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(57)【要約】
　本発明は、フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣド
メインに結合する単離抗体を提供する。様々な態様にお
いて、この抗体は、フィブリンもしくはフィブリノゲン
のγＣドメインへのミクログリア接着を阻害し、フィブ
リンもしくはフィブリノゲンのγＣドメインへのＭａｃ
－１結合を阻害し、かつ／または実験的自己免疫性脳脊
髄炎（ＥＡＥ）の臨床症状を抑制する。抗体、医薬組成
物、キット、ベクター、これらのベクターを含む細胞を
用いる様々な方法、および抗体作製法を提供する。
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインに結合する単離抗体であって、前記フ
ィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインへのミクログリア接着の２０％を超える割
合での阻害を示す抗体。
【請求項２】
　フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインに結合する単離抗体であって、前記フ
ィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインへのＭａｃ－１結合の５０％を超える割合
での阻害を示す抗体。
【請求項３】
　フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインに結合する単離抗体であって、再発時
に実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）の臨床症状を抑制する抗体。
【請求項４】
　前記抗体が、前記フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインのγ３７７－３９５

エピトープに結合する、請求項１～３のいずれかに記載の抗体。
【請求項５】
　前記抗体が、前記フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインのγ１９０－２０２

エピトープに結合する、請求項１～３のいずれかに記載の抗体。
【請求項６】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１～５のいずれかに記載の抗体。
【請求項７】
　前記抗体がヒト化抗体である、請求項１～６のいずれかに記載の抗体。
【請求項８】
　前記抗体がヒト抗体である、請求項１～６のいずれかに記載の抗体。
【請求項９】
　前記抗体が、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配
列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む３つの相補性決定領域を有する軽鎖を含む、請求項１～８のいずれかに記載
の抗体。
【請求項１０】
　前記抗体が、ＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦ
ＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）から成る群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む３つの相補性決定領域を有する重鎖を含む、請求項１～８に記載の抗体。
【請求項１１】
　前記抗体が、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配
列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む３つの相補性決定領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列
番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（
配列番号８）から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む３つの相補性決定領域を有す
る重鎖を含む、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１２】
　前記抗体が、配列番号１の軽鎖可変アミノ酸配列を含む、請求項１～１１のいずれかに
記載の抗体。
【請求項１３】
　前記抗体が、配列番号５の重鎖可変アミノ酸配列を含む、請求項１～１１のいずれかに
記載の抗体。
【請求項１４】
　前記抗体が、配列番号１の軽鎖可変アミノ酸配列および配列番号５の重鎖可変アミノ酸
配列を含む、請求項１～１１のいずれかに記載の抗体。
【請求項１５】
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　前記抗体が、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮ
ＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決定
領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴ
ＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）から成る群から選
択される配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性
決定領域を有する重鎖を含み、かつ前記軽鎖相補性ドメインおよび重鎖相補性ドメインが
Ｍａｃ－１結合能を保有する、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１６】
　前記抗体が、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮ
ＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決定
領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴ
ＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）から成る群から選
択される配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性
決定領域を有する重鎖を含み、かつ前記軽鎖相補性ドメインおよび重鎖相補性ドメインが
Ｍａｃ－１結合能を保有する、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１７】
　前記抗体が、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮ
ＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決定
領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴ
ＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）から成る群から選
択される配列と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性
決定領域を有する重鎖を含み、かつ前記軽鎖相補性ドメインおよび重鎖相補性ドメインが
Ｍａｃ－１結合能を保有する、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１８】
　前記抗体が、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮ
ＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）から成る群から選択さ
れる配列と少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決定
領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴ
ＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）から成る群から選
択される配列と少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性
決定領域を有する重鎖を含み、かつ前記軽鎖相補性ドメインおよび重鎖相補性ドメインが
Ｍａｃ－１結合能を保有する、請求項１～８のいずれかに記載の抗体。
【請求項１９】
　フィブリンへのＭａｃ－１結合またはフィブリノゲンとのＭａｃ－１結合と関連する病
態の症状を緩和するための方法であって、請求項１～１８のいずれかに記載の抗体をかか
る緩和が望まれる対象に、該対象における病態の症状を緩和するのに十分な量で投与する
ことを含む、前記方法。
【請求項２０】
　前記対象がヒトである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記病態が、多発性硬化症、脊髄損傷、アルツハイマー病、脳卒中、関節リウマチおよ
び癌からなる群から選択される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　請求項１～１８のいずれかに記載の抗体および薬学的に許容される担体を含む医薬組成
物。
【請求項２３】
　請求項１～１８のいずれかに記載の抗体を含むキット。
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【請求項２４】
　フィブリンγ３７７－３９５エピトープ、ＣＫＫＴＴＭＫＩＩＰＦＮＲＬＴＩＧ（配列
番号１８）、またはその生物活性のある誘導体をコードする核酸配列を含むベクター。
【請求項２５】
　請求項２４に記載のベクターを含む細胞。
【請求項２６】
　フィブリンγ３７７－３９５エピトープ、またはその生物活性のある誘導体に免疫特異
的に結合する抗体を作製する方法であって、請求項２３に記載の細胞の第１の投与量を対
象に投与することを含み、その際、前記第１の投与量は、前記対象において免疫反応を起
こすのに十分である、前記方法。
【請求項２７】
　前記対象に前記細胞の第２の投与量を投与するステップをさらに含み、その際、前記第
２の投与量は、前記対象において免疫反応を起こすのに十分である、請求項２６に記載の
方法。
【請求項２８】
　産生される抗体が、前記対象においてフィブリン／Ｍａｃ－１結合を阻害する、請求項
２６～２７のいずれかに記載の方法。
【請求項２９】
　Ｍａｃ－１受容体に結合し、Ｍａｃ－１受容体活性を調節するリガンドのスクリーニン
グ法であって、前記方法が、（ａ）請求項１に記載の抗体を提供すること；（ｂ）フィブ
リンγ３７７－３９５エピトープ、ＣＫＫＴＴＭＫＩＩＰＦＮＲＬＴＩＧ（配列番号１８
）、またはその生物活性のある誘導体を接触させ、抗体／ポリペプチド複合体を形成させ
ること；（ｃ）前記抗体／ポリペプチド複合体と候補化合物を含む組成物を接触させるこ
と；ならびに（ｄ）前記候補化合物が前記モノクローナル抗体に結合するか否かを決定す
ることを含み、それによって、前記候補化合物がＭａｃ－１受容体活性を調節するリガン
ドであることを前記候補化合物の結合が示す方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２００９年１０月２日に出願した米国特許仮出願第６１／２４８，０１４号
の利益を請求し、これは参照によりその全体が本明細書に組込まれる。
【０００２】
　米国連邦政府によって援助された研究または開発に関する記載
　本発明は、米国国立衛生研究所の助成金ＮＳ０５２１８９の下、一部、政府の援助で行
われた。政府は、本発明の特定の権利を有する。
【０００３】
　コンピューター上に提出された試料の参照による組込み
　本開示の一部である配列表には、米国特許商標局（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ＆Ｔｒａｄｅ
ｍａｒｋ Ｏｆｆｉｃｅ）のＰａｔｅｎｔｌｎ Ｖｅｒｓｉｏｎ ３．５ソフトウェアによ
って作成された「ＲＵＣ１１０ＷＯ＿ＳＴ２５」というタイトルの試料に提供され、本発
明のヌクレオチドおよび／またはアミノ酸配列含む配列が含まれる。この配列表の主題は
、参照によりその全体が本明細書に組込まれる。
【０００４】
　本発明は、一般的に、モノクローナル抗体の作製、特に、フィブリンγＣドメインを認
識するモノクローナル抗体、および治療薬としてこれらのモノクローナル抗体を用いる方
法に関する。
【背景技術】
【０００５】
　多発性硬化症は、免疫系が脳および脊髄を攻撃する時に生じ、神経線維を遮断して保護
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するミエリンに損傷を与える。ミクログリアとして知られる脳細胞がこの攻撃に関与し、
血液脳関門（ＢＢＢ）、すなわち、侵入物から脳を保護すべき細胞の裏打ちが破壊される
時、活性化される。このＢＢＢが破壊される時、フィブリノゲンと呼ばれる血液タンパク
質が脳内に漏出する。血液凝固におけるその既知の役割に加えて、フィブリノゲンはミク
ログリア細胞を活性化するので、多発性硬化症の動物モデルにおける炎症反応を増強する
。さらに、フィブリノゲンは、特定の癌、関節リウマチおよび他の疾患の発病、ならびに
組織損傷が起きることによってフィブリノゲンが漏出する病態に関与することが判明して
いる。例えば、Ａｋａｓｓｏｇｌｏｕ ｅｔ ａｌ．，２００２，Ｎｅｕｒｏｎ，３３：８
６１－８７５；Ａｋａｓｓｏｇｌｏｕ ｅｔ ａｌ．，２００４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１０１：６６９８－６７０３；Ａｄａｍｓ ｅｔ ａｌ．，２０
０７，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，３５：２４２８－３４を参照されたい。フィブリノゲンが
これらの作用を媒介するのに利用する特異的受容体Ｍａｃ－１は、フィブリノゲンの有益
な凝固特性に関与しないことも判明している。しかし、今日まで、フィブリノゲン／Ｍａ
ｃ－１結合の特異的阻害剤は開発されていない。
【０００６】
　したがって、必要とされているものは、対象の脳および他の場所におけるフィブリノゲ
ンの炎症促進性作用を低下させ、同時に、血液凝固におけるフィブリノゲンの有益な作用
を保有しているフィブリノゲン／Ｍａｃ－１結合の特異的阻害剤である。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインに結合する単離抗体を提供
する。本発明の特定の態様において、この抗体は、フィブリンまたはフィブリノゲンのγ
Ｃドメインへのミクログリア接着の２０％を超える阻害を示す。別の態様において、この
抗体は、フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメインへのＭａｃ－１結合の５０％を
超える阻害を示す。さらに別の態様において、この抗体は、再発時に、実験的自己免疫性
脳脊髄炎（ＥＡＥ）の臨床症状を抑制する。
【０００８】
　様々な実施形態において、この抗体は、フィブリンまたはフィブリノゲンのγＣドメイ
ンのγ３７７－３９５エピトープに結合する。あるいは、本発明の抗体は、フィブリンま
たはフィブリノゲンのγＣドメインのγ１９０－２０２エピトープに結合することができ
る。かかる抗体はモノクローナル抗体であり、様々な態様において、ヒト化抗体またはヒ
ト抗体である。
【０００９】
　本発明の様々な態様において、この抗体は、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列
番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ（配列番号４）を
含むアミノ酸配列を含む３つの相補性決定領域を有する軽鎖を含む。様々な態様において
、この抗体は、ＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦ
ＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）を含むアミノ酸配列を含む３つ
の相補性決定領域を有する重鎖を含む。特定の場合において、この抗体は、ＲＳＳＫＳＬ
ＬＨＳＳＧＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬ
ＥＬＰＬＴ（配列番号４）を含むアミノ酸配列を含む３つの相補性決定領域を有する軽鎖
、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、ＬＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ
（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）を含むアミノ酸配列を含む３つの相
補性決定領域を有する重鎖を含む。
【００１０】
　様々な態様において、上記の抗体は、配列番号１の軽鎖可変アミノ酸配列を含む。様々
な態様において、上記の抗体は、配列番号５の重鎖可変アミノ酸配列を含む。さらに別の
態様において、上記の抗体は、配列番号１の軽鎖可変アミノ酸配列と配列番号５の重鎖可
変アミノ酸配列の両方を含む。
【００１１】
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　本発明のさらに別の態様において、上記の抗体は、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧ
ＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ
（配列番号４）を含む配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
３つの相補性決定領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、Ｌ
ＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）
を含む配列と少なくとも８０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決
定領域を有する重鎖を含み、その際、この軽鎖の相補性ドメインおよび重鎖の相補性ドメ
インはＭａｃ－１結合能を保有する。
【００１２】
　本発明のさらに別の態様において、上記の抗体は、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧ
ＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ
（配列番号４）を含む配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
３つの相補性決定領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、Ｌ
ＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）
を含む配列と少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決
定領域を有する重鎖を含み、その際、軽鎖の相補性ドメインおよび重鎖の相補性ドメイン
はＭａｃ－１結合能を保有する。
【００１３】
　本発明のさらに別の態様において、上記の抗体は、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧ
ＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ
（配列番号４）を含む配列と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
３つの相補性決定領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、Ｌ
ＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）
を含む配列と少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決
定領域を有する重鎖を含み、その際、軽鎖の相補性ドメインおよび重鎖の相補性ドメイン
はＭａｃ－１結合能を保有する。
【００１４】
　本発明のさらに別の態様において、上記の抗体は、それぞれ、ＲＳＳＫＳＬＬＨＳＳＧ
ＩＴＹＬＳ（配列番号２）、ＱＭＳＮＬＡＳ（配列番号３）、およびＡＱＮＬＥＬＰＬＴ
（配列番号４）を含む配列と少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
３つの相補性決定領域を有する軽鎖、ならびにＧＹＴＦＴＳＹＷＩＨ（配列番号６）、Ｌ
ＩＤＰＳＤＳＹＴＮＹＮＱＫＦＲＧ（配列番号７）、およびＳＤＰＴＧＣ（配列番号８）
を含む配列と少なくとも９９％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む３つの相補性決
定領域を有する重鎖を含み、その際、軽鎖の相補性ドメインおよび重鎖の相補性ドメイン
はＭａｃ－１結合能を保有する。
【００１５】
　フィブリンへのＭａｃ－１結合またはフィブリノゲンとのＭａｃ－１結合と関連する病
態の症状を緩和するための方法も提供し、この方法は、請求項１に記載の抗体をかかる緩
和が望まれる対象に、該対象における病態の症状を緩和するのに十分な量で投与すること
を含む。
本方法の様々な態様において、この対象はヒトである。様々な態様において、この病態に
は、多発性硬化症、脊髄損傷、アルツハイマー病、脳卒中、関節リウマチおよび癌が含ま
れる。
【００１６】
　上記の抗体および薬学的に許容される担体を含む医薬組成物も提供する。別の態様にお
いて、上記の抗体を含むキットを提供する。さらに別の態様において、フィブリンγ３７

７－３９５エピトープＣＫＫＴＴＭＫＩＩＰＦＮＲＬＴＩＧ（配列番号１８）、またはそ
の生物学的に活性のある誘導体をコードする核酸配列を含むベクターを提供する。別の態
様において、このベクターを含む細胞を提供する。
【００１７】
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　本発明のさらに別の態様において、フィブリンγ３７７－３９５エピトープ、またはそ
の生物学的に活性のある誘導体に免疫特異的に結合する抗体を作製する方法を提供し、こ
の方法は、請求項２３に記載の細胞の第１の投与量を対象に投与することを含み、その際
、この第１の投与量は、前記対象において免疫反応を起こすのに十分である。様々な態様
において、この方法は、さらに、前記細胞の第２の投与量を前記対象に投与するステップ
を含むことができ、その際、前記第２の投与量は、前記対象における免疫反応を起こすの
に十分である。様々な態様において、産生される抗体は、前記対象においてフィブリン／
Ｍａｃ－１結合を阻害する。
【００１８】
　別の態様において、Ｍａｃ－１受容体に結合し、Ｍａｃ-１受容体活性を調節するリガ
ンドをスクリーニングする方法を提供し、この方法は、（ａ）請求項１に記載の抗体を提
供すること；（ｂ）フィブリンγ３７７－３９５エピトープＣＫＫＴＴＭＫＩＩＰＦＮＲ
ＬＴＩＧ（配列番号１８）、またはその生物学的に活性のある誘導体を接触させ、抗体／
ポリペプチド複合体を形成させること；（ｃ）この抗体／ポリペプチド複合体を、候補化
合物を含む組成物と接触させること；および（ｄ）この候補化合物がこのモノクローナル
抗体に結合するか否かを決定することを含み、それによって、この候補化合物の結合が、
前記候補化合物はＭａｃ－１受容体活性を調節するリガンドであることを示す。
【００１９】
　本教示のこれらのおよび他の特徴、態様および利点は、以下の記載、実施例および添付
の特許請求の範囲を参照してより良く理解されるようになるであろう。
【００２０】
　当該技術者は、以下に記載の図が例証目的のみのためであることを理解するであろう。
これらの図は、決して、本教示の範囲を限定するようには意図されない。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】５９５ｎｍにおける吸光度測定によって評価し、Ｍａｃ－１に対する市販のブロ
ッキング抗体（Ｍ１／７０）と比較した時のモノクローナル抗体結合を示すグラフである
。
【図２】フィブリノゲンへのモノクローナル抗体結合を測定するＥＬＩＳＡの結果を示す
グラフである。
【図３】改変したフィブリンγ３７７－３９５エピトープに対するモノクローナル抗体５
Ｂ８が食作用を阻害することにおいて有効性が増加したことを示すグラフである。
【図４Ａ】抗体（Ａ）４Ｅ１１および（Ｂ）５Ｂ８に関連する臨床症状の最初の出現後の
ＰＬＰ　ＥＡＥにおける抗フィブリン抗体の投与のインビボ実験を示すグラフである。モ
ノクローナル抗体５Ｂ８は、再発時に抑制を示す。
【図４Ｂ】抗体（Ａ）４Ｅ１１および（Ｂ）５Ｂ８に関連する臨床症状の最初の出現後の
ＰＬＰ　ＥＡＥにおける抗フィブリン抗体の投与のインビボ実験を示すグラフである。モ
ノクローナル抗体５Ｂ８は、再発時に抑制を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　略語および定義
　特に定義しない限り、本発明に関連して使用する科学用語および専門用語は、一般に当
該技術者が理解する意味を有するものとする。さらに、特に文脈が必要としない限り、単
数用語は複数を含み、複数用語は単数を含むものとする。通常、本明細書に記載の細胞培
養および組織培養、分子生物学、タンパク質化学およびオリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチド化学、ならびにオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドハイブリダイゼー
ションに関連して利用される命名法およびそれらの技術は、当該技術分野で周知のもので
あり、一般に用いられているものである。標準的な技術を、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレ
オチド合成、組織培養および細胞形質転換に用いる。酵素反応および精製技術を、製造者
の仕様書に従って市販のキットを用いて行うか、または当該技術分野で一般に成し遂げら
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れるように、もしくは本明細書に記載の通りに行う。
【００２３】
　本発明の実行は、特に示さない限り、当該技術分野の範囲にある（組換え技術を含む）
分子生物学、微生物学、細胞生物学、生化学および免疫学の従来技術を使用する。かかる
技術は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ:Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ,
ｓｅｃｏｎｄ ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ.,１９８９）Ｃｏｌｄ Ｓｐ
ｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｐｒｅｓｓ;Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ（ＭＪ.Ｇａｉｔ,ｅｄ.,１９８４）;Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ,Ｈｕｍａｎａ Ｐｒｅｓｓ;Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ:Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
 Ｎｏｔｅｂｏｏｋ（Ｊ.Ｅ.Ｃｅｌｌｉｓ,ｅｄ.,１９９８）Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓ
ｓ;Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ.Ｉ.Ｆｒｅｓｈｎｅｙ,ｅｄ.,１９８７）
;Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｔｉｓｓｕｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｊ.
Ｐ.Ｍａｔｈｅｒ ａｎｄ Ｐ.Ｅ.Ｒｏｂｅｒｔｓ,１９９８）Ｐｌｅｎｕｍ Ｐｒｅｓｓ;Ｃ
ｅｌｌ ａｎｄ Ｔｉｓｓｕｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ:Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｏｃｅｄｕｒ
ｅｓ（Ａ.Ｄｏｙｌｅ,Ｊ.Ｂ.Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ,ａｎｄ Ｄ.Ｇ.Ｎｅｗｅｌｌ,ｅｄｓ.,
１９９３－１９９８）Ｊ.Ｗｉｌｅｙ ａｎｄ Ｓｏｎｓ；Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ,Ｉｎｃ.）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ ｏｆ Ｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｄ.Ｍ.Ｗｅｉｒ ａｎｄ ＣＣ.Ｂｌａｃｋ
ｗｅｌｌ,ｅｄｓ.）；Ｇｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｒ Ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ Ｍａｍｍａｌ
ｉａｎ Ｃｅｌｌｓ（Ｊ.Ｍ.Ｍｉｌｌｅｒ ａｎｄ Ｍ.Ｐ.Ｃａｌｏｓ,ｅｄｓ.,１９８７）
；Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ.
Ｍ.Ａｕｓｕｂｅｌ ｅｔ ａｌ.,ｅｄｓ.,１９８７）；ＰＣＲ：Ｔｈｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ,（Ｍｕｌｌｉｓ ｅｔ ａｌ.,ｅｄｓ.,１９９４）；
Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ.Ｅ.Ｃｏｌｉｇａ
ｎ ｅｔ ａｌ.,ｅｄｓ.,１９９１）；Ｓｈｏｒｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｗｉｌｅｙ ａｎｄ Ｓｏｎｓ,１９９９）；Ｉｍｍｕｎｏｂｉ
ｏｌｏｇｙ（ＣＡ.Ｊａｎｅｗａｙ ａｎｄ Ｐ.Ｔｒａｖｅｒｓ,１９９７）；Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ（Ｐ.Ｆｉｎｃｈ,１９９７）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａｐｒａｃｔｉｃａｌ
 ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｄ.Ｃａｔｔｙ.,ｅｄ.,ＩＲＬ Ｐｒｅｓｓ,１９８８－１９８９）；
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａｐｒａｃｔｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ
（Ｐ.Ｓｈｅｐｈｅｒｄ ａｎｄ Ｃ.Ｄｅａｎ,ｅｄｓ.,Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ Ｐｒｅｓｓ,２０００）；Ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ａ ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ ｍａｎｕａｌ（Ｅ.Ｈａｒｌｏｗ ａｎｄ Ｄ.Ｌａｎｅ（Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａ
ｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ,１９９９）；Ｔｈｅ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
（Ｍ.Ｚａｎｅｔｔｉ ａｎｄ Ｊ.Ｄ.Ｃａｐｒａ,ｅｄｓ.,Ｈａｒｗｏｏｄ Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ,１９９５）；およびＣａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ 
ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（Ｖ.Ｔ.ＤｅＶｉｔａ ｅｔ ａｌ.,ｅ
ｄｓ.,Ｊ.Ｂ.Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ Ｃｏｍｐａｎｙ,１９９３）などの文献で十分に説明
されている。
【００２４】
　本明細書に記載の抗体産生、ハイブリドーマ産生、分析化学、有機合成化学、医薬品化
学、および薬化学に関連して利用される命名法、ならびにそれらの実験手順および技術は
、当該技術分野で周知のものであり、一般に用いられているものである。標準的な技術が
、化学合成、化学分析、医薬品、製剤、および送達、ならびに患者の治療に用いられてい
る。
【００２５】
　本開示に従って利用するとおり、特に示さない限り、以下の用語は以下の意味を有する
ものと理解されるべきである。
【００２６】
　抗体：本明細書で使用する「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子および免疫グロ
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ブリン（Ｉｇ）分子の免疫学的に活性のある部分、すなわち、抗原に免疫学的に結合する
抗原結合部位を含む分子を指す。抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、
キメラ抗体、ｄＡｂ（ドメイン抗体）、一本鎖抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片およびＦ

（ａｂ’）２断片、一本鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）、ならびにＦａｂ発現ライブラリーが含
まれるが、これらに限定されない。基本的な抗体構造単位は４量体を含むことが知られて
いる。それぞれの４量体は２つの同一のポリペプチド鎖の対で構成され、それぞれの対は
、１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）および１つの「重」鎖（約５０～７０ｋＤａ）を有す
る。それぞれの鎖のアミノ末端部には、主に抗原認識に関わる約１００～１１０個以上の
アミノ酸の可変領域が含まれる。それぞれの鎖のカルボキシ末端部は、主にエフェクター
機能に関わる定常領域を規定する。一般に、ヒトから得られる抗体分子は、クラスＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤのいずれかに関係し、これらは、分子中に存在す
る重鎖の性質によって互いに異なる。いくつかのクラスは、その上、ＩｇＧ１およびＩｇ
Ｇ２などのサブクラスを有する。さらに、ヒトにおいて、軽鎖はκ鎖またはλ鎖であり得
る。
【００２７】
　モノクローナル抗体：本明細書で使用する「モノクローナル抗体」（Ｍａｂ）または「
モノクローナル抗体組成物」という用語は、特有の軽鎖遺伝子産物および特有の重鎖遺伝
子産物からなる１種のみを含む抗体の集団を指す。特に、この集団の全分子中のモノクロ
ーナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は同一である。ＭＡｂは、抗原に対する特有の結
合親和性によって特徴づけられる抗原の特定のエピトープに免疫学的に結合することがで
きる抗原結合部位を含む。
【００２８】
　抗原結合部位／結合部分：「抗原結合部位」または「結合部分」という用語は、抗原結
合に関与する抗体分子の部分を指す。抗原結合部位は、重鎖（「Ｈ」）および軽鎖（「Ｌ
」）のＮ末端可変（「Ｖ」）領域のアミノ酸残基によって形成される。「超可変領域」と
呼ばれる重鎖および軽鎖のＶ領域内の３つの高度に相違するストレッチは、「フレームワ
ーク領域」または「ＦＲ」として知られるより保存された隣接ストレッチの間に挿入され
ている。したがって、「ＦＲ」という用語は、自然界には、免疫グロブリンの超可変領域
の間、およびそれらに隣接して見られるアミノ酸配列を指す。抗体分子において、軽鎖の
３つの超可変領域および重鎖の３つの超可変領域は、３次元空間に互いに対して配置され
、抗原結合表面を形成する。この抗原結合表面は結合抗原の３次元表面と相補的であり、
重鎖および軽鎖のそれぞれの３つの超可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」
と呼ばれる。各ドメインへのアミノ酸の割当は、Ｋａｂａｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ 
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ（米国国立衛生
研究所、ベセスダ、メリーランド州（１９８７および１９９１））、またはＣｈｏｔｈｉ
ａ＆Ｌｅｓｋ Ｊ.Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.１９６：９０１－９１７（１９８７）,Ｃｈｏｔｈｉ
ａ ｅｔ ａｌ.Ｎａｔｕｒｅ ３４２：８７８－８８３（１９８９）の定義に従う。ＣＤＲ
の同定のための指針は、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ.ｂｉｏｉｎｆ.ｏｒｇ.ｕｋ／ａｂｓ／＃
ｃｄｒｉｄで利用できる。
【００２９】
　エピトープ：本明細書で使用する「エピトープ」という用語には、抗体またはＴ細胞受
容体に特異的に結合することができる抗原の任意のタンパク質決定基が含まれる。エピト
ープ決定基は、通常、アミノ酸または糖の側鎖などの分子の化学的に活性のある表面集団
からなり、通常、特定の３次元構造特性および特定の電荷特性を有する。例えば、抗体を
、ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端のペプチドに対して作ることができる。解離定数が
１μＭ以下、好ましくは、１００ｎＭ以下、最も好ましくは、１０ｎＭ以下である時に、
抗体は抗原に特異的に結合すると言われている。γ３７７－３９５エピトープＣＫＫＴＴ
Ｍ ＫＩＩＰＦＮＲＬＴＩＧ（配列番号１８）の生物活性のある誘導体は、当該技術者が
規定するとおりに特定することができる。例えば、Ｕｇａｒｏｖａ ｅｔ ａｌ.Ｉｄｅｎ
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 
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ｆｏｒ ｉｎｔｅｇｒｉｎ αＭβ２ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ γ－ｃｈａｉｎ ｏｆ ｆｉｂ
ｒｉｎｏｇｅｎ.Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ.１９９８；２７３：２２５１９－２２５２７；Ｕ
ｇａｒｏｖａ ｅｔ ａｌ.Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ ｂｙ ｌ
ｅｕｋｏｃｙｔｅ ｉｎｔｅｇｒｉｎｓ.Ａｎｎ Ｎ Ｙ Ａｃａｄ Ｓｃｉ.２００１；９３
６：３６８－３８５を参照されたい。
【００３０】
　免疫学的結合：本明細書で使用する「免疫学的結合」および「免疫学的結合特性」とい
う用語は、免疫グロブリン分子とこの免疫グロブリン分子に特異的な抗原との間で生じる
種類の非共有結合相互作用を指す。免疫学的結合相互作用の強さまたは親和性は、相互作
用の解離定数（Ｋｄ）を単位として表すことができ、その際、より低いＫｄはより高い親
和性を指す。選択したポリペプチドの免疫学的結合特性は、当該技術分野で周知の方法を
用いて定量化することができる。１つのかかる方法は、抗原結合部位／抗原複合体形成速
度および解離速度を測定することを伴い、その際、それらの速度は、両方向の速度に等し
く影響を及ぼす複合体パートナーの濃度、相互作用の親和性、幾何学的パラメータによっ
て決まる。したがって、「オン速度定数」（Ｋｏｎ）および「オフ速度定数」（Ｋｏｆｆ

）の両方は、濃度ならびに結合および解離の実際の速度の計算によって決定することがで
きる（Ｎａｔｕｒｅ ３６１：１８６－８７（１９９３）参照）。Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎの比
は、親和性に関係しない全てのパラメータの消去を可能にし、解離定数Ｋｄに等しい（一
般に、Ｄａｖｉｅｓ ｅｔ ａｌ.（１９９０）Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖ Ｂｉｏｃｈｅｍ ５９
：４３９－４７３参照）。本発明の抗体は、放射性リガンド結合アッセイまたは当該技術
者に知られる同様のアッセイなどのアッセイによって測定した時、平衡結合定数（Ｋｄ）
が１μＭ以下、好ましくは、１００ｎＭ以下、より好ましくは、１０ｎＭ以下、最も好ま
しくは、１００ｐＭ～約１ｐＭ以下である時に、フィブリノゲンγ３７７－３９５エピト
ープに特異的に結合すると言われている。
【００３１】
　フィブリンおよびフィブリノゲン：本明細書で使用する「フィブリン」および「フィブ
リノゲン」という用語は互換的に用いられ、Ｍａｃ－１結合能を保有するポリペプチド、
断片、または類似体を指す。フィブリノゲンはフィブリンの可溶性前駆体であり、共にγ
Ｃドメインおよび本発明のエピトープを保有する。
【００３２】
　単離ポリヌクレオチド：本明細書で使用する「単離ポリヌクレオチド」という用語は、
その起源により、「単離ポリヌクレオチド」が、（１）「単離ポリヌクレオチド」が自然
界で見られるポリヌクレオチドの全てまたは一部に結合していないか、（２）単離ポリヌ
クレオチドが自然界で連結されていないポリヌクレオチドに作動可能に連結されるか、ま
たは（３）より大きな配列の一部として自然界で生じないゲノム、ｃＤＮＡ、もしくは合
成起源またはそれらのある組み合わせのポリヌクレオチドを意味するものとする。
【００３３】
　単離タンパク質：本明細書で言及する「単離タンパク質」という用語は、その起源、ま
たは誘導体の供給源により、「単離タンパク質」が、（１）自然界に見られるタンパク質
に結合していないか、（２）同じ供給源の他のタンパク質を含まないか、（３）異なる種
の細胞によって発現されるか、または（４）自然界に生じないｃＤＮＡ、組換えＲＮＡ、
もしくは合成起源またはそれらのある組み合わせのタンパク質を意味する。
【００３４】
　ポリペプチド：「ポリペプチド」という用語を、天然タンパク質、タンパク質断片、ポ
リペプチド配列の断片または類似体を表すのに本明細書で使用する。天然タンパク質断片
および類似体は、ポリペチド属の種と考えられる。本発明によるポリペプチドの例として
、配列番号１として表される軽鎖免疫グロブリン分子および配列番号５として表される重
鎖免疫グロブリン分子、配列番号２、３、４、６、７および８として表されるＣＤＲ、重
鎖免疫グロブリン分子とκ軽鎖免疫グロブリン分子などの軽鎖免疫グロブリン分子との組
み合わせによって形成される抗体分子、逆もまた同じ、ならびにそれらの断片および類似
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体が挙げられる。
【００３５】
　自然界に存在する：本明細書で使用し、対象に適用される「自然界に存在する」という
用語は、対象を自然界に見出すことができるという事実を指す。例えば、（ウイルスを含
む）生物に存在し、自然界の供給源から単離することができ、実験室で人間によりまたは
別の方法で意図的に改変されていないポリペプチド配列またはポリヌクレオチド配列が自
然界に存在する。
【００３６】
　作動可能に連結される：本明細書で使用する「作動可能に連結される」という用語は、
そのように記載される成分の位置が、それらの意図された方法で成分を機能させることが
できる関係にあることを指す。コード配列に「作動可能に連結される」制御配列を、コー
ド配列の発現がこの制御配列に適合する条件下で達成されるように結合させる。
【００３７】
　制御配列：本明細書で使用する「制御配列」という用語は、それらが結合されるコード
配列の発現およびプロセシングをもたらすのに必要なポリヌクレオチド配列を指す。かか
る制御配列の性質は、宿主生物によって異なる。原核生物では、かかる制御配列には、一
般に、プロモーター、リボソーム結合部位、および転写終結配列が含まれる。真核生物で
は、一般に、かかる制御配列には、プロモーターおよび転写終結配列が含まれる。「制御
配列」という用語は、最低でも、その存在が発現およびプロセシングに重要である全成分
を含むことを意図し、かつその存在が、例えば、リーダー配列および融合パートナー配列
に都合がよい追加の成分も含むことができる。
【００３８】
　ポリヌクレオチド：本明細書で使用する「ポリヌクレオチド」という用語は、リボヌク
レオチドまたはデオキシリボヌクレオチドのいずれか一方の少なくとも１０塩基長のヌク
レオチドの高分子化合物、いずれかの種類のヌクレオチドの修飾型を意味する。この用語
には、ＤＮＡの１本鎖型および２本鎖型が含まれる。
【００３９】
　オリゴヌクレオチド：本明細書で使用するオリゴヌクレオチドという用語には、自然界
に存在するオリゴヌクレオチド結合および自然界に存在しないオリゴヌクレオチド結合に
よって共に連結される自然界に存在するヌクレオチド、および修飾されたヌクレオチドが
含まれる。オリゴヌクレオチドは、一般に、２００塩基以下の長さを含むポリヌクレオチ
ドサブセットである。好ましくは、オリゴヌクレオチドは１０～６０塩基長であり、最も
好ましくは、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０～４０塩基
長である。オリゴヌクレオチドは、例えば、遺伝子変異体の構築における使用については
２本鎖であり得るが、オリゴヌクレオチドは、通常、例えば、プローブについては１本鎖
である。本発明のオリゴヌクレオチドは、センスオリゴヌクレオチドまたはアンチセンス
オリゴヌクレオチドのいずれか一方である。
【００４０】
　自然界に存在するヌクレオチド：本明細書で使用する「自然界に存在するヌクレオチド
」という用語には、デオキシリボヌクレオチドおよびリボヌクレオチドが含まれる。本明
細書で言及する「修飾ヌクレオチド」という用語には、修飾または置換された糖基などを
有するヌクレオチドが含まれる。本明細書で言及する「オリゴヌクレオチド結合」という
用語には、ホスホロチオエート、ホスホロセレノエート（ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｓｅｌｅｒ
ｌｏａｔｅ）、ホスホロアニロチオエート（ｐｈｏｓｐｈｏｒｏａｎｉｌｏｔｈｉｏａｔ
ｅ）、およびホスホロアニラデート（ｐｈｏｓｈｏｒａｎｉｌａｄａｔｅ）などが含まれ
る。例えば、ＬａＰｌａｎｃｈｅ ｅｔ ａｌ．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．１４：９
０８１（１９８６）；Ｓｔｅｃ ｅｔ ａｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０６：６０
７７（１９８４），Ｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．１６：３２
０９（１９８８），Ｚｏｎ ｅｔ ａｌ．Ａｎｔｉ Ｃａｎｃｅｒ Ｄｒｕｇ Ｄｅｓｉｇｎ 
６：５３９（１９９１）；Ｚｏｎ ｅｔ ａｌ．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｎ
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ｄ Ａｎａｌｏｇｕｅｓ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ，ｐｐ．８７－１０
８（Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ，
Ｏｘｆｏｒｄ Ｅｎｇｌａｎｄ（１９９１））；Ｓｔｅｃらの米国特許第５，１５１，５
１０号；Ｕｈｌｍａｎｎ ａｎｄ Ｐｅｙｍａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ９０
：５４３（１９９０）を参照されたい。オリゴヌクレオチドは、必要であれば、検出のた
めの標識を含むことができる。
【００４１】
　選択的にハイブリダイズする：本明細書で使用する「選択的にハイブリダイズする」と
いう用語は、検出可能な程度に、および特異的に結合することを意味する。本発明による
ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドおよびそれらの断片は、非特異的核酸へのかなり
の量の検出可能な結合を最小限にするハイブリダイゼーション条件および洗浄条件下で核
酸鎖に選択的にハイブリダイズする。高ストリンジェンシー条件を用いて、当該技術分野
で知られ、本明細書で論じられるとおりの選択的ハイブリダイゼーション条件を達成する
ことができる。一般に、本発明のポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、および断片と
所望の核酸配列の間の核酸配列相同性は少なくとも８０％であり、より典型的には、相同
性が増加し、好ましくは、少なくとも８５％、９０％、９５％、９９％、および１００％
である。２つのアミノ酸配列は、それらの配列間で部分的または完全な同一性がある場合
、相同である。例えば、８５％の相同性は、２つの配列を最大整合で整列させた時、アミ
ノ酸の８５％が同一であることを意味する。（整合させる２つの配列のいずれか一方にお
ける）ギャップは最大整合の際に許され、５以下のギャップ長が好ましく、２以下がより
好ましい。あるいは、好ましくは、変異データマトリックスを有し、ギャップペナルティ
が６以上であるＡＬＩＧＮプログラムを用いて、２つのタンパク質配列（または少なくと
も３０個のアミノ酸長の配列に由来するポリペプチド配列）が（標準偏差単位において）
５を超えるアラインメントスコアを有する場合、この用語が本明細書で使用されるとおり
、それらのタンパク質配列は相同である。Ｄａｙｈｏｆｆ，Ｍ．Ｏ．，ｉｎ Ａｔｌａｓ 
ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｐｐ．１０１－１
１０（Ｖｏｌｕｍｅ ５，Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆ
ｏｕｎｄａｔｉｏｎ（１９７２））およびこの巻の捕捉２，ｐｐ．１－１０を参照された
い。ＡＬＩＧＮプログラムを用いて最適に整列させた時、２つの配列またはそれらの一部
は、より好ましくは、それらのアミノ酸が５０％以上同一である場合、相同である。本明
細書で使用する「一致する」という用語は、ポリヌクレオチド配列が参照ポリヌクレオチ
ド配列の全てまたは一部と相同である（すなわち、同一であるが、厳密に、進化的に関連
しない）ことを意味するか、またはポリヌクレオチド配列が参照ポリヌクレオチド配列と
同一であることを意味する。逆に、本明細書で使用する「相補的」という用語は、相補配
列が参照ポリヌクレオチド配列の全てまたは一部と相同であることを意味する。例として
、ヌクレオチド配列「ＴＡＴＡＣ」は参照配列「ＴＡＴＡＣ」と一致し、参照配列「ＧＴ
ＡＴＡ」に相補的である。
【００４２】
　以下の用語：「参照配列」、「比較ウィンドウ」、「配列同一性」、「配列同一性の割
合（％）」、および「実質的同一性」を用いて、２つ以上のポリヌクレオチド配列間また
はアミノ酸配列間の配列関係を記載する。
【００４３】
　参照配列：「参照配列」は、配列比較の基準として用いられる規定配列である。参照配
列は、例えば、配列表にのっている全長のｃＤＮＡ配列または遺伝子配列の断片としてよ
り大きな配列の一部であってもよく、または完全なｃＤＮＡ配列または遺伝子配列を含ん
でもよい。一般に、参照配列は、少なくとも１８個のヌクレオチドすなわち６個のアミノ
酸長であり、高頻度に、少なくとも２４個のヌクレオチドすなわち８個のアミノ酸長であ
り、少なくとも４８個のヌクレオチドすなわち１６個のアミノ酸長である場合が多い。２
つのポリヌクレオチドまたはアミノ酸配列は、それぞれ、（１）２つの分子間で似ている
配列（すなわち、完全なポリヌクレオチドまたはアミノ酸配列の一部）を含み得、（２）
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２つのポリヌクレオチド間またはアミノ酸配列間で相違する配列をさらに含み得るので、
２つ（以上）の分子間の配列比較は、典型的には、「比較ウィンドウ」上で２つの分子の
配列を比較し、配列類似性の局所的な領域を同定し、比較することによって行われる。
【００４４】
　比較ウィンドウ：本明細書で使用する「比較ウィンドウ」は、少なくとも１８個の隣接
ヌクレオチド位置すなわち６個のアミノ酸の概念的なセグメントを表し、ポリヌクレオチ
ド配列またはアミノ酸配列は、少なくとも１８個の隣接ヌクレオチドすなわち６個のアミ
ノ酸配列の参照配列と比較することができ、この比較ウィンドウ内のポリヌクレオチド配
列の一部は、２つの配列を最適にアラインメントし、（付加または欠失を含まない）参照
配列と比較した時に、２０％以下の付加、欠失、および置換など（すなわち、ギャップ）
を含んでもよい。比較ウィンドウを整列させるのに最適な配列のアラインメントは、Ｓｍ
ｉｔｈ ａｎｄ Ｗａｔｅｒｍａｎ Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１
）の局所的相同性アルゴリズム（ｌｏｃａｌ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）に
よって、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ Ｗｕｎｓｃｈ Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４
３（１９７０）の相同性アラインメントアルゴリズム（ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍ
ｅｎｔ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）によって、Ｐｅａｒｓｏｎ ａｎｄ Ｌｉｐｍａｎ Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（Ｕ．Ｓ．Ａ．）８５：２４４４（１９８８）の類似法
の検索によって、これらのアルゴリズム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓソフト
ウェアパッケージＲｅｌｅａｓｅ ７．０（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｃｏｍｐｕｔｅｒ Ｇｒｏ
ｕｐ，５７５ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｄｒ．，マジソン、ウィスコンシン州）、Ｇｅｎｅｗｏｒ
ｋｓ、またはＭａｃＶｅｃｔｏｒソフトウェアパッケージのＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、Ｆ
ＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）のコンピューターによる実行によって、または、点検に
よって行うことができ、様々な方法によって作成された最高の（すなわち、比較ウィンド
ウ上で最高の割合（％）の相同性をもたらす）アラインメントを選択する。
【００４５】
　配列同一性：「配列同一性」という用語は、比較ウィンドウ上で２つのポリヌクレオチ
ド配列またはアミノ酸配列が（すなわち、ヌクレオチド対ヌクレオチドまたは残基対残基
に基づいて）同一であることを意味する。「配列同一性の割合（％）」という用語は、比
較ウィンドウ上で２つの最適に整列させた配列を比較し、両方の配列において同一の核酸
塩基（例えば、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、ＵもしくはＩ）または残基が現れる位置の数を決定し、
整合した位置の数を得、整合した位置の数を比較ウィンドウ（すなわち、ウィンドウサイ
ズ）内の位置の合計数で割り算し、その結果に１００を掛けることによって計算され、配
列同一性の割合（％）を得る。本明細書で使用する「実質的同一性」という用語は、ポリ
ヌクレオチドまたはアミノ酸が、少なくとも１８個のヌクレオチド（６個のアミノ酸）の
位置の比較ウィンドウ上、高頻度に、少なくとも２４～４８個のヌクレオチド（８～１６
個のアミノ酸）の位置のウィンドウ上で参照配列と比較すると、少なくとも８５％の配列
同一性、好ましくは、少なくとも９０～９５％の配列同一性、より通常では、少なくとも
９９％の配列同一性を有する配列を含むポリヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の特徴
を意味し、配列同一性の割合（％）は、欠失または付加を含み得る配列と参照配列を比較
することによって計算され、比較ウィンドウ上の参照配列の合計で２０％以下になる。こ
の参照配列は、より大きな配列の一部であってもよい。
【００４６】
　アミノ酸；本明細書で使用する２０個の従来のアミノ酸およびそれらの略語は、従来の
使用に従う。Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ－Ａ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（２ｎｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ，
Ｅ．Ｓ．Ｇｏｌｕｂ ａｎｄ Ｄ．Ｒ．Ｇｒｅｎ，Ｅｄｓ．，Ｓｉｎａｕｅｒ Ａｓｓｏｃ
ｉａｔｅｓ，Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ Ｍａｓｓ．（１９９１））を参照されたい。この２
０個の従来のアミノ酸の立体異性体（例えば、Ｄ－アミノ酸）、α－，α－二置換アミノ
酸などの不自然なアミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳酸、および他の特殊なアミノ酸も
、本発明のポリペプチドの適切な成分であり得る。特殊なアミノ酸の例として、４－ヒド
ロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸、ε－Ｎ，Ｎ,Ｎ－トリメチルリジン、ε



(14) JP 2013-506425 A 2013.2.28

10

20

30

40

50

－Ｎ－アセチルリジン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニ
ン、３－メチルヒスチジン、５－ヒドロキシリジン、α－Ｎ－メチルアルギニン、ならび
に他の類似のアミノ酸およびイミノ酸（例えば、４－ヒドロキシプロリン）が挙げられる
。本明細書で使用するポリペプチド記号において、標準的な使用および慣習にしたがって
、左手方向はアミノ末端方向であり、右手方向はカルボキシ末端方向である。同様に、特
に特定しない限り、１本鎖ポリヌクレオチド配列の左手末端は５’末端であり、２本鎖ポ
リヌクレオチド配列の左手方向は５’方向と呼ばれる。新生ＲＮＡ転写物の５’から３’
方向の付加は転写方向と呼ばれ、このＲＮＡと同じ配列を有するＤＮＡ鎖上の配列領域お
よびこのＲＮＡ転写物の５’末端に対して５’側にある配列領域は「上流配列」と呼ばれ
、このＲＮＡと同じ配列を有するＤＮＡ鎖上の配列領域およびこのＲＮＡ転写物の３’末
端に対して３’側にある配列領域は「下流配列」と呼ばれる。
【００４７】
　実質的同一性：ポリペプチドに適用する「実質的同一性」という用語は、デフォルトギ
ャップウェイト（ｇａｐ ｗｅｉｇｈｔ）を用いるＧＡＰまたはＢＥＳＴＦＩＴプログラ
ムなどによって最適に整列させた時に、２つのペプチド配列が、少なくとも８０％の配列
同一性、好ましくは、少なくとも９０％の配列同一性、より好ましくは、少なくとも９５
％の配列同一性、最も好ましくは、少なくとも９９％の配列同一性を共有することを意味
する。好ましくは、同一ではない残基の位置は、保存的アミノ酸置換によって異なる。保
存的アミノ酸置換は、類似の側鎖を有する残基の互換性を指す。例えば、脂肪族側鎖を有
するアミノ酸のグループは、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロイシ
ンであり；脂肪族ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸のグループは、セリンおよびスレオ
ニンであり；アミド含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、アスパラギンおよびグルタ
ミンであり；芳香族側鎖を有するアミノ酸のグループは、フェニルアラニン、チロシン、
およびトリプトファンであり；塩基性側鎖を有するアミノ酸のグループは、リジン、アル
ギニン、およびヒスチジンであり；硫黄含有側鎖を有するアミノ酸のグループは、システ
インおよびメチオニンである。好ましい保存的アミノ酸置換のグループは、バリン－ロイ
シン－イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バ
リン、グルタミン酸－アスパラギン酸、およびアスパラギン－グルタミンである。
【００４８】
　本明細書で論じたように、本発明に包含される抗体または免疫グロブリン分子のアミノ
酸配列の変化は、アミノ酸配列の変化が少なくとも７５％、より好ましくは、少なくとも
８０％、９０％、９５％、最も好ましくは、９９％を維持するという条件で企図される。
７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、
８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、
９５％、９６％、９７％、９８％、および９９％などの特定の中間の割合の配列同一性が
含まれる。特に、保存的アミノ酸置換が企図される。保存的置換は、それらの側鎖に関連
するアミノ酸のファミリーの中で起こる置換である。一般に、遺伝的にコードされるアミ
ノ酸は以下のファミリーに分けられる：（１）酸性アミノ酸は、アスパラギン酸、グルタ
ミン酸であり、（２）塩基性アミノ酸は、リジン、アルギニン、ヒスチジンであり、（３
）非極性アミノ酸は、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニル
アラニン、メチオニン、トリプトファン、（４）非電荷極性アミノ酸は、グリシン、アス
パラギン、グルタミン、システイン、セリン、スレオニン、チロシンである。親水性アミ
ノ酸には、アルギニン、アスパラギン、アスパラギン酸、グルタミン、グルタミン酸、ヒ
スチジン、リジン、セリン、およびスレオニンが含まれる。疎水性アミノ酸には、アラニ
ン、システイン、イソロイシン、ロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、
トリプトファン、チロシンおよびバリンが含まれています。他のファミリーのアミノ酸に
は、（ｉ）脂肪族ヒドロキシファミリーであるセリンおよびスレオニン；（ｉｉ）アミド
含有ファミリーであるアスパラギンおよびグルタミン；（ｉｉｉ）脂肪族ファミリーであ
るアラニン、バリン、ロイシンおよびイソロイシン；（ｉｖ）芳香族ファミリーであるフ
ェニルアラニン、トリプトファン、およびチロシンが含まれる。例えば、特に、置換がフ
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レームワーク部位内のアミノ酸に関与しない場合、ロイシンのイソロイシンまたはバリン
との単離置換（ｉｓｏｌａｔｅｄ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、アスパラギン酸のグルタ
ミン酸との単離置換、スレオニンのセリンとの単離置換、またはアミノ酸の構造的に関連
するアミノ酸との類似置換が、得られた分子の結合または特性に大きな影響を及ぼさない
であろうと予想することは合理的である。アミノ酸変化が機能的ペプチドをもたらすか否
かは、ポリペプチド誘導体の比活性を評価することによって容易に決定することができる
。アッセイについて、本明細書に詳細に記載する。抗体の断片もしくは類似体または免疫
グロブリン分子の断片もしくは類似体は、当該技術者が容易に調製することができる。断
片または類似体の好ましいアミノ末端およびカルボキシ末端は、機能的ドメインの境界の
近くに生じる。構造ドメインおよび機能ドメインは、ヌクレオチド配列および／またはア
ミノ酸配列のデータと、公共の配列データベースもしくは所有権のある配列データベース
とを比較することによって同定することができる。好ましくは、コンピューターによる比
較法を用いて、既知の構造および／または機能を有する他のタンパク質に存在する配列モ
チーフまたは予測タンパク質構造ドメインを同定する。既知の３次元構造に折り畳まれる
タンパク質配列を同定する方法が知られている（Ｂｏｗｉｅ ｅｔ ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ
 ２５３：１６４（１９９１））。したがって、前述の例は、当該技術者が、本発明によ
る構造ドメインおよび機能ドメインを定義するのに用いることができる配列モチーフおよ
び高次構造を認識することができることを示す。
【００４９】
　好ましいアミノ酸置換は、（１）タンパク質分解に対する感受性を低下させる、（２）
酸化に対する感受性を低下させる、（３）タンパク質複合体を形成するために結合親和性
を変える、（４）結合親和性を変える、（４）かかる類似体の他の物理化学的特性または
機能的特性を与えるか、変更する置換である。類似体には、自然界に存在するペプチド配
列以外の配列の様々な変異タンパク質が含まれ得る。例えば、１つのまたは複数のアミノ
酸置換（好ましくは、保存的アミノ酸置換）が、自然界に存在する配列の中で（好ましく
は、ドメイン（複数可）を形成する分子間接触の外側のポリペプチドの部分において）行
われ得る。保存的アミノ酸置換は、親配列の構造的特徴を実質的に変化させるべきではな
い（例えば、置換アミノ酸は、親配列に存在するヘリックスを破損させるか、または親配
列を特徴づける他の種類の２次構造を破壊する傾向にあるべきではない）。当該技術分野
で認められるポリペプチドの２次構造および３次構造の例については、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ（Ｃｒｅｉ
ｇｈｔｏｎ，Ｅｄ．，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ Ｙｏｒ
ｋ（１９８４））；Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ（Ｃ．Ｂｒａｎｄｅｎ ａｎｄ Ｊ．Ｔｏｏｚｅ，ｅｄｓ．，Ｇａｒｌａｎｄ Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９９１））；およびＴｈｏｒｎｔｏｎ ｅ
ｔ ａｔ．Ｎａｔｕｒｅ ３５４：１０５（１９９１）に記載されている。
【００５０】
　ポリペプチド断片：本明細書で使用する「ポリペプチド断片」という用語は、アミノ末
端および／またはカルボキシ末端の欠失を有するが、残りのアミノ酸配列は、例えば、全
長ｃＤＮＡ配列から推定される自然界に存在する配列中の対応する位置と同一であるポリ
ペプチドを指す。典型的には、断片は、少なくとも５、６、８または１０個のアミノ酸長
、好ましくは、少なくとも１４個のアミノ酸長、より好ましくは少なくとも２０個のアミ
ノ酸長、通常、少なくとも５０個のアミノ酸長、さらに好ましくは、少なくとも７０個の
アミノ酸長である。本明細書で使用する「類似体」という用語は、推定アミノ酸配列の一
部と実質的同一性を有する少なくとも５個のアミノ酸のセグメントで構成され、かつ適切
な結合条件下で、フィブリンγ３７７－３９５エピトープ、ＣＫＫＴＴＭＫＩＩＰＦＮＲ
ＬＴＩＧ（配列番号１８）、またはその生物学的に活性のある誘導体への特異的結合を有
するポリペプチドを指す。典型的には、ポリペプチド類似体は、自然界に存在する配列に
関して保存的アミノ酸置換（または付加もしくは欠失）を含む。典型的には、類似体は、
少なくとも５個のアミノ酸長、好ましくは少なくとも１０個以上のアミノ酸長であり、多
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くの場合、自然界に存在する全長ポリペプチドと同じくらい長いことがあり得る。
【００５１】
　ペプチド類似体は、一般に、鋳型ペプチドの特性に類似している特性を有する非ペプチ
ド薬として医薬産業において使用されている。これらの種類の非ペプチド化合物は、「ペ
プチド模倣薬（ｐｅｐｔｉｄｅ ｍｉｍｅｔｉｃ）」または「ペプチド模倣薬（ｐｅｐｔ
ｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃ）」と呼ばれている（Ｆａｕｃｈｅｒｅ，Ｊ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ 
Ｒｅｓ．１５：２９（１９８６），Ｖｅｂｅｒ ａｎｄ Ｆｒｅｉｄｉｎｇｅｒ ＴＩＮＳ 
ｐ．３９２（１９８５）；およびＥｖａｎｓ ｅｔ ａｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３０：
１２２９（１９８７））。このような化合物は、コンピューター処理された分子モデリン
グを活用して開発される場合が多い。治療に有用なペプチドと構造的に似ているペプチド
模倣薬を用いて、同等の治療効果または予防効果をもたらすことができる。一般に、ペプ
チド模倣薬は、ヒト抗体などのパラダイムポリペプチド（すなわち、生化学的特性または
薬理活性を有するポリペプチド）に構造的に似ているが、当該技術分野で周知の方法によ
って、－ＣＨ２ＮＨ－、－ＣＨ２Ｓ－、－ＣＨ２－ＣＨ２－、－ＣＨ＝ＣＨ－（シスおよ
びトランス）、－ＣＯＣＨ２－、ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２－、および－ＣＨ２ＳＯ－からなる
群から選択される結合によって任意に置換される１つまたは複数のペプチド結合を有する
。コンセンサス配列の１つまたは複数のアミノ酸と、同じ種類のＤ－アミノ酸との系統的
置換（例えば、Ｌ－リジンのかわりにＤ－リジン）を用いて、より安定なペプチドを作製
することができる。さらに、コンセンサス配列または実質的に同一であるコンセンサス配
列の変異を含む限定されたペプチドを、当該技術分野で周知の方法によって（Ｒｉｚｏ 
ａｎｄ Ｇｉｅｒａｓｃｈ Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６１：３８７（１９９２）
）；例えば、ペプチドを環化する分子内ジスルフィド架橋を形成することができる内部シ
ステイン残基を付加することによって）作製することができる。
【００５２】
　薬剤：本明細書で使用する「薬剤」という用語は、化合物、化合物の混合物、生体高分
子、または生物材料で作られた抽出物を示す。
【００５３】
　標識：本明細書で使用する「標識」または「標識された」という用語は、検出可能なマ
ーカーの組込みを表し、例えば、標識されたアビジン（例えば、光学法または熱量測定法
によって検出することができる蛍光マーカーまたは酵素活性を含むストレプトアビジン）
によって検出することができるビオチニル部分のポリペプチドへの放射標識アミノ酸の組
込み、またはそのポリペプチドへの付着を指す。特定の状況において、標識またはマーカ
ーも治療的であり得る。ポリペプチドおよび糖タンパク質を標識する様々な方法が当該技
術分野で周知であり、使用され得る。ポリペプチドの標識の例として、以下のものが挙げ
られるが、これらに限定されない：放射性同位体または放射性核種（例えば、３Ｈ、１４

Ｃ、１５Ｎ、３５Ｓ、９０Ｙ、９９Ｔｃ、１１ｌＩｎ、１２５Ｉ、１３１Ｉ）、蛍光標識
（例えば、ＦＩＴＣ、ローダミン、リン酸ランタニド）、酵素標識（例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、ｐ－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ）
、化学発光、ビオチニル基、２次レポーター（例えば、ロイシンジッパーペア配列、２次
抗体の結合部位、金属結合ドメイン、エピトープタグ）によって認識される規定のポリペ
プチドエピトープ。いくつかの実施形態において、標識を、潜在的な立体障害を低下させ
る様々な長さのスペーサーアームによって結合する。
【００５４】
　医薬品または薬物：本明細書で使用する「医薬品」または「薬物」という用語は、患者
に適切に投与した時に、所望の治療効果を引き起こすことができる化合物または組成物を
指す。
【００５５】
　Ｔｈｅ ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｅ
ｒｍｓ（Ｐａｒｋｅｒ，Ｓ．，Ｅｄ．，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｓａｎ Ｆｒａｎｃｉ
ｓｃｏ（１９８５））によって例証されるとおり、他の化学用語を、当該技術分野におけ
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る従来の使用に従って本明細書で使用する。
【００５６】
　実質的に純粋：本明細書で使用する「実質的に純粋」という用語は、対象種が存在する
優勢種である（すなわち、モル基準で、対象の種が、組成物中の任意の他の個々の種より
も豊富である）ことを意味し、好ましくは、実質的精製画分は、対象種が、存在する全高
分子種の（モル基準で）少なくとも約５０％を構成する組成物である。一般に、実質的に
純粋な組成物は、組成物中に存在する全高分子種の約８０％を超えて、より好ましくは、
約８５％、９０％、９５％、および９９％を超えて構成する。最も好ましくは、対象種が
基本的に均一になるまで精製され（従来の検出法により、混入物種を組成物中に検出する
ことができず）、その中の組成物は、基本的に単一高分子種からなる。
【００５７】
　患者：本明細書で使用する患者という用語には、ヒトおよび動物の対象が含まれる。
【００５８】
　モノクローナル抗体
　本発明は、フィブリノゲン－Ｍａｃ－１結合を阻害するモノクローナル抗体を提供する
。特に、本発明は、フィブリンおよびフィブリノゲンのγＣドメインのγ３７７－３９５

エピトープに特異的に結合するモノクローナル抗体を提供する。本発明は、フィブリンお
よびフィブリノゲンのγＣドメインのγ１９０－２０２エピトープに結合する抗体も提供
する。かかる抗体は、血液凝固におけるその有益な効果に影響を与えることなく、神経系
におけるフィブリンの損傷作用を阻止する。これらのモノクローナル抗体は、ＭＳ斑およ
び特定の癌の形成を阻止することができる。本発明の例示的な抗体には、例えば、（γ３

７７－３９５エピトープを標的にする）５Ｂ８抗体が含まれる。さらに、本発明の抗体に
は、例えば、（γ１９０－２０２エピトープを標的にする）１Ｅ３抗体が含まれる。５Ｂ
８抗体に関連する様々なポリヌクレオチド配列およびポリペプチド配列、およびかかる配
列の使用を本明細書に提供する。これらの配列には、５Ｂ８軽鎖アミノ酸配列（配列番号
１）、３つの軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列（ＣＤＲ－Ｌ１、配列番号２；ＣＤＲ－Ｌ２、配列
番号３；およびＣＤＲ－Ｌ３、配列番号４）、重鎖アミノ酸配列（配列番号５）、３つの
重鎖ＣＤＲアミノ酸配列（ＣＤＲ－Ｈ１、配列番号６；ＣＤＲ－Ｈ２、配列番号７；およ
びＣＤＲ－Ｈ３、配列番号８）、軽鎖ヌクレオチド配列（配列番号９）、重鎖ヌクレオチ
ド配列（配列番号１０）、３つの軽鎖ＣＤＲのヌクレオチド配列（ＣＤＲ－Ｌ１、配列番
号１１；ＣＤＲ－Ｌ２、配列番号１２；およびＣＤＲ－Ｌ３、配列番号１３）、ならびに
３つの重鎖ＣＤＲのヌクレオチド配列（ＣＤＲ－Ｈ１、配列番号１４；ＣＤＲ－Ｈ２、配
列番号１５；およびＣＤＲ－Ｈ３、配列番号１６）が含まれる。
【００５９】
　本発明のモノクローナル抗体は、インビトロおよびインビボで食作用を阻害し、インビ
トロおよびインビボでサイトカイン放出およびマクロファージ活性化を阻止し、インビト
ロおよびインビボでミクログリア活性化を阻止し、インビトロおよびインビボで炎症性脱
髄を阻止し、実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）、多発性硬化症の動物モデルにおける
臨床症状を阻止する能力を有する。例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ２００７／０３８４０７を参
照されたく、これは参照によりその全体が本明細書に組込まれる。当該技術者は、本発明
のモノクローナル抗体が癌にも影響を与えることができることも認識するであろう。例え
ば、ＰＣＴ公開ＷＯ２００７／０２４８１７を参照されたく、これは参照によりその全体
が本明細書に組込まれる。さらに、かかるモノクローナル抗体は、関節リウマチ、脊髄損
傷、アルツハイマー病、および脳卒中を含む損傷組織からのフィブリノゲン漏出に関わる
疾患の治療に使用できる。例えば、Ｆｌｉｃｋ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓ
ｔｉｇａｔｉｏｎ，２００７，１１７，１１：３２２４－３２３５；Ａｋａｓｓｏｇｌｏ
ｕ ｅｔ ａｌ．，２００２，Ｎｅｕｒｏｎ，３３：８６１－８７５；Ａｋａｓｓｏｇｌｏ
ｕ　ｅｔ ａｌ．，２００４，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１０１
：６６９８－６７０３；Ａｄａｍｓ　ｅｔ ａｌ．，２００７，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，
３５：２４２８－３４を参照されたい。本発明のモノクローナル抗体は、血液凝固に影響
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を及ぼす化合物とは異なり、血液凝固においてフィブリノゲンの有益な効果を維持するの
と同時に、対象の脳および他の場所でフィブリノゲンの炎症促進性作用を低下させること
に留意すべきである。
【００６０】
　本明細書に記載の抗体と同じエピトープに結合する抗体も本発明に含まれる。当該技術
者は、過度な実験を行うことなく、モノクローナル抗体は、フィブリンγＣドメインのγ
３７７－３９５エピトープまたはγ１９０－２０２エピトープへ本発明のモノクローナル
抗体が結合するのを阻止するか否かを確認することによって、モノクローナル抗体が本発
明のモノクローナル抗体と同じ特異性を有するか否かを決定することが可能であると認識
するであろう。本発明のモノクローナル抗体による結合の減少によって示されるように、
試験されているモノクローナル抗体が本発明のモノクローナル抗体と競合する場合、これ
ら２つのモノクローナル抗体は同じエピトープに結合するか、または密接に関連するエピ
トープに結合する可能性がある。本発明のモノクローナル抗体のスクリーニングを、全長
フィブリノゲンポリペプチドにおけるＭａｃ－１受容体によるミクログリア接着を阻止す
る能力を測定することによって実行することができる。かかるスクリーニングの例を本明
細書に提供する。
【００６１】
　当該技術分野で周知の様々な手順を、フィブリノゲン－Ｍａｃ－１結合に対する、また
はそれらの誘導体、断片、類似体、相同体もしくはオルソログに対して作られるポリクロ
ーナル抗体またはモノクローナル抗体の産生のために使用することができる（例えば、上
記の抗体：実験マニュアル参照）。
【００６２】
　抗体を、主に、免疫血清のＩｇＧ画分をもたらすプロテインＡまたはプロテインＧを用
いる親和性クロマトグラフィーなどの周知の技術により精製する。その後、または別の方
法として、探究されている免疫グロブリンの標的である特異的抗原、またはそのエピトー
プをカラムに固定化し、免疫親和性クロマトグラフィーによって免疫特異的抗体を精製す
ることができる。
【００６３】
　本発明の抗体（例えば、５Ｂ８および１Ｅ３）はモノクローナル抗体である。フィブリ
ノゲン／Ｍａｃ－１結合を阻害するモノクローナル抗体を、例えば、ペプチド抗原で免疫
した動物から得たクローンによって作製する。細胞株を、この免疫動物のＢ細胞と骨髄腫
細胞を融合させることによって産生する。抗体を、インビトロで培地からまたはマウスの
腹水産生からのいずれかにより精製する。抗体産生法も、以下の実施例の欄に提供する。
【００６４】
　モノクローナル抗体を、例えば、Ｋｏｈｌｅｒ ａｎｄ Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒ
ｅ，２５６：４９５（１９７５）に記載される方法などのハイブリドーマ法を用いて調製
する。ハイブリドーマ法において、典型的には、マウス、ハムスター、または他の適切な
宿主動物を免疫剤で免疫し、この免疫剤に特異的に結合する抗体を産生させるか、または
産生させることができるリンパ球を誘発する。あるいは、これらのリンパ球をインビトロ
で免疫することができる。
【００６５】
　この免疫剤には、典型的には、タンパク質抗原、その断片、またはその融合タンパク質
が含まれる。一般に、ヒト由来の細胞が望まれる場合は、末梢血リンパ球が用いられるか
、またはヒトではない哺乳類源が望まれる場合は、脾臓細胞またはリンパ節細胞が用いら
れる。その後、これらのリンパ球を、ポリエチレングリコールなどの適切な融剤を用いて
、不死化細胞株と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成させる（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ
，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ，（１９８６）ｐｐ．５９－１０３）。不死化細胞株は
、通常、形質転換した哺乳類細胞、特に、げっ歯類、牛およびヒト由来のミエローマ細胞
である。通常、ラットまたはマウスのミエローマ細胞が用いられる。これらのハイブリド
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ーマ細胞を、好ましくは、融合していない不死化細胞の増殖または生存を阻害する１種類
または複数の物質を含む適切な培地で培養することができる。例えば、親細胞が、ヒポキ
サンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を欠
く場合、ハイブリドーマの培地には、典型的には、ヒポキサンチン、アミノプテリン、お
よびチミジンが含まれ（「ＨＡＴ培地」）、これらの物質はＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を
阻止する。
【００６６】
　好ましい不死化細胞株は、効率的に融合し、選択される抗体産生細胞によって抗体の安
定な高レベル発現を支持し、ＨＡＴ培地などの培地に感受性のある細胞株である。より好
ましい不死化細胞株は、例えば、ソーク研究所細胞分配センター（Ｓａｌｋ Ｉｎｓｔｉ
ｔｕｔｅ Ｃｅｌｌ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ）、サンディエゴ、カリフ
ォルニア州およびアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バージ
ニア州から入手することができるマウスの骨髄腫株である。モノクローナル抗体産生のた
めのヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞株についても記載されている（Ｋｏｚ
ｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ ｅｔ 
ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，
Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，（１９８７）ｐｐ．５１－６３）参照）。
【００６７】
　その後、ハイブリドーマ細胞を培養する培地を、抗原に対して作られたモノクローナル
抗体の存在についてアッセイすることができる。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によっ
て産生されるモノクローナル抗体の結合特性を、免疫沈降法によって、または放射免疫測
定法（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ結合アッ
セイによって決定する。かかる技術およびアッセイは当該技術分野で周知である。このモ
ノクローナル抗体の結合親和性を、例えば、Ｍｕｎｓｏｎ ａｎｄ Ｐｏｌｌａｒｄ，Ａｎ
ａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）；Ｐａｔｒｏｎｏ，Ｃ．ａｎｄ 
Ｐｅｓｋａｒ，Ｂ．Ａ．（ｅｄｓ）Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｉｎ Ｂａｓｉｃ
 ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ．Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，Ｓｐｒ
ｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、１９８７；Ｄｗｅｎｇｅｒ，Ａ．Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ：Ａｎ Ｏｖｅｒｖｉｅｗ．Ｊ Ｃｌｉｎ Ｂｉｏｃｈｅｍ ２２：８８３、１９８
４のスキャッチャード分析によって決定することができる。さらに、モノクローナル抗体
の治療への応用では、標的抗原に対する高度の特異性および高い結合親和性を有する抗体
を同定することが重要である。
【００６８】
　所望のハイブリドーマ細胞を同定した後、これらのクローンを、限外希釈法によってサ
ブクローニングし、標準法によって増殖させることができる（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ，
Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ，（１９８６）ｐｐ．５９－１０３参照）。この目的のた
めの適切な培地には、例えば、ダルベッコ改変イーグル培地およびＲＰＭＩ－１６４０培
地が含まれる。もう一つの方法として、これらのハイブリドーマ細胞を、哺乳類の腹水と
してインビボで増殖させることができる。
【００６９】
　サブクローンが分泌するモノクローナル抗体を、例えば、プロテインＡ－セファロース
、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、または親和性クロ
マトグラフィーなどの従来の免疫グロブリン精製法により、培地もしくは腹水の液体から
単離するか、または精製することができる。
【００７０】
　モノクローナル抗体を、米国特許第４，８１６，５６７号に記載の方法などの組換えＤ
ＮＡ法によって作製することもできる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡ
を、従来の手順を用いて（例えば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特
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異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いることによって）容易に
単離し、配列決定することができる。例えば、配列番号９および１０は、本発明の５Ｂ８
モノクローナル抗体のヌクレオチド配列を提供する。本発明のハイブリドーマ細胞は、か
かるＤＮＡの好ましい供給源として役立つ。単離した時点で、このＤＮＡを発現ベクター
に入れ、その後、これを、別の方法で免疫グロブリンタンパク質を産生しないサルのＣＯ
Ｓ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞などの宿主細胞
にトランスフェクトし、組換え宿主細胞内でモノクローナル抗体を合成することができる
。このＤＮＡを、例えば、マウスの相同配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖の定常ドメイ
ンのコード配列を置換することによって（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉ
ｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ ３６８，８１２－１３（１９９４）参照）、または免疫グロブリ
ンコード配列もしくは非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部と共有結合させ
ることによって改変することもできる。かかる非免疫グロブリンポリペプチドを、本発明
の抗体の定常ドメインと置換するか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ド
メインと置換して、キメラ二価抗体を作ることができる。
【００７１】
　完全ヒト抗体は、ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の全配列がヒト遺伝子に由来する
抗体分子である。かかる抗体を、本明細書で「ヒト抗体」、または「完全ヒト抗体」と呼
ぶ。モノクローナル抗体を、トリオーマ技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂ
ｏｒ，ｅｔ ａｌ．，１９８３ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｔｏｄａｙ ４：７２参照）；ＥＢＶハイ
ブリドーマ技術を用いることによって調製し、モノクローナル抗体を産生することができ
る（Ｃｏｌｅ，ｅｔ ａｌ．，１９８５ Ｉｎ：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ ａｎｄ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，ｐｐ．
７７－９６参照）。モノクローナル抗体を利用してもよく、ヒトハイブリドーマ（Ｃｏｔ
ｅ，ｅｔ ａｌ．，１９８３．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ ８０：２０２
６－２０３０参照）を用いることによって、またはインビトロでエプスタイン・バーウイ
ルスによりヒトＢ細胞を形質転換することによって（Ｃｏｌｅ，ｅｔ ａｌ．，１９８５ 
Ｉｎ：Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒａｐ
ｙ，Ａｌａｎ Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，ｐｐ．７７－９６参照）産生してもよい。
【００７２】
　さらに、ヒト抗体を、ファージディスプレイライブラリーを含む追加の技術を用いて産
生することもできる（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ ａｎｄ Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．，２２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
，２２２：５８１（１９９１）参照）。同様に、ヒト抗体を、トランスジェニック動物、
例えば、内在性免疫グロブリン遺伝子が部分的にまたは完全に不活性化されたマウスにヒ
ト免疫グロブリン座位を導入することによって作製することができる。負荷の際、遺伝子
再配列、構築、および抗体レパートリーを含む全ての点で、ヒトで見られる抗体によく似
ているヒト抗体産生を観察する。この方法については、例えば、米国特許第５，５４５，
８０７号、同第５，５４５，８０６号、同第５，５６９，８２５号、同第５，６２５，１
２６号、同第５，６３３，４２５号、同第５，６６１，０１６号、およびＭａｒｋｓ ｅ
ｔ ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １０，７７９－７８３（１９９２）；Ｌｏｎ
ｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ ３６８ ８５６－８５９（１９９４）；Ｍｏｒｒｉ
ｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ ３６８，８１２－１３（１９９４）；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ ｅｔ ａ
ｌ，Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １４，８４５－５１（１９９６）；Ｎｅ
ｕｂｅｒｇｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ １４，８２６（１９９６）
；ならびにＬｏｎｂｅｒｇ ａｎｄ Ｈｕｓｚａｒ，Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１３ ６５－９３（１９９５）に記載されている。
【００７３】
　ヒト抗体を、さらに、抗原による負荷に反応して、動物の内在性抗体以外の完全ヒト抗
体を産生するために改変したヒトではないトランスジェニック動物を用いて産生してもよ
い。かかる動物において、ヒトではない宿主の重鎖および軽鎖免疫グロブリンをコードす
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る内在性遺伝子を無能力化し、ヒト重鎖および軽鎖免疫グロブリンをコードする活性遺伝
子座をこの宿主のゲノムに挿入する。例えば、配列番号１１～１６は、モノクローナル抗
体５Ｂ８の３つの軽鎖ＣＤＲおよび３つの重鎖ＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を提
供する。これらのヒト遺伝子を、例えば、必要なヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染
色体を用いて組込む。その後、改変を全て含まない中間のトランスジェニック動物を交雑
することによって、全ての所望の改変をもたらす動物を子孫として得る。ヒトではないか
かる動物の例として、Ａｍｇｅｎ社（Ｔｈｏｕｓａｎｄ Ｏａｋｓ，ＣＡ）によって提供
されるＸｅｎｏｍｏｕｓｅ（登録商標）と名付けられたマウスが挙げられる。この動物は
、十分にヒト免疫グロブリンを分泌するＢ細胞を産生する。これらの抗体は、所望の免疫
原で免疫した後に、例えば、ポリクローナル抗体の調製物として動物から直接取得するか
、またはもう１つの方法として、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマなどの動
物由来の不死化Ｂ細胞から取得することができる。さらに、ヒト可変領域を有する免疫グ
ロブリンをコードする遺伝子を回収し、発現させて、直接抗体を取得するか、またはさら
に改変して、例えば、１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子などの抗体の類似体を取得することが
できる。
【００７４】
　内在性免疫グロブリン重鎖の発現を欠く、マウスが例となるヒトではない宿主を作製す
る方法の例は、米国特許第５，９３９，５９８号に開示されている。この宿主は、胚性幹
細胞内で少なくとも１つの内在性重鎖遺伝子座からＪセグメント遺伝子を欠失させ、この
遺伝子座の再配列を阻止し、再配列された免疫グロブリン重鎖遺伝子座の転写物の形成を
阻止すること（この欠失は、選択マーカーをコードする遺伝子を含む標的ベクターによっ
てもたらされる）、ならびに、その体細胞および生殖細胞が選択マーカーをコードする遺
伝子を含むトランスジェニックマウスの胚性幹細胞から産生させることを含む方法によっ
て取得することができる。
【００７５】
　ヒト抗体などの所望の抗体を産生させる１つの方法は、米国特許第５，９１６，７７１
号に開示されている。この方法には、重鎖をコードするヌクレオチド配列（例えば、配列
番号１０）を含む発現ベクターを、培養中の１つの哺乳類宿主細胞に導入すること、軽鎖
をコードするヌクレオチド配列（例えば、配列番号９）を含む発現ベクターを、別の哺乳
類宿主細胞に導入すること、かつこれらの２つの細胞を融合させ、ハイブリドーマ細胞を
形成させることが含まれる。このハイブリドーマ細胞は、重鎖および軽鎖を含む抗体を発
現する。
【００７６】
　この抗体を、上記に記載の１本鎖抗体をコードするＤＮＡセグメントを含むベクターに
よって発現させることができる。
【００７７】
　これらには、ベクター、リポソーム、裸のＤＮＡ、アジュバントに補助されるＤＮＡ、
遺伝子銃、およびカテーテルが含まれ得る。好ましいベクターには、ウイルスベクター、
融合タンパク質および化学複合体が含まれる。レトロウイルスベクターには、モロニーマ
ウス白血病ウイルスが含まれる。ＤＮＡウイルスベクターが好ましい。これらのベクター
には、オルソポックスまたはトリポックス（ａｖｉｐｏｘ）ベクターなどのポックスベク
ター、単純ヘルペスウイルスＩ型（ＨＳＶ）ベクターなどのヘルペスウイルスベクター（
Ｇｅｌｌｅｒ，Ａ．Ｉ．ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ，６４：４８７（１９９
５）；Ｌｉｍ，Ｆ．，ｅｔ ａｌ．，ｉｎ ＤＮＡ Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ｍａｍｍａｌｉａｎ 
Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｄ．Ｇｌｏｖｅｒ，Ｅｄ．（Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ，Ｏ
ｘｆｏｒｄ Ｅｎｇｌａｎｄ）（１９９５）；Ｇｅｌｌｅｒ，Ａ．Ｉ．ｅｔ ａｌ．，Ｐｒ
ｏｃ Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．：Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：７６０３（１９９３）；Ｇｅ
ｌｌｅｒ，Ａ．Ｉ．，ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ ＵＳＡ ８７
：１１４９（１９９０）参照）、アデノウイルスベクター（ＬｅＧａｌ ＬａＳａｌｌｅ
ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５９：９８８（１９９３）；Ｄａｖｉｄｓｏｎ，ｅｔ 
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ａｌ．，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ ３：２１９（１９９３）；Ｙａｎｇ，ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｖ
ｉｒｏｌ．６９：２００４（１９９５）参照）、ならびにアデノ随伴ウイルスベクター（
Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．８：１４８（１９９４）
参照）が含まれる。
【００７８】
　ポックスウイルスベクターは、細胞質に遺伝子を導入する。トリポックスウイルスベク
ターは、核酸の短期的発現のみをもたらす。アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイル
スベクターおよび単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターは、神経系細胞へ核酸を導入
することに対して好ましい。アデノウイルスベクター（約２カ月）は、アデノ随伴ウイル
ス（約４カ月）よりも短い期間の発現をもたらし、このことは、同じく、ＨＳＶベクター
よりも短い。選択される特定のベクターは、標的細胞および治療を受けている条件によっ
て決まる。導入は、標準的技術、例えば、感染、トランスフェクション、形質導入または
形質転換によって行われ得る。遺伝子輸送の様式の例として、例えば、裸のＤＮＡ、Ｃａ
ＰＯ４沈殿、ＤＥＡＥデキストラン、エレクトロポレーション、プロトプラスト融合、リ
ポフェクション、細胞マイクロインジェクション、およびウイルスベクターが挙げられる
。
【００７９】
　このベクターを使用して、本質的に任意の所望の標的細胞を標的にすることができる。
例えば、定位注入を用いて、これらのベクター（例えば、アデノウイルス、ＨＳＶ）を所
望の位置に向かわせることができる。さらに、これらの粒子を、ＳｙｎｃｈｒｏＭｅｄ注
入システム（メドトロニック、ミネアポリス、ミネソタ州）などのミニポンプ注入システ
ムを用いる脳室内（ｉｃｖ）注入により送達することができる。使用できる他の方法には
、カテーテル、静脈注入、非経口注入、腹腔内注入および皮下注入、ならびに経口または
他の既知の投与経路が含まれる。
【００８０】
　これらのベクターを用いて、様々な方法で使用することができる大量の抗体を発現させ
ることができる。例えば、これらの抗体を用いて、フィブリノゲンおよびフィブリノゲン
／Ｍａｃ－１結合の存在を検出することができる。
【００８１】
　本発明の抗原タンパク質に特異的な１本鎖抗体の産生のために、技術を適用させること
ができる（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号参照）。さらに、Ｆａｂ発現ライブ
ラリーの構築（例えば、Ｈｕｓｅ，ｅｔ ａｌ．，１９８９ Ｓｃｉｅｎｃｅ ２４６：１
２７５－１２８１参照）のために方法を適合させ、タンパク質またはそれらの誘導体、断
片、類似体もしくは相同体に所望の特異性を有するモノクローナルＦａｂ断片の迅速で、
効率的な同定を可能にすることができる。（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産生さ
れるＦ（ａｂ’）２断片、（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２断片のジスルフィド架橋を減少させる
ことによって作製されるＦａｂ断片、（ｉｉｉ）パパインおよび還元剤での抗体分子の処
理によって作製されるＦａｂ断片、ならびに（ｉｖ）Ｆｖ断片を含むが、これらに限定さ
れない、タンパク質抗原に対するイディオタイプを含む抗体断片を、当該技術分野で周知
の技術によって産生することができる。本発明には、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、およびＦ

（ａｂ’）２の抗フィブリンγ１９０－２０２断片、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、およびＦ

（ａｂ’）２の抗フィブリンγ３７７－３９５断片、１本鎖抗γ１９０－２０２フィブリ
ン抗体および１本鎖抗γ３７７－３９５フィブリン抗体、二重特異性の抗γ１９０－２０

２フィブリン抗体および抗γ３７７－３９５フィブリン抗体、ならびにヘテロコンジュゲ
ート抗γ１９０－２０２フィブリン抗体および抗γ３７７－３９５フィブリン抗体も含ま
れる。
【００８２】
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対する結合特異性を有する抗体であ
る。本発明の場合において、結合特異性の１つは、γ１９０－２０２フィブリンエピトー
プおよびγ３７７－３９５フィブリンエピトープに対するものである。第２の結合標的は
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任意の他の抗原であり、細胞表面タンパク質、受容体または受容体サブユニットが都合が
よい。
【００８３】
　二重特異性抗体を作製する方法は、当該技術分野で周知である。伝統的に、二重特異性
抗体の組換え産生は、２つの免疫グロブリン重鎖／軽鎖対の共発現に基づき、これらの２
つの重鎖は異なる特異性を有する（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ ａｎｄ Ｃｕｅｌｌｏ，Ｎａｔｕｒ
ｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫グロブリン重鎖および軽鎖のランダム
な組み合わせにより、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、１０個の異なる抗体
分子の有望な混合物を産生し、それらの抗体分子のうちの１つのみが正確な二重特異性構
造を有する。この正確な分子の精製は、通常、親和性クロマトグラフィーステップによっ
て達成される。
【００８４】
　所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原結合部位）を、免疫グロブリ
ン定常ドメイン配列に融合させることができる。この融合は、好ましくは、少なくともヒ
ンジ領域、ＣＨ２領域およびＣＨ３領域の部分を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインを
用いる。これらの融合物の少なくとも１つに存在する軽鎖結合に必要な部位を含む第１の
重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合物をコードす
るＤＮＡ、必要であれば、免疫グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡを、別々の発現ベクタ
ーに挿入し、適切な宿主生物にコトランスフェクトする。二重特異性抗体を作製するさら
なる詳細については、例えば、Ｓｕｒｅｓｈ ｅｔ ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）を参照されたい。
【００８５】
　二重特異性抗体を、全長抗体または抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体
）として調製することができる。抗体断片から二重特異性抗体を作製する技術は、文献に
記載されている。例えば、二重特異性抗体を、化学結合を用いて調製することができる。
Ｂｒｅｎｎａｎ ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ ２２９：８１（１９８５）は、無傷の抗
体をタンパク質分解により切断して、Ｆ（ａｂ’）２断片を作製する手順について記載し
ている。これらの断片をジチオール錯化剤のヒ化ナトリウムの存在下で還元して、隣接ジ
チオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を阻止する。その後、Ｆａｂ’断片をチ
オニトロ安息香酸（ＴＮＢ）誘導体に変換する。その後、Ｆａｂ’－ＴＮＢ誘導体の１つ
を、メルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ’－チオールに再変換し、等モル量の
他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合して、二重特異性抗体を形成させる。作製された二重
特異性抗体は、酵素の選択的固定化剤として用いることができる。
【００８６】
　さらに、Ｆａｂ’断片を大腸菌から直接回収し、化学的に結合させ、二重特異性抗体を
形成させることができる。Ｓｈａｌａｂｙ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：
２１７－２２５（１９９２）は、完全ヒト化二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の産生に
ついて記載している。
【００８７】
　組換え細胞培養から二重特異性抗体断片を直接作製し、単離する様々な技術についても
記載されている。例えば、ロイシンジッパーを用いて、二重特異性抗体が産生されている
（Ｋｏｓｔｅｌｎｙ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８（５）：１５４７－１５
５３（１９９２））。この方法は、抗体ホモ二量体の産生にも利用することができる。Ｈ
ｏｌｌｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ９０
：６４４４－６４４８（１９９３）に記載されている「ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）
」技術は、二重特異性抗体断片を作製する代替機構を提供している。これらの断片は、リ
ンカーによって軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含み、
このリンカーは短すぎるために、同一鎖上の２つドメイン間で対を形成させることができ
ない。したがって、１つの断片のＶＨおよびＶＬドメインは、別の断片の相補的なＶＬお
よびＶＨドメインと対を形成せざるを得なく、それによって２つの抗原結合部位を形成さ
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せる。１本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体を用いる二重特異性抗体断片を作製する別の方法も報
告されている。Ｇｒｕｂｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６８（１
９９４）を参照されたい。
【００８８】
　２以上の結合価を有する抗体が企図される。例えば、三重特異性抗体を調製することが
できる（Ｔｕｔｔ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１））。
【００８９】
　本発明は、毒素などの細胞毒（例えば、癌性細胞を標的にする化学療法剤、細菌、真菌
、植物、もしくは動物に由来する酵素活性毒素、またはそれらの断片）とコンジュゲート
した抗体、または放射性同位元素とコンジュゲートした抗体（すなわち、放射性コンジュ
ゲート）を含む免疫複合体にも関連する。化学療法剤の例として、アルキル化剤、ニトロ
ソウレア、代謝拮抗薬、アントラサイクリンおよび関連薬、トポイソメラーゼ阻害剤、有
糸分裂阻害剤、ステロイドホルモンおよび他の化学療法薬が挙げられる。
【００９０】
　使用できる酵素活性毒素およびそれらの断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の
非結合活性断片、（緑膿菌由来の）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ
鎖、α－サルシン、アレウリテス・フォルディ（Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ ｆｏｒｄｉｉ）タ
ンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、フィトラカ・アメリカナ（Ｐｈ
ｙｔｏｌａｃａ ａｍｅｒｉｃａｎａ）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡ
Ｐ－Ｓ）、ニガウリ（ｍｏｍｏｒｄｉｃａ ｃｈａｒａｎｔｉａ）阻害剤、クルシン、ク
ロチン、サパオナリア・アフィシナリス（ｓａｐａｏｎａｒｉａ ｏｆｆｉｃｉａｌｓ）
阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクシオン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ）、フェノ
マイシン、エノマイシン、およびトリコテセンが含まれる。様々な放射性核種が、放射性
コンジュゲート抗体の産生に利用できる。例として、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ
、９０Ｙ、および１８６Ｒｅが挙げられる。
【００９１】
　抗体および細胞毒のコンジュゲートは、Ｎ－サクシニミジル－３－（２－ピリジルジチ
オール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二機
能性誘導体（アジプイミド酸ジメチルＨＣＬなど）、活性エステル（スベリン酸ジスクシ
ンイミジルなど）、アルデヒド（グルタルアルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（ビス
（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス－
（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンなど）、ジイソシアネート（トリエ
ン２，６－ジイソシアネートなど）、およびビス－活性フッ素化合物（１,５－ジフルオ
ロ－２,４－ジニトロベンゼンなど）などの様々な二機能性タンパク質－結合剤を用いて
作製される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ
 ２３８：１０９８（１９８７）に記載されているとおりに調製することができる。炭素
１４で標識した１－イソチオシアネートベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢
酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのための例
示的なキレート剤である。
【００９２】
　当該技術者は、多種多様な可能な部分を、結果として得られた本発明の抗体に結合させ
ることができることを認識するであろう（例えば、“Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ Ｖａｃｃｉｎ
ｅｓ”，Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｔｏ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，Ｊ．Ｍ．Ｃｒｕｓｅ ａｎｄ Ｒ．Ｅ．Ｌｅｗｉｓ，Ｊｒ（編），Ｃａｒｇ
ｅｒ Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ，（１９８９）参照されたく、これは参照によりその
全体が本明細書に組込まれる）。
【００９３】
　抗体および他の部分がそれらのそれぞれの活性を保有する限り、２つの分子を結合する
任意の化学反応によってカップリングを行うことができる。この結合には、多くの化学的
機構、例えば、共有結合、親和性結合、インターカレーション、配位結合および錯体形成
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が含まれ得る。好ましい結合は、例えば、共有結合である。共有結合は、既存の側鎖の直
接縮合か、または外側の架橋分子の組込みのいずれかによって達成され得る。多くの二価
または多価の連結剤は、本発明の抗体などのタンパク質分子を、他の分子にカップリング
するのに有用である。例えば、代表的なカップリング剤には、チオエステル類、カルボジ
イミド類、スクシンイミドエステル類、ジイソシアネート類、グルタルアルデヒド、ジア
ゾベンゼンおよびヘキサメチレンジアミン類など有機化合物が含まれ得る。このリストは
、当該技術分野で周知の様々なクラスのカップリング剤を網羅するものではなく、むしろ
、より一般的なカップリング剤の例示的なものであると意図される（Ｋｉｌｌｅｎ ａｎ
ｄ Ｌｉｎｄｓｔｒｏｍ，Ｊｏｕｒ．Ｉｍｍｕｎ．１３３：１３３５－２５４９（１９８
４）；Ｊａｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ ６２：
１８５－２１６（１９８２）；およびＶｉｔｅｔｔａ ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ ２
３８：１０９８（１９８７）参照）。
【００９４】
　リンカーについては、文献に記載されている（例えば、ＭＢＳ（Ｍ－マレイミドベンゾ
イル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルの使用について記載しているＲａｍａｋｒ
ｉｓｈｎａｎ，Ｓ．ｅｔ ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ．４４：２０１－２０８（１９８
４）参照）。オリゴペプチドリンカーにより抗体とカップリングしたハロゲン化アセチル
ヒドラジド誘導体の使用について記載している米国特許第５，０３０，７１９号も参照さ
れたい。例示的なリンカーには、ＥＤＣとコンジュゲートさせた（ｉ）ＥＤＣ（１－エチ
ル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩；（ｉｉ）ＳＭＰＴ（４
－スクシンイミジルオキシカルボニル－α－メチル－α－（２－ピリジル－ジチオ）－ト
ルエン（Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．、カタログ番号２１５５８Ｇ）；（ｉｉｉ）Ｓ
ＰＤＰ（スクシンイミジル－６［３－（２－ピリジルジチオ）プロピオンアミド］へキサ
ノエート（Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．、カタログ番号２１６５１Ｇ）；（ｉｖ）ス
ルホ－ＬＣ－ＳＰＤＰ（スルホスクシンイミジル６［３－（２－ピリジルジチオ）－プロ
ピアナミド（ｐｒｏｐｉａｎａｍｉｄｅ）］ヘキサノエート（Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍ．
Ｃｏ．、カタログ番号２１６５－Ｇ）；および（ｖ）スルホ－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシス
ルホ－スクシンイミド（Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．、カタログ番号２４５１０）が
含まれる。
【００９５】
　上記に記載のリンカーは、異なる特質を有する成分を含み、したがって、生理化学的性
質が異なるコンジュゲートをもたらす。例えば、アルキルカルボン酸のスルホ－ＮＨＳエ
ステルは、芳香族カルボン酸のスルホ－ＮＨＳエステルよりも安定している。リンカーを
含むＮＨＳ－エステルは、スルホ－ＮＨＳエステルよりも可溶性が低い。さらに、リンカ
ーＳＭＰＴは立体障害ジスルフィド結合を含み、安定性が向上したコンジュゲートを形成
することができる。ジスルフィド結合は、一般に、インビトロで切断されるので、他の結
合よりも安定性が低く、利用できるコンジュゲートをもたらさない。スルホ－ＮＨＳは、
特に、カルボジイミドカップリングの安定性を増強させることができる。（ＥＤＣなどの
）カルボジイミドカップリングは、スルホ－ＮＨＳと共に用いられる時に、単独のカルボ
ジイミドカップリング反応よりも加水分解に対してより抵抗性のあるエステルを形成する
。
【００９６】
　本明細書で開示する抗体は、免疫リポソームとして製剤化することもできる。この抗体
を含むリポソームは、Ｅｐｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４０３０（１９８０）、米国特許第４，４８５
，０４５号および同第４，５４４，５４５号などに記載の当該技術分野で周知の方法によ
って調製される。循環時間が高まったリポソームについては、米国特許第５，０１３，５
５６号に開示されている。
【００９７】
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　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、およびＰＥＧ誘導
体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含む脂質組成物を用いる逆相蒸
発法によって作製することができる。リポソームを規定の細孔径のフィルターに通して押
し出すと、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ’断片は、
ジスルフィド交換反応によって、Ｍａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
，２５７：２８６－２８８（１９８２)に記載されるリポソームにコンジュゲートさせる
ことができる。
【００９８】
　フィブリンエピトープγ１９０－２０２およびγ３７７－３９５に対する抗体の使用
　本発明のモノクローナル抗体を含む本発明の治療製剤を用いて、フィブリン関連疾患（
例えば、多発性硬化症、創傷治癒、肺虚血、脊髄損傷、アルツハイマー病疾患、脳卒中、
関節リウマチおよび癌）に伴う症状を、好ましくは、血液凝固に影響を与えずに治療する
か、または緩和させる。本発明は、フィブリン関連疾患（例えば、多発性硬化症、創傷治
癒、肺虚血、脊髄損傷、アルツハイマー病疾患、脳卒中、関節リウマチおよび癌）に伴う
症状を、好ましくは、血液凝固に影響を与えずに治療するか、または緩和させる方法も提
供する。治療法は、標準的な方法を用いて、フィブリン関連疾患（例えば、多発性硬化症
、創傷治癒、肺虚血、脊髄損傷、アルツハイマー病、脳卒中、関節リウマチおよび癌）を
患っている（または発症する危険性がある）対象、例えば、ヒト患者を特定することによ
って行われる。これらのフィブリン関連疾患に伴う症状には、例えば、炎症、痛みおよび
知覚の喪失が含まれる。治療の有効性は、特定のフィブリン関連疾患を診断または治療を
するための任意の周知の方法に関連して決定される。フィブリン関連疾患の１つまたは複
数の症状の緩和は、この抗体が臨床的利点を与えることを示す。抗体調製物、好ましくは
、その標的抗原に対する高い特異性と高い親和性を有するものが対象に投与され、一般に
、その標的との結合により効果を有する。抗体の投与により、標的（例えば、γ190－202

およびγ377－395フィブリンエピトープ）のシグナル伝達機能を無くすか、阻害するか、
または妨げることができる。抗体の投与により、それが自然に結合する内在性リガンド（
例えば、Ｍａｃ－１）との標的（例えば、フィブリン）の結合を無くすか、阻害するか、
または妨げることができる。例えば、この抗体が標的に結合すると、フィブリン／Ｍａｃ
－１結合を阻害する。
【００９９】
　本発明による治療の実体の投与は、改善された伝達、送達、および耐性などをもたらす
ために製剤に組込まれる適切な担体、賦形剤、および他の薬剤を用いて投与されることが
理解されるであろう。多数の適切な製剤は、ｆｏｒｍｕｌａｒｙ Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’
ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （第１９版、Ｍａｃｋ Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（１９９５））、特に、その中のＢ
ｌａｕｇ，Ｓｅｙｍｏｕｒによる第８７章で見つけることができる。これらの製剤には、
例えば、粉末類、ペースト類、軟膏類、ゼリー類、ワックス類、油類、脂質、（カチオン
またはアニオン性）脂質含有小胞（Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（商標）など）、ＤＮＡコンジ
ュゲート、無水吸収ペースト、水中油型および油中水型エマルション、エマルションカー
ボワックス（ｃａｒｂｏｗａｘ）（様々な分子量のポリエチレングリコール）、半固体ゲ
ル、およびカーボワックスを含む半固体混合物が含まれる。製剤中の有効成分がこの製剤
により不活性化されず、この製剤が投与経路に生理学的に適合し、許容されるという条件
で、上記混合物のいずれも、本発明による治療およびセラピーに適切であり得る。Ｂａｌ
ｄｒｉｃｋ Ｐ．“Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ：ｔｈｅ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｇｕｉｄａｎｃｅ．”Ｒｅ
ｇｕｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．３２（２）：２１０－８（２０００），
Ｗａｎｇ Ｗ．“Ｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ 
ｓｏｌｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ．”Ｉｎｔ．３．Ｐｈａｒ
ｍ．２０３（１－２）：１－６０（２０００），Ｃｈａｒｍａｎ Ｗ Ｎ “Ｌｉｐｉｄｓ
，ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｄｒｕｇｓ，ａｎｄ ｏｒａｌ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ－ｓ
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ｏｍｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｃｏｎｃｅｐｔｓ．”Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ．８９（８）：９
６７－７８（２０００），Ｐｏｗｅｌｌ ｅｔ ａｌ．“Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ ｏｆ ｅｘ
ｃｉｐｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ”ＰＤＡ Ｊ
 Ｐｈａｒｍ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ．５２：２３８－３１１（１９９８）、およびそれ
らの中の、製薬化学者に周知の製剤、賦形剤および担体に関連する追加情報についての引
用も参照されたい。
【０１００】
　（本明細書で「活性化合物」とも呼ばれる）本発明の抗体、それらの誘導体、断片、類
似体および相同体を、薬学的に許容される担体を含み得る医薬組成物に組込むことができ
る。本明細書で使用する「薬学的に許容される担体」という用語は、薬剤投与に適合する
任意のおよび全ての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤、お
よび吸収遅延剤などを含むことが意図される。適切な担体については、当該技術分野の標
準的参考テキストであるレミントンの薬学（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）の最新版に記載されており、これは、参照により本明
細書に組み込まれる。かかる担体または希釈剤の好ましい例として、水、生理食塩水、リ
ンガー溶液、デキストロース溶液、および５％ヒト血清アルブミンが挙げられるが、これ
らに限定されない。リポソームおよび固定油などの非水性ビヒクルも用いることができる
。薬学的活性物質のためのかかる媒体および薬剤の使用は当該技術分野で周知である。任
意の従来の媒体または薬剤がこの活性化合物と互換性がない場合を除いて、組成物におけ
るその使用が企図される。補助的な活性化合物を、組成物中に組み込むこともできる。
【０１０１】
　本発明の医薬組成物を、その意図した投与経路に適合するように製剤化する。投与経路
の例として、非経口投与、例えば、静脈内投与、皮内投与、皮下投与、経口投与（例えば
、吸入）、経皮（すなわち、局所）投与、経粘膜投与、および直腸投与が挙げられる。非
経口、皮内、または皮下の適用に用いられる溶液または懸濁液には、以下の成分が含まれ
得る：注射用の水などの滅菌希釈液を、食塩水、固定油、ポリエチレングリコール、グリ
セリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒；ベンジルアルコールなどの抗菌剤ま
たはメチルパラベン；アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウムなどの抗酸化剤；エチ
レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）などのキレート剤；酢酸、クエン酸またはリン酸などの
緩衝液；および塩化ナトリウムまたはデキストロースなどの浸透圧調整剤。ｐＨは、塩酸
または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基で調節することができる。非経口製剤は、ア
ンプル、使い捨て注射器またはガラスもしくはプラスチック製の複数回投与バイアルに封
入することができる。
【０１０２】
　注射使用に適する医薬組成物には、無菌の注射可能な溶液または分散液の即時調製のた
めの滅菌水溶液（水溶性）または分散液および滅菌粉末が含まれる。静脈内投与のための
適切な担体には、生理食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ ＥＬ（商標）（ＢＡＳＦ、
パーシッパニー、ニュージャージー州）またはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）が含まれ
る。いかなる場合にも、組成物は無菌であり得、容易な注射針通過性（ｓｙｒｉｎｇｅａ
ｂｉｌｉｔｙ）が存在する限りにおいて流体でなければならない。組成物は、製造および
貯蔵の条件下で安定であり得、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に対して保存され
なければならない。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロー
ル、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、ならびにそれら
の適切な混合物を含む溶媒または分散媒体であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチ
ンなどのコーティングの使用により、分散液の場合には、必要な粒径の維持によって、お
よび界面活性剤の使用によって、維持することができる。微生物の作用の防止は、様々な
抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビ
ン酸、およびチメロサールなどによって達成することができる。多くの場合において、組
成物中に等張剤、例えば、糖類、多価アルコール、例えば、マンニトール、ソルビトール
、塩化ナトリウムを含むことが好ましいであろう。注射用組成物の吸収の延長は、吸収を
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遅らせる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物中に含め
ることによってもたらされ得る。
【０１０３】
　無菌注射用溶液は、上記に列挙した１成分または成分の組み合わせを含む適切な溶媒に
必要量の活性化合物を組み込むことによって調製することができ、必要に応じて、その後
に濾過滅菌が続く。一般に、分散液は、塩基性分散媒体および上記に列挙した成分の中の
必要な他の成分を含む滅菌ビヒクル中に活性化合物を組み込むことによって調製される。
滅菌注射溶液の調製のための滅菌粉末の場合には、調製の方法は、前もって滅菌濾過した
その溶液から活性成分の粉末および任意のさらなる所望の成分をもたらす真空乾燥および
凍結乾燥である。
【０１０４】
　経口組成物には、一般に、不活性な希釈剤または食用担体が含まれる。それらはゼラチ
ンカプセルに封入するか、または錠剤に圧縮することができる。経口治療投与の目的のた
めには、活性化合物を賦形剤と共に組み入れ、錠剤、トローチ、またはカプセルの形態で
使用することができる。経口組成物は、口内洗浄液として使用するために液体担体を用い
て調製することもでき、その際、この液体担体中の化合物は経口で適用され、シュッと吹
きかけたり、吐き出したり、または飲み込まれたりする。薬学的に相性のよい結合剤、お
よび／またはアジュバント材料は組成物の一部として含めることができる。錠剤、丸剤、
カプセル剤、およびトローチなどは以下の成分、または類似の性質の化合物のいずれかを
含むことができる：微結晶性セルロース、トラガカントガムもしくはゼラチンなどの結合
剤、デンプンまたは乳糖などの賦形剤；アルギン酸、プリモゲル、もしくはコーンスター
チなどの崩壊剤;ステアリン酸マグネシウムもしくはステロート（Ｓｔｅｒｏｔｅ）など
の潤滑剤;コロイド状二酸化ケイ素などの滑剤；ショ糖もしくはサッカリンなどの甘味剤
；またはペパーミント、サリチル酸メチル、もしくはオレンジ香味料などの香味剤。
【０１０５】
　吸入による投与には、これらの化合物を、適切な噴射剤、例えば、二酸化炭素などのガ
スを含む圧力容器もしくはディスペンサー、または噴霧器からエアロゾルスプレーの形態
で送達する。
【０１０６】
　全身投与は、経粘膜手段または経皮手段によっても行うことができる。経粘膜投与また
は経皮投与には、浸透させる障壁に適する浸透剤を製剤に用いる。かかる浸透剤は、一般
に、当該技術分野で周知であり、例えば、粘膜投与、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシ
ジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、点鼻薬または坐剤の使用により達成することができ
る。経皮投与には、活性化合物を、一般に、当該技術分野で周知の軟膏、膏薬、ゲルまた
はクリームの中に製剤化する。
【０１０７】
　これらの化合物を、（例えば、カカオバターおよび他のグリセリドなどの従来の坐薬基
剤を用いた）坐剤または直腸送達のための停留浣腸の形態で調製することもできる。
【０１０８】
　一実施形態において、活性化合物を、インプラントおよびマイクロカプセル化送達シス
テムを含む制御放出製剤などの、体内からの迅速排除に対して化合物を保護する担体で調
製する。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルト
エステル、およびポリ乳酸などの生分解性、生体適合性重合体を用いることができる。か
かる製剤の調製方法は当該技術者には明らかであろう。これらの材料は、Ａｌｚａ Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃから購入
することもできる。（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を用いた感染細胞を標的
にするリポソームを含む）リポソーム懸濁液を、薬学的に許容される担体として用いるこ
ともできる。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるとおり、
当該技術者に周知の方法に従って調製することができる。
【０１０９】
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　投与の簡便性および投薬量の均一性のために、経口または非経口組成物を投与単位形態
で製剤化することは、特に都合がよい。本明細書で使用する投与単位形態は治療される対
象用の単位投薬量として適した物理的に別々になっている単位を指し、それぞれの単位は
、必要とされる医薬担体と関連して所望の治療効果をもたらすように計算された所定量の
活性化合物を含む。本発明の投与単位形態の仕様は、活性化合物の特有の特徴および達成
すべき特定の治療効果、ならびに個人の治療のためのかかる活性化合物の配合における当
該技術分野に固有の制限に影響され、それらによって直接決まる。
【０１１０】
　これらの医薬組成物を、投与のための指示書と共に、容器、パック、またはディスペン
サーに含めることができる。
【０１１１】
　抗体断片を用いる場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小の阻害
断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合す
る能力を保有するペプチド分子を設計することができる。かかるペプチドは、化学的に合
成するか、かつ／または組換えＤＮＡ技術により産生させることができる（例えば、Ｍａ
ｒａｓｃｏ ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７８
８９－７８９３（１９９３）参照）。この製剤は、必要に応じて、治療される特定の指示
のための２つ以上の活性化合物、好ましくは、互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有
する化合物も含むことができる。あるいは、またはそれに加えて、この組成物は、例えば
、細胞毒、サイトカイン、化学療法剤、または増殖阻害剤などのその機能を強化する薬剤
を含むことができる。かかる分子は、適切には、意図する目的のために有効な量で組み合
わせて存在する。
【０１１２】
　これらの活性成分は、例えば、コアセルベーション技術または界面重合により調製した
マイクロカプセル、例えば、それぞれ、コロイド薬物送達システム（例えば、リポソーム
、アルブミン小球体、マイクロエマルション、ナノ粒子、およびナノカプセル）中のヒド
ロキシメチルセルロースもしくはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ－（メチルメタ
クリレート）マイクロカプセルに、またはマクロエマルションに捕捉することもできる。
【０１１３】
　インビボ投与に用いられる製剤は無菌であり得る。これは、滅菌濾過膜を通して濾過す
ることにより容易に達成される。
【０１１４】
　徐放性製剤を調製することができる。徐放性製剤の好適な例として、抗体を含む固体疎
水性重合体の半透過性基質が挙げられ、この基質は、造形品、例えば、フィルム、または
マイクロカプセルの形態である。徐放性基質の例として、ポリエステル、ヒドロゲル（例
えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコール
））、ポリ乳酸（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とγエチル－Ｌ
－グルタミン酸の共重合体、非分解性エチレン－酢酸ビニル、ＬＵＰ ＯＮ ＤＥＰＯＴ（
商標）などの分解性乳酸－グリコール酸共重合体（乳酸－グリコール酸共重合体および酢
酸ロイプロリドで構成される注射用ミクロスフェア）、ならびにポリＤ－（－）－３－ヒ
ドロキシ酪酸が挙げられる。エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－グリコール酸などの重合
体は、１００日を超える期間、分子の放出を可能にするが、特定のヒドロゲルはより短い
期間、タンパク質を放出する。
【０１１５】
　本発明の抗体の治療有効量は、一般的に、治療目的を達成するのに必要な量に関する。
上述したとおり、これは、特定の場合において、標的の機能を妨げる抗体とその標的抗原
との間の結合相互作用であり得る。投与に必要な量は、さらに、その特定の抗原に対する
抗体の結合親和性によって決まり、投与抗体が、投与されるあらゆる体積の対象から枯渇
する速度にもよる。本発明の抗体または抗体断片の治療有効投与のための一般的な範囲は
、限定されない例として、約０．１ｍｇ／体重ｋｇ～約５０ｍｇ／体重ｋｇであり得る。
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一般的な投与頻度は、例えば、毎日２回～週に一回の範囲であり得る。
【０１１６】
　抗体スクリーニング法
　所望の特異性を有する抗体のスクリーニング法には、酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩ
ＳＡ）および当該技術分野で周知の他の免疫を介する技術が含まれるが、これらに限定さ
れない。
【０１１７】
　γ190－202およびγ377－395フィブリンエピトープに対して作られた抗体は、フィブリ
ンの局在および／または定量化に関連する当該技術分野で周知の方法に用いられ得る。特
定の実施形態において、抗体由来の抗原結合ドメインを含むγ190－202フィブリンエピト
ープおよびγ377－395フィブリンエピトープに特異的な抗体、またはそれらの誘導体、断
片、類似体または相同体を、薬理活性化合物として利用する（本明細書の下記で「治療」
と呼ばれる）。
【０１１８】
　γ190－202フィブリンエピトープおよびγ377－395フィブリンエピトープに特異的な抗
体を用いて、免疫親和性クロマトグラフィーまたは免疫沈降などの標準的技術によりフィ
ブリンポリペプチドを単離することができる。抗体を検出可能な物質にカップリング（す
なわち、物理的に結合）させることによって、検出を促進することができる。検出可能な
物質の例として、様々な酵素、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、および
放射性材料が挙げられる。適切な酵素の例として、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカ
リホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが挙げら
れる。適切な補欠分子族複合体の例として、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジ
ン／ビオチンが挙げられる。適切な蛍光材料の例として、ウンベリフェロン、フルオレセ
イン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフ
ルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンが挙げられる。発光材料の例と
してルミノールが挙げられる。生物発光材料の例として、ルシフェラーゼ、ルシフェリン
、およびエクオリンが挙げられ、適切な放射性材料の例として、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３

５Ｓまたは３Ｈが挙げられる。
【０１１９】
　本発明による抗体を、試料中のγ190－202フィブリンエピトープおよび／またはγ377

－395フィブリンエピトープの存在を検出するための薬剤として用いることができる。い
くつかの実施形態において、抗体は検出可能な標識を含む。抗体はポリクローナル、また
はより好ましくは、モノクローナルである。無傷の抗体、またはその断片（例えば、Ｆａ

ｂ、ｓｃＦｖ、Ｆ（ａｂ）２）を用いる。プローブまたは抗体に関する「標識」という用
語は、プローブまたは抗体に検出可能な物質をカップリング（すなわち、物理的に結合）
させることによるプローブまたは抗体の直接標識、ならびに直接標識された別の試薬との
反応によるプローブまたは抗体の間接標識を包含することが意図される。間接標識の例と
して、蛍光標識２次抗体を用いる１次抗体の検出、およびプローブを蛍光標識ストレプト
アビジンで検出することができるようにビオチンを用いたＤＮＡプローブの末端標識が挙
げられる。「生体試料」という用語は、対象から単離される組織、細胞および生体液、な
らびに対象内に存在する組織、細胞および体液を含むことが意図される。したがって、血
清、血漿、またはリンパを含む血液、ならびに血液の画分もしくは成分は、「生体試料」
という用語の使用に含まれる。すなわち、本発明の検出法を用いて、生体試料中の検体ｍ
ＲＮＡ、蛋白質、またはゲノムＤＮＡをインビトロおよびインビボで検出することができ
る。例えば、検体ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術には、ノーザンハイブリダイゼ
ーションおよびインサイツ（ｉｎ ｓｉｔｕ）ハイブリダイゼーションが含まれる。検体
タンパク質の検出のためのインビトロ技術には、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）、ウ
ェスタンブロット、免疫沈降、および免疫蛍光が含まれる。検体ゲノムＤＮＡの検出のた
めのインビトロ技術には、サザンハイブリダイゼーションが含まれる。イムノアッセイを
行う手順は、例えば、「ＥＬＩＳＡ：Ｔｈｅｏｒｙ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ：Ｍｅｔｈ
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ｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ」，Ｖｏｌ．４２，Ｊ．Ｒ．Ｃｒｏｗ
ｔｈｅｒ（編）Ｈｕｍａｎ Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，Ｎ．Ｊ．，１９９５；「Ｉｍｍ
ｕｎｏａｓｓａｙ」，Ｅ．Ｄｉａｍａｎｄｉｓ ａｎｄ Ｔ．Ｃｈｒｉｓｔｏｐｏｕｌｕｓ
，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，サンディエゴ、カリフォルニア州、１９９
６；および「Ｐｒａｃｔｉｃｅ ａｎｄ Ｔｈｅｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｚｙｍｅ Ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙｓ」，Ｐ．Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｅｒｓ，アムステルダム、１９８５に記載されている。さらに、検体タンパク質の検出
のためのインビボ技術には、標識した抗検体タンパク質抗体を対象に導入することが含ま
れる。例えば、抗体を放射性マーカーで標識することができ、対象におけるその存在およ
び位置を、標準的な画像処理技術により検出することができる。
【０１２０】
　阻害剤のスクリーニング法
　本発明は、フィブリンとＭａｃ－１の結合を調節するか、または別の方法で干渉する調
節因子、すなわち候補化合物もしくは試験化合物、または候補薬剤もしくは試験薬剤（例
えば、ペプチド、ペプチド模倣薬、小分子もしくは他の薬物）、またはフィブリン、Ｍａ
ｃ-１および／もしくはフィブリン／Ｍａｃ-１複合体のシグナル伝達機能を調節するか、
または別の方法で干渉する候補化合物もしくは試験化合物、または候補薬剤もしくは試験
薬剤を同定する（本明細書で、「スクリーニングアッセイ」とも呼ばれる）方法を提供す
る。本発明には、本明細書に記載のスクリーニングアッセイにおいて同定された化合物も
含まれる。
【０１２１】
　一実施形態において、本発明は、フィブリン／Ｍａｃ-１複合体のシグナル伝達機能お
よび／またはフィブリンとＭａｃ-１の間の相互作用を調節する候補化合物もしくは試験
化合物をスクリーニングするためのアッセイを提供する。本発明の試験化合物は、生物ラ
イブラリー法、空間的にアドレス可能な並行固相（ｓｐａｔｉａｌｌｙ ａｄｄｒｅｓｓ
ａｂｌｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ）または液相のライブラリー法、逆
重畳を必要とする合成ライブラリー法、「１ビーズ１化合物」ライブラリー法、ならびに
親和性クロマトグラフィー選別を用いる合成ライブラリー法を含む、当該技術分野で周知
のコンビナトリアルライブラリー法の中の多数の方法のいずれかを用いて取得することが
できる。生物ライブラリー法はペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つの方法は
、化合物のペプチドライブラリー、非ペプチドオリゴマーライブラリーまたは小分子ライ
ブラリーに適用できる（例えば、Ｌａｍ，１９９７．Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ｄｒｕｇ Ｄ
ｅｓｉｇｎ １２：１４５参照）。
【０１２２】
　本明細書中で使用する「小分子」は、約５ｋＤ未満、最も好ましくは、約４ｋＤ未満の
分子量を有する組成物を指すことを意味する。小分子は、例えば、核酸、ペプチド、ポリ
ペプチド、ペプチド模倣薬、炭水化物、脂質または他の有機分子もしくは無機分子であり
得る。真菌、細菌、または藻類の抽出物などの化学的および／または生物学的混合物のラ
イブラリーは、当該技術分野で周知であり、本発明のアッセイのいずれかを用いてスクリ
ーニングすることができる。
【０１２３】
　分子ライブラリーの合成法の例は、当該技術分野の中で、例えば、ＤｅＷｉｔｔ，ｅｔ
 ａｌ．，１９９３．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９
０９；Ｅｒｂ，ｅｔ ａｌ．，１９９４．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．
Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ，ｅｔ ａｌ．，１９９４．Ｊ．Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏ，ｅｔ ａｌ．，１９９３．Ｓｃｉｅｎｃｅ ２６
１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌ，ｅｔ ａｌ．，１９９４．Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎ
ｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌ，ｅｔ ａｌ．，１９９４．Ａｎｇ
ｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；およびＧａｌｌｏｐ，ｅｔ
 ａｌ．，１９９４．Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３の中で見つけることができ
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る。
【０１２４】
　化合物のライブラリーは、溶液中に（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ，１９９２．Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ １３：４１２－４２１参照）、またはビーズ上に（Ｌａｍ，１９９
１．Ｎａｔｕｒｅ ３５４：８２－８４参照）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ，１９９３．Ｎａ
ｔｕｒｅ ３６４：５５５－５５６参照）、細菌（米国特許第５，２２３，４０９号参照
）、胞子（米国特許第５，２３３，４０９号参照）、プラスミド（Ｃｕｌｌ，ｅｔ ａｌ
．，１９９２．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：１８６５－１８
６９）またはファージ上に（Ｓｃｏｔｔ ａｎｄ Ｓｍｉｔｈ，１９９０．Ｓｃｉｅｎｃｅ
 ２４９：３８６－３９０；Ｄｅｖｌｉｎ，１９９０．Ｓｃｉｅｎｃｅ ２４９：４０４－
４０６；Ｃｗｉｒｌａ，ｅｔ ａｌ．，１９９０．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：６３７８－６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ，１９９１．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．２２２：３０１－３１０；および米国特許第５，２３３，４０９号参照）に存在
し得る。
【０１２５】
　一実施形態において、候補化合物を抗体－抗原複合体に導入し、この候補化合物がこの
抗体－抗原複合体を破壊するか否かを決定する。その際、この複合体の破壊は、この候補
化合物が、フィブリン／Ｍａｃ－１複合体のシグナル伝達機能および／またはフィブリン
とＭａｃ-１の間の相互作用を調節することを示す。例えば、モノクローナル抗体は５Ｂ
８および抗原はフィブリノゲン複合体である。あるいは、このモノクローナル抗体は１Ｅ
３であり、抗原はフィブリノゲンである。
【０１２６】
　別の実施形態において、フィブリン／Ｍａｃ－１複合体を提供し、少なくとも１つの中
和モノクローナル抗体に暴露する。抗体－抗原複合体の形成を検出し、１つまたは複数の
候補化合物をこの複合体に導入する。この抗体－抗原複合体が、１つまたは複数の候補化
合物の導入後に破壊される場合、この候補化合物は、フィブリン／Ｍａｃ－１結合に関連
する疾患を治療するのに有用である。
【０１２７】
　別の実施形態において、本発明の可溶性キメラタンパク質を提供し、少なくとも１つの
中和モノクローナル抗体に暴露する。抗体－抗原複合体の形成を検出し、１つまたは複数
の候補化合物をこの複合体に導入する。この抗体－抗原複合体が、１つまたは複数の候補
化合物の導入後に破壊される場合、この候補化合物は、フィブリン／Ｍａｃ－１結合に関
連する疾患を治療するのに有用である。
【０１２８】
　この試験化合物が抗体－抗原複合体に干渉するか、またはそれを破壊する能力を測定す
ることは、例えば、この試験化合物のその抗原またはその生物活性のある部分への結合を
、複合体中の標識化合物を検出することによって決定することができるように、この試験
化合物を放射性同位元素または酵素標識でカップリングさせることによって達成すること
ができる。例えば、試験化合物を、直接または間接的に、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、も
しくは３Ｈで標識し、この放射性同位元素を、放射線放出の直接計数、またはシンチレー
ション計数により検出することができる。あるいは、試験化合物を、例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼで酵素標識し、この
酵素標識を、適切な基質の生成物への変換を測定することにより検出することができる。
【０１２９】
　一実施形態において、このアッセイは、試験化合物と抗体－抗原複合体を接触させるこ
と、かつこの試験化合物が抗原と相互作用する能力、または別の方法で既存の抗体－抗原
複合体を破壊する能力を測定することを含む。この実施形態において、試験化合物が抗原
と相互作用する能力および／または抗体－抗原複合体を破壊する能力を測定することは、
抗体と比較して、この試験化合物が、優先的に抗原またはその生物活性のある部分に結合
する能力を測定することを含む。



(33) JP 2013-506425 A 2013.2.28

10

20

30

40

50

【０１３０】
　別の実施形態において、このアッセイは、試験化合物と抗体－抗原複合体を接触させる
こと、かつ試験化合物の抗体－抗原複合体を調節する能力を測定することを含む。この試
験化合物の抗体－抗原複合体を調節する能力を測定することは、例えば、この試験化合物
の存在下で、抗原が抗体に結合するか、または抗体と相互作用する能力を測定することに
よって達成することができる。
【０１３１】
　当該技術者は、本明細書に開示されるスクリーニング法のいずれかにおいて、この抗体
がモノクローナル抗体５Ｂ８および／または１Ｅ３などの中和抗体であり得、これらのそ
れぞれは、フィブリン／ＭＡＣ－１結合を調節するか、または別の方法で干渉することを
認識するであろう。
【０１３２】
　一実施形態において、抗体または抗原のいずれか一方を固定化し、候補化合物の１方ま
たは両方の導入後の複合体型と非複合体型の分離を促進し、このアッセイの自動化に適合
させることが望ましいこともある。候補化合物の存在下および非存在下における抗体－抗
原複合体の観察は、反応物を含むのに適した任意の容器内で行うことができる。かかる容
器の例として、マイクロタイタープレート、試験管、およびマイクロ遠心管が挙げられる
。一実施形態において、タンパク質の１方または両方を結合させることができるドメイン
を基質に付加する融合タンパク質を提供することができる。例えば、ＧＳＴ－抗体融合タ
ンパク質またはＧＳＴ－抗原融合タンパク質を、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉ
ｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌ、セントルイス、ミズーリ州）またはグルタチオン誘導体化マ
イクロタイタープレートに吸着させることができ、その後、試験化合物と組み合わせ、こ
の混合物を、複合体形成を促す条件下で（例えば、塩およびｐＨの生理的条件で）インキ
ュベートする。インキュベーション後、ビーズまたはマイクロタイタープレートのウェル
を洗浄し、全ての非結合成分（ビーズの場合は固定化する基質）を除去し、複合体を直接
または間接的に測定する。あるいは、これらの複合体をこの基質から解離させ、抗体－抗
原複合体形成のレベルを、標準的な技術を用いて決定することができる。
【０１３３】
　基質にタンパク質を固定化するための他の技術を、本発明のスクリーニングアッセイで
用いることもできる。例えば、抗体（例えば、５Ｂ８および／もしくは１Ｅ３）または抗
原（例えば、フィブリン）のいずれか一方を、ビオチンおよびストレプトアビジンの結合
を利用して固定化することができる。ビオチン化抗体または抗原分子を、当該技術分野で
周知の技術（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｏｃｋ
ｆｏｒｄ，ＩＩＩ）を用いて、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド）か
ら調製し、ストレプトアビジンでコーティングした９６ウェルプレートのウェルに固定化
することができる。あるいは、所望の抗体または抗原と反応するが、所望の抗体－抗原複
合体の形成に干渉しない他の抗体をプレートのウェルに誘導体化し、結合していない抗体
または抗原を抗体結合によりウェルに捕捉することができる。ＧＳＴ固定化複合体に関し
て上記に記載した方法に加えて、かかる複合体を検出するための方法には、抗体または抗
原と反応するかかる他の抗体を用いた複合体の免疫検出が含まれる。
【０１３４】
　本発明は、さらに、本明細書に記載の治療のための、前述のスクリーニングアッセイの
いずれかによって同定される新規薬剤およびそれらの使用に関する。
【０１３５】
　診断アッセイ
　本発明の抗体を、適切なアッセイ、例えば、従来の免疫アッセイの種類によって検出す
ることができる。例えば、全長のフィブリノゲン、フィブリンまたはその断片を固相に固
定するサンドイッチアッセイを行うことができる。試料中の抗体がこの固相上の固定化ポ
リペプチドに結合することが可能なほど十分な時間インキュベーションを維持する。この
最初のインキュベーション後、この固相を試料から分離する。この固相は洗浄し、試料に
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も存在し得る非特異的なタンパク質などの非結合材料および干渉物質を除去する。次いで
、固定化ポリペプチドに結合させた所望の抗体（例えば、モノクローナル抗体５Ｂ８およ
び／または１Ｅ３）を含む固相を、第２の標識抗体またはビオチンもしくはアビジンなど
のカップリング剤に結合させた抗体とインキュベートする。この２次抗体は、別の抗フィ
ブリン抗体であってもよい。抗体の標識は当該技術分野で周知であり、放射性核種、酵素
（例えば、マレイン酸デヒドロゲナーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキ
シダーゼ、カタラーゼ）、蛍光（フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィ
コシアニン、フルオレサミン）、およびビオチンなどを含む。これらの標識抗体を固体と
インキュベートし、固相に結合した標識を測定する。当該技術者は、これらおよび他のイ
ムノアッセイを容易に行うことができる。
【０１３６】
　生体試料中のフィブリンタンパク質の有無を検出するための例示的な方法は、被験者か
ら生体試料を取得すること、かつこの生体試料中のフィブリンの存在を検出するように、
生体試料を本発明の標識モノクローナル抗体と接触させることを含む。
【０１３７】
　本明細書で使用する、プローブまたは抗体に関する「標識」という用語は、プローブま
たは抗体に検出可能な物質をカップリング（すなわち、物理的に結合）させることによる
プローブまたは抗体の直接標識、ならびに直接標識された別の試薬との反応によるプロー
ブまたは抗体の間接標識を包含することが意図される。間接標識の例として、蛍光標識２
次抗体を用いる１次抗体の検出、およびプローブを蛍光標識ストレプトアビジンで検出す
ることができるようにビオチンを用いたＤＮＡプローブの末端標識が挙げられる。「生体
試料」という用語は、対象から単離される組織、細胞および生体液、ならびに対象内に存
在する組織、細胞および体液を含むことが意図される。すなわち、本発明の検出法を用い
て、生体試料中のフィブリンをインビトロおよびインビボで検出することができる。例え
ば、フィブリンの検出のためのインビトロ技術には、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）
、ウェスタンブロット、免疫沈降、および免疫蛍光が含まれる。さらに、フィブリンの検
出のためのインビボ技術には、標識抗フィブリン抗体を対象に導入することが含まれる。
例えば、抗体を放射性マーカーで標識することができ、対象におけるその存在および位置
を、標準的な画像処理技術により検出することができる。
【０１３８】
　一実施形態において、この生体試料は、被験者由来のタンパク質分子を含む。一つの好
ましい生体試料は、従来の手段によって対象から単離した末梢血白血球試料である。
【０１３９】
　キット
　本発明は、また生体試料中のフィブリンの存在を検出するためのキットも包含する。例
えば、このキットには、生体試料中のフィブリンを検出することができる標識化合物また
は標識剤；試料中のフィブリンの量を測定するための手段；試料中のフィブリンの量を標
準物質と比較するための手段が含まれ得る。化合物または薬剤は適切な容器に詰めること
ができる。このキットは、さらに、試料中のフィブリンを検出するためのキットの使用説
明書を含み得る。
【０１４０】
　本発明をさらに以下の実施例に記載するが、これは、特許請求の範囲に記載する本発明
の範囲を限定しない。
【実施例】
【０１４１】
　本教示の態様を以下の実施例を踏まえてさらに理解することができるが、これは、決し
て本教示の範囲を限定するものとして解釈されるべきではない。
【０１４２】
　実施例１－モノクローナル抗体の作製
　フィブリノゲンとＭａｃ－１の相互作用に重要であることが示されたフィブリノゲンの
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γ鎖の正確なアミノ酸に相当するペプチド配列を合成した（ペプチド番号１：ＣＧＷＴＶ
ＬＱＫＲＩＤＧＳＬ（配列番号１７）およびペプチド番号２：ＣＫＫＴＴＭ ＫＩＩＰＦ
Ｎ ＲＬＴＩＧ（配列番号１８））。インビボでの強い抗体反応を促進する担体タンパク
質のキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）との結合を可能にする、対応するＮ－
末端のシステイン残基を有するこれらの２種類のペプチドを合成した。両方のペプチドを
用いて、３匹のマウスを免疫し、これらのマウスにおいて抗体反応を生じさせた。予備的
な血清スクリーニングは、これらのペプチドに対する強い抗体価を明らかにし、その後、
これら２つのペプチド配列に対してクローン抗体を産生するハイブリドーマを作製した。
４８０個のハイブリドーマクローンの最初のスクリーニングを、ペプチドおよび担体タン
パク質の両方に対するＥＬＩＳＡにより行った。陽性クローンを増やして再試験し、ＥＬ
ＩＳＡにより、ペプチドエピトープ反応性を確認した。この最初のスクリーニングの最終
的な結果は、ペプチド番号１または番号２のいずれか一方に特異的であった４６個のクロ
ーンをもたらした。これらのＥＬＩＳＡの結果の綿密な分析により、さらなる検査のため
の１６個の目的候補を同定した。これらの１６個のクローンを、全長フィブリノゲン上の
Ｍａｃ－１受容体によるミクログリア接着を阻止するそれらの能力についてスクリーニン
グした。組織培養ウェルを５０μｇ／ｍＬのフィブリノゲンでコーティングし、その上に
、これらの抗体クローンの存在下でミクログリア細胞（２００，０００細胞／ｍＬ）を播
種した。３０分後にウェルを洗浄し、残りの接着細胞を、０．１％クリスタルバイオレッ
トで染色した。染色した細胞を１％ＰＦＡで固定し、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００
で可溶化した。これらのクローンのうちの５個は、Ｍａｃ－１に対する市販のブロッキン
グ抗体（Ｍｌ／７０）の能力と同様であり、５９５ｎｍにおける吸光測定によって評価し
た時、フィブリノゲンへのミクログリア接着を阻止する重要な能力を示した（図１；吸光
度のシフトによって測定した時、２０％を超える割合の阻害を有する）。本発明の抗体は
、３０％、４０％、または５０％を超える割合で、フィブリノゲンへのミクログリア接着
を防ぐことができることが企図される。クローン１Ａ５、１Ｄ６および１Ｅ３はペプチド
番号１のエピトープを認識するが、クローン４Ｅ１１および５Ｂ８はペプチド番号２のエ
ピトープを認識する。これらの５つのクローンを、さらにウェスタンブロットによりフィ
ブリノゲンを認識するそれらの能力について分析した。全ての５つ抗体は、同程度にフィ
ブリノゲンのγ鎖を認識した。これらの抗体が用量依存的にフィブリノゲンを認識するか
どうかを調べるために、ＥＬＩＳＡを、コーティングした全長フィブリノゲンにおいて行
った（図２）。全ての５つ抗体は、漸増濃度の全長フィブリノゲンに特異的に結合するこ
とが判明した。単離および大規模な精製のために、これらの５つの抗体から３つを選択し
た（１Ｅ３、４Ｅ１１および５Ｂ８は、吸光度のシフトにより測定した時に、フィブリン
またはフィブリノゲンγＣドメインへのＭａｃ－１結合を、５０％を超える割合で阻害す
る）。本発明の抗体は、フィブリンへのＭａｃ－１結合を５０％、６０％または７０％を
超える割合で阻害することができることが企図される。最初に、２０ｍｇの全ての３つの
抗体を、インビトロ食作用アッセイおよびＥＡＥ実験における使用のために精製した。
【０１４３】
　実施例２－フィブリノゲンのγ鎖に対するモノクローナル抗体は、ミクログリアによる
食作用を阻害する
　食作用は、Ｍａｃ－１によって媒介される活性化ミクログリアおよびマクロファージの
主要な機能である。食作用アッセイを、以前に記載されたとおりにミクログリアにおいて
行った。Ａｄａｍｓ ｅｔ ａｌ．，２００７，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．２０４：５７１－５
８２を参照されたく、これは参照によりその全体が本明細書に組込まれる。フィブリン由
来のγ３７７－３９５ペプチドはミクログリア活性化を阻害し、中枢神経系自己免疫疾患
の再発麻痺を抑制する。改変したフィブリンγ３７７－３９５エピトープに対するモノク
ローナル抗体５Ｂ８は、インビトロで食作用を阻害することに優れた有効性を示した。イ
ンビボ試験におけるこの抗体は、γ３７７－３９５ペプチドについて以前に記載されたと
おり、ＭＳの動物モデルにおける予防的および治療的投与を示す。
【０１４４】
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　実施例３－モノクローナル抗体５Ｂ８は、実験的自己免疫性脳脊髄炎の寛解－再発動物
モデルにおける再発発生率を抑制する。
　インビボのミクログリア活性化および脱髄の調節に対するフィブリン抗体の効果を評価
するために、食作用アッセイで同定したクローンのうちの２個を、ＰＬＰ ＥＡＥの発生
後のマウスに投与した。抗体５Ｂ８および４Ｅ１１を、１匹のマウスあたり２５０μｇで
、週に３回投与した。図４に示すとおり、抗体４Ｅ１１は、ＥＡＥの発生において実質的
効果がなかった。逆に、抗体５Ｂ８は、再発時に臨床症状の抑制を示した。
【０１４５】
　他の実施形態
　上記で説明した詳細の記載は、本発明を行う際に当業者を助けるために提供される。し
かし、本明細書に記載し、請求される本発明は、これらの実施形態が本発明のいくつかの
態様の説明として意図されるので、本明細書に開示された特定の実施形態によって範囲が
限定されるものではない。任意の同等の実施形態は、本発明の範囲内にあることが意図さ
れる。実際、本明細書に示され、記載される変更に加えて、本発明の様々な変更は、本発
明の発見の趣旨または範囲から逸脱しない前述の記載から当該技術者に明らかになるであ
ろう。かかる変更は、添付の特許請求の範囲の範囲に入ることも意図される。
【０１４６】
　引用される参考文献
　本明細書の参考文献の引用は、それが本発明の先行技術であると認めるものと解釈され
てはならない。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４Ａ】
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摘要(译)

本发明提供了一种分离的抗体，其结合纤维蛋白或纤维蛋白原γC结构
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抑制实验性自身免疫性脑脊髓炎（EAE）的临床症状。提供了使用抗
体，药物组合物，试剂盒，载体，包含载体的细胞和抗体产生方法的各
种方法。
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