｅｓ，Ｍａｙ　１，１９９８；ｐｐ．３２２　Ａ－３
２７　Ａを参照されたい）。
【０１４６】
　多くのエフェクター分子は、結合ポリペプチドが連結し得る好適な官能基を有さない。
一実施形態において、エフェクター分子、例えば薬物またはプロドラッグは、連結分子を
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介してポリペプチドに付着している。一実施形態において、連結分子は、特定部位におけ
る細胞毒性の活性化を可能とする化学結合を含有する。好適な化学結合は、当該技術分野
において周知であり、ジスルフィド結合、酸解離性結合、光解離性結合、ペプチダーゼ解
離性結合、スルフヒドリル基とマレイミド基との間に形成されるチオエーテル結合、およ
びエステラーゼ解離性結合を含む。最も好ましくは、連結分子は、ジスルフィド結合また
はチオエーテル結合を含む。本発明によれば、連結分子ｐは、好ましくは、反応性化学基
を含む。特に好ましい反応性化学基は、Ｎ－スクシンイミジルエステルおよびＮ－スルホ
スクシンイミジルエステルである。好ましい実施形態において、反応性化学基は、チオー
ル基の間のジスルフィド結合を介してエフェクターに共有結合し得る。一実施形態におい
て、エフェクター分子は、チオール基を含むように修飾される。当業者には、チオール基
が、水素原子に結合した硫黄原子を含有し、典型的には、当該技術分野において「－－Ｓ
Ｈ」または「ＲＳＨ」として示され得るスルフヒドリル基とも呼ばれることが理解される
。
【０１４７】
　一実施形態において、連結分子が、エフェクター分子を本発明のポリペプチドに繋ぐた
めに使用され得る。連結分子は、開裂性または非開裂性であってもよい。一実施形態にお
いて、開裂性連結分子は、連結分子がより低い酸化還元電位を有する環境、例えば細胞質
または遊離スルフヒドリル基を有する分子のより高い濃度を有する他の領域内で開裂可能
であるような、酸化還元開裂性連結分子である。酸化還元電位の変化により開裂可能な連
結分子の例は、ジスルフィドを含有するものを含む。開裂刺激は、本発明の結合タンパク
質の細胞内取り込み後に提供されてもよく、細胞質のより低い酸化還元電位が、連結分子
の開裂を促進する。別の実施形態において、ｐＨの低下が、標的細胞内へのメイタンシノ
イドカーゴの放出を誘引する。ｐＨの低下は、エンドソーム輸送、腫瘍成長、炎症、およ
び心筋虚血等の多くの生理学的および病理学的プロセスに関与する。ｐＨは、エンドソー
ムにおいて生理学的な７．４から５～６に降下し、リソソームにおいて４～５に降下する
。がん細胞のリソソームまたはエンドソームを標的化するために使用され得る酸感受性連
結分子の例は、例えば、アセタール、ケタール、オルトエステル、ヒドラゾン、トリチル
、ｃｉｓ－アコニチル、またはチオカルバモイルに見られるもの等の酸開裂性結合を有す
るものを含む（例えば、Ｗｉｌｌｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９３），Ｂｉｏｃｏｎｊ
．Ｃｈｅｍ．，４：５２１－７；米国特許第４，５６９，７８９号、米国特許第４，６３
１，１９０号、米国特許第５，３０６，８０９号、および米国特許第５，６６５，３５８
号を参照されたい）。他の例となる酸感受性連結分子は、ジペプチド配列Ｐｈｅ－Ｌｙｓ
およびＶａｌ－Ｌｙｓを含む（Ｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，（２００２），Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃ
ｈｅｍ．，４５：４３３６－４３）。開裂刺激は、低ｐＨエンドソーム区画（例えばリソ
ソーム）への細胞内取り込み輸送後に提供されてもよい。他の例となる酸開裂性連結分子
は、２つ以上のメイタンシノイドの付着のための２つ以上の酸開裂性結合を含有する分子
である（Ｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９），Ｂｉｏｃｏｎｊ．Ｃｈｅｍ．，１０：
２７９－８８；ＷＯ９８／１９７０５）。
【０１４８】
　開裂性連結分子は、特定の標的細胞に関連した生物学的に供給される開裂物質、例えば
リソソームまたは腫瘍関連酵素に感受性であってもよい。酵素的に開裂され得る連結分子
の例は、ペプチドおよびエステルを含むが、これらに限定されない。例となる酵素開裂性
連結分子は、カテプシンＢまたはプラスミン等の腫瘍関連プロテアーゼに感受性であるも
のを含む（Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９），Ｐｈａｒｍ．Ｔｈｅｒ．
，８３：６７－１２３；Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９８），Ｂｉｏｏｒ
ｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．，８：３３４１－５２；ｄｅ　Ｇｒｏｏｔ　ｅｔ　ａ
ｌ．，（２０００），Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．，４３：３０９３－１０２；ｄｅ　Ｇｒｏ
ｏｔ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）ｍ　４２：５２７７－８３）。カテプシンＢ開裂性部
位は、ジペプチド配列バリン－シトルリンおよびフェニルアラニン－リシンを含む（Ｄｏ
ｒｏｎｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３），Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，２１（７）：
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７７８－８４）；Ｄｕｂｏｗｃｈｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，（２００２），Ｂｉｏｃｏｎｊｕ
ｇ．Ｃｈｅｍ．，１３：８５５－６９）。他の例となる酵素開裂性部位は、好中球、マク
ロファージ、および他の顆粒球により優先的に放出される酵素である、チメットオリオゴ
ペプチダーゼ（Ｔｈｉｍｅｔ　Ｏｌｉｏｇｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ）（ＴＯＰ）等のトラウ
ス（ｔｒｏｕｓｅ）プロテアーゼにより認識される、４から１６アミノ酸のオリゴペプチ
ド配列（例えば、Ｓｕｃ－β－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｌｅｕ）により形成されるもの
を含む。
【０１４９】
　ある特定の具体的な態様において、本発明の結合ポリペプチドは、多重特異的であり、
例えば、第１の分子または分子のエピトープに結合する少なくとも１つの結合部位、およ
び第２の分子または第１の分子の第２のエピトープに結合する少なくとも１つの第２の結
合部位を有する。本発明の多重特異的結合分子は、少なくとも２つの結合部位を含んでも
よい。ある特定の実施形態において、本発明の多重特異的結合分子の少なくとも２つの結
合部位は、ＢＢＢ通過移動部位である。
【０１５０】
ＶＩ．結合分子の合成
　本発明のポリペプチドの形式を選択しても、ポリペプチドを生成するために様々な方法
が利用可能である。そのような方法は、化学合成技術および組み換えＤＮＡ発現技術を含
むが、これらに限定されない。
【０１５１】
　一実施形態において、本発明は、本発明のポリペプチド分子をコードする核酸配列を含
む核酸コンストラクトに関する。コードの縮重のために、様々な核酸配列がポリペプチド
のアミノ酸配列をコードすることが理解される。所望のポリヌクレオチドが、当該技術分
野において知られている方法を使用して（例えば、デノボ固相ＤＮＡ合成により、または
標的ポリペプチドをコードした事前に調製されたポリヌクレオチドのＰＣＲ突然変異誘発
により）生成され得る。
【０１５２】
　オリゴヌクレオチド媒介突然変異誘発は、（例えばＦｃ変異体部分に）アミノ酸置換を
コードしたコドンを導入するための置換、フレーム内挿入、または改質（例えば改質コド
ン）を調製するための１つの方法である。例えば、開始ポリペプチド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テンプレートにハイブリダイズするこ
とにより改質される。ハイブリダイゼーションの後、ＤＮＡポリメラーゼを使用して、オ
リゴヌクレオチドプライマーを組み込むテンプレートの第２の相補鎖全体を合成する。一
実施形態において、遺伝子改変、例えば、プライマーベースＰＣＲ突然変異誘発が、本発
明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを生成するために本明細書に定義される
ような改質を組み込むのに十分である。
【０１５３】
　組み換え生成のために、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列が、適切な発
現ビヒクル、すなわち、挿入されたコード配列の転写および翻訳に必要な要素、または、
ＲＮＡウイルスベクターの場合、複製および翻訳に必要な要素を含有するベクターに挿入
される。
【０１５４】
　ポリペプチドをコードする核酸は、適切なリーディングフレームにおいてベクターに挿
入される。次いで、発現ベクターが、ポリペプチドを発現する好適な標的細胞内にトラン
スフェクトされる。当該技術分野において知られているトランスフェクション技術は、リ
ン酸カルシウム沈殿（Ｗｉｇｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９７８，Ｃｅｌｌ　１４：７２５）
および電気穿孔（Ｎｅｕｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．１９８２，ＥＭＢＯ，Ｊ．１：８４１）
を含むが、これらに限定されない。様々な宿主－発現ベクター系を使用して、真核細胞に
おいて本明細書に記載のポリペプチドを発現させることができる。一実施形態において、
真核細胞は、哺乳動物細胞を含む動物細胞（例えば、ＣＨＯ、ＢＨＫ、Ｃｏｓ、ＨｅＬａ
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細胞）である。ポリペプチドが真核細胞において発現される場合、ポリペプチドをコード
するＤＮＡはまた、ポリペプチドが分泌されるのを許容するシグナル配列をコードし得る
。当業者には、タンパク質が翻訳される間、シグナル配列が細胞により開裂され、成熟ポ
リペプチドを形成することが理解される。一実施形態において、本発明は、本発明のリン
カーペプチドを含む成熟ポリペプチドに関する。代替として、シグナル配列が含まれない
場合、ポリペプチドは、細胞を溶解することにより回収され得る。
【０１５５】
　本発明のポリペプチドはまた、げっ歯類、ヤギ、ヒツジ、ブタ、またはウシ等の形質転
換動物において合成されてもよい。「形質転換動物」という用語は、外来遺伝子をそのゲ
ノムに組み込んだ人間以外の動物を指す。この遺伝子は、生殖細胞組織中に存在するため
、親から子に伝えられる。外来性遺伝子は、単一細胞胚内に導入される（Ｂｒｉｎｓｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．１９８５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：４
４３８）。形質転換動物を生成する方法は、当該技術分野において知られており、免疫グ
ロブリン分子を生成する形質転換体を含む（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９８１，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７８：６３７６；ＭｃＫｎｉｇｈｔ　ｅｔ
　ａｌ．１９８３，Ｃｅｌｌ　３４　：３３５；Ｂｒｉｎｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９８
３，Ｎａｔｕｒｅ　３０６：３３２；Ｒｉｔｃｈｉｅ　ｅｔ　ａｌ．１９８４，Ｎａｔｕ
ｒｅ　３１２：５１７；Ｂａｌｄａｓｓａｒｒｅ　ｅｔ　ａｌ．２００３，Ｔｈｅｒｉｏ
ｇｅｎｏｌｏｇｙ　５９：８３１；Ｒｏｂｌ　ｅｔ　ａｌ．２００３，Ｔｈｅｒｉｏｇｅ
ｎｏｌｏｇｙ　５９：１０７；Ｍａｌａｓｓａｇｎｅ　ｅｔ　ａｌ．２００３，Ｘｅｎｏ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　１０（３）：２６７）。
【０１５６】
　発現ベクターは、組み換えにより生成されたポリペプチドの容易な精製または特定を可
能とするタグをコードし得る。その例は、ハイブリッドタンパク質が生成されるように、
配列をコードする本明細書に記載のポリペプチドがｌａｃ　ｚコード領域と共にフレーム
内のベクターにライゲーションされ得る、ベクターｐＵＲ２７８（Ｒｕｔｈｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．１９８３，ＥＭＢＯ　Ｊ．２：１７９１）を含むがこれに限定されず；ｐＧＥＸベ
クターは、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）タグを有するタンパク質を発
現するために使用され得る。これらのタンパク質は、通常可溶性であり、グルタチオン－
アガロースビーズへの吸着に続く、遊離グルタチオンの存在下での溶出により、細胞から
容易に精製され得る。ベクターは、精製後のタグの容易な除去のための開裂部位（例えば
ＰｒｅＣｉｓｓｉｏｎ　Ｐｒｏｔｅａｓｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ、Ｐｅａｐａｃｋ、Ｎ．
Ｊ．））を含む。
【０１５７】
　本発明の目的のために、当該技術分野において認識された数多くの異なる発現ベクター
系を使用することができる。
【０１５８】
　こ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
不可欠な部分として、宿主生物において複製可能である。発現ベクターは、プロモーター
（例えば、自然発生的または異種プロモーター）、エンハンサー、シグナル配列、スプラ
イスシグナル、エンハンサー要素、および転写停止配列を含むがこれらに限定されない発
現制御配列を含んでもよい。好ましくは、発現制御配列は、真核宿主細胞を形質転換また
はトランスフェクトすることができるベクター中の真核生物プロモーター系である。発現
ベクターはまた、ウシ乳頭腫ウイルス、ポリオーマウイルス、アデノウイルス、ワクシニ
アウイルス、バキュロウイルス、レトロウイルス（ＲＳＶ、ＭＭＴＶまたはＭＯＭＬＶ）
、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、またはＳＶ４０ウイルス等の動物ウイルスから得ら
れるＤＮＡ要素を使用してもよい。その他は、ポリシストロン系の内部リボソーム結合部
位との使用を含む。
【０１５９】
　一般に、発現ベクターは、所望のＤＮＡ配列で形質転換された細胞の検出を可能とする
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ために、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
クリン耐性またはネオマイシン耐性）を含有する（例えば、Ｉｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ
．、米国特許第４，７０４，３６２号を参照されたい）。ＤＮＡをその染色体に統合した
細胞は、トランスフェクトされた宿主細胞の選択を可能にする１つ以上のマーカーを導入
することにより選択され得る。マーカーは、栄養要求性宿主への原栄養性、殺生物剤耐性
（例えば抗生物質）、または銅などの重金属に対する耐性を提供し得る。選択可能マーカ
ー遺伝子は、発現されるＤＮＡ配列に直接連結され得るか、または同時形質転換により同
じ細胞内に導入され得る。
【０１６０】
　他の好ましい実施形態において、本発明のポリペプチドは、ポリシストロン性コンスト
ラクトを使用して発現され得る。これらの発現系において、対象となる複数の遺伝子産物
、例えば多量体結合タンパク質の複数のポリペプチドが、単一のポリシストロン性コンス
トラクトから生成され得る。これらの系は、有利には、真核宿主細胞内に比較的高レベル
の本発明のポリペプチドを提供するために、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）を使用
する。適合するＩＲＥＳ配列は、同じく本明細書に組み込まれる米国特許第６，１９３，
９８０号に開示される。当業者には、そのような発現系が、本出願において開示されるポ
リペプチドの全範囲を効果的に生成するために使用され得ることが理解される。
【０１６１】
　より一般的には、ポリペプチドをコードするベクターまたはＤＮＡ配列が調製されたら
、発現ベクターは、適切な宿主細胞内に導入され得る。すなわち、宿主細胞は形質転換さ
れ得る。宿主細胞へのプラスミドの導入は、当該技術分野において周知の様々な技術によ
り達成され得る。これらは、トランスフェクション（電気泳動および電気穿孔を含む）、
原形質融合、リン酸カルシウム沈殿、エンベロープを有するＤＮＡとの細胞融合、マイク
ロインジェクション、および無傷ウイルスの感染を含むが、これらに限定されない。Ｒｉ
ｄｇｗａｙ，Ａ．Ａ．Ｇ．“Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅｃｔｏｒ
ｓ”Ｃｈａｐｔｅｒ　２４．２，ｐｐ．４７０－４７２　Ｖｅｃｔｏｒｓ，Ｒｏｄｒｉｇ
ｕｅｚ　ａｎｄ　Ｄｅｎｈａｒｄｔ，Ｅｄｓ．（Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈｓ，Ｂｏｓｔｏ
ｎ，Ｍａｓｓ．１９８８）を参照されたい。最も好ましくは、宿主へのプラスミド導入は
、電気穿孔による。形質転換した細胞は、軽鎖および重鎖の生成に適した条件下で増殖さ
れ、重鎖および／または軽鎖タンパク質合成に関して分析される。例となる分析技術は、
酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、または蛍光活性化細胞選別
分析（ＦＡＣＳ）、免疫組織化学等を含む。
【０１６２】
　本明細書において使用される場合、「形質転換」という用語は、遺伝子型を変化させ、
結果的に受容細胞における変化をもたらす受容宿主細胞へのＤＮＡの導入を指すように、
広範な意味で使用されるものとする。
【０１６３】
　これらと同じように、「宿主細胞」は、組み換えＤＮＡ技術を使用して構築され、少な
くとも１つの異種遺伝子をコードするベクターで形質転換された細胞を指す。組み換え宿
主からのポリペプチドの単離プロセスの説明において、「細胞」および「細胞培養物」と
いう用語は、別段に明確に指定されない限り、ポリペプチドの源を指すように同義的に使
用される。換言すれば、「細胞」からのポリペプチドの回収は、沈降させた全細胞から、
または培地および懸濁した細胞の両方を含有する細胞培養物からを意味し得る。
【０１６４】
　タンパク質発現に使用される宿主細胞株は、最も好ましくは、哺乳動物由来のものであ
り、当業者は、発現される所望の遺伝子産物に最も好適な具体的な宿主細胞株を優先的に
決定する能力を有すると考えられる。例となる宿主細胞株は、ＤＧ４４およびＤＵＸＢ１
１（チャイニーズハムスター卵巣系、ＤＨＦＲマイナス）、ＨＥＬＡ（ヒト子宮頸癌）、
ＣＶＩ（サル腎臓系）、ＣＯＳ（ＳＶ４０　Ｔ抗原によるＣＶＩの誘導体）、Ｒ１６１０
（チャイニーズハムスター線維芽細胞）ＢＡＬＢＣ／３Ｔ３（マウス線維芽細胞）、ＨＡ



(39) JP 2015-509097 A 2015.3.26

10

20

30

40

50

Ｋ（ハムスター腎臓系）、ＳＰ２／Ｏ（マウス骨髄腫）、Ｐ３ｘ６３－Ａｇ３．６５３（
マウス骨髄腫）、ＢＦＡ－１ｃ１ＢＰＴ（ウシ内皮細胞）、ＲＡＪＩ（ヒトリンパ球）な
らびに２９３（ヒト腎臓）を含むが、これらに限定されない。ＣＨＯ細胞が特に好ましい
。宿主細胞株は、典型的には、商業サービス、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎまたは公開された文献から入手可能である。
【０１６５】
　本発明のポリペプチドをコードする遺伝子は、細菌または酵母または植物細胞等の非哺
乳動物細胞においても発現され得る。これに関して、細菌等の様々な非哺乳動物単細胞微
生物、すなわち培養または発酵において増殖され得るものが形質転換され得ることが理解
される。形質転換を受けやすい細菌は、エンテロバクター属、例えば大腸菌またはサルモ
ネラの菌種；バシラス属、例えば枯草菌；肺炎球菌属；連鎖球菌属、およびインフルエン
ザ菌のメンバーを含む。さらに、細菌において発現される場合、ポリペプチドは、典型的
には、封入体の一部となることが理解される。ポリペプチドは、単離され、精製され、次
いで機能性分子に組み立てられなければならない。
【０１６６】
　原核生物に加えて、真核生物微生物も使用され得る。サッカロマイセス・セレビシアエ
、または一般にパン酵母は、真核微生物の中で最も一般的に使用されるが、多くの他の株
が一般的に利用可能である。
サッカロマイセスにおける発現のために、例えば、プラスミドＹＲｐ７（Ｓｔｉｎｃｈｃ
ｏｍｂ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２８２：３９（１９７９）；Ｋｉｎｇｓｍａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ，７：１４１（１９７９）；Ｔｓｃｈｅｍｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｇｅｎｅ，１０：１５７（１９８０））が一般的に使用される。このプラスミドは、例
えば、ＡＴＣＣ　Ｎｏ．４４０７６またはＰＥＰ４－１等のトリプトファン中で成長する
能力が欠如した酵母の変異株に対する選択マーカーを提供する、ＴＰＲ１遺伝子を既に含
有している（Ｊｏｎｅｓ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，８５：１２（１９７７））。次いで、酵母
宿主細胞ゲノムの特性としてのｔｒｐ１病変の存在は、トリプトファンの非存在下での増
殖により形質転換の検出に有効な環境を提供する。ピキア等の他の酵母もまた使用され得
る。所望により、発現制御配列を有する酵母発現ベクター（例えばプロモーター）、複製
源、停止配列等である。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
び他の糖分解酵素を含む。誘導可能な酵母プロモーターは、中でも、アルコールデヒドロ
ゲナーゼ、イソシトクロムＣ、ならびにメタノール、マルトースおよびガラクトース利用
を担う酵素からのプロモーターを含む。
【０１６７】
　代替として、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列は、形質転換動物のゲノムへ
の導入、およびその後の形質転換動物のミルクにおける発現のために、導入遺伝子に組み
込むことができる（例えば、Ｄｅｂｏｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，７４１，９５
７号、Ｒｏｓｅｎ、米国特許第５，３０４，４８９号、およびＭｅａｄｅ　ｅｔ　ａｌ．
、米国特許第５，８４９，９９２号を参照されたい）。好適な導入遺伝子は、カゼインま
たはベータラクトグロブリン等の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
ーとの作用可能な連結におけるポリペプチドのコード配列を含む。
【０１６８】
　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ生成は、所望のポリペプチドを大量に提供するための拡張を可能とす
る。組織培養条件下での哺乳動物の大量細胞培養法のための技術は、当該技術分野におい
て知られており、例えばエアリフト反応器内もしくは連続撹拌反応器内の均質懸濁培養、
または、例えば中空繊維内、マイクロカプセル内、アガロースマイクロビーズもしくはセ
ラミックカートリッジ上への固定化もしくは閉じ込め細胞培養を含む。必要および／また
は所望に応じて、ポリペプチドの溶液は、例えば、合成ヒンジ領域ポリペプチドの優先的
生合成の後、または本明細書に記載のＨＩＣクロマトグラフィーステップの前もしくは後
に、習慣的なクロマトグラフィー法、例えば、ゲル濾過、イオン交換クロマトグラフィー
、ＤＥＡＥ－セルロースもしくは（免疫）親和性クロマトグラフィーでのクロマトグラフ
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ィーにより精製され得る。下流側の精製を促進するために、親和性タグ配列（例えばＨｉ
ｓ（６）タグ）が、随意にポリペプチド配列内に付着または含有されてもよい。
【０１６９】
　当業者は、本発明に関連した使用のために、より小さいペプチドを容易に合成すること
ができる。合成ペプチドを調製するための標準的手順は、当該技術分野において周知であ
る。ペプチドは、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄの固相ペプチド合成（ＳＰＰＳ）法（参照により
本明細書に組み込まれるＪ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，８５：２１４９（１９６４））
を使用して、または、当該技術分野において周知の標準的溶液法（例えば、参照により本
明細書に組み込まれるＢｏｄａｎｚｓｋｙ，Ｍ．，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　２ｎｄ　ｒｅｖｉｓｅｄ　ｅｄ．（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－
Ｖｅｒｌａｇ，１９８８　ａｎｄ　１９９３）を参照されたい）を使用して合成され得る
。代替として、当該技術分野において周知の同時複数ペプチド合成（ＳＭＰＳ）技術が使
用され得る。Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄの方法により調製されるペプチドは、Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１　Ａ－０１　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ
（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、Ｃａｌｉｆ．）等の自動化ペプチド合成装置を使用して
、または、参照により本明細書に組み込まれるＨｏｕｇｈｔｅｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ　８２：５１３１（１９８５）により説明される、手作業によ
るペプチド合成技術を使用して合成され得る。
【０１７０】
　ペプチドは、アミノ酸またはアミノ酸類似体を使用して合成することができ、その活性
基は、例えば、ｔ－ブチルジカーボネート（ｔ－ＢＯＣ）基またはフルオレニルメトキシ
カルボニル（ＦＭＯＣ）基を使用して、必要に応じて保護される。アミノ酸およびアミノ
酸類似体は、商業的に購入する（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．；Ａｄｖａｎｃ
ｅｄ　Ｃｈｅｍｔｅｃ）、または当該技術分野において知られた方法を使用して合成する
ことができる。固相法を使用して合成されたペプチドは、４－メチルベンズヒドリルアミ
ン（ＭＢＨＡ）、４－（オキシメチル）－フェニルアセトアミドメチルおよび４－（ヒド
ロキシメチル）フェノキシメチル－コポリ（スチレン－１％ジビニルベンゼン）（Ｗａｎ
ｇ樹脂）（これらは全て市販されている）を含む樹脂に、または、参照により本明細書に
組み込まれるＤｅ　Ｇｒａｄｏ　ａｎｄ　Ｋａｉｓｅｒ，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．４７：
３２５８（１９８２）により説明されるように合成され得るｐ－ニトロベンゾフェノンオ
キシムポリマー（オキシム樹脂）に付着され得る。
【０１７１】
ＶＩＩ．結合分子の精製
　本発明のポリペプチドは、発現したら、当該技術分野における標準的手順、例えば、硫
酸アンモニウム沈殿、親和性カラムクロマトグラフィー、ＨＰＬＣ精製、ゲル電気穿孔等
（一般に、Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｓｐｒｉｎｇｅ
ｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．，（１９８２）を参照されたい）に従い精製され得る。新し
く合成されたペプチドはまた、逆相高速液体クロマトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）等の
方法、またはペプチドのサイズもしくは電荷に基づく他の分離方法を使用して精製され得
る。さらに、精製されたペプチドは、これらの方法、ならびにアミノ酸分析および質量分
析等の他の周知の方法を使用して特性決定され得る。
【０１７２】
　薬学的用途には、少なくとも約９０％から９５％の均質性の実質的に純粋なタンパク質
が好ましく、９８％から９９％またはそれ以上の均質性が最も好ましい。
【０１７３】
ＶＩＩＩ．投与方法
　本発明のポリペプチドの調製および対象への投与方法は、当業者に周知である、または
当業者により容易に決定される。
【０１７４】
　対象への投与のための組成物は、本発明の結合分子（遺伝子治療用途のため）をコード
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するヌクレオチド配列を含む核酸分子およびポリペプチド分子を含む。
【０１７５】
　導入方法は、皮内、筋肉内、腹腔内、静脈内、皮下、鼻腔内、硬膜外、および経口経路
を含むがこれらに限定されない。複合体は、任意の便利な経路により、例えば、注入また
はボーラス注射により、上皮または皮膚粘膜内皮（例えば、口腔粘膜、直腸および腸粘膜
等）を通した吸収により投与されてもよく、また、他の薬理学的に活性な薬剤と共に投与
されてもよい。投与は、全身または局所的であってもよい。
【０１７６】
　ある特定の状況において、脳室内およびくも膜下注射を含む任意の好適な経路により、
本発明の薬学的組成物を中枢神経系に直接導入することが望ましくなり得；脳室内注射は
、例えばオンマヤ槽等の槽に取り付けられた脳室内カテーテルにより容易化され得る。
【０１７７】
　例えば吸入器または噴霧器、およびエアロゾル化剤を用いた製剤の使用により、経肺ま
たは経鼻投与もまた使用することができる。
【０１７８】
　別の実施形態において、複合体は、制御放出系において送達され得る。一実施形態にお
いて、ポンプが使用されてもよい（Ｌａｎｇｅｒ（上記参照）；Ｓｅｆｔｏｎ，ＣＲＣ　
Ｃｒｉｔ．Ｒｅｆ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇ．１４：２０１（１９８７）；Ｂｕｃｈｗａｌ
ｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｕｒｇｅｔｙ　８８：５０７（１９８０）；Ｓａｕｄｅｋ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２１：５７４（１９８９）を参照されたい）。さ
らに別の実施形態において、制御放出系は、治療標的、すなわち脳の近傍に配置されても
よく、したがって、全身用量の極一部を必要とし得る（例えば、Ｇｏｏｄｓｏｎ，ｉｎ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａ
ｓｅ（上記参照），ｖｏｌ．２，ｐｐ．１１５－１３８（１９８４）を参照されたい）。
【０１７９】
　他の制御放出系は、Ｌａｎｇｅｒによる考察（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７－１
５３３（１９９０））において考察されている。
【０１８０】
　対象は、好ましくは、ウシ、ブタ、ウマ、ニワトリ、ネコ、犬等を含む動物を含むがこ
れらに限定されない動物であり、好ましくは哺乳動物、最も好ましくは人間である。
【０１８１】
　通常、注射に好適な薬学的組成物は、緩衝剤（例えば酢酸塩、リン酸塩またはクエン酸
塩緩衝剤）、界面活性剤（例えばポリソルベート）、任意選択で安定剤（例えばヒトアル
ブミン）等を含み得る。しかしながら、本明細書における教示に適合する他の方法におい
て、ポリペプチドは、有害な細胞集団の部位に直接送達され、それにより疾患組織の治療
剤への曝露を増加させることができる。
【０１８２】
　非経口投与用の調製物は、無菌水溶液または非水溶液、懸濁液、およびエマルジョンを
含む。非水溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、オリーブ油等
の植物油、オレイン酸エチル等の注射可能な有機エステルである。水性担体は、生理食塩
水および緩衝媒体を含む、水、アルコール／水溶液、エマルジョンまたは懸濁液を含む。
主題の発明において、薬学的に許容される担体は、０．０１～０．１Ｍ、好ましくは０．
０５Ｍのリン酸塩緩衝液、または０．８％生理食塩水を含むが、これらに限定されない。
他の一般的な非経口ビヒクルは、リン酸ナトリウム溶液、リンゲルのデキストロース（Ｒ
ｉｎｇｅｒ’ｓ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ）、デキストロースおよび塩化ナトリウム、乳酸加リ
ンゲル液、または不揮発性油を含む。静脈内投与用ビヒクルは、流体および栄養補給液、
電解質補給液、例えばリンガーのデキストロースに基づくもの等を含む。保存剤および他
の添加剤、例えば抗菌剤、酸化防止剤、キレート剤、および不活性ガス等もまた存在し得
る。
【０１８３】
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より具体的には、注射用途に好適な薬学的組成物は、無菌注射溶液または分散液の即座の
調製のための、無菌水溶液（水溶性の場合）または分散液および無菌粉末を含む。そのよ
うな場合、組成物は無菌でなければならず、容易な注射可能性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌｉ
ｔｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは製造および保管条件において安
定であるべきであり、好ましくは細菌や真菌等の微生物の汚染作用に対し保護される。担
体は、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコールおよ
び液体ポリエチレングリコール等）、ならびにそれらの適した組み合わせを含有する、溶
媒または分散媒であってもよい。例えばレシチン等のコーティングを使用することにより
、分散の場合は必要な粒径を維持することにより、および界面活性剤の使用により、適正
な流動性を維持することができる。
【０１８４】
　微生物の活動の防止は、様々な抗菌および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノー
ル、フェノール、アスコルビン酸、チメロサール等により達成され得る。多くの場合にお
いて、組成物中に、等張剤、例えば糖、多価アルコール、例えばマンニトール、ソルビト
ール、または塩化ナトリウムを含めることが好ましい。注射用組成物の持続的吸収は、吸
収を遅延させる薬剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物中に
含めることによりもたらすことができる。
【０１８５】
　いずれの場合も、無菌注射溶液は、必要な量の活性化合物（例えば、単独または他の活
性薬剤と組み合わせたポリペプチド）を、必要に応じて本明細書に列挙された成分のうち
の１つまたはそれらの組み合わせと共に適切な溶媒に組み込み、続いて無菌濾過すること
により調製することができる。一般に、分散液は、基本的な分散媒および上に列挙された
ものからの必要な他の成分を含有する無菌ビヒクルに、活性化合物を組み込むことにより
調製される。無菌注射溶液の調製用の無菌粉末の場合、好ましい調製方法は、真空乾燥お
よびフリーズドライであり、これにより、活性成分と、以前に無菌濾過されたその溶液か
らの追加的な任意の所望の成分との粉末が得られる。当技術分野において知られた方法に
従い、注射用調製物は処理され、アンプル、袋、瓶、注射器またはバイアル等の容器に充
填され、無菌状態で封止される。さらに、調製物は、好ましくは、関連した組成物が、自
己免疫性または腫瘍性障害に罹患した、またはその傾向がある対象の治療に有効であるこ
とを示すラベルまたは添付文書を有するキットの形態で、包装および販売されてもよい。
【０１８６】
　状態の治療のための本発明の組成物の効果的な用量は、投与手段、標的部位、患者の生
理学的状態、患者が人間であるかまたは動物であるか、投与される他の医薬、および処置
が予防的であるかまたは治療的であるかを含む、多くの異なる要因に依存して変動する。
通常、患者は人間であるが、形質転換哺乳動物を含む人間以外の哺乳動物もまた治療され
得る。
【０１８７】
　治療用量は、安全性および有効性を最適化するために、当業者に知られた慣例的方法を
使用して滴定され得る。一実施形態において、本発明のポリペプチドは、患者に以前に投
与されたものであるが、従来のリンカーペプチドの代わりに本発明のリンカーペプチドを
含むように修飾されているポリペプチドである。そのような場合、投与されるポリペプチ
ドの用量は、以前に安全および効果的であることが判明した用量、すなわち治療標準に一
致する。
【０１８８】
　本発明のポリペプチドは、複数の機会で投与され得る。単一の投薬の間の間隔は、週１
回、月１回、または年１回であってもよい。また、間隔は、患者におけるポリペプチド、
ポリペプチド標的、または抗原の血液レベルを測定することにより示されるように、不規
則であってもよい。いくつかの方法において、投薬は、特定のｉｎ　ｖｉｖｏ濃度に達す
るように調節される。代替として、ポリペプチドは、持続放出製剤として投与されてもよ
く、この場合、より低頻度の投与が必要である。用量および頻度は、患者におけるポリペ
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プチドの半減期に依存して変動する。
【０１８９】
　投与の用量および頻度は、処置が予防的であるかまたは治療的であるかに依存して変動
し得る。予防用途においては、本発明のポリペプチドまたはそのカクテルを含有する組成
物は、患者の耐性を向上させるために、まだ疾患状態にない患者に投与される。そのよう
な量は、「予防上効果的な量」と定義される。長期的な期間にわたり、比較的低頻度の間
隔で比較的低い用量が投与されてもよい。一部の患者は、生涯にわたり処置を受け続ける
。
【０１９０】
　治療用途においては、比較的短い間隔で比較的高用量が投与されてもよく、時折、疾患
の進行が低減または停止されるまで、好ましくは患者が疾患の症状の部分的または完全な
改善を示すまで必要とされ得る。
【０１９１】
　本発明の分子は、（例えば、併用治療計画を提供するために）薬剤（複数を含む）と併
用して、または組み合わせて使用され得る。本発明の分子を組み合わせることができる例
となる薬剤は、治療される特定の障害の現在の治療標準を示す薬剤を含む。そのような薬
剤は、化学的または生物学的の性質を有し得る。「生物学的」または「生物学的薬剤」と
いう用語は、治療薬としての使用を意図した、生物および／またはその産物から作製され
る任意の薬学的に活性な薬剤を指す。
【０１９２】
　本発明のポリペプチドは、随意に、処置（例えば予防的または治療的）を必要とする障
害または状態を処置する上で効果的な他の薬剤と組み合わせて投与されてもよい。本明細
書において使用される場合、補助療法と併用または組み合わされた本発明のポリペプチド
の投与は、療法および開示されるポリペプチドの、逐次的な、同時の、同じ範囲の、両立
する、または同時期の投与または適用を意味する。当業者には、併用治療計画の様々な成
分の投与または適用が、処置の全体的有効性を向上させるように時間調節され得ることが
理解される。例えば、化学治療薬剤または生物学的薬剤は、主題の結合分子と併用した標
準的な周知の処置過程で投与されてもよい。当業者（例えば医師）は、選択された補助療
法および本明細書の教示に基づき、必要以上の実験を行うことなく、効果的な併用治療計
画を容易に見定めることができる。
【０１９３】
　一実施形態において、ポリペプチドは、核酸分子としての投与により、患者において生
成され得る。核酸分子は、ベクター、プラスミド、リポソーム、ＤＮＡ注射、電気穿孔、
遺伝子銃、静脈内注射または肝動脈注入を含む、当該技術分野において知られた技術を使
用して投与され得る。遺伝子治療の実施形態における使用のためのベクターは、当該技術
分野において知られている。
【０１９４】
　本発明のポリペプチドと組み合わせて使用される薬剤の量は、対象により変動し得、ま
たは、当該技術分野において知られているものに従って投与され得る。例えば、Ｂｒｕｃ
ｅ　Ａ　Ｃｈａｂｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ
，ｉｎ　Ｇｏｏｄｍａｎ＆Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ
　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　１２３３－１２８７（（Ｊｏｅｌ　Ｇ
．Ｈａｒｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，９ｔｈ　ｅｄ．１９９６）を参照されたい
。別の実施形態において、治療標準に一致するそのような薬剤の量が投与される。
【０１９５】
　上述のように、本発明のポリペプチドは、哺乳動物障害のｉｎ　ｖｉｖｏ処置のために
薬学的に効果的な量で投与され得る。これに関して、本発明の分子は、投与を容易化し、
活性薬剤の安定性を促進するために製剤化され得る。好ましくは、本発明による薬学的組
成物は、生理食塩水、非毒性緩衝液、保存剤等の薬学的に許容される非毒性無菌担体を含
む。本出願の目的のために、治療薬剤に複合化した、または複合化していない本発明のポ
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リペプチドの薬学的に効果的な量は、抗原への効果的な結合を達成するため、および利点
を達成するため、例えば疾患もしくは障害の症状を改善するため、または物質もしくは細
胞を検出するために十分な量を意味するものとする。腫瘍細胞の場合、ポリペプチドは、
好ましくは、腫瘍性または免疫反応性細胞上の選択された免疫反応性抗原と相互作用する
ことができる。当然ながら、本発明の薬学的組成物は、薬学的に効果的な量のポリペプチ
ドを提供するために、単回または複数回投薬で投与され得る。
【０１９６】
　本開示の範囲に即して、本発明の分子は、治療または予防効果を生成するために十分な
量で、上述の処置方法に従って人間または他の動物に投与され得る。
【０１９７】
　投与形態および剤形は、当然ながら、所与の処置用途に望ましく有効な化合物の治療量
に影響する。治療上効果的な量は、疾患の発生を予防、遅延、もしくはその重症度を低減
するために必要な量、または進行している疾患を停止もしくはその重症度を低減するため
に必要な量である。この量は、被投与者の体重および健康、形質転換されている細胞の種
類、本発明の組成物の投与形態、ならびに処置されている医学的障害の種類等の因子に基
づいて変動することが、当業者に容易に明らかとなる。
【０１９８】
　本発明はまた、本発明の薬学的組成物の成分の１つ以上が充填された１つ以上の容器を
備える、薬学的パックまたはキットを提供する。随意に、製剤または生物学的製品の製造
、使用または販売を規制している政府機関により規定される形態の通知が、その容器（複
数を含む）に伴ってもよく、この通知は、ヒトへの投与のための製造、使用または販売の
機関による承認を反映する。
【０１９９】
　以下の実施例により本発明をさらに説明するが、実施例は限定として解釈されるべきで
はない。本出願全体を通して引用される全ての参考文献、特許および特許出願公開の内容
は、参照により本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０２００】
　ＦＣ５分子の発現、精製および特性決定：ＦＣ５を大腸菌において発現させ、細胞周辺
腔から可溶性タンパク質を放出させるための浸透圧衝撃を使用して精製した。次いで、フ
ラクトゲルＳＥ上でのカチオン交換に続くスーパーデックス２００上でのゲル濾過により
、可溶性Ｈｉｓタグ化ＦＣ５をニッケルカラム上で溶解物から捕捉した。ラクダ科Ｖｈｈ
を、ＳＤＳ　ＰＡＧＥにより特性決定した（図２ａ～ｃ）。前述の方法に従い、ＦＣ５－
Ｆｃ、Ｆｃ－ＦＣ５およびＦＣ５－ｓｃｒａｍ－Ｆｃを、ＤＧ４４　ＣＨＯ細胞株におい
て発現させた。ｐＨを７．０に調節し、事前に平衡化された５ｍｌ　ＨｉＴｒａｐ　ｒＰ
ｒｏｔｅｉｎＡ　ＦＦカラム（ＧＥ　ｈｅａｔｈｃａｒｅ）上でタンパク質を捕捉するこ
とにより、所望のｈＦｃ含有タンパク質をＣＨＯ細胞発酵培地（１Ｌ）から精製した。全
身の内毒素依存性ＢＢＢ開裂が生じないことを確実とするために、全ての精製されたタン
パク質を、注射前に内毒素のレベルに関して特性決定した。結果を表Ｉに示す。Ｕｔｏ　
ｅｔ　ａｌ．１９９１（Ｕｔｏ，Ｉ．，Ｉｓｈｉｍａｔｓｕ，Ｔ．，Ｈｉｒａｙａｍａ，
Ｈ．，Ｕｅｄａ，Ｓ．，Ｔｓｕｒｕｔａ，Ｊ．，ａｎｄ　Ｋａｍｂａｒａ，Ｔ．（１９９
１）Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　１３８（１
），８７－９４）に記載の方法を用い、神経活性ペプチド、ダラルギン、ガラニンまたは
ＮＰＹを、スクシンイミジアル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カ
ルボキシレート（ＳＭＣＣ）二官能性化学リンカーを使用して、所望の分子（ＦＣ５、Ｆ
Ｃ５－Ｆｃ）に連結させた。連結させる各ペプチドは、システアミド類似体を用いてＣ末
端上で合成され、これにより、ＳＭＣＣ二官能性架橋化学を使用した、遊離システインを
介したタンパク質上のリシン側鎖へのペプチドのＣ末端架橋が可能であった。架橋後、各
標識化分子を、Ｓ－２００調製ゲル濾過により精製し、架橋反応中に形成されたいかなる
凝集物も排除した。各ＦＣ５ドメインまたはＦＣ５－Ｆｃドメインに連結したペプチドダ
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ラルギン、ＮＰＹまたはガラニンの平均数を、質量分析により決定した。表Ｉは、ＦＣ５
、ＦＣ５－ＦｃまたはＦｃ－ＦＣ５ドメイン当たりの連結したペプチドの平均数を示す。
【０２０１】
　ＦＣ５含有分子の循環薬物動態：ＢＢＢ内皮細胞のＦＣ５含有抗体のそれぞれへの暴露
を理解するために、分子の薬物動態をラットにおいて決定した。動物に、ヒトＦｃドメイ
ンに融合したＦＣ５　Ｖｈｈ　Ｎ末端（ＦＣ５－Ｆｃ）またはＣ末端（Ｆｃ－ＦＣ５）を
３ｍｐｋで腹腔内投薬した。血漿中のＦＣ５－ＦｃまたはＦｃ－ＦＣ５の濃度を、ＥＬＩ
ＳＡにより様々な時点で測定した。結果を分析して、各コンストラクトのベータ相半減期
を決定した（表ＩＩ）。結果は、ＦＣ５－ＦｃおよびＦｃ－ＦＣ５の半減期が、ヒトＦｃ
に融合した場合、ＦＣ５　Ｖｈｈ単独の場合よりも大幅に長いことを示したが、Ｆｃはリ
サイクリングを付与することが周知であり、より大きな質量が腎臓濾過を防止する（Ｈｏ
ｌｔ，Ｌ．Ｊ．，Ｈｅｒｒｉｎｇ，Ｃ．，Ｊｅｓｐｅｒｓ，Ｌ．Ｓ．，Ｗｏｏｌｖｅｎ，
Ｂ．Ｐ．，ａｎｄ　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ，Ｉ．Ｍ．（２００３）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　ｂ
ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２１（１１），４８４－４９０）。
【０２０２】
　ＦＣ５含有分子のｉｎ　ｖｉｔｒｏ輸送速度：我々は、各ＦＣ５含有タンパク質のｉｎ
　ｖｉｖｏ通過ＢＢＢ流動速度をモデル化するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＢＢＢ内皮細
胞層を使用した。ｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルは、小分子による緊張に関して検証された単層
アッセイ系において、固定化成体ラット脳内皮細胞（ＳＶ－ＡＲＢＥＣ）の単層を使用し
た（Ｇａｒｂｅｒｇ，Ｐ．，Ｂａｌｌ，Ｍ．，Ｂｏｒｇ，Ｎ．，Ｃｅｃｃｈｅｌｌｉ，Ｒ
．，Ｆｅｎａｒｔ，Ｌ．，Ｈｕｒｓｔ，Ｒ．Ｄ．，Ｌｉｎｄｍａｒｋ，Ｔ．，Ｍａｂｏｎ
ｄｚｏ，Ａ．，Ｎｉｌｓｓｏｎ，Ｊ．Ｅ．，Ｒａｕｂ，Ｔ．Ｊ．，Ｓｔａｎｉｍｉｒｏｖ
ｉｃ，Ｄ．，Ｔｅｒａｓａｋｉ，Ｔ．，Ｏｂｅｒｇ，Ｊ．Ｏ．，ａｎｄ　Ｏｓｔｅｒｂｅ
ｒｇ，Ｔ．（２００５）Ｔｏｘｉｃｏｌ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　１９（３），２９９－３３
４）。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ流動速度測定のための方法は、（Ｃａｒａｍ－Ｓａｌａｓ，Ｎ．
，Ｂｏｉｌｅａｕ，Ｅ．，Ｆａｒｒｉｎｇｔｏｎ，Ｇ．Ｋ．，Ｇａｒｂｅｒ，Ｅ．，Ｂｒ
ｕｎｅｔｔｅ，Ｅ．，Ａｂｕｌｒｏｂ，Ａ．，ａｎｄ　Ｓｔａｎｉｍｉｒｏｖｉｃ，Ｄ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ　７６３，ｅｄ．２０１０
，３８３－４０１）に記載のものとほぼ同一であった。ＳＶ－ＡＲＢＥＣ細胞層を介した
ＦＣ５、ＦＣ５－ＦｃおよびＦｃ－ＦＣ５の流入速度を測定したが、結果は図３に示され
る通りである。
【０２０３】
　ＴＭＥＭ３０Ａに対するＦＣ５分子の結合親和性：新しく単離されたラットＢＢＢ内皮
細胞、ＳＶ４０形質転換ラットＢＢＢ内皮細胞（Ｃａｒａｍ－Ｓａｌａｓ，Ｎ．，Ｂｏｉ
ｌｅａｕ，Ｅ．，Ｆａｒｒｉｎｇｔｏｎ，Ｇ．Ｋ．，Ｇａｒｂｅｒ，Ｅ．，Ｂｒｕｎｅｔ
ｔｅ，Ｅ．，Ａｂｕｌｒｏｂ，Ａ．，ａｎｄ　Ｓｔａｎｉｍｉｒｏｖｉｃ，Ｄ．Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ　７６３，ｅｄ．２０１０，３８３
－４０１）、および事前に特定された標的ＴＭＥＭ３０Ａで一時的にトランスフェクトし
たＨｅｋ２９３細胞を使用して、各分子の結合親和性を、別個の蛍光フローサイトメトリ
ーアッセイにおいて評価した。各細胞株に対する結合曲線を図４Ａ～Ｃに示し、計算され
た親和性値を表ＩＩＩに示す。結果は、初代ラットＢＢＢ内皮細胞に対するＦＣ５Ｆｃの
結合が、１１ｎＭの親和性を有し、一方、ＳＶ４０形質転換細胞株に対する結合は、７５
ｎＭのＥＣ５０値、すなわち約７倍弱い結合をもたらすことを示している。一方で、ラッ
トＴＭＥＭ３０Ａ一時的形質転換Ｈｅｋ２９３細胞株に対する結合は、約１７００ｎＭ、
すなわち初代ＢＢＢ内皮細胞株に対する結合よりもほぼ１７０倍弱い親和性をもたらす。
これらのデータは、フローサイトメトリーにより測定された場合、ＦＣ５－ＦｃがＦＣ５
　Ｖｈｈ単独より高い見掛けの親和性の大幅な増加を有することを示しており、これは、
ＦＣ５－ＦｃがＴＭＥＭ－３０Ａを発現する細胞に対して二座親和性をもって結合するこ
とを示唆している。
【０２０４】
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　動物モデルにおける有効性評価：ＲＭＴによりＢＢＢを介して分子ペイロードを送達す
るための輸送体として機能する分子の能力に対して、ＦＣ５　Ｖｈｈドメイン二量体化が
有する効果を評価するために、これらの分子の活性を動物モデルにおいて評価した。輸送
効率には多くの要因が影響し得ることが知られており、例えば、抗トランスフェリン受容
体抗体の親和性を数分の１にでも低減することが、ＢＢＢ通過移動を効果的に行う分子の
能力にプラスの影響を与えることが報告されている（Ｙｕ，Ｙ．Ｊ．，Ｚｈａｎｇ，Ｙ．
，Ｋｅｎｒｉｃｋ，Ｍ．，Ｈｏｙｔｅ，Ｋ．，Ｌｕｋ，Ｗ．，Ｌｕ，Ｙ．，Ａｔｗａｌ，
Ｊ．，Ｅｌｌｉｏｔｔ，Ｊ．Ｍ．，Ｐｒａｂｈｕ，Ｓ．，Ｗａｔｔｓ，Ｒ．Ｊ．，ａｎｄ
　Ｄｅｎｎｉｓ，Ｍ．Ｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ　３（８４），８４ｒａ４４）。この概念によれば、ＦＣ５　ＶｈｈのＦｃ二量体化
後の大幅な親和性の向上が、効果的ＢＢＢ輸送分子として機能するＦＣ５　Ｖｈｈの能力
に悪影響を及ぼすことが予測される。したがって、神経活性ペプチドが連結した分子（各
分子は異なるＦＣ５結合価を有する）の効力を、ｉｎ　ｖｉｖｏモデルにおいて評価した
。
【０２０５】
　Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓモデルは、フロイトアジュバントの足への注射により誘発された
熱疼痛に対する増加した感受性を測定する。熱疼痛は、脳の中脳水道周囲部分におけるミ
ュー疼痛受容体に対する６アミノ酸ペプチドダラルギンの結合後に抑制され得る。静脈内
注射されたダラルギンは、ＢＢＢを通過することができず、疼痛抑制をもたらさないが、
ＩＣＶ注射により、ダラルギンはミュー受容体に拡散してミュー受容体を阻止し、それに
より疼痛を阻止することができる。したがって、静脈内注射されたダラルギンは、受容体
媒介輸送体に連結して、ＢＢＢ通過輸送および疼痛抑制を可能とするはずである。ＦＣ５
含有分子により媒介されたダラルギンのＢＢＢを介した輸送を評価するために、Ｈａｒｇ
ｒｅａｖｅｓ動物モデルを使用して、ダラルギンに連結したＦＣ５　Ｖｈｈの様々な分子
形態の効力を比較した。ＦＣ５－ダラルギンの陰性対照分子は、ＥＧ２－ダラルギンであ
り、ＦＣ５－Ｆｃ－ダラルギンの陰性対照分子は、Ｆｃ－ＦＣ５－ダラルギンであった。
【０２０６】
　陽性および陰性被験物質の比較可能性を確実とするために、ＦＣ５－ＤａｌおよびＥＧ
２－Ｄａｌを質量分析により特性決定し、各Ｖｈｈに対する連結したダラルギンペプチド
の比が同等であることを示した（表Ｉ）。
【０２０７】
　静脈内（ＩＶ）注射の前に、各分子をまず陽性対照として脳室内（ＩＣＶ）注射により
試験し、全ての連結した分子が機能的に活性であり、疼痛抑制を誘発し得ることを確実と
した。分子は脳脊髄液に直接注射され、中脳水道周囲ミュー疼痛受容体に拡散しそれを阻
止することができるため、陰性対照および陽性試験分子は両方とも、ＩＣＶ注射後に疼痛
を抑制すると推測される。ＩＣＶ注射により評価した全ての場合において、ＦＣ５－Ｄａ
ｌ、ＥＧ２－Ｄａｌ、ＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌ、Ｆｃ－ＦＣ５－Ｄａｌまたはダラルギン単
独は、送達されたダラルギンの量に基づき、同様の効力を提供した。次に、各ダラルギン
標識化分子および対応するダラルギン標識化対照タンパク質を、ＩＶ投与後の有効性に関
して評価した。まず、対照（ＥＧ２－Ｄａｌ）の有効性に対するＦＣ５－Ｄａｌの有効性
を比較した。結果は、モルヒネ単独により観察され得る抑制レベルと同様の完全疼痛抑制
が達成されたことを示している（図５ａおよびｂ）。興味深いことに、最初の疼痛抑制が
観察されるまでに、用量当たり１ｋｇ当たり７．５ｍｇ（ｍｐｋ）のＦＣ５－Ｄａｌの３
回の投薬が必要であったことが分かる。さらに、対照群は、動物が同様に１ｋｇ当たり７
．５ｍｇ（ｍｐｋ）で３回投薬された後でも、疼痛抑制を示さなかった。これらのデータ
は、ＦＣ５が受容体媒介輸送体として機能し、ＢＢＢを介してダラルギンを脳実質内に輸
送し、ダラルギンをミュー疼痛受容体に結合およびそれを阻止させることができ、一方対
照ＥＧ２－ダラルギンは疼痛抑制を示さなかったことを実証および確証している。これら
のデータを表ＩＶに要約する。
【０２０８】
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　二量体化ＦＣ５形態、ＦＣ５－ＦｃおよびＦｃ－ＦＣ５は、ＢＢＢ内皮細胞上のＴＭＥ
Ｍ　３０Ａに対して非常に異なる結合親和性を示した（表ＩＩＩ）。Ｈａｒｇｒｅａｖｅ
ｓ疼痛モデルにおいて、親和性の向上が効力の改善に関連しているかを決定するために、
ＦＣ５－Ｆｃ－ｄａｌおよびＦｃ－ＦＣ５－ｄａｌの両方を、疼痛抑制に関して評価した
。ＩＶ注射後、Ｆｃ－ＦＣ５－ｄａｌは、有効性を示さず（図６ａ～ｄ）、一方ＦＣ５－
Ｆｃ－ｄａｌ（図７ａおよび７ｃ）は、疼痛抑制において極めて有効であった。さらに、
陰性対照Ｆｃ－Ｄａｌは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて有効性を示さなかった（図７ｂおよび
７ｄ）。ＦＣ５－Ｆｃは、最初の０．５ｍｐｋでの単回投薬でも最初の１時間以内に疼痛
の低減において有効性を示し、最初の０．５時間後は平均５０％ＭＰＥであった。ＦＣ５
－ｄａｌの効力をＦＣ５－Ｆｃ－ｄａｌの結果と比較すると、２１ｍｐｋでのＦＣ５－ｄ
ａｌの単回投薬が、０．５ｍｐｋでのＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌとほぼ同じレベルの疼痛抑制
を提供することが示された。注射されたダラルギンのモル比に基づき、ＦＣ５Ｆｃ－Ｄａ
ｌは、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓモデルでの疼痛を抑制する能力において、ＦＣ５－Ｄａｌよ
りも約８０倍高い効力を示す。２．５ｍｐｋでのＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌの第２の投薬は、
１匹の動物において、可能な最大疼痛抑制を提供するのに十分であった。Ｈａｒｇｒｅａ
ｖｅｓ疼痛モデルにおいて観察された、ＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌ、Ｆｃ－ＦＣ５－Ｄａｌお
よびＦＣ５－Ｄａｌの向上した生物活性の観察は、表ＩＩに要約されるように、ＦＣ５－
Ｆｃのより高い親和性およびより高い有効性に関連している。
【０２０９】
　さらに、他の神経活性ペプチドを使用して、疼痛抑制の同様の有効性が達成され得る。
例えば、上述のものと同一の化学的性質を有する、ＦＣ５またはＦＣ５－Ｆｃに連結した
ガラニン、２９アミノ酸の３．２ｋＤペプチドは、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓモデルにおいて
慢性疼痛を抑制した。対照的に、Ｆｃのみに連結したガラニンは、効果的な疼痛緩和を提
供することができなかった。ＩＣＶ陽性対照およびＩＶ注射の両方の結果を、表ＶＩに要
約する。連結したガラニンがその同種受容体ＧａｌＲ１およびＧａｌＲ２に結合し、陰性
対照および試験分子の両方において疼痛を抑制する活性を検証するために、全ての分子を
試験すると、ＩＣＶ注射後に疼痛を抑制することが示された（表ＶＩ）。ＩＶ注射された
場合、ＦＣ５またはＦＣ５－ＦｃのいずれかのＦＣ５含有分子に連結したガラニンのみが
、ｉｎ　ｖｉｖｏで疼痛を抑制することができた。Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ動物モデルにお
ける疼痛を低減するために必要な、ＦＣ５に連結したガラニン対ＦＣ５－Ｆｃに連結した
ガラニンの用量において、大きな差が見られた。６ｍｐｋの単回用量でのガラニン－ＦＣ
５（表ＶＩ）は、８％ＭＰＥをもたらし、一方ＦＣ５－Ｆｃ－Ｇａｌの単回用量は、４５
％ＭＰＥをもたらした。
【０２１０】
　ペンチレンテトラゾール（ＰＴＺ）の腹腔内投与は、ラットにおいて発作を誘発し、て
んかん発作のモデルとして使用されている（Ｃｈｅｎ，Ｊ．Ｗ．；Ｎａｙｌｏｒ，Ｄ．Ｅ
．；Ｗａｓｔｅｒｌａｉｎ，Ｃ．Ｇ．Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｐｈ
ｙｓｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｓｔａｔｕｓ　ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ．Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒ
ｏｌ．Ｓｃａｎｄ．Ｓｕｐｐｌ．，２００７，１８６，７－１５．；Ｗｅｒｎｅｒ，Ｆ．
Ｍ．；Ｃｏｖｅnａｓ，Ｒ．Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｓ
ｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，２００５，４，
３５－４９．；Ｗｅｒｎｅｒ，Ｆ．Ｍ．；Ｃｏｖｅnａｓ，Ｒ．Ｉｎ：Ｆｏｃｕｓ　ｏｎ
　Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｃｏｖｅnａｓ，Ｍａｎｇａｓ　ａｎ
ｄ　Ｎａｒｖaｅｚ，Ｅｄｓ．；Ｔｒａｎｓｗｏｒｌｄ　Ｒｅａｓｅａｒｃｈ　Ｎｅｔｗ
ｏｒｋ：Ｔｒｉｖａｎｄｒｕｍ，２００７；ｐｐ．２９９－３３９；Ｗｅｒｎｅｒ，Ｆ．
Ｍ．；Ｃｏｖｅnａｓ，Ｒ．Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｅｒｓ　
ａｎｄ　ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｍａｊｏｒ　ｄｅｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ．Ｉｎｔ．Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，２０１０，１２０，４５５－７０）。
ガラニンおよび神経ペプチドＹ等の神経活性ペプチドは、ＰＴＺ誘発性発作からの保護を
付与することが知られている（Ｍａｚａｒａｔｉ　１９９８ａ；Ｍａｚａｒａｔｉ，Ａ　



(48) JP 2015-509097 A 2015.3.26

10

20

30

40

50

Ｍ．，Ｈｏｈｍａｎｎ，Ｊ．Ｇ．，Ｂａｃｏｎ，Ａ，Ｌｉｕ，Ｈ．，Ｓａｎｋａｒ，Ｒ．
，Ｓｔｅｉｎｅｒ，Ｒ．Ａ，Ｗｙｎｉｃｋ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ　ｅｘｃｉｔａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｅｉｚｕｒｅｓ
　ｂｙ　ｇａｌａｎｉｎ．Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ：
ｔｈｅ　ｏｆｆｉｃｉａｌ　ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　
Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２０（１６），６２７６－８１）。Ｍａｚａｒａ
ｔｉ　ｅｔ　ａｌ．（Ｍａｚａｒａｔｉ　Ａ，Ｌｉｕ　Ｈ，Ｓｏｏｍｅｔｓ　Ｕ，Ｓａｎ
ｋａｒ　Ｒ，Ｓｈｉｎ　Ｄ，Ｋａｔｓｕｍｏｒｉ　Ｈ，Ｌａｎｇｅｌ　Ｕ，Ｗａｓｔｅｒ
ｌａｉｎ　ＣＧ　Ｇａｌａｎｉｎ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｉｚｕｒｅｓ　ａ
ｎｄ　ｓｅｉｚｕｒｅ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ　ｇａｌ
ａｎｉｎ　ｉｎ　ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　ｓｔａｔｕｓ　ｅｐｉｌｅｐｔｉ
ｃｕｓ．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　１９９８，１８：１００７０‐１００７７）。これらの
研究は、ラット海馬からのガラニンの欠乏が、自立性てんかん重積状態の発症に関連する
を示した。さらに、脳の海馬領域へのガラニンの注射は、発作を抑制し得る（Ｍａｚａｒ
ａｔｉ　Ａ，Ｌｉｕ　Ｈ，Ｓｏｏｍｅｔｓ　Ｕ，Ｓａｎｋａｒ　Ｒ，Ｓｈｉｎ　Ｄ，Ｋａ
ｔｓｕｍｏｒｉ　Ｈ，Ｌａｎｇｅｌ　Ｕ，Ｗａｓｔｅｒｌａｉｎ　ＣＧ　Ｇａｌａｎｉｎ
　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｉｚｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｓｅｉｚｕｒｅ　ｍｏｄｕ
ｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ　ｇａｌａｎｉｎ　ｉｎ　ａｎｉｍａｌ　
ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　ｓｔａｔｕｓ　ｅｐｉｌｅｐｔｉｃｕｓ．Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　
１９９８，１８：１００７０‐１００７７．；Ｍａｚａｒａｔｉ　ＡＭ，Ｈａｌａｓｚｉ
　Ｅ，Ｔｅｌｅｇｄｙ　Ｇ　Ａｎｔｉｃｏｎｖｕｌｓｉｖｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｇ
ａｌａｎｉｎ　ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｎｅｒ
ｖｏｕｓ　ｓｙｓｔｅｍ　ｕｐｏｎ　ｔｈｅ　ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎｋｉｎｄｌｅｄ　ｓ
ｅｉｚｕｒｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ　ｉｎ　ｒａｔｓ．Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ　１９９２，５
８９：１６４‐１６６）。しかしながら、静脈内投与された神経活性ペプチドは、ＢＢＢ
を通過することができず、その微小なサイズに起因して短い半減期を有する（Ｊａｉｎ，
Ｋａｍａｌ　ａｎｄ　Ｂａｔｒａ．Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｖｏｌ　２５
．ｅｄ．：２００７：３０７－１６，Ｂａｔｒａ，Ｊａｉｎ，Ｗｉｔｔｅｌ，Ｃｈａｕｈ
ａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｌｃｈｅｒ．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．Ｖｏｌ　
１３．ｅｄ．：２００２：６０３－８）。ＰＴＺモデルにおけるガラニンの有効性を、単
一ドメイン抗体ＦＣ５、およびＦＣ５－Ｆｃの両方に連結したガラニンを試験することに
より評価した。コンストラクトは両方ともＢＢＢ輸送を向上させると推測されるが、ここ
で、ＦＣ５－Ｆｃコンストラクトは、その推定標的ＴＭＥＭ３０Ａに対する強い結合に起
因する増加した実際の親和性を有すること、ならびに増加したサイズおよびＦｃ依存性リ
サイクリングに起因するはるかに長い半減期を有することが示された。
【０２１１】
　ＰＴＺ誘発性発作モデルにおいて、対象薬剤が、ＩＶまたは直接海馬注射により注射さ
れる。海馬注射は、薬剤を直接作用部位に送達し、ガラニンをその同種受容体に結合させ
、発作の発生を阻止する。さらに、各分子の直接海馬注射は、各分子、Ｆｃ、ＦＣ５また
はＦＣ５－Ｆｃに連結したガラニンが発作抑制活性を保持することを示すための陽性対照
として役立つ。投与される各分子の用量は、ほぼモル当量のガラニン用量を提供するよう
に変動させた。陽性対照試験のために、雄Ｗｉｓｔａｒラット（４～６週齢）に、５μＬ
の最終体積のバルプロ酸、Ｇａｌ－ＣｙａまたはＦＣ５－Ｇａｌの１つを海馬内注射し、
続いて１５分後に５０ｍｐｋ　ＰＴＺをＩＰ注射して、発作を誘発した。
【０２１２】
　ＦＣ５、ＦＣ５－ＦｃまたはＦｃに連結したガラニンのＢＢＢを通過する有効性を評価
するために、これらの分子のそれぞれを、図７Ａおよび７Ｂに詳細に示されるように全身
的に注射した。全身試験のために、ラットに、Ｇａｌ－ＣｙａまたはＦＣ５－Ｇａｌの単
回用量の１、２または３回の静脈内注射（尾静脈を介して）を行った。その後、それぞれ
の場合において、５０ｍｐｋの用量でのＩＰ　ＰＴＺ注射を腹腔内に施し、ラットの動き
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を３０分間記録した。
【０２１３】
　次いで、記録された全ての動きを検討し、以下の３つの特徴的な行動変化のそれぞれに
関して、発作の発生までの時間および発作期間を公正な調査者により測定した：最初のミ
オクローヌス反射（ＦＭＪ；耳、頭および肩の痙攣を特徴とする）、最初の間代発作（Ｆ
ＣＪ；最小限の発作、頭および前肢の筋肉のクローヌス、全身の不随意運動、ならびに立
ち直り反射を伴う跳躍運動を特徴とする）、および最初の強直性全身伸展（ＴＧＥ；立ち
直り能力の喪失、前肢および後肢の屈曲または伸展、ならびに全身のクローヌスを特徴と
する）。
【０２１４】
　表ＶＩＩａは、各分子の海馬内注射の結果を示す。５０ｍｐｋ　ＰＴＺのＩＰ注射は、
各発作型、ミオクローヌス、間代性および全身強直性の急速な発生と共に、最も重症度の
低いＦＭＪから最も重度の発作形態である全身強直性への極めて急速な進行をもたらした
。ＰＴＺ誘発性発作発生を部分的に抑制することが知られている小分子であるバルプロ酸
（Ｐｏｌｌａｃｋ　Ｇ．Ｍ．，Ｓｈｅｎ　Ｄ．Ｄ．Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ．（１９８５）　Ａｐｒ；１３（２）：１３５－４６）は、３つ全ての発作型を大幅
に遅延させたが、発作発生を完全には防止せず、ミオクローヌスおよび間代発作の発生に
おいて約１００秒の遅延が観察された。単独またはＦＣ５に連結したガラニンの海馬内注
射は、ミオクローヌス発作の大幅な遅延、ならびにより重度の間代性および全身性強直発
作の完全な防止をもたらした。
【０２１５】
　各分子の静脈内投薬により得られた結果を、表ＶＩＩｂに示す。ＰＴＺは、各発作型の
急速な発生をもたらし、１１．２ｍｐｋでのバルプロ酸のＩＶ投薬は、ミオクローヌスお
よび間代性発作の発生を抑制する。神経活性ペプチドの短半減期および長半減期バージョ
ンであるガラニンおよびガラニン－Ｆｃの静脈内投与は、それぞれ、発作発生の遅延をも
たらさないか、または極僅かな遅延をもたらした。ＰＴＺ投薬の１時間前に６ｍｐｋで投
薬されたＦＣ５－ガラニンは、ミオクローヌス発作の大幅な遅延ならびに間代性および全
身性間代発作の完全な抑制をもたらした。ＰＴＺ投薬の２時間前のＦＣ５－Ｆｃ－ガラニ
ンの単回投薬も、ミオクローヌス発作の大幅な遅延ならびに間代性および全身性間代発作
の完全な抑制をもたらした。
【０２１６】
　これらの結果から、いくつかの結論を導くことができる。ＦＣ５、ＦｃまたはＦＣ５－
Ｆｃに連結したガラニンは、ＨａｒｇｒｅａｖｅｓモデルにおいてＩＣＶ投薬された場合
、示されたような同等の活性を保持し（表ＩＶおよびＶ）、さらに、表ＶＩＩａは、ＦＣ
５－ガラニンが、ＰＴＺ発作モデルにおいてラットの海馬内に注射された場合、モルベー
スでガラニン単独と同等の活性を示したことを示している。対照的に、単独またはｈＦｃ
分子に付着した長寿命分子としてのガラニンは、血液脳関門を効果的に通過せず、ＰＴＺ
誘発性発作を抑制しない。ＦＣ５－ガラニンまたはＦＣ５－Ｆｃ－ガラニンとしてＦＣ５
に付着した場合のみ、ガラニンは、ＢＢＢを通過して、ＰＴＺ誘発性発作を効果的に遅延
および抑制することができる。ＦＣ５－Ｆｃに連結したガラニンは、モル用量比較に基づ
き、発作の低減においてＦＣ５のみに連結したガラニンよりはるかに効果的であり、具体
的には少なくとも１６倍より有効であった。さらに、ＦＣ５－Ｆｃガラニンは、ＦＣ５－
ガラニンと比較した場合、最初のミオクローヌス発作の発生までの時間においてより大き
な遅延を示した。これらの結果は、改善された半減期、ならびにＦＣ５－Ｆｃのその標的
に対する実際の親和性の増加が、ガラニンのＢＢＢ通過送達を改善し、ＦＣ５ガラニンよ
りも、ＰＴＺ発作モデルにおいてより効果的な発作低減をもたらすことを示している。
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【表１】

【表２】

【０２１７】
　半減期は、ラット血清からのヒトＦｃのＥＬＩＳＡ検出、またはＡＬ６８０標識化分子
により決定し、蛍光は血清から決定した。半減期が蛍光対ＥＬＩＳＡにより決定された分
子の間に差は観察されなかった。分子は、３ｍｐｋで腹腔内注射した。



(51) JP 2015-509097 A 2015.3.26

10

20

30

40

【表３】

【表４】

【０２１８】
　慢性疼痛抑制は、可能な最大効果のパーセンテージ（％ＭＰＥ）として表現される。こ
の値は、測定の時間枠にわたる対側対照足に対する疼痛抑制動物の曲線下の面積に基づく
。ＩＣＶまたはＩＶで注射された分子の有効性は、Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓモデルにおける
可能な最大効果のパーセント（％ＭＰＥ）として示される。Ａ２０．１およびＥＧ２は、
ＦＣ５に関連しない単一ドメイン抗体であり、ＢＢＢ内皮細胞に対する見掛けの親和性を
有さない。静脈内（ＩＶ）投薬値におけるｍｐｋでの用量は、注射当たりのものとして示
され、続いて注射の数が示されている。
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【表５】

【０２１９】
　第２の実験において、連結していないＦＣ５－ＦｃのＩＶ用量を、示された濃度で、Ｆ
Ｃ５－Ｆｃ－Ｄａｌの付与の前にＩＶ注射した。
【表６】

　ＦＣ５－Ｇａｌの複数投薬の場合、投薬は１時間間隔であった。第３の実験において、
連結していないＦＣ５－ＦｃのＩＶ用量を、示された濃度で、ＦＣ５－Ｆｃ－Ｄａｌの付
与の前にＩＶ注射した。
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【表７】

【０２２０】
　ＰＴＺによるラットのＩＰ投薬後、以下に示される各発作型の発生までの時間を試験し
た：ＦＭＪ、ＦＣＪおよびＴＧＥ。発作型は、上でより詳細に説明されている。（ａ）Ｐ
ＴＺ投与ＩＰは、それぞれの発作型までの対照時間を確立する。ＰＴＺのＩＰ注射前のバ
ルプロ酸、ガラニンまたはＦＣ５－ガラニンの海馬注射は、各発作型までの時間に対しこ
れらの分子が有し得る最大効果を確立する。（ｂ）バルプロ酸、陽性対照、ガラニン（１
×３回注射投薬、１時間間隔の各投薬は、ＰＴＺ投薬の４５分前に完了）またはＦＣ５－
ガラニン（１×３回投薬、１時間間隔の各投薬は、ＰＴＺ投薬の４５分前に完了）、ＦＣ
５－Ｆｃ－ＧａｌもしくはＦｃ－Ｇａｌ（共にＰＴＺのＩＰ注射の２時間前に投薬）のＩ
Ｖ投薬は、ＩＶ投薬後にこれらの分子のそれぞれが有し得る効果を評価する。Ｆｃ－Ｇａ
ｌは、分子がＦＣ５　Ｆ（ａｂ）断片を有さないため、陰性対照として機能するが、ＦＣ
５－Ｆｃと同様のｉｎ　ｖｉｖｏ　ＰＫを有する。
　配列１：ＦＣ５－ａｇｌｙ（Ｔ２９９Ａ）ｈＦｃの配列。（ｐＥＡＧ２３４５）
ＤＶＱＬＱＡＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＫＩＴＨＹＴＭＧＷＦＲＱＡ
ＰＧＫＥＲＥＦＶＳＲＩＴＷＧＧＤＮＴＦＹＳＮＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＫＰＥＤＴＡＤＹＹＣＡＡＧＳＴＳＴＡＴＰＬＲＶＤＹＷＧＫＧＴＱＶＴＶ
ＳＳＡＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭ
ＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲ
ＥＥＱＹＮＳＡＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩ
ＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦ
ＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶ
ＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ
　配列２：ａｇｌｙ（Ｔ２９９Ａ）ｈＦｃ－ＦＣ５の配列。（ｐＥＡＧ２４０３）
ＥＰＫＳＳＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲ
ＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱ
ＹＮＳＡＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴ
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ＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳ
ＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳ
ＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＧＧＧＧＳＤＶＱＬ
ＱＡＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＫＩＴＨＹＴＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥ
ＲＥＦＶＳＲＩＴＷＧＧＤＮＴＦＹＳＮＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮ
ＳＬＫＰＥＤＴＡＤＹＹＣＡＡＧＳＴＳＴＡＴＰＬＲＶＤＹＷＧＫＧＴＱＶＴＶＳＳ
　配列３：スクランブルＦＣ５－ａｇｌｙ（Ｔ２９９Ａ）ｈＦｃの配列（ｐＹＬ６０５）
ＥＰＫＳＳＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲ
ＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱ
ＹＮＳＡＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴ
ＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳ
ＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳ
ＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱＫＳＬＳＬＳＰＧＧＧＧＧＳＤＶＱＬ
ＱＡＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳＧＦＫＩＴＨＹＴＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥ
ＲＥＦＶＳＲＩＴＷＧＧＤＮＴＦＹＳＮＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮ
ＳＬＫＰＥＤＴＡＤＹＹＣＡＡＤＡＧＳＴＧＳＹＧＳＦＤＹＷＧＫＧＴＱＶＴＶＳＳ
【０２２１】
均等物
　当業者は、本明細書に記載の本発明の特定の実施形態の多くの均等物を理解するか、ま
たは慣例的な実験を用いるだけで確定することができる。そのような均等物は、以下の特
許請求の範囲に包含されることが意図される。

【図３】 【図５－１】
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【図５－２】 【図６】
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【図２】



(58) JP 2015-509097 A 2015.3.26

【図４－１】

【図４－２】
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【図７－１】
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【図７－２】
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