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(57)【要約】
　本発明は、抗血清アルブミン免疫グロブリン単一可変ドメインの改良された変異体、な
らびにそのような変異体を含むリガンドおよび薬物コンジュゲート、組成物、核酸、ベク
ターおよび宿主に関する。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51、53、67、68、90、91、92、
93又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含んでなる、DOM7h-11(配列番号125
)若しくはDOM7h-14(配列番号123)の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイ
ン変異体又はDOM7h-11(配列番号125)若しくはDOM7h-14(配列番号123)のアミノ酸配列と少
なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列を有する誘導体。
【請求項２】
　アミノ酸配列の30、31、32、49、50、51、53、67、91又は94位のうちの少なくとも一つ
にアミノ酸置換を含む、請求項1に記載の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変
ドメイン変異体。
【請求項３】
　アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51、53、67、68、90、91、92、
93又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含んでなる、DOM7h-11-3(配列番号2
)若しくはDOM7h-11-15(配列番号1)若しくはDOM7h-11-12(配列番号157)の抗血清アルブミ
ン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変異体又はDOM7h-11-13(配列番号2)若しくはDOM7
h-11-15(配列番号1)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列
を有する誘導体。
【請求項４】
　アミノ酸配列の30、31、32、49、50、51、53、67、91又は94位のうちの少なくとも一つ
にアミノ酸置換を含む、請求項3に記載の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変
ドメイン変異体。
【請求項５】
　アミノ酸配列のGly30、Thr31、Met32、Leu49、Ala50、Phe51、Arg53、Ser67、Ala91又
はHis94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含んでなる、DOM7h-11-15(配列番号1
)の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変異体又はDOM7h-11-15(配列
番号1)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列を有する誘導
体。
【請求項６】
　アミノ酸配列のGly30、Thr31、Thr32、Leu49、Trp50、Asn51、Arg53、Ser67、Ala91又
はHis94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含んでなる、DOM7h-11-3(配列番号2)
の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変異体又はDOM7h-11-3(配列番
号2)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列を有する誘導体
。
【請求項７】
　置換が保存的アミノ酸置換である、請求項1から6のいずれかに記載の変異体。
【請求項８】
　DOM7h-11-15(配列番号1)の変異体であり、DOM7h-11-15(配列番号1)と比較して、以下:
アミノ酸:
Gly30位=Pro、Ala
Thr31位=Ser
Thr32位=Ser
Leu49位=ノルロイシン、Ile、Val、Met、Ala、Phe
Trp50位=Tyr、Phe
Asn51位=Gln
Arg53位=Lys、Gln、Asn
Ser67位=Thr、Ala、Cys
Ala91位=Val、Leu、Ile
His94位=Asn、Gln、Lys、Arg
から選択される少なくとも一つの突然変異を含む、請求項7に記載の変異体。
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【請求項９】
　DOM7h-11-3(配列番号2)の変異体であり、DOM7h-11-15(配列番号2)と比較して、以下:
アミノ酸
Gly30位=Pro、Ala
Thr31位=Ser
Thr32位=Ser
Leu49位=ノルロイシン、Ile、Val、Met、Ala、Phe
Trp50位=Tyr、Phe
Asn51位=Gln
Arg53位=Lys、Gln、Asn
Ser67位=Thr、Ala、Cys
Ala91位=Val、Leu、Ile
His94位=Asn、Gln、Lys、Arg
から選択される少なくとも一つの突然変異を含む、請求項7に記載の変異体。
【請求項１０】
　置換が非保存的アミノ酸置換である、請求項1から6のいずれかに記載の変異体。
【請求項１１】
　SAが、ヒト血清アルブミン(HSA)である、請求項1から10のいずれかに記載の変異体。
【請求項１２】
　HSA(配列番号81に記載されているアミノ酸配列を有する)のアミノ酸227、228、229、23
0、232、233、263、307、308、309、314、317、318、321、322、325、326、329及び333に
よって定義される境界面の少なくとも一部を含むエピトープに結合するHSA結合部分。
【請求項１３】
　HSAのアミノ酸228、230、308、309、317、318、321、322、325、326及び329によって定
義される境界面の少なくとも一部を含む、請求項12に記載のHSA結合部分。
【請求項１４】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約0.1から約10000nMまで、場合により約1か
ら約6000nMまでの解離定数(KD)でヒトSAに特異的に結合する結合部位を含む、請求項1か
ら13のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項１５】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約1.5×10-4から約0.1sec-1まで、場合によ
り約3×10-4から約0.1sec-1までの解離速度定数(Kd)でヒトSAに特異的に結合する結合部
位を含む、請求項1から14のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項１６】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約2×106から約1×104M-1sec-1まで、場合に
より約1×106から約2×104M-1sec-1までの結合速度定数(Ka)でヒトSAに特異的に結合する
結合部位を含む、請求項1から15のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項１７】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約0.1から約10000nMまで、場合により約1か
ら約6000nMまでの解離定数(KD)でカニクイザルSAに特異的に結合する結合部位を含む、請
求項1から16のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項１８】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約1.5×10-4から約0.1sec-1まで、場合によ
り約3×10-4から約0.1sec-1までの解離速度定数(Kd)でカニクイザルSAに特異的に結合す
る結合部位を含む、請求項1から17のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項１９】
　表面プラズモン共鳴によって決定される、約2×106から約1×104M-1sec-1まで、場合に
より約1×106から約5×103M-1sec-1までの結合速度定数(Ka)でカニクイザルSAに特異的に
結合する結合部位を含む、請求項1から18のいずれかに記載の変異体又は結合部分。
【請求項２０】
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　請求項1から19のいずれかに記載の任意の抗SA変異体又はSA結合部分及びSA以外の標的
抗原に特異的に結合する結合部分を含む多重特異性リガンド。
【請求項２１】
　請求項1から20のいずれかに記載の変異体又は結合部分を含む融合タンパク質、コンジ
ュゲート又は組成物。
【請求項２２】
　請求項1から21のいずれかに記載の変異体、融合タンパク質又はリガンド及び薬学的に
許容される賦形剤、担体、添加剤又はビヒクルを含む組成物。
【請求項２３】
　請求項1から22のいずれかに記載の変異体、結合部分、多重特異性リガンド又は融合タ
ンパク質をコードしているヌクレオチド配列を含む核酸。
【請求項２４】
　患者の疾患又は障害を治療又は予防する方法であって、少なくとも1用量の、本発明の
任意の態様又は実施形態による変異体を前記患者に投与するステップを含む方法。
【請求項２５】
　抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインの親和性成熟のための方法であって、抗SA免疫グ
ロブリン単一可変ドメインを取得するステップと、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメイン
のアミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51、53、67、68、90、91、92、
93又は94位のうちのいずれか一つのアミノ酸において突然変異を導入するステップとを含
む方法。
【請求項２６】
　30、31、32、49、50、51、53、67、91若しくは94位のアミノ酸配列におけるアミノ酸の
いずれか一つにおいて突然変異を導入するステップを含む、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインの結合親和性を改変する方法であって、抗SA免疫
グロブリン単一可変ドメインのアミノ酸配列の30、31、32、49、50、51、53、67、91又は
94位のうちのいずれか一つのアミノ酸に突然変異を起こさせるステップを含む方法。
【請求項２８】
　SA結合部分を同定する方法であって、アミノ酸213～229、231～238、321～331、334～3
42若しくは348～357;又は213～219、222～228、231～238、311～218、321～324、329～33
3若しくは347～357;又は321～326若しくは329～331によって定義されるHSAの部分を取得
するステップであって、アミノ酸残基への言及が配列番号81において記載されているアミ
ノ酸への言及であるステップと、結合アッセイ又はスクリーニングにおいて前記部分を使
用するステップとを含む方法。
【請求項２９】
　DOM7h-11-3(配列番号2)を含む抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン
。
【請求項３０】
　DOM7h-11-12(配列番号157)を含む抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイ
ン。
【請求項３１】
　DOM7h-11-15(配列番号1)を含む抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗血清アルブミン免疫グロブリン単一可変ドメインの改良された変異体、な
らびにそのような変異体を含むリガンドおよび薬物コンジュゲート、組成物、核酸、ベク
ターおよび宿主に関する。本発明はまた、こうした抗血清アルブミン免疫グロブリン単一
可変ドメインにより結合される血清アルブミン中のエピトープの同定および血清アルブミ
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ンと接触するそうした抗血清アルブミン免疫グロブリン単一可変ドメイン内の具体的なア
ミノ酸残基に関する。
【背景技術】
【０００２】
　WO04003019およびWO2008/096158は、治療上有用な半減期を有する抗血清アルブミン(SA
)結合成分、例えば抗SA免疫グロブリン単一可変ドメイン(dAb)を開示している。これらの
公報は、単量体の抗SA dAbだけでなく、そのようなdAbを含む多重特異性リガンド、例え
ば抗SA dAbと標的抗原(TNFR1など)に特異的に結合するdAbとを含むリガンドを開示してい
る。2種以上の動物種に由来する血清アルブミンに特異的に結合する結合成分、例えばヒ
ト/マウス交差反応性抗SA dAbが開示されている。
【０００３】
　WO05118642およびWO2006/059106は、薬物の半減期を増加するために、その薬物に抗SA
結合成分、例えば抗SA免疫グロブリン単一可変ドメイン、をコンジュゲート化または会合
させるという概念を開示している。タンパク質、ペプチドおよびNCE(新規化学物質)の薬
物が開示され、かつ例示されている。WO2006/059106は、インスリン分泌増強薬、例えば
グルカゴン様ペプチド(GLP)-1などのインクレチンホルモン、の半減期を高めるために、
この概念を使用することを開示している。
【０００４】
　Holt et al,“Anti-Serum albumin domain antibodies for extending the half-lives
 of short lived drugs”, Protein Engineering, Design & Selection, vol 21, no 5, 
pp283-288, 2008をも参照されたい。
【０００５】
　WO2008/096158には、優れた抗SA dAbであるDOM7h-11およびDOM7h-14の名称を与えられ
た分子が開示されている。PCT/EP2010/060112はVH AlbudAbおよびその親和性成熟誘導体
を記載している。DOM7h-11もしくはDOM7h-14または改善されたVH AlbudAb(商標)の変異体
であり、かつ血清アルブミン、好ましくはヒトおよび非ヒト種由来のアルブミンに特異的
に結合する、改良されたdAbを提供することが望ましく、こうした改良型のdAbは、疾患の
動物モデルにおいて、ならびにヒトの治療および/または診断において有用性があると考
えられる。また、相対的に中程度の親和性から高度の親和性の抗SA結合成分(dAb)の選択
肢を与えることも望ましいと考えられる。そのような成分は薬物に連結させることが可能
であり、抗SA結合成分は意図された最終用途に応じて選択される。それによって、薬物は
、抗SA結合成分の選択に応じて、慢性または急性の適応症を治療および/または予防する
ために、より良く調整することができるようになるだろう。さらに、単量体状態であるか
、または溶液中で実質的にそのような状態である抗SA dAbを提供することが望ましいと考
えられる。このことは、抗SA dAbがTNFR1などの細胞表面受容体に特異的に結合する結合
成分(例えば、dAb)と、その受容体に拮抗することを目的として、連結される場合に、特
に有利であろう。抗SA dAbの単量体状態は、多量体を形成する可能性が低いので、受容体
架橋の機会を減らすのに有用である。多量体は、細胞表面上の受容体(例えば、TNFR1)に
結合してそれらを架橋し、したがって、受容体アゴニズムおよび有害な受容体シグナル伝
達の可能性を高めると考えられる。
【０００６】
　SAは豊富な血清タンパク質であり、ヒト血清アルブミン（HSA）はいくつかの慣用され
る薬物(例えばワルファリン, ジアゼパム, イブプロフェン) (例えばGhuman et al. J. M
ol. Biol. 2005, 353, 38052に記載)に結合することで知られている。既知のHSA-薬剤相
互作用を妨害しない抗SA結合部分を提供することは有用である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】WO04003019
【特許文献２】WO2008/096158
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【特許文献３】WO05118642
【特許文献４】WO2006/059106
【特許文献５】PCT/EP2010/060112
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Protein Engineering, Design & Selection, vol 21, no 5, pp. 283-2
88, 2008
【非特許文献２】J. Mol. Biol. 2005, 353, 38052
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　改良された抗SA dAbは、PCT/EP2010/052008及びPCT/EP2010/052007に記載されている。
PCT/EP2010/060112は、VH AlbudAb及び親和性成熟したその誘導体を記載している。
【００１０】
　本明細書に記載されているように、抗SA dAbとSAとの間の結合相互作用は、三つの異な
る技術を使用して同定された。したがって本発明者らは、改良された抗SA dAbとHSAのド
メインIIとの間の特異的相互作用を同定し、こうして抗SA dAbによる結合に関与している
HSA内の残基及び結合相互作用に関与している抗SA dAbの残基を同定した。SAと相互作用
する抗SA dAbの残基は、表22A及びBに記載されている。顕著な相互作用は、表22Aにおい
て同定されており、一方、境界面における追加の残基は、表22Bにおいて同定されている
。これらの表において同定されている残基のうちのいずれか一つが、SAとの相互作用を提
供し得る。これらの残基は、変異体のSA結合を改変するために改変されていてもよい。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　したがって、本発明の第一の態様において、アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、
46、49、50、51、53、67、68、90、91、92、93又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ
酸置換を含む、DOM7h-11(配列番号125)若しくはDOM7h-14(配列番号123)の抗血清アルブミ
ン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変異体、又はDOM7h-11(配列番号125)若しくはDOM
7h-14(配列番号123)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列
を有する誘導体が提供される。アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51
、53、67、68、90、91、92、93又は94位は、挙げられている配列番号において記載されて
いる配列における位置であり、これらの配列番号において示されている配列において記載
されている残基に対応する。適切には、変異体は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、12、13、14、15、16又は17のアミノ酸突然変異を含む。顕著な相互作用は、
表22Aにおいて記載されている。したがって、一実施形態において、変異体は、アミノ酸
配列の30、31、32、49、50、51、53、67、91又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸
置換を含む。適切には、変異体は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9又は10のアミ
ノ酸突然変異を含む。そのような置換は、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインDOM7h-11
-3(配列番号2)、DOM7h-11-15(配列番号1)又はDOM7h14-10(配列番号83)中のこれらの位置
において見出されるアミノ酸を提供すること、又は等価な保存的置換であってもよい。適
切には、そのような置換は、SAへの結合親和性を改良するのに役立ち得る。一実施形態に
おいて、変異体は、DOM7h-11-3、DOM7h-11-15又はDOM7h-14-10から選択される単一可変ド
メインではない。別の実施形態において、変異体は、PCT/EP2010/052008及びPCT/EP2010/
052007において記載されている単一可変ドメインではない。
【００１２】
　別の態様において、アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51、53、67
、68、90、91、92、93又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含む、DOM7r-31
(配列番号71)若しくはDOM7r-92(配列番号75)の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一
可変ドメイン変異体、又はDOM7r-31(配列番号71)若しくはDOM7r-92(配列番号75)のアミノ
酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列を有する誘導体が提供される
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。一実施形態において、変異体は、単一可変ドメインDOM7r-92-4ではない。別の実施形態
において、変異体は、PCT/EP2010/060112において記載されている単一変異体ドメインで
はない。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、
51、53、67、68、90、91、92、93又は94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含む
、DOM7h-11-3(配列番号2)若しくはDOM7h-11-15(配列番号1)の抗血清アルブミン(SA)免疫
グロブリン単一可変ドメイン変異体、又はDOM7h-11-3(配列番号2)若しくはDOM7h-11-15(
配列番号1)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配列を有する
誘導体を提供する。適切には、変異体は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、1
1、12、13、14、15、16又は17のアミノ酸突然変異を含む。この態様の一実施形態におい
て、変異体は、アミノ酸配列の30、31、32、49、50、51、53、67、91又は94位のうちの少
なくとも一つにアミノ酸置換を含む。適切には、変異体は、少なくとも1、2、3、4、5、6
、7、8、9又は10のアミノ酸突然変異を含む。
【００１４】
　表22A又は22Bにおいて同定されている残基のいずれかにおけるアミノ酸置換は、抗SA d
Abの結合特性の改変を可能にし得る。重要なことに、置換を行って、SAへの結合親和性を
改変して、特定の用途のための所望の親和性を達成することができる。
【００１５】
　したがって、本発明の任意の態様の実施形態は、良好な抗血清アルブミン親和性を有す
る抗SA dAb変異体を提供する。変異体の選択により、所望の治療的及び/又は予防的環境
に従って半減期を調整することが可能となる。例えば、一実施形態において、血清アルブ
ミンに対する変異体の親和性は比較的高く、その結果、変異体は、例えば慢性若しくは持
続性の疾患、状態、毒性又は別の慢性の適応の治療及び/又は予防において有用である製
品中への組み入れに有用となる。一実施形態において、血清アルブミンに対する変異体の
親和性は比較的弱く、その結果、変異体は、例えば急性の疾患、状態、毒性又は別の急性
の適応の治療及び/又は予防において有用である製品中への組み入れに有用となる。一実
施形態において、血清アルブミンに対する変異体の親和性は中程度であり、その結果、変
異体は、例えば急性若しくは慢性の疾患、状態、毒性又は別の急性又は慢性の適応の治療
及び/又は予防において有用である製品中への組み入れに有用となる。
【００１６】
　血清アルブミンに対して適度に高い親和性及び特異性を有する分子は、所望の治療効果
を有するために十分に長く循環中にとどまることが考えられる(Tomlinson、Nature Biote
chnology 22、521～522(2004))。この点で、高親和性抗SA変異体は、その種の血清アルブ
ミンに一致している血漿循環中にとどまる(WO2008096158)。循環に入れば、AlbudAb(商標
)変異体(AlbudAbは、抗血清アルブミンdAb又は免疫グロブリン単一可変ドメインである)
に融合した治療薬は、それがNCE、ペプチド又はタンパク質のいずれであっても、結果と
してその標的に対してより長く作用し、より長い持続的な治療効果を示すことができる。
このことは、頻繁に投薬する必要なく慢性又は持続性の疾患を標的化することを可能とす
る。
【００１７】
　弱い親和性(しかしSAへの特異性)を有する変異体は、血漿循環中に短時間(例えば、数
時間又は数日間)のみとどまり、急性疾患に関与する治療標的を、融合した治療薬によっ
て特異的に標的化することを可能にする。
【００１８】
　このようにして、適度なアルブミン結合親和性及び/又は血清半減期を有する抗SA変異
体を選ぶことによって、治療的疾患分野に合わせて抗SA含有製品を調整することが可能で
ある。
【００１９】
　一実施形態において、本発明は、アミノ酸配列のGly30、Thr31、Met32、Leu49、Ala50
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、Phe51、Arg53、Ser67、Ala91又はHis94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含
む、DOM7h-11-15(配列番号1)の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変
異体、又はDOM7h-11-15(配列番号1)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一
なアミノ酸配列を有する誘導体を提供する。
【００２０】
　一実施形態において、置換が保存的アミノ酸置換である、本発明の任意の態様又は実施
形態による変異体が提供される。適した保存的アミノ酸置換は当業者に知られており、本
明細書において以下の本文中に例示される。適切には、保存的アミノ酸置換は、SAとの同
様の接触相互作用を維持する。そのような保存的アミノ酸置換は、親分子への同様の結合
親和性が維持されることを可能にし得る。
【００２１】
　したがって、一実施形態において、変異体は、DOM7h-11-15と比較して、以下:
Gly30位=Pro、Ala
Thr31位=Ser
Thr32位=Ser
Leu49位=ノルロイシン、Ile、Val、Met、Ala、Phe
Trp50位=Tyr、Phe
Asn51位=Gln
Arg53位=Lys、Gln、Asn
Ser67位=Thr、Ala、Cys
Ala91位=Val、Leu、Ile
His94位=Asn、Gln、Lys、Arg
から選択される少なくとも一つの突然変異を含む。
【００２２】
　別の実施形態において、アミノ酸配列のGly30、Thr31、Thr32、Leu49、Trp50、Asn51、
Arg53、Ser67、Ala91又はHis94位のうちの少なくとも一つにアミノ酸置換を含む、DOM7h-
11-3(配列番号2)の抗血清アルブミン(SA)免疫グロブリン単一可変ドメイン変異体、又はD
OM7h-11-3(配列番号2)のアミノ酸配列と少なくとも96、97、98又は99%同一なアミノ酸配
列を有する誘導体が提供される。
【００２３】
　適切には、変異体は、DOM7h-11-3と比較して、以下:
Gly30位=Pro、Ala
Thr31位=Ser
Thr32位=Ser
Leu49位=ノルロイシン、Ile、Val、Met、Ala、Phe
Trp50位=Tyr、Phe
Asn51位=Gln
Arg53位=Lys、Gln、Asn
Ser67位=Thr、Ala、Cys
Ala91位=Val、Leu、Ile
His94位=Asn、Gln、Lys、Arg
から選択される少なくとも一つの突然変異を含むような保存的置換を含む。
【００２４】
　本発明の任意の態様又は実施形態の別の実施形態において、置換は保存的置換ではない
。SAへの結合に関与していることが知られている残基のうちの一つに非保存的置換/突然
変異を導入することは、SAへの親和性を減少させる又は別の方法で変更させ得る一つの方
法である。
【００２５】
　本発明の任意の態様又は実施形態の一実施形態において、SAは、動物、例えば、哺乳動
物、例えば、ヒト以外の霊長類(例えば、ヒヒ、アカゲザル又はカニクイザルなど)、マウ
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ス、ヒト、ウサギ、ラット、イヌ、ネコ又はブタ由来のSAである。一実施形態において、
SAはヒトSA(HSA)である。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、HSA(配列は配列番号81において示されている)のアミノ
酸227、228、229、230、232、233、263、307、308、309、314、317、318、321、322、325
、326、329及び333によって定義される境界面の少なくとも一部を含むエピトープに結合
するHSA結合部分を提供する。一実施形態において、結合部分は、HSAのアミノ酸228、230
、308、309、317、318、321、322、325、326及び329によって定義される境界面の少なく
とも一部を含むエピトープに結合する。本発明において抗SA dAbによって例示される抗HS
A結合部分と相互作用するHSAの残基は、表22A及びBにおいて記載されている。顕著な相互
作用は、表22Aにおいて同定されており、一方、境界面における追加の残基は、表22Bにお
いて同定されている。これらの表において同定されている残基のうちのいずれか一つが、
HSAとHSA結合部分との間の相互作用を提供し得る。
【００２７】
　適切には、結合部分は、アミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51、53
、67、68、90、91、92、93又は94位において配列番号1又は2において同定されるアミノ酸
を含んでいてもよく、これらのアミノ酸はSAへの結合を可能にする。しかしながら、これ
らのアミノ酸は、非免疫グロブリンタンパク質足場の誘導体であるドメインの一部であっ
てもよい。一実施形態において、結合部分は抗体である。適切には、結合部分は、抗SA免
疫グロブリン単一可変ドメイン抗体である。
【００２８】
　一実施形態において、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又は結合部分は、
表面プラズモン共鳴によって決定される、約0.1から約10000nMまで、場合により約1から
約6000nMまでの解離定数(KD)でヒトSAに特異的に結合する結合部位を含む。別の実施形態
において、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又は結合部分は、表面プラズモ
ン共鳴によって決定される、約1.5×10-4から約0.1sec-1まで、場合により約3×10-4から
約0.1sec-1までの解離速度定数(Kd)でヒトSAに特異的に結合する結合部位を含む。別の実
施形態において、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又は結合部分は、表面プ
ラズモン共鳴によって決定される、約2×106から約1×104M-1sec-1まで、場合により約1
×106から約2×104M-1sec-1までの結合速度定数(Ka)でヒトSAに特異的に結合する結合部
位を含む。さらなる実施形態において、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又
は結合部分は、表面プラズモン共鳴によって決定される、約0.1から約10000nMまで、場合
により約1から約6000nMまでの解離定数(KD)でカニクイザルSAに特異的に結合する結合部
位を含む。またさらなる実施形態において、本発明の任意の態様又は実施形態による変異
体又は結合部分は、表面プラズモン共鳴によって決定される、約1.5×10-4から約0.1sec-
1まで、場合により約3×10-4から約0.1sec-1までの解離速度定数(Kd)でカニクイザルSAに
特異的に結合する結合部位を含む。別の実施形態は、変異体が、表面プラズモン共鳴によ
って決定される、約2×106から約1×104M-1sec-1まで、場合により約1×106から約5×103

M-1sec-1までの結合速度定数(Ka)でカニクイザルSAに特異的に結合する結合部位を含む、
本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又は結合部分を提供する。
【００２９】
　本発明の一態様は、上述した通りの任意の抗SA変異体又はSA結合部分及びSA以外の標的
抗原に特異的に結合する結合部分を含む多重特異性リガンドを提供する。
【００３０】
　本発明の一態様は、本発明による任意の変異体又は結合部分を含む、融合タンパク質、
コンジュゲート又は組成物を提供する。例えば、本発明は、上述した通りの任意の変異体
又は結合部分へ、融合又はコンジュゲートした(NCEについて)ポリペプチド、タンパク質
、ペプチド又はNCE薬物を含む、例えば、ペプチド又はNCE(新規化学物質)薬物との融合タ
ンパク質又は融合体を提供する。一実施形態において、変異体又は結合部分は、それらを
融合製品において有用にするパートナーに融合又はコンジュゲートした場合に、親和性の
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わずかな低下のみをもたらす。本発明の一態様は、任意の前述の態様の変異体、融合タン
パク質又はリガンド及び薬学的に許容される賦形剤、担体、添加剤又はビヒクルを含む組
成物を提供する。
【００３１】
　本発明の別の態様は、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体、結合部分、多重
特異性リガンド又は融合タンパク質をコードしているヌクレオチド配列を含む核酸を提供
する。
【００３２】
　別の態様は、本発明によるDOM7h-11、DOM7h-14、DOM7h-11-3若しくはDOM7h-11-15変異
体のヌクレオチド配列、又は前記選択された配列と少なくとも80%同一なヌクレオチド配
列を含む核酸を提供する。さらなる態様は、本発明の核酸を含むベクター及びそのような
ベクターを含む単離宿主細胞を提供する。
　本発明の一態様は、患者の疾患又は障害を治療又は予防する方法であって、少なくとも
1用量の、本発明の任意の態様又は実施形態による変異体又は結合部分を前記患者に投与
するステップを含む方法を提供する。本発明は、医薬として使用するための本発明による
変異体又は結合部分をさらに提供する。
【００３３】
　本発明の別の態様において、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインの親和性成熟のため
の方法であって、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインを取得するステップと、抗SA免疫
グロブリン単一可変ドメインのアミノ酸配列の28、29、30、31、32、36、46、49、50、51
、53、67、68、90、91、92、93又は94位のうちのいずれか一つのアミノ酸において突然変
異を導入するステップとを含む方法が提供される。一実施形態において、抗SA免疫グロブ
リン単一可変ドメインは、DOM7h-11又はDOM7h-14のアミノ酸配列である又はそれから得ら
れる。抗SA免疫グロブリン単一可変ドメイン分子を得るための方法が、例えば、PCT/EP20
10/052008及びPCT/EP2010/052007において記載されている。一実施形態において、成熟は
in silicoであってもよい。適したin silicoの方法は、例えば、Barderasら(2008)、PNAS
、105、26、9029～9034ページにおいて記載されている。好ましくは、方法は、30、31、3
2、49、50、51、53、67、91若しくは94位のアミノ酸配列におけるアミノ酸のいずれか一
つにおいて突然変異を導入するステップを含む。
【００３４】
　別の態様は、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインの結合親和性を改変する方法であっ
て、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインのアミノ酸配列の30、31、32、49、50、51、53
、67、91又は94位のうちのいずれか一つのアミノ酸に突然変異を起こさせるステップを含
む方法を提供する。適切には、抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインは、DOM7h-11又はDO
M7h-14誘導体である。突然変異は、上述した通りの保存的又は非保存的アミノ酸置換を導
入することであってもよい。
【００３５】
　これらの態様において、適切には、親の抗SA免疫グロブリン単一可変ドメインと比較し
た場合に、成熟配列のSAへの結合親和性を改変するために、これらの位置のいずれか一つ
における突然変異が選ばれる。
【００３６】
　本発明者らは、抗SA結合部分が結合することができる、血清アルブミンの特異的領域を
同定した。有利には、この領域は、結合部分が結合することができる領域であり、結合相
互作用が血清アルブミンの別の薬物結合特性に影響を及ぼさないように既知の薬物結合部
位のいずれも妨害することなく、結合している部分の半減期を増加させるのに役立つ。同
定された結合部分を使用して、この領域に優先的に結合する結合部分を同定することがで
きる。
【００３７】
　したがって、本発明の別の態様において、SA結合部分を同定する方法であって、アミノ
酸213～229、231～238、321～331、334～342若しくは348～357;又は213～219、222～228
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、231～238、311～218、321～324、329～333若しくは347～357;又は321～326若しくは329
～331によって定義されるHSAの部分を取得するステップであって、アミノ酸残基への言及
が配列番号81において記載されているアミノ酸への言及であるステップと、結合アッセイ
又はスクリーニングにおいて前記部分を使用するステップとを含む方法が提供される。別
の態様において、抗HSA結合剤を生成するための方法であって、アミノ酸213～229、231～
238、321～331、334～342若しくは348～357;又は213～219、222～228、231～238、311～2
18、321～324、329～333若しくは347～357;又は321～326若しくは329～331によって定義
されるHSAの部分を取得するステップであって、アミノ酸残基への言及が配列番号81にお
いて記載されているアミノ酸への言及であるステップと、スクリーニング又はアッセイに
おいてこれらの部分を使用するステップとを含む方法が提供される。
【００３８】
　適切には、抗HSA結合部分は、本明細書において記載されている結合エピトープを含むH
SAの一部を使用して得ることができる。一実施形態において、方法は、HSAのアミノ酸228
、230、308、309、317、318、321、322、325、326及び329によって定義される結合境界面
の少なくとも一部を含むHSAポリペプチドを提供するステップを含む。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１Ａ】DOM7h-11変異体dAbのアミノ酸配列アライメント。特定の位置の「・」は、DOM
7h-11でその位置に見られるのと同じアミノ酸を示す。CDRは下線と太字で示される(第1の
下線配列がCDR1であり、第2の下線配列がCDR2であり、そして第3の下線配列がCDR3である
)。
【図１Ｂ】DOM7h-11変異体dAbのアミノ酸配列アライメント。特定の位置の「・」は、DOM
7h-11でその位置に見られるのと同じアミノ酸を示す。CDRは下線と太字で示される(第1の
下線配列がCDR1であり、第2の下線配列がCDR2であり、そして第3の下線配列がCDR3である
)。
【図２Ａ】DOM7h-11変異体の動態パラメータ。KD単位 = nM; Kd単位 = sec-1; Ka単位 = 
M-1 sec-1。表記A e-BはA×10-Bを意味し、C e DはC×10Dを意味する。下の例により支持
される、さまざまな動物種における全体的な動態範囲が示される。また、選択範囲が特定
の治療セッティング(急性または慢性の適応症、症状もしくは疾患、ならびに慢性期と急
性期の両方に用いられる「中間」)で用いるために提供される。高度親和性のdAbおよびこ
れらを含む製品は慢性期に有用である。中等度の親和性のdAbおよびこれらを含む製品は
中間期に有用である。低度親和性のdAbおよびこれらを含む製品は急性期に有用である。
ここでの親和性は、血清アルブミンに対する親和性である。抗血清アルブミンdAbおよび
融合タンパク質のさまざまな例が記載されており、これらは開示された範囲を支持する。
こうした例の多くは、ヒトおよび1種以上の非ヒト動物(例えば、ヒトとカニクイザルおよ
び/またはマウス)で好ましい動態を有する。dAbまたはそれを含む製品の選択は、本発明
によれば、治療処置されるセッティング(例えば、慢性または急性)に応じて、調整するこ
とができる。
【図２Ｂ】DOM7h-11変異体の動態パラメータ。KD単位 = nM; Kd単位 = sec-1; Ka単位 = 
M-1 sec-1。表記A e-BはA×10-Bを意味し、C e DはC×10Dを意味する。下の例により支持
される、さまざまな動物種における全体的な動態範囲が示される。また、選択範囲が特定
の治療セッティング(急性または慢性の適応症、症状もしくは疾患、ならびに慢性期と急
性期の両方に用いられる「中間」)で用いるために提供される。高度親和性のdAbおよびこ
れらを含む製品は慢性期に有用である。中等度の親和性のdAbおよびこれらを含む製品は
中間期に有用である。低度親和性のdAbおよびこれらを含む製品は急性期に有用である。
ここでの親和性は、血清アルブミンに対する親和性である。抗血清アルブミンdAbおよび
融合タンパク質のさまざまな例が記載されており、これらは開示された範囲を支持する。
こうした例の多くは、ヒトおよび1種以上の非ヒト動物(例えば、ヒトとカニクイザルおよ
び/またはマウス)で好ましい動態を有する。dAbまたはそれを含む製品の選択は、本発明
によれば、治療処置されるセッティング(例えば、慢性または急性)に応じて、調整するこ
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とができる。
【図２Ｃ】DOM7h-11変異体の動態パラメータ。KD単位 = nM; Kd単位 = sec-1; Ka単位 = 
M-1 sec-1。表記A e-BはA×10-Bを意味し、C e DはC×10Dを意味する。下の例により支持
される、さまざまな動物種における全体的な動態範囲が示される。また、選択範囲が特定
の治療セッティング(急性または慢性の適応症、症状もしくは疾患、ならびに慢性期と急
性期の両方に用いられる「中間」)で用いるために提供される。高度親和性のdAbおよびこ
れらを含む製品は慢性期に有用である。中等度の親和性のdAbおよびこれらを含む製品は
中間期に有用である。低度親和性のdAbおよびこれらを含む製品は急性期に有用である。
ここでの親和性は、血清アルブミンに対する親和性である。抗血清アルブミンdAbおよび
融合タンパク質のさまざまな例が記載されており、これらは開示された範囲を支持する。
こうした例の多くは、ヒトおよび1種以上の非ヒト動物(例えば、ヒトとカニクイザルおよ
び/またはマウス)で好ましい動態を有する。dAbまたはそれを含む製品の選択は、本発明
によれば、治療処置されるセッティング(例えば、慢性または急性)に応じて、調整するこ
とができる。
【図２Ｄ】DOM7h-11変異体の動態パラメータ。KD単位 = nM; Kd単位 = sec-1; Ka単位 = 
M-1 sec-1。表記A e-BはA×10-Bを意味し、C e DはC×10Dを意味する。下の例により支持
される、さまざまな動物種における全体的な動態範囲が示される。また、選択範囲が特定
の治療セッティング(急性または慢性の適応症、症状もしくは疾患、ならびに慢性期と急
性期の両方に用いられる「中間」)で用いるために提供される。高度親和性のdAbおよびこ
れらを含む製品は慢性期に有用である。中等度の親和性のdAbおよびこれらを含む製品は
中間期に有用である。低度親和性のdAbおよびこれらを含む製品は急性期に有用である。
ここでの親和性は、血清アルブミンに対する親和性である。抗血清アルブミンdAbおよび
融合タンパク質のさまざまな例が記載されており、これらは開示された範囲を支持する。
こうした例の多くは、ヒトおよび1種以上の非ヒト動物(例えば、ヒトとカニクイザルおよ
び/またはマウス)で好ましい動態を有する。dAbまたはそれを含む製品の選択は、本発明
によれば、治療処置されるセッティング(例えば、慢性または急性)に応じて、調整するこ
とができる。
【図３】H/D交換データから可能なDOM7h-11-3エピトープとして同定されたHSAの配列セグ
メント。
【図４Ａ】DOM7h11-15と複合体形成したHSAの全体構造。HSAおよびDOM7h11-15はリボン表
現で概略的に描写されている。鎖AおよびCはHSAであり、鎖BおよびDはDOM7h-11-15である
。図４Ａは非対称単位を示す。
【図４Ｂ】図４Ｂは３つの異なる配向での、生物学的に意義のある複合体を示す。
【図４Ｃ】図４Ｃは2.0σで形成された最終モデルのフェーズから計算されたDOM7h-11-15
の電子密度マップを示す。
【図５】HSAとDOM7h-11-15との間の接触残基を示すグリッドである。
【図６】DOM7h-11系統のAlbudAbのアライメントを示す。
【図７－１】HSA とDOM7h-11-15との相互作用の詳細を示す。
【図７－２】HSA とDOM7h-11-15との相互作用の詳細を示す。
【図７－３】HSA とDOM7h-11-15との相互作用の詳細を示す。
【図７－４】HSA とDOM7h-11-15との相互作用の詳細を示す。
【図７－５】HSA とDOM7h-11-15との相互作用の詳細を示す。
【図８】直交する手法からのエピトープデータの比較を示す。HSAは表面表現で下塗りさ
れており、黒いパッチは各手法を用いて同定されたエピトープ領域を示す。
【図９】DOM7h-11-15結合部位に対する脂質キャリアーポケットの位置を示す。HSA骨格は
チューブとして描写されており、脂質分子は暗い球であり、DOM7h-11-15の電子密度は暗
いメッシュで示されている。1E7G.pdbはHSA/DOM7h-11-15結晶構造のペプチド骨格と構造
的にアライメントされ、これにより脂質部分をキャリアーポケット(FA1-FA7: 脂肪酸結合
部位)に重ね合わせた。
【図１０－１】核酸及びアミノ酸配列を示す。
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【図１０－２】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－３】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－４】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－５】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－６】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－７】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－８】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－９】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１０】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１１】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１２】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１３】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１４】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【図１０－１５】核酸及びアミノ酸配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　本明細書では、本発明は、明確かつ簡潔な明細書を記載することができるように、実施
形態に関連して、説明されている。実施形態は、本発明から逸脱することなく、さまざま
に組み合わせたり、分離したりできることが意図されており、また、そのように理解され
るべきである。
【００４１】
　他に定義がない限り、本明細書中で用いるすべての技術用語および科学用語は、当業者
(例えば、細胞培養、分子遺伝学、核酸化学、ハイブリダイゼーション技術および生化学
の分野の当業者)が一般に理解しているものと同じ意味を有する。分子遺伝学的および生
化学的方法(一般的には、参照により本明細書に組み入れられるSambrook et al., Molecu
lar Cloning: A Laboratory Manual, 第2版 (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, Cold Spring Harbor, N.Y.およびAusubel et al., Short Protocols in Molecular B
iology (1999) 第4版, John Wiley & Sons, Inc.を参照のこと)ならびに化学的方法につ
いては標準的な技術が使用される。
【００４２】
　「患者」とは、任意の動物、例えば哺乳動物、例えば非ヒト霊長類(ヒヒ、アカゲザル
もしくはカニクイザル)、マウス、ヒト、ウサギ、ラット、イヌ、ネコまたはブタである
。一実施形態では、患者がヒトである。
【００４３】
　本明細書中で用いる「抗体」とは、IgG、IgM、IgA、IgDもしくはIgE、またはフラグメ
ント(Fab、Fab'、F(ab')2、Fv、ジスルフィド結合したFv、scFv、閉鎖立体配座の多重特
異性抗体、ジスルフィド結合したscFv、ダイアボディなど)を指し、天然で抗体を産生す
るどの種に由来するか、または組換えDNA技術によって作製されるか、または血清、B細胞
、ハイブリドーマ、トランスフェクトーマ、酵母もしくは細菌から単離されるかどうかを
問わない。
【００４４】
　本明細書中で用いる「抗体フォーマット」とは、1つ以上の抗体可変ドメインが抗原に
対する結合特異性をポリペプチド構造に付与するように組み込まれ得る、任意の適切なポ
リペプチド構造を指す。さまざまな適切な抗体フォーマットが当技術分野で知られており
、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体、一本鎖抗体、二重特異性抗体、抗体重鎖
、抗体軽鎖、抗体重鎖および/または軽鎖のホモ二量体およびヘテロ二量体、前述のいず
れかの抗原結合フラグメント(例えば、Fvフラグメント(例：一本鎖Fv (scFv)、ジスルフ
ィド結合Fv)、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F(ab')2フラグメント)、単一抗体可
変ドメイン(例えば、dAb、VH、VHH、VL)、および前述のいずれかの改変型(例えば、ポリ
エチレングリコールもしくは他の適切なポリマーの共有結合により改変されたもの、また
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はヒト化VHH)などである。
【００４５】
　用語「免疫グロブリン単一可変ドメイン」とは、異なるV領域またはドメインから独立
して、抗原またはエピトープに特異的に結合する抗体可変ドメイン(VH、VHH、VL)を指す
。免疫グロブリン単一可変ドメインは、他の可変領域または可変ドメインと共にフォーマ
ット(例えば、ホモまたはヘテロ多量体)で存在することができるが、その場合、他の領域
またはドメインは単一免疫グロブリン可変ドメインによる抗原結合にとって必要とされな
い(すなわち、その場合、免疫グロブリン単一可変ドメインは追加の可変ドメインから独
立して抗原に結合する)。「ドメイン抗体」または「dAb」は、本明細書中で用いる「免疫
グロブリン単一可変ドメイン」という用語と同じである。「単一免疫グロブリン可変ドメ
イン」は、本明細書中で用いる「免疫グロブリン単一可変ドメイン」という用語と同じで
ある。「単一抗体可変ドメイン」または「抗体単一可変ドメイン」は、本明細書中で用い
る「免疫グロブリン単一可変ドメイン」という用語と同じである。免疫グロブリン単一可
変ドメインは、一実施形態では、ヒト抗体の可変ドメインであるが、げっ歯類(例えば、
その内容全体が参照により本明細書に組み入れられるWO 00/29004に開示される)、テンジ
クザメおよびラクダ科動物のVHH dAbなど、他の種に由来する単一抗体可変ドメインをも
包含する。ラクダ科動物VHHは、もともと軽鎖を欠いている重鎖抗体を産生するラクダ、
ラマ、アルパカ、ヒトコブラクダ、およびグアナコなどの種に由来する免疫グロブリン単
一可変ドメインポリペプチドである。VHHはヒト化することができる。
【００４６】
　「ドメイン」とは、タンパク質の残りの部分から独立した三次構造を有する、折りたた
まれたタンパク質構造のことである。一般的に、ドメインはタンパク質の個別の機能的特
性に関与しており、多くの場合、そのタンパク質の残部の機能および/またはそのドメイ
ンの機能を失うことなく、他のタンパク質に付加、移動または転移することができる。「
単一抗体可変ドメイン」とは、抗体可変ドメインに特徴的な配列を含む、折りたたまれた
ポリペプチドドメインである。したがって、それには、完全な抗体可変ドメインおよび改
変された可変ドメイン、例えば1つ以上のループが抗体可変ドメインに特徴的でない配列
によって置換されたもの、あるいはトランケートされているかまたはN末端もしくはC末端
の延長部を有する抗体可変ドメイン、ならびに全長ドメインの少なくとも結合活性および
特異性を保持する折りたたまれた可変ドメインのフラグメントが含まれる。
【００４７】
　本出願において、用語「予防」および「予防する」は、疾患または症状の誘導に先立っ
て保護組成物を投与することを含む。「治療」および「治療する」は、疾患または症状の
徴候が明らかになった後で保護組成物を投与することを含む。「抑制」または「抑制する
」は、誘導事象の後で、しかし疾患または症状の臨床的出現の前に、該組成物を投与する
ことを意味する。
【００４８】
　本明細書中で用いる用語「用量」は、一度に全部(単位用量)、または特定の時間間隔で
2回以上、被験者に投与されるリガンドの量を意味する。例えば、用量は、1日(24時間)(1
日量)、2日間、1週間、2週間、3週間、または1ヶ月以上にわたって(例えば、単回投与に
より、または2回以上の投与により)被験者に投与されるリガンド(例えば、標的抗原に結
合する免疫グロブリン単一可変ドメインを含むリガンド)の量を指すことができる。投与
と投与の間隔は希望する任意の時間であり得る。用量に言及するときの用語「薬学的に有
効な」とは、所望の効果を提供するのに十分な、リガンド、ドメインまたは医薬活性剤の
量を意味する。「有効」である量は、個体の年齢および全身状態、特定の薬物または医薬
活性剤などに応じて、被験者ごとに異なるだろう。したがって、すべての患者に適用でき
る正確な「有効」量を指定することが常に可能とは限らない。しかしながら、個々のケー
スにおける適切な「有効」用量は、ルーチンワーク的な実験を用いることにより、当業者
が決定することができる。
【００４９】
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　薬物動態の解析方法およびリガンド(例えば、単一可変ドメイン、融合タンパク質、ま
たは多重特異性リガンド)の半減期の測定方法は当業者によく知られている。詳細は、Ken
neth, A et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists
およびPeters et al, Pharmacokinetic analysis: A Practical Approach (1996)に見い
だすことができる。また、tαおよびtβ半減期、曲線下面積(AUC)などの薬物動態パラメ
ータについて記載している“Pharmacokinetics”, M Gibaldi & D Perron, 発行Marcel D
ekker, 第2改訂版 (1982)をも参照されたい。必要に応じて、本明細書中に引用されたす
べての薬物動態パラメータおよび値は、ヒトの値であると解釈されるべきである。必要に
応じて、本明細書中に引用されたすべての薬物動態パラメータおよび値は、マウスまたは
ラットまたはカニクイザルの値であると解釈されるべきである。
【００５０】
　半減期(t1/2αおよびt1/2β)とAUCは、時間に対するリガンドの血清濃度の曲線から求
めることができる。例えば、その曲線をモデル化するために、WinNonlin解析パッケージ
、例えばバージョン5.1 (Pharsight社(Mountain View, CA94040, 米国)から入手可能)を
用いることができる。2コンパートメントモデルを使用する場合、第1相(α相)では、リガ
ンドが、若干の排出を伴って、患者の体内に主に分布していく。第2相(β相)は、リガン
ドが全身にいきわたり、そしてリガンドが患者から消失されるにつれて血清濃度が低下し
ていく時の相である。tα半減期は第1相の半減期であり、そしてtβ半減期は第2相の半減
期である。かくして、一実施形態では、本発明との関連で、可変ドメイン、融合タンパク
質またはリガンドは、(約)15分またはそれ以上の範囲のtα半減期を有する。一実施形態
では、その範囲の下端は(約)30分、45分、1時間、2時間、3時間、4時間、5時間、6時間、
7時間、10時間、11時間または12時間である。さらに、あるいはこれとは別に、本発明に
よる可変ドメイン、融合タンパク質またはリガンドは、最大12時間(または約12時間)まで
の範囲のtα半減期をもつだろう。一実施形態では、その範囲の上端は(約)11、10、9、8
、7、6または5時間である。適切な範囲の例は(約)1～6時間、2～5時間または3～4時間で
ある。
【００５１】
　一実施形態において、本発明は、(約)2.5時間またはそれ以上の範囲のtβ半減期を有す
る本発明による可変ドメイン、融合タンパク質またはリガンドを提供する。一実施形態で
は、その範囲の下端は(約)3時間、4時間、5時間、6時間、7時間、10時間、11時間もしく
は12時間である。さらに、あるいはこれとは別に、tβ半減期は最大で(約)21または25日
間である。一実施形態では、その範囲の上端は(約)12時間、24時間、2日間、3日間、5日
間、10日間、15日間、19日間、20日間、21日間または22日間である。例えば、本発明によ
る可変ドメイン、融合タンパク質またはリガンドは12～60時間(または約12～60時間)の範
囲のtβ半減期をもつだろう。さらなる実施形態では、それは12～48時間(または約12～48
時間)の範囲である。さらに別の実施形態では、それは12～26時間(または約12～26時間)
の範囲である。
【００５２】
　2コンパートメントモデルに代わる手段として、当業者はノンコンパートメントモデル
の使用に精通しており、このモデルを用いて終末半減期を求めることができる(これに関
連して、本明細書中で用いる用語「終末半減期」とは、ノンコンパートメントモデルを用
いて測定された終末半減期を意味する)。例えば、この方法でその曲線をモデル化するた
めに、WinNonlin解析パッケージ、例えばバージョン5.1 (Pharsight社(Mountain View, C
A94040, 米国)から入手可能)を使用することができる。この場合、一実施形態では、単一
可変ドメイン、融合タンパク質またはリガンドは、少なくとも(または少なくとも約)8時
間、10時間、12時間、15時間、28時間、20時間、1日間、2日間、3日間、7日間、14日間、
15日間、16日間、17日間、18日間、19日間、20日間、21日間、22日間、23日間、24日間ま
たは25日間の終末半減期を有する。一実施形態では、この範囲の上端は(約)24時間、48時
間、60時間、72時間または120時間である。例えば、終末半減期は、例えばヒトでは、(約
)8～60時間、8～48時間または12～120時間である。
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　さらに、あるいは上記の基準とは別に、本発明による可変ドメイン、融合タンパク質ま
たはリガンドは、(約)1mg.min/mlまたはそれ以上の範囲のAUC値(曲線下面積)を有する。
一実施形態では、その範囲の下端は(約)5、10、15、20、30、100、200または300mg.min/m
lである。さらに、あるいは別に、本発明による可変ドメイン、融合タンパク質またはリ
ガンドは、最大(約)600mg.min/mlまでの範囲のAUCを有する。一実施形態では、その範囲
の上端は(約)500、400、300、200、150、100、75または50mg.min/mlである。有利には、
可変ドメイン、融合タンパク質またはリガンドは、以下からなる群より選択される(およ
その)範囲のAUCをもつだろう：15～150mg.min/ml、15～100mg.min/ml、15～75mg.min/ml
、および15～50mg.min/ml。
【００５４】
　「表面プラズモン共鳴」：競合アッセイを用いて、ヒト血清アルブミンなどの特定の抗
原またはエピトープが、本明細書に記載の血清アルブミン結合リガンド(特定のdAbなど)
への結合について、カニクイザル血清アルブミンなどの別の抗原またはエピトープと競合
するかどうかを調べることができる。同様に、競合アッセイを用いて、dAbなどの第1のリ
ガンドが、標的抗原またはエピトープへの結合について、dAbなどの第2のリガンドと競合
するかどうかを調べることができる。本明細書中で用いる用語「競合する」とは、2つ以
上の分子間の特異的結合相互作用をいくらかでも妨げることができる分子、化合物、好ま
しくはタンパク質、などの物質を指す。語句「競合的に阻害しない」とは、物質、例えば
分子、化合物、好ましくはタンパク質が、2つ以上の分子間の特異的結合相互作用を測定
可能な程度または有意な程度には妨げないことを意味する。2つ以上の分子間の特異的結
合相互作用には、好ましくは、単一可変ドメインとそのコグネイトのパートナーまたは標
的との特異的結合相互作用が含まれる。妨害または競合する分子は、別の単一可変ドメイ
ンであってもよいし、それはコグネイトのパートナーまたは標的と構造的および/または
機能的に類似する分子であってもよい。
【００５５】
　用語「結合成分」とは、異なるエピトープまたは抗原結合ドメインから独立して、ある
抗原またはエピトープに特異的に結合するドメインを指す。結合成分はドメイン抗体(dAb
)であってもよいし、天然のリガンド以外のリガンドに結合する非免疫グロブリンタンパ
ク質スカフォールド、例えば、CTLA-4、リポカリン、SpA、アドネクチン、アフィボディ
、アビマー(avimer)、GroE1、トランスフェリン、GroESおよびフィブロネクチンからなる
群より選択されるスカフォールド、の誘導体であるドメインであってもよい(本発明の場
合には、その成分は血清アルブミンに結合する)。タンパク質スカフォールドの例、およ
びレパートリーから抗原またはエピトープに特異的な結合ドメインを選択するための方法
を開示する、WO2008/096158を参照されたい(実施例17～25参照)。WO2008/096158のこれら
の具体的な開示は、本発明で使用するために本明細書中に明確に記載されているかのよう
に、参照により本明細書に明示的に組み入れられ、そしてそのような開示のどの部分も本
明細書中の1つ以上の請求項に組み入れることができるものとする。ある態様において、
本発明は本明細書に記載するようにSAと相互作用する及び／又はSAへの結合を可能とする
アミノ酸を含む結合成分を提供し、ここで該相互作用するアミノ酸は、別のまたは非免疫
グロブリンスキャフォールドとして提供される。
【００５６】
　一実施形態において、本発明の任意の態様または実施形態にしたがい同定されたこれら
の位置の任意の位置での変異は、本明細書中の実施例の項に例示された残基への変異であ
る。別の実施形態では、変異は例示された残基の保存的アミノ酸置換に対するものである
。
【００５７】
　保存的アミノ酸置換は当業者によく知られており、以下の表に例示される：
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　保存的アミノ酸置換はまた、非天然のアミノ酸残基、例えばペプチドミメティック、お
よび化学的ペプチド合成により組み込むことができるアミノ酸部分の他の反転または逆転
形態に関係してもよい。
【００５８】
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　一実施形態において、前記変異体は次の動態特性の1つ以上を含む：
　(a)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)0.1～(約)10000nM、必要に応じ
て(約)1～(約)6000nMの解離定数(KD)で、ヒトSAに特異的に結合する結合部位を含む；
　(b)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)1.5×10-4～(約)0.1sec-1、必要
に応じて(約)3×10-4～(約)0.1sec-1のオフ速度定数(Kd)で、ヒトSAに特異的に結合する
結合部位を含む；
　(c)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×106～(約)1×104M-1sec-1、
必要に応じて(約)1×106～(約)2×104M-1sec-1のオン速度定数(Ka)で、ヒトSAに特異的に
結合する結合部位を含む；
　(d)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)0.1～(約)10000nM、必要に応じ
て(約)1～(約)6000nMの解離定数(KD)で、カニクイザルSAに特異的に結合する結合部位を
含む；
　(e)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)1.5×10-4～(約)0.1sec-1、必要
に応じて(約)3×10-4～(約)0.1sec-1のオフ速度定数(Kd)で、カニクイザルSAに特異的に
結合する結合部位を含む；
　(f)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×106～(約)1×104M-1sec-1、
必要に応じて(約)1×106～(約)5×103M-1sec-1のオン速度定数(Ka)で、カニクイザルSAに
特異的に結合する結合部位を含む；
　(g)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)1～(約)10000nM、必要に応じて(
約)20～(約)6000nMの解離定数(KD)で、ラットSAに特異的に結合する結合部位を含む；
　(h)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×10-3～(約)0.15sec-1、必要
に応じて(約)9×10-3～(約)0.14sec-1のオフ速度定数(Kd)で、ラットSAに特異的に結合す
る結合部位を含む；
　(i)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×106～(約)1×104M-1sec-1、
必要に応じて(約)1×106～(約)3×104M-1sec-1のオン速度定数(Ka)で、ラットSAに特異的
に結合する結合部位を含む；
　(j)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)1～(約)10000nMの解離定数(KD)
で、マウスSAに特異的に結合する結合部位を含む；
　(k)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×10-3～(約)0.15sec-1のオフ
速度定数(Kd)で、マウスSAに特異的に結合する結合部位を含む；および/または
　(l)　変異体は、表面プラズモン共鳴で測定して、(約)2×106～(約)1×104M-1sec-1、
必要に応じて(約)2×106～(約)1.5×104M-1sec-1のオン速度定数(Ka)で、マウスSAに特異
的に結合する結合部位を含む。
【００５９】
　必要に応じて、変異体は以下を有する：
I:　(a)と(d)に記載のKD、(b)と(e)に記載のKd、および(c)と(f)に記載のKa；または
II: (a)と(g)に記載のKD、(b)と(h)に記載のKd、および(c)と(i)に記載のKa；または
III:(a)と(j)に記載のKD、(b)と(k)に記載のKd、および(c)と(l)に記載のKa；または
IV:　IおよびIIに記載の動態；または
V:　 IおよびIIIに記載の動態；または
VI:　I、IIおよびIIIに記載の動態。
【００６０】
　本発明はまた、本発明の上記態様または実施形態のいずれかの変異体を含むリガンドを
提供する。例えば、リガンドは二重特異性リガンドであり得る(二重特異性リガンドの例
についてはWO04003019を参照されたい)。一態様では、本発明は、本発明の上記態様また
は実施形態のいずれかの抗SA変異体と、SA以外の標的抗原に特異的に結合する結合成分と
を含む、多重特異性リガンドを提供する。その結合成分は標的に特異的に結合するどのよ
うな結合成分であってもよく、例えば、その成分は抗体、抗体フラグメント、scFv、Fab
、dAb、または非免疫グロブリンタンパク質スカフォールドを含む結合成分である。その
ような成分はWO2008/096158に詳しく開示されている(実施例17～25参照、その開示内容は
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参照により本明細書に組み入れられる)。非免疫グロブリンスカフォールドの例は、CTLA-
4、リポカリン、ブドウ球菌プロテインA(spA)、アフィボディ(Affibody(商標))、アビマ
ー(Avimer(商標))、アドネクチン、GroELおよびフィブロネクチンである。
【００６１】
　一実施形態では、抗標的結合成分と抗SA単一変異体との間にリンカーが配置され、その
リンカーはアミノ酸配列AST、必要に応じてASTSGPSを含む。代替リンカーはWO2007085814
に記載されており(参照により本明細書に組み入れられる)、また、WO2008/096158に記載
されており(135頁12行～140頁14行の文脈を参照されたい；その開示内容およびリンカー
のすべての配列は、本発明で使用するために本明細書中に明確に記載されているかのよう
に、参照により本明細書に明示的に組み入れられ、そしてそのような開示内容のどの部分
も本明細書中の1つ以上の請求項に組み入れることができるものとする)、またWO2009/068
649に記載されている。
【００６２】
　多重特異性リガンドの一実施形態において、標的抗原はポリペプチド、タンパク質もし
くは核酸、またはその一部とすることができ、天然に存在しても合成のものでもよい。こ
れに関して、本発明のリガンドは、その標的抗原に結合してアンタゴニストまたはアゴニ
スト(例えば、EPO受容体アゴニスト)として作用することができる。当業者であれば、そ
の選択肢が大規模で多様であることを理解するであろう。それらは、例えば、ヒトもしく
は動物のタンパク質、サイトカイン、サイトカイン受容体(ここでサイトカイン受容体は
サイトカインのための受容体を含む)、酵素、酵素の補因子、またはDNA結合タンパク質で
あり得る。
【００６３】
　本明細書において用いる「腫瘍壊死因子受容体1(TNFR1)のアンタゴニスト」または「抗
-TNFR1アンタゴニスト」等の用語は、TNFR1に結合し、TNFR1の機能（すなわち１以上の機
能）を阻害し得る薬剤（例えば分子、化合物）を言う。例えばTNFR1のアンタゴニストはT
NFαのTNFR1への結合を阻害する及び／又はTNFR1を介したシグナル伝達を阻害することが
できる。したがってTNFR1-仲介プロセスおよび細胞応答(例えば標準L929細胞毒性アッセ
イにおけるTNFα-誘発細胞死)はTNFR1のアンタゴニストにより阻害することができる。
【００６４】
　一実施形態において、多重特異性リガンドは本発明の抗SA dAb変異体と抗TNFR1結合成
分(例えば、抗TNFR1 dAb)を含む。場合により、前記リガンドは、受容体の架橋の可能性
を減らすために、ただ1つの抗TNFR1結合成分(例えば、dAb)を有する。抗TNFR1 dAbは、例
えばWO2006/038027, WO2007/049017, WO2008149148およびWO2010/081787(このPCT出願に
開示される、そのアミノ酸配列およびヌクレオチド配列は、本発明で使用するために本明
細書中に明確に記載されているかのように、参照により本明細書に明示的に組み入れられ
、そしてそのような開示のどの部分も本明細書中の1つ以上の請求項に組み入れることが
できるものとする)に開示される。
【００６５】
　一実施形態において、本発明のリガンドは、1つ以上のポリペプチドに直接または間接
的に融合された本発明の変異体を含む融合タンパク質である。例えば、その融合タンパク
質は、WO2005/118642(その開示内容は参照により本明細書に組み入れられる)に開示され
るような「薬物融合体」であってよく、それは本発明の変異体とそのPCT出願に明示され
るポリペプチド薬物とを含む。
【００６６】
　本明細書中で用いる「薬物」とは、個体の生物学的標的分子に結合するおよび/または
該標的分子の機能を変更することによって有益な、治療上のまたは診断上の効果を生み出
すために、個体に投与することができる任意の化合物(例えば、有機小分子、核酸、ポリ
ペプチド)を指す。標的分子は個体のゲノムによってコードされる内因性の標的分子(例え
ば、個体のゲノムによってコードされる酵素、受容体、増殖因子、サイトカイン)であっ
てもよいし、病原体のゲノムによってコードされる外因性の標的分子(例えば、ウイルス
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、細菌、真菌、線虫または他の病原体のゲノムによってコードされる酵素)であってもよ
い。本発明の抗SA dAb変異体を含む融合タンパク質およびコンジュゲートで使用するため
の適切な薬物は、WO2005/118642およびWO2006/059106に開示されている(これらの全開示
内容は、具体的な薬物の全リストを含めて、そのリストが本明細書中に明確に記載されて
いるかのように、参照により本明細書に組み入れられ、そしてそのように組み入れること
は本明細書の請求項に含めるための具体的な薬物の開示を提供するものとする)。例えば
、その薬物はグルカゴン様ペプチド1(GLP-1)もしくはその変異体、インターフェロンα2b
もしくはその変異体、またはエキセンディン-4もしくはその変異体であり得る。
【００６７】
　一実施形態において、本発明は、WO2005/118642およびWO2006/059106に定義されかつ開
示された薬物コンジュゲートを提供し、該コンジュゲートは本発明の変異体を含む。一例
では、薬物が変異体に共有結合で結合される(例えば、変異体と薬物は単一のポリペプチ
ドの部分として発現される)。これとは別に、一例では、薬物が変異体に非共有結合で結
合または会合される。薬物は変異体と直接または間接的に(例えば、適切なリンカーを介
しておよび/または相補的結合パートナー(例：ビオチンとアビジン)の非共有結合を介し
て)共有結合または非共有結合で結合され得る。相補的結合パートナーを用いる場合には
、結合パートナーの一方を薬物に直接または適切なリンカー成分を介して共有結合で結合
させることができ、また、その相補的結合パートナーを変異体に直接または適切なリンカ
ー成分を介して共有結合で結合させることができる。薬物がポリペプチドまたはペプチド
である場合、その薬物成分を融合タンパク質とすることができ、その場合にポリペプチド
またはペプチド薬物およびポリペプチド結合成分は連続したポリペプチド鎖の個別の部分
(成分)である。本明細書に記載されるように、ポリペプチド結合成分とポリペプチド薬物
成分はペプチド結合を介して相互に直接結合されてもよいし、あるいは適切なアミノ酸ま
たはペプチドもしくはポリペプチドリンカーを介して連結されてもよい。
【００６８】
　血清アルブミンに特異的に結合する、本発明の1つの単一可変ドメイン変異体を含むリ
ガンド(単量体)、または2つ以上の単一可変ドメインを含むリガンド(本明細書中で定義さ
れる多量体、融合タンパク質、コンジュゲート、および二重特異性リガンド)は、以下か
ら選択される1つ以上の成分をさらに含むことができるが、好ましくはそれらに限定され
るものではない：標識、タグ、追加の単一可変ドメイン、dAb、抗体、抗体フラグメント
、マーカーおよび薬物。これらの成分の1つ以上は、単一可変ドメイン(免疫グロブリンま
たは非免疫グロブリンのいずれかの単一可変ドメイン)を含むリガンドのCOOH末端もしく
はN末端に、またはN末端とCOOH末端の両方に位置づけることができる。これらの成分の1
つ以上は、1つの単一可変ドメインを含むリガンド(単量体)または2つ以上の単一可変ドメ
インを含むリガンド(本明細書中で定義される多量体、融合タンパク質、コンジュゲート
、および二重特異性リガンド)の、血清アルブミンに特異的に結合する単一可変ドメイン
のCOOH末端もしくはN末端、またはN末端とCOOH末端の両方に位置づけることができる。こ
れらの末端の一方または両方に位置づけられるタグの非限定的な例としては、HA、hisま
たはmycタグが挙げられる。1つ以上のタグ、標識および薬物を含めて、これらの成分は、
血清アルブミンに結合する、1つの単一可変ドメインを含むリガンド(単量体)または2つ以
上の単一可変ドメインを含むリガンド(本明細書中で定義される多量体、融合タンパク質
、コンジュゲート、および二重特異性リガンド)に、上で説明したように直接またはリン
カーを介して、結合させることができる。
【００６９】
　本明細書にはまた、本明細書に記載の変異体、融合タンパク質、コンジュゲートまたは
リガンドのいずれかをコードする単離された核酸、例えば、血清アルブミンに特異的に結
合する、またはヒト血清アルブミンと少なくとも1種の非ヒト血清アルブミンの両方に特
異的に結合する、本発明の1つの単一可変ドメイン変異体を含むリガンド(単量体)もしく
は2つ以上の単一可変ドメイン変異体を含むリガンド(本明細書中で定義される多量体、融
合タンパク質、コンジュゲート、および二重特異性リガンド)またはその機能的に活性な
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フラグメントをコードする単離された核酸が包含される。さらに、本明細書には、ベクタ
ーおよび/または発現ベクター、該ベクターを含む宿主細胞、例えば、ベクターで形質転
換された植物もしくは動物細胞および/または細胞株、前記ベクターによってコードされ
る、血清アルブミンに特異的に結合する、1つの単一可変ドメイン変異体(単量体)または2
つ以上の単一可変ドメイン変異体(例えば、本明細書中で定義される多量体、融合タンパ
ク質、コンジュゲート、および二重特異性リガンド)を含む1つ以上の変異体、融合タンパ
ク質もしくはリガンド、またはそのフラグメントを発現および/または産生させる方法を
包含し、その方法は、場合によって、1つ以上の変異体、融合タンパク質もしくはリガン
ド、またはそのフラグメントが発現されるように宿主細胞を培養し、任意で、血清アルブ
ミンに特異的に結合する、1つの単一可変ドメイン変異体(単量体)または2つ以上の単一可
変ドメイン変異体(本明細書中で定義される多量体、融合タンパク質、コンジュゲート、
および二重特異性リガンド)を含むリガンドを宿主細胞の培養培地から回収することを含
む。また、本明細書に記載のリガンドを、血清アルブミン(血清アルブミンおよび/または
非ヒト血清アルブミンを含む)、および/または血清アルブミン以外の1つ以上の標的(ここ
で、その標的は生物学的活性分子を含み、先に挙げた動物タンパク質、サイトカインを含
む)と接触させる方法が包含され、そして前記接触がin vitroである方法だけでなく、本
明細書に記載の変異体、融合タンパク質またはリガンドのいずれかを個々の宿主動物また
は細胞にin vivoおよび/またはex vivoで投与する方法も包含される。好ましくは、血清
アルブミンおよび/または非ヒト血清アルブミンに対する単一可変ドメイン(免疫グロブリ
ンまたは非免疫グロブリン)と、血清アルブミン以外の1つ以上の標的に対する1つ以上の
ドメインとを含む、本明細書に記載のリガンドを投与することは、その抗標的リガンドの
半減期(Tβおよび/または終末半減期を含む)を高めるだろう。前記変異体、融合タンパク
質もしくは単一ドメイン含有リガンドまたはそのフラグメント(その機能性フラグメント
を含む)をコードする核酸分子は、本明細書において企図される。前記核酸分子をコード
するベクター(発現ベクターを含むが、好ましくはそれに限定されない)は本明細書中で企
図され、これらの発現ベクターの1つ以上を含む細胞株または生物に由来する宿主細胞も
同様に企図される。また、上記の核酸、べクターおよび宿主細胞のいずれかを含むが、好
ましくはそれらに限定されない、任意の変異体、融合タンパク質またはリガンドの生産方
法も企図される。
【００７０】
　本発明の一態様は、本発明による変異体、または本発明の多重特異性リガンド、または
本発明の融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列または選択された前記配列に対し
て少なくとも70、75、80、85、90、95、96、97、98または99％同一であるヌクレオチド配
列を含む核酸を提供する。
【００７１】
　本発明の一態様は、本発明の核酸を含むベクターを提供する。本発明の一態様は、該ベ
クターを含む単離された宿主細胞を提供する。
【００７２】
　ライブラリーベクター系、単一可変ドメインの組み合わせ、二重特異性リガンドの特性
解析、二重特異性リガンドの構造、二重特異性リガンドの構築に用いるスカフォールド、
抗血清アルブミンdAbおよび多重特異性リガンドおよび半減期増強リガンドの使用、なら
びに抗血清アルブミンdAbを含む組成物および製剤の詳細については、WO2008/096158を参
照されたい。これらの開示内容は、本発明の変異体、リガンド、融合タンパク質、コンジ
ュゲート、核酸、ベクター、宿主および組成物に関する指針を含めて、本発明で使用する
ための指針を与えるために、参照により本明細書に組み入れられる。
【００７３】
配列
表１：DOM7h-11変異体dAbのアミノ酸配列
DOM7h-11-15 (配列番号1)
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DOM7h-11-3 (配列番号2)

DOM7h-11-12 (配列番号157)

表２：DOM7h-11変異体dAbのヌクレオチド配列
DOM7h-11-15 (配列番号3)

DOM7h-11-3 (配列番号4)

DOM7h-11-12 (配列番号158)

表５: 抗血清アルブミンdAb (DOM7h)融合体
(ラット研究で使用):-
DOM7h-14/Exendin-4融合体　 DMS番号7138
アミノ酸配列(配列番号5)

ヌクレオチド配列(配列番号6)
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DOM7h-14-10/Exendin-4融合体 DMS番号7139 
アミノ酸配列(配列番号7)

ヌクレオチド配列(配列番号8)

DOM7h-11/Exendin-4融合体　DMS番号7142 
アミノ酸配列(配列番号9)

ヌクレオチド配列(配列番号10)

DOM7h-11-15/Exendin-4融合体 DMS番号7143
アミノ酸配列(配列番号11)
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ヌクレオチド配列(配列番号12)

DOM7h14-10/ G4SC-NCE融合体
DOM7h14-10/G4SCをコードするアミノ酸配列(配列番号13)

　C末端システインは、新しい化学的物質（医薬化合物、NCE）に、例えばマレイミド連結
を用いて連結されうる。
【００７４】
DOM7h14-10/G4SCをコードするヌクレオチド配列(配列番号14)

DOM7h14-10/TVAAPSC融合体　 
アミノ酸配列(配列番号15)

　C末端システインは、新しい化学的物質（医薬化合物、NCE）に、例えばマレイミド連結
を用いて連結されうる。
【００７５】
ヌクレオチド配列(配列番号16)
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(マウス研究で使用):- 
DOM7h-11/DOM1m-21-23融合体　DMS番号5515 
アミノ酸配列(配列番号17)

アミノ酸とmycタグ配列 (配列番号18)

ヌクレオチド配列(配列番号19)

ヌクレオチドとmycタグ配列 (配列番号20)
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DOM7h-11-15/DOM1m-21-23融合体　 DMS番号5517 
アミノ酸配列(配列番号21)

アミノ酸とヌクレオチドとmycタグ配列(配列番号22)

ヌクレオチド配列(配列番号23)
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ヌクレオチドとmycタグ配列(配列番号24)

　上記表中でmyc-tag分子が示されている場合、これは実施例におけるPK研究で用いたも
のである。myc-tagのない配列が示されている場合は、実施例におけるPK研究はmyc-tagを
付けた物質では行っていない。すなわち、記載したタグ付けされていない構築物で研究を
行った。
【００７６】
（実施例）
例証
　実験の項でのすべての番号付けはKabatに従うものである(Kabat, E.A. National Insti
tutes of Health (US) & Columbia University. Sequences of proteins of immunologic
al interest, edn 5 (US Dept. Of Health and Human Services Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991))。
【００７７】
　DOM7h-11, DOM7h-14およびDOM7r変異体の誘導について説明する。
【００７８】
実施例１：Vk親和性成熟
選択
　HSA(ヒト血清アルブミン)およびRSA(ラット血清アルブミン)抗原はSigma社から入手し
た(本質的に脂肪酸不含、約99％(アガロースゲル電気泳動)、凍結乾燥粉末、カタログ番
号はそれぞれA3782およびA6414)。
【００７９】
　上記2種の抗原のビオチン化産物は、EZ Link Sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce社、カタロ
グ番号21331)を用いることにより作製した。遊離のビオチン試薬の除去は、サンプルをPD
10脱塩カラムに2回通過させ、その後1000倍過剰量のPBSに対して4℃で一晩透析すること
によって行った。得られた産物を質量分析で検査したところ、分子あたり1～2個のビオチ
ンが観察された。
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【００８０】
親和性成熟ライブラリー：
　エラープローン・ライブラリーとCDRライブラリーは両方とも、DOM7h-11およびDOM7h-1
4親dAbを用いて作製した(DOM7h-11およびDOM7h-14の配列についてはWO2008/096158を参照
されたい)。CDRライブラリーをpDOM4ベクター中に作製し、そしてエラープローン・ライ
ブラリーをpDOM33ベクター中に作製した(プロテアーゼ処理の有無にかかわらず選択を可
能にするため)。ベクターpDOM4は、遺伝子IIIシグナルペプチド配列が酵母糖脂質アンカ
ー型表面タンパク質(GAS)シグナルペプチドに置換されている、Fdファージベクターの誘
導体である。また、それはリーダー配列と遺伝子IIIの間にc-mycタグをも含み、これによ
り遺伝子IIIがインフレームに戻される。このリーダー配列はファージディスプレイベク
ター内でも他の原核生物発現ベクター内でもよく機能し、広く一般的に使用することがで
きる。pDOM33は、dAb-ファージ融合体をタンパク質分解酵素トリプシンに対して耐性にす
る、c-mycタグが除去されたpDOM4ベクターの改変型である。これは、タンパク質分解酵素
に比較的安定しているdAbを選択するためのファージ選択におけるトリプシンの使用を可
能にする(WO2008149143を参照されたい)。
【００８１】
　エラープローン成熟ライブラリーの場合は、成熟させるdAbをコードするプラスミドDNA
を、GENEMORPH(登録商標)II RANDOM MUTAGENESIS KIT(ランダムでユニークな突然変異誘
発キット、Stratagene社)を用いて、PCRにより増幅した。その産物をSal IとNot Iで消化
して、切断したファージベクターpDOM33とのライゲーション反応に使用した。CDRライブ
ラリーの場合は、NNKまたはNNSコドンを含む縮重オリゴヌクレオチドを用いてPCR反応を
行い、親和性成熟させるdAb中の必要な位置を多様化した。次にアセンブリPCRを用いて、
多様化された完全長のインサートを作製した。そのインサートをSal IとNot Iで消化して
、複数残基の変異導入のためのpDOM4および単一残基の変異導入のためのpDOM5とのライゲ
ーション反応に使用した。pDOM5ベクターは、タンパク質の発現がLacZプロモーターによ
って駆動される、pUC119ベースの発現ベクターである。GAS1リーダー配列(WO 2005/09307
4参照)が、分離された可溶性dAbを大腸菌のペリプラズムおよび培養上清に確実に分泌さ
せる。dAbはこのベクター内のSalI/NotIにクローニングされ、それによりdAbのC末端にmy
cタグが付加される。Sal IとNot Iを用いるこのプロトコルは、結果的にN末端にSTアミノ
酸配列を含めることになる。
【００８２】
　その後、いずれかの方法により生成されたライゲーション産物を用いて、大腸菌TB1株
をエレクトロポレーションにより形質転換し、形質転換された細胞を15μg/mlテトラサイ
クリン含有2×TY寒天上にプレートすると、5×107クローンを上回るライブラリーサイズ
が得られた。
【００８３】
　エラープローン・ライブラリーは次の平均変異率およびサイズを有していた：DOM7h-11
 (dAbあたり2.5変異)、サイズ：6.1×108；DOM7h-14 (dAbあたり2.9変異)、サイズ：5.4
×108。
【００８４】
　各CDRライブラリーは4アミノ酸の多様性を有する。2つのライブラリーがCDR1とCDR3の
それぞれのために作製され、そして1つのライブラリーがCDR2のために作製された。各ラ
イブラリー内で多様化された位置は次のとおりである(アミノ酸はVKダミーDPK9配列に基
づく)：



(29) JP 2013-538566 A 2013.10.17

10

20

30

40

50

【００８５】
実施例２：選択戦略
　3つのファージ選択戦略がVκ AlbudAb(商標)(抗血清アルブミンdAb)の親和性成熟のた
めに採用された。
【００８６】
1)　HSAのみに対する選択：
　HSAに対する選択を3ラウンド実施した。エラープローン・ライブラリーと各CDRライブ
ラリーはすべてのラウンドで個々のプールとして選択された。第1ラウンドの選択は、1mg
/mlでイムノチューブ(immunotube)に受動的にコーティングしたHSAに対して行った。ラウ
ンド2は100nM HSAに対して実施し、ラウンド3は10nM (CDR選択)または20もしくは100nM (
エラープローン選択)のHSAに対して、両方とも可溶性選択として実施し、続いて第4ラウ
ンドの選択をエラープローン・ライブラリーで1.5nM HSAに対して可溶性選択として実施
した。エラープローン・ライブラリーは0.1MグリシンpH2.0を用いて溶出してから、1M Tr
is pH8.0で中和した。CDRライブラリーは1mg/mlトリプシンで溶出してから、対数期TG1細
胞に感染させた。第3ラウンドの各選択物はスクリーニングのためにpDOM5にサブクローニ
ングした。可溶性選択ではビオチン化HSAを使用した。
【００８７】
2)　HSAに対するトリプシン選択：
　親クローンと比べて増加したプロテアーゼ耐性をもち、かつ潜在的に改善された生物物
理学的特性をもつdAbを選択するために、ファージ選択においてトリプシンを使用した(WO
2008149143を参照されたい)。4ラウンドの選択をHSAに対して実施した。エラープローン
・ライブラリーの第1ラウンドの選択は、トリプシンを用いることなく、1mg/mlで受動的
にコーティングされたHSAに対して実施した；第2ラウンドは、20μg/mlトリプシンを用い
て、1mg/mlで受動的にコーティングされたHSAに対して37℃で1時間実施した；第3ラウン
ドの選択は、20μg/mlまたは100μg/mlトリプシンを用いて、100nM HSAに対して、ビオチ
ン化HSAを用いる可溶性選択として、37℃で1時間実施した。最終ラウンドの選択は、100
μg/mlトリプシンを用いて、100nM HSAに対して、ビオチン化HSAを用いる可溶性選択とし
て、37℃で一晩実施した。
【００８８】
3)　HSA(ラウンド1)およびRSA(ラウンド2～4)に対するクロスオーバー選択：
　第1ラウンドの選択は、1mg/mlで受動的にコーティングされたHSAまたは1μM HSA(可溶
性選択)に対して実施し、その後さらに3ラウンドの可溶性選択を、ビオチン化RSAに対し
て、ラウンド1では1μM、ラウンド2では100nM、そしてラウンド3では20nM、10nMまたは1n
Mの濃度で実施した。
【００８９】
スクリーニング戦略および親和性判別：
　それぞれの場合に選択後、適切なラウンドの選択から得られたファージDNAのプールをQ
IAfilter midiprepキット(Qiagen社)により調製し、そのDNAを制限酵素Sal1およびNot1で
消化し、そして濃縮されたV遺伝子を、mycタグ付きdAbを発現する可溶性発現ベクターpDO
M5の対応する部位にライゲートする(PCT/EP2008/067789を参照されたい)。ライゲートさ
れたDNAを用いて大腸菌HB 2151細胞を電気的に形質転換し、続いて抗生物質カルベニシリ
ンを含む寒天プレート上で一晩増殖させる。得られたコロニーを抗原結合について個別に
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評価する。それぞれの場合に、少なくとも96のクローンをHSA、CSA(カニクイザル血清ア
ルブミン)、MSA(マウス血清アルブミン)およびRSAへの結合についてBIAcore(商標)(表面
プラズモン共鳴)で試験した。MSA抗原はSigma社から入手し(本質的に脂肪酸不含、約99％
(アガロースゲル電気泳動)、凍結乾燥粉末、カタログ番号A3559)、CSAはprometic blue樹
脂(Amersham社)を用いてカニクイザル血清アルブミンから精製した。可溶性dAbフラグメ
ントは96ウェルプレートでONEX培養培地(Novagen社)中の細菌培養により37℃で一晩産生
させた。可溶性dAbを含む培養上清を遠心分離して、高密度HSA、CSA、MSAおよびRSA CM5
チップへの結合についてBIAcoreで分析した。クローンは、オフ速度スクリーニングによ
り、これらすべての動物種の血清アルブミンに結合することが判明した。これらのクロー
ンの配列を決定して、ユニークなdAb配列を明らかにした。
【００９０】
　DOM7h11-15は親と96.3%同一性を有した(アミノ酸レベルで)。DOM7h-11-3は親と97.2%同
一性を有した(アミノ酸レベルで)。
【００９１】
　DOM7h-14-10は親と96.3%同一性を有した(アミノ酸レベルで)。
【００９２】
　dAbは、2.5L振とうフラスコ内でOnex培地にて30℃、250rpmで48時間にわたり細菌上清
として発現させた。dAbは、プロテインLアガロースへの吸着とその後の10mMグリシンpH2.
0を用いた溶出によって培養培地から精製した。BIAcoreによるHSA、CSA、MSAおよびRSAへ
の結合は、1μM、500nMおよび50nMの3つの濃度の精製タンパク質を用いて確認した。各血
清アルブミンへのAlbudAbの結合親和性(KD)を調べるために、精製dAbを5000nM～39nMのア
ルブミン濃度範囲(5000nM、2500nM、1250nM、625nM、312nM、156nM、78nM、39nM)にわた
ってBIAcoreで分析した。
【００９３】
[表６]
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＊かっこ内の値は２回の独立したSPR実験から導かれた。
【００９４】
　DOM7h-14から誘導されたすべての変異体は、マウス、ラット、ヒトおよびカニクイザル
の血清アルブミンに対して交差反応性である。DOM7h-14-10は、親に比較して、ラット、
カニクイザルおよびヒト血清アルブミンに対する親和性が改善している。
【００９５】
　DOM7h-11-3はCSAおよびHSAに対して改善された親和性を有した。DOM7h-11-15はRSA, MS
A, CSAおよびHSAに対して改善された親和性を有した。
【００９６】
実施例３：主要なDOM7h-11系統クローンの起源
　DOM7h-11-3：CDR2ライブラリー(Y49、A50、A51、S53)を用いてHSAに対して実施された
親和性成熟から、ラウンド3出力10nM HSAで得られた。 
　DOM7h-11-15：CDR2ライブラリー(Y49、A50、A51、S53)を用いて、ラウンド1としてHSA
に対して、続いて追加の3ラウンドの選択としてRSAに対して実施されたクロスオーバー選
択から、1nM RSAによるラウンド3選択で得られた。
【００９７】
[表７]：CDR配列（カバットによる、参照は上記のとおり）

【００９８】
実施例４: 鍵となるDOM7h-14系統クローンの起源
DOM7h-14-10: CDR3ライブラリを使用したHSAに対して行われた親和性成熟より、(Y92, Y9
3, T94, N96)、第３ラウンドの出力。
【００９９】
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[表８]：CDR配列(カバットによる; 参照は上記のとおり)

【０１００】
実施例５：発現および生物物理学的特性解析
　2.5L振とうフラスコ内でのルーチンの細菌発現レベルは、Onex培地で30℃、250rpmにて
48時間培養した後に測定された。生物物理学的特性はSEC MALLSおよびDSCにより測定され
た。
【０１０１】
　SEC MALLS(多角度レーザー光散乱を装備したサイズ排除クロマトグラフィー)は、溶液
中の高分子を特性解析するための非侵襲的な手法である。簡単に説明すると、タンパク質
(ダルベッコPBSバッファー中の濃度1mg/mL)を0.5ml/分で、その流体力学的特性に従って
、サイズ排除クロマトグラフィー(カラム：TOSOH Biosciences社製のTSK3000；Pharmacia
社製のS200)により分離する。分離後、そのタンパク質が光を散乱させる傾向を、多角度
レーザー光散乱(MALLS)検出器を用いて測定する。タンパク質が検出器を通過している間
の散乱光の強度を角度の関数として測定する。この測定を、屈折率(RI)検出器を用いて測
定したタンパク質濃度と組み合わせると、適切な式(解析ソフトウェアAstra v.5.3.4.12
の必須部分)を用いるモル質量の計算が可能となる。
【０１０２】
　DSC(示差走査熱量測定)：簡単に説明すると、タンパク質(PBS中1mg/mL)を180℃/時の一
定速度で加熱し、熱変性に伴う検出可能な熱変化を測定する。転移中間点(appTm)が測定
されるが、これはタンパク質の50％がその天然のコンフォメーションをとり、残りの50％
が変性されるときの温度として説明される。ここでは、検査したタンパク質のほとんどが
完全にはリフォールディングしないため、見かけの転移中間点(appTm)をDSCにより測定し
た。Tmが高ければ高いほど、その分子は安定している。アンフォールディング曲線を非2
状態方程式によって解析した。用いたソフトウェアパッケージはOrigin(登録商標)v7.038
3であった。
【０１０３】
[表９]
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＊ある別の試験では、９５％より低かったとはいえ、単量体が主にSEC MALLSで検出され
た。
【０１０４】
　表9に示したすべてのクローンについて、大腸菌において15～119mg/Lの範囲で発現レベ
ルが観察された。
【０１０５】
　DOM7h-14およびDOM7h-11変異体に関しては、親和性成熟の間中、有益な生物物理学的パ
ラメータ(SEC MALLSで測定された溶液中での単量体状態、およびDSCで測定された55℃を
超えるappTm)と発現レベルが維持された。単量体状態は、それが二量体化を回避し、かつ
細胞表面受容体のような標的を架橋しうる製品のリスクを回避するので、有利である。
【０１０６】
実施例６：ラット、マウスおよびカニクイザルにおける血清半減期の測定
　AlbudAbであるDOM7h-14-10, DOM7h-11およびDOM7h-11-15をpDOM5ベクターにクローニン
グした。各AlbudAb(商標)について、20～50mg量を大腸菌において発現させ、細菌の培養
上清からプロテインLアフィニティ樹脂を用いて精製し、100mMグリシンpH2により溶出し
た。そのタンパク質を1mg/mLより高濃度へと濃縮し、PBSにバッファー交換し、Qスピンカ
ラム(Vivascience社)を使ってエンドトキシンを枯渇させた。ラットの薬物動態(PK)解析
のために、化合物あたり3匹のラットを用いて、AlbudAbを2.5mg/kgで単回静脈注射として
投与した。血清サンプルを0.16、1、4、12、24、48、72、120、168時間で採取した。血清
レベルの分析は、以下に記載した方法に従って抗myc ELISAにより行った。
【０１０７】
　マウスのPKのために、DOM7h-11およびDOM7h-11-15を3匹の被験体の用量群につき2.5mg/
kgで単回静脈注射として投与し、血清サンプルを10分; 1h; 8h; 24h; 48h; 72h; 96hで採
取した。血清レベルの分析は、以下に記載した方法に従って抗myc ELISAにより行った。
【０１０８】
　カニクイザルのPKのために、DOM7h-14-10およびDOM7h-11-15を用量群あたり3匹の雌カ
ニクイザルに2.5mg/kgで単回静脈注射として投与し、血清サンプルを0.083、0.25、0.5、
1、2、4、8、24、48、96、144、192、288、336、504時間で採取した。血清レベルの分析
は、以下に記載した方法に従って抗myc ELISAにより行った。
【０１０９】
抗myc ELISA法：
　血清中のAlbudAb濃度を抗myc ELISA法で測定した。簡単に説明すると、ヤギ抗mycポリ
クローナル抗体(1：500；Abcam社、カタログ番号ab9132)をNunc 96ウェルMaxisorpプレー
トに一晩コーティングして、5％ BSA/PBS＋1％ Tweenを用いてブロッキングした。血清サ
ンプルを既知濃度の標準と共に希釈範囲で添加した。次に、結合されたmycタグ付きAlbud
Abを、ウサギポリクローナル抗Vk(1：1000；社内試薬、血液をプールして使用前にプロテ
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インAで精製した)とその後に抗ウサギIgG HRP抗体(1：10,000; Sigma社、カタログ番号A2
074)を用いて検出した。アッセイの各段階の間に3×PBS＋0.1％ Tween20、続いて3×PBS
を用いてプレートを洗浄した。最終洗浄後にTMB (SureBlue TMB 1-Component Microwell 
Peroxidase Substrate、KPL社、カタログ番号52-00-00)を添加して発色させた。これを1M
 HClで停止させてから、そのシグナルを450nmでの吸光度により測定した。
【０１１０】
　生のELISAデータから、未知サンプルの濃度を標準曲線に対する内挿によって、希釈係
数を考慮に入れて確定した。各時点からの平均濃度結果を反復値から求めて、WinNonLin
解析パッケージ(例えば、バージョン5.1、Pharsight社(Mountain View, CA94040, 米国)
から入手可能)に入力した。ノンコンパートメントモデルを用いてデータをフィットさせ
、そこでPKパラメータをそのソフトウェアで概算して終末半減期を得た。投薬情報および
時点は、各PKプロファイルの終末相を反映するように選択された。
【０１１１】
表１０: 単一AlbudAb(商標)PK

＊過去のデータ
【０１１２】
　ラット、マウスおよびカニクイザルの実験から得られた薬物動態パラメータはノンコン



(36) JP 2013-538566 A 2013.10.17

10

20

30

40

50

パートメントモデルを用いてフィットさせた。注釈：AUC：投薬時から無限大に外挿され
る曲線下面積；CL：クリアランス；t1/2：血中濃度が半分になる時間；Vz：終末相に基づ
いた分布容積。
【０１１３】
　DOM7h-11-15は、親に比較して、ラットとマウスで改善されたAUCおよびt1/2を有する。
DOM7h-11-15はまた、親に比べて、カニクイザルでも改善されたAUCおよびt1/2を有する。
このAUC/t1/2の改善は、血清アルブミンに対するin vitro KDの改善と相関している。
【０１１４】
実施例７：AlbudAb(商標) IFN融合体
クローニングおよび発現：
　単一AlbudAbと同様に、親和性成熟させたVk AlbudAbをインターフェロンα2b(IFNα2b)
に連結して、AlbudAbの有用なPKが融合タンパク質として維持されるかどうかを調べた。
【０１１５】
インターフェロンα2bアミノ酸配列

(配列番号43)
インターフェロンα2bヌクレオチド配列：

(配列番号44)
【０１１６】
　IFNα2bはTVAAPSリンカー領域を介してAlbudAbに連結させた(WO2007085814を参照され
たい)。その構築物をSOE-PCR (Horton et al. Gene, 77, p61 (1989)の方法によるシング
ルオーバーラップエクステンション)によりクローニングした。AlbudAbおよびIFN配列のP
CR増幅は、TVAAPSリンカー領域で約15塩基対のオーバーラップをもつプライマーを用いて
別々に実施した。用いたプライマーは次のとおりである：
IFNα2b SOEフラグメント5' GCCCGGATCCACCGGCTGTGATCTG　(配列番号45)
IFNα2b SOEフラグメント3' GGAGGATGGAGACTGGGTCATCTGGATGTC　(配列番号46)
Vk SOEフラグメント5' GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCC　(配列番号47)
myc タグも導入するためのVk SOEフラグメント3’　GCGCAAGCTTTTATTAATTCAGATCCTCTTC
TGAGATGAGTTTTTGTTCTGCGGCCGCCCGT　TTGATTTCCACCTTGGTCCC　(配列番号48)
　これらの断片を別々に精製し、続いてフランキングプライマーのみを用いてSOE(シング
ルオーバーラップエクステンションPCR伸長)反応でアセンブリした。
【０１１７】
IFNα2b SOEフラグメント5' GCCCGGATCCACCGGCTGTGATCTG　(配列番号49)
myc も導入するためのVk SOEフラグメント3’ GCGCAAGCTTTTATTAATTCAGATCCTCTTC
TGAGATGAGTTTTTGTTCTGCGGCCGCCCGT　TTGATTTCCACCTTGGTCCC　(配列番号50)
　アセンブリしたPCR産物は制限酵素BamHIおよびHindIIIを用いて消化し、その遺伝子を
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哺乳動物発現ベクターpDOM50内の対応する部位にライゲートさせた。このベクターは、細
胞培地への発現を促進するためのN末端V-J2-CマウスIgG分泌リーダー配列を有するpTT5誘
導体である。
【０１１８】
リーダー配列(アミノ酸)：

（配列番号51）
リーダー配列(ヌクレオチド)：

（配列番号52）
【０１１９】
　プラスミドDNAはQIAfilter megaprep (Qiagen社)を用いて調製した。1μg DNA/mlを293
-FectinでHEK293E細胞にトランスフェクトし、無血清培地中で増殖させた。タンパク質を
5日間の培養で発現させ、プロテインLアフィニティ樹脂を用いて培養上清から精製して、
100mMグリシンpH2で溶出した。そのタンパク質を1mg/mlより高濃度に濃縮し、PBSにバッ
ファー交換し、そしてQスピンカラム(Vivascience社)を用いてエンドトキシンを枯渇させ
た。
【０１２０】
表１１: myc-有りおよび無しでのインターフェロンα2b-AlbudAb配列
(アミノ酸配列およびヌクレオチド配列として)
以下の融合体では、インターフェロンα2bはAlbudAbに対してN末端側である
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（表中SEQ ID NO:は、配列番号）
　太字で強調されたアミノ酸およびヌクレオチド配列はクローニング部位およびMYCタグ
を示す。＊は遺伝子の終端における終止コドンを示す。
【０１２１】
親和性判別および生物物理学的特性解析：
　AlbudAb-IFNα2b融合タンパク質の各血清アルブミンへの結合親和性(KD)を判別するた
めに、精製された融合タンパク質を、HBS-EP BIAcoreバッファー中5000nM～39nM (5000nM
、2500nM、1250nM、625nM、312nM、156nM、78nM、39nM)の融合タンパク質濃度を用いて、
アルブミン(一級アミンカップリングによりCM5チップに固定化した；BIAcore社)に対して
BIAcoreで解析した。
【０１２２】
[表１２]　SAへの親和性
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AlbudAbの親和性は減少する。DOM7h-14-10およびDOM7-11-15は、親に比べて、種を越えて
血清アルブミンに対し改善された結合親和性を保持する。
【０１２３】
表１３：生物学的特性解析
生物学的特性解析は、単一AlbudAbについて上述したようにSEC MALLSおよびDSCにより実
施した。
【０１２４】

M/DはSEC MALLSで検出された単量体／二量体平衡を示す。
【０１２５】
　表13に示したすべてのクローンの発現は、HEK293において17.5～54mg/Lの範囲で観察さ
れた。
【０１２６】
　IFNα2b-DOM7h-14およびIFNα2b-DOM7h-11変異体に関しては、有益な生物物理学的パラ
メータおよび発現レベルが親和性成熟の間ずっと維持された。
【０１２７】
AlbudAb-IFNα2b融合体のPK判別
　AlbudAb IFNα2b融合体であるDMS7321 (IFNα2b-DOM7h-14) DMS7322 (IFNα2b-DOM7h-1
4-10), DMS7325 (IFNα2b-DOM7h-11), DMS7327 (IFNα2b-DOM7h-11-15)をHEK293細胞にお
いて20～50mg量でmycタグ付きで発現させ、プロテインLアフィニティ樹脂を用いて培養上
清から精製して、100mMグリシンpH2で溶出した。タンパク質を1mg/mLより高濃度へと濃縮
し、ダルベッコPBSにバッファー交換し、Qスピンカラム(Vivascience社)を使ってエンド
トキシンを枯渇させた。
【０１２８】
　ラットのPKについては、化合物あたり3匹のラットを用いて、IFN-AlbudAbを2.0mg/kgで
単回静脈注射として投与した。血清サンプルを0.16、1、4、8、24、48、72、120、168時
間で採取した。血清レベルの分析は、EASY ELISAを用いてメーカーの指示に従って行った
(GE Healthcare社、カタログ番号RPN5960)。
【０１２９】
　マウスのPKについては、DMS7322 (IFN2b-DOM7h-14-10) DMS7325 (IFN2b-DOM7h-11),　D
MS7327 (IFN2b-DOM7h-11-15)(すべてmycタグ付き)を3匹の被験体の用量群につき2.0mg/kg
で単回静脈注射として投与し、血清サンプルを10分; 1h; 8h; 24h; 48h; 72h; 96hで採取
した。血清レベルの分析は、EASY ELISAを用いてメーカーの指示に従って行った(GE Heal
thcare社、カタログ番号RPN5960)。
【０１３０】
[表１４]
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　ラットおよびマウスの実験から得られた薬物動態パラメータはノンコンパートメントモ
デルを用いてフィットさせた。注釈：AUC：投薬時から無限大に外挿される曲線下面積；C
L：クリアランス；t1/2：血中濃度が半分になる時間；Vz：終末相に基づいた分布容積。
【０１３１】
　IFNα2b-AlbudAbをラットとマウスで試験した。ラットとマウスの両方で、すべてのIFN
α2b-DOM7h-11変異体融合タンパク質に関して、t1/2は親に比べて改善される。t1/2の改
善は、血清アルブミンに対するin vitro KDの改善と相関する。IFNα2b-DOM7h-14-10変異
体に関しては、血清アルブミンに対するin vitro KDの改善はまた、ラットにおいてt1/2
の改善に相関していた。
【０１３２】
　すべてのIFNα2b-AlbudAb融合タンパク質は、単一AlbudAbに比べて、RSAへの結合が5～
10倍減少する。この効果はDOM7h-11系列(5倍のみの減少)よりもDOM7h-14系列に対して顕
著(すなわち、10倍)である。
【０１３３】
実施例８： AlbudAbとタンパク質、ペプチドおよびNCEとのさらなる融合体
　他の化学物質、すなわちドメイン抗体(dAb)、ペプチドおよびNCEに融合させた各種Albu
dAbについて試験した。結果を表15に示す。
【０１３４】
[表１５]
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注釈：DOM1m-21-23は抗TNFR1 dAbであり、エキセンディン-4は39アミノ酸長のペプチド(G
LP-1アゴニスト)である。NCE、NCE-GGGGSCおよびNCE-TVAAPSCについては以下で説明する
。
【０１３５】
　以前に、抗TNFR1 dAbのPK半減期をin vivoで引き延ばすためにアルブミン結合dAb (Alb
udAb)との遺伝子融合体を使用することが記載された(例えば、WO04003019、WO2006038027
、WO2008149148を参照されたい)。これらのPCT出願に記載されるプロトコルを参照された
い。上記の表において、DOM1m-21-23は抗マウスTNFR1 dAbである。
【０１３６】
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　エキセンディン-4と血清アルブミンに結合するDOM7h-14(または他のAlbudAb)との遺伝
子融合体を作製するために、エキセンディン-4-リンカー- AlbudAb配列をpTT-5ベクター(
CNRC社(カナダ)から入手可能)にクローニングした。いずれの場合にも、エキセンディン-
4はその構築物の5'末端側にあって、dAbは3'末端側にあった。リンカーは(G4S)3リンカー
とした。エンドトキシンフリーのDNAをアルカリ溶菌法(Qiagen CA社から入手可能な、エ
ンドトキシンフリーのプラスミドGigaキットを使用する)により大腸菌で調製し、HEK293E
細胞(CNRC社(カナダ)から入手可能)をトランスフェクトするために使用した。フラスコあ
たり250mlのHEK293E細胞(1.75×106個/ml)に、フラスコあたり333μlの293fectin (Invit
rogen社)と250μgのDNAを用いてトランスフェクションを行い、30℃で5日間発現させた。
上清を遠心分離によって回収し、プロテインLでのアフィニティ精製によって精製した。
タンパク質を樹脂にバッチ結合させ、カラムに充填して、10倍カラム容量のPBSで洗浄し
た。タンパク質を50mlの0.1MグリシンpH2で溶出し、Tris pH8により中和した。予測され
たサイズのタンパク質がSDS-PAGEゲル上に同定された。
【０１３７】
NCE Albudab(商標)融合体：
　新規化学物質(NCE) AlbudAb融合体について試験した。NCEである小分子ADAMTS-4阻害剤
は、AlbudAbへのコンジュゲーションのためにPEGリンカー(PEG 4リンカー(すなわち、マ
レイミドの前の4個のPEG分子))とマレイミド基をもつように合成した。AlbudAbへのNCEの
コンジュゲーションは、アミノ酸位置R108Cの人工的に導入されたシステイン残基を介し
て、またはAlbudAbの末端に導入された5アミノ酸(GGGGSC)もしくは6アミノ酸(TVAAPSC)ス
ペーサーの後に行った。簡単に説明すると、AlbudAbをTCEP (Pierce社、カタログ番号777
20)で還元し、PD10カラム(GE healthcare社)を用いて25mM Bis-Tris、5mM EDTA、10％(v/
v)グリセロールpH6.5中に脱塩した。5倍モル過剰のマレイミド活性化NCEを、最終濃度が1
0％(v/v)を超えないようにDMSOに添加した。この反応を室温で一晩インキュベートし、20
mM Tris pH7.4中に十分に透析した。
【０１３８】
PEGリンカー：
【化１】

【０１３９】
配列：
DOM7h-14 R108C:

(配列番号69)
【０１４０】
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ヌクレオチド:

(配列番号70)
【０１４１】
DOM7h-14-10/TVAAPSCおよびDOM7h-14-10/GGGGSC (すなわちDOM7h-14-10/G4SC)の配列につ
いては表５を参照のこと。
【０１４２】
　NCE-AlbudAbのDOM7h-14-10 GGGGSCおよびDOM7h14-10 TVAAPSCは、化学物質に融合させ
たとき、BIAcoreで測定して、RSAに対するin vitro親和性(KD)が5～10倍減少する。
【０１４３】
　dAb-Albudab融合体：
　RSAに対して最高の親和性をもつ2種のDOM7h-11 AlbudAbは、非融合AlbudAbに比べて、
治療用ドメイン抗体(DOM1m-21-23)に融合させたとき、BIAcore上でRSAに対する親和性が2
倍減少する。DOM7h-11クローンは、非融合のとき(約5μM)と同様に、融合させたとき(2.8
μM)にもマイクロモルKDを示す。
【０１４４】
　エキセンディン4-AlbudAb融合体：
　AlbudAbのペプチドへの融合がRSA結合能に及ぼす効果は、結合が4倍しか減少しないDOM
7h-14-10は別として、約10倍である。しかし、その効果は、DOM7h-11系列に対して見られ
るよりもDOM7h-14系列(DOM7h-14-10を除く)に対して顕著である。
【０１４５】
　上記のすべてのデータに関して、融合体のt1/2は、動物種のSAに対する親和性の改善と
ともに増加した。
【０１４６】
　一般的に、AlbudAb-治療薬は、AlbudAb-薬物融合体が血清アルブミンへの結合について
0.1nM～10mMの親和性範囲(KD)を示すとき、(疾患、症状もしくは徴候の治療および/また
は予防に)治療上適していると分類される。
【０１４７】
　AlbudAbおよびAlbudAb融合体(タンパク質-AlbudAb、例えばIFNα2b-DOM7h-14-10；ペプ
チド-AlbudAb、例えばエキセンディン-4-DOM7h-14-10；dAb-AlbudAb、例えばDOM1m21-23-
DOM7h11-15；NCE-AlbudAb、例えばADAMTS-4-DOM7h-14-10)の治療範囲は次のように説明さ
れる：慢性または急性の疾患、症状もしくは徴候の治療に有用な親和性(KD)範囲が示され
る。また、「中間」と区分された親和性範囲も示される。この範囲内に入るAlbudAbおよ
び融合体は、慢性または急性の疾患、症状もしくは徴候に対して有用である。このように
、血清アルブミンに対するAlbudAbまたは融合体の親和性は、対処すべき疾患、症状もし
くは徴候に応じて調整または選択することができる。上述したように、本発明は、さまざ
まな親和性をもつAlbudAbを提供し、各AlbudAbを「高度親和性」、「中等度親和性」また
は「低度親和性」と分類することを可能にするので、当業者は目下の治療に応じて本発明
の適切なAlbudAbを選択できるようになる。図2を参照されたい。
【０１４８】
実施例９：
PCT/EP2010/060112はVH AlbudAbおよびその親和性成熟誘導体を記載する。
【０１４９】
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DOM7r31アミノ酸　配列番号71

【０１５０】
DOM7r31核酸　配列番号72

【０１５１】
DOM7r-31-14アミノ酸　配列番号73

【０１５２】
DOM7r-31-14核酸　配列番号74

【０１５３】
DOM7h-92アミノ酸　配列番号75

【０１５４】
DOM7r-92核酸　配列番号76

【０１５５】
DOM7r-92-4アミノ酸　配列番号77

【０１５６】
DOM7r-92-4核酸　配列番号78
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【０１５７】
親和性決定：
　各血清アルブミンに対するVH AlbudAbの結合親和性(KD)を決定するために、精製された
融合体タンパク質をアルブミン（CM5チップ上への一級アミンにより固定化、BIAcore）で
のBIAcoreにより分析したが、これにはHBS-EP BIAcoreバッファー中での融合体タンパク
質濃度5000nM～39nM (5000nM, 2500nM, 1250nM, 625nM, 312nM, 156nM, 78nM, 39nM)を上
記のように用いた。MALLSデータは上記のように取得した。結果を以下の表に示す。
【０１５８】
[表１６Ａ]

【０１５９】
[表１６Ｂ]

【０１６０】
[表１６Ｃ]

【０１６１】
上記の値は、複数の独立した測定値を表す。
【０１６２】
実施例１０：AlbudAbによるHSAエピトープマッピングの概要
　HSAに対するAlbudAb Vk分子のエピトープを、三つの直交技術:水素重水素交換質量分析
、部位特異的突然変異誘発及びX線結晶解析による構造決定を使用して決定した。
【０１６３】
1.0　水素重水素(H/D)交換によるエピトープマッピング
1.1　タンパク質調製
　HSAのドメイン2(HSAのアミノ酸残基188～384と定義される;HSAドメイン2のアミノ酸及
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びDNA配列についてそれぞれ配列番号79及び80;完全長HSAのアミノ酸及びDNA配列について
それぞれ配列番号81及び82)を、pPICZα発現系(Invitrogen)を使用してピキア属(Pichia)
において発現させ、製造業者の使用説明書に従ってPrometic Technologies Mimetic Blue
(商標)を使用して精製した。DOM7h-11-3、DOM7h-14-10及びDOM7r-92-4(それぞれ、アミノ
酸について配列番号:2、45、46及びDNA配列について4、47、48)を、自己誘導発現系を使
用して大腸菌(E coli)HB2151株において発現させた。場合によっては、クローニング戦略
は、追加のN及びC末端残基をもたらした(例えば、配列番号:121及び122を参照されたい)
。発現させたAlbudAbを、清澄化した上清から、確立されたプロトコールを使用してプロ
テイン-L(DOM7h-11-3及びDOM7h-14-10)又はプロテイン-A(DOM7h-92-4)アフィニティーク
ロマトグラフィーによって精製した。
【０１６４】
　HSAドメイン2及びAlbudAbの最終的なタンパク質調製物の発現及び精製を、SDS-PAGE分
析によって確認した。
【０１６５】
1.2　実験方法及び一般的原理
　エピトープマッピングのためのH/D交換摂動の使用に関する方法及び原理は、Hamuroら(
2003)、J. Biomol. Tech. 2003、14、171～182; 及びCoalesら(2009)、Rapid Communicat
ions in Mass Spectrometry 2009年3月;23(5):639～47による総説において論じられてい
る。HSAのエピトープマッピングのために、AlbudAbの存在下及び非存在下における抗原の
H/D交換分析を行った。AlbudAbが存在しない場合の交換の速度と比較して各AlbudAbの存
在下において交換がより遅いHSAの領域は、HSA上のエピトープを定義するとみなす。エピ
トープを同定するために、第一に、抗原のタンパク質分解断片の同定、第二に、H/D交換
反応の摂動の決定を必要とする。適した方法は、例えば、US 6,291,189、US6,331,400及
びUS7,280,923において記載されている。
【０１６６】
　各H/D交換反応後、HSAをペプシンで消化した。消化された混合物をHPLCによって分離し
た。各HSA消化断片を次いで、質量分析によって分析して、H/D交換反応時の重水素導入の
程度を決定した。HSA配列の最適な適用範囲を得るために、最大限可能な数の消化断片を
追跡した。AlbudAbの存在下におけるH/D交換実験のために、抗原及び抗体の混合物を一緒
に消化した。複合体のペプシン消化断片混合物は、AlbudAb及びHSA断片の両方を含有して
いた。
【０１６７】
　HSAに対して過剰量のAlbudAbを使用したため、大量のAlbudAb起源のペプチドが、イオ
ン競合によって抗原起源のペプチドの質量検出を妨げる可能性がある。このため最小限の
可能な量の過剰の抗体を使用した。
【０１６８】
　199μMのDOM7h-11-3、199μMのDOM7h-14-10、547μMのDOM7r-92-4及び45μMのHSAのス
トック溶液を、H/D交換実験において使用した。24μlのHSAストック+36μlのDOM7h-11-3;
49.5μlのHSAストック+10.5μlのDOM7r-92-4;74μlのHSAストック+20μlのDOM7h-14-10を
使用して、複合体形成混合物を作製した(それぞれ1:6.7、1:1.2、1:2.6の比に等しいHSA:
DOM7h-11-3=17.9μM:119.4μM;HSA:DOM7h-14-10=35.0μM:42.0μM;HSA:DOM7r-92-4=37.1
μM:95.7μMの最終濃度)。対照反応では、HSA又はAlbudAbのいずれかをPBSと置き換えた
。
【０１６９】
　10μlのHSA+DOM7h-11-3複合体形成混合物を、D2Oで作製した10μlのPBSに添加した;5又
は8μlのHSA:DOM7h-14-10複合体形成混合物を、D2Oで作製した12又は15μlのPBSに添加し
た;5μlのHSA+DOM7r-92-4複合体形成混合物を、D2Oで作製した15μlのPBSに添加した。す
べての重水素化反応を、500秒間0℃でインキュベートした。インキュベーション後、すべ
ての20μlの複合体形成混合物を、30μlのクエンチング溶液(2M尿素、1M TCEP pH3.0)と
混合した。45μlのクエンチした反応混合物を、専有のタンパク質分解/HPLCシステムに注
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入し、断片を質量分析によって分析した。
【０１７０】
1.3　摂動結果
　断片を同定し、データをデコンボリューション処理し、専有のソフトウェア(ExSAR)を
使用して可視化した。H/D交換摂動データに基づくエピトープヒットの概要を、下記の表1
7において強調している。
【０１７１】
表17:(A)DOM7h-11-3、(B)DOM7h-14-10及び(C)DOM7r-92-4複合体形成を有する及び有さな
い、比較したHSAの各セグメントにおける重水素化レベルの差異
[表１７]
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【０１７２】
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（incubation time(seconds)：インキュベーション時間(秒)、not detected：検出されず
）
【０１７４】
　表17(A)、(B)及び(C)においてまとめたデータに基づいて、重水素化の顕著な摂動(平均
して20%を超える)を示したセグメントは、エピトープを定義し得ると結論付けた。同定さ
れた配列セグメントを、図3において強調している。
【０１７５】
2.0　アラニンスキャニング部位特異的突然変異誘発(SDM)
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　アラニンスキャニングのためのSDMの標的残基を、三つの基準:(1)上記のH/D交換摂動デ
ータ、(2)以前に公開されているHSAの結晶構造に基づく側鎖の表面アクセシビリティ(1BK
E.pdb(RCSB Protein DataBank))及び(3)側鎖の電荷又は大きさ、に基づいて選択した。
【０１７６】
2.1　アラニン突然変異体のクローニング及び発現
　HSAの野生型鋳型を、標準的な分子生物学プロトコールを使用して、哺乳動物発現ベク
ター中にPCRクローニングした。ニッケルアフィニティー精製のために、6-ヒスチジンタ
グを配列(WT HSA-His6構築物のアミノ酸及びDNA配列についてそれぞれ配列番号:25及び34
)のC末端に融合させた。WT発現構築物を作製するためにPCR増幅で使用したプライマー対
は、TB147及びTB148(それぞれ配列番号85及び86)であった。
【０１７７】
　突然変異体を、標準的な分子生物学プロトコールに従って、WT HSA-His6構築物を突然
変異誘発のための鋳型として使用して作製した。それらを構築するために使用したアラニ
ン突然変異体及び突然変異誘発オリゴ対のリストを、下記の表18において列挙している。
【０１７８】
[表１８]
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【０１７９】
　配列を確認したクローンを、製造業者のプロトコールに従ってMillipore Montageキッ
トを使用して作製したプラスミドDNAミニプレップから選択した。構築物のアミノ酸及びD
NA配列を、下記の表19においてまとめている。
【０１８０】
[表１９]
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【０１８１】
　His6タグ付きWT HSA及び突然変異体を、一過性トランスフェクション技術を使用して哺
乳動物HEK293-6E細胞において発現させた。突然変異体及びWT HSAを、確立されたプロト
コールに従ってニッケルアフィニティークロマトグラフィーを使用して、清澄化した発現
上清から精製した。精製した突然変異体のSDS-PAGE分析は、95%を超える純度を示した。
【０１８２】
2.2　アラニン突然変異体のBIAcore分析
2.2.1　BIAcoreの実験方法
　手短に述べると、WT HSA及び突然変異体を、Biacore 3000(GE Healthcare)においてCM5
 Biacoreチップ上に固定した。これは、すべての四つのフローセルをEDC/NHSでまず活性
化すること、次いで、酢酸塩緩衝液pH4.5中のWT HSA又は突然変異体を注入することによ
って実施された。次いで、すべての四つのフローセルにわたって、チップ上の結合してい
ない部位をエタノールアミンの注入によってブロックした。各試料についての固定化のレ
ベルを、下記の表20においてまとめている。
【０１８３】
[表２０]

【０１８４】
2.2.2　BIAcoreデータ
　HBS-EP緩衝液を使用した流速は、40uL/分であり、精製したdAbタンパク質を、1分間、
濃度5000nMで注入し、その後、移動相中の連続的な1:2希釈で7回さらに注入した。
【０１８５】
　平衡結合定数(KD)の分析及び決定を、標準的な手順を使用して実施した。
【０１８６】
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[表２１Ａ]

【０１８７】
[表２１Ｂ]

【０１８８】
2.2.3　BIAcore分析及び結論
DOM7h-14-10:単独で上記の残基のいずれに突然変異誘発を行っても結合の顕著な減少は観
察されなかった。
【０１８９】
DOM7h-11-15:DOM7h-11-15のE230Aへの結合のいくらか顕著な減少が観察される(WTに対し
て11倍の結合の減少)。このことは、HSA上の残基230が、ヒト血清アルブミンへの特異的
結合において顕著な寄与を果たすことを示唆する。
【０１９０】
DOM7h-11-3:二つの残基(E230及びM324)について、アラニンに突然変異誘発を行うと結合
の顕著な減少が観察された。このことは、これらの二つの残基が、抗体/抗原相互作用へ
の重要な寄与を果たすことを示唆する。
【０１９１】
DOM7r92-4:E230Aについて結合の顕著な減少が観察された。
【０１９２】
DOM7r31-14:E227Aについて結合の顕著な減少が観察された。
【０１９３】
3　DOM7h-11-15/HSA複合体の結晶構造
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3.1　タンパク質調製
　商業用供給源の脂肪酸フリーHSAを、SDS-PAGEによって判断して95%を超える純度まで、
サイズ排除クロマトグラフィーによって精製した。
【０１９４】
　DOM7h-11-15(アミノ酸及びDNA配列についてそれぞれ配列番号1及び配列番号2)を、自己
誘導発現系を使用して大腸菌BL21DE3株において発現させた。DOM7h-11-15を、プロテイン
Lアフィニティークロマトグラフィーによって、確立されたプロトコールを使用して、清
澄化した上清から精製した。これを、イオン交換クロマトグラフィーによって、確立され
たプロトコールを使用してHi-Trap SPカラムを使用してさらに精製した。
【０１９５】
　HSAをDOM7h-11-15と混合し、複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって精製した
。タンパク質を、結晶化スクリーニングの前に20mM Tris-Cl pH 8.0中で濃縮した。
【０１９６】
3.2　結晶化
　HSA/DOM7h-11-15複合体に対して、シッティングドロップ法を使用して約1200の条件で
結晶化スクリーニングを行った。
【０１９７】
3.3　X線回折データ収集及び処理
　HSA/DOM7h-11-15結晶を、凍結防止処理後に液体窒素中で瞬時に凍結させた。結晶を、
データ収集の間100Kで維持した。SWISS LIGHT SOURCE(スイス放射光施設)(SLS、Villigen
、スイス)でX線回折データを収集した。
【０１９８】
　例えば、Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2010年2月1日;66(Pt2):125～132にお
いて概説されているXDS及びXSCALE(Kabsch)を使用して、データを処理した。結晶は、非
対称単位中の二つの複合体HSA/DOM7h-11-15で空間群P212121に属していた。
【０１９９】
　データ収集統計を、下記の表22においてまとめている。
【０２００】

1SWISS LIGHT SOURCE(SLS、Villigen、スイス)
2括弧内の数字は、Rsym=43.9%での分解能ビンに相当する。
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【数１】

【０２０１】
(式中、Ih,iは、hのi番目の測定の強度値である)

【数２】

【０２０２】
(式中、Ih,iは、hのi番目の測定の強度値である)
5独立反射から計算した
【０２０３】
3.4　構造決定及びモデル精密化
　構造決定及びモデル精密化を行って、DOM7h-11-15と複合体形成しているHSAの画像を作
成した。
【０２０４】
　複合体の構造を、分子置換によって決定した。HSAに結合しているDOM7h11-15は、HSA分
子のみから決定した位相の最初のマップにおいて明瞭な電子密度を示し、差マップを使用
した抗体ドメインの明白な配置を可能にした。その後のモデル構築及び精密化は、CCP4及
びCOOTのソフトウェアパッケージを用いて標準的なプロトコールに従って実施した(例え
ば、Collaborative Computational Project、Number 4. 1994年.
「The CCP4 Suite: Programs for Protein Crystallography」、Acta Cryst. D50、760～
763;及び「Coot: model-building tools for molecular graphics」、Emsley P、Cowtan 
K Acta Crystallographica Section D-Biological Crystallography 60:2126～2132 Part
 12 Sp.Iss. 2004年12月1日を参照されたい)。精密化統計を、表23においてまとめている
。
【０２０５】
　最終的なモデルのRamachandranプロットは、最も好まれる領域においてすべての残基の
91.5%、追加の許容領域において8.1%、一般に許容される領域(generously allowed)にお
いて残基の0.4%を示し、許容されない領域においては残基を示さない(モデリング統計を
、表23においてまとめている)。
【０２０６】
[表２３]
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【０２０７】
3.5　構造分析
3.5.1　全体の構造
　DOM7h11-15と複合体形成しているHSAの構造を、図4において表す。図4Aは、HSA及びDOM
7h-11-15のそれぞれにつき2コピーを含有する非対称単位を示す。HSA及びDOM7h-11-15の
それぞれにつき1分子からなる、生物学的に関連する単位を、二つの方向から図4Bにおい
て示す。
【０２０８】
3.5.2　エピトープ及びパラトープ
　HSA-Albudab結合境界面における残基を、残基番号によるフォーマットで図5において示
す(この図は、鎖A(HSA)と鎖B(DOM7h-11-15)の間の4.5Å以内のすべての残基間接触を列挙
する)。すべての顕著な相互作用対に、黒塗りの菱形で印を付けている。顕著とみなされ
るものについての相互作用のタイプを、表22において列挙している。
【０２０９】
[表２２Ａ]
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　HSAに結合している二つのDOM7h-11-15残基を除いてすべてが、CDR1、2及び3のものであ
る。パラトープを形成している残基を、下記の図6においてアラインメントで示しており
、ここで、DOM7h-11-3、DOM7h11-15は、Vkダミー(VKDUM-1)に対してアラインメントされ
ている。下記の表22Bは、4.5Å以内のAlbudAb-HSA境界面における追加の残基を列挙して
いる。
【０２１１】
[表２２Ｂ]
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【０２１２】
　表22において列挙されている顕著な相互作用は、図7及び中のパネルにおいてさらに詳
述されている。これらの図において、相互作用する残基を棒状に描写し、任意の水素結合
を破線として描写している。それらの相互作用する側鎖についての対応する電子密度はま
た、網目として示している(1.5σ間隔)。
【０２１３】
4.0　結論
　三つの直交技術を使用して、HSAに対するDOM7h-11系統のエピトープを決定した。すべ
ての技術の結果は、エピトープを形成するHSAの領域に関する情報を提供する。H/D交換摂
動データは可能な残基の範囲を与え、アラニンスキャニングデータ及び結晶構造は、単一
の残基レベルに関するより詳細な情報を提供する。下記の図8は、各技術が提供したデー
タの詳細レベル及び特異性をまとめている。
【０２１４】
　結晶構造に基づいて、DOM7h-11-15のHSAへの結合は、HSAにおける脂質担体ポケットを
ブロックもせず、塞ぎもしないと述べることもまた可能である。これらの結合ポケットは
、全身輸送のための多くの治療化合物によって利用されるため、このことは治療的用途に
とって特に有意義である。したがって、DOM7h-11-15とともにフォーマット化された任意
の潜在的なバイオ医薬品は、HSA-薬物相互作用及び輸送を妨げないことが予期される。DO



(68) JP 2013-538566 A 2013.10.17

M7h-11-15エピトープに対する薬物/脂質担体ポケット位置を、図9において詳述している
。DOM7h-14-10及びDOM7r-92-4のH/D交換摂動データで観察される同様のエピトープに基づ
いて、これらのAlbudAb(商標)もまた、HSA-薬物相互作用及び輸送を妨げないことが予期
される。
【０２１５】
配列の表
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【０２１７】
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【０２１８】
実施例１１：DOM7h-14-10変異体の配列
　本発明の別の実施形態において、下記に抗血清アルブミン免疫グロブリン単一可変ドメ
インDOM7h-14のいくつかの変異体のアミノ酸およびヌクレオチド配列を列記する。
【０２１９】
DOM7h-14-56 (配列番号127).

【０２２０】
DOM7h-14-65 (配列番号128).

【０２２１】
DOM7h-14-74 (配列番号129).
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【０２２２】
DOM7h-14-76 (配列番号130).

【０２２３】
DOM7h-14-82 (配列番号131).

【０２２４】
DOM7h-14-100 (配列番号132).

【０２２５】
DOM7h-14-101 (配列番号133).

【０２２６】
DOM7h-14-109 (配列番号134).

【０２２７】
DOM7h-14-115 (配列番号135).

【０２２８】
DOM7h-14-116 (配列番号136).

【０２２９】
DOM7h-14-119 (配列番号137).

【０２３０】
DOM7h-14-120 (配列番号138).

【０２３１】
DOM7h-14-121 (配列番号139).
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【０２３２】
DOM7h-14-122 (配列番号140).

【０２３３】
DOM7h-14-123 (配列番号141).

【０２３４】
DOM7h-14-56 (配列番号142).

【０２３５】
DOM7h-14-65 (配列番号143).

【０２３６】
DOM7h-14-74 (配列番号144).

【０２３７】
DOM7h-14-76 (配列番号145).

【０２３８】
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DOM7h-14-82 (配列番号146).

【０２３９】
DOM7h-14-100 (配列番号147).

【０２４０】
DOM7h-14-101 (配列番号148).

【０２４１】
DOM7h-14-109 (配列番号149).

【０２４２】
DOM7h-14-115 (配列番号150).

【０２４３】
DOM7h-14-116 (配列番号151).
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【０２４４】
DOM7h-14-119 (配列番号152).

【０２４５】
DOM7h-14-120 (配列番号153).

【０２４６】
DOM7h-14-121 (配列番号154).

【０２４７】
DOM7h-14-122 (配列番号155).

【０２４８】
DOM7h-14-123 (配列番号156).
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