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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＧＧＴＶＳＰＴＡの相補性決定領域（ＣＤＲ）１配列（配列番号１）、
　ＩＴＷＳＲＧＴＴのＣＤＲ２配列（配列番号２）、及び
　ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹのＣＤＲ３配列（配列番号３）
を含み、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）に特異的であり、血液脳関門を通
過する、単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項２】
　配列
Ｘ１ＶＸ２ＬＸ３ＥＳＧＧＧＬＶＱＸ４ＧＧＳＬＲＬＳＣＸ５Ｘ６ＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭ
ＧＷＸ７ＲＱＡＰＧＫＸ８Ｘ９ＥＸ１０ＶＸ１１ＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＸ１２ＡＳＳＶＫ
Ｘ１３ＲＦＴＩＳＲＤＸ１４Ｘ１５ＫＮＴＸ１６ＹＬＱＭＮＳＬＸ１７Ｘ１８ＥＤＴＡＶ
ＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴ　Ｘ１９ＶＴＶＳＳ（配列番号４
）（式中、Ｘ１はＥ又はＱであり、Ｘ２はＫ又はＱであり、Ｘ３はＶ又はＥであり、Ｘ４

はＡ又はＰであり、Ｘ５はＡ又はＥであり、Ｘ６はＶ又はＡであり、Ｘ７はＶ又はＦであ
り、Ｘ８はＧ又はＥであり、Ｘ９はＬ又はＲであり、Ｘ１０はＦ又はＷであり、Ｘ１１は
Ｇ又はＳであり、Ｘ１２はＶ又はＹであり、Ｘ１３はＤ又はＧであり、Ｘ１４はＮ又はＳ
であり、Ｘ１５はＡ又はＳであり、Ｘ１６はＬ又はＶであり、Ｘ１７はＫ又はＲであり、
Ｘ１８はＡ又はＳであり、Ｘ１９はＬ又はＱである）
を含む、請求項１に記載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
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【請求項３】
　ＱＶＫＬＥＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＥＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱ
ＡＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＶＡＳＳＶＫＤＲＦＴＩＳＲＤＳＡＫＮＴＶ
ＹＬＱＭＮＳＬＫＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＱ
ＶＴＶＳＳ（配列番号５）；
ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＷＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＳ（配列番号６）；
ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＳ（配列番号７）；
ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＳ（配列番号８）；及び
ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡ
ＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶ
ＴＶＳＳ（配列番号９）
からなる群から選択される配列を含む、請求項１又は２に記載の単離又は精製単一ドメイ
ン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項４】
　前記抗体がラクダ科動物由来である、請求項１～３のいずれか一項に記載の単離又は精
製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項５】
　多価ディスプレイ形式である、請求項１～４のいずれか一項に記載の単離又は精製単一
ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項６】
　Ｆｃ断片に連結されている、請求項５に記載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその
抗原結合性断片。
【請求項７】
　表面に固定化されている、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離又は精製単一ドメ
イン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項８】
　カーゴ分子に連結されている、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離又は精製単一
ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項９】
　前記カーゴ分子が、約１ｋＤ～約２００ｋＤａの範囲の分子量を有する、請求項８に記
載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１０】
　前記カーゴ分子が、検出可能な試剤、治療剤、薬物、ペプチド、成長因子、サイトカイ
ン、受容体トラップ、化合物、炭水化物部分、酵素、抗体若しくはその断片、ＤＮＡベー
ス分子、ウイルスベクター、若しくは細胞毒性剤；検出可能な試剤、治療剤、薬物、ペプ
チド、酵素、抗体若しくはその断片、ＤＮＡベース分子、ウイルスベクター、若しくは細
胞毒性剤が充填された１つ若しくは複数のリポソーム若しくはナノ担体；又は１つ若しく
は複数のナノ粒子、ナノワイヤ、ナノチューブ、若しくは量子ドットである、請求項８又
は９に記載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片。
【請求項１１】
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　１つ又は複数の、請求項１～１０のいずれか一項に記載の単離又は精製単一ドメイン抗
体又はその抗原結合性断片及び薬学的に許容される担体、希釈剤、又は賦形剤を含む組成
物。
【請求項１２】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合
性断片をコードする核酸分子。
【請求項１３】
　請求項１２に記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項１４】
　ａ）組織試料を、検出可能な試剤に連結された１つ又は複数の、請求項１～６のいずれ
か一項に記載の単離又は精製単一ドメイン抗体又はその抗原結合性断片と接触させるステ
ップ、及び
　ｂ）前記組織試料において、ＩＧＦ１Ｒに結合した前記単一ドメイン抗体又はその抗原
結合性断片に連結された前記検出可能な試剤を検出するステップ
を含む、ＩＧＦ１Ｒを検出するインビトロ方法。
【請求項１５】
　前記試料が、ヒト又は動物対象からの血清試料、血管組織試料、腫瘍組織試料、又は脳
組織試料である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記検出するステップ（ステップｂ））が、光学イメージング、免疫組織化学、分子画
像診断、ＥＬＩＳＡ、イメージング質量分析、又は他の好適な方法を使用して実施される
、請求項１４又は１５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の分野】
【０００１】
　本発明は、インスリン様成長因子１受容体特異的抗体、それらの断片、及びそれらの使
用に関する。より詳細には、本発明は、血液脳関門を通過するインスリン様成長因子１受
容体特異的抗体及びそれらの断片、並びにそれらの使用に関する。
【発明の背景】
【０００２】
　神経変性疾患、たとえばアルツハイマー病及びパーキンソン病は、我々の高齢化社会に
おいて大きな負担となってきている。なぜなら、現在のところ、これらの障害に対して有
効な治療法がないからである。脳に生じるこれら及び他の疾患の治療は、早期診断ととも
に、困難なものであり続けている。なぜなら、好適な治療用分子及び診断剤の大半が、密
着し高度に制約的な血液脳関門（ＢＢＢ）を透過できないからである（Ａｂｂｏｔｔ、２
０１３）。ＢＢＢは、血管を裏打ちし、密着結合を介して互いに結合する脳内皮細胞（Ｂ
ＥＣ）により形成される物理的障壁を構成する（Ａｂｂｏｔｔ、２０１３）。ＢＥＣ間に
形成される密着結合は、ＢＢＢの完全性に必須であり、５００ドルトン（Ｄａ）より大き
な分子の傍細胞輸送を妨げる。脳内皮細胞は、非常に低い飲作用速度を示す（Ａｂｂｏｔ
ｔ、２０１３）ので、より大きな分子の経細胞輸送は、高度に特異的な受容体媒介性トラ
ンスサイトーシス（ＲＭＴ）経路、及び受動性の、電荷に基づく吸着媒介性トランスサイ
トーシスに限定される（Ａｂｂｏｔｔ、２０１３；Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ、２００２）。加
えて、排出ポンプ、たとえばＰ－糖タンパク質又は多剤耐性タンパク質－１（ＭＤＲ－１
）の高密度に存在することは、脳からの望ましくない物質の除去に貢献する（Ａｂｂｏｔ
ｔ、２０１３）。
【０００３】
　すべてのこれらの特性が、病原体及び毒素から脳を保護する一方で、同程度に、ほとん
どの治療剤の侵入を妨げる。実際に、薬理学的に適切な（すなわち、中枢神経系（ＣＮＳ
）標的に関与し、薬理学的／治療的反応を誘発するのに十分な）濃度でＢＢＢを通過でき
るのは、特異的に「フェリー（ｆｅｒｒｉｅｄ）」されない限り、すなわち、輸送体分子
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とカップリングされない限り、小分子治療剤の５％未満であり、より大きな治療剤は事実
上一切通過できない。ＢＢＢを通過させて分子を輸送する有効な「担体」の欠如により、
神経変性疾患に対する数多くの薬物は、さらなる開発が「棚上げ」にされるか、又は中止
されてきた。なぜならそれらの薬物は、十分な量で脳に送達されえないからである。
【０００４】
　より大きな分子を脳内に送達する異なるアプローチが探究されてきた。たとえば、ＢＢ
Ｂの完全性を破壊し、漏出性ＢＢＢ（ｌｅａｋｙ　ＢＢＢ）をもたらすことができ、ひい
ては、脳内へのより大きな分子の非制約的な傍細胞侵入を可能にする。密着結合は、様々
なアプローチで、うまくゆるめたり破壊したりできる。たとえば、浸透圧衝撃を誘導する
物質（たとえば、マンニトール、高張液）の血流内への注入は、細胞収縮を引き起こし、
密着結合の破壊をもたらし、したがってＢＢＢを激しく損なう（Ｇｕｉｌｌａｕｍｅ、２
０１０）。他の密着結合のモジュレーターには、アルキルグリセロール、ブラジキニン及
びそのいくつかのアナログが、密着結合の維持に関与するタンパク質の発現を調節するウ
イルスとともに含まれる（Ｅｒｄｌｅｎｂｒｕｃｈら、２００３；Ｐｒｅｓｔｏｎら、２
００８；Ｇａｎら、２０１３）。ＢＢＢのより限局的な破壊が、超音波の適用によって可
能である（Ｎｈａｎら、２０１３）。しかしながら、ＢＢＢが破壊されている期間は、脳
恒常性を変化させ、有害な化学物質、毒素及び病原体の脳への侵入を可能にするのに十分
であり、これは、深刻な副作用、たとえば発作並びに脳腫脹、感染症及び場合によって恒
久的な神経病理学的変化をもたらしうる。当業者には明らかであろうとおり、複数の脳領
域に発症する慢性及びびまん性脳疾患に対するこれら技術による反復治療は、実際的では
ない。これらの治療のほとんどが高コストであり、入院を必要とし、いくつかのアプロー
チは麻酔を必要とする。
【０００５】
　ＢＢＢを回避するための別のアプローチは、脳脊髄液（ＣＳＦ）、実質空間（ｐａｒｅ
ｎｃｈｙｍａｌ　ｓｐａｃｅ）、又は脳の他の部分内への治療用分子の直接注射である。
注入又は対流増強拡散（ＣＥＤ：ｃｏｎｖｅｃｔｉｏｎ－ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｄｉｆｆｕ
ｓｉｏｎ）ポンプを介した大脳内（実質内）、脳室内、及び髄腔内送達を含む、複数の送
達方法が開発されてきた。しかしながら、どのタイプの脳内への直接注射又は大脳内移植
片も、侵襲性で高コストの処置である。なぜならそれは、入院、麻酔、及び多くの場合に
手術を必要とするからである。さらに、治療剤、特に大きな生物製剤の脳実質内での乏し
い拡散率は、治療剤の透過を、注射／移植の部位を囲むきわめて小さな領域に制限する。
注射、カテーテル、及び移植片の正確な配置は、困難であるが、脳の標的領域への薬物の
拡散を達成するのに決定的に重要である。加えて、カテーテル及び移植片は、部位に感染
症及び／又は異物に対する免疫反応をもたらす。
【０００６】
　ＢＢＢを通過する送達を増加させる別の試みにおいて、ＣＮＳ薬は、それらの脳への取
込みが増加するよう改変されてきた。かかる改変には、それらの表面電荷の変化、分子サ
イズの低減、及び薬物の親油性（ｌｉｐｏｈｉｌｉｃｉｔｙ）の変化が含まれうる。しか
しながら、脳透過性を増加させるどのような改変もまた、薬物の薬理全体、たとえばその
所望の活性及び／又は特異性を変化させる可能性が高い。加えて、親油性分子は、Ｐ－糖
タンパク質排出ポンプによって脳から排出される傾向にある。
【０００７】
　最後に、ＢＢＢを通過する内因性輸送機序が利用されてきた。ＢＢＢを通過するより大
きな分子の輸送を可能にする生理機序は、高度に特異的な受容体媒介性トランスサイトー
シス（ＲＭＴ）経路と非特異的な電荷ベースの吸着媒介性エンドサイトーシス経路とに分
けられる。エンドサイトーシスはそれぞれ、その受容体に対する特異的リガンドの結合に
際して、又はカチオン性リガンド若しくは薬物と脳内皮細胞表面（管腔側）上のアニオン
性官能基との間の静電相互作用に際して誘発される。続いて、新しく形成されたエンドソ
ームが細胞を通過して反管腔側へとトランスサイトーシスされ、そのカーゴを放出する。
【０００８】
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　吸着媒介性トランスサイトーシスは非特異的な電荷媒介性相互作用であるので、すべて
の血管床及び器官で生じ、脳送達のための薬物の利用可能性を制限する。したがって、Ｒ
ＭＴ経路を利用することは、唯一の、生理的で非侵襲的だが高度に受容体特異的な脳送達
方法である。
【０００９】
　ごく少数の受容体が、ＢＢＢでＲＭＴを生じ、それらの天然リガンドを、ＢＢＢを通過
させて「フェリー」すると、現在のところ知られている。これらは、よく研究されている
トランスフェリン受容体（ＴｆＲ）、インスリン受容体（ＩＲ）、低密度リポタンパク質
受容体関連タンパク質１及び２（ＬＲＰ－１及び－２）、ジフテリア毒素受容体、及びＴ
ＭＥＭ３０Ａである。これらの受容体と結合し、内因性ＲＭＴ経路を利用する薬物の脳へ
の輸送体として機能するペプチド、天然リガンド、及び抗体又は抗体断片が開発されてき
た（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅら、１９９１；Ｙｕら、２０１１；Ｍｕｒｕｇａｎａｎｄａｍら
、２００１；Ａｂｕｌｒｏｂら、２００５；Ｄｅｍｅｕｌｅ、２００８；Ｓｕｍｂｒｉａ
ら、２０１３）。しかしながら、これまで、第Ｉ相臨床研究で解析されたのはたった１つ
のペプチド（Ａｎｇｉｏｐｅｐ　ＡＮＧ１００５、ＬＲＰ－１を標的とする）のみで、他
の候補は実験室環境で研究されている。ＲＭＴ経路は、脳への薬物輸送のための最も有望
な経路であるようであるが、現在のアプローチには、ＢＢＢにおける標的受容体の非選択
的発現、受容体に対する担体と天然リガンドとの間の競合、受容体の無効なトランスサイ
トーシス及びエンドサイトーシスされた担体のリソソーム分解を含む制約がある（Ｘｉａ
ｏ及びＧｕｎ、２０１３）。
【００１０】
　高性能及び高選択性ＢＢＢ担体の欠如は、脳腫瘍及び神経変性疾患を含む脳に起因する
疾患のための新しい治療剤及び診断剤の開発を遅滞させる。ＢＢＢの生理及び恒常性を破
壊することなしに、小さい及び大きい治療及び診断分子を、薬理学的に有用な用量で脳内
に送達する非侵襲的方法が明らかに必要とされている。
【発明の概要】
【００１１】
　本発明は、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）特異的抗体及びそれらの使用
に関する。より詳細には、本発明は、血液脳関門を通過するインスリン様成長因子１受容
体特異的抗体及びそれらの断片、並びにそれらの使用に関する。
【００１２】
　本発明は、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）エピトープに特異的に結合す
る単離又は精製抗体又はその断片を提供し、抗体又はその断片は血液脳関門を通過し、エ
ピトープは、配列番号５の抗体により特異的に結合される。ＩＧＦ１Ｒエピトープは、Ｉ
ＧＦ１Ｒ細胞外ドメイン内にありうる。
【００１３】
　本発明は、
　ＧＧＴＶＳＰＴＡの相補性決定領域（ＣＤＲ）１配列（配列番号１）、
　ＩＴＷＳＲＧＴＴのＣＤＲ２配列（配列番号２）、及び
　ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹのＣＤＲ３配列（配列番号３）
を含み、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）に特異的に結合する単離又は精製
抗体又はその断片をさらに提供する。
【００１４】
　たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、ＩＧＦ１Ｒに特異的な単離又は精
製抗体又はその断片は、
Ｘ１ＶＸ２ＬＸ３ＥＳＧＧＧＬＶＱＸ４ＧＧＳＬＲＬＳＣＸ５Ｘ６ＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭ
ＧＷＸ７ＲＱＡＰＧＫＸ８Ｘ９ＥＸ１０ＶＸ１１ＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＸ１２ＡＳＳＶＫ
Ｘ１３ＲＦＴＩＳＲＤＸ１４Ｘ１５ＫＮＴＸ１６ＹＬＱＭＮＳＬＸ１７Ｘ１８ＥＤＴＡＶ
ＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴ　Ｘ１９ＶＴＶＳＳ（配列番号４
）（式中、Ｘ１はＥ又はＱであり、Ｘ２はＫ又はＱであり、Ｘ３はＶ又はＥであり、Ｘ４
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はＡ又はＰであり、Ｘ５はＡ又はＥであり、Ｘ６はＶ又はＡであり、Ｘ７はＶ又はＦであ
り、Ｘ８はＧ又はＥであり、Ｘ９はＬ又はＲであり、Ｘ１０はＦ又はＷであり、Ｘ１１は
Ｇ又はＳであり、Ｘ１２はＶ又はＹであり、Ｘ１３はＤ又はＧであり、Ｘ１４はＮ又はＳ
であり、Ｘ１５はＡ又はＳであり、Ｘ１６はＬ又はＶであり、Ｘ１７はＫ又はＲであり、
Ｘ１８はＡ又はＳであり、Ｘ１９はＬ又はＱである）、
又はそれと実質的に同一の配列でありうる。より具体的で非限定的な例において、単離又
は精製抗体は、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４と呼ばれる、ＱＶＫＬＥＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲ
ＬＳＣＥＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲ
ＶＡＳＳＶＫＤＲＦＴＩＳＲＤＳＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＫＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳ
ＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳ（配列番号５）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ２と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号６）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ３と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号７）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ４と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号８）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ５と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号９）、及び
又はそれと実質的に同一の配列からなる群から選択される配列を含みうる。
【００１５】
　上述の単離又は精製抗体又はその断片は、単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）でありえ、ｓ
ｄＡｂは、ラクダ科動物由来でありうる。
【００１６】
　本発明の単離又は精製抗体又はその断片は、多価ディスプレイ形式（ｍｕｌｔｉｖａｌ
ｅｎｔ　ｄｉｓｐｌａｙ　ｆｏｒｍａｔ）で提示されうる。多価ディスプレイ形式におい
て、抗体又はその断片は、Ｆｃ断片に連結されることがあり、Ｆｃ断片は、マウスＦｃ２
ｂ又はヒトＦｃ１である。たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、多価ディ
スプレイにおいて単離又は精製抗体又はその断片は、配列番号１０の配列（本明細書にお
いて、ＩＧＦ１Ｒ－４コンセンサス－Ｆｃ融合物と呼ばれる）、配列番号３９（本明細書
において、Ｆｃ－ＩＧＦ１Ｒ－４コンセンサス融合物と呼ばれる）、又は１１（本明細書
において、ＩＧＦ１Ｒ－４－Ｆｃ融合物と呼ばれる）を含みうる。
【００１７】
　本明細書に記載の単離又は精製抗体又はその断片は、血液脳関門を通過できる。
【００１８】
　本発明はまた、本明細書に記載の単離又は精製抗体又はその断片をコードする核酸分子
を提供する。前述の核酸分子を含むベクターもまた提供される。
【００１９】
　本明細書に記載の単離又は精製抗体又はその断片は、表面に固定化できる。
【００２０】
　本発明は、カーゴ分子に連結された本明細書に記載の単離又は精製抗体又はその断片を
さらに提供し、カーゴ分子は、約１ｋＤ～約２００ｋＤａの範囲の分子量を有しうる。抗
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体又はその断片に連結されたカーゴ分子は、検出可能な試剤、治療剤、薬物、ペプチド、
成長因子、サイトカイン、受容体トラップ（ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｒａｐ）、化合物、炭
水化物部分、酵素、抗体若しくはその断片、ＤＮＡベース分子、ウイルスベクター、若し
くは細胞毒性剤；検出可能な試剤、治療剤、薬物、ペプチド、酵素、抗体若しくはその断
片、ＤＮＡベース分子、ウイルスベクター、若しくは細胞毒性剤が充填された１つ若しく
は複数のリポソーム若しくはナノ担体；又は１つ若しくは複数のナノ粒子、ナノワイヤ、
ナノチューブ、若しくは量子ドットでありうる。
【００２１】
　加えて、本発明は、本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体又はその断片及
び薬学的に許容される担体、希釈剤、又は賦形剤を含む組成物を提供する。
【００２２】
　ＩＧＦ１Ｒを検出するインビトロ方法もまた提供され、この方法は、
　ａ）組織試料を、検出可能な試剤に連結された本明細書に記載の１つ又は複数の単離又
は精製抗体又はその断片と接触させるステップ、及び
　ｂ）組織試料において、ＩＧＦ１Ｒに結合した抗体又はその断片に連結された検出可能
な試剤を検出するステップ
を含む。
【００２３】
　上述の方法において、試料は、ヒト又は動物対象からの血清試料、血管組織試料、腫瘍
組織試料、又は脳組織試料でありうる。上述の方法において、検出するステップ（ステッ
プｂ））は、光学イメージング、免疫組織化学、分子画像診断、ＥＬＩＳＡ、イメージン
グ質量分析、又は他の好適な方法を使用して実施できる。
【００２４】
　さらに提供されるのは、対象におけるＩＧＦ１Ｒ発現を検出するインビボ方法であり、
この方法は、
　ａ）検出可能な試剤に連結された本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体又
はその断片を、対象に投与するステップ、及び
　ｂ）ＩＧＦ１Ｒに結合した抗体又はその断片に連結された検出可能な試剤を検出するス
テップ
を含む。
【００２５】
　上述の方法において、検出するステップ（ステップｂ））は、ＰＥＴ（ポジトロン放出
断層撮影）、ＳＰＥＣＴ（単光子放出コンピュータ断層撮影）、蛍光イメージング、又は
任意の他の好適な方法を使用して実施できる。
【００２６】
　本発明が提供するのは、血液脳関門（ＢＢＢ）を通過させて目的の分子を輸送する方法
であり、この方法は、
　ａ）血液脳関門を通過する、目的の分子に連結された本明細書に記載の１つ又は複数の
単離又は精製抗体又はその断片を、対象に投与するステップ
を含み、
　１つ又は複数の抗体又はその断片は、ＢＢＢを通過させて目的の分子をフェリーする。
前述の方法において、目的の分子は、約１ｋＤ～約２００ｋＤａの範囲の分子量を有する
ことがあり、目的の分子は、検出可能な試剤、治療剤、薬物、ペプチド、成長因子、サイ
トカイン、受容体トラップ、化合物、炭水化物部分、酵素、抗体若しくはその断片、ＤＮ
Ａベース分子、ウイルスベクター、若しくは細胞毒性剤；検出可能な試剤、治療剤、薬物
、ペプチド、酵素、抗体若しくはその断片、若しくは細胞毒性剤が充填された１つ若しく
は複数のリポソーム若しくはナノ担体；又は１つ若しくは複数のナノ粒子、ナノワイヤ、
ナノチューブ、若しくは量子ドットでありうる。上述の方法において、投与は、静脈内（
ｉｖ）、皮下（ｓｃ）、又は筋肉内（ｉｍ）でありうる。
【００２７】
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　本発明はまた、対象のＢＢＢを通過して送達されたカーゴ分子の量を定量する方法を包
含し、カーゴ分子は、本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体又はその断片に
連結され、この方法は、
　ａ）対象から脳脊髄液（ＣＳＦ）を回収するステップ、及び
　ｂ）標的化プロテオミクス方法を使用して、ＣＳＦにおける１つ又は複数の単離又は精
製抗体又は断片に連結されたカーゴ分子の量を定量するステップ
を含む。
【００２８】
　カーゴ分子は前述のカーゴ分子を含む任意の所望の分子でありえ、抗体又はその断片は
ＢＢＢを通過し、前述のとおり、分子は抗体又はその断片に「連結」できる。上の方法に
おいて、ＣＳＦは、当技術分野において知られている任意の好適な方法を使用して対象か
ら回収される。ステップｂ）における標的化プロテオミクス方法に必要なＣＳＦの量は、
約１～１０μｌの間でありうる。カーゴ分子に連結された１つ又は複数の抗体又はその断
片の量を定量するのに使用される標的化プロテオミクス方法は、当技術分野において知ら
れている任意の好適な方法でありうる。たとえば、限定することは望まないが、標的化プ
ロテオミクス方法は、質量分析法、たとえば多重反応モニタリング－同位体標識化内部標
準（ＭＲＭ－ＩＬＩＳ：ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ－
ｉｓｏｔｙｐｅ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ）でありうる
。
【００２９】
　密着し高度に選択的なＢＢＢを通過する診断剤又は薬物の送達が不十分なことは、脳疾
患、たとえば、これに限定されないが、脳腫瘍及び神経変性疾患の治療法の開発の障害と
なる。ＢＢＢを通過する分子を輸送する担体の欠如は、かかる疾患のための新しい治療剤
及び診断剤の開発を遅滞させる。本明細書に記載のとおり、ＢＢＢを通過した脳内の標的
への、抗体にコンジュゲートされた薬物の送達のための、効果的な輸送プラットフォーム
をもたらす、ＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨが製造された。本明細書に記載の抗体は、ＢＢＢ形
成脳内皮細胞の管腔側から反管腔側へのＩＧＦ１Ｒの天然ＲＭＴ経路を利用する。ＩＧＦ
１Ｒへの抗体の結合後、ＲＭＴが開始され、抗体は、コンジュゲートされた分子（カーゴ
）とともに、細胞を通過して反管腔側へとトランスサイトーシスされ、そこでそれらは両
方とも脳微小環境内へと放出される。抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨが、ＩＧＦ１Ｒに結合し（図
３Ｃ）、ＢＢＢ細胞内に内部移行し（図４）、インビトロＢＢＢモデルの反管腔側へと横
断する（図６Ｂ）ことを確認した。薬物の脳内送達のインビボ研究もまた、ＩＧＦ１Ｒ　
ＶＨＨが、コンジュゲートされたペプチド（ガラニン、約３ｋＤａ）を、大きなタンパク
質融合物（約８０ｋＤａ）とともに、ＢＢＢを通過させて「運搬」することを示した（図
９Ａ及び図９Ｂ、図９Ｃ）。
【００３０】
　結果はまた、抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨが、Ｆｃ（結晶性断片）断片と融合して発現し、循
環半減期を約７５倍（ＶＨＨ単体の約２０分と比較して約２５時間）に延長できることを
示す。この高分子量融合コンストラクト（約８０ｋＤａ）もまた、ＢＢＢを通過して効率
的に輸送される。長い血漿内半減期は、ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ－ｍＦｃ（ｍＦｃ＝マウスＦ
ｃ）コンジュゲートのＣＳＦ曝露を、ＶＨＨ単体と比較して有意に増加させ、ＣＮＳに標
的を有する慢性疾患の治療のためのＢＢＢ送達担体として有用である。コンジュゲートは
、免疫蛍光検出を使用して、脳実質において容易に検出される。結果は、ＩＧＦ１Ｒ　Ｖ

ＨＨ担体が、大きな分子（サイズにおいて、抗体、酵素、成長因子、ペプチド、サイトカ
イン、受容体トラップと同等）を、ＢＢＢを通過させて「フェリー」できることを示す。
【００３１】
　したがって、抗体送達は、短期治療（たとえば、てんかん発作）に有用でありうるだけ
でなく、中期（たとえば、癌）及び長期（たとえば、アルツハイマー病又はパーキンソン
病）治療にも有用でありうる。
【００３２】
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　本発明の追加の態様及び利点は、以下の説明により明らかになる。詳細な説明及び実施
例は、本発明の好ましい実施形態を示す一方で、例示のためにのみ記載される。なぜなら
、本発明の範囲内の様々な変更及び修正が、本発明の教示に照らして当業者に明らかにな
ると考えられるからである。
【００３３】
　ここで、本発明のこれら及び他の特徴が、添付の図面を参照しながら例として説明され
る。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）の概略図である。ＩＧＦ１Ｒは、
細胞表面に見出され、２つのサブユニット、アルファサブユニット及びベータサブユニッ
トを含む。アルファサブユニット（インスリン様成長因子１結合部位を有する細胞外部分
を含む）は、ジスルフィド結合によりベータサブユニット（小さな細胞外ドメイン、膜貫
通領域、及び細胞内部分を含む）と接続される。ＩＧＦ１受容体は、ダイマーを形成しう
る。灰色のボックス内に示されるアルファサブユニット及びベータサブユニットの細胞外
部分を含む９３３アミノ酸長断片（Ｍ１－Ｆ９３３、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ受託番号Ｐ０８
０６９、図２を参照のこと）が、組換えにより製造され、ラマの免疫化のために使用され
た。
【図２】ＩＧＦ１Ｒの配列（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ受託番号Ｐ０８０６９　９３３）を示す
図である。免疫化及びパニングのために使用されたアミノ酸長タンパク質断片を太字で示
す、全外部ドメインは２アミノ酸長い。アルファ及びベータサブユニットを隔てるフュー
リン切断部位を、イタリックの小文字で示す。シグナルペプチドを太字のイタリックで示
す。
【図３Ａ】Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　７５カラムを通したＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨ　ＩＧＦ１Ｒ
－４及びそのヒト化変異体（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６）のサイズ排除クロマ
トグラムを示す図である。プロファイルは、ＩＧＦ１Ｒ　Ｈ１以外のすべてのＶＨＨがモ
ノマー性であり、非凝集性であることを示唆する。
【図３Ｂ】ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及びそのヒト化変異体（Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ
６）について、円偏光二色性（ＣＤ）により決定される融解温度（Ｔｍ）を示す図である
。タンパク質を９０℃超まで加熱し、測定値をＣＤ機器で取り、融解曲線（上の曲線）及
びＴｍを決定した。続いて、タンパク質を室温まで冷却し、再度加熱し、ＣＤにより解析
した（ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨについて下の曲線、ヒト化抗体については０％リフォール
ド付近の線又は点）。これは、リフォールドしたタンパク質の割合の決定を可能にし、ヒ
ト化バージョンについてゼロ、ＩＧＦ１Ｒ－４について８０％だった。
【図３Ｃ】０．１～５ｎＭのＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及びそのヒト化変異体（Ｈ２、Ｈ３
、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６）の、ヒトＩＧＦ１Ｒ断片の組換え細胞外部分への結合について、表
面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）センサーグラム（ｓｅｎｓｏｇｒａｍ）の重ね合わせを示す
図である。データは、１：１モデルによくフィットする。
【図３Ｄ】ＩＧＦ１の存在下でのヒトＩＧＦ１Ｒ断片の組換え細胞外部分に対するＩＧＦ
１Ｒ－４　ＶＨＨ結合のＳＰＲセンサーグラムを示す図である。１００倍の過量のＩＧＦ
１は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ結合に影響を及ぼさなかったことから、両者が受容体上の
異なるエピトープに結合することが示される。
【図３Ｅ】ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、ＳＰＲ表面に固定化されたヒトインスリン受容体
（ＩＲ）の組換え細胞外部分に結合しなかった一方で、ヒトＩＧＦ１Ｒの対照表面に結合
したことを示す図である。
【図４】Ｃｙ－５．５標識化ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及び対照ＶＨＨの細胞取込みの画像
結果を示す図である。Ｃｙ５．５標識化ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ（又は陽性対照としての
ＦＣ５　ＶＨＨ；Ｍｕｒｕｇａｎａｎｄａｍら、２００２；Ｈａｑｑａｎｉら、２０１２
）を、ＳＶ４０不死化ラット脳内皮細胞（ｓｖＡＲＢＥＣ）と４℃（上パネル）又は３７
℃（下パネル）でインキュベートし、ＩＧＦ１Ｒ－４が受動的に（４℃）、又は能動的機
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序、たとえば受容体媒介性エンドサイトーシスをによって（３７℃）内部移行したかどう
かを評価した。コムギ胚芽凝集素及びＤＡＰＩでの共染色を実施し、細胞表面及び核をそ
れぞれ視覚化した。上パネル：４℃でインキュベートされたとき、ＩＧＦ１Ｒ－４及びＦ
Ｃ５　ＶＨＨは、細胞の外部に（矢頭印）、細胞膜に結合して見出された（コムギ胚芽凝
集素と共局在化）。下パネル：３７℃で、ＦＣ５及びＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨの両方が、
エンドソームである可能性が高い小胞様構造で細胞の内部に蓄積した（矢頭印）ことから
、能動輸送機序による内部移行が示唆される。
【図５Ａ】マウスＦｃ断片（ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ）とのＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨのＣ
末端融合物の配列を示す図である。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨを黒色、マウスＦｃ（ＣＨ２
及びＣＨ３）を灰色で示す。
【図５Ｂ】構築された融合タンパク質の概略図である。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨを黒色、
マウスＦｃ（ＣＨ２及びＣＨ３）を灰色で示す。
【図６Ａ】様々なＶＨＨについてＢＢＢを横断する能力を評価するための、インビトロＢ
ＢＢモデルの使用を要約する流れ図である。等モル量（５．６μＭ又は１．２５μＭ）の
正（ＦＣ５）及び負（Ａ２０．１、クロストリジウム・ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄ
ｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）毒素Ａ結合性ＶＨＨ、及びＥＧＦＲ結合性ＶＨＨであるＥ
Ｇ２）の対照のＶＨＨ及びＩＧＦ１Ｒ－４を、ラットインビトロＢＢＢモデルを横断する
それらの能力について同時に試験した。成体ラットからのＳＶ４０不死化脳内皮細胞（ｓ
ｖＡＲＢＥＣ）を、下のチャンバーではラット星状膠細胞馴化培地、上のチャンバーでは
標準培地の存在下で、インサートの膜上で単層で培養した。ＢＢＢモデルの管腔側への、
等モル量の様々なＶＨＨの同時添加後に、試料を１５、３０、及び６０分後に下のチャン
バーから採取した。次に、これらの試料において各ＶＨＨの濃度を、質量分析（多重反応
モニタリング－同位体標識化内部標準、ＭＲＭ－ＩＬＩＳ）により定量した。Ｐａｐｐ値
［Ｑｒ／ｄｔ＝レシーバーコンパートメントにおける累積量対時間、Ａ＝細胞単層の面積
、Ｃ０＝投与溶液の初期濃度］が、分子についてＢＢＢを横断する能力を決定するために
一般に使用される。
【図６Ｂ】４つの同時投与されたＶＨＨのＰａｐｐ値を示す図である。ＩＧＦ１Ｒ－４　
ＶＨＨは、ＦＣ５よりも有意に高いＰａｐｐ値を有する一方で、両方の陰性対照が、低い
Ｐａｐｐ値を有し、対照ＶＨＨの低い非特異的輸送又は傍細胞輸送と比較して、ＦＣ５及
びＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨの促進輸送を示す。
【図６Ｃ】対照として同じウェルにおいて試験されたＡ２０．１　ＶＨＨ（灰色バー）（
平均Ａ２０．１値を灰色の点線で示す）と比較した、ヒト化ＩＧＦ１Ｒ－４単一ドメイン
抗体（Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６）（黒色バー）のＰａｐｐ値を示す図である。結果
は、ＩＧＦ１Ｒの結合だけ（ヒト化６変異体（Ｈ６）に見られる）では、ＢＢＢの通過を
誘発するのに十分でないことを明確に示す。
【図６Ｄ】同じウェル中で試験され、非常に低いＰａｐｐ値を有するＡ２０．１－マウス
Ｆｃ（Ａ２０．１ｍＦｃ）（灰色）と比較した、マウスＦｃ（黒色）とのＩＧＦ１Ｒ－４
　ＶＨＨのＣ末端融合物のＰａｐｐ値を示す図である。ＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃは、ＦＣ５
－ｍＦｃ（灰色の点線で示すとおり、典型的にはおよそ１８０ｃｍ／ｍｉｎ）よりも有意
に高いＰａｐｐ値を有する。別のＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨである、Ｆｃと融合したＩＦＧ
１Ｒ－１は、負の内部対照Ａ２０．１　ＶＨＨよりもわずかに高いＰａｐｐ値しか有さな
い。この結果も、すべてのＩＧＦ１Ｒ結合性抗体がＢＢＢを通過するわけではないことを
実証する。データは、ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃが、一価ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨと比較し
て、同等に高いＢＢＢ通過輸送率を有することをさらに示す。結果は、３～６つの独立実
験において得られた平均Ｐａｐｐ値である。ＦＣ５（ＶＨＨ）及びＡ２０．１（ＶＨＨ）
の平均Ｐａｐｐ値もまた、比較のため点線により示す。
【図７】（上パネル）ＰＢＳ（未処置）又は２．５ｍｇ／ｋｇのＣｙ５．５－ＩＧＦ１Ｒ
－４　ＶＨＨ若しくはＣｙ５．５－Ａ２０．１　ＶＨＨのいずれか（注射された分子の概
略図を上部に示す）を静脈内注射され、ｅＸｐｌｏｒｅ　Ｏｐｔｉｘ時間領域光学画像装
置で注射３０分後にスキャンされたＣＤ－１マウスのインビボ全身画像を示す図である。
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下パネルは、ＶＨＨ注射１時間後、循環から抗体を除去する経心腔的灌流後に得られた同
じ動物のエクスビボ脳画像を示す。矢印は、Ｃｙ５．５－ＩＧＦ１Ｒ－４を注射された動
物の頭部及びエクスビボ脳における蛍光トレーサーの高い光学シグナル（薄灰色）を示す
一方で、Ｃｙ５．５－Ａ２０．１対照（黒色）を注射された動物にはそれは検出できない
。
【図８Ａ】ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ－ガラニンコンジュゲートの化学合成のためのスキー
ムを示す図である。まず、ＩＧＦ１Ｒ－４を、スルホ－ＳＭＣＣクロスリンカーのＮＨＳ
基にコンジュゲートし（１）、次に、マレイミド活性化ＩＧＦ１Ｒ－４－スルホ－ＳＭＣ
Ｃを、ガラニンの還元型システインにコンジュゲートした（２）。
【図８Ｂ】ＩＧＦ１Ｒ－４（レーン２）、ＩＧＦ１Ｒ－４－ＳＭＣＣ（レーン３）、及び
ＩＧＦ１Ｒ－４－ガラニンコンジュゲート（レーン４）のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを示す図
である。「バンド形成」パターンは、１つのＩＧＦ１Ｒ－４当たり１～２個のガラニン分
子の結合を示す。同じコンジュゲーション方法を、ガラニンをＩＧＦ１Ｒ－ｍＦｃと連結
するために使用した。
【図９Ａ】化学的にコンジュゲートされたペプチドガラニンのＩＧＦ１Ｒ－４媒介性脳送
達を示す図である。図９Ａは、ハーグリーヴズ疼痛モデル（Ｈａｒｇｒａｅｖｅｓ　ｐａ
ｉｎ　ｍｏｄｅｌ）を使用して、ＩＧＦ１Ｒ－４について、薬理学的に有効な用量の鎮痛
性ペプチドガラニン（３．２ｋＤ）を脳内に送達する能力を示すグラフである。このモデ
ルにおいて、雄ウィスターラット（４～６週齢）において、１００μｌの完全フロイント
アジュバント（ＣＦＡ）を左足底表面に注射し、数時間以内に局所炎症を引き起こすこと
により、局所的な慢性的疼痛が誘導される。ＢＢＢ担体ＶＨＨ－薬物コンジュゲート又は
ガラニン単体の尾静脈注射後に、ガラス表面上にセットされたプレキシグラスの囲いの中
にラットを入れる。温度的刺激を、角度を付けた鏡を介して炎症性又は対側の足に集中さ
せた。刺激の適用と足の退避（足をなめるか、又は動かすこと）との間の潜時は、鎮痛性
効果（温熱性痛覚の阻害）の尺度として解釈される。１ｍｇ／ｋｇガラニンの全身（尾静
脈）注射後の鎮痛効果の欠如により実証されるとおり、ペプチドガラニン単体はＢＢＢを
通過できない（黒い三角）。ＩＧＦ１Ｒ－４－ガラニンコンジュゲート（３ｍｇ／ｋｇ）
の全身注射は、熱痛覚過敏を阻害し、投与３０分後に最大反転（ｒｅｖｅｒｓａｌ）に到
達し（黒丸）、効果は６ｍｇ／ｋｇのＦＣ５－ガラニンコンジュゲートで観察されたもの
（白い四角）よりも顕著だった。
【図９Ｂ】化学的にコンジュゲートされたペプチドガラニンのＩＧＦ１Ｒ－４媒介性脳送
達を示す図である。図９Ｂは、これらの結果を、最大可能効果（ＭＰＥ、対照足）と比較
した反応の曲線下面積（ＡＵＣ）として示す。
【図９Ｃ】炎症性疼痛のハーグリーヴズモデルにおける、ｉｖ投与されたＩＧＦ１Ｒ－４
－ｍＦｃ－ガラニンコンジュゲートでの熱痛覚過敏の用量依存的（２ｍｇ／ｋｇ及び５ｍ
ｇ／ｋｇ）阻害を示す図である。対照的に、Ａ２０．１－ｍＦｃ－ガラニン（５ｍｇ／ｋ
ｇ）は、熱痛覚過敏の反転を一切誘導しなかった。
【図９Ｄ】様々な用量のＡ２０．１－ｍＦｃ－ガラニン及びＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ－ガ
ラニンで達成される反応のピークでの熱痛覚過敏のパーセント反転（Ｅｍａｘ）を示す図
である。
【図１０】ＩＧＦ１Ｒ－４、並びに「正」の対照ＶＨＨ、ＦＣ５及び「負」の対照ＶＨＨ
　Ａ２０．１の、６ｍｇ／ｋｇの各抗体の全身（尾静脈）同時投与３０分後の血漿及びＣ
ＳＦレベルを示す図である。ＣＳＦを大槽から回収した。ＩＧＦ１Ｒ－４、ＦＣ５及びＡ
２０．１の血漿及びＣＳＦレベルを、特定のタンパク質ペプチドサインを「追跡」して定
量するＭＲＭ－ＩＬＩＳ法を使用して決定した。ＣＳＦにおけるアルブミンレベルを、Ｍ
ＲＭにより同時に決定した。１５００よりも低い血漿／ＣＳＦ比を有するすべてのＣＳＦ
試料を、潜在的に血液汚染されているものとして除外した。ＩＧＦ１Ｒ－４のＣＳＦ／血
清比は、ＦＣ５の０．９％及びＡ２０．１の０．０１７％と比較して、１．２％だった。
【図１１】６ｍｇ／ｋｇの用量の尾静脈投与２４時間後の脳切片におけるＩＧＦ１Ｒ－４
ｍＦｃの免疫検出を示す図である。ＰＢＳでの屠殺灌流がラットにおいて実施され、ビブ
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ラトームを使用して脳切片（１２μｍ）が得られた。ＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃを、抗マウス
Ｆｃ抗体を使用して免疫検出した（赤色、赤色チャンネルはインサートにのみ示す）。脳
切片（歯状回、Ａ；前頭皮質、Ｂ）における血管を、レクチンＲＣＡ１を使用して検出し
た（緑色）。ＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃを、矢頭印により示すとおり、血管及び血管外（すな
わち、脳実質中であり、ＢＢＢを通過している）の両方において検出できた。
【図１２Ａ】ＩＧＦ１Ｒ－４が、インスリン受容体又はＩＧＦ１Ｒを介したインスリン又
はＩＧＦ－１シグナル伝達を妨げないことを示す図である。図１２Ａは、ＩＧＦ１Ｒ－４
又は試験された任意の他の抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ（ＩＧＦ１Ｒ－１、－３、－５又は－６
）のいずれも、単体では下流Ａｋｔリン酸化を１００ｎＭの濃度で誘導しないことを示す
、代表的なウエスタンブロットである。１００ｎＭのＩＧＦ１Ｒ－４又は任意の他の抗Ｉ
ＧＦ１Ｒ　ＶＨＨのいずれの存在も、１０μｇ／ｍｌのインスリンにより誘導されるＡｋ
ｔリン酸化を阻害しない。３つの独立実験からのウエスタンブロットバンド密度の定量を
、ゲル画像の下の棒グラフ（平均＋／－ＳＤ）で示す。
【図１２Ｂ】ＩＧＦ１Ｒ－４が、インスリン受容体又はＩＧＦ１Ｒを介したインスリン又
はＩＧＦ－１シグナル伝達を妨げないことを示す図である。図１２Ｂは、１００ｎＭのＩ
ＧＦ１Ｒ－４又は試験された任意の他の抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ（ＩＧＦ１Ｒ－４、－５又
は－６）のいずれも、それら自体ではＡｋｔのリン酸化を誘導しなかったこと、及び２０
０ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１での刺激の際に誘導されるＩＧＦ－１誘導性Ａｋｔリン酸化（
すなわちシグナル伝達）を阻害しなかったを示す、代表的なウエスタンブロットである。
３つの独立実験からのウエスタンブロットバンド密度の定量を、ゲル画像の下の棒グラフ
（平均＋／－ＳＤ）で示す。
【図１２Ｃ】ＩＧＦ１Ｒ－４が、インスリン受容体又はＩＧＦ１Ｒを介したインスリン又
はＩＧＦ－１シグナル伝達を妨げないことを示す図である。図１２Ｃは、リン酸化ＩＧＦ
１Ｒについてプローブされたウエスタンブロットを示す。細胞を、１００ｎＭ又は５００
ｎＭのいずれかのＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ又は任意の他の抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ－ｍＦｃ
融合物（ＩＧＦ１Ｒ－１、－３又は－４－ｍＦｃ）とインキュベートしたか、又はそれぞ
れのＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ－ｍＦｃ融合タンパク質の存在下で２００ｎｇ／ｍｌ　ＩＧＦ－
１で刺激した。ウエスタンブロットは、融合コンストラクトのいずれもＩＧＦ１ＲのＩＧ
Ｆ－１誘導性リン酸化を阻害せず、それら自体では受容体リン酸化も誘導しなかったこと
を示す。
【発明の詳細な説明】
【００３５】
　本発明は、インスリン様成長因子１受容体特異的抗体、それらの断片、及びそれらの使
用に関する。より詳細には、本発明は、血液脳関門を通過するインスリン様成長因子１受
容体特異的抗体又はそれらの断片、及びそれらの使用に関する。
【００３６】
　本発明は、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）エピトープに特異的に結合す
る単離又は精製抗体又はその断片を提供し、抗体又はその断片は血液脳関門を通過し、エ
ピトープは、配列番号５の抗体により特異的に結合される。ＩＧＦ１Ｒエピトープは、Ｉ
ＧＦ１Ｒ細胞外ドメイン内にありうる。
【００３７】
　本発明は、
　ＧＧＴＶＳＰＴＡの相補性決定領域（ＣＤＲ）１配列（配列番号１）、
　ＩＴＷＳＲＧＴＴのＣＤＲ２配列（配列番号２）、及び
　ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹのＣＤＲ３配列（配列番号３）
を含み、インスリン様成長因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）に特異的に結合する単離又は精製
抗体又はその断片を提供する。
【００３８】
　本明細書において使用される「抗体」という用語は、当技術分野において「免疫グロブ
リン」（Ｉｇ）とも呼ばれ、対となるポリペプチド重鎖及び軽鎖から構築されるタンパク
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質を指し、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭを含む様々なＩｇアイソタイプ
が存在する。抗体が正確にフォールドされるとき、各鎖は、より直鎖状のポリペプチド配
列により連結された数多くの別個の球状ドメインへとフォールドする。たとえば、免疫グ
ロブリン軽鎖は、可変（ＶＬ）及び定常（ＣＬ）ドメインへとフォールドする一方で、重
鎖は、可変（ＶＨ）及び３つの定常（ＣＨ、ＣＨ２、ＣＨ３）ドメインへとフォールドす
る。重鎖及び軽鎖可変ドメイン（ＶＨ及びＶＬ）の相互作用は、抗原結合領域（Ｆｖ）の
形成をもたらす。各ドメインは、当業者が精通するよく確立された構造を有する。
【００３９】
　軽鎖及び重鎖可変領域は、標的抗原との結合を担い、したがって、抗体間での顕著な配
列多様性を示しうる。定常領域は、比較的低い配列多様性を示し、重要な生化学的事象を
誘発するための数多くの天然タンパク質との結合を担う。抗体の可変領域は、分子の抗原
結合決定基を含有し、したがって、抗体のその標的抗原に対する特異性を決定する。配列
変異性の大多数は６つの超可変領域において生じ、これらは可変重鎖（ＶＨ）及び軽鎖（
ＶＬ）にそれぞれ３つずつある。超可変領域は組み合わさって抗原結合部位を形成し、抗
原決定基との結合及びその認識に寄与する。抗体のその抗原に対する特異性及び親和性は
、超可変領域の構造とともに、それらのサイズ、形状、及びそれらが抗原に対して提示す
る表面の化学的性質により決定される。超可変性の領域の同定のための様々なスキームが
存在し、最も一般的な２つは、Ｋａｂａｔのもの並びにＣｈｏｔｈｉａ及びＬｅｓｋのも
のである。Ｋａｂａｔら（１９９１）は、ＶＨ及びＶＬドメイン抗原結合領域配列変異性
に基づいて「相補性決定領域」（ＣＤＲ）を定義する。Ｃｈｏｔｈｉａ及びＬｅｓｋ（１
９８７）は、ＶＨ及びＶＬドメインにおける構造的ループ領域の位置に基づいて「超可変
ループ」（Ｈ又はＬ）を定義する。これらの個別のスキームは、隣接又はオーバーラップ
するＣＤＲ及び超可変ループ領域を定義するので、抗体技術分野の当業者は、「ＣＤＲ」
及び「超可変ループ」という用語を多くの場合互換的に用い、本明細書においてもそのよ
うに使用できる。ＣＤＲ／ループは、可変ドメインの比較を容易にするために開発された
、より最近のＩＭＧＴナンバリングシステム（Ｌｅｆｒａｎｃ，Ｍ．－Ｐ．ら、２００３
）に従って、本明細書において参照される。このシステムにおいて、保存アミノ酸（たと
えばＣｙｓ２３、Ｔｒｐ４１、Ｃｙｓ１０４、Ｐｈｅ／Ｔｒｐ１１８、及び位置８９の疎
水性残基）は常に同じ位置を占める。加えて、フレームワーク領域（ＦＲ１：位置１～２
６；ＦＲ２：３９～５５；ＦＲ３：６６～１０４；及びＦＲ４：１１８～１２９）及びＣ
ＤＲ（ＣＤＲ１：２７～３８、ＣＤＲ２：５６～６５；及びＣＤＲ３：１０５～１１７）
の標準化された境界設定が提供される。
【００４０】
　本明細書において称される「抗体断片」は、当技術分野において知られている任意の好
適な抗原結合抗体断片を含みうる。抗体断片は、天然抗体断片でもよく、又は天然抗体の
操作若しくは組換え方法の使用により得られてもよい。たとえば、抗体断片には、Ｆｖ、
単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ、ペプチドリンカーで接続されたＶＬ及びＶＨからなる分子）、Ｆａ
ｂ、Ｆ（ａｂ’）２、単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ、単一ＶＬ又はＶＨからなる断片）、
及びこれらのうちの任意のものの多価提示が含まれうるが、これに限定されない。抗体断
片、たとえばすぐ上で述べられたものは、断片の異なる部分を連結するためのリンカー配
列、ジスルフィド結合、又は他のタイプの共有結合を必要とすることがあり、当業者は、
異なるタイプの断片の要件及びそれらの構築のための様々なアプローチに精通していると
考えられる。
【００４１】
　非限定的な一例において、抗体断片は、天然ソースに由来するｓｄＡｂでありうる。ラ
クダ科動物由来の重鎖抗体（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍａｎら、１９９３）は軽鎖を
欠き、したがって、それらの抗原結合部位は、ＶＨＨと呼ばれる１つのドメインからなる
。ｓｄＡｂはまた、サメにおいても観察されており、ＶＮＡＲと呼ばれる（Ｎｕｔｔａｌ
ｌら、２００３）。他のｓｄＡｂが、ヒトＩｇ重鎖及び軽鎖配列に基づいて設計されうる
（Ｊｅｓｐｅｒｓら、２００４；Ｔｏら、２００５）。本明細書において使用される「ｓ
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ｄＡｂ」という用語には、任意の由来のＶＨ、ＶＨＨ、ＶＬ又はＶＮＡＲリザーバーから
、ファージディスプレイ又は他の技術によって直接単離されるｓｄＡｂ、前述のｓｄＡｂ
に由来するｓｄＡｂ、組換え産生ｓｄＡｂが、ヒト化、親和性成熟、安定化、可溶化、ラ
クダ化、又は抗体工学の他の方法によるかかるｓｄＡｂのさらなる改変によって作製され
るｓｄＡｂとともに含まれる。本発明には、ｓｄＡｂの抗原結合機能及び特異性を保持す
るホモログ、誘導体、又は断片も包含される。
【００４２】
　ｓｄＡｂは、抗体分子の所望の特性、たとえば高い熱安定性、高い耐洗剤性、相対的に
高いプロテアーゼ耐性（Ｄｕｍｏｕｌｉｎら、２００２）及び高い生産収率（Ａｒｂａｂ
ｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら、１９９７）を有し、また、免疫ライブラリーからの単離（Ｌ
ｉら、２００９）、又はインビトロ親和性成熟（Ｄａｖｉｅｓ＆Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ、１
９９６）により、非常に高い親和性を有するよう設計できる。安定性を高めるためのさら
なる改変、たとえば非カノニカルなジスルフィド結合の導入（Ｈｕｓｓａｃｋら、２０１
１；Ｋｉｍら、２０１２）もまた、ｓｄＡｂにもたらされうる。
【００４３】
　当業者は、単一ドメイン抗体の構造によく精通していると考えられる（たとえば、タン
パク質構造データバンクの３ＤＷＴ、２Ｐ４２を参照のこと）。ｓｄＡｂは、免疫グロブ
リンフォールドを保持する単一の免疫グロブリンドメインを含み、とりわけ、３つのＣＤ
Ｒ／超可変ループのみが抗原結合部位を形成する。しかしながら、当業者に理解されてい
ると考えられるとおり、すべてのＣＤＲが抗原の結合に必要とされるわけではない。たと
えば、限定することは望まないが、１つ、２つ又は３つのＣＤＲが、本発明のｓｄＡｂに
よる抗原との結合及びその認識に寄与しうる。ｓｄＡｂ又は可変ドメインのＣＤＲは、本
明細書において、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及びＣＤＲ３と呼ばれ、Ｌｅｆｒａｎｃ，Ｍ．－
Ｐ．ら（２００３）による定義どおりナンバリングされる。
【００４４】
　本発明の抗体又はその断片は、細胞表面に見出される受容体である、インスリン様成長
因子１受容体（ＩＧＦ１Ｒ）に特異的である。ＩＧＦ１Ｒは、インスリン様成長因子１結
合部位を有する細胞外部分を含むアルファサブユニットを含み、これは、ジスルフィド結
合により、小さな細胞外ドメイン、膜貫通領域、及び細胞内部分を含むベータサブユニッ
トと接続される。ＩＧＦ１受容体は、ホモダイマーへと構築されるか、又はインスリン受
容体とのヘテロダイマーを形成しうる。ＩＧＦ１Ｒの配列は、図２に示すもの（Ｓｗｉｓ
ｓＰｒｏｔ受託番号Ｐ０８０６９、配列番号１２）、又はそれと実質的に同一の配列であ
りうるが、これに限定されない。
【００４５】
　本明細書に記載の抗体又はその断片は、インスリン受容体（ＩＲ）又はＩＧＦ１Ｒを介
したシグナル伝達を妨げないはずである。具体的には、本明細書に記載の抗体又はそれら
の断片は、インスリンにより誘導されるＡＫＴリン酸化を阻害しないはずであり、又は、
それら自体でＩＲのリン酸化を誘導したり、インスリン誘導性シグナル伝達を阻害したり
しないはずである。加えて、本明細書に記載の抗体又はそれらの断片は、ＩＧＦ１ＲのＩ
ＧＦ－１誘導性リン酸化を阻害しないはずである。さらに、それらは、インスリン受容体
に結合しないはずである。
【００４６】
　前述のとおり、抗体又はその断片は、ｓｄＡｂでありうる。ｓｄＡｂは、ラクダ科動物
由来又はラクダ科動物ＶＨＨ由来でありえ、したがってラクダ科動物フレームワーク領域
に基づきうる。代わりに、上述のＣＤＲは、ＶＮＡＲ、ＶＨＨ、ＶＨ又はＶＬフレームワ
ーク領域上にグラフトされうる。また別の選択肢において、上述の超可変ループは、任意
のソース（たとえば、マウス）の他のタイプの抗体断片（Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ）のフ
レームワーク領域又はＣＤＲをグラフトできる類似のサイズ及び性質のタンパク質上にグ
ラフトされうる（たとえば、Ｎｉｃａｉｓｅら、２００４を参照のこと）。
【００４７】
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　本発明は、当技術分野において知られている任意の好適な方法、たとえばこれに限定さ
れないが、ＣＤＲグラフティング及びベニアリング（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）を使用して「
ヒト化」された抗体又は断片をさらに包含する。抗体又は抗体断片のヒト化は、抗原結合
能又は特異性を失うことなしに、配列中のアミノ酸を、ヒトコンセンサス配列に見出され
るそのヒト対応物と置き換えることを含む。このアプローチは、ヒト対象に導入されたと
きに、抗体又はその断片の免疫原性を低減する。ＣＤＲグラフティングのプロセスにおい
て、本明細書において定義される１つ又は複数のＣＤＲが、ヒト可変領域（ＶＨ、又はＶ

Ｌ）、他のヒト抗体（ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、及びＩｇＭ）、他のヒト抗体断
片フレームワーク領域（Ｆｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ）又はＣＤＲがグラフトされうる類似の
サイズ及び性質の他のタンパク質に、融合又はグラフトされうる（Ｎｉｃａｉｓｅら、２
００４）。かかる場合において、前記１つ又は複数の超可変ループのコンフォメーション
は、保存されている可能性が高く、ｓｄＡｂのその標的（すなわち、ＩＧＦ１Ｒ）に対す
る親和性及び特異性は、最小限の影響しか受けない可能性が高い。ＣＤＲグラフティング
は、当技術分野において知られており、少なくとも以下に記載されている。すなわち、米
国特許第６１８０３７０号、米国特許第５６９３７６１号、米国特許第６０５４２９７号
、米国特許第５８５９２０５号、及び欧州特許第６２６３９０号。当技術分野において「
可変領域リサーフェイシング（ｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎ　ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎ
ｇ）」とも呼ばれるベニアリングは、抗体又は断片の溶媒に露出した位置をヒト化するこ
とを伴う。したがって、ＣＤＲコンフォメーションにとって重要でありうる埋没した非ヒ
ト化残基は保存される一方で、溶媒に露出した領域に対する免疫反応の可能性は最小化さ
れる。ベニアリングは、当技術分野において知られており、少なくとも以下に記載されて
いる。すなわち、米国特許第５８６９６１９号、米国特許第５７６６８８６号、米国特許
第５８２１１２３号、及び欧州特許第５１９５９６号。当業者はまた、かかるヒト化抗体
断片を調製し、アミノ酸位置をヒト化する方法にも十分に精通していると考えられる。
【００４８】
　たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、ＩＧＦ１Ｒに特異的な単離又は精
製抗体又はその断片は、
Ｘ１ＶＸ２ＬＸ３ＥＳＧＧＧＬＶＱＸ４ＧＧＳＬＲＬＳＣＸ５Ｘ６ＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭ
ＧＷＸ７ＲＱＡＰＧＫＸ８Ｘ９ＥＸ１０ＶＸ１１ＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＸ１２ＡＳＳＶＫ
Ｘ１３ＲＦＴＩＳＲＤＸ１４Ｘ１５ＫＮＴＸ１６ＹＬＱＭＮＳＬＸ１７Ｘ１８ＥＤＴＡＶ
ＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴ　Ｘ１９ＶＴＶＳＳ（配列番号４
）（式中、Ｘ１はＥ又はＱであり、Ｘ２はＫ又はＱであり、Ｘ３はＶ又はＥであり、Ｘ４

はＡ又はＰであり、Ｘ５はＡ又はＥであり、Ｘ６はＶ又はＡであり、Ｘ７はＶ又はＦであ
り、Ｘ８はＧ又はＥであり、Ｘ９はＬ又はＲであり、Ｘ１０はＦ又はＷであり、Ｘ１１は
Ｇ又はＳであり、Ｘ１２はＶ又はＹであり、Ｘ１３はＤ又はＧであり、Ｘ１４はＮ又はＳ
であり、Ｘ１５はＡ又はＳであり、Ｘ１６はＬ又はＶであり、Ｘ１７はＫ又はＲであり、
Ｘ１８はＡ又はＳであり、Ｘ１９はＬ又はＱである）、
又はそれと実質的に同一の配列でありうる。代わりに、単離又は精製抗体は、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４と呼ばれる、ＱＶＫＬＥＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲ
ＬＳＣＥＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲ
ＶＡＳＳＶＫＤＲＦＴＩＳＲＤＳＡＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＫＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳ
ＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＱＶＴＶＳＳ（配列番号５）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ２と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号６）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ３と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号７）、
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本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ４と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＧＬＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号８）、
本明細書においてＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ５と呼ばれる、ＱＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧ
ＳＬＲＬＳＣＡＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧ
ＴＴＲＹＡＳＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＳＳＫＮＴＶＹＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ
ＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列番号９）、及び
又はそれと実質的に同一の配列からなる群から選択される配列を含みうる。
【００４９】
　実質的に同一の配列は、１つ又は複数の保存的アミノ酸変異を含みうる。基準配列に対
する１つ又は複数の保存的アミノ酸変異は、基準配列と比較して、生理的、化学的、物理
化学的又は機能的特性において実質的変化のない変異体ペプチドをもたらしうることが当
技術分野において知られており、かかる場合に、基準配列及び変異体配列は「実質的に同
一」のポリペプチドと考えられる。保存アミノ酸置換は、アミノ酸残基の、類似の化学的
特性（たとえば、サイズ、電荷、又は極性）を有する別のアミノ酸残基との置換として本
明細書に定義される。これらの保存的アミノ酸変異は、ｓｄＡｂのフレームワーク領域に
生じうる一方で、上に挙げたＣＤＲ配列及び抗体又は断片のＣＤＲの全体構造を維持する
。したがって、抗体の特異性及び結合は維持される。
【００５０】
　非限定的な一例において、保存的変異は、アミノ酸置換でありうる。かかる保存アミノ
酸置換は、塩基性、中性、疎水性、又は酸性アミノ酸を、同じ群の別のものに置換しうる
。「塩基性アミノ酸」という用語により、７を超える側鎖ｐＫ値を有する親水性アミノ酸
が意図され、これは生理的ｐＨで正の電荷を典型的には有する。塩基性アミノ酸には、ヒ
スチジン（Ｈｉｓ又はＨ）、アルギニン（Ａｒｇ又はＲ）、及びリシン（Ｌｙｓ又はＫ）
が含まれる。「中性アミノ酸」（「極性アミノ酸」とも呼ばれる）という用語により、生
理的ｐＨで無電荷であるが、２つの原子により共有される電子対がそれら原子の一方によ
ってより近接して保持される少なくとも１つの結合を有する側鎖を有する親水性アミノ酸
が意図される。極性アミノ酸には、セリン（Ｓｅｒ又はＳ）、トレオニン（Ｔｈｒ又はＴ
）、システイン（Ｃｙｓ又はＣ）、チロシン（Ｔｙｒ又はＹ）、アスパラギン（Ａｓｎ又
はＮ）、及びグルタミン（Ｇｌｎ又はＱ）が含まれる。「疎水性アミノ酸」（「非極性ア
ミノ酸」とも呼ばれる）という用語は、Ｅｉｓｅｎｂｅｒｇ（１９８４）の標準化された
合意されている疎水性スケールに従って、ゼロを超える疎水性を示すアミノ酸を含むこと
が意図される。疎水性アミノ酸には、プロリン（Ｐｒｏ又はＰ）、イソロイシン（Ｉｌｅ
又はＩ）、フェニルアラニン（Ｐｈｅ又はＦ）、バリン（Ｖａｌ又はＶ）、ロイシン（Ｌ
ｅｕ又はＬ）、トリプトファン（Ｔｒｐ又はＷ）、メチオニン（Ｍｅｔ又はＭ）、アラニ
ン（Ａｌａ又はＡ）、及びグリシン（Ｇｌｙ又はＧ）が含まれる。「酸性アミノ酸」は、
７未満の側鎖ｐＫ値を有する親水性アミノ酸を指し、これは、生理的ｐＨで負の電荷を典
型的には有する。酸性アミノ酸には、グルタミン酸（Ｇｌｕ又はＥ）、及びアスパラギン
酸（Ａｓｐ又はＤ）が含まれる。
【００５１】
　配列同一性が、２つの配列の類似性を評価するために使用される。それは、残基位置間
が最大限対応するよう２つの配列をアラインしたときに同一である残基のパーセントを計
算することにより決定される。配列同一性を計算するために、任意の既知の方法を使用で
き、たとえば、配列同一性を計算するのにコンピュータソフトウェアを利用可能である。
限定することは望まないが、配列同一性は、ソフトウェア、たとえばＳｗｉｓｓ　Ｉｎｓ
ｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓにより維持されている（そして、ｃ
ａ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｂｌａｓｔ／で見られる）ＮＣＢＩ　ＢＬＡＳ
Ｔ２サービス、ＢＬＡＳＴ－Ｐ、Ｂｌａｓｔ－Ｎ、若しくはＦＡＳＴＡ－Ｎ、又は当技術
分野において知られている任意の他の適切なソフトウェアにより計算できる。
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【００５２】
　本発明の実質的に同一の配列は、少なくとも９０％同一でありうる。別の一例において
、実質的に同一の配列は、アミノ酸レベルで本明細書に記載の配列に対し、少なくとも９
０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、又は１００％、又はこれ
らの間の任意のパーセンテージで同一である。重要なことだが、実質的に同一の配列は、
基準配列の活性及び特異性を保持する。非限定的一実施形態において、配列同一性の差は
、保存的アミノ酸変異（複数可）によるものでありうる。非限定的な一例において、本発
明は、本明細書に記載の抗体の配列と少なくとも９５％、９８％、又は９９％同一の配列
を含む抗体又はその断片に関するものでありうる。
【００５３】
　本発明の抗体又はその断片はまた、組換え抗体又はその断片の発現、検出又は精製を補
助する追加の配列を含みうる。当業者に知られている任意のかかる配列又はタグを使用で
きる。たとえば、限定することは望まないが、抗体又はその断片は、標的化又はシグナル
配列（たとえば、これに限定されないが、ｏｍｐＡ）、検出／精製タグ（たとえば、これ
に限定されないが、ｃ－Ｍｙｃ、Ｈｉｓ５、又はＨｉｓ６）、又はそれらの組合せを含み
うる。別の一例において、追加の配列は、ビオチン認識部位、たとえばＣｒｏｎａｎらに
より国際公開第９５／０４０６９号に記載されたもの又はＶｏｇｅｓらにより国際公開第
２００４／０７６６７０号に記載されたものでありうる。やはり当業者に知られていると
おり、リンカー配列を、追加の配列又はタグと併せて使用でき、又は検出／精製タグとし
て役立ちうる。
【００５４】
　本発明の抗体又はその断片は、本明細書において多価提示とも呼ばれる、多価ディスプ
レイ形式でもありうる。多量体化は、当技術分野において知られている任意の好適な方法
により達成できる。たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、多量体化は、自
己組織化分子、たとえばＺｈａｎｇら（２００４ａ、２００４ｂ）及び国際公開第２００
３／０４６５６０号に記載のものを使用して達成できる。これらの文献では、本発明の抗
体又はその断片及びＡＢ５毒素ファミリーのＢ－サブユニットの五量体化ドメイン（Ｍｅ
ｒｒｉｔｔ＆Ｈｏｌ、１９９５）を含む融合タンパク質を発現させることによりペンタボ
ディ（ｐｅｎｔａｂｏｄｉｅｓ）が製造された。Ｚｈｕら（２０１０）により記述された
多量体化ドメインを使用しても、多量体を形成できる。本明細書において「コンボディ（
ｃｏｍｂｏｄｙ）」形態と呼ばれるこの形態は、本発明の抗体又は断片と多量体分子をも
たらすコイルドコイルペプチドとの融合物である（Ｚｈｕら、２０１０）。多価ディスプ
レイの他の形態もまた、本発明に包含される。たとえば、限定することは望まないが、抗
体又はその断片が、ダイマー、トリマー、又は任意の他の好適なオリゴマーとして提示さ
れうる。これは、当技術分野において知られている方法、たとえば直接連結接続（Ｎｉｅ
ｌｓｏｎら、２０００）、ｃ－ｊｕｎ／Ｆｏｓ相互作用（ｄｅ　Ｋｒｕｉｆ＆Ｌｏｇｔｅ
ｎｂｅｒｇ、１９９６）、「ノブ・イントゥー・ホールズ（Ｋｎｏｂ　ｉｎｔｏ　ｈｏｌ
ｅｓ）」相互作用により達成できる（Ｒｉｄｇｗａｙら、１９９６）。
【００５５】
　多量体化のための当技術分野において知られている別の方法は、Ｆｃドメイン、たとえ
ば、これに限定されないが、ヒトＦｃドメインを使用して、抗体又はその断片をダイマー
化するものである。Ｆｃドメインは、ＩｇＧ、ＩｇＭを含むが、これに限定されない様々
なクラス、又は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２等を含むが、これに限定されない様々なサブクラス
から選択できる。このアプローチにおいて、Ｆｃ遺伝子が、ｓｄＡｂ－Ｆｃ融合タンパク
質を作製するために、ｓｄＡｂ遺伝子とともにベクター内に挿入される（Ｂｅｌｌら、２
０１０；Ｉｑｂａｌら、２０１０）。融合タンパク質が組換え発現させられ、次に精製さ
れる。たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、多価ディスプレイ形式は、Ｆ
ｃドメインに連結された抗ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨのキメラ形式、又は２つ若しくは３つ
の抗ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ認識特異エピトープとの二重若しくは三重特異性抗体融合物
を包含しうる。かかる抗体は、設計及び製造が容易であり、ｓｄＡｂの血清中半減期を大
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きく延長させることができ、優れた腫瘍画像化試薬でありうる（Ｂｅｌｌら、２０１０）
。
【００５６】
　すぐ上で述べた多量体複合体におけるＦｃドメインは、当技術分野において知られてい
る任意の好適なＦｃ断片でありうる。Ｆｃ断片は、任意の好適なソースに由来しうる。た
とえば、Ｆｃは、マウス又はヒト由来でありうる。具体的で非限定的な一例において、Ｆ
ｃは、マウスＦｃ２ｂ断片又はヒトＦｃ１断片でありうる（Ｂｅｌｌら、２０１０；Ｉｑ
ｂａｌら、２０１０）。Ｆｃ断片は、本発明の抗ＩＧＦ１Ｒ－３　ＶＨＨ又はヒト化バー
ジョンのＮ末端又はＣ末端と融合できる。具体的で非限定的な一例において、すぐ上で述
べた多量体化単離又は精製抗体又は断片は、配列番号１０、３８、又は１１の配列を含み
うる。
【００５７】
　上述の多量体の各サブユニットは、同じ又は異なる本発明の抗体又はそれらの断片を含
むことができ、これは、同じ又は異なる特異性を有しうる。加えて、多量体化ドメインを
、必要に応じてリンカーを使用して抗体又は抗体断片に連結できる。かかるリンカーは、
２つの分子の柔軟な結合を提供するのに十分な長さ及び適切な組成を有するはずであるが
、抗体の抗原結合特性を妨げないはずである。
【００５８】
　本明細書に記載の抗体又はその断片は、血液脳関門を通過できる。脳は、血液脳関門（
ＢＢＢ）として知られている特化した内皮組織により身体の他の部分から分離される。Ｂ
ＢＢの内皮細胞は、密着結合により接続され、多くの治療化合物が脳に侵入するのを効率
的に妨げる。低効率の小胞輸送に加えて、ＢＢＢの具体的な特徴の１つは、酵素障壁（複
数可）の存在及びＢＢＢの反管腔（脳）側でのＡＴＰ依存性輸送体、たとえばＰ－糖タン
パク質（Ｇｏｔｔｅｓｍａｎら、１９９３；Ｗａｔａｎａｂｅ、１９９５）の高レベル（
複数可）の発現であり、これは、様々な分子を脳から血流内へと能動輸送する（Ｓａｍｕ
ｅｌｓ、１９９３）。小さく（＜５００ダルトン）疎水性（Ｐａｒｄｒｉｄｇｅ、１９９
５）の分子だけが、より容易にＢＢＢを横断できる。したがって、上述の抗体又はその断
片が、表面受容体に特異的に結合し、脳内皮細胞内に内部移行し、リソソーム分解を回避
することによりＢＢＢを通過するトランスサイトーシスを受ける能力は、神経学分野にお
いて有用である。
【００５９】
　本発明はまた、本明細書に記載の分子をコードする核酸配列を包含する。遺伝コードの
縮重を鑑みると、当業者により容易に理解されると考えられるとおり、数多くの核酸配列
が、ポリペプチドをコードする効果を有すると考えられる。核酸配列は、様々な微生物に
おける発現のためにコドン最適化できる。本発明はまた、すぐ上で述べた核酸を含むベク
ターを包含する。さらに、本発明は、上述の核酸及び／又はベクターを含む細胞を包含す
る。
【００６０】
　本発明は、様々な方法を使用して表面に固定化された単離又は精製抗体又はその断片を
さらに包含する。たとえば、限定することは望まないが、抗体又は断片は、Ｈｉｓ－タグ
カップリング、ビオチン結合、共有結合、吸着等を介して表面に連結又はカップリングで
きる。本発明の抗体又はその断片の固定化は、タンパク質を捕捉、精製又は単離するため
の様々な用途において有用でありうる。固体表面は、任意の好適な表面、たとえば、これ
に限定されないが、マイクロタイタープレートのウェル表面、表面プラズモン共鳴（ＳＰ
Ｒ）センサーチップのチャンネル、膜、ビーズ（たとえば磁気ベース又はセファロースベ
ースビーズ又は他のクロマトグラフィー樹脂）、ガラス、プラスチック、ステンレス鋼、
薄膜、又は任意の他の有用な表面、たとえばナノ粒子、ナノワイヤ及びカンチレバー表面
でありうる。
【００６１】
　本発明はまた、カーゴ分子に連結された上述の抗体又はその断片を包含する。カーゴ分
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子は、任意の好適な分子でありえ、抗体又はその断片によりＢＢＢを通過して送達される
。カーゴ分子は、約１ｋＤ～約２００ｋＤａの範囲の分子量を有しうる。たとえば、カー
ゴ分子は、約１、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、
６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０、１１５、
１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５５、１６０、１６５、
１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、若しくは２００ｋＤａの分子量、又
はこれらの間の任意の分子量、又は任意の２つの前述の分子量により定義される任意の範
囲の分子量を有しうる。具体的で非限定的な例において、カーゴ分子は、１ｋＤａ（たと
えば、これに限定されないが、小分子、たとえばＣｙ５．５）、１～１０ｋＤａ（たとえ
ば、これに限定されないが、ペプチド、たとえばガラニン、３ｋＤａ）、約８０ｋＤａ（
たとえば、これに限定されないが、Ｆｃ断片、酵素、タンパク質、抗体等）、又は約２０
０ｋＤａ（たとえば、これに限定されないが、モノクローナル抗体）の分子量を有しうる
。
【００６２】
　たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、カーゴ分子は、検出可能な試剤、
治療剤、薬物、ペプチド、酵素、成長因子、サイトカイン、受容体トラップ、抗体若しく
はその断片（たとえば、ＩｇＧ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、ＶＨＨ、ＶＨ、ＶＬ等）、化合物、
炭水化物部分、ＤＮＡベース分子（アンチセンスオリゴヌクレオチド、マイクロＲＮＡ、
ｓｉＲＮＡ、プラズミド）、細胞毒性剤、ウイルスベクター（アデノ－、レンチ－、レト
ロ）、任意の前述のタイプのカーゴ分子が充填された１つ若しくは複数のリポソーム若し
くはナノ担体、又は１つ若しくは複数のナノ粒子、ナノワイヤ、ナノチューブ、若しくは
量子ドットでありうる。上述のカーゴ分子は、検出可能な試剤でありうる。たとえば、Ｉ
ＧＦ１Ｒ特異的抗体又はその断片を、放射性同位体、常磁性標識、フルオロフォア、蛍光
剤、近赤外（ＮＩＲ、たとえばＣｙ５．５）蛍光色素若しくは染料、エコー源性マイクロ
バブル、親和性標識、検出可能なタンパク質ベース分子、ヌクレオチド、量子ドット、ナ
ノ粒子、ナノワイヤ、又はナノチューブ又は画像化方法により検出できる任意の他の好適
な試剤に連結できる。抗体又はその断片は、当技術分野において知られている任意の方法
（組換え技術、化学的コンジュゲーション等）を使用してカーゴ分子に連結できる。
【００６３】
　本明細書に記載のカーゴ分子を、当技術分野において知られている任意の好適な方法に
より抗体又はその断片に連結でき、本明細書においては「コンジュゲート」できるとも言
う。たとえば、限定することは望まないが、カーゴ分子は、共有結合又はイオン性相互作
用によりペプチドに連結できる。連結は、化学的架橋反応、又は組換えＤＮＡ法を任意の
ペプチド発現系、たとえば細菌、酵母又は哺乳動物細胞ベースの系と組み合わせて使用し
た融合によって達成できる。カーゴ分子を抗体又はその断片にコンジュゲートするとき、
好適なリンカーを使用できる。抗体又はその断片をカーゴ分子、たとえば治療剤又は検出
可能な試剤に連結するための方法は、当業者によく知られていると考えられる。
【００６４】
　非限定的な一例において、カーゴ分子は、検出可能な標識、放射性同位体、常磁性標識
、たとえばガドリニウム若しくは酸化鉄、フルオロフォア、近赤外（ＮＩＲ）蛍光色素若
しくは染料、エコー源性マイクロバブル、親和性標識（たとえばビオチン、アビジン等）
、酵素、又は画像診断法により検出できる任意の他の好適な試剤でありうる。具体的で非
限定的な一例において、抗ＩＧＦ１Ｒ－４又はその断片は、近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）画像
化染料、たとえば、これに限定することを望まないが、Ｃｙ５．５、Ａｌｅｘａ６８０、
Ｄｙｌｉｇｈｔ６８０、又はＤｙｌｉｇｈｔ８００に連結できる。
【００６５】
　したがって、本発明は、組織試料を、検出可能な試剤に連結された本発明の１つ又は複
数の単離又は精製抗体又はその断片と接触させるステップを含む、ＩＧＦ１Ｒを検出する
インビトロ方法をさらに提供する。次に、当技術分野において知られている検出及び／又
は画像化技術を使用して、ＩＧＦ１Ｒ抗体複合体を検出できる。すぐ上で述べた方法にお
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ける組織試料は、任意の好適な組織試料、たとえば、これに限定されないが、血清試料、
血管組織試料、腫瘍組織試料、又は脳組織試料でありえ、組織試料は、ヒト又は動物対象
からのものでありうる。接触させるステップは、当業者に知られている、抗体又はその断
片とＩＧＦ１Ｒとの間の複合体の形成に好適な条件下でなされる。検出するステップは、
当技術分野において知られている任意の好適な方法、たとえば、これに限定されないが、
光学イメージング、免疫組織化学、分子画像診断、ＥＬＩＳＡ、イメージング質量分析、
又は他の好適な方法により達成できる。たとえば、いかなる形で限定することも望まない
が、検出可能な試剤に連結された単離又は精製抗体又はその断片は、イムノアッセイ（Ｉ
Ａ）、たとえば、これに限定されないが、酵素ＩＡ（ＥＩＡ）、ＥＬＩＳＡ、「迅速抗原
捕捉」、「迅速クロマトグラフィーＩＡ」、及び「迅速ＥＩＡ」において使用できる。（
たとえば、Ｐｌａｎｃｈｅら、２００８；Ｓｌｏａｎら、２００８；Ｒｕｓｓｍａｎｎら
、２００７；Ｍｕｓｈｅｒら、２００７；Ｔｕｒｇｅｏｎら、２００３；Ｆｅｎｎｅｒら
、２００８を参照のこと）。
【００６６】
　本発明はまた、対象におけるＩＧＦ１Ｒ発現を検出するインビボ方法を提供する。この
方法は、検出可能な試剤に連結された本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体
又はその断片を、対象に投与するステップ、及びそれに続く、ＩＧＦ１Ｒに結合した標識
化抗体又はその断片を検出するステップを含む。検出するステップは、当技術分野におい
て知られている任意の好適な方法、たとえば、これに限定されないが、ＰＥＴ、ＳＰＥＣ
Ｔ、又は蛍光イメージング、又は任意の他の好適な方法を含みうる。すぐ上で述べた方法
は、血管又は組織、たとえば、これに限定されないが、腫瘍組織におけるＩＦＧ１Ｒ発現
の検出において有用でありうる。
【００６７】
　上述の方法におけるインビボ検出ステップは、診断目的の全身イメージング又は特定の
部位、たとえば、これに限定されないが、脳血管又は脳腫瘍血管の、疾患の進行又は治療
計画に対する宿主反応を評価するための定量的方法での局所イメージングでありうる。上
述の方法における検出ステップは、免疫組織化学、又は以下を含むが、これに限定されな
い非侵襲的（分子的）画像診断技術でありうる。すなわち、
　　光学イメージング；
　　ポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）、検出可能な試剤は、同位体、たとえば１１Ｃ、
１３Ｎ、１５Ｏ、１８Ｆ、６４Ｃｕ、６２Ｃｕ、１２４Ｉ、７６Ｂｒ、８２Ｒｂ及び６８
Ｇａであり、１８Ｆが最も臨床的に利用されている；
　　単光子放出コンピュータ断層撮影（ＳＰＥＣＴ）、検出可能な試剤は、放射性トレー
サー、たとえば、具体的な用途に応じて、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、２０１Ｔ
ｌ、１３３Ｘｅである。
　　磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、検出可能な試剤は、たとえば、これに限定されないが、
ガドリニウム、酸化鉄ナノ粒子及び炭素被覆鉄コバルトナノ粒子でありえ、そのことによ
り、プラークの検出についてＭＲＩの感度を高める。
　　造影超音波検査（ＣＥＵＳ：Ｃｏｎｔｒａｓｔ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｕｌｔｒａｓｏ
ｎｏｇｒａｐｈｙ）又は超音波、検出可能な試剤は、少なくとも１つの音響的に活性で気
体が充満したマイクロバブルである。超音波は、ヒト疾患のスクリーニング及び早期検出
のために広範に用いられている技術である。それは、ＭＲＩ又はシンチグラフィーよりも
安価であり、放射線を伴わないので、分子的画像診断法、たとえば放射性核種イメージン
グよりも安全である。
【００６８】
　本発明は、血液脳関門を通過させて目的の分子を輸送する方法をさらに提供する。この
方法は、本明細書に記載の抗体又はその断片と連結された分子を対象に投与するステップ
を含み、抗体又はその断片は血液脳関門を通過する。分子は、前述のカーゴ分子を含む任
意の所望の分子でありえ、分子は、融合タンパク質におけるコンジュゲーション又は発現
を含むが、これに限定されない任意の好適な方法を使用して、抗体又はその断片に「連結
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」できる。投与は、任意の好適な方法、たとえば、静脈内（ｉｖ）、皮下（ｓｃ）、及び
筋肉内（ｉｍ）投与を含むが、これに限定されない非経口投与によるものでありうる。こ
の方法において、本発明の抗体又はその断片は、ＢＢＢを通過させて目的の分子をその脳
標的へと「フェリー」する。
【００６９】
　本発明はまた、本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体又はその断片を含む
組成物を包含する。組成物は、上述の単一の抗体若しくは断片を含みうるか、又は抗体若
しくは断片の混合物でありうる。さらに、本発明の抗体又は断片の混合物を含む組成物に
おいて、抗体は、同じ特異性を有しうるか、又はそれらの特異性において異なりうる。た
とえば、いかなる形で限定することも望まないが、組成物は、ＩＧＦ１Ｒ（同じ又は異な
るエピトープ）に特異的な抗体又はそれらの断片を含みうる。
【００７０】
　組成物はまた、薬学的に許容される希釈剤、賦形剤、又は担体を含みうる。希釈剤、賦
形剤、又は担体は、当技術分野において知られている任意の好適な希釈剤、賦形剤、又は
担体でありえ、組成物中の他の成分、組成物の送達方法と適合性でなければならず、組成
物のレシピエントにとって有害ではない。組成物は、任意の好適な形態でありうる。たと
えば、組成物は、懸濁液形態、粉末形態（たとえば、これに限定されないが、凍結乾燥又
はカプセル化されて）、カプセル又は錠剤形態で提供できる。たとえば、限定することは
望まないが、組成物が懸濁液形態で提供されるとき、担体は、水、生理食塩水、好適な緩
衝液、又は溶解性及び／又は安定性を改善するための添加剤を含みうる。懸濁液をもたら
すための再構成は、抗体又はその断片の生存性を保証するのに好適なｐＨの緩衝液中で実
行される。乾燥粉末もまた、安定性を改善する添加剤及び／又はバルク／体積を増加させ
る担体を含みうる。たとえば、限定することは望まないが、乾燥粉末組成物は、スクロー
ス又はトレハロースを含みうる。具体的で非限定的な一例において、組成物は、抗体又は
その断片を対象の胃腸管に送達するように配合されうる。したがって、組成物は、カプセ
ル化、持続放出、又は抗体又はその断片の送達のための他の好適な技術を含みうる。本発
明の化合物を含む好適な組成物を調製することは、当業者の能力の範囲内であると考えら
れる。
【００７１】
　本発明はまた、対象のＢＢＢを通過して送達されたカーゴ分子の量を定量する方法を包
含し、カーゴ分子は、本明細書に記載の１つ又は複数の単離又は精製抗体又はその断片に
連結され、この方法は、
　ａ）対象から脳脊髄液（ＣＳＦ）を回収するステップ、及び
　ｂ）標的化プロテオミクス方法を使用して、ＣＳＦにおける１つ又は複数の抗体又はそ
の断片に連結されたカーゴ分子の量を定量するステップ
を含む。
【００７２】
　カーゴ分子は、前述のカーゴ分子を含む任意の所望の分子でありうる。単離又は精製抗
体又はその断片は、血液脳関門を通過する。分子は、前述のとおり、融合タンパク質にお
けるコンジュゲーション又は発現を含むが、これに限定されない任意の好適な方法を使用
して、前述の抗体又はその断片に「連結」できる。上の方法において、ＣＳＦは、当技術
分野において知られている任意の好適な方法を使用して対象から回収される。ステップｂ
）における標的化プロテオミクス方法に必要とされるＣＳＦの量は、約１～１０μｌの間
でありうる。たとえば、必要とされるＣＳＦの量は、約１．０、１．５、２．０、２．５
、３．０、３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５
、８．０、８．５、９．０、９．５、又は１０μｌ、又はそれらの間の任意の量、又はす
ぐ上で述べた量により定義される任意の範囲でありうる。カーゴ分子に連結された抗体又
は断片は、ＣＳＦの回収前に対象に投与されえただろう。投与から、カーゴ分子に連結さ
れた抗体又は断片がＢＢＢを通過して送達されるまでの間の好適な遅延が必要とされうる
。遅延は、カーゴ分子に連結された抗体又は断片の投与後少なくとも３０分でありうる。
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たとえば、いかなる形で限定することも望まないが、遅延は、少なくとも３０分、１時間
、１．５時間、２時間、２．５時間、３時間、３．５時間、４時間、４．５時間、又は５
時間でありうる。カーゴ分子に連結された１つ又は複数の抗体又はその断片の量を定量す
るのに使用される標的化プロテオミクス方法は、当技術分野において知られている任意の
好適な方法でありうる。たとえば、限定することは望まないが、標的化プロテオミクス方
法は、質量分析法、たとえば、これに限定されないが、同位体標識化内部標準を使用した
多重反応モニタリング（ＭＲＭ－ＩＬＩＳ、たとえばＨａｑｑａｎｉら、２０１３を参照
のこと）でありうる。ＭＲＭは、生物学的試料中の未標識標的解析物（たとえば、本明細
書に記載の抗体又はその断片）の迅速で、感度が高く、特異的な定量を可能にする点で有
利である。アッセイのマルチプレクシング能が、抗体又はその断片とカーゴ分子との両方
の定量を可能にしうる。
【００７３】
　本発明を、以下の実施例においてさらに例証する。しかしながら、これらの実施例は、
例示のみを目的としており、いかなる形でも本発明の範囲を限定するのに使用すべきでな
いことが理解されるべきである。
【００７４】
　実施例１：ＩＧＦ１Ｒ組換え断片の精製
　ＩＧＦ１Ｒの細胞外ドメインの９３３アミノ酸長の組換え断片（図１に灰色のボックス
で示す、配列番号１２のアミノ酸１～９３３もまた参照のこと）を調製した。断片は、Ｎ
末端３０アミノ酸シグナルペプチド、全長アルファサブユニット、フューリン切断部位（
ＲＫＲＲ、配列番号１３、アルファ及びベータサブユニットを分離）を、ベータサブユニ
ットの細胞外部分の大部分とともに含んでいた（図１及び図２）。
【００７５】
　クローニング。目的のＩＧＦ１Ｒ外部ドメインの配列を、以下のプライマー
　５’－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＴＣＴＧＧＣＴＣＣＧＧＡＧ－３’
（フォワード、配列番号１４）
　５’－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＧＡＡＧＴＴＴＴＣＡＴＡＴＣＣＴＧＴＴＴＴＧＧ－３
’（リバース、配列番号１５）
　を使用してＰＣＲにより増幅し、Ｐｕｃ１９のＳｍａＩ部位内にサブクローニングした
。次に、ＩＧＦ１Ｒ９３３配列を、ｐＣＤＮ４／ｍｙｃ－Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
）内にサブクローニングしｐＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓを作製したが、これは、以前に記
述されたとおり、Ｈｉｓ－タグ化外部ドメインの発現を可能にする（Ｓａｍａｎｉら２０
０４）。
【００７６】
　一過性トランスフェクション。ＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓを発現するレンチウイルス粒
子を、以前に詳述されたとおり、パッケージング細胞株２９３ＳＦ－ＰａｃＬＶにおいて
生成した（Ｂｒｏｕｓｓａｕら、２００８）。簡潔に述べると、細胞に、ポリエチレンイ
ミンを使用してベクターをトランスフェクトした。１μｇ／ｍｌのドキシサイクリン及び
１０μｇ／ｍｌのｃｕｍａｔｅを含有する新鮮な培地（ＬＣ－ＳＦＭ）を、トランスフェ
クションの５時間後に細胞に添加し、ＬＶ粒子を含有する上清を、４８～７２時間後に回
収し、１００，０００×ｇ、２時間、４℃、２０％スクロースクッション上での超遠心に
より濃縮し（Ｇａｉｌｌｅｔ　Ｂら　２００７）、１％　ＦＢＳを添加したＬＣ－ＳＦＭ
培地中に再懸濁させ、使用まで－７０℃で保存した。
【００７７】
　安定発現。安定細胞株２９３ＳＦ－ｃｕｍ２－ＣＲ５－ＩＧＦ１Ｒ－Ｈｉｓを、以前に
記述されたプロトコルを使用して、２９３ＳＦ－Ｃｕｍ２細胞株にそれぞれのレンチウイ
ルス粒子を形質導入することにより作製した（Ｇａｉｌｌｅｔ　Ｂら　２０１０）。簡潔
に述べると、０．５～１．０×１０５個の２９３ＳＦ－Ｃｕｍ２細胞を、２４ウェルプレ
ートにおいて硫酸デキストランなしの２００μｌのＬＣ－ＳＦＭ培地中に播種した。２０
０～５００μＬのＬＶを、８μｇ／ｍｌのポリブレンと混合することにより、ＬＶ懸濁液
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を調製し、それを３０分間、３７℃でインキュベートした。調製したばかりのＬＶ懸濁液
を、播種４時間後の細胞に添加した。２４時間後、硫酸デキストランを添加した５００μ
Ｌの培地を細胞に添加した。発現のレベルを高めるため、細胞回復の３～４日後に、同じ
プロトコルを使用して６回まで細胞に再形質導入した。最後に、６ウェルプレート及び振
盪フラスコにおいて細胞を増殖させた。
【００７８】
　大規模タンパク質製造及び精製。最高産生株として同定されたクローンを、振盪又は撹
拌フラスコ内で増殖させた。新鮮な培地に１μｇ／ｍｌのｃｕｍａｔｅを添加することに
より、タンパク質製造を開始し、その後、３７℃で２４時間、３０℃で４～８日間インキ
ュベートした。遠心により細胞を除去し、Ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ　Ｆｌｏｗ　Ｆｉｌｔｒ
ａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外濾過カセット、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ）を使用して、上清を濾過及び濃縮（１０×）した。
【００７９】
　ＨｉｓＰｒｅｐカラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を製造者の指示に従い使用して
、ＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓを精製した。簡潔に述べると、濃縮試料を、Ｈｉｓ－ｐｒｅ
ｐ　ＦＦ（１６／１０）カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｃａｒｅ）に適用し、５０ｍＭリン酸
ナトリウム、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭイミダゾール　ｐＨ７．５で平衡化及び洗浄
し、５０ｍＭリン酸ナトリウム、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５００ｍＭイミダゾール　ｐＨ
７．５で溶出した。０．１Ｍクエン酸ナトリウム　ｐＨ４．５～ｐＨ２．５での段階溶出
を、タンパク質を溶出するために使用し、ピーク画分をプールした。５０ｋＤａカットオ
フ膜又は脱塩カラムを５０ｍＭリン酸ナトリウム、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ及び０．０１％
　Ｔｗｅｅｎ－８０、ｐＨ７．２を含む緩衝液とともに使用して、限外濾過により緩衝液
交換を実施した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより両方のタンパク質の純度を検証し、それらを使
用（以下の実施例を参照のこと）まで－８０℃で保存した（この後に続く実施例を参照の
こと）。
【００８０】
　実施例２：ラマ免疫化及び血清反応
　ＩＧＦ１Ｒの細胞外ドメインを標的とするＶＨＨを単離するため、ラマを、実施例１で
得られた組換えＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ断片で免疫化した。
【００８１】
　１頭の雄ラマ（Ｌａｍａ　ｇｌａｍａ）を、ＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ組換え抗原（実
施例１）の皮下腰部注射により免疫化した。第１日に、ＰＢＳ中１ｍｌまで希釈された２
００μｇの抗原を、１ｍｌのフロイント完全アジュバント（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ、ＭＯ）とともに注射した。１００μｇのＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ抗原プラスフロイ
ント不完全アジュバント（Ｓｉｇｍａ）の３回のさらなる注射を第２２、３６、及び５０
日に実施した。アジュバントなしの１００μｇの抗原の最終注射を、第７７日に実施した
。第１日の最初の注射前に、免疫前の血液を採血し、陰性対照として役立てた。血液（１
０～１５ｍｌ）を、第２９、４３、５７及び８４日に回収した。第８４日の血液を、末梢
血単核細胞（ＰＢＭＣ）を単離するようすぐに処理した。血液を、リン酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ）で１：１希釈し、Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ　Ｔｕｂｅ（Ａｘｉｓ　Ｓｈｉｅｌｄ
）を使用して血液からＰＢＭＣを精製した。細胞を計数し、約１×１０７個の細胞のアリ
コートとして、－８０℃で今後の使用のために保存した。
【００８２】
　免疫前及び免疫後の全血清を、ＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ抗原に対する特異的反応につ
いて、ＥＬＩＳＡにより第５７日に解析した。第８４日のラマ血清を、以前に記述された
とおり分画した（Ｄｏｙｌｅら、２００８）。得られた画分、Ａ１（ＨＣＡｂ）、Ａ２（
ＨＣＡｂ）、Ｇ１（ＨＣＡｂ）及びＧ２（ｃＩｇＧ）を、ＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ抗原
との特異的結合について、ＥＬＩＳＡにより解析した。簡潔に述べると、ＰＢＳ中に希釈
された５μｇのＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ組換え抗原を、９６ウェルＭａｘｉｓｏｒｐプ
レート（Ｎａｌｇｅｎｅ、Ｎｕｎｃ）において一晩インキュベート（１００μｌ／ウェル
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、１８時間、４℃）し、プレートをコーティングした。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）で
プレートをブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔ（ＰＢＳ＋０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ－２
０）で洗浄し、免疫前全血清、免疫後全血清（第５７日）、分画血清（第８４日）の連続
希釈を適用した。室温での１．５時間のインキュベーション後、ＰＢＳ－Ｔでプレートを
洗浄し、その後、ヤギ抗ラマＩｇＧ（ＰＢＳ中１：１，０００）を添加し、プレートを１
時間、３７℃でインキュベートした。ＰＢＳ－Ｔでの洗浄後、ブタ抗ヤギＩｇＧ－ＨＲＰ
コンジュゲート（ＰＢＳ中１：３，０００）を添加し、プレートを１時間、３７℃でイン
キュベートした。最終ＰＢＳ－Ｔ洗浄を実施し、その後、１００μ／ウェルＴＭＢ基質（
ＫＰＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）を添加し、基質を１０分間インキュベートし
た。１００μｌ／ウェルの１Ｍ　Ｈ３ＰＯ４で反応を停止した。吸光度を４５０ｎｍで読
み取った。
【００８３】
　実施例３：ライブラリー構築及びＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨの選択
　実施例２においてＰＢＭＣから単離されたＲＮＡに基づいて、過免疫化ラマＶＨＨライ
ブラリーを構築した。
【００８４】
　基本的に以前に記述されたとおり、ライブラリー構築及びパニングを実施した（Ａｒｂ
ａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら、２００９ａ、２００９ｂ；Ｔａｎｈａら、２００３）。
全ＲＮＡを、ＱＩＡａｍｐ　ＲＮＡ　Ｂｌｏｏｄ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を
使用して、免疫化後第８４日に回収されたおよそ１０７個のＰＢＭＣ（実施例２）から単
離した。約５μｇの全ＲＮＡを、Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ　Ｋｉｔ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用したオリゴｄＴプライマーでの第１
鎖ｃＤＮＡ合成の鋳型として使用した。以下の３つの可変領域特異的センスプライマー、
　ＭＪ１：５’－ＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＳＭＫＧＴＧＣＡＧＣＴＧＧＴ
ＧＧＡＫＴＣＴＧＧＧＧＧＡ－３’（配列番号１６）
　ＭＪ２：５’－ＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＧＴＡＡＡＧＣＴＧＧＡ
ＧＧＡＧＴＣＴＧＧＧＧＧＡ－３’（配列番号１７）
　ＭＪ３：５’－ＧＣＣＣＡＧＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣＣＡＧＧＣＴＣＡＧＧＴＡＣＡ
ＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＴＣＴ－３’（配列番号１８）、
及び２つのアンチセンスＣＨ２特異的プライマー、
　ＣＨ２：５’－ＣＧＣＣＡＴＣＡＡＧＧＴＡＣＣＡＧＴＴＧＡ－３’（配列番号１９）
　ＣＨ２ｂ３：５’－ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＧＴＣＡＴＣＣＡＣＧＧＡＣＣＡＧＣＴＧＡ－
３’（配列番号２０）
の等モルミックスによりｃＤＮＡを増幅した。
【００８５】
　簡潔に述べると、ＰＣＲ反応混合物を、以下の成分で５０μｌの総量で準備した。すな
わち、１～３μｌ　ｃＤＮＡ、５ｐｍｏｌのＭＪ１～３プライマー混合物、５ｐｍｏｌの
ＣＨ２又はＣＨ２ｂ３プライマー、５μｌの１０×反応緩衝液、１μｌの１０ｍＭ　ｄＮ
ＴＰ、２．５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｈｏｆｆｍａｎｎ－Ｌａ　Ｒｏｃｈｅ
）。ＰＣＲプロトコルは、（ｉ）３分間９４℃での初期ステップ、（ｉｉ）続いて１分間
９４℃、３０秒間５５℃、３０秒間７２℃の３０サイクル、及び（ｉｉｉ）７分間７２℃
の最終伸長ステップからなる。増幅ＰＣＲ産物を、２％アガロースゲルに走らせ、２つの
主要なバンドが観察された。すなわち、従来のＩｇＧに対応する約８５０ｂｐのバンド、
及びラクダ科動物重鎖抗体のＶＨＨ－ＣＨ２領域に対応するおよそ６００ｂｐの第２のバ
ンドである。より小さなバンドを切断し、ＱＩＡｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉ
ｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して精製し、１μｌ（３０ｎｇ）のＤＮＡ鋳型、５
ｐｍｏｌのＭＪ７プライマー（５’－ＣＡＴＧＴＧＴＡＧＡＣＴＣＧＣＧ　ＧＣＣＣＡＧ
ＣＣＧＧＣＣＡＴＧＧＣＣ－３’　配列番号２１）及びＭＪ８プライマー（５’－ＣＡＴ
ＧＴＧＴＡＧＡＴＴＣＣＴＧＧＣＣＧＧＣＣＴＧＧＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣ
ＣＴＧＧ－３’　配列番号２２）の各プライマー、５μｌの１０×反応緩衝液、１μｌの
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１０ｍＭ　ｄＮＴＰ、２．５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用して、５０μｌの
総量で第２のＰＣＲで再増幅した。ＰＣＲプロトコルは、（ｉ）３分間９４℃での初期ス
テップ、（ｉｉ）続いて３０秒間９４℃、３０秒間５７℃及び１分間７２℃の３０サイク
ル、並びに（ｉｉｉ）７分間７２℃の最終伸長ステップからなる。３４０ｂｐ～４２０ｂ
ｐの間の範囲で重鎖抗体のＶＨＨ断片に相当する増幅されたＰＣＲ産物を、ＱＩＡｑｕｉ
ｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して精製し、
ＳｆｉＩ制限酵素（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ）で消化し、同じキットを
使用して再精製した。
【００８６】
　８０μｇのｐＭＥＤ１ファージミドベクター（Ａｒｂａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら、
２００９ｂ）を、ＳｆｉＩで一晩５０℃で消化した。自己連結を最小化するため、２０単
位のＸｈｏＩ及びＰｓｔＩ制限酵素を添加して切除断片を切断し、消化反応物をさらに２
時間、３７℃でインキュベートした。６０μｇの消化ファージミドＤＮＡを、６μｇの消
化（５時間、５０℃でＳｆｉＩ）ＶＨＨ断片（モル比１：１）と、３時間室温で、Ｌｉｇ
ａＦａｓｔ　Ｒａｐｉｄ　ＤＮＡ　Ｌｉｇａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
を製造者の指示に従い使用して連結した。連結されたプラズミドを、ＱＩＡｑｕｉｃｋ　
ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して精製し、１００
μｌの最終体積で溶出し、以前記述されたとおり、エレクトロコンピテントＴＧ１　Ｅ．
ｃｏｌｉ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）内に、１形質転換反応当たり５μｌの連結ＤＮＡアリ
コートを使用して形質転換した（Ａｒｂａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら、２００９ｂ）。
ライブラリーのサイズを、（Ａｒｂａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら、２００９ｂ）に記載
のとおり、５×１０７個と決定した。２０個のクローンをシークエンシングし、すべての
ユニークＶＨＨ配列を含んでいた。ライブラリーを含有するＥ．ｃｏｌｉを、２～３時間
、３７℃、２５０ｒｐｍ、２％（ｗ／ｖ）グルコースの存在下で成長させた。次に、細菌
を沈殿させ、３５％（ｖ／ｖ）グリセロールを有する２×ＹＴ／Ａｍｐ／Ｇｌｕ（１００
μｇ／ｍｌアンピシリン及び２％（ｗ／ｖ）グルコースを有する２×ＹＴ培地）中に再懸
濁させ、－８０℃で小さなアリコートで保存した。
【００８７】
　パニング実験を、基本的に（Ａｒｂａｂｉら、１９９７）に記載のとおり実施した。２
ミリリットルのライブラリー（２．０×１０１０個の細菌）を氷上で解凍し、２×ＹＴ／
Ａｍｐ／Ｇｌｕ中、約２時間、３７℃で成長させた（Ａ６００＝０．４～０．５）。続い
て、Ｅ．ｃｏｌｉを、２０×過量Ｍ１３ＫＯ７ヘルパーファージ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎ
ｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）に１時間、３７℃で感染させた。次に、培養物を４℃で遠心し、感
染細菌沈殿物を、５０μｇ／ｍｌカナマイシンを有する２００ｍｌの２×ＹＴ／Ａｍｐ中
に再懸濁させ、３７℃及び２５０ｒｐｍでインキュベートした。培養上清中のファージ粒
子を、１／５体積の２０％　ＰＥＧ　８０００／２．５Ｍ　ＮａＣｌとともに、氷上で１
時間インキュベートし、１０，０００ｒｐｍで１５分間遠心した。ファージ沈殿物を１．
５ｍｌの無菌ＰＢＳ中に再懸濁させ、滴定し、パニングのためのインプットファージとし
て使用した。パニングラウンド１のために、９６ウェルＭａｘｉｓｏｒｐ（商標）プレー
トを、１ウェル当たり１０μｇの組換えＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓで、１００μｌ　ＰＢ
Ｓ中一晩４℃でコーティングした。ウェルをＰＢＳですすぎ、ＰＢＳプラス１％（ｗ／ｖ
）カゼインで２時間、３７℃でブロッキングした。およそ１０１２個のファージを、ブロ
ッキングされたウェルに添加し、２時間、３７℃でインキュベートした。ＰＢＳ／０．１
％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０で１０×洗浄後、結合ファージを、０．１Ｍトリエチルアミ
ンで溶出し、中和（５０μｌの１Ｍ　トリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．４）し、指数関数的に成
長するＴＧ１　Ｅ．ｃｏｌｉと混合した。溶出ファージの滴定を実施し、感染細菌をＭ１
３Ｋ０７で重感染させ、一晩３７℃で成長させた。一晩の培養物からの精製ファージを、
パニングの次のラウンドのインプットとして使用した。さらに３ラウンド、パニングを継
続した。プレートをコーティングするために使用した組換え抗原の量を、第２、第３及び
第４ラウンドのパニングについてそれぞれ７μｇ、５μｇ及び５μｇに減らしたことを除
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いて、上述と同じプロトコルを使用した。
【００８８】
　ラウンド４のパニング後に得られた個々のＴＧ１コロニーは、マイクロタイタープレー
トをコーティングするのに５μｇ／ｍｌのＩＧＦ１Ｒ９３３－Ｈｉｓ組換え抗原を使用し
たことを除いて、基本的に別の文献に記載のとおり（Ｄｏｙｌｅら、２００８）、ファー
ジＥＬＩＳＡスクリーニングにかけた。すべての陽性クローンを、ＤＮＡシークエンシン
グに送った。高いファージＥＬＩＳＡシグナルを与えたユニーククローンを、既知の方法
を使用した大規模発現及び精製のために選択した（実施例４を参照のこと）。ＩＧＦ１Ｒ
－４と呼ばれるクローンをさらなる研究のため同定した。その配列を下に示す。
ＱＶＫＬＥＥＳＧＧＧＬＶＱＡＧＧＳＬＲＬＳＣＥＶＳＧＧＴＶＳＰＴＡＭＧＷＦＲＱＡ
ＰＧＫＥＲＥＦＶＧＨＩＴＷＳＲＧＴＴＲＶＡＳＳＶＫＤＲＦＴＩＳＲＤＳＡＫＮＴＶＹ
ＬＱＭＮＳＬＫＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＡＳＴＦＬＲＩＬＰＥＥＳＡＹＴＹＷＧＱＧＴＱＶ
ＴＶＳＳ（配列番号５）
【００８９】
　実施例４：ＩＧＦ１Ｒ－４のヒト化
　治療剤のためのＢＢＢ担体として適用されたときのラマ由来ＩＧＦ１Ｒ－４の潜在的免
疫原性を回避するため、ラクダ科動物由来ｓｄＡｂを、ＶＨＨにおける「ラクダ科動物」
残基の変異により「ヒト化」した。ヒト化のため、ＣＤＲ残基の同定にＫａｂａｔナンバ
リング（Ｋａｂａｔら、１９９１）を使用したことに留意すべきである。
【００９０】
　ラクダ科動物ＶＨＨの３Ｄ構造モデリング。タンパク質構造データバンク（ＰＤＢ）に
対するＢＬＡＳＴ検索を使用して、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨと類似した鋳型構造を同定し
た。４ＦＨＢ｜Ｄからの追加情報とともに、主要な鋳型として４ＫＲＰ｜Ｂ（ＰＤＢコー
ド｜Ｃｈａｉｎ　ＩＤ）に基づき相同性モデリングを使用して、おおよそのＩＧＦ１Ｒ－
４の３Ｄ構造を得た。次に、主要な鋳型の構造をＩＧＦ１Ｒ－４配列に変異させることに
より、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ構造を構築した。これは、様々な位置に３５の変異を含ん
でいた。次に、ＡＭＢＥＲ力場でのエネルギー最小化、及び、最初に緩和されたＣＤＲル
ープから、最終段階になって初めて完全に緩和されたフレームワーク領域の主鎖重原子ま
での範囲の段階的な拘束の緩和により、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨモデルを洗練させた。次
に、ＶＨＨモデルのＣＤＲ－Ｈ３ループを、ＣＤＲ－Ｈ３領域の二面角をサンプリングし
た後にエネルギー最小化するモンテカルロ最小化（ＭＣＭ）コンフォメーションサンプリ
ングにより洗練させた。
【００９１】
　ラクダ科動物ＣＤＲのためのヒト重鎖フレームワークの選択。ヒト重鎖フレームワーク
は、ヒト生殖細胞系列データベース（ＶＢＡＳＥ）、他の配列データベース（Ｇｅｎｂａ
ｎｋ及びＳｗｉｓｓＰｒｏｔ）、及びヒトフレームワークコンセンサス配列に対する標準
的な配列相同性比較により選択される。フレームワーク領域のみにおいて（すなわち、Ｃ
ＤＲを除いて）最高の相同性を有する一方で、ＣＤＲの長さと一致する配列一致を検索す
るため、ＢＬＡＳＴ検索を実行した。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨについて同定された最も近
いヒトフレームワークは、ヒトＶＨ－３サブグループに相当した。ヒトＶＨ－３コンセン
サス配列に加えて、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨに最も類似する複数のヒト生殖細胞系列ＶＨ
－３フレームワーク配列もまた保持された。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨフレームワーク配列
は、１００％フレームワークヒト化のためコンセンサスヒトＶＨ－３配列に到達するため
に、１８の変異を必要とした。
【００９２】
　復帰変異のためのフレームワーク残基の同定。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨモデル及びその
完全ヒト化対応物を、ヒト度指数（ｈｕｍａｎｎｅｓｓ　ｉｎｄｅｘ）、抗原接触傾向指
数を推定し、ＣＤＲ、カノニカルな残基、異常なフレームワーク残基、潜在的グリコシル
化部位、埋没残基、Ｖｅｒｎｉｅｒゾーン残基（Ｖｅｒｎｉｅｒ　ｚｏｎｅ　ｒｅｓｉｄ
ｕｅｓ）、及びＣＤＲとの近接性を推定するために特徴づけた。これらのデータの解析は
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、抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨの複数のヒト化変異体のデザインを示唆し、各変異体は、様々な
位置に親ラクダ科動物残基への様々な数の復帰変異を有する。６つのヒト化変異体を、Ｉ
ＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ（ＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ１からＩＧＦ１Ｒ－４＿Ｈ６）についてデザ
インし、変異体は１０までの復帰変異を含有していた。これらのラクダ科動物復帰変異残
基のいくつかは、ＶＨＨドメインコア内に埋没しており、それゆえ免疫反応を誘導しない
と予測される。
【００９３】
　実施例５：選択されたＶＨＨコンストラクトの発現及び精製
　実施例３において同定されたＩＧＦ１Ｒ－４及び実施例４において構築されたヒト化バ
ージョン（合わせて本明細書において「ＶＨＨコンストラクト」と呼ばれる）を、タンパ
ク質発現及び精製のための発現プラズミド内にサブクローニングした。
【００９４】
　ＶＨＨ　ＩＧＦ１Ｒ－４クローンのＤＮＡを含有するファージミドベクターを、Ｍｉｎ
ｉＰｒｅｐ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して精製した。ＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨ　Ｉ
ＧＦ１Ｒ－４を、ｐＭＥＤ１ファージミドベクターからＰＣＲ増幅し、Ｎ末端ＢｂｓＩ切
断部位及びＣ末端にＢａｍＨＩ切断部位を、以下のプライマーを使用して付加した。すな
わち、
　５’－ＴＡＴＧＡＡＧＡＣＡＣＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＴＡＡＡＧＣＴＧＧＡＧＧＡＧＴ
ＣＴ－３’（フォワード、配列番号２３）
　５’－ＴＴＧＴＴＣＧＧＡＴＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＴＧ－３’（リバ
ース、配列番号２４）
【００９５】
　ＰＣＲ断片及びｐＳＪＦ２Ｈ発現ベクターを、ＢｂｓＩ及びＢａｍＨＩ制限酵素（ＮＥ
Ｂ）で、製造者の指示に従い消化した。消化後、各消化ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ断片を、
消化ｐＳＪＦ２Ｈ発現ベクター内に、Ａｒｂａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉら（２００９ｂ
）に記載のものと同様の方法を使用して連結した。次に連結産物を、エレクトロコンピテ
ントＴＧ１　Ｅ．ｃｏｌｉ内に形質転換した。ＬＢアガープレート＋１００μｇ／ｍｌア
ンピシリン上でクローンを選択し、ＤＮＡシークエンシングにより検証した。
【００９６】
　ヒト化クローンを合成し、上述したのと同様にｐＳＪＦ２Ｈ内に直接クローニングし、
続いてＥ．ｃｏｌｉ　ＴＧ１内に形質転換し、上述のとおり選択した。
【００９７】
　タンパク質発現。すべてのＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨコンストラクトを、ＴＧ１　Ｅ．ｃ
ｏｌｉにおいて発現させた。ＬＢ／ａｍｐ／ｇｌｕ培地（１００μｇ／ｍｌアンピシリン
及び１％グルコースを添加したＬＢ培地）中の一晩の培養物を、１：１００希釈で１Ｌの
ＬＢ／ａｍｐ／ｇｌｕ中で継代培養した。０．２ｍＭの最終濃度までのＩＰＴＧの添加に
より、０．８～０．９のＯＤ６００でタンパク質発現を誘導した。２２０ｒｐｍで一晩、
３７℃で培養物を成長させた。６０００ｒｐｍでの１２分間の遠心により細菌を沈殿させ
た。沈殿物を３５ｍｌの冷たいＴＥＳ緩衝液（０．２Ｍトリス－Ｃｌ　ｐＨ８．０、２０
％スクロース、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ）中に再懸濁させた懸濁液を、氷上でインキュベー
トし、１０分ごとに１時間、ボルテックスにかけた。次に、４５ｍｌの冷たいＴＥＳ（総
体積の１／８体積）を添加し、すぐに１分間及び１５秒間、その後１０分間ごとに１時間
、ボルテックスにかけ、周辺質からタンパク質を抽出した。ＶＨＨを含有する得られた上
清を、０．２２μｍ膜を通して濾過し、固定化金属アフィニティークロマトグラフィー（
ＩＭＡＣ）緩衝液Ａ（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．０、５００ｍＭ　ＮａＣｌ）中に
一晩透析した。ＨｉＴｒａｐ　Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ　ＨＰ　ｃｏｌｕｍｎｓ（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ）を以前に記述されたとおり使用してタンパク質を精製した（Ａｒｂａ
ｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉ　２００９ｂ）。溶出タンパク質画分を、以前に記述されたと
おり、ＰＢＳに対して透析する前にＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びウエスタンブロッティングによ
り解析した（Ａｒｂａｂｉ－Ｇｈａｈｒｏｕｄｉ　２００９ｂ）。精製タンパク質画分を
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プールし、ＰＢＳ＋３ｍＭ　ＥＤＴＡに対して透析し、タンパク質濃度を決定した。
【００９８】
　実施例６：抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ　ＩＧＦ１Ｒ－４の生物物理学的特徴づけ
　実施例４において発現させ精製した抗ＩＧＦ１Ｒ　ＶＨＨ　ＩＧＦ１Ｒ－４コンストラ
クトを、サイズ排除クロマトグラフィー、融解温度解析、及び表面プラズモン共鳴を使用
して特徴づけた。
【００９９】
　サイズ排除クロマトグラフィー：Ｓｕｐｅｒｄｅｘ（商標）７５（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーを、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）解
析前に任意の生じうる凝集物を除去するために使用した。使用したランニング緩衝液は、
１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、３ｍＭ　ＥＤＴＡ及び０．００５％　Ｐ２０を含有する１０ｍＭ
　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４だった。ＳＰＲ解析のために使用した画分の濃度を、２８０ｎ
ｍ波長で吸光度を測定することにより決定した。ＳＥＣ解析は、標準と比較した溶出体積
に基づいて、Ｈ１以外のすべてのＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨコンストラクトがモノマー性で
あることを示唆した（図３Ａ）。したがって、ＩＧＦ１Ｒ－４　Ｈ１を、さらなる評価か
ら除外した。
【０１００】
　融解温度：ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及びヒト化コンストラクトの熱安定性を、ＣＤスペ
クトル測定による融解温度（Ｔｍ）測定を使用して評価した。Ｐｅｌｔｉｅｒ熱電性型温
度制御システムを備えるＪａｓｃｏ　Ｊ－８１５分光偏光計（Ｊａｓｃｏ、Ｅａｓｔｏｎ
、ＭＤ、ＵＳＡ）を、実験を実施するために使用した。１ｍｍのパス長を有するＣＤキュ
ベットを使用した。１８０～２６０ｎｍの波長にわたって、５０ｎｍ／ｍｉｎの走査速度
、４秒のデジタル積分時間（ＤＩＴ）、１ｎｍのバンド長、１ｎｍのデータピッチ、及び
１秒の積分時間でスペクトルを記録した。融解温度又はＴｍを測定するため（Ｇｒｅｅｎ
ｆｉｅｌｄ、２００６ａ；２００６ｂ）、３０℃から９６℃の温度範囲にわたってＣＤス
ペクトルを記録した。すべてのＣＤスペクトルを、緩衝液スペクトルに相当するブランク
から減算した。測定は、１００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ７．４中５０μｇ／ｍ
Ｌ　ＶＨＨの濃度で実施した。熱誘導タンパク質変性を、２１０ｎｍですべての変異体に
ついてモニタリングした。フォールド率（ｆｆ：ｆｒａｃｔｉｏｎ　ｆｏｌｄｅｄ）は、
以前に記述された以下の式により得られた（Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ、２００６ａ；２００
６ｂ）。
　ｆｆ＝（［θ］Ｔ－［θ］Ｕ）／（［θ］Ｆ－［θ］Ｕ）……式Ｉ
式中、［θ］Ｔは、任意の温度のモル楕円率であり、［θ］Ｆは、３０℃で完全にフォー
ルドしたタンパク質のモル楕円率であり、［θ］Ｕは、９０℃での未フォールドタンパク
質のモル楕円率である。融解温度（Ｔｍ）は、グラフソフトウェアＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐ
ｒｉｓｍ（Ｗｉｎｄｏｗｓ用バージョン４．０２）を使用して、非線形回帰曲線フィッテ
ィング（ボルツマンシグモイド方程式（Ｂｏｌｔｚｍａｎ　ｓｉｇｍｏｉｄａｌ　ｅｑｕ
ａｔｉｏｎ））により、アンフォールディング曲線（フォールド率（ｆｆ）対温度）の中
点として得られた。ＶＨＨの融解温度（Ｔｍ）を、変性への急激な遷移に相当する観察さ
れた変性曲線と一致する二状態系を仮定して楕円率データに基づいて決定した。Ｔｍ値は
、フォールド率（ｆｆ）対温度のシグモイド変性曲線の中点でとった。
【０１０１】
　結果を図３Ｂに示す。ヒト化ＶＨＨ　Ｈ３、Ｈ４及びＨ５の融解温度が、ＩＧＦ１Ｒ－
４　ＶＨＨと比較して改善していた（より高かった）ことから、生物物理学的特性が改善
されたことが示唆される。ヒト化コンストラクトＨ２及びＨ６は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨ

Ｈと比較して、より貧弱な融解温度を有していた。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨとは対照的に
、どのヒト化ＶＨＨも熱曝露後にリフォールドしなかった。
【０１０２】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）：固定化組換えヒトＩＧＦ１Ｒ（実施例１）に対するモ
ノマー性ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨコンストラクトの結合を、ＢＩＡＣＯＲＥ　３０００（
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ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を使用してＳＰＲにより決定した。およそ３０００共鳴単
位（ＲＵ）の組換えヒトＩＧＦ１Ｒを、センサーチップＣＭ５上に固定化した。固定化は
、製造者により供給されたアミンカップリングキットを使用して、ｐＨ４．０の１０ｍＭ
酢酸塩中１０μｇ／ｍｌの濃度で実施した。残りの結合部位を、１Ｍエタノールアミンｐ
Ｈ８．５でブロッキングした。エタノールアミンでブロッキングした表面を、基準表面と
して使用した。結合研究のため、２５℃で、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、３ｍＭ　ＥＤＴＡ及
び０．００５％　界面活性剤Ｐ２０（ポリオキシエチレンソルビタン、ＧＥ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ）を含有する１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４中で解析を実施した。様々な
濃度のＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨを、２０μｌ／ｍｉｎの流量で固定化ヒトＩＧＦ１Ｒ及び
基準表面上に注入した。表面を、１０ｍＭグリシンｐＨ２．０で、２４秒の接触時間で再
生した。ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　４．１ソフトウェア（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
ｅ）でデータを解析した。図３Ｃのセンサーグラムは、データが１；１モデルによく適合
し、表１に示すＫＤ及び「オフレート」を与えることを示す。これは、ＩＧＦ１Ｒ－４及
びヒト化変異体が、ヒトＩＧＦ１Ｒの細胞外ドメインに結合する高親和性単一ドメイン抗
体であることを示す。
【０１０３】
【表１】

【０１０４】
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、天然リガンドＩＧＦ－１と同じ受容体上のエピトープに結
合しないことを実証するために、ＳＰＲ解析をさらに使用した（図３Ｄ）。上述のとおり
、実験を準備し、実施し、解析した。新たに固定化されたヒトＩＧＦ１Ｒ表面に対する結
合を、２５×ＫＤの濃度のヒトＩＧＦ１リガンドの注入と、続く両方が２５×ＫＤの濃度
でのＩＧＦ１Ｒ－４の同時注入により、２０μｌ／ｍｉｎの流量、５分の注入時間で研究
した。表面を、ランニング緩衝液での洗浄により再生した。天然リガンドＩＧＦ－１は、
７０ＲＵに及ぶ飽和度で受容体に結合した。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨは、ＩＧＦ１Ｒ－Ｉ
ＧＦ－１複合体に、予測された約２６５ＲＵ（相対的単位、結合飽和）で結合した。受容
体に対するＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及びＩＧＦ－１の両方の同時結合は、両方が異なるエ
ピトープに結合することを実証する。
【０１０５】
　ヒトインスリン受容体に結合するＩＧＦ１Ｒ－４の結合交差反応性もまた、ＳＰＲを使
用して評価した。上述のとおり、実験を準備し、実施し、解析した。簡潔に述べると、ヒ
トＩＧＦ１Ｒに加えて、およそ４０００共鳴単位（ＲＵ）の組換えヒトインスリン受容体
（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）を、センサーチップＣＭ５上の分離細胞上に固定化した。続
いて、異なる濃度のＩＧＦ１Ｒ－４を表面上に流した（０．５～５０ｎＭ）。０．５ｎＭ
　ＩＧＦ１Ｒ－４ですでにＩＧＦ１Ｒに結合することが観察できた一方で、５０ｎＭでも
インスリン受容体表面への結合は観察されず（図３Ｅ）、ＩＧＦ１Ｒ－５がインスリン受
容体に結合できないことを示唆する。
【０１０６】
　実施例７：脳内皮細胞によるＩＧＦ１Ｒ－４の内部移行
　ＩＧＦ１Ｒ－４が細胞内に内部移行するかどうかを決定するため、ｓｖＡＲＢＥＣ細胞
をＣｙ５－５標識化ＩＧＦ１Ｒ－４とインキュベートした。
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【０１０７】
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨをＮＨＳ－Ｃｙ５．５で標識化した。（タンパク質のＮ末端及
び／又はリジン側鎖の）一級アミンとＮＨＳエステルとの間の安定アミン結合によって標
識化を行った。典型的には、１０％ｖ／ｖの１Ｍ炭酸塩／重炭酸塩緩衝液（７５９ｍＭ重
炭酸塩、２５８ｍＭ炭酸塩）ｐＨ９．３を、ＰＢＳ（１．０６ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４、１５
４ｍＭ　ＮａＣｌ、５．６ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４）ｐＨ７．４中に調製された４ｍｇのＶ

ＨＨに添加し、４ｍｇ／ｍＬの最終濃度に調整した。１０ｍｇ／ｍＬでＤＭＳＯ中に溶解
されたＮＨＳ－Ｃｙ５．５を、染料のタンパク質に対する２×モル比で添加した。混合物
を、１．５ｍＬ微量遠心管中で何度か反転させながら室温で２時間インキュベートした。
インキュベーション後、未結合染料及び反応副産物を、Ｚｅｂａ　Ｓｐｉｎ　Ｄｅｓａｌ
ｔｉｎｇ　Ｃｏｌｕｍｎｓ、７Ｋ　ＭＷＣＯ（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して濾過し、Ｂｅｃ
ｋｍａｎ　ＤＵ５３０分光光度計（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を使用して測定し
た。Ｃｙ５．５標識化ＩＧＦ１Ｒ－４又は陽性対照としてのＦＣ５（１ｍｇ／ｍｌ）を、
ＳＶ４０不死化ラット脳内皮細胞（ｓｖＡＲＢＥＣ）と４℃（図４、上パネル）で、した
がって受動的で非特異的な輸送機序のみが生じることを可能にして、又は３７℃（図４、
下パネル）で、能動的機序、たとえば受容体媒介性エンドサイトーシスが生じることを可
能にして、インキュベートした。コムギ胚芽凝集素及びＤＡＰＩでの共染色を実施し、細
胞表面及び核をそれぞれ視覚化した。蛍光顕微鏡下で細胞を観察し、画像をキャプチャー
した。
【０１０８】
　４℃でインキュベートされた場合、ＩＧＦ１Ｒ－４は、細胞の外部に、コムギ胚芽凝集
素で染色された細胞膜と共局在して見出された。対照的に、３７℃でインキュベートされ
たとき、ＩＧＦ１Ｒ－４は、細胞内部の小胞、おそらくはエンドソームに蓄積し、抗体が
能動輸送機序によって細胞内に内部移行したことを示唆する。同様の振舞いが、クラスリ
ン被覆小胞を介したエネルギー依存性エンドサイトーシスにより細胞に侵入することが以
前に示されているＦＣ５について観察された（Ａｂｕｌｒｏｂら２００５）。
【０１０９】
　実施例８：ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃコンストラクトの製造
　マウス抗体結晶性断片（Ｆｃ、ｍＦｃ２ｂ）と融合したＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨを含む
コンストラクトを調製し、発現させ、単離した。ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃコンストラクト
の配列を図５Ａに示し、分子の概略図を図５Ｂに示す。融合タンパク質はまた、図５Ａの
配列に示されていないＮ末端シグナルペプチド（ＭＥＦＧＬＳＷＶＦＬＶＡＩＬＫＧＶＱ
Ｃ、配列番号３７）を含んでいた。
【０１１０】
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ｃＤＮＡを、マウスＦｃ２ｂ断片を含有する哺乳動物発現ベクターｐ
ＴＴ５（Ｄｕｒｏｃｈｅｒ、２００２）内にクローニングした。得られたベクターのポリ
プレックスを、１８７．５μｇのｐＴＴ５－ＩＲ５ｍＦｃ２ｂ、５６．２５μｇのｐＴＴ
－ＡＫＴｄｄ（プロテインキナーゼＢの活性化変異体）、１８．７５μｇのｐＴＴｏ－Ｇ
ＦＰ（トランスフェクション効率をモニタリングするため）、及び１１２．５μｇのサケ
精巣ＤＮＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を含有する２５ｍｌのプラズミドＤＮＡ溶液
、並びに、１．１２５ｍｇのＰＥＩｐｒｏ（商標）（ＰｏｌｙＰｌｕｓ　Ｔｒａｎｓｆｅ
ｃｔｉｏｎ）を含有する２５ｍｌのＰＥＩ溶液を混合することにより事前に形成した。両
方の溶液が、Ｆ１７培地中で作られた。混合物を、細胞培地への添加の１０分前にインキ
ュベートした。短縮ＥＢＮＡ１タンパク質を安定的に発現するＣＨＯ細胞の４５０ｍｌ培
養物（ＣＨＯ－３Ｅ７）をＦ１７培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で成長させ、５０ｍｌ
のポリプレックスをトランスフェクトした。トランスフェクション２４時間後、培養物に
１２．５ｍｌの４０％（ｗ／ｖ）トリプトンＮ１（Ｏｒｇａｎｏｔｅｃｈｎｉｅ）溶液及
び１．２５ｍｌの２００ｍＭバルプロ酸溶液を加えた。トランスフェクション８日後に培
養物を回収し、遠心により清澄化した。清澄化培地を、５ｍｌのプロテインＡ　ＭａｂＳ
ｅｌｅｃｔ　ＳｕＲｅ樹脂（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を充填したカラムへのその適
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用前に、０．２２μｍ膜に通して濾過した。ローディング後、５容量のリン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）ｐＨ７．１でカラムを洗浄し、１００ｍＭクエン酸ナトリウム緩衝液ｐＨ
３．０で抗体を溶出した。溶出抗体を含有する画分をプールし、ＰＢＳ中で平衡化した脱
塩Ｅｃｏｎｏ－Ｐａｃカラム（ＢｉｏＲａｄ）上にローディングすることにより緩衝液交
換を実施した。次に、Ｍｉｌｌｅｘ　ＧＰ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）フィルターユニット（
０．２２μｍ）を通過させることにより、脱塩抗体を無菌濾過し、アリコートにした。
【０１１１】
　実施例９：インビトロ血液脳関門モデルを通過するＩＧＦ１Ｒ－４の輸送
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ、そのヒト化バージョン（Ｈ２～Ｈ６）、及びＩＧＦ１Ｒ－４
－ｍＦｃ（実施例８）が血液脳関門を通過するかどうかを評価するため、下に述べるイン
ビトロアッセイを使用した。実験を要約するフローチャートを図６Ａに示す。
　ＳＶ４０不死化成体ラット脳内皮細胞（Ｓｖ－ＡＲＢＥＣ）を、以前に記述されたとお
りインビトロ血液脳関門（ＢＢＢ）モデルを作製するために使用した（Ｇａｒｂｅｒｇら
、２００５；Ｈａｑｑａｎｉら、２０１２）。Ｓｖ－ＡＲＢＥＣ（細胞８０，０００個／
膜）を、１ｍｌの成長培地中の０．１ｍｇ／ｍＬラット尾コラーゲンＩ型被覆組織培養物
インサート（細孔サイズ－１μｍ、表面積０．９ｃｍ２、Ｆａｌｃｏｎ）上に播種した。
インサートアセンブリの下のチャンバーは、不死化新生仔ラット星状細胞馴化培地を１：
１（ｖ／ｖ）比で添加した２ｍｌの成長培地を含有していた。等モル量（５．６μＭ）の
正（ＦＣ５）又は負（Ａ２０．１、クロストリジウム・ディフィシル毒素Ａ結合性ＶＨＨ
、及びＥＧＦＲ結合性ＶＨＨであるＥＧ２）の対照、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ、ヒト化バ
ージョン（Ｈ２－Ｈ６）又はＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃを、このラットインビトロＢＢＢモデ
ルを横断するそれらの能力について試験した。ＢＢＢの管腔側への等モル量のｓｄＡｂの
曝露後に、試料を１５、３０、及び６０分後に反管腔側から採取した。次に、各試料のｓ
ｄＡｂ含有量を、Ｈａｑｑａｎｉら（２０１２）により記述されたとおり、質量分析（多
重反応モニタリング－同位体標識化内部標準、ＭＲＭ－ＩＬＩＳ）により定量した（下の
方法の説明を参照のこと）。
【０１１２】
　見かけ透過係数の決定：定量値を直接プロットでき、又はＰａｐｐ（見かけ透過係数）
値を所定の式で決定し（図６Ａ）、プロットできる。Ｐａｐｐ値が、分子についてＢＢＢ
を横断する能力を決定するために一般に使用される。［Ｑｒ／ｄｔ＝レシーバーコンパー
トメントにおける累積量対時間、Ａ＝細胞単層の面積、Ｃ０＝投与溶液の初期濃度］。Ｐ

ａｐｐ値は、脳内皮単層を通過する化合物の特異的透過性の尺度である。
【０１１３】
　結果を図６Ｂ～図６Ｄに示す。得られた結果は、複数の独立実験から得られた平均Ｐａ

ｐｐ値である。両方の陰性対照が、非常に低いＰａｐｐ値を有し、ＢＢＢモデルを通過す
るこれらのＶＨＨの非特異的輸送又は傍細胞輸送が最小限であることを示す。ＩＧＦ１Ｒ
－４　ＶＨＨは、高いＰａｐｐ値を有し、インビトロＢＢＢモデルを通過する高い輸送率
を示す。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨのＰａｐｐは、陽性対照、すなわちＢＢＢ透過性ＶＨＨ
　ＦＣ５（国際公開第０２／０５７４４５号）のものよりも４倍高い。結果は、ＩＧＦ１
Ｒ－４がインビトロで脳内皮細胞を通過する促進された細胞間輸送を受け、インビボで類
似の特性を有しうることの強い示唆を与える。ヒト化ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ変異体Ｈ３
、Ｈ４及びＨ５は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨと比較して、同等（Ｈ３）又はわずかに低い
Ｐａｐｐ値を示した。Ｈ２変異体は、有意に減弱化されたインビトロＢＢＢモデル通過能
力を示した一方で、Ｈ６変異体はこの能力を完全に失い、内部対照ＶＨＨ　Ａ２０．１（
図６Ｃ）と同じＰａｐｐ値を示し、さらなる研究から除外した。ＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃの
Ｐａｐｐ値（図６Ｄ）は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ（図６Ｂ）の６倍小さい値と同等であ
り、ＩＧＦ１Ｒ－４が大きな（抗体サイズの）分子を、ＢＢＢを通過させて「運搬」でき
ることを示す。陽性対照であるＦＣ５ｍＦｃのＰａｐｐ値は、ＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃの値
よりも３倍低かった。カーゴ分子に連結されたＩＧＦ１Ｒ－５又はヒト化バージョンを含
むコンストラクト（ＭＷ　約１１０ｋＤａ又は１８０ｋＤａ）もまた、ＢＢＢを通過して
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フェリーされると示されたことに留意する価値はある（データは示さず）。
【０１１４】
　別のＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨであるＩＧＦ１Ｒ－１もまた、ｍＦｃ融合物としてこのア
ッセイにおいて試験した。ＩＧＦ１Ｒ－１ｍＦｃは、対照Ａ２０．１　ＶＨＨ（図６Ｄ）
よりもわずかに高いＰａｐｐ値しか有さなかったことから、免疫ラマライブラリーから単
離されたＩＧＦ１Ｒ結合性ＶＨＨのサブセットだけが、ＢＢＢ通過特性を有することが示
される。
【０１１５】
　ＭＲＭ－ＩＬＩＳ法を使用したＶＨＨの絶対量測定。本方法は、すべてＨａｑｑａｎｉ
ら（２０１２）に記載されたとおりである。簡潔に述べると、ＶＨＨについてＳＲＭ（選
択反応モニタリング、多重反応モニタリング（ＭＲＭ）としても知られている）アッセイ
を開発するため、各ＶＨＨをまず、データ依存性取得を使用してナノＬＣ－ＭＳ／ＭＳに
より解析し、すべてのイオン性ペプチドを同定した。各ペプチドについて、３～５個の最
も強力な断片イオンを選択した。これらの断片を消化物のアトモル量（約１００～３００
ａｍｏｌ）でモニタリングするための初期ＳＲＭアッセイを開発した。低い量での再現性
のある強度比を示した（すなわち、より高い量と比較してピアソンｒ２≧０．９５を有し
ていた）断片を、安定的であると考え、最終ＳＲＭアッセイのために選択した。アッセイ
のさらなる最適化のため、近接したｍ／ｚ（質量対電荷比）及び溶出時間を有するペプチ
ドを選択しないよう注意しながら、各ペプチドの溶出時間もまた含めた。
【０１１６】
　細胞培地又は体液（血清又は脳脊髄液（ＣＳＦ））におけるＶＨＨの典型的なマルチプ
レックスＳＲＭ解析は、既知の量のＩＬＩＳ（０．１～１０ｎＭ）を添加し、その後、１
００～４００ｎｇのＣＳＦ又は培養された培地タンパク質（０．３～１μｌ）又は約５０
～１００ｎｇの血清タンパク質（１～３ナノリットル）をナノＬＣ－ＭＳシステム内に注
入することを伴った。各標的ペプチドイオンの前駆ｍ／ｚが、標的のための特定の溶出時
間においてイオントラップ内で選択され（残りの無関係なイオンは破棄された）、衝突誘
起解離（ＣＩＤ）フラグメンテーション、及び検出器によるモニタリングのためのイオン
トラップ内の所望の断片イオンのみの選択が続いた。定量解析のため、ＬＴＱ（Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ）により生成された生ファイルを、標準質量分析データ形式ｍｚＸＭＬ
に変換し、ＭａｔｃｈＲｘソフトウェアの修正バージョンである、Ｑ－ＭＲＭ（定量的－
ＭＲＭ、Ｈａｑｑａｎｉら　２０１２を参照のこと）と呼ばれるインハウスのソフトウェ
アを使用して強度を抽出した。各ＶＨＨについて、抽出イオンクロマトグラフを、全溶出
時間にわたる０．２５Ｄａ以内の断片ｍ／ｚの合計強度からなるその断片イオンのそれぞ
れについて得た。各断片について最終強度値を得るため、０．５分以内の予測保持時間の
すべての強度を合計した。ＶＨＨを、そのペプチドのうちの少なくとも１つの断片が予測
強度比を示す、すなわち、最終強度値がその対応する純ＶＨＨの最終強度値と比較して強
いピアソン相関ｒ≧０．９５及びｐ＜０．０５を示す場合に、試料において検出可能なも
のとして定義した。
【０１１７】
　ＶＨＨの混合物を含有する試料（培地、血清、ＣＳＦ）を、以前に記述されたとおり、
還元し、アルキル化し、トリプシン消化した。（Ｈａｑｑａｎｉら、２０１２；Ｇｅｒｇ
ｏｖら、２００３）消化物（トリプシンペプチド）を酢酸で酸性化させ（５％最終濃度）
、ＬＴＱ　ＸＬ　ＥＴＤ又はＬＴＱ　Ｏｒｂｉｔｒａｐ　ＥＴＤ質量分析計（Ｔｈｅｒｍ
ｏＦｉｓｈｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）と組み合わせた逆相ナノＡｃｑｕｉｔｙ　ＵＰ
ＬＣ（Ｗａｔｅｒｓ、Ｍｉｌｆｏｒｄ、ＭＡ）上で解析した。試料の所望のアリコートを
注入して３００μｍ　Ｉ．Ｄ．×０．５ｍｍ　３μｍ　ＰｅｐＭａｐｓ　Ｃ１８トラップ
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）上に充填し、次に１００μｍ　Ｉ．Ｄ．×１０ｃｍ　１．
７μｍ　ＢＥＨ１３０Ｃ１８　ナノＬＣカラム（Ｗａｔｅｒｓ）上に、１分間で０％～２
０％、１６分間で２０％～４６％、１分間で４６％～９５％アセトニトリル（０．１％ギ
酸中）の勾配を使用して、４００ｎＬ／ｍｉｎの流量で溶出した。溶出ペプチドを、ペプ
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チドイオンのフラグメンテーションのためのＣＩＤを使用したＭＳ／ＭＳ及びＳＲＭ解析
のため、エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）により質量分析計内へとイオン化した。
ヘリウムを衝突ガスとして、３５％の標準化衝突エネルギー及び３０ｍｓの活性化時間で
ＣＩＤを実施した。線形イオントラップ内へのイオン注入時間を、６×１０３の自動利得
制御（ＡＧＣ）標的値及び２００ｍｓの最大蓄積時間を使用して機器により調整した。
　マルチプレックスアッセイにおいて各ＶＨＨの検出及び定量のために使用されたＶＨＨ
特異的ペプチドを表２に示す。
【０１１８】
【表２】

【０１１９】
　実施例１０：インビボ及びエクスビボ光学イメージング
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが静脈内（ｉｖ）注射後に脳内に蓄積するかどうかを決定する
ため、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及び陰性対照Ａ２０．１　ＶＨＨを、近赤外蛍光トレーサ
ーであるＣｙ５．５にコンジュゲートし、実施例７に記載のとおり精製した。２．５ｍｇ
／ｋｇのＩＧＦ１Ｒ－Ｃｙ５．５又はＡ２０．１　Ｃｙ５．のいずれか（１５０μｌ容量
中）を、尾静脈を介してＣＤ－１ヌードマウスに注射し、それらを腹臥位で、ｅＸｐｌｏ
ｒｅ　Ｏｐｔｉｘ前臨床画像装置ＭＸ２（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＱＣ）で、注射３０分後に生きたまま撮像した。注射の１時間後、
２％イソフルラン（Ｂａｘｔｅｒ　Ｃａｎａｄａ、Ｍｉｓｓｉｓｓａｕｇａ、ＯＮ、Ｃａ
ｎａｄａ）で動物を麻酔にかけ、心穿刺を行い、１ＥＵ／ｍＬヘパリン（Ｏｒｇａｎｏｎ
、Ｔｏｒｏｎｔｏ、ＯＮ、Ｃａｎａｄａ）を添加した１０ｍＬの生理食塩水（Ｂａｘｔｅ
ｒ　Ｃａｎａｄａ、Ｍｉｓｓｉｓｓａｕｇａ、ＯＮ、Ｃａｎａｄａ）を、同じニードルか
ら２ｍＬ／ｍｉｎで灌流し、血液を除去した（右室切開の部位での血液非含有流体の出現
により確認した）。灌流した脳を除去し、ｅＸｐｌｏｒｅ　Ｏｐｔｉｘを使用してエクス
ビボで撮像した。イメージングプロトコルは、Ｉｑｂａｌら、２０１１に詳細に記載のと
おりだった。
【０１２０】
　結果を図７に示す。Ｃｙ５．５－ＩＧＦ１Ｒ－４を注射されたマウスは、増強された光
学シグナルをインビボの頭部領域（上パネル、矢印）及び灌流後のエクスビボ脳（下パネ
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ル、矢印）において示した一方で、Ｃｙ５．５－Ａ２０．１注射マウスは、低いバックグ
ラウンドシグナルしか示さなかった。データは、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、造影剤（Ｃ
ｙ５．５、１ｋＤ）を、インビボで血液脳関門を通過させて送達できることを示唆する。
【０１２１】
　実施例１１：ガラニンへのＩＧＦ１Ｒ－４のコンジュゲーション
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨがインビボで血液脳関門（ＢＢＢ）を通過し、それ自体ではＢ
ＢＢを通過できない分子を、ＢＢＢを通過させて「フェリー」できるかどうかを決定する
ため、神経ペプチドガラニンを、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ又はＩＧＦ１Ｒ４－ｍＦｃに化
学的にコンジュゲートし、全身投与した。ガラニンは、脳組織において発現するＧａｌＲ
１及びＧａｌＲ２に結合することにより鎮痛をもたらす向神経活性ペプチドである。末梢
的に与えられた場合、ガラニンは鎮痛効果を有さない。なぜなら、それ自体はＢＢＢを通
過できないからである（Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎら、２０１１）。
【０１２２】
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨを、システアミド修飾Ｃ末端を有するラットガラニン（Ｇａｌ
）断片（Ｂｉｏｍａｔｉｃ）（ＧＷＴＬＮＳＡＧＹＬＬＧＰＨＡＩＤＮＨＲＳＦＳＤＫＨ
ＧＬＴ－システアミド、配列番号３６）にコンジュゲートした。コンジュゲーションのス
キームを図８Ａに示す。
【０１２３】
　簡潔に述べると、０．５×ＰＢＳ、２．５ｍＭ　ＥＤＴＡ中の［２ｍｇ／ｍｌ］での５
ｍｇのＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ（実施例４）を、４３６．４μｌの２．５ｍｇ／ｍｌスル
ホスクシンイミジル－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（スルホ－ＳＭＣＣ）（７．５×過剰モル比）と混合した。次に、窒素ガスで混合物
を洗い流し、３０分間室温（ＲＴ）でインキュベートし、スルホ－ＳＭＣＣのＮＨＳエス
テルアームをＶＨＨ上のアミンと反応させた。続いて、１０ｍｌの７Ｋ　Ｚｅｂａカラム
（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して、未反応スルホ－ＳＭＣＣをマレイミド－活性化ＩＧＦ１Ｒ
－５　ＶＨＨから除去した。試料ローディングの前に、カラムを５ｍｌ　ＰＢＳで３回洗
浄し、１０００×ｇで２分間回転させた。試料ローディング後に、カラムに２００μｌの
ＰＢＳを補給し、２分間、１０００×ｇで回転させた。ＩＧＦ１Ｒ－Ｆｃコンストラクト
について、５ｍｇを約６８μｌのスルホ－ＳＭＣＣ（６．５×過剰モル比）と、上述と同
様に反応させた。
【０１２４】
　別々に並行して、システアミド修飾Ｃ末端ガラニン（Ｇａｌ－ｃｙａ）を、１０ｍｇの
凍結乾燥粉末を１０ｍｌのエンドトキシンフリー水中に溶解させることにより調製し、１
ｍｇ／ｍｌストックを作った（ガラニン－ｃｙａ粉末は、精製中のジスルフィド架橋形成
を防止するため、少量のＤＴＴを有する）。最後に、１００μｌの０．５Ｍ　ＥＤＴＡを
添加した（５ｍＭ最終濃度）。
【０１２５】
　精製マレイミド活性化ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ及びＩＧＦ１Ｒ－Ｆｃコンストラクト（
２．６ｍｌ）を、０．５×ＰＢＳ、２．５ｍＭ　ＥＤＴＡで５ｍｌまで希釈し、次に、ボ
ルテックスにかけながら５ｍｌ又は１ｍｌのＧａｌ－ｃｙａをそれぞれ添加した。試料を
窒素で洗い流し、密封し、一晩４℃でインキュベートした。翌日、Ａｍｉｃｏｎ－１５　
１０Ｋ及び３０Ｋカラム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）をそれぞれ使用して、未反応のＧａｌ－
ｃｙａを除去した。試料をカラムに添加し、４０００×ｇで７分間、体積が５ｍｌに減少
するまで回転させた。５ｍｌの０．５×ＰＢＳ、２．５ｍＭ　ＥＤＴＡを、カラムのイン
サート中の残りの５ｍｌ試料に添加し、試料が４ｍｌに減少するまで再び回転させた。次
に、コンジュゲートされた試料を、１０ｍｌ　７Ｋ　Ｚｅｂａカラム（Ｐｉｅｒｃｅ）に
添加し、上述のとおり調製し、次に２分間、１０００ｘｇで回転させた。
【０１２６】
　次に、コンジュゲートされたＩＧＦ１Ｒ－４－Ｇａｌ及びＩＧＦ１Ｒ－４　Ｆｃ－Ｇａ
ｌ試料を、１６％又は１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ非還元ゲル上に走らせ、銀染色し、コンジ
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ュゲーション後の分子量サイズの変化を確認した。１つのＶＨＨ又はＩＧＦ１Ｒ－Ｆｃコ
ントラクト当たり約１～２個のガラニン分子を達成するため、反応を滴定した。結果は、
ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ上へのガラニンのロードを確認する（図８Ｂを参照のこと）。
【０１２７】
　エンドトキシン除去及びエンドトキシンレベルの決定：Ａｍｉｃｏｎ　Ｕｌｔｒａ分子
量カットオフ（ＭＷＣＯ）セルロース膜スピンカラム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を使用して
、エンドトキシンを除去した。第１に、１５ｍｌのＶＨＨ調製物を、４０００×ｇでの１
０分間の遠心によりＡｍｉｃｏｎ－１５～５０Ｋ　ＭＷＣＯカラムを通過させた。溶出物
を回収した。次に、この溶出物を、Ａｍｉｃｏｎ－１５～１０Ｋ　ＭＷＣＯカラムに添加
し、４０００×ｇで７～１０分間回転させ、１５ｍｌから７．５ｍｌへの上清体積の低減
をもたらした。カラム内の上清体積を、ＰＢＳを添加することにより１５ｍｌに戻すよう
調整した。カラムを上述のとおり再び回転させた。上清を回収し、１０～０．１ＥＵ／ｍ
ｌの感度範囲を有するカートリッジを使用したＥｎｄｏＳａｆｅ－ＰＴＳシステム（Ｃｈ
ａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）で
エンドトキシンレベルを測定した。２５μｌの試料を、カートリッジ上の４つのウェルの
それぞれにロードし、必要に応じて希釈した。１ｍｇ当たりＥＵ＜１を有する試料のみを
、動物研究に使用した。
【０１２８】
　実施例１２：ハーグリーヴズモデルを使用したＩＧＦ１Ｒ－４－Ｇａｌの輸送
　ＩＧＦ１Ｒ－４－Ｇａｌ又はＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ－Ｇａｌ（実施例１１）が血液脳
関門を通過するかどうかを評価するため、インビボアッセイを、国際特許公開第２０１１
／１２７５８０号に以前に記載のとおり利用した。
【０１２９】
　Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓら（１９８８）に記載のものと類似した炎症性痛覚過敏のラット
モデルを使用した。動物をポリプロピレンケージ１つ当たり３匹の群で入れ（ハーグリー
ヴズモデル）、餌及び水を自由に与えた。１２時間の明／暗サイクル、２４℃の温度及び
５０±５％の相対湿度で実験を行った。すべての動物処置が、ＮＲＣ動物ケア委員会によ
り認可され、カナダ動物ケア評議会ガイドラインを順守していた。
【０１３０】
　このモデルにおいて、６～８週齢の雄ウィスターラット（体重範囲２３０～２５０ｇ）
に、低体積（３０ゲージニードルで１００μｌ）の完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ
、油：生理食塩水１：１エマルション中に懸濁された熱殺傷Ｍ．チュバーキュローシス（
Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）（Ｓｉｇｍａ））を、右後足に短いイソフルラン麻酔（
３％）下で注射した。ＣＦＡは、侵害受容体を活性化し、慢性的疼痛状態及び痛覚過敏（
有害な熱に対する高められた感受性）を創出する炎症促進性物質の放出を誘導する。足退
避潜時を、足刺激に対する足底無痛測定器具（ＩＩＴＣ　Ｍｏｄｅｌ　＃　３３６ＴＧ　
Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｉｎｃ．）を使用した、両後足（炎症性及び非炎症性対照足
）の足底表面における放射刺激の適用により測定した。動物がその足をなめるか又は動か
すことにより反応するのにかかった時間を、陽性反応として解釈した（足退避潜時）。Ｃ
ＦＡ投与前に、光強度灯を、ベースライン足退避潜時を１７～２０秒の間で両後足に誘発
するよう調整した。２０秒以内に退避応答が生じない場合、光線を自動的に消灯して組織
損傷を回避し、その足には最大スコアが割り当てられる。
【０１３１】
　ＣＦＡ注射の２日後、化合物の投与前に、動物を操作し、ストレスを低減し、偽陽性反
応を防止する目的で、少なくとも６０分間無痛測定器具に順化させた。疼痛の発症（熱痛
覚過敏）を検証するため、両足でベースラインを測定した。非炎症性の足を、注射された
足に対する対照として使用した。「炎症性の足」について６秒超及び「正常な足」につい
て１７秒未満の足退避潜時を有する動物を、実験から除外した。
【０１３２】
　ＩＦＧ１Ｒ－４－Ｇａｌが血液脳関門を通過させて送達され、脳実質において標的受容
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体（ＧａｌＲ１及び２）に結合できるかどうかを決定するため、ラットに、ＩＧＦ１Ｒ－
４－ガラニン（３ｍｇ／ｋｇ）若しくはＩＧＦ１Ｒ－４ｍＦｃ－ガラニン（２ｍｇ／ｋｇ
又は５ｍｇ／ｋｇ）又は対照化合物の１回の尾静脈注射をＣＦＡ注射３日後に投与した。
各後足（炎症性及び非炎症性）について、１５分ごとに３時間、足退避潜時（ＰＷＬ）を
試験した。足退避潜時の増加は、熱痛覚過敏の抑制を示し、これは、ＩＧＦ１Ｒ－４によ
る脳実質内へのガラニンの送達の成功によってしか得られない。ガラニンが鎮痛を誘導で
きるのは、脳実質内に存在するときだけであり、それ自体では無傷ＢＢＢを通過できない
（Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎら、２０１１）。
【０１３３】
　足退避潜時（ＰＷＬ、秒）対時間（分又は時間）の時間経過として結果を解析した（図
９Ａ及び９Ｃ）。図９Ｂは、結果を曲線下面積（ＡＵＣ）として示し、それを最大可能効
果の％（％ＭＰＥ）と比較する。図９Ｄは、ピーク反応（Ｅｍａｘ）での結果を（熱痛覚
過敏の）パーセント反転として示す。
【０１３４】
　結果は、静脈内投与されたガラニンが、ＰＢＳと比較して疼痛を低減しないことを示す
。対照的に、ＦＣ５－Ｇａｌ又はＩＧＦ１Ｒ４－Ｇａｌの単回注射は、測定可能な鎮痛効
果をもたらし、このＶＨＨが、ＢＢＢを通過させてガラニンを「フェリー」し、脳実質に
おいてＧａｌＲ１及び／又は２に結合することで鎮痛効果をもたらすことを示唆する。Ｉ
ＧＦ１Ｒ－４－ガラニンの効果はＦＣ５－Ｇａｌにより誘導されるものよりも有意に顕著
であり、ＩＧＦ１Ｒ受容体が、推定されるＦＣ５受容体よりも高いＢＢＢ輸送率を有する
ことを示唆する。結果は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、受容体媒介性トランスサイトーシ
ス経路を使用し、少なくとも３０００Ｄａの分子を、ＢＢＢを通過させて「フェリー」で
きることを実証する（抗体－ペプチドコンジュゲートの合計ＭＷは、約１８ｋＤａである
）。能動的な受容体媒介性輸送が必要とされる。なぜなら、ＢＢＢは、０．５ｋＤａを超
えるすべての親水性分子の通過を妨げると知られているからである。同様に、ＩＧＦ１Ｒ
４－ｍＦｃ－ガラニンは、熱痛覚過敏の用量依存性抑制をもたらす一方で、Ａ２０１．ｍ
Ｆｃ－ガラニンは無効である。これは、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、抗体（約８０ｋＤ）
とサイズが類似した分子を、ＢＢＢを通過させてフェリーできることを示唆する。ＩＧＦ
１Ｒ－４ｍＦｃ－ガラニンは、熱痛覚過敏の抑制において、ＩＧＦ１Ｒ－４－ガラニンよ
りも約５倍強力だったことから、二価ディスプレイ及び延長された血漿半減期が、脳送達
の有効性の改善に寄与することが示唆される。
【０１３５】
　実施例１３：ＣＳＦ及び血漿におけるＩＧＦ１Ｒ－４レベル
　ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが脳内へと、具体的には脳脊髄液（ＣＳＦ）中へと透過可能か
どうかを決定するとともに、ＣＳＦ及び血漿におけるその存在を定量するために、インビ
ボアッセイを実施した。
【０１３６】
　動物をポリプロピレンケージに単独で入れ、餌及び水を自由に与えた。１２時間の明／
暗サイクル、２４℃の温度及び５０±５％の相対湿度で実験を行った。すべての動物処置
が、ＮＲＣ動物ケア委員会（ＮＲＣ’ｓ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ
）により認可され、カナダ動物ケア評議会（ｔｈｅ　Ｃａｎａｄｉａｎ　Ｃｏｕｎｃｉｌ
　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ）ガイドラインを順守していた。
【０１３７】
　８～１０週齢の雄ウィスターラット（体重範囲、２３０～２５０ｇ）を使用した。ＣＳ
Ｆ試料採取のため、動物の頸部及び頭部領域の毛を剃り、次に動物をプレキシグラスチャ
ンバー内に入れ、３％イソフルランで適度に麻酔した。基本的にＮｉｒｏｇｉら（２００
９）に記載されたとおり、ＣＳＦを回収した。麻酔ラットを、金属枠器具（Ｖｉｎｉｃｉ
ｏ　Ｇｒａｎａｄｏｓ－Ｓｏｔｏ博士により寛大にも提供された；ＣＩＮＶＥＳＴＡＶ、
Ｍｅｘｉｃｏ）に入れ、イヤーバーを使用して固定した。動物の頭部の位置を、およそ４
５°下向きに維持した。後頭隆起と脊椎の環椎との間に菱脳が現れる押圧可能な表面を、
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エタノール（７５％）を浸した綿でこすることにより視覚可能にした。切開を伴わないＣ
ＳＦ回収のため、１００ｃｃインスリンシリンジと接続された長さ１０ｃｍのＰＥ－１０
チュービングで覆われた２７Ｇニードル（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｉｓｓ
ｉｓｓａｕｇａ、ＯＮ、Ｃａｎａｄａ）を、水平に大槽の中心に挿入した。皮膚の断裂及
び環椎後頭膜の断裂ゆえに、ニードルパスに沿った２つの抵抗点（クリック）を容易に感
じることができる。ニードルが第２の抵抗点を通過したとき、ＣＳＦ（４０～１００μＬ
）を、インスリンシリンジの穏やかな吸引を適用することによりニードルを通じて回収し
た。ＣＳＦ試料採取後に、後開胸の心穿刺により対応する血液を回収し、バキュテナーチ
ューブ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｍｉｓｓｉｓｓａｕｇａ、ＯＮ、Ｃａｎａ
ｄａ）内に凝固活性化剤及びゲルとともに入れ、次に３，０００×ｇで１５分間遠心した
。マイクロピペットを使用して血清を除去し、さらなる解析まで－８０℃で急速冷凍した
。
【０１３８】
　血清及びＣＳＦ試料を、実施例９に記載のとおり、質量分析及びナノＬＣ－ＳＲＭベー
ス定量により解析した。
【０１３９】
　ＣＳＦ回収は繊細な処置であり、その間、ＣＳＦは容易に血液で汚染されうる。ＶＨＨ
の量は、血中よりもＣＳＦにおいてはるかに小さい（＜０．１％）と予測されるので、血
液でのわずかな汚染でさえも、個別のＣＳＦ試料の値を深刻に損ないうる。したがって、
血液汚染ＣＳＦ試料のためのストリンジェントな除外基準を開発することが必要だった。
血液－ＣＳＦアルブミン比を評価するため、血漿及びＣＳＦ中のアルブミンレベルを定量
するためのナノＬＣ－ＳＲＭ法を開発した。アルブミンペプチドＡＰＱＶＳＴＰＴＬＶＥ
ＡＡＲ（配列番号３７）を、マルチプレックスアッセイにおいて他のペプチドピークへの
干渉を最小にするため、その固有の保持時間及びｍ／ｚ値に基づいて選択した（Ｍｏｌ　
Ｐｈａｒｍ）。ＳＲＭを上述のとおり使用して、ＣＳＦ及び血漿試料の両方において、ペ
プチドの強度を定量した。アルブミン比を以下のとおり各ラットについて算出した。
　アルブミン比＝１ｎＬの解析された血漿当たりの強度／１ｎＬの解析されたＣＳＦ当た
りの強度
　１５００以下の比が、血液汚染と考えられた。
【０１４０】
　結果を図１０に示す。動物に、それぞれ６ｍｇ／ｋｇのＩＧＦ１Ｒ－４、ＦＣ５又はＡ
２０．１を同時注射し、ＣＳＦ及び血清を注射３０分後に回収した。図は、ＩＧＦ１Ｒ－
４のＣＳＦ／血清比が、ＦＣ５の０．９８％及びＡ２０．１の０．０１７％と比較して、
１．２％であることを示し、ＩＧＦ１Ｒ－４及びＦＣ５の両方が、同時注射された対照抗
体であるＡ２０．１よりも高いＣＳＦ透過性及び脳曝露を有することを示唆する。
【０１４１】
　実施例１４：ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃの免疫検出
　末梢投与後にＣＳＦにおいて検出された高レベルのＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃが、少なく
とも部分的に実質細胞外空間に由来すること、言い換えれば、無傷コンストラクトがＢＢ
Ｂを横断したことを確認するため、ラット脳におけるＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃの免疫検出
を実施した。
【０１４２】
　簡潔に述べると、ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ又はＡ２０．１ｍＦｃのいずれかの６ｍｇ／
ｋｇ尾静脈注射２４時間後のＰＢＳでの動物還流直後に、動物の脳を回収した。脳を凍結
し、ｃｒｙｏｔｏｍｅ上で１２μｍ切片に切断した。１０分間、ＲＴ、１００％メタノー
ル中で切片を固定し、ＰＢＳ中で３×洗浄し、１時間、１×ＰＢＳ中の０．３％　Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００を含有する１０％正常ヤギ血清（ＮＧＳ）中でインキュベートした。１
×ＰＢＳ中の０．３％　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００を含有する５％ＮＧＳ中のヤギ抗ｍ－Ｉ
ｇＧ　Ｆｃｙ－ｃｙ３（Ｃａｔ＃１１５－１６５－０７１、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、ロット＃１０６３６０）１：２００を、一晩４℃で適用した。切
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片を１×で３回洗浄し、次に、１×ＰＢＳ中の脈管構造染色レクチンＲＣＡＩ（Ｃａｔ＃
　ＦＬ－１０８１、Ｖｅｃｔｏｒ）１：５００を１０分間添加した。１×ＰＢＳで３回洗
浄後、切片をＤａｋｏ蛍光封入剤（Ｃａｔ＃Ｓ３０２３、Ｄａｋｏ）中においてカバース
リップで被覆し、２μｇ／ｍｌのＨｏｅｃｈｓｔ（Ｃａｔ＃Ｈ３５７０、Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を添加し、核を染色した。１０×及び６０×対物レンズ及び表３に示すチャンネ
ルを使用して、Ｏｌｙｍｐｕｓ　１×８１蛍光顕微鏡で画像をキャプチャーした。
【０１４３】
【表３】

【０１４４】
　結果を図１１に示す。マウスＦｃの免疫検出は、異なる脳領域に渡る脳血管の強力な染
色を、血管周囲の脳実質の染色とともに示したが、これは、ＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃが脳
血管に蓄積し、脳実質の周囲へとＢＢＢを通過していることを示す。対照的に、ｍＦｃ特
異的染色は、Ａ２０．１ｍＦｃ注射動物において検出できなかった。結果は、ＩＧＦ１Ｒ
－４－ｍＦｃのＣＳＦレベルの増加は、コンストラクトのＢＢＢ通過の指標であるという
主張を支持する。これは、ＩＧＦ１Ｒ－４に連結されたガラニンが実質ＧａｌＲ１及びＧ
ａｌＲ２受容体上の薬理学的反応（鎮痛）を誘導したという観察によりさらに強力に支持
される。合わせて、インビトロＢＢＢ通過結果、インビボ薬物動態学的（血清／ＣＳＦレ
ベル）及び薬力学的（ハーグリーヴズモデル）結果は、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨが、その
ＩＧＦ１Ｒエピトープへの結合により誘発される能動的受容体媒介性トランスサイトーシ
スを介して、他のＶＨＨよりもかなり高い割合で無傷ＢＢＢを通過すること、及び、それ
がさもなければ血液脳関門非透過性である一定範囲（１～８０ｋＤ）の分子を「フェリー
」できることを実証する。
【０１４５】
　実施例１５：ＩＧＦ１Ｒの「生理」機能に対するＩＧＦ１Ｒ－４効果
　安全性の観点から、本発明の抗体が、受容体媒介性トランスサイトーシスを介した薬物
の送達のために受容体に結合するときに、その受容体の生理機能、すなわち、その天然リ
ガンドであるＩＧＦ－１により誘導されるシグナル伝達を妨げないと示すことが重要であ
る。この観点から、ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ又はＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃが、ＩＧＦ１Ｒ
又は関連インスリン受容体（ＩＲ）を介してそれらの天然リガンドにより誘導される生理
的シグナル伝達を妨げないと実証することが重要である。
【０１４６】
　ＩＧＦ１Ｒ－４が、ＩＧＦ１Ｒ又はＩＲのみを介してシグナル伝達を誘導するかどうか
、又は受容体の天然リガンドであるＩＧＦ－１又はインスリンにより刺激されるシグナル
伝達を妨げるかどうかを決定するため、それらが受容体自体又は受容体に刺激される下流
キナーゼであるＡｋｔのリン酸化に与える効果を、ＳＶ－ＡＲＢＥＣ細胞において決定し
た。
【０１４７】
　当技術分野において知られている方法に従い、ＳＶ－ＡＲＢＥＣを、ペプトン、Ｄ－グ
ルコース、ＢＭＥアミノ酸、ＢＭＥビタミン、抗生／抗真菌性溶液及び胎仔ウシ血清を添
加したＭ１９９基本培地中でコンフルエンスまで成長させた。細胞を、処置１８時間前に
無血清培地へと切り替えた。ＩＧＦ１Ｒ－４　ＶＨＨ又はＩＧＦ１Ｒ－４－Ｆｃ融合物（
１００ｎＭ又は５００ｎＭ）を、２００ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１、１０μｇ／ｍｌのイン
スリン又はビヒクルのいずれかの添加の１時間前に細胞に添加した。細胞を、リガンド又
はビヒクルと２０分間インキュベートし、次に、ハンクス平衡塩類溶液中で２回洗浄した
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。続いて、１％　Ｔｒｉｔｏｎ－ｘ　１００及びプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍ
ａ）を添加した１×ＲＩＰＡ緩衝液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ）を使用して細胞を溶解させた。細胞に、水浴超音波処理器において２×２０秒バー
ストを与え、１４，０００ｒｐｍでの１０分間の遠心により溶解物を清澄化した。ＤＣタ
ンパク質アッセイシステム（ＢＩＯ－ＲＡＤ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を使用してタ
ンパク質濃度を決定した。等μｇのタンパク質試料を、１２５Ｖで４～２０％勾配ＳＤＳ
ポリアクリルアミドゲル上に拡散させ、ＰＶＤＦ膜に転写した。ホスホ－Ａｋｔ（Ｓｅｒ
　４７３）を、この標的に対する一次抗体の１：１０００希釈液（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）中での一晩のインキュベーションにより検出し、その
後、ヤギ抗ウサギＩｇＧ－ＨＲＰ二次抗体とともに１時間インキュベートし、次に、ＥＣ
Ｌ　Ｐｌｕｓ試薬と反応させ、オートラジオグラフィーフィルム上に視覚化した。Ｕｎ－
Ｓｃａｎ－Ｉｔソフトウェア（Ｓｉｌｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．）を使用して
、デンシトメトリー値を決定した。
【０１４８】
　結果を図１２に示す。Ａｋｔリン酸化のウエスタンブロット解析は、ＩＧＦ１Ｒ－４が
、１０μｇ／ｍｌのインスリン又は２００ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１により誘導されるＡｋ
ｔリン酸化を、１００ｎＭのＩＧＦ１Ｒ－４若しくはＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃ又は５００
ｎＭのＩＧＦ１Ｒ－４－ｍＦｃと同時適用されたときに阻害しなかったことを示した。ま
た、ＶＨＨ又はＦｃ融合物のいずれも、Ａｋｔシグナル伝達をそれ自体では誘導しなかっ
た（図１２Ａ、図１２Ｂ及び図１２Ｃ、「－４」と表示）。結果は、Ｆｃ融合形式での二
価ディスプレイにおいてさえも、ＩＧＦ１Ｒ－４が、受容体二量体化及び下流シグナル伝
達を誘発せず、したがって、天然リガンドの存在下での受容体機能を妨げないことを実証
する。ＩＧＦ１Ｒ－４のこの特徴（「サイレントバインダー」）は、治療剤のＢＢＢ担体
としてのその適用にとって重要である。なぜなら、それは好ましい安全性プロファイルを
付与するからである。
【０１４９】
　本明細書に記載の実施形態及び実施例は例示的であり、特許請求の範囲に記載の発明の
範囲を限定することを意図していない。代替物、改変物及び均等物を含む上述の実施形態
の変形形態が、特許請求の範囲により包含されると本発明者らにより意図されている。さ
らに、論じられた特徴の組合せが、本発明の解決策に必要であるとは限らない。
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摘要(译)

血脑屏障（BBB）可防止大于500道尔加仑的分子从血液运输到大脑。受体介导的转胞吞作用（RMT）促进跨特定分子的BBB的转
运，所述特定分子结合形成BBB的脑内皮细胞上的受体。鉴定了通过RMT转移BBB的胰岛素样生长因子1受体（IGF1R）结合抗体
或其片段。抗体或片段用于将货物分子递送穿过BBB，其中货物分子可以是治疗剂或可检测剂。抗体是骆驼科动物VHH，通过用
933个氨基酸的IGF1R多肽免疫美洲驼制备。还产生骆驼科动物VHH的人源化形式。
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