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(57)【要約】
【課題】ヒト抗体ならびに神経疾患の処置のためのその診断的および治療的使用
【解決手段】ＣＮＳにおけるニューロンに結合し、それを認識し、かつＣＮＳのニューロ
ンにおける応答を誘発することが可能である特異的結合メンバー、特にヒト抗体、特に組
換え抗体、およびそれらの断片が提供される。これらの抗体は、神経保護のために、なら
びに神経損傷、神経傷害または神経変性および神経変性疾患と関連する状態の診断および
処置のために、有用である。本発明の抗体、それらの可変領域、またはＣＤＲドメイン配
列、およびそれらの断片はまた、治療において、化学療法剤、免疫調節剤、もしくは向神
経活性剤および／または他の抗体、またはそれらの断片と組み合わせて用いることもでき
る。抗体は、それらの配列が本明細書で提供されている、抗体ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４
２により例示される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　神経疾患における使用のためのヒト抗体およびその特異的結合配列
　政府支援についての申告
　本明細書に記載の本発明は、米国国立衛生研究所（Ｇｒａｎｔ　Ｎｏｓ．　Ｒ０１　Ｎ
Ｓ　２４１８０、Ｒ０１　ＮＳ　３２１２９、Ｒ０１　ＣＡ１０４９９６、Ｒ０１　ＣＡ
０９６８５９）、および全米多発性硬化症協会（Ｇｒａｎｔ　Ｎｏ．　ＣＡ　１０１１　
Ａ８－３）によって、完全または部分的に支援された。米国政府は本発明において一定の
権利を有する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、ＣＮＳにおけるニューロンに結合し、これらを認識し、ＣＮＳのニューロン
における応答を誘発することが可能である抗体、特にヒト天然抗体、これらに由来する組
換え抗体、およびそれらの断片に関する。これらの抗体は、神経損傷、神経傷害または神
経変性、神経変性疾患、慢性神経傷害または慢性神経損傷、および突発的神経傷害または
突発的神経損傷と関連する状態の診断および処置に有用である。本発明の抗体、それらの
可変領域、またはＣＤＲドメイン配列、およびそれらの断片はまた、治療において、化学
療法剤、免疫調節剤、もしくは向神経活性剤および／または他の抗体またはそれらの断片
と組み合わせて用いることもできる。本発明は一般に、中枢神経系における神経成長の調
節に、より具体的には、ＣＮＳにおける神経成長を改善するための方法、ならびに関連す
る薬剤、構築物、および組成物に関する。
【背景技術】
【０００３】
　神経再生とは、神経組織、細胞、または細胞産物の再成長または修復を指す。このよう
な機構は、再ミエリン化、新たなニューロン、神経膠、軸索、ミエリン、またはシナプス
の発生を包含しうる。末梢神経系（ＰＮＳ）と中枢神経系（ＣＮＳ）とでは、神経再生が
、関与する機能的機構ならびに再生の程度および速さのいずれでも異なる。
【０００４】
　損傷後における成熟哺乳動物の中枢神経系（ＣＮＳ）における軸索の再生は、極めて限
定されたものである。その結果、脊髄損傷（ＳＣＩ）、外傷性脳損傷、脳卒中、および軸
索の断絶を伴う関連状態の後では、機能欠損が遷延する。この状況は、長距離にわたる軸
索の再生および実質的な機能回復が成体において生じうる、哺乳動物の末梢神経系（ＰＮ
Ｓ）における状況とは異なる。細胞外分子およびニューロンの内因性成長能のいずれもが
、再生の成功に影響を及ぼす。
【０００５】
　中枢神経系（ＣＮＳ）の軸索が、成体の哺乳動物における損傷後に自発的に再生するこ
とはない。これに対し、末梢神経系（ＰＮＳ）の軸索は、容易に再生し、末梢神経の損傷
後における機能回復を可能とする。Ａｇｕａｙｏらは、少なくとも一部の成熟ＣＮＳのニ
ューロンは、許容性の末梢神経移植を施されれば、再生する能力を保持することを裏付け
た（非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３；非特許文献４）。この研究は、軸索成
長に、ＰＮＳ環境は刺激性であり、かつ／またはＣＮＳ環境は阻害性であることを示唆し
た。その後の研究では、ＰＮＳにおける成長促進因子およびＣＮＳにおける成長阻害因子
のいずれもが同定された。再生阻害剤には、ＣＮＳミエリンにおける特定のタンパク質お
よび星状膠細胞性瘢痕と関連する分子が含まれる。加えて、ＣＮＳにおける、ＰＮＳと比
べて緩徐な残屑クリアランスは、軸索の再成長を妨げる可能性がある。軸索成長に影響を
及ぼす因子の理解は、ＣＮＳの再生を促進する治療剤を開発するのに極めて重要である。
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【０００６】
　末梢神経損傷後、軸索は、容易に再生する。細胞体からは断絶している軸索の遠位部は
、ウォラー変性を受ける。この活性過程の結果として、軸索の断片化および分解がもたら
される。残屑は、神経膠細胞、主に、マクロファージにより除去される。次いで、近位軸
索は、それらの標的を再生および再神経化して、機能回復を可能とする。
【０００７】
　ＣＮＳ再生阻害剤の２つの主要なクラスは、ミエリン会合阻害剤（ＭＡＩ）およびコン
ドロイチン硫酸プロテオグリカン（ＣＳＰＧ）である。これらの分子は、軸索の再生を制
限し、それらの機能に干渉することにより、成体におけるＣＮＳのある程度の成長も制限
する。細胞自律的な因子もまた、ＣＮＳ再生失敗の重要な決定因子である。ＣＮＳにおけ
るニューロンは、成長関連遺伝子を上方制御する程度が、ＰＮＳにおけるニューロンと同
じではない。その結果、それらの再生能は、阻害剤が存在しない場合であっても、限定さ
れたものである。ニューロンの内因性の成長能を増大させることにより、ＣＮＳにおける
適度な軸索の再生が可能となる（非特許文献５；非特許文献６）。
【０００８】
　ＭＡＩとは、ＣＮＳミエリンの成分としての希突起膠細胞を介して発現させたタンパク
質である。ＭＡＩは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて神経突起成長を損ない、ＣＮＳ損傷後の
ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて軸索成長を制限すると考えられている。ＭＡＩには、Ｎｏｇｏ－
Ａ（非特許文献７；非特許文献８）、ミエリン会合糖タンパク質（ＭＡＧ）（非特許文献
９）、希突起膠細胞ミエリン糖タンパク質（ＯＭｇｐ）（非特許文献１０）、エフリン－
Ｂ３（Ｂｅｎｓｏｎ　ＭＤら（２００５年）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ
ＳＡ、１０２巻：１０６９４～１０６９９頁）、およびセマフォリン４Ｄ（Ｓｅｍａ４Ｄ
）（Ｍｏｒｅａｕ－Ｆａｕｖａｒｑｕｅ　Ｃら（２００３年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、
２３巻：９２２９～９２３９頁）が含まれる。これらのうちの３つ（Ｎｏｇｏ－Ａ、ＭＡ
Ｇ、およびＯＭｇｐ）は、ニューロンのＮｏｇｏ－６６受容体１（ＮｇＲ１）と相互作用
して、軸索成長を制限する。これらの３つの構造的に類縁でないリガンドはまた、第２の
軸索成長阻害受容体であるペア型免疫グロブリン様受容体Ｂ（ＰｉｒＢ）（Ａｔｗａｌ　
ＪＫら（２００８年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、３２２巻：９６７～９７０頁）に対するアフィ
ニティーも示す。
【０００９】
　神経突起成長の促進および／または阻害の根底をなす分子的鍵として作用する複数の認
識分子が同定されている。神経突起成長を促進する認識分子の中では、神経細胞接着分子
であるＬ１が、神経突起成長を媒介するのに顕著な役割を果たす（Ｓｃｈａｃｈｎｅｒ　
Ｍ（１９９０年）、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、２
巻：４９７～５０７頁）。Ｌ１依存性神経突起成長は、同種親和性相互作用を介する。Ｌ
１は、Ｌ１を発現させる神経突起およびシュワン細胞、ならびにＬ１でトランスフェクト
した線維芽細胞における神経突起成長を増強する（Ｂｉｘｂｙら（１９８２年）、Ｐｒｏ
ｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．、８４巻：２５５５～２５５９頁；
Ｃｈａｎｇら（１９８７年）、Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ、１０４巻：３５５～３６２頁；
Ｌａｇｅｎａｕｒら（１９８７年）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、
８４巻：７７５３～７７５７頁；Ｓｅｉｌｈｅｉｍｅｒら（１９８８年）、Ｊ　Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｌ、１０７巻：３４１～３５１頁；Ｋａｄｍｏｎら（１９９０年）、Ｊ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｂｉｏｌ、１１０巻：１９３～２０８頁；Ｗｉｌｌｉａｍｓら（１９９２年）、Ｊ　
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ、１１９巻：８８３～８９２頁）。
【００１０】
　神経系の損傷に罹患する患者は、毎年９０，０００例を超え、脳卒中などの脳血管事象
を含めると、はるかに大きな数となる。脊髄損傷に罹患する患者だけで、毎年１０，００
０例に上ると推定されている。神経損傷の発症率がこのように高いことの結果として、神
経組織工学の亜分野である神経再生および神経修復は、損傷後における神経機能性を回復
させる新たな方式の発見に専心する、急速に成長する分野となりつつある。神経系は、脳



(4) JP 2016-130259 A 2016.7.21

10

20

30

40

50

および脊髄からなる中枢神経系、ならびにそれらに関連する神経節を伴う頭蓋神経および
脊髄神経からなる末梢神経系の２つの部分に分けられる。末梢神経系が内因性の修復能お
よび再生能を有するのに対し、中枢神経系は、その自己修復能および再生能において、比
較的および大方制約されている。現在のところ、中枢神経系への損傷後においてヒト神経
機能を回復させるための、許容され、かつ、承認された処置は見られない。
【００１１】
　脊髄損傷（ＳＣＩ）後における軸索の保護および修復は、運動ニューロンの喪失および
永続的な身体障害を防止するのに有効な戦略としての大きな可能性を保持する。ニューロ
ンの保護は、傷害後における軸索の損傷を防止し、軸索の修復を促進するために標的化さ
れる栄養因子を用いて達成されている。これらの分子は主に、特異的な低分子である神経
栄養因子の標的化に焦点を当てるｉｎ　ｖｉｔｒｏ系に基づく選択戦略を用いて同定され
た。これらの分子は、前臨床モデルでは神経保護的な結果を裏付けたが、臨床試験による
結果はそれほど好ましいものではない。
【００１２】
　天然の自己反応性モノクローナル抗体は、損傷および疾患の複数のモデルを用いて、Ｃ
ＮＳ細胞における有益な生物学的機能を裏付けている。抗体を介するニューロン生存の促
進、軸索の再生、および機能回復が、マウスモノクローナルＩｇＭであるＩＮ－１を用い
て、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて裏付けられている（Ｂｒｅｇｍａｎ　ＢＳら（１９９５年）
、Ｎａｔｕｒｅ、３７８巻（６５５６号）：４９８～５０１頁；Ｃａｒｏｎｉ　Ｐ、Ｓｃ
ｈｗａｂ　ＭＥ（１９８８年）、Ｎｅｕｒｏｎ、１巻（１号）：８５～９６頁）。同様の
結果が、ＣＮＳ損傷に先立つ脊髄ホモジネート（ＳＣＨ）の免疫化を用いて得られた（Ｅ
ｌｌｅｚａｍ　Ｂ、Ｂｅｒｔｒａｎｄ　Ｊ、Ｄｅｒｇｈａｍ　Ｐ、ＭｃＫｅｒｒａｃｈｅ
ｒ　Ｌ（２００３年）、Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　Ｄｉｓ、１２巻（１号）：１～１０頁；Ｈ
ｕａｎｇ　ＤＷら（１９９９年）、Ｎｅｕｒｏｎ、２４巻（３号）：６３９～６４７頁）
。
【００１３】
　多発性硬化症（ＭＳ）とは、通常は初期の軸索損傷を伴わない、原発性脱髄を病理学的
特徴とする、慢性でしばしば進行性で炎症性の中枢神経系（ＣＮＳ）疾患である。ＭＳの
病因および発症機序は未知である。ＭＳの複数の免疫学的特徴、およびその特定の主要組
織適合性複合体の対立遺伝子との中程度の会合により、ＭＳが免疫媒介性疾患であるとい
う推断が誘発されている。自己免疫仮説は、特定のミエリン成分を遺伝子的に感受性であ
る動物へと注射することにより、Ｔ細胞介在性ＣＮＳ脱髄をもたらす、実験的な自己免疫
性（アレルギー性）脳脊髄炎（ＥＡＥ）モデルにより裏付けられている。しかし、特異的
自己抗原および病原性のミエリン反応性Ｔ細胞が、ＭＳ患者のＣＮＳにおいて明確に同定
されたこともなく、ＭＳが他の自己免疫疾患と関連付けられることもない。疫学的データ
に基づく代替的な仮説は、環境因子、おそらくは同定されていないウイルスが、ＣＮＳに
おける炎症反応を誘発し、これにより、潜在的に誘導性の自己免疫成分による直接的また
は間接的な（「バイスタンダー」的な）ミエリン破壊がもたらされるというものである。
この仮説は、ヒトおよび動物の両方における複数の天然ウイルス感染が脱髄を引き起こし
うるという証拠により裏付けられている。一般に用いられる１つの実験的ウイルスモデル
は、サイラーマウス脳脊髄炎ウイルス（ＴＭＥＶ）により誘導される（Ｄａｌ　Ｃａｎｔ
ｏ，　Ｍ．Ｃ．およびＬｉｐｔｏｎ，　Ｈ．Ｌ．、Ａｍ．　Ｊ．　Ｐａｔｈ．、８８巻：
４９７～５００頁（１９７７年））。
【００１４】
　ＭＳおよび他の脱髄性疾患または神経変性疾患のための現行の療法の有効性が限定され
たものであることから、これらの疾患を改善する新規の療法に対する関心が刺激されてい
る。しかし、環境因子および自己免疫因子の両方を伴う可能性がある、これらの疾患の明
らかに複雑な原因病理に起因して、これらの脱髄性障害の有効な処置に対する必要がやは
り存在する。
【００１５】
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　ＭＳの場合、脱髄の最終的な結果として、神経細胞死がもたらされる。しかし、脱髄後
における軸索の死滅は、即時的なものではない。適切な支持分子または支持細胞が供給さ
れれば、神経系は、著明な修復能を示す。ＣＮＳの軸索の保護は、生存する軸索の喪失を
制限し、永続的な身体障害を防止するのに有効な戦略となる見込みがある。神経保護は、
病変における潜在的に神経毒性の炎症性環境を調節することにより達成することができる
。興奮毒性を制限するか、一酸化窒素を阻害するか、またはイオンチャネルを遮断するよ
うにデザインされた試薬は、危険にある軸索を保護する方法として研究されている（Ｐｉ
ｔｔ，　Ｄ．、Ｐ．　Ｗｅｒｎｅｒ、およびＣ．　Ｓ．　Ｒａｉｎｅ（２０００年）、Ｎ
ａｔ　Ｍｅｄ、６巻：６７～７０頁；Ｏｋｕｄａ，　Ｙら（１９９７年）、Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、７３巻：１０７～１１６頁；Ｗａｘｍａｎ
，　Ｓ．　Ｇ．（２００２年）、Ｊ　Ｒｅｈａｂｉｌ　Ｒｅｓ　Ｄｅｖ、３９巻：２３３
～２４２頁）。これらの試薬の多くが、毒性が裏付けられた低分子であり、全身の全ての
細胞に作用する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ　ＰＭ、ＭｃＧｕｉｎｎｅｓｓ　ＵＭ、Ａｇｕａ
ｙｏ　ＡＪ、Ｎａｔｕｒｅ、（１９８０年）２８４巻：２６４～２６５頁
【非特許文献２】Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ　ＰＭ、Ｉｓｓａ　ＶＭ、Ａｇｕａｙｏ　ＡＪ、
Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｙｔｏｌ、（１９８４年）１３巻：１６５～１８２頁
【非特許文献３】Ｄａｖｉｄ　Ｓ、Ａｇｕａｙｏ　ＡＪ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、（１９８１年
）２１４巻：９３１～９３３頁
【非特許文献４】Ｂｅｎｆｅｙ　Ｍ、Ａｇｕａｙｏ　ＡＪ、Ｎａｔｕｒｅ、（１９８２年
）２９６巻：１５０～１５２頁
【非特許文献５】Ｂｏｍｚｅ　ＨＭら、Ｎａｔ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、（２００１年）４巻
：３８～４３頁
【非特許文献６】Ｎｅｕｍａｎｎ　Ｓ、Ｗｏｏｌｆ　ＣＪ、Ｎｅｕｒｏｎ、（１９９９年
）２３巻：８３～９１頁
【非特許文献７】Ｃｈｅｎ　ＭＳら、Ｎａｔｕｒｅ、（２０００年）４０３巻：４３４～
４３９頁
【非特許文献８】ＧｒａｎｄＰｒｅ　Ｔら、Ｎａｔｕｒｅ、（２０００年）４０３巻：４
３９～４４頁
【非特許文献９】ＭｃＫｅｒｒａｃｈｅｒ　Ｌら、Ｎｅｕｒｏｎ、（１９９４年）１３巻
：８０５～８１１頁
【非特許文献１０】Ｋｏｔｔｉｓ　Ｖら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ、（２００２年）８２
巻：１５６６～１５６９頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　中枢神経系において活性を呈示し、特に、再ミエリン化の刺激と関連するヒトモノクロ
ーナル自己抗体が同定されている。ＣＮＳにおける活性を伴うヒトモノクローナル抗体、
特に、これらの活性、ならびに神経再生を促進し、かつ／またはニューロンを疾患、傷害
、損傷、および／もしくは死滅から保護する能力を伴う組換え抗体を同定し、特徴付け、
開発することが所望されるであろう。これは、本発明が対象とする目的に向けたものであ
る。
【００１８】
　本明細書における参考文献の引用は、これらの参考文献が本発明に先行することの容認
としてはみなされないものとする。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
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　本発明は、ＣＮＳにおける特定の有効性を伴う神経調節剤であって、ＩｇＭ亜型の抗体
、その活性断片、その単量体、そのアゴニスト、およびこれらの組合せからなる群から選
択される物質を含む薬剤に関する。本発明の神経調節剤または抗体は、以下の特徴のうち
の１または複数を有する：本発明の神経調節剤または抗体は、ニューロンを保護し、かつ
／またはこれを安定化させる；本発明の神経調節剤または抗体は、ＣＮＳまたは神経細胞
の損傷、障害、または傷害における部位を標的とする；本発明の神経調節剤または抗体は
、細胞死、例えば、過酸化水素誘導性細胞死を低減または遮断する。
【００２０】
　本発明は、中枢神経系における診断目的および治療目的のための、神経突起伸長を促進
し、神経再生において作用し、かつ／またはニューロンを損傷から保護する能力を伴うニ
ューロン結合モノクローナル抗体を提供する。特に、特異的な組換え抗体であって、皮質
ニューロン、海馬ニューロン、小脳顆粒細胞、および網膜神経節細胞を含めたニューロン
を認識し、これらに結合することが可能な抗体が提供される。本明細書では、組換え完全
ヒト抗体が提供される。本発明の抗体は、神経の障害、損傷または傷害と関連する状態ま
たは疾患において診断的および治療的に用いられる。
【００２１】
　一般的な態様では、本発明が、皮質ニューロン、海馬ニューロン、小脳顆粒細胞、およ
び網膜神経節細胞を含めたニューロンにおける１または複数のエピトープを指向し、これ
らに結合することが可能な抗体を提供する。広範な態様では、本発明が、単離された特異
的結合メンバー、特に、ニューロンを認識し、これらに結合し、かつ／またはこれらを標
的とする組換えヒト抗体を含めた抗体またはその断片を提供する。本発明は、ニューロン
に特異的に結合し、ニューロンを細胞死から保護し、再ミエリン化を促進しないヒト抗体
、特に、ヒト抗体、特に、ＩｇＭ抗体を提供する。本発明の抗体は、脊髄損傷（ＳＣＩ）
、外傷性脳損傷（ｔｒａｕｍａｔｉｃ　ｂｒｉａｎ　ｉｎｊｕｒｙ）（ＴＢＩ）、筋萎縮
性側索硬化症（Ａｍｙｏｌｏｔｒｏｐｉｃ　Ｌａｔｅｒａｌ　Ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）（Ａ
ＬＳ）、多発性硬化症（ＭＳ）、アルツハイマー病、脳卒中、パーキンソン病、ハンチン
トン病、出産前低酸素症／周産期虚血、脳性まひ、脳症、脊髄症、または運動ニューロン
疾患における使用、および、特に、これらの疾患におけるニューロンおよび神経の能力の
保護、存続、または維持における使用を含め、神経が損なわれているか、傷つけられてい
るか、もしくは損傷しているか、またはその危険性がある哺乳動物における疾患または状
態を処置または改善するのに使用される。特定の態様では、本発明が、抗体１２または４
２、特に、血清由来または組換えのＩｇＭ１２またはＩｇＭ４２である抗体またはその断
片を提供する。
【００２２】
　本発明の態様では、図５および／または６に示される可変領域のＣＤＲ配列を含む、組
換えまたは合成のニューロン結合抗体が提供される。抗体１２は、図５に示される、重鎖
ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳ
Ｔ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、なら
びに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列
番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）を含む。抗体４２は、
図６に示される、重鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ
２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡ
ＤＦ（配列番号３９）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、
ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４
２）を含む。したがって、本明細書で同定される抗体（複数可）のＣＤＲに基づく組換え
抗体は、ニューロン、特に、疾患またはがんにおいて感受性であるか、障害され、損傷さ
れまたは傷害されたニューロンを標的とし、保護するのに有用である。
【００２３】
　したがって、本発明は、神経が損なわれているか、傷つけられているか、もしくは損傷
しているか、またはその危険性がある哺乳動物における疾患または状態を処置または改善
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するのに使用される、ニューロンに特異的に結合し、ニューロンを細胞死から保護し、再
ミエリン化を促進しない単離ヒトＩｇＭ抗体（複数可）またはその断片（複数可）であっ
て、（ａ）図５に示される可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬ
ＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ
３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳ
ＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱ
ＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）、または（ｂ）図６に示される、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲ
ドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴ
Ｔ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３９
）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（
配列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）を含む抗体また
は断片を提供する。
【００２４】
　さらなる特定の態様では、本発明の抗体が、図５および／または図６に示されるアミノ
酸配列を含めた抗体１２または４２のアミノ酸配列を含む。本発明の組換え抗体であるＩ
ｇＭ１２は、図５に示される可変重鎖配列（配列番号１）および可変軽鎖配列（配列番号
１１）を含む。本発明の組換え抗体であるＩｇＭ４２は、図６に示される可変重鎖配列（
配列番号１７）および可変軽鎖配列（配列番号２７）を含む。本発明の特定の態様では、
組換え抗体は、ヒト重鎖可変領域、定常領域、およびヒトＪ鎖を含む、完全ヒト組換え抗
体である。本明細書では、図５に示される、可変領域（配列番号１）またはそのＣＤＲ、
ヒト定常領域、特に、カッパ配列（配列番号３、５、７、および９）およびヒトＪ鎖（配
列番号１５）を含むヒト免疫グロブリン重鎖を含む完全ヒト組換えＩｇＭ１２抗体が提供
される。
【００２５】
　さらなる態様では、本発明が、抗原に結合することが可能な単離抗体またはその断片で
あって、本明細書および図６に実質的に示されるアミノ酸配列を含むポリペプチド結合ド
メインを含む抗体またはその断片を提供する。本発明は、ニューロンに結合することが可
能な単離されたヒト抗体またはその断片であって、重鎖可変領域（配列番号１７）もしく
はそのＣＤＲ、および軽鎖可変領域（配列番号２７）もしくはそのＣＤＲを含む抗体もし
くはその断片、または本明細書および図６に実質的に示されるアミノ酸配列を含む抗体も
しくはその断片を提供する。
【００２６】
　さらなる態様では、本発明が、抗原に結合することが可能な単離された完全ヒト抗体ま
たはその断片であって、実質的に本明細書および図５に示されるアミノ酸配列を含むポリ
ペプチド結合ドメインを含む抗体またはその断片を提供する。本発明は、ニューロンに結
合することが可能な単離された完全ヒト抗体またはその断片であって、重鎖可変領域（配
列番号１）もしくはそのＣＤＲ、および軽鎖可変領域（配列番号１１）もしくはそのＣＤ
Ｒを含むか、または実質的に本明細書および図５に示されるアミノ酸配列を含む抗体また
はその断片を提供する。本発明は特に、単離ヒトＩｇＭ抗体またはその活性断片であって
、図５に示される、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（
配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　Ａ
ＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳ
Ｙ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨ
ＴＰＷ（配列番号３６）を含む抗体またはその活性断片を提供する。特定の態様では、本
発明が、単離された完全ヒト組換えＩｇＭ抗体またはその活性断片であって、可変重鎖ア
ミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　Ｇ
ＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番
号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２
　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）、ヒト
定常領域および配列番号１５に示されるヒトＪ鎖配列を含む抗体またはその活性断片を提
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供する。
【００２７】
　さらなる態様では、本発明が、ニューロン結合ポリペプチドまたは上記で規定した抗体
をコードする配列を含む単離核酸、および本発明のポリペプチドまたは抗体を調製する方
法であって、前記ポリペプチドまたは抗体の発現をもたらす条件下で前記核酸を発現させ
るステップと、これらのポリペプチドまたは抗体を取り出すステップとを含む方法を提供
する。このような一態様では、図５もしくは６に示されるアミノ酸配列を有する抗体の可
変領域配列をコードする核酸が提供されるか、または図５もしくは６に示されるＣＤＲド
メイン配列を有する抗体が提供される。一態様では、図５または６の核酸配列を含む核酸
が提供される。さらなる態様では、図５または６に示される重鎖可変領域であるＶＨ鎖ま
たは軽鎖可変領域であるＶＬ鎖をコードする核酸が提供される。本発明はまた、本発明の
抗体をコードする組換えＤＮＡ分子もしくはクローニングされた遺伝子またはその縮重バ
リアント、好ましくは、核酸分子、特に、抗体のＶＨ鎖およびＶＬ鎖、特に、図５または
６に示される配列を有するかまたはこれをコードすることが可能なＣＤＲ領域の配列をコ
ードする組換えＤＮＡ分子またはクローニングされた遺伝子にも関する。好ましい態様で
は、本発明が、ＩｇＭ１２の重鎖可変領域配列（配列番号２）および軽鎖可変領域配列（
配列番号１２）をコードする核酸、ならびにＩｇＭ４２の重鎖可変領域配列（配列番号１
８）および軽鎖可変領域配列（配列番号２８）をコードする核酸を提供する。本発明の態
様では、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３
１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩ
ＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番
号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配
列番号３６）を含む抗体またはその断片をコードする核酸が提供される。さらなる態様で
は、核酸が、ヒト定常領域およびヒトＪ鎖、特に、配列番号１５のＪ鎖をさらにコードす
る。本発明の態様では、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹ
Ａ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　
ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３９）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　
ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫ
ＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）を含む抗体またはその断片をコードする核酸が提供され
る。さらなる態様では、核酸が、ヒト定常領域およびヒトＪ鎖、特に、配列番号１５のＪ
鎖をさらにコードする。
【００２８】
　本発明による可変領域配列を含む抗体、それらの断片、および組換え抗体は、哺乳動物
における神経保護の方法であって、前記哺乳動物に有効量の本発明の抗体、それらの断片
、および組換え抗体を投与するステップを含む方法など、ヒトまたは動物の身体に対する
処置法、防止法、または診断法において用いることができる。本発明によるＣＤＲドメイ
ン領域の配列を含む組換え抗体またはそれらの断片は、哺乳動物における神経保護の方法
であって、前記哺乳動物に有効量の本発明の抗体、それらの断片、および組換え抗体を投
与するステップを含む方法において用いることができる。
【００２９】
　本発明の薬剤、特に、組換え抗体またはそれらの断片は、神経傷害、神経損傷または神
経障害、および結果としてＣＮＳ損傷をもたらすことが可能であり、可能性があるかまた
は実際にもたらす合併症を防止、処置、または改善するための方法における神経保護剤と
して用いることができる。本発明の処置法または防止法は、脳傷害または脳外傷、脊髄損
傷（ＳＣＩ）、神経傷害、頭部傷害、脳への血液供給が低減されるかまたは障害された状
態、脳の感染性疾患、神経変性疾患を含めた、ニューロンの構造、機能、または生存の喪
失が関与するかまたは関連する場合に適用可能である。本発明の方法に従い処置、防止、
または改善するための例示的なこのような疾患または状態には、脊髄損傷（ＳＣＩ）、外
傷性脳損傷（ＴＢＩ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、多発性硬化症（ＭＳ）、アルツ
ハイマー病、脳卒中、パーキンソン病、ハンチントン病、出産前低酸素症／周産期虚血、
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および／または脳性まひ、脳症、脊髄症、ならびに運動ニューロン疾患が含まれる。した
がって、本発明は、神経が障害され、傷害されもしくは損傷した哺乳動物における疾患も
しくは状態、または神経もしくはニューロンが障害、傷害もしくは損傷に感受性であるか
もしくはこの危険性がある状況を処置または改善する方法であって、ＩｇＭ１２およびＩ
ｇＭ４２から選択される組換え抗体もしくは完全ヒト抗体またはその断片を投与するステ
ップを含む方法に関する。
【００３０】
　本発明の態様では、本発明による可変領域配列を含む抗体、それらの断片、および組換
え抗体を、神経が障害され、傷害されもしくは損傷した症例、疾患、もしくは状態、また
は神経もしくはニューロンが障害、傷害もしくは損傷に感受性であるかもしくはこの危険
性がある状況における神経機能または運動機能を改善または安定化させる方法において用
いることもでき、このための組成物により投与することもできる。特定の態様では、歩行
などの運動または想起もしくは認識などの認知機能を含めた、またはこれらから選択され
る神経機能または運動機能の改善または安定化を促進するかまたは維持するように、抗体
またはそれらの断片を、疾患または状態の早期もしくは初期において用いるかもしくは投
与するか、または疾患または状態の経過または持続時間にわたり反復使用する。
【００３１】
　本発明の方法は、抗体ＩｇＭ１２および抗体ＩｇＭ４２の組合せを含めた複数の抗体ま
たは断片の投与を含みうる。本発明の態様では、１または複数の抗体またはそれらの断片
を投与するステップを含み、抗体が（ａ）可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１
　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）
、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列
ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、および
ＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）、または（ｂ）可変重鎖アミノ酸ＣＤＲド
メイン配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ
（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３９）
、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配
列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）を含む方法が提供
される。さらなるこのような方法では、抗体ＩｇＭ１２および／または抗体ＩｇＭ４２の
うちの１または複数、特に、抗体ｒＨＩｇＭ２２および／または抗体ｒＨＩｇＭ４６のう
ちの１または複数を含めた他のＣＮＳ作用抗体と組み合わせることができる。ｒＨＩｇＭ
２２抗体は、配列番号４３および４４に示されるアミノ酸配列またはこれらの配列番号の
ＣＤＲを含む。ｒＨＩｇＭ４６抗体は、配列番号４５および４６に示されるアミノ酸配列
またはこれらの配列番号のＣＤＲを含む。したがって、抗体ＩｇＭ１２および／または抗
体ＩｇＭ４２のうちの１または複数は、（ａ）ＣＤＲ１配列であるＳＳＧＭＨ、ＣＤＲ２
配列であるＶ（Ｉ）ＩＳＹＤＧＳＲＫＹＹＡＤＳＶＫＧ、およびＣＤＲ３配列であるＧＶ
ＴＧＳＰＴＬＤＹを含む重鎖可変領域のＣＤＲ、ならびにＣＤＲ１配列であるＳＧＳＳＳ
ＮＩＧＮＮＦＶＳ、ＣＤＲ２配列であるＤＩＴＫＲＰＳ、およびＣＤＲ３配列であるＧ（
Ｅ）ＴＷＤＳＳＬＳＡＶＶを含む軽鎖可変領域のＣＤＲ；または（ｂ）ＣＤＲ１配列であ
るＳＧＦＴＦＳＳＹＷ、ＣＤＲ２配列であるＩＫＫＤＧＳＥＫ、およびＣＤＲ３配列であ
るＡＲＰＮＣＧＧＤＣＹＬＰＷＹＦＤを含む重鎖可変領域のＣＤＲ、ならびにＣＤＲ１配
列であるＱＳＶＬＹＳＳＮＮＫＮＹ、ＣＤＲ２配列であるＹＷＡＳ、およびＣＤＲ３配列
であるＱＱＹＹＮＴＰＱＡを含む軽鎖可変領域のＣＤＲを含む１または複数の再ミエリン
化抗体と組み合わせることができる。抗体の組合せは、まとめて投与することもでき、逐
次的に投与することもでき、多様な回数および多様な量または濃度で投与することができ
る。二重特異性抗体を用いることもでき、多重特異性抗体を用いることもできる。特定の
このような態様では、抗体１２および／または抗体４２を、抗体２２および／もしくは抗
体４６ならびに／またはＩｇＭ２２またはＩｇＭ４６のＣＤＲ領域のＣＤＲ１配列、ＣＤ
Ｒ２配列、およびＣＤＲ３配列を有する抗体と組み合わせて、併用投与を介して、または
数時間、数日間、もしくは数週間を含めた短時間もしくは長期間を隔てて逐次的に投与す
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る。このような特定の一態様では、神経変性を伴う疾患または状態、および、特に、脱髄
を含めた疾患または状態を処置または改善するために、抗体１２および／または抗体４２
を、抗体２２および／または抗体４６と組み合わせて、併用投与を介して、または逐次的
に投与する。さらなるこのような態様では、脱髄性疾患または脱髄性状態を処置または改
善するために、抗体１２および／または抗体４２を、抗体２２および／または抗体４６と
組み合わせて、併用投与を介して、または逐次的に投与する。特定の態様では、多発性硬
化症を処置または改善するために、抗体１２および／または抗体４２を、抗体２２および
／または抗体４６と組み合わせて、併用投与を介して、または逐次的に投与する。このよ
うな一態様では、ＭＳ症の測定可能な臨床的側面において、相乗効果を含めた組合せ効果
のために再ミエリン化および神経保護を達成する。
【００３２】
　本発明の薬剤の神経保護能および／または神経変性能の点から述べると、本発明はさら
に、皮質ニューロン、海馬ニューロン、小脳顆粒細胞、および網膜神経節細胞の増殖を含
めたニューロンの増殖を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてもたらし、刺激する方法にも関する
。このような増殖したニューロンは、移植および神経細胞の治療プロトコールおよび治療
法に適切でありうる。
【００３３】
　本発明の診断的有用性は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおける診断アッセ
イおよび画像化アッセイを含めた、ＣＮＳにおける神経傷害もしくは神経損傷を特徴付け
るか、または神経傷害もしくは神経損傷もしくは神経死滅（壊死性死滅またはアポトーシ
ス性死滅を含めた）を伴う疾患もしくは状態についてスクリーニングするかもしくは評価
するアッセイおよび方法における本発明の抗体の使用まで拡張される。イムノアッセイで
は、対照量の抗体などを調製し、酵素、特異的結合パートナー、リガンド、色素、蛍光タ
グ、および／または放射性元素で標識し、次いで、細胞試料へと導入することができる。
標識した物質またはその結合パートナー（複数可）に試料内の部位と反応する機会を与え
た後、結果として得られる物質塊を、結合させる標識の性質と共に変化しうる公知の技法
を介して観察することができる。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける診断適用または画像化適用では
、抗体またはそのニューロン結合断片を調製し、酵素、特異的結合パートナー、リガンド
、色素、蛍光タグ、および／または放射性元素で標識し、次いで、動物へと導入すること
ができる。標識した物質またはその結合パートナー（複数可）に動物内の部位と反応する
機会を与えた後、この動物を、結合させる標識の性質と共に変化しうる公知の技法を介し
て観察することができる。
【００３４】
　放射性標識した特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらの断片は、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏの診断法およびｉｎ　ｖｉｖｏの放射性画像化法において有用である。本発明のさら
なる態様では、放射性標識した特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらの断片、特
に、ラジオイムノコンジュゲート、特に、放射性標識した抗体としてのラジオイムノコン
ジュゲートが、神経傷害の修復、神経変性の回復、がん、もしくはＣＮＳ腫瘍の治療のた
めの放射性免疫治療、または、代替的に、特定の症例において損傷した神経組織またはニ
ューロンを切除するための放射性免疫治療において有用である。ｉｎ　ｖｉｖｏの態様で
は、抗体またはそのニューロン結合断片を標識し、神経傷害を位置特定するかまたは損傷
されもしくは傷害された残りの神経組織を評価するための、定位固定法または侵襲性が最
小限の技法を含めた手術もしくは外科法の前、手術もしくは外科法の間、または手術もし
くは外科法の後に動物に投与する。このような一態様では、放射性標識した特異的結合メ
ンバー、特に、抗体およびそれらの断片が、放射免疫ガイド下手術法において有用であり
、この場合、これらにより、障害され、損傷され、傷害され、または死滅する神経細胞も
しくはニューロンまたは神経組織の存在および／または位置を、手術前、手術中、または
手術後に同定および指示して、このような細胞を標的とするか、同定するか、または除去
することもできる。
【００３５】
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　本発明に包含されるイムノコンジュゲートまたは抗体の融合タンパク質であって、本発
明の特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらの断片を、他の分子または薬剤にコン
ジュゲートするかまたは結合させたイムノコンジュゲートまたは融合タンパク質にはさら
に、神経活性薬、化学的切除剤、毒素、免疫調節剤、サイトカイン、細胞傷害薬、化学療
法剤または化学療法薬にコンジュゲートした結合メンバーも含まれるがこれらに限定され
ない。
【００３６】
　本発明は、例として挙げると、ニューロンの損傷、障害、もしくは傷害の程度もしくは
存在についての定量的解析のための試験キット、または試料中のニューロンを定量化する
ための試験キットの形態で調製しうるアッセイ系を包含する。系または試験キットは、本
明細書で論じられる放射法および／または酵素法のうちの１つを介して調製される標識さ
れた成分と、標識の、抗体、および、場合によって、それらのうちの少なくとも１つを遊
離成分（複数可）もしくは固定化成分（複数可）とする１または複数のさらなる免疫化学
試薬、またはそれらの結合パートナー（複数可）への連結とを含みうる。
【００３７】
　本発明の抗体、ならびに、特定の実施形態では、本明細書の図５および６に示される重
鎖配列および／または軽鎖配列を含む組換え抗体（複数可）、またはそれらの活性断片、
ならびに、特に、図５および６に示されるＣＤＲ領域の配列を含む、これらに由来する単
鎖抗体、組換え抗体、または合成抗体を、ニューロンの障害、損傷、傷害、または死滅を
伴う状態または疾患を処置または改善するためなど、治療が適切な症例において投与する
ための、適切なビヒクル、キャリア、または希釈剤を含めた医薬組成物に調製することが
できる。このような医薬組成物はまた、ＰＥＧ化など、当技術分野において公知の方法を
介する、抗体または断片の半減期を調節する方法も包含する。このような医薬組成物はさ
らに、さらなる抗体または治療剤も含みうる。
【００３８】
　本発明はまた、他の分子または薬剤と共有結合するかまたは他の形で会合する、抗体お
よびそれらの断片も包含する。これらの他の分子または薬剤には、異なる認識特徴を伴う
分子（抗体または抗体断片を含めた）、毒素、リガンド、向神経活性剤、および化学療法
剤が含まれるがこれらに限定されない。さらなる態様では、本発明の抗体または断片を用
いて、治療用分子または他の薬剤を標的化するかまたは方向付ける、例えば、ニューロン
、例えば、創傷部位、虚血部位、腫瘍部位、炎症性領域、または神経変性病変におけるニ
ューロンを含めた、皮質ニューロン、海馬ニューロン、網膜神経節細胞、または小脳顆粒
細胞を、分子または薬剤の標的とすることができる。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　神経が損なわれているか、傷つけられているか、もしくは損傷しているか、または神経
が損なわれるか、傷つけられるか、もしくは損傷する危険性がある哺乳動物における疾患
または状態を処置または改善するのに使用するための単離ヒトＩｇＭ抗体またはその断片
であって、該抗体またはその断片は、ニューロンに特異的に結合し、ニューロンを細胞死
から保護し、かつ再ミエリン化を促進せず、ここで、該抗体または断片は、以下の配列：
　（ａ）図５に示される、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬ
ＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ
３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳ
ＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱ
ＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）、または
　（ｂ）図６に示される、可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴ
ＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３
　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３９）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１
　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配列番号４１）、およびＣＤＲ３　Ｑ
ＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）
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を含む、単離ヒトＩｇＭ抗体またはその断片。
（項目２）
　配列番号１に示される可変重鎖アミノ酸配列および配列番号１１に示される可変軽鎖ア
ミノ酸配列を含むか、または配列番号１７に示される可変重鎖アミノ酸配列および配列番
号２７に示される可変軽鎖アミノ酸配列を含む、項目１に記載の単離抗体。
（項目３）
　可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、
ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳ
ＳＰＡＤＦ（配列番号３９）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４
０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列
番号４２）を含む、項目１に記載の単離抗体またはその断片。
（項目４）
　図６に示される、配列番号１７に示される可変重鎖アミノ酸配列および配列番号２７に
示される可変軽鎖アミノ酸配列を含む、項目３に記載の単離抗体。
（項目５）
　組換え抗体ｒＨＩｇＭ４２である、項目１、３、または４に記載の単離抗体。
（項目６）
　項目３に記載の単離抗体または断片であって、該単離抗体または断片は、配列番号１７
および２７のアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および軽鎖可
変領域を含む抗体もしくは抗体断片、またはそれらの相同性の高いバリアントであり、該
バリアントは、ニューロン結合活性および神経保護活性を保持する、単離抗体または断片
。
（項目７）
　可変重鎖アミノ酸ＣＤＲドメイン配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３１）、
ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷ
ＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番号３４
）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配列番号
３６）を含む、項目１に記載の単離抗体またはその断片。
（項目８）
　ヒトＪ鎖配列をさらに含む、項目１または７に記載の単離抗体。
（項目９）
　前記Ｊ鎖が配列番号１５に示されるアミノ酸配列を含む、項目８に記載の抗体。
（項目１０）
　配列番号１に示される可変重鎖アミノ酸配列および配列番号１１に示される可変軽鎖ア
ミノ酸配列を含む、項目７または８に記載の抗体。
（項目１１）
　組換え抗体ｒＨＩｇＭ１２である、項目１、７、８、または１０に記載の単離組換え抗
体。
（項目１２）
　項目７に記載の単離抗体または断片であって、該単離抗体または断片は、配列番号１お
よび１１のアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域および軽鎖可変
領域を含む完全ヒト抗体もしくはその抗体断片、またはそれらの相同性の高いバリアント
であり、該バリアントは、ニューロン結合活性および神経保護活性を保持する、単離抗体
または断片。
（項目１３）
　脊髄損傷（ＳＣＩ）、外傷性脳損傷（ＴＢＩ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、多発
性硬化症（ＭＳ）、アルツハイマー病、脳卒中、パーキンソン病、ハンチントン病、出産
前低酸素症／周産期虚血、脳性まひ、脳症、脊髄症、または運動ニューロン疾患において
使用するためのものである、項目１から１２のいずれかに記載の単離抗体またはその断片
。
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（項目１４）
　中枢神経系の神経が損なわれているか、傷つけられているか、もしくは損傷しているか
、または神経が損なわれるか、傷つけられるか、もしくは損傷する危険性がある哺乳動物
における疾患または状態を処置または改善するのに使用するために、再ミエリン化抗体と
組み合わせて処方されている、項目１に記載の単離抗体。
（項目１５）
　組み合わされる前記再ミエリン化抗体がＩｇＭ２２およびＩｇＭ４６から選択される、
項目１４に記載の単離抗体。
（項目１６）
　組み合わされる前記再ミエリン化抗体が、配列番号４３および４４に示される重鎖可変
領域配列および軽鎖可変領域配列を含むか、または配列番号４５および４６に示される重
鎖可変領域配列および軽鎖可変領域配列を含む、項目１５に記載の抗体。
（項目１７）
　検出可能な標識または機能的な標識で標識されている、項目１から１２のいずれかに記
載の抗体。
（項目１８）
　前記標識が酵素、特異的結合パートナー、リガンド、色素、蛍光タグ、および／または
放射性元素である、項目１７に記載の抗体。
（項目１９）
　項目１から１２のいずれかに記載の抗体または断片をコードする配列を含む、単離核酸
。
（項目２０）
　項目１から１２のいずれか一項に記載の抗体または断片を調製する方法であって、
　該抗体または断片の発現をもたらす条件下で、項目１７に記載の核酸を発現させるステ
ップと、
　該抗体または断片を取り出すステップと
を含む、方法。
（項目２１）
　項目１から１２のいずれか一項に記載の抗体または断片と、
　薬学的に許容されるビヒクル、キャリア、または希釈剤と
を含む、医薬組成物。
（項目２２）
　動物被験体における神経細胞の傷害、損傷、または死滅を処置または改善するためのキ
ットであって、
　項目２１に記載の医薬組成物の医薬投薬形態と、
　１または複数のさらなる向神経活性剤もしくは治療用抗炎症剤、神経伝達物質放出調節
剤、神経受容体リガンドもしくは神経受容体アゴニストもしくは神経受容体アンタゴニス
ト、カルシウムチャネル剤、免疫調節剤、または他のＣＮＳ反応性抗体を含む別個の医薬
投薬形態と
を含む、キット。
（項目２３）
　前記他のＣＮＳ反応性抗体が、ＩｇＭ２２および／またはＩｇＭ４６から選択される再
ミエリン化抗体である、項目２２に記載のキット。
（項目２４）
　ＣＮＳ損傷を結果としてもたらす疾患、状態、または合併症を患う哺乳動物における神
経の傷害、死滅、または損傷の存在または程度を検出するための方法であって、
　Ａ．神経の傷害、死滅、または損傷の存在が疑われる哺乳動物に由来する生物学的試料
を、項目１から１２のいずれかに記載の抗体または断片と、該抗体または断片の該試料中
のニューロンへの結合を可能とする条件下で、接触させるステップと、
　Ｂ．該試料に由来する該ニューロンと該抗体との間で結合が生じたか否か検出するか、
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または該試料に由来する該ニューロンおよび該抗体により生じた結合の量を決定するステ
ップと
を含み、
　該結合の検出により該試料中の神経細胞の傷害、死滅、または損傷の存在が示され、該
結合の量により神経細胞の傷害、死滅、または損傷の相対量が示される、方法。
（項目２５）
　哺乳動物のＣＮＳにおけるニューロンの傷害、死滅、もしくは損傷を、またはニューロ
ンの傷害、死滅、もしくは損傷の危険性がある細胞を標的とするための、および決定する
ための方法であって、
　該哺乳動物に、検出可能に標識したある量の、項目１から１２のいずれかに記載の抗体
を投与するステップと、
　該哺乳動物のＣＮＳにおける該標識の量および／または該標識の位置を決定するステッ
プと
を含む、方法。
【００３９】
　当業者には、以下の例示的な図面および付属の特許請求の範囲を参照しながらなされる
後続の詳細な説明の検討から、他の目的および利点が明らかであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】図１は、複数種類のニューロンの表面に結合するヒトＩｇＭを示す図である。ニ
ューロフィラメント（ＮＦ）（ＢおよびＤ）を共発現させる生存皮質ニューロンの表面に
結合するｓＨＩｇＭ４２（Ａ）およびｒＨＩｇＭ１２（Ｃ）を示す図である。細胞は、培
地中に１０μｇ／ｍｌのＩｇＭを伴う１０分間のインキュベーションの間、氷上で維持し
た。細胞を固定し、洗浄し、抗ヒトミュー鎖Ｆａｂ’２－ＦＩＴＣ二次抗体により、ヒト
ＩｇＭを検出した。内部ＮＦは、特徴的な分節パターンとして存在する。皮質細胞は、ポ
リオルニチンでコーティングしたガラス製のカバースリップ上のＮｅｕｒｏｂａｓａｌ　
Ｂ２７培地中で６日間にわたり増殖させた。全ての皮質ニューロンがＮＦを発現させるわ
けではないが、ＩｇＭは、培養物中の全てのニューロンに結合する。ｒＨＩｇＭ１２（Ｅ
：緑色）およびｓＨＩｇＭ４２（Ｆ：緑色）は、ニューロフィラメント（ＮＦ：赤色）を
共発現させるマウス生存海馬ニューロンの表面に結合する。海馬ニューロンは、ポリリシ
ンでコーティングしたプラスチック上のＮｅｕｒｏｂａｓａｌ　Ｂ２７培地中で１週間に
わたり増殖させた。ヒト側頭葉切除部から単離された細胞は、ＤＭＥＭ／Ｆ１２／Ｎ２／
Ｂ２７中で２１日間にわたり増殖させた。また、βＩＩＩチューブリン陽性でもあった（
Ｆ：Ｐｒｏｍｅｇａ製の抗βＩＩＩによる）、細胞表面に結合したｒＨＩｇＭ１２（Ｇ）
を示す図である。
【図２】図２は、ヒトＩｇＭにより、小脳顆粒細胞の表面が異なるパターンで標識される
ことを示す図である。１日間にわたり培養したラット小脳顆粒細胞を、生存させたまま、
氷上で１５分間にわたり、培養培地中に１０μｇ／ｍｌのヒト血清に由来するＩｇＭ、ｓ
ＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２と共にインキュベートした。洗浄し、４％のパラホル
ムアルデヒドで固定した後、細胞を、室温でＦＩＴＣコンジュゲート抗ヒトミュー鎖抗体
と共にインキュベートし、免疫蛍光顕微鏡を用いて画像化した。これらの２つの抗体を用
いるニューロン膜の標識パターンは異なる。神経突起膜の小領域には、ｓＨＩｇＭ１２が
結合する結果として、明確に点状のパターンがもたらされる。神経突起膜の大領域には、
ｓＨＩｇＭ４２が結合する結果として、分節パターンがもたらされる。拡大率は、４００
倍とする。
【図３】図３は、ニューロンに結合するヒトＩｇＭ、ｒＨＩｇＭ１２、およびｓＨＩｇＭ
４２は、培養物中の皮質ニューロンを、過酸化物誘導性細胞死から保護することを示す図
である。３日間にわたり培養したマウスニューロンを、５００ｎＭのＨ２Ｏ２または１０
μｇ／ｍｌのヒトＩｇＭを伴うかもしくは伴わない生理食塩液で３０分間にわたり処置し
た。細胞は、新鮮なＮｅｕｒｏｂａｓａｌ　Ｂ２７培地で洗浄し、２４時間後、カスパー
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ゼ３の発現を、ＦＬＩＣＡカスパーゼ３アッセイキット（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　９３５）を用いて、９６ウェルにおいて３連で検出した
。バーは、カスパーゼ３の活性化からの保護％を示す。
【図４】図４は、組換え抗体を産生するための増幅用ベクターを示す図である。この図は
、組換えＩｇＭ１２および組換えＩｇＭ４２を生成させるために改変したｓＨＩｇＭ２２
（ｒＨＩｇＭ２２）に基づき組換え抗体を生成させるのに用いられるベクターのマップで
ある。ＣＨＯ細胞で発現させるために、ＶＨ鎖のプロモーターをＥ１Ａプロモーターで置
換した。Ｃλ軽鎖の定常領域は、カッパ軽鎖の定常領域であるＣκ領域で置換した。
【図５－１】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－２】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－３】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－４】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－５】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－６】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
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【図５－７】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－８】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図５－９】図５は、組換えベクターにおけるＩｇＭ１２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。ヒトＪ鎖をアミノ酸配列および核酸配列に
より示す。
【図６－１】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－２】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－３】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－４】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－５】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
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軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－６】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－７】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図６－８】図６は、組換えベクターにおけるＩｇＭ４２抗体のアミノ酸配列および核酸
配列を示す図である。重鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列をグレーとし、Ｖｈ配列、
ならびに定常領域配列であるＣＨ１配列、ＣＨ２配列、ＣＨ３配列、およびＣＨ４配列の
各々が提示および指示される。軽鎖アミノ酸配列およびコード核酸配列を紫色とし、可変
領域のＶＬ配列および定常領域のＣＬ（カッパ）配列の両方を示す。重鎖可変領域および
軽鎖可変領域のＣＤＲ領域の配列に言及する。
【図７】図７は、組換えｒＨＩｇＭ１２が、ＴＭＥＶ誘導性疾患を伴うマウスにおける欠
損を改善することを示す図である。夜間（マウスが通常は活動的な）１時間当たりの平均
自発活動は、ｓＨＩｇＭ１２　１００μｇの単回腹腔内投与の３週間後までに変化する。
ＴＭＥＶ感染の９０日後におけるＳＪＬマウス５匹の群を、ｒＨＩｇＭ１２（赤色バー）
または対照のヒトＩｇＭ（黒色バー）で処置し、ＡｃｃｕＳｃａｎ活動モニタリングボッ
クス内の群として毎週３日間にわたりモニタリングした。３夜間にわたる夜間１時間当た
りの水平方向の活動の平均±ＳＥＭを、ＩｇＭ処置の前の３晩にわたる夜間活動と比較し
た。処置前のレベルと比較した夜間活動の増大が、ｒＨＩｇＭ１２の単回投与による処置
の３週間～７週間後には見られた（Ｐ＜０．０１）が、対照による処置後には見られなか
った。比較のために、週齢を一致させた非感染マウスの活動レベルをグラフ表示する（緑
色バー）。
【図８】図８は、マウス脳幹で収集されたＭＲＳスペクトルを示す図である。上パネルは
、シグナルを収集したボクセルを示す図である。この対象の領域を位置特定するには、解
剖学的ランドマークを用いた。ごく短時間のＭＲＩ走査を用いて、３つの直交平面による
画像を得、脳幹にわたり２．５ｍｍ３の立方体を位置特定する（上パネル）。マウス脳幹
の３００ＭＨｚによる１Ｈスペクトルを示す図である（下パネル）。コリン（Ｃｈｏ）、
クレアチン（Ｃｒ）、およびＮ－アセチル－アスパラギン酸（ＮＡＡ）のピークが容易に
同定される。スペクトルは、４．７ｐｐｍの水を基準とする。
【図９】図９は、脳幹におけるＮＡＡレベルの低下が、軸索喪失の増大と相関することを
示す図である。１０匹のＳＪＬマウスを、ＴＭＥＶによる感染の０～２７０日後から前望
的に研究した。ＭＲＳは、各マウスの脳幹において得、ＮＡＡ濃度を決定した（上）。全
てのマウスで、断面における直接的なカウンティングを介して大規模な軸索喪失が示され
る時点であるウイルス感染の９０日後に、統計学的に有意な低下に到達するＮＡＡの漸減
が記録された（２）。ＮＡＡレベルは、疾患の持続期間にわたり、低レベルに保たれた。
非感染マウスのＴ６レベル（黒色バー）、感染の９０日後のマウスのＴ６レベル（グレー
）、および感染の２７０日後のマウスのＴ６レベル（白色）において、軸索の絶対数をカ
ウントした（下）。
【図１０】図１０は、ヒトＩｇＭの単回投与後の脳幹におけるＮＡＡを示す図である。Ｎ
ＡＡレベルが低下し始め、大規模な軸索喪失が検出可能となる時点である、ＴＭＥＶ感染
の９０日後において、ＳＪＬマウス１０～１５匹の群に、ｓＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ４
２、対照のヒトＩｇＭ、または生理食塩液（ＰＢＳ）１００μｇずつの単回腹腔内投与を
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施した。脳幹におけるＭＲＳを、処置前ならびに処置の５週間後および１０週間後に収集
した。ＮＡＡレベルは、これらのスペクトルから計算した。ｓＨＩｇＭ１２による処置群
およびｓＨＩｇＭ４２による処置群では、５週間後（Ｐ＝０．００５：Ｐ＝０．０２９）
および１０週間後（Ｐ＜０．００１：Ｐ＝０．０３７）に、ＮＡＡが処置前のレベルと比
較して増大した。対照試薬で処置したマウス群は、安定または低下傾向であった。グラフ
は、脳幹ボクセルにおけるＮＡＡレベルの平均±ＳＥＭを表す。
【図１１】図１１は、ニューロンに結合するヒトＩｇＭが、脱髄、再ミエリン化、または
炎症を変化させないことを示す図である。慢性ＴＭＥＶ感染マウス５匹の群を、ヒトＩｇ
Ｍ　１００μｇの単回投与で処置した。全ての群が、処置の１０週間後に同程度の脊髄炎
症（黒色バー）および脱髄（赤色バー）を含有する。予測される通り、希突起膠細胞結合
ＩｇＭであるｒＨＩｇＭ２２で処置したマウスが示した再ミエリン化は大きかった（緑色
バー）。ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２は、脊髄の再ミエリン化を促進しない。こ
れは、軸索を保護する方法はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて複数存在しうることを示唆する。
【図１２】図１２は、静脈内注射後のＣＤ－１マウスの循環におけるニューロン結合ヒト
ＩｇＭの血清半減期を示す図である。サンドウィッチＥＬＩＳＡを用いて、４８時間にわ
たる、ヒトミュー鎖のマウス血清からの減衰を定量化した。アルカリホスファターゼ基質
の（Ｓｉｇｍａ　１０４）ＯＤ４０５の値は、平均から得た。１群当たり３匹のマウスに
由来する血清および標準誤差をグラフ表示する。
【図１３】図１３は、３５Ｓ標識したｒＨＩｇＭ１２がＴＭＥＶ感染ＳＪＬマウスおよび
非感染ＳＪＬマウスの脳および脊髄に入ったことを示す図である。３５Ｓ標識したｒＨＩ
ｇＭ１２は、５カ月齢のＴＭＥＶ感染ＳＪＬマウスおよび月齢を一致させた非感染ＳＪＬ
マウスに腹腔内投与した。４時間後、マウスの対を生理食塩液で潅流し、組織を迅速に採
取し、秤量し、カミソリで細断し、１０ｍｌのシンチレーション液（Ｕｌｔｉｍａ　Ｇｏ
ｌｄ　ＬＳＣ）と混合した。同じ手順を２４時間後に繰り返した。４８時間後、組織を可
溶化させ、Ｂｅｃｋｍａｎシンチレーションカウンターにより、１分間にわたりバイアル
をカウントした。各マウスの脳および脊髄全体の総カウントをグラフ表示する。バイアル
内に組織を伴わないバックグラウンドのカウントは、１２カウントであった。
【図１４】図１４は、ニューロン結合ヒトＩｇＭが、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて脊髄病変を
標的とすることを示す図である。慢性ＴＭＥＶ誘導性脊髄脱髄を伴うマウスに、腹腔内１
．０ｍｇのｓＨＩｇＭ４２（Ａ）、ｒＨＩｇＭ１２（Ｂ）、または対照のヒトモノクロー
ナルＩｇＭ（Ｃ）を施した。４時間後、マウスを４％のパラホルムアルデヒドで潅流し、
脊髄を摘出し、凍結切片化し、ヒトミュー鎖を指向するＦＩＴＣ－コンジュゲートＦａｂ
’２断片（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を用いて免疫標識した。ｓＨ
ＩｇＭ４２またはｒＨＩｇＭ１２を施された、マウスに由来する脊髄は、病変中にヒトＩ
ｇＭを含有した。対照のヒトＩｇＭは、病変中にほとんど見出されなかった。下パネルは
、炎症性の細胞および病変を可視化するＨ／Ｅ染色を示す図である。本発明者らは、特定
のヒトＩｇＭが、ＴＭＥＶモデルにおいてＢＢＢを越えうることを結論付ける。
【図１５】図１５は、ニューロン結合ヒトＩｇＭが、脊髄病変におけるニューロフィラメ
ント＋（ＮＦ＋）の軸索に局在化することを示す図である。慢性ＴＭＥＶ誘導性脊髄脱髄
を伴うマウスに、１．０ｍｇのＩｇＭを腹腔内投与し、４時間後に屠殺した。脊髄を凍結
させ、縦方向に切片化し、ＦＩＴＣコンジュゲート抗ヒトミュー鎖Ｆａｂ’２断片（緑色
）および抗ＮＦ（ＳＭＩ－３２および３４：赤色）の後、ＴＲＩＣＴコンジュゲート二次
抗体で免疫標識した。共焦点顕微鏡画像を組み合わせることにより、ｓＨＩｇＭ４２（Ａ
）の、長鎖のＮＦ＋線維（Ｂ）との共局在化が（Ｃ）に組み合わされていることが確認さ
れる。ｒＨＩｇＭ１２（Ｄ：緑色）はまた、断面で切断された軸索の神経線維束などのＮ
Ｆ＋構造（Ｄ：赤色）とも共局在化した。
【図１６】図１６は、ｒＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２が、ＥＡＥ臨床スコアを増悪
させないことを示す図である。ＭＯＧペプチド誘導性ＥＡＥを伴うＣ５７ＢＬ６マウス１
０匹の群に、ｒＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ４２、対照のヒトＩｇＭ、または生理食塩液１
００μｇずつの単回静脈内投与を、各マウスが臨床スコア１に到達した（尾の引きずり）
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時点で施し、免疫化の２８日後まで１日おきにモニタリングした。グラフは、各処置群の
平均臨床スコアの平均±ＳＥＭとする。平均臨床スコアのランクについてのＡＮＯＶＡは
、群間で差異を示さなかった（Ｐ＝０．１４）。
【図１７】図１７は、ｒＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２が、ＥＡＥによる脊髄病態を
増悪させないことを示す図である。図１３における研究の終了時に脊髄を摘出し、１ｍｍ
のブロックへと切断し、連続するブロックから３つおきに切断される断面をエリクロムで
染色して、病態を可視化した。マウス１匹当たり１０ずつの断面（４０ずつの四半部）を
盲検により評価した。群間で、炎症（Ｐ＝０．８２５）または脱髄（Ｐ＝０．７６６）に
おける差異は見られなかった。
【図１８】図１８は、ｒＨＩｇＭ１２が、神経突起成長を促進することを示す図である。
Ｅ１５の海馬ニューロンを、ポリ－Ｄ－リシン（ＰＤＬ）－ニトロセルロース（Ａ）また
はｒＨＩｇＭ１２－ニトロセルロース（Ｂ）でコーティングしたガラス製のカバースリッ
プ上で増殖させた。細胞を播種した１２時間後、これらのニューロンを固定し、β３－チ
ューブリン抗体（Ａ１およびＢ１、緑色）およびＴｅｘａｓ－ｒｅｄファロイジン（Ａ２
およびＢ２）で染色した。Ａ３～Ｂ３は、Ａ１～Ａ２とＢ１～Ｂ２との重合せであり、こ
こでは、核をＤＡＰＩ（青色）で染色した。Ｃ、Ｄ、およびＥは、全神経突起（Ｃ：ｐ＝
０．００５６）、最も長い神経突起（Ｄ：ｐ＜０．０００１）、および２番目に長い神経
突起（Ｅ：ｐ＝０．０７８２）の長さの測定値を示す。ｒＨＩｇＭ１２上で成長しつつあ
るニューロンは、保有する神経突起が少なく（Ｆ：ｐ＜０．０００１）、大半が、対照の
ＰＤＬ基質上に播種されたニューロンと比較してステージ３のニューロン（Ｇ）であり（
７２％対１８％）、複数の対称的な神経突起を有する。統計学的な解析は、平均±ＳＥＭ
を示す（対応のないｔ検定）。
【図１９】図１９は、ｒＨＩｇＭ１２が、軸索形成を駆動することを示す図である。ＰＤ
Ｌ基質（Ａ）、ＰＤＬ＋ラミニン基質（Ｂ）、またはｒＨＩｇＭ１２基質（Ｃ）上に播種
した１２時間後における海馬ニューロンを、Ｔａｕ１（Ａ１～Ｃ１：緑色）またはＭＡＰ
２（Ａ２～Ｃ２：青色）で染色したことを示す図である。Ａ３～Ｃ３は、Ａ１～Ｃ１とＡ
２～Ｃ２とを重合せた図であり、Ｆ－アクチン（赤色）はＴｅｘａｓ－ｒｅｄファロイジ
ンで標識した。Ｄ～Ｆは、Ａ１～Ｃ１の細胞体から成長円錐において最も長い神経突起に
沿って破線で表された相対Ｔａｕ１強度を示す図である。Ｔａｕ１染色は、ｒＨＩｇＭ１
２基質上およびラミニン基質上の両方において成長させたステージ３のニューロンにおけ
る最も長い神経突起の遠位部分において非対称的に濃縮される。
【図２０】図２０は、ｒＨＩｇＭ１２の結合が、ニューロン膜を再組織することを示す図
である。ＤＩＶ３の海馬ニューロンを固定した後、ｒＨＩｇＭ１２、コレラ毒素Ｂ（ＣＴ
Ｂ、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４）、およびフィリピンで三重染色した（Ａ）。ｒＨ
ＩｇＭ１２（Ａ１）は、ニューロン表面を、ＣＴＢまたはフィリピンのそれぞれで標識し
たＧＭ１（Ａ２）またはコレステロール（Ａ３）のパターンと同様のパターンで均等に標
識する。しかし、３７℃で３０分間にわたりｒＨＩｇＭ１２で処置した後、膜結合ｒＨＩ
ｇＭ１２は、ニューロン表面に凝集する（Ｂ１～Ｃ１）。ｒＨＩｇＭ１２で処置する結果
として、凝集したｒＨＩｇＭ１２（Ｂ３～Ｃ３）と共局在化するコレステロール（Ｂ２）
およびＧＭ１（Ｃ２）両方のクラスター形成がもたらされる。ＢおよびＣの下方のパネル
は、枠囲いした高拡大率の領域であり、凝集したｒＨＩｇＭ１２（緑色）の、成長円錐領
域においてクラスター形成したコレステロール（青色）またはＧＭ１（赤色）との共局在
化を示す図である。
【図２１】図２１は、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン膜のマイクロドメイン上のＧＭ１と
共局在化することを示す図である。Ａ：ＤＩＶ１の海馬ニューロンを、まず、４％のパラ
ホルムアルデヒドで固定し、次いで、ｒＨＩｇＭ１２で染色したことを示す図である。ｒ
ＨＩｇＭ１２により、小型の点状構造が標識される。Ｂ：ＤＩＶ１の生存海馬ニューロン
を３０分間にわたり４℃まで冷却し、次いで、固定した後、ｒＨＩｇＭ１２で標識するの
に続き、抗βＩＩＩ－チューブリン抗体で染色したことを示す図である。ｒＨＩｇＭ１２
により、ニューロン表面におけるはるかに大型の点状形成物が染色される。Ｃ：ＤＩＶ３
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の生存海馬ニューロンを、３７℃で３０分間にわたりメチル－β－シクロデキストリンで
処置してコレステロールを枯渇させ、次いで、４℃まで冷却した。次いで、固定したニュ
ーロンを、ｒＨＩｇＭ１２（緑色）およびコレラ毒素Ｂ（赤色）で染色したことを示す図
である。ｒＨＩｇＭ１２は、コレラ毒素Ｂで標識したＧＭ１を共局在化させる大型の点に
結合する。下パネルは、枠囲いした高拡大率の領域を示す図である。
【図２２】図２２は、ｒＨＩｇＭ１２が、脂質ラフトに結合することを示す図である。Ｄ
ＩＶ７の生存皮質ニューロンを、ｒＨＩｇＭ１２または対照のＩｇＭ抗体に、４℃で３０
分間にわたり結合させた。Ａ：抗体を結合させた後、ニューロンを３回にわたり洗浄し、
０．５％のＮＰ－４０を含有する緩衝液中で溶解させたことを示す図である。溶解物は、
４℃におけるマイクロ遠心分離を介して分離し、上清およびペレットの両方を、抗ヒトＩ
ｇＭ二次抗体でブロッティングした。ｒＨＩｇＭ１２は、ニューロンには結合せずに洗い
流される対照のＩｇＭ抗体と比較して、ペレットおよび上清の両方へと分配される。下パ
ネルは、同量のタンパク質をロードされた別個のクーマシー染色ゲルを示す図である。Ｂ
：１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含有する緩衝液中で溶解させたニューロンを、４℃
のスクロース勾配下における超遠心分離を介して画分化したことを示す図である。結果と
して得られる画分は、随時、特異的抗体により、ｒＨＩｇＭ１２、カベオリン－１、トラ
ンスフェリン受容体、β３－チューブリン（Ｂ３－Ｔｕｂ）、およびベータ－アクチンに
ついてブロッティングした。ｒＨＩｇＭ１２は、カベオリン－１およびβ３－チューブリ
ンを含有する低密度画分に局在化する。高密度画分は、トランスフェリン受容体、β３－
チューブリン、およびアクチンを含有する。一部のｒＨＩｇＭ１２は、主にチューブリン
に富む細胞骨格タンパク質からなる、洗浄剤不溶性ペレットに局在化する。大半のアクチ
ンは、洗浄剤可溶性の高密度画分へと移行する。
【図２３】図２３は、ｒＨＩｇＭ１２が微小管と会合することを示す図である。Ａ：ＤＩ
Ｖ１の海馬ニューロンを、まず、３７℃で３０分間にわたりｒＨＩｇＭ１２で処置し、次
いで、４％のパラホルムアルデヒドおよび０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含有す
る緩衝液で同時に固定および抽出した後、ｒＨＩｇＭ１２（緑色）、β３－チューブリン
（青色）、およびＦ－アクチン（赤色）について染色したことを示す図である。ｒＨＩｇ
Ｍ１２は、神経突起軸に沿った束生微小管および成長円錐の中央ドメインにおける束生微
小管とは共局在化する（Ａ２および４）が、成長円錐末梢に局在化するＦ－アクチンとは
共局在化しない（Ａ３および４）、洗浄剤不溶性分子に結合する。Ｂ：ＤＩＶ７の皮質ニ
ューロンを、まず、ｒＨＩｇＭ１２に結合させ、次いで、０．５％のＮＰ－４０中で溶解
させたことを示す図である。上清を共免疫沈降にかけた。ｒＨＩｇＭ１２およびβ３－チ
ューブリンのいずれもが、互いに共免疫沈降した。
【図２４】図２４は、ｒＨＩｇＭ１２が軸索形成を促進することを提起した機構を示す図
である。Ａ：ニューロン膜が、ラフトマイクロドメインおよび非ラフトマイクロドメイン
の両方を含有することを示す図である。ニューロン膜に均等に分布するラフトマイクロド
メインは、２つのプールへと分別される。それらのうちの１つは、微小管と会合する。Ｂ
：ｒＨＩｇＭ１２の結合が、微小管の安定化およびニューロン膜へのアンカリングを促進
するラフトマイクロドメインのクラスター形成を誘導することを示す図である。Ｃ：神経
突起成長の間、成長円錐が環境を探査し、ラフトマイクロドメインが、ｒＨＩｇＭ１２と
相互作用することによりクラスター形成することを示す図である。結果として、微小管は
ｒＨＩｇＭ１２接触部位において安定化し、ニューロン膜にアンカリングし、このために
、液浴で適用したｒＨＩｇＭ１２が成長円錐の中央ドメインに凝集する図３および６にお
いて観察される通り、成長円錐の末梢ドメインから中央ドメインへの移行が増強される。
【図２５】図２５は、ｒＨＩｇＭ１２がチューブリンと直接会合しないことを示す図であ
る。Ａ：Ｎ２Ａ神経芽細胞腫細胞を、ｒＨＩｇＭ１２（Ａ１：緑色）およびβ３－チュー
ブリン（Ａ２：赤色）で染色したことを示す図である。核は、ＤＡＰＩ（Ａ３：青色）で
標識した。Ｎ２Ａ細胞は、ｒＨＩｇＭ１２による染色については陰性であるが、β３－チ
ューブリンは発現させる。Ｂ：Ｎ２Ａ細胞溶解物の上清を、ｒＨＩｇＭ１２と共にインキ
ュベートし、ｒＨＩｇＭ１２と会合する分子を、プロテインＬアガロースでプルダウンし
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、ウェスタンブロット法にかけたことを示す図である。ｒＨＩｇＭ１２は、ペレットと会
合しない。β３－チューブリンは、上清中に検出されるが、ｒＨＩｇＭ１２にはプルダウ
ンされない。
【図２６】図２６は、ｒＨＩｇＭ１２が、アクチンはプルダウンするが、Ｆ－アクチンと
は共局在化しないことを示す図である。Ａ：ＤＩＶ１の生存海馬ニューロンを固定した後
、まず、４℃で、ｒＨＩｇＭ１２（Ａ１：緑色）により染色し、Ｆ－アクチン（Ａ２：赤
色）をＴｅｘａｓ－ｒｅｄファロイジンで標識したことを示す図である。成長円錐領域で
は、Ｆ－アクチンが収縮し、中央ドメインで濃縮されるのに対し、ｒＨＩｇＭ１２は、成
長円錐表面上の点構造を均等に染色し、これにより、成長円錐の最外縁部が標識される。
Ｂ：ｒＨＩｇＭ１２により少量のアクチンがプルダウンされ、免疫沈降では３つの被験抗
アクチン抗体のいずれもが作用しなかった。β３－チューブリンと同様の位置におけるバ
ンドは、白色矢印で指し示されるＩｇＧ重鎖である。
【図２７】図２７（ａ）は、細胞膜が、数千個のナノ細孔（サイズを２００ｎｍとする）
穿通された金薄膜により再構成されることを示す図である。（ｂ）懸濁させた金膜は、両
面において緩衝液と接触していることを示す図である。
【図２８】図２８は、ニューロンに結合するヒト抗体が、神経突起伸長を促進することを
示す図である。ニューロンをヒトＩｇＭでコーティングした基質上に播種し、２４時間に
わたり成長させ、抗ニューロフィラメント抗体で免疫標識した。ｓＨＩｇＭ４２は、非許
容性のヒトＩｇＭ（Ｂ）と比較して成長を誘導した（Ａ）。
【図２９】図２９は、ニューロンに結合するヒト抗体が膜ドメインにおいてクラスター形
成することを示す図である。神経細胞体および軸索における均一の免疫標識化を、０℃で
実施した（Ａ）。細胞を、１５分間にわたり１５℃まで加熱すると、ｓＨＩｇＭ４２は、
軸索の細胞表面上におけるより個別の斑点へと局在化する（Ｂ）。
【図３０】図３０は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、神経突起伸長を促進するヒト抗体が、損
傷領域を標的とすることを示す図である。慢性ＳＣＩを伴うマウスに、腹腔内を介して抗
体を施し、４時間後に脊髄を摘出し、脊髄断面においてヒトＩｇＭを検出した。抗体を施
されたマウスに由来する脊髄の損傷領域は、蛍光タグ付けした抗ヒトＩｇＭに結合する並
列線維を示す（Ａ）。対照のヒトＩｇＭを施されたマウスに由来する脊髄の損傷領域は、
ヒトＩｇＭを含有しない（Ｂ）。
【図３１】図３１は、脊髄挫滅損傷を示す図である。顕微鏡写真は、対照マウス（Ａ）ま
たは８ｇのＦｅｊｏｔａクリップによる圧迫の３０日後におけるマウス（Ｂ）に由来する
Ｈ＆Ｅ染色した脊髄の典型的な外観を示す。圧迫損傷は、広範な炎症性の細胞浸潤、運動
ニューロンの喪失と関連する。
【図３２】図３２は、ＴＭＥＶ感染マウスの夜間における自発活動の例を示す図である。
（Ａ）６４日間にわたる水平方向の活動についての元の完全な記録を示す図である。夜間
活動が活発で、昼間活動が不活発であることが容易に察知される。マウスは、通常夜間に
おいて活動性であるため、本発明者らは、解析のために夜間活動（午後６時～午前６時）
を選択した。しかし、水平方向の活動（Ｂ）または垂直方向の活動（Ｃ）のいずれにおい
ても、フィルタリングされずに要約された記録を目視することにより、長期にわたる実際
の変化を同定することは困難でありうる。
【図３３】図３３は、ニューロン結合抗体（ｒＨＩｇＭ１２）の単回腹腔内投与が、慢性
感染ＳＪＬマウスにおける水平方向の活動を改善することを示す図である。感染の９０日
後におけるＳＪＬマウス５匹ずつの３つの群を、ＡｃｃｕＳｃａｎ活動モニタリングボッ
クスに入れた。８日間にわたり、ベースラインの測定値を収集した。処置後、マウスを、
８週間にわたり持続的にモニタリングした。パネルＡ、Ｃ、およびＥは、水平方向の活動
に対応し、パネルＢ、Ｄ、およびＦは、垂直方向の活動に対応する。Ａ、Ｂ）各日のビン
として提示される平均の夜間活動により、ｒＨＩｇＭ１２処置群だけにおいて水平方向の
活動の改善が示唆されることを示す図であり、Ｃ）ガウスフィルタリング（ＧＢ＝２日間
）を示す図であり、Ｅ）Ｚ値を標準化した６次の多項式近似により、ｒＨＩｇＭ１２処置
マウスにおける明らかで、かつ、顕著な改善が提示されることを示す図である。Ｂ、Ｄ、
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およびＦ）垂直方向の活動は、いかなる処置によっても影響を受けなかったことを示す図
である。活動（垂直方向のスケール）とは、１時間当たりのビーム遮断回数とする。パラ
メータであるＧＢとは、半高半幅のフィルター値（日単位）として解釈することができる
。ＧＢ値が増大すると共に、標準偏差が減少する。各日の各点ごとに９５％の信頼区間を
与える。
【図３４】図３４は、予測されるモデル値を用いることによる、感染の９０日後における
３つの処置の比較を示す図である。処置前および処置後の各日について、統計学的な解析
を実施した。ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスの水平方向の夜間活動は、対照のＩｇＭお
よび生理食塩液で処置したマウスと比較して、それぞれ、処置後７日目（ｐ＝０．０４５
）および１１日目（ｐ＝０．０４２）に有意に異なった／改善された（黒色矢印で示す）
。各日の各点ごとに９５％の信頼区間を与える。
【図３５】図３５は、疾患の早期に施した場合のｒＨＩｇＭ１２が、ＳＪＬマウスにおけ
る水平方向および垂直方向のいずれの活動も改善することを示す図である。感染の４５日
後におけるＳＪＬマウス５匹ずつの３つの群を、ＡｃｃｕＳｃａｎ活動モニタリングボッ
クスに入れた。８日間にわたり、ベースラインの測定値を収集した。処置後、マウスを、
８週間にわたり持続的にモニタリングした。パネルＡ、Ｃ、Ｅ、およびＧは、水平方向の
活動に対応し、パネルＢ、Ｄ、Ｆ、およびＨは、垂直方向の活動に対応する。Ａ、Ｂ）水
平方向および垂直方向の活動についての、元のフィルタリングされていない記録を示す図
であり、Ｃ、Ｄ）各日のビンとして提示される平均の夜間活動を示す図であり、Ｅ、Ｆ）
ガウスフィルタリング（ＧＢ＝２日間）を示す図であり、Ｇ、Ｈ）Ｚ値を標準化した６次
の多項式近似により、ｒＨＩｇＭ１２処置群の水平方向および垂直方向のいずれの活動に
おいても改善が明らかとなることを示す図である。対照のＩｇＭ処置群および生理食塩液
処置群は、研究終了時まで同様レベルの運動活動を示した。各日の各点ごとに９５％の信
頼区間を与える。
【図３６】図３６は、予測されるモデル値を用いることによる、感染の４５日後における
３つの処置の比較を示す図である。処置前および処置後の各日について、統計学的な解析
を実施した。Ａ、Ｃ）ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスの水平方向の夜間活動は、対照の
ＩｇＭおよび生理食塩液で処置したマウスと比較して、それぞれ、処置後１３日目（ｐ＝
０．０１５）および９日目（ｐ＝０．０３６）に有意に異なった。Ｂ、Ｄ）ｒＨＩｇＭ１
２で処置したマウスの垂直方向の（後肢による立脚）活動は、それぞれ、処置後１４日目
（ｐ＝０．０１９）および６日目（ｐ＝０．０３７）に異なった／改善された。黒色矢印
は、有意な改善が生じた日を示す。各日の各点ごとに９５％の信頼区間を与える。
【図３７】図３７は、正常な非感染ＳＪＬマウスによる自発活動のばらつきが大きく、い
かなる処置によっても影響を及ぼされないことを示す図である。非感染ＳＪＬマウス５匹
ずつの３つの群を、ＡｃｃｕＳｃａｎ活動モニタリングボックスに入れた。８日間にわた
り、ベースラインの測定値を収集した。処置後、マウスを、８週間にわたり持続的にモニ
タリングした。いずれの処置も、水平方向の活動（Ａ、Ｃ、Ｅ、およびＧ）または垂直方
向の活動（Ｂ、Ｄ、Ｆ、およびＨ）のいずれにおいても変化を誘導しなかった。各日の各
点ごとに９５％の信頼区間を与える。
【図３８】図３８は、ヒト抗体の単回投与により、ＳＯＤ１　Ｇ８６Ｒ変異体のトランス
ジェニックマウスにおける生存が延長されることを示す図である。５５日齢のマウスを、
ｒＨＩｇＭ１２またはＰＢＳの単回投与で処置した。一部のマウスは、未処置のまま放置
した。マウスは、病態に応じて、臨死となるまで追跡し、次いで、屠殺した。一部のマウ
スは、病死した。全てのマウスは、死滅する前に、体重が甚だしく減少した。生存を、カ
プラン－マイヤー曲線を用いてプロットし、ノンパラメトリックのマンテル－コックス検
定を用いて統計学的な有意性を決定した。ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスにおいては、
ＰＢＳで処置したマウスまたは非処置マウスと比較して生存が延長された（Ｐ＝０．００
８）。全ての解析および処置は、マウスを屠殺する決定を下す試験実施者が、処置群につ
いて知らされないように、盲検法により実施した。この解析では、４５例のマウス全例に
ついて研究した。同腹仔である野生型のＳＯＤ＋／＋マウスは、正常に生存し、体重も減
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少しなかった（データは示さない）。
【図３９】図３９は、Ｇ８６Ｒ　ＳＯＤ１マウスにおける体重の減少を、ＰＢＳを投与さ
れる対照マウスと対比した、ｒＨＩｇＭ１２　２００μｇの単回投与を施される５０日齢
のマウスにおける時間の関数として示す図である。ｒＨＩｇＭ１２を投与されたマウスは
、抗体の単回注射後６０日間にわたり、体重の減少が軽減された。
【図４０】図４０は、ヒト抗体の単回投与により、ＳＯＤ１　Ｇ８６Ｒ変異体のトランス
ジェニックマウスにおける脊髄軸索の変性が減少したことを示す図である。５５日齢のマ
ウスを、ｒＨＩｇＭ１２またはＰＢＳ　２５０μｇの単回投与で処置した。一部のマウス
は、未処置のまま放置した。変性軸索に特徴的なミエリン渦の数を、胸部中央レベルの脊
髄においてカウントした。ｒＨＩｇＭ１２で処置したＳＯＤ１変異体マウスにおける変性
軸索数は、ＰＢＳで処置したマウス（Ｐ＝０．００３：Ｔ検定）および非処置マウスの場
合と比較して減少した。野生型のＳＯＤ－／－マウスの脊髄において変性した軸索の数は
、ＳＯＤ１＋／＋変異体マウスの場合と比較して最小限となることに注意されたい。屠殺
時において、マウスをＴｒｕｍｐの固定剤（４％のホルムアルデヒド、０．１％のグルタ
ルアルデヒド）で潅流し、脊髄を１ｍｍのブロックへと切断した。ブロックをＡｒａｌｄ
ｉｔｅプラスチック中に包埋し、Ｔ６レベルに由来する１ミクロンの切片を、パラフェニ
レンジアミンで染色して、ミエリン包被を可視化した。野生型のＳＯＤ－／－（上パネル
右）およびＳＯＤ１＋／＋変異体（下パネル右）の脊髄切片を示す。
【図４１】図４１は、ヒト抗体の単回投与により、ＳＯＤ１　Ｇ８６Ｒ変異体のトランス
ジェニックマウスの脊髄における前角ニューロンおよび後角ニューロンの両方が保存され
たことを示す図である。５５日齢のマウスを、ｒＨＩｇＭ１２またはＰＢＳで処置した。
一部のマウスは、未処置のまま放置した。ニューロンを特異的に標識するＮｅｕＮに対す
る抗体で染色した前角細胞および後角細胞の数を、胸部中央脊髄のパラフィン切片中でカ
ウントした。ｒＨＩｇＭ１２処置マウスにおける前角細胞および後角細胞の数は、ＰＢＳ
で処置したマウスまたは未処置のまま放置したマウスより有意に大きかった（Ｔ検定でＰ
＝０．００２５およびＰ＝０．０１８）。ｒＨｇＭ１２で処置したＳＯＤ変異体マウスに
おける前角細胞および後角細胞の数は、野生型のＳＯＤ－／－マウスにおいて観察される
数と同様であった。
【図４２】図４２は、組換えヒト抗体であるｒＨＩｇＭ１２が、種を超えてニューロンに
結合することを示す図である。マウス皮質ニューロン（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）、マウス海馬ニ
ューロン（Ｅ、Ｆ）、およびヒト皮質ニューロン（Ｇ、Ｈ）を生存させたまま、ｒＨＩｇ
Ｍ１２（Ａ、Ｃ、Ｅ、およびＧ）で染色し、同じ細胞を、ニーロフィラメント（Ｂ、Ｄ）
またはベータチューブリン（Ｆ、Ｇ）に対する抗体で共標識した。ｒＨＩｇＭ１２は、蛍
光タグ付けした二次抗体で検出した。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
　本発明に従い、当技術分野内にある従来の分子生物学、微生物学、および組換えＤＮＡ
技法が用いられうる。このような技法は、文献において完全に説明されている。例えば、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」（１９８９年）；「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」Ｉ～ＩＩＩ巻［Ａｕｓｕｂｅｌ，　Ｒ．　Ｍ．編
（１９９４年）］；「Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ」Ｉ～ＩＩＩ巻［Ｊ．　Ｅ．　Ｃｅｌｉｓ編（１９９４年））］；「Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」Ｉ～ＩＩＩ巻［Ｃｏｌｉｇ
ａｎ，　Ｊ．　Ｅ．編（１９９４年）］；「Ｏｌｙｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ」（Ｍ．Ｊ．　Ｇａｉｔ編、１９８４年）；「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」［Ｂ．Ｄ．　ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ編
（１９８５年）］；「Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ」
［Ｂ．Ｄ．　ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．　Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４年）］；「Ａｎｉ
ｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ」［Ｒ．Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編（１９８６年）］
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；「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ」［ＩＲＬ　Ｐｒｅ
ｓｓ（１９８６年）］；Ｂ．　Ｐｅｒｂａｌ、「Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　
Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」（１９８４年）を参照されたい。
【００４２】
　したがって、本明細書に現れる場合、以下の用語は、下記に示される定義を有するもの
とする。
【００４３】
　Ａ．用語
　「特異的結合メンバー」という用語は、互いに結合特異性を有する分子対のメンバーに
ついて記載する。特異的結合対のメンバーは、天然由来の場合もあり、全体的または部分
的な合成により生成させる場合もある。分子対の１つのメンバーは、その表面上に領域を
有するか、または凹部を有するか、その表面上に、分子対の他のメンバーに特異的な空間
構成および極性構成に特異的に結合し、したがってこれと相補的な構成要素を有する。し
たがって、対のメンバーは、互いに特異的に結合する特性を有する。特異的結合対の種類
の例は、抗原－抗体、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモン受容体、受容体－リガン
ド、酵素－基質である。この適用は、抗原－抗体型の反応に関与する。
【００４４】
　「抗体」という用語は、天然の場合であれ、全体的または部分的な合成により生成させ
る場合であれ、免疫グロブリンについて記載する。この用語はまた、抗体結合ドメインで
あるか、またはこれと相同的な結合ドメインを有する任意のポリペプチドまたはタンパク
質も対象とする。この用語はまた、ＣＤＲ移植抗体も想定する。「抗体」とは、特異的エ
ピトープに結合する抗体およびそれらの断片を含めた任意の免疫グロブリンである。この
用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、およびキメラ抗体を包含し、最後に
言及された抗体は、米国特許第４，８１６，３９７号および同第４，８１６，５６７号に
おいてさらに詳細に記載されている。「抗体（複数可）」という用語は、一般に４つの全
長ポリペプチド鎖、２つの重（Ｈ）鎖および２つの軽（Ｌ）鎖、またはこれらと同等なＩ
ｇ相同体（例えば、重鎖だけを含むラクダ科によるナノボディー）を含む野生型の免疫グ
ロブリン（Ｉｇ）分子を包含し、これらには、Ｉｇ分子の本質的なエピトープ結合の特徴
を保持するこれらの機能的な全長変異体、バリアント、または誘導体が含まれ、これらに
は、二重特異性（ｄｕａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ、ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）抗体、多重特異
性抗体、および二重可変ドメイン抗体が含まれ、免疫グロブリン分子は、任意のクラス（
例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、またはサブクラス
（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、およびＩｇＡ２）であ
りうる。「抗体」という用語の意味にはまた、任意の「抗体断片」も包含される。
【００４５】
　「抗体断片」とは、（ｉ）軽鎖可変（ＶＬ）ドメイン、重鎖可変（ＶＨ）ドメイン、軽
鎖定常ドメイン（ＣＬ）、および重鎖定常１（ＣＨ１）ドメインからなる一価断片である
Ｆａｂ断片；（ｉｉ）ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋により連結される２つのＦａ
ｂ断片を含む二価断片であるＦ（ａｂ’）２断片；（ｉｉｉ）ＶＨドメインおよびＣＨ１
ドメインからなるＦａｂの重鎖部分（Ｆｄ）断片；（ｉｖ）抗体の１本のアームのＶＬド
メインおよびＶＨドメインからなる可変領域断片（Ｆｖ断片）；（ｖ）単一の可変ドメイ
ンを含むドメイン抗体（ｄＡｂ）断片（Ｗａｒｄ、Ｅ．Ｓ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、３４１巻
、５４４～５４６頁（１９８９年））；（ｖｉ）ラクダ科抗体；（ｖｉｉ）単離された相
補性決定領域（ＣＤＲ）；（ｖｉｉｉ）ＶＨドメインおよびＶＬドメインが、２つのドメ
インが会合して抗原結合部位を形成することを可能とするペプチドリンカーを介して連結
された単鎖Ｆｖ断片（Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２巻、４２３～４２６頁、１９
８８年；Ｈｕｓｔｏｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ、８５巻、５８７９～５８８３頁、１９８８
年）；（ｉｘ）ＶＨドメインおよびＶＬドメインを単一のポリペプチド鎖において発現さ
せるが、同じ鎖における２つのドメイン間の対合を可能とするには短すぎるリンカーを用
い、これにより、これらのドメインに別の鎖の相補性ドメインと対合させ、２つの抗原結
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合部位を創出する、二価の二重特異性抗体であるダイアボディー（ＷＯ９４／１３８０４
；Ｐ．　Ｈｏｌｌｉｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ
、９０巻、６４４４～６４４８頁（１９９３年））；ならびに（ｘ）相補性の軽鎖ポリペ
プチドと共に抗原結合領域の対を形成するタンデムのＦｖセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－Ｖ
Ｈ－ＣＨ１）の対を含む直鎖抗体；（ｘｉ）多価抗体断片（ｓｃＦｖの二量体、三量体、
および／または四量体（ＰｏｗｅｒおよびＨｕｄｓｏｎ、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ、２４２巻：１９３～２０４頁（２０００年））；ならびに（ｘｉｉ）単独また
は任意の組合せによる、重鎖および／もしくは軽鎖、またはそれらの変異体、バリアント
、もしくは誘導体の他の全長でない部分を含めた、全長でない少なくとも１つのポリペプ
チド鎖を含む分子を意味する。
【００４６】
　抗体は多くの方法で修飾しうるので、「抗体」という用語は、任意の特異的結合メンバ
ー、または要請される特異性を伴う結合ドメインを有する物質を対象とするものとして解
釈されるべきである。したがって、この用語は、天然であれ、全体的または部分的に合成
であれ、免疫グロブリンの結合ドメインを含む任意のポリペプチドを含めた抗体断片、抗
体の誘導体、機能的同等物、および相同体を対象とする。したがって、別のポリペプチド
に融合させた免疫グロブリンの結合ドメインまたは同等物を含むキメラ分子が包含される
。キメラ抗体のクローニングおよび発現については、ＥＰ－Ａ－０１２０６９４およびＥ
Ｐ－Ａ－０１２５０２３、ならびに米国特許第４，８１６，３９７号および同第４，８１
６，５６７号において記載されている。
【００４７】
　「抗体の結合部位」とは、抗原に特異的に結合する、軽鎖または重鎖および軽鎖可変領
域および超可変領域を含む抗体分子の構造的部分である。
【００４８】
　本明細書で用いられるその多様な文法的形態における「抗体分子」という語句は、完全
免疫グロブリン分子および免疫グロブリン分子の免疫的活性部分の両方を想定する。
【００４９】
　例示的な抗体分子は、完全免疫グロブリン分子、実質的な完全免疫グロブリン分子、な
らびにＦａｂ部分、Ｆａｂ’部分、Ｆ（ａｂ’）２部分、およびＦ（ｖ）部分など、当技
術分野において公知の部分であって、本明細書で記載される治療法に用いるのに好ましい
部分を含めた、パラトープを含有する免疫グロブリン分子の部分である。
【００５０】
　抗体はまた、抗体の１つの結合ドメインが、本発明の特異的結合メンバーであり、他の
結合ドメインが異なる特異性、例えば、エフェクター機能などを動員する特異性を有する
二重特異性の場合もある。本発明の二重特異性抗体は、抗体の１つの結合ドメインを、そ
の断片を含めた本発明の特異的結合メンバーとし、他の結合ドメインを、異なる抗体また
は異なる抗がん特異的抗体もしくは抗腫瘍特異的抗体の断片を含めたその断片とする二重
特異性抗体を包含する。他の結合ドメインは、神経細胞特異的抗体または神経膠細胞特異
的抗体における場合の通り、特定の細胞型を認識する抗体の場合もあり、これを標的とす
る抗体の場合もある。本発明の二重特異性抗体では、本発明の抗体の１つの結合ドメイン
を、他の結合ドメイン、または特定の細胞受容体を認識する分子および／もしくは細胞を
特定の形で調節する分子、例として挙げると、免疫調節剤（例えば、インターロイキン（
複数可））、増殖調節剤、またはサイトカイン（例えば、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、およ
び、特に、その全体において本明細書に組み込まれる、２００２年２月１３日に出願され
たＵ．Ｓ．Ｓ．Ｎ．６０／３５５，８３８において裏付けられている、ＴＮＦ二重特異性
モダリティー）、または毒素（例えば、リシン）、または抗有糸分裂剤もしくは抗アポト
ーシス剤、または因子と組み合わせることができる。したがって、本発明の抗ＦＡＰ抗体
を用いて、薬剤、標識、他の分子、もしくは化合物、または抗体を、間質部位、特定の創
傷治癒領域、炎症、がん、または腫瘍へと方向付けるかまたは標的化することができる。
【００５１】
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　その多様な文法的形態における「モノクローナル抗体」という語句は、特定の抗原と免
疫反応することが可能な抗体の結合部位のうちの１つの分子種だけを有する抗体を指す。
したがって、モノクローナル抗体は典型的にそれが免疫反応する任意の抗原に対して単一
の結合アフィニティーを提示する。モノクローナル抗体はまた、抗体の複数の結合部位で
あって、各々が異なる抗原に対して免疫特異性である結合部位を有する抗体分子、例えば
、二重特異性（キメラ）モノクローナル抗体も含有しうる。
【００５２】
　「抗原結合ドメイン」という用語は、抗原の一部または全部に特異的に結合するかまた
はこれと相補的な領域を含む抗体の一部について記載する。抗原が高分子である場合、抗
体は、その部分をエピトープと称する、抗原の特定の一部だけに結合しうる。抗原結合ド
メインは、１または複数の抗体可変ドメインによりもたらされる場合がある。抗原結合ド
メインは、抗体軽鎖可変領域（ＶＬ）および抗体重鎖可変領域（ＶＨ）を含むことが好ま
しい。
【００５３】
　本発明において用いられる抗体、抗体分子、またはこれらの断片を、他の分子または薬
剤にコンジュゲートするかまたは結合させた、本発明のイムノコンジュゲートまたは抗体
融合タンパク質にはさらに、化学的切除剤、毒素、免疫調節剤、サイトカイン、細胞傷害
薬、化学療法剤、抗菌剤または抗菌ペプチド、細胞壁および／もしくは細胞膜破壊剤、ま
たは細胞壁および／もしくは細胞膜破壊薬にコンジュゲートされたこのような抗体、分子
、または断片が含まれるがこれらに限定されない。
【００５４】
　「特異的」という用語は、特異的結合対の１つのメンバーが、その特異的結合パートナ
ー（複数可）以外の分子にそれほどの結合を示さない状況を指すのに用いることができる
。この用語はまた、例えば、抗原結合ドメインが、多くの抗原により保有される特定のエ
ピトープに対して特異的な場合であって、抗原結合ドメインを保有する特異的結合メンバ
ーが、エピトープを保有する多様な抗原に結合することが可能な場合にも適用可能である
。
【００５５】
　「～を含む」という用語は一般に、「～を包含する」の意味で用いられ、すなわち、１
または複数の特徴または構成要素の存在を許容する。
【００５６】
　「～から本質的になる」という用語は、大型の生成物に共有結合しない、規定数の残基
による生成物、特に、ペプチド配列を指す。しかし、上記で言及された本発明のペプチド
の場合、当業者は、例えば、Ｃ末端のアミド化などの保護基を付加する末端の化学的修飾
など、ペプチドのＮ末端またはＣ末端に対するわずかな修飾を想定しうることを察知する
であろう。
【００５７】
　「単離された」という用語は、本発明の特異的結合メンバー、またはこのような結合メ
ンバーをコードする核酸が、本発明に従い存在する状態を指す。メンバーおよび核酸は、
それらがそれらの天然の環境、または、このような調製がｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　
ｖｉｖｏにおいて実施される組換えＤＮＡ法を介する場合は、それらが調製される環境（
例えば、細胞培養物）において共に見出される他のポリペプチドまたは核酸など、それら
が天然で会合する物質を含まないかまたは実質的に含まない。メンバーおよび核酸は、希
釈剤または補助剤と共に処方することができ、なお実際的な目的では、単離することもで
きる（例えば、イムノアッセイにおいて用いられるマイクロ滴定プレートをコーティング
するのに用いる場合、メンバーは通常、ゼラチンもしくは他のキャリアと混合するか、ま
たは診断もしくは治療において用いる場合、薬学的に許容されるキャリアもしくは希釈剤
と混合する）。
【００５８】
　本明細書で用いられる「ｐｇ」はピコグラムを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを意味し
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「ｕｌ」または「μｌ」はマイクロリットルを意味し、「ｍｌ」はミリリットルを意味し
、「ｌ」はリットルを意味する。
【００５９】
　本明細書では、「抗体」、「ニューロン結合抗体」、「ＩｇＭ１２抗体」、「ＩｇＭ４
２抗体」、「抗体１２」、「抗体４２」、「ｓＨＩｇＭ１２」、「ｓＨＩｇＭ４２」、「
ｒＨＩｇＭ１２」、「ｒＨＩｇＭ４２」という用語、および具体的に列挙されていない任
意のバリアントを用いる場合があり、本出願および特許請求の範囲の全体で用いられる通
り、単一または複数のタンパク質を含めたタンパク質性の物質を指し、本明細書で記載さ
れ、図５および６に示されるアミノ酸配列データを有し、それらの活性プロファイルが本
明細書および特許請求の範囲に示されるタンパク質にまで拡張される。特に、ＩｇＭ１２
抗体、抗体１２、ｒＨＩｇＭ１２とは、特に、ポリペプチドもしくは抗体または断片、特
に、図５に示される配列を含む組換え抗体または断片を指す。ＩｇＭ１２抗体、抗体１２
、ｒＨＩｇＭ１２とは、特に、ポリペプチドもしくは抗体または断片、特に、配列番号３
１～３３に示される重鎖可変領域のＣＤＲ配列および配列番号３４～３６に示される軽鎖
可変領域のＣＤＲ配列を含む組換え抗体または断片を指す。ＩｇＭ１２抗体、抗体１２、
ｒＨＩｇＭ１２は、配列番号１の重鎖可変領域配列および配列番号１１の軽鎖可変領域配
列を有する抗体を包含する。特に、ＩｇＭ４２抗体、抗体４２、ｒＨＩｇＭ４２とは、特
に、ポリペプチドもしくは抗体または断片、特に、図６に示される配列を含む組換え抗体
または断片を指す。ＩｇＭ４２抗体、抗体４２、ｒＨＩｇＭ４２とは、特に、ポリペプチ
ドもしくは抗体または断片、特に、配列番号３７～３９に示される重鎖可変領域のＣＤＲ
配列および配列番号４０～４２に示される軽鎖可変領域のＣＤＲ配列を含む組換え抗体ま
たは断片を指す。ＩｇＭ４２抗体、抗体４２、ｒＨＩｇＭ４２は、配列番号１７の重鎖可
変領域配列および配列番号２７の軽鎖可変領域配列を有する抗体を包含する。したがって
、実質的に同等な活性または変化した活性を提示するタンパク質も同様に想定される。こ
れらの改変は、例えば、部位指向変異誘発を介して得られる改変など、意図的なものの場
合もあり、宿主における変異を介して得られる、複合体またはその命名されたサブユニッ
トをもたらす改変など、偶発的なものの場合もある。「抗体」、「ニューロン結合抗体」
、「ＩｇＭ１２抗体」、「ＩｇＭ４２抗体」、「抗体１２」、「抗体４２」、「ｓＨＩｇ
Ｍ１２」、「ｓＨＩｇＭ４２」、「ｒＨＩｇＭ１２」、「ｒＨＩｇＭ４２」という用語は
また、とりわけ本明細書で列挙されるタンパク質のほか、実質的に相同な類似体および対
立遺伝子変異の全てもそれらの範囲内に包含することを意図する。
【００６０】
　本明細書で記載されるアミノ酸残基は、「Ｌ」異性体形態とすることが好ましい。しか
し、ポリペプチドにより免疫グロブリン結合に所望される機能的特性が保持される限りに
おいて、「Ｄ」異性体形態の残基を、任意のＬ－アミノ酸残基で置換することができる。
ＮＨ２とは、ポリペプチドのアミノ末端に存在する遊離アミノ基を指す。ＣＯＯＨとは、
ポリペプチドのカルボキシ末端に存在する遊離カルボキシ基を指す。標準的なポリペプチ
ドの命名法（Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２４３巻：３５５２～５９頁（１９６９年
））に準拠して、アミノ酸残基の略記法を以下に示す。
【００６１】
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【化１】

【００６２】
　本明細書では、全てのアミノ酸残基の配列は、その左から右の配向が、従来のアミノ末
端からカルボキシ末端の方向にある書式により表されることに注意されたい。さらに、ア
ミノ酸残基配列の始点または終点におけるダッシュ記号が、１または複数のアミノ酸残基
によるさらなる配列へのペプチド結合を示すことにも注意されたい。上記の表は、本明細
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書で代わる代わるに現れうる、３文字表記と１文字表記とを相互に関連付けるために提示
する。
【００６３】
　「レプリコン」とは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＤＮＡ複製の自律的な単位として機能す
る、すなわち、それ自体の制御下で複製が可能な任意の遺伝子エレメント（例えば、プラ
スミド、染色体、ウイルス）である。
【００６４】
　「ベクター」とは、結合させたセグメントの複製をもたらすように別のＤＮＡセグメン
トを結合させうる、プラスミド、ファージ、またはコスミドなどのレプリコンである。
【００６５】
　「ＤＮＡ分子」とは、その一本鎖形態であれ、二本鎖螺旋であれ、デオキシリボヌクレ
オチド（アデニン、グアニン、チミン、またはシトシン）の多量体形態を指す。この用語
は、この分子の一次構造および二次構造だけを指すものであり、この分子を任意の特定の
三次形態に限定するものではない。したがって、この用語は、とりわけ、直鎖状のＤＮＡ
分子（例えば、制限断片）、ウイルス、プラスミド、および染色体において見出される二
本鎖ＤＮＡを包含する。特定の二本鎖ＤＮＡ分子の構造について論じる場合、本明細書で
は、配列を、ＤＮＡの非転写鎖（すなわち、ｍＲＮＡと相同的な配列を有する鎖）に沿っ
た５’から３’の方向にある配列だけを与える通常の慣例に従って記載することができる
。
【００６６】
　「複製起点」とは、ＤＮＡ合成に関与するＤＮＡ配列を指す。
【００６７】
　ＤＮＡによる「コード配列」とは、適切な制御配列の制御下に置かれると、ｉｎ　ｖｉ
ｖｏにおいてポリペプチドへと転写および翻訳される二本鎖のＤＮＡ配列である。コード
配列の境界は、５’（アミノ）末端における開始コドンおよび３’（カルボキシル）末端
における翻訳終止コドンを介して決定される。コード配列には、原核生物配列、真核生物
のｍＲＮＡに由来するｃＤＮＡ、真核生物（例えば、哺乳動物）のＤＮＡに由来するゲノ
ムＤＮＡ配列、およびまた合成ＤＮＡ配列が含まれうるがこれらに限定されない。ポリア
デニル化シグナルおよび転写終結配列は通常、コード配列の３’側に位置する。
【００６８】
　転写制御配列および翻訳制御配列とは、宿主細胞においてコード配列の発現をもたらす
、プロモーター、エンハンサー、ポリアデニル化シグナル、ターミネーターなど、ＤＮＡ
の制御配列である。
【００６９】
　「プロモーター配列」とは、細胞内のＲＮＡポリメラーゼに結合し、下流（３’方向）
のコード配列の転写を開始することが可能なＤＮＡの制御領域である。本発明を規定する
目的で述べると、プロモーター配列には、その３’末端に転写開始部位が結合し、バック
グラウンドを上回って検出可能なレベルで転写を開始するのに必要な最小限の数の塩基ま
たはエレメントを包含するように、上流（５’方向）へと伸長する。プロモーター配列内
には、転写開始部位（ヌクレアーゼＳ１によるマッピングを介して規定されて好都合であ
る）のほか、ＲＮＡポリメラーゼの結合の一因となるタンパク質結合ドメイン（コンセン
サス配列）も見出される。真核生物プロモーターは、「ＴＡＴＡ」ボックスおよび「ＣＡ
Ｔ」ボックスを含有することが多いが、常に含有するわけではない。原核生物プロモータ
ーは、－１０および－３５のコンセンサス配列に加えて、シャイン－ダルガルノ配列を含
有する。
【００７０】
　「発現制御配列」とは、別のＤＮＡ配列の転写および翻訳を制御および調節するＤＮＡ
配列である。ＲＮＡポリメラーゼによりコード配列がｍＲＮＡへと転写され、次いで、こ
れが、コード配列によりコードされるタンパク質へと翻訳されるとき、コード配列は、細
胞内の転写制御配列および翻訳制御配列の「制御下」にある。
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【００７１】
　「シグナル配列」は、コード配列の上流に包含されうる。この配列は、ポリペプチドに
対してＮ末端側にあり、宿主細胞にコミュニケートしてポリペプチドを細胞表面へと方向
付けるか、またはポリペプチドを培地へと分泌させる、シグナルペプチドをコードするも
のであり、このシグナルペプチドは、タンパク質が細胞から放出される前に宿主細胞によ
り切り離される。シグナル配列は、原核生物および真核生物に天然の多様なタンパク質と
関連することが見出されうる。
【００７２】
　本発明のプローブに言及しつつ本明細書で用いられる「オリゴヌクレオチド」という用
語は、２つ以上のリボヌクレオチド、好ましくは３つを超えるリボヌクレオチドを含む分
子として定義される。その正確なサイズは、多くの因子に依存し、これらの因子は、オリ
ゴヌクレオチドの最終的な機能および使用に依存する。
【００７３】
　本明細書で用いられる「プライマー」という用語は、精製された制限消化物中などに天
然で存在する場合であれ、合成により生成させた場合であれ、核酸鎖と相補的なプライマ
ーの伸長産物の合成を誘導する条件下に置かれると、すなわち、ヌクレオチドおよびＤＮ
Ａポリメラーゼなどの誘導剤の存在下で適切な温度およびｐＨ下に置かれると合成開始地
点として作用することが可能なオリゴヌクレオチドを指す。プライマーは、一本鎖の場合
もあり、二本鎖の場合もあり、誘導剤の存在下において所望の伸長産物の合成をプライミ
ングするのに十分な程度の長さでなければならない。プライマーの正確な長さは、温度、
プライマーの供給源、および用いられる方法を含めた多くの因子に依存する。例えば、診
断適用では、標的配列の複雑性に応じて、オリゴヌクレオチドプライマーは、より少数の
ヌクレオチドも含有しうるが、典型的には１５～２５ヌクレオチド以上を含有する。
【００７４】
　本発明のプライマーは、特定の標的ＤＮＡ配列の異なる鎖と「実質的に」相補的となる
ように選択される。これは、プライマーが、それらのそれぞれの鎖とハイブリダイズする
のに十分な程度に相補的でなくてはならないことを意味する。したがって、プライマー配
列が、鋳型の正確な配列を反映する必要はない。例えば、非相補的ヌクレオチド断片をプ
ライマーの５’末端に結合させ、プライマー配列の残りは鋳型鎖と相補的とすることがで
きる。代替的に、プライマー配列が、これとハイブリダイズし、これにより、伸長産物を
合成するための鋳型を形成する鎖の配列と十分な相補性を有する場合は、非相補的な塩基
または非相補的な長い配列を、プライマー内に散在させることもできる。
【００７５】
　本明細書で用いられる「制限エンドヌクレアーゼ」および「制限酵素」という用語は、
それらの各々が特異的ヌクレオチド配列において、またはその近傍において二本鎖ＤＮＡ
を切断する細菌酵素を指す。
【００７６】
　このようなＤＮＡが細胞内に導入されている場合、この細胞は、外因性ＤＮＡまたは相
同的ＤＮＡにより「形質転換」されている。形質転換ＤＮＡは、細胞のゲノムを構成する
染色体のＤＮＡへと組み込まれる（共有結合する）場合もあり、組み込まれない場合もあ
る。例えば、原核細胞、酵母細胞、および哺乳動物細胞では、形質転換ＤＮＡを、プラス
ミドなどのエピソームエレメントに維持することができる。真核細胞について述べると、
安定的な形質転換細胞とは、形質転換ＤＮＡが、染色体の複製を介して娘細胞により遺伝
するように染色体に組み込まれた細胞である。この安定性は、真核細胞が、形質転換ＤＮ
Ａを含有する娘細胞の集団を含む細胞系またはクローンを確立する能力により裏付けられ
る。「クローン」とは、有糸分裂を介して単一の細胞または共通の原細胞から派生する細
胞集団である。「細胞系」とは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて何世代にもわたり安定的に成
長することが可能な初代細胞のクローンである。
【００７７】
　ヌクレオチドのうちの少なくとも約７５％（好ましくは少なくとも約８０％、および最
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も好ましくは少なくとも約９０または９５％）が、規定された長さのＤＮＡ配列にわたり
マッチする場合、これらの２つのＤＮＡ配列を「実質的に相同」とする。実質的に相同的
な配列は、配列データバンクにおいて入手可能な標準的なソフトウェアを用いて配列を比
較することにより同定することもでき、その特定の系について規定された、例えば、厳密
な条件下におけるサザンハイブリダイゼーション実験により同定することもできる。適切
なハイブリダイゼーション条件の規定は、当技術分野の範囲内にある。例えば、Ｍａｎｉ
ａｔｉｓら、前出；「ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ」、ＩおよびＩＩ巻、前出；「Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ」、前出を参照されたい。
【００７８】
　また、本発明の特異的結合メンバー（抗体）をコードするＤＮＡ配列であって、例えば
、図２もしくは１０に提示されるのと同じアミノ酸配列を有する抗体、または本明細書も
しくは図１０に示されるがこれらと縮重するＣＤＲドメイン領域の配列を含む抗体をコー
ドするＤＮＡ配列も本発明の範囲内にあることを察知されたい。「～と縮重する」とは、
異なる３文字コドンを用いて、特定のアミノ酸を指定することを意味する。当技術分野で
は、以下のコドンを互換的に用いて各特定のアミノ酸をコードさせうることが周知である
：
【００７９】
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【化２】

【００８０】
　上記で指定されたコドンは、ＲＮＡ配列のためのコドンであることを理解されたい。対
応するＤＮＡのためのコドンでは、ＵをＴで置換している。
【００８１】
　アミノ酸、抗体断片、図５もしくは６に示されるＣＤＲ領域の配列をコードする配列、
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または図５もしくは６に示される核酸配列では、特定のコドンを、異なるアミノ酸をコー
ドするコドンへと変化させるように、変異を発生させることができる。このような変異は
一般に、可能な最小のヌクレオチド変化をもたらすことにより発生させる。この種の置換
変異は、結果として得られるタンパク質におけるアミノ酸を、非保存的な形で（例えば、
コドンを、特定のサイズまたは特徴を有するアミノ酸の群分けに属するアミノ酸から、別
の群分けに属するアミノ酸へと変化させることにより）変化させるようにもたらすことも
でき、保存的な形で（例えば、コドンを、特定のサイズまたは特徴を有するアミノ酸の群
分けに属するアミノ酸から、同じ群分けに属するアミノ酸へと変化させることにより）変
化させるようにもたらすこともできる。このような保存的変化は一般に、結果として得ら
れるタンパク質の構造および機能においてもたらす変化が小さい。非保存的変化は、結果
として得られるタンパク質の構造、活性、または機能を変化させる可能性が高い。本発明
は、結果として得られるタンパク質の活性または結合特徴をそれほど変化させない保存的
変化を含有する配列を包含すると考えるべきである。
【００８２】
　以下は、アミノ酸の多様な群分けの一例である。
非極性Ｒ基を伴うアミノ酸
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、トリプトフ
ァン、メチオニン
帯電していない極性Ｒ基を伴うアミノ酸
グリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギン、グルタミン
帯電した極性Ｒ基（Ｐｈ６．０で負に帯電している）を伴うアミノ酸
アスパラギン酸、グルタミン酸
塩基性アミノ酸（ｐＨ６．０で正に帯電している）
リシン、アルギニン、ヒスチジン（ｐＨ６．０で正に帯電している）。
【００８３】
　別の群分けは、フェニル基を伴うアミノ酸でありうる。
フェニルアラニン、トリプトファン、チロシン。
【００８４】
　別の群分けは、分子量（すなわち、Ｒ基のサイズ）による場合もある。
【００８５】
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【化３】

【００８６】
　特に、好ましい置換は、
・正の電荷が維持されうるような、ＬｙｓによるＡｒｇの置換およびこの逆の置換；
・負の電荷が維持されうるような、ＧｌｕによるＡｓｐの置換およびこの逆の置換；
・遊離－ＯＨが維持されうるような、ＳｅｒによるＴｈｒの置換；および
・遊離ＮＨ２が維持されうるような、ＧｌｎによるＡｓｎの置換
である。
【００８７】
　例示的で好ましい保存的アミノ酸置換は、グルタミン（Ｑ）によるグルタミン酸（Ｅ）
の置換およびこの逆の置換、ロイシン（Ｌ）によるバリン（Ｖ）の置換およびこの逆の置
換、セリン（Ｓ）によるトレオニン（Ｔ）の置換およびこの逆の置換、イソロイシン（Ｉ
）によるバリン（Ｖ）の置換およびこの逆の置換、リシン（Ｋ）によるグルタミン（Ｑ）
の置換およびこの逆の置換、イソロイシン（Ｉ）によるメチオニン（Ｍ）の置換およびこ
の逆の置換、セリン（Ｓ）によるアスパラギン（Ｎ）の置換およびこの逆の置換、ロイシ
ン（Ｌ）によるメチオニン（Ｍ）の置換およびこの逆の置換、リシン（Ｌ）によるグルタ
ミン酸（Ｅ）の置換およびこの逆の置換、アラニン（Ａ）によるセリン（Ｓ）の置換およ
びこの逆の置換、チロシン（Ｙ）によるフェニルアラニン（Ｆ）の置換およびこの逆の置
換、グルタミン酸（Ｅ）によるアスパラギン酸（Ｄ）の置換およびこの逆の置換、ロイシ
ン（Ｌ）によるイソロイシン（Ｉ）の置換およびこの逆の置換、リシン（Ｋ）によるアル
ギニン（Ｒ）の置換およびこの逆の置換のうちのいずれかを包含する。
【００８８】
　また、特に好ましい特性を伴うアミノ酸で置換するように、アミノ酸置換を導入するこ
ともできる。例えば、Ｃｙｓは、別のＣｙｓを伴うジスルフィド架橋のための潜在的な部
位に導入することができる。Ｈｉｓは、特に「触媒」部位（すなわち、Ｈｉｓは、酸また
は塩基として作用することが可能であり、生化学的触媒反応において最も一般的なアミノ
酸である）として導入することができる。Ｐｒｏは、タンパク質構造におけるβターンを
誘導する、特に平面的なその構造のために導入することができる。
【００８９】
　アミノ酸残基のうちの少なくとも約７０％（好ましくは少なくとも約８０％、および最
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も好ましくは少なくとも約９０または９５％）が同一であるか、または保存的置換を表す
場合、２つのアミノ酸配列を「実質的に相同」とする。１または複数のアミノ酸が、類似
のアミノ酸置換または保存的アミノ酸置換で置換されており、その１つの／複数の抗体が
、本明細書で開示されている、ＩｇＭ１２またはＩｇＭ４２のうちの１または複数の結合
プロファイルおよび活性プロファイルを示す場合、２つの抗体のＣＤＲ領域を実質的に相
同とする。
【００９０】
　ＤＮＡ構築物の「非相同」領域とは、天然ではこの大型の分子と会合して見出されるこ
とはない、大型のＤＮＡ分子内の同定可能なＤＮＡセグメントである。したがって、非相
同領域が哺乳動物の遺伝子をコードする場合、この遺伝子は通常、その供給源である生物
のゲノム内の哺乳動物ゲノムＤＮＡには隣接しないＤＮＡに隣接する。非相同的なコード
配列の別の例は、天然ではコード配列自体が見出されない構築物（例えば、ゲノムのコー
ド配列がイントロンを含有するｃＤＮＡ、または天然遺伝子とは異なるコドンを有する合
成配列）である。対立遺伝子変異または天然の変異イベントは、本明細書で定義されるＤ
ＮＡの非相同領域をもたらさない。
【００９１】
　発現制御配列によりＤＮＡ配列の転写および翻訳が制御および調節される場合、このＤ
ＮＡ配列は、発現制御配列に「作動可能に連結」されている。「作動可能に連結される」
という用語は、発現させるＤＮＡ配列の上流に適切な開始シグナル（例えば、ＡＴＧ）を
有し、発現制御配列の制御下におけるＤＮＡ配列の発現およびＤＮＡ配列によりコードさ
れる所望の産物の生成を可能とする適正なリーディングフレームを維持することを包含す
る。組換えＤＮＡ分子へと挿入することが所望される遺伝子が、適切な開始シグナルを含
有しない場合は、このような開始シグナルを遺伝子の上流に挿入することができる。
【００９２】
　「標準的ハイブリダイゼーション条件」という用語は、ハイブリダイゼーションおよび
洗浄のいずれについても、５倍濃度のＳＳＣおよび６５℃と実質的に同等な塩条件および
温度条件を指す。しかし、当業者は、このような「標準的ハイブリダイゼーション条件」
が、緩衝液中のナトリウムおよびマグネシウムの濃度、ヌクレオチド配列の長さ、および
濃度、ミスマッチの百分率、ホルムアミドの百分率などを含めた特定の条件に依存するこ
とを察知するであろう。「標準的ハイブリダイゼーション条件」の決定においてはまた、
ハイブリダイズする２つの配列が、ＲＮＡ－ＲＮＡであるか、ＤＮＡ－ＤＮＡであるか、
ＲＮＡ－ＤＮＡであるかも重要である。このような標準的ハイブリダイゼーション条件は
、周知の処方であって、ハイブリダイゼーションが、所望の場合、高度な厳密性の洗浄に
より予測または決定されるＴｍを、典型的には１０～２０℃下回る処方に従い、当業者に
より容易に決定される。
【００９３】
　「薬剤」という用語は、ポリペプチド、抗体、ポリヌクレオチド、化合物、および低分
子を含めた任意の分子を意味する。特に、薬剤という用語は、被験化合物または薬物候補
化合物などの化合物を包含する。
【００９４】
　「アゴニスト」という用語は、その最も広い意味において、リガンドが結合する受容体
を刺激するリガンドを指す。
【００９５】
　「アッセイ」という用語は、化合物の特定の特性を測定するのに用いられる任意の工程
を意味する。「スクリーニングアッセイ」とは、化合物を特徴付けるか、または化合物を
それらの活性に基づき化合物のコレクションから選択するのに用いられる工程を意味する
。
【００９６】
　「～を防止すること」または「防止」という用語は、疾患の発症に先立って、病原体に
曝露されている場合もあり、疾患に素因を示す場合もある被験体における、疾患または障
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害に罹患するかまたはこれを発症する危険性の低減（すなわち、疾患の臨床症状のうちの
少なくとも１つを発症させないこと）を指す。
【００９７】
　「予防」という用語は、「防止」という用語と関連し、これに包含され、その目的を、
疾患を処置するかまたは治癒させることとするのではなくて、これを防止することとする
措置または手順を指す。予防的措置の非限定的な例には、ワクチンの投与；例えば、病臥
に起因する血栓の危険性にある入院患者への低分子量ヘパリンの投与；および、マラリア
が風土病であるか、またはマラリアに罹患する危険性が高い地域を訪れるのに先立つ、ク
ロロキンなどの抗マラリア剤の投与が含まれうる。
【００９８】
　「治療有効量」とは、医師または他の治療者により探索されている、被験体の生物学的
応答または医学的応答を誘発する薬物、化合物、薬剤、抗体、または医薬剤の量を意味す
る。特に、神経疾患または神経状態に関して述べると、「有効量」という用語は、疾患の
臨床的に関与性のパラメータにおいて生物学的に有意義な変化をもたらす抗体またはその
断片など、化合物または薬剤の有効量を包含することが意図される。これは、画像化する
と観察可能となるかまたは評価可能となる神経傷害または神経死滅の量の変化、運動、発
話、もしくは認知などの機能的パラメータの変化、または危険性もしくは感受性の条件下
におけるこのような変化の非存在もしくは低減を包含しうる。本明細書では、「治療有効
量」という語句を用いて、測定可能もしくは評価可能な現象、または病態の特徴、または
機能の評価における臨床的に有意な変化を、少なくとも約２０パーセント、少なくとも約
３０パーセント、より好ましくは少なくとも５０パーセント、より好ましくは少なくとも
７０パーセント、より好ましくは少なくとも８０パーセント、最も好ましくは少なくとも
９０パーセント改善または防止し、好ましくはこれを低減するのに十分な量を意味する。
【００９９】
　一実施形態では、任意の疾患、状態、傷害、または感染「を処置すること」またはこれ
らの「処置」という用語が、その疾患、状態、傷害、または感染の改善（すなわち、細胞
もしくは組織の死滅、または細胞もしくは組織に対する損傷を停止させるか、あるいはこ
れらの臨床症状のうちの少なくとも１つの徴候、程度、または重症度を軽減すること）を
指す。別の実施形態では、「～を処置すること」または「処置」が、被験体により識別不
能な場合もある少なくとも１つの物理的パラメータの改善を指す。さらに別の実施形態で
は、「～を処置すること」または「処置」が、疾患、状態、傷害、または感染を、物理的
に（例えば、識別可能な症状の安定化により）、生理学的に（例えば、物理的パラメータ
の安定化により）、またはこれらの両方により調節することを指す。さらなる実施形態で
は、「～を処置すること」または「処置」が、疾患の進行を緩徐化するか、または細胞ま
たは組織に対する傷害、損傷、死滅の量を低減することに関する。
【０１００】
　「薬学的に許容される」という語句は、ヒトに投与した場合に、生理学的に忍容可能で
あり、典型的にはアレルギー反応または同様の有害反応、例えば急性胃蠕動、めまいなど
をもたらさない分子的実体および組成物を指す。
【０１０１】
　本明細書で用いられる「ｐｇ」はピコグラムを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを意味し
、「ｕｇ」または「μｇ」はマイクログラムを意味し、「ｍｇ」はミリグラムを意味し、
「ｕｌ」または「μｌ」はマイクロリットルを意味し、「ｍｌ」はミリリットルを意味し
、「ｌ」はリットルを意味する。
【０１０２】
　Ｂ．詳細な開示
　神経保護剤は、結果としてＣＮＳ損傷をもたらす合併症を防止および処置することを目
的とする。神経保護能を伴う化合物または薬剤は、脳卒中および神経系の傷害などの急性
障害のほか、神経変性障害などの慢性疾患においても適用される。これらの状態では、神
経組織に対する損傷の根底にある機序のうちの多くが類似しており、神経保護化合物また
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は神経保護剤であれば、複数の障害において用いうるであろう。疾患には、脳血管障害、
外傷性脳損傷、脊髄損傷、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）、多発性硬化症、てんかん、運動ニューロン疾患（複数可）、お
よび虚血性神経障害が含まれる。他の適用には、麻酔時および手術時における神経保護が
含まれる。フリーラジカルスカベンジャー、抗興奮毒性剤、アポトーシス（プログラム細
胞死）阻害剤、抗炎症剤、神経栄養因子、金属イオンキレート化剤、イオンチャネル調節
剤、および遺伝子治療の類型に由来する医薬品を含め、多くの医薬品が神経保護効果につ
いて探索されている。ＮＭＤＡアンタゴニストおよび神経伝達物質の放出を低減する薬剤
を含め、神経保護的医薬品の複数の候補医薬品が、臨床試験に到達しているが、有意性を
示すことに失敗している（Ｃｌａｒｋ　ＷＭら（２０００年）、Ｓｔｒｏｋｅ、３１巻（
６号）：１２３４～９頁；Ｓａｒｃｏ　ＲＩら（２００１年）、ＪＡＭＡ、２８５巻（１
３号）：１７１９～２８頁；Ａｌｂｅｒｓ，　ＧＷら（２００１年）、ＪＡＭＡ、２８６
巻（２１号）：２６７３～８２頁）。神経保護剤についての１つの難題は、薬剤の効果が
、正常細胞に対してそれほどの活性を伴わずに、これにより、望ましくない副作用、なお
潜在的には有害な副作用を伴わずに、傷害されまたは損傷した／障害されたニューロンを
指向するような特異性およびターゲティングである。ここで、本発明は、血液脳関門を越
え、傷害、障害、または損傷の領域を標的とし、正常ニューロンに対する望ましくない作
用を最小限として保護をもたらすことが可能な、特異的で忍容可能な薬剤（複数可）を提
供する。
【０１０３】
　本発明は一般に、特異的結合メンバー、特に、ニューロンへの結合を裏付け、神経変性
状態、神経細胞死、および神経傷害を含め、ニューロンまたは神経細胞が障害された疾患
および状態の診断、モニタリング、改善、および処置において用いられる神経保護剤とし
て適用される抗体を提供する。本発明の抗体は、それらを特に神経保護および／または神
経再生において有用とし、神経疾患および神経状態のための診断剤および治療剤において
適用可能とする、特定で固有の目覚ましい特質を有する。本明細書では、新規の本発明の
抗体、特に、組換え抗体が、血液脳関門を効果的に、かつ、改変されずに越え、ニューロ
ンを細胞死から保護し、ＣＮＳにおける神経病変および傷害部位を標的とすることが裏付
けられる。抗体は、神経機能を改善し、慢性軸索傷害および脱髄の動物モデルにおいて軸
索を維持する。動物モデルにおいて評価される通り、抗体は、動物における毒性が最小限
であり、自己免疫状態を増悪させない。
【０１０４】
　本発明は一般に、神経変性状態、神経細胞死、および神経細胞傷害を含めた、ニューロ
ンまたは神経細胞が障害された疾患および状態を改善および処置するための、単独の、ま
たは他の向神経活性剤もしくは代替的な向神経活性剤と組み合わせた治療剤としての適用
を伴う特異的結合メンバー、特に、ニューロンへの結合を示す抗体を提供する。本出願は
、神経疾患または神経欠損の動物モデルにおける、ＩｇＭ１２を含めた本発明の抗体の能
力および治療的に関与性の活性についての証拠を提示する。特に、本明細書で提示される
研究は、運動ニューロン疾患、特に、ＡＬＳの認知された動物モデルであるＴＭＥＶモデ
ルにおける能力および活性を裏付け、脊髄傷害モデルにおける研究を提示する。このよう
な疾患のうちのいずれかの改善もしくは処置、または障害もしくは障害の危険性の症例に
おける神経傷害の防止もしくは神経の保護において用いられる組成物が提供される。
【０１０５】
　ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２による先行研究は、ＣＮＳのニューロンに結合する血清由
来抗体が、抗体でコーティングした基質における神経突起伸長を支持し、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ研究においてＣＮＳミエリンによる神経突起伸長の阻害を凌駕することを示した（Ｗａ
ｒｒｉｎｇｔｏｎ　Ａら（２００４年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈ　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏ
ｌ、６３巻（５号）：４６１～４７３頁）。ＴＭＥＶ動物に注射されたｓＨＩｇＭ１２に
ついての研究は、夜間における自発活動の増大を示したが、動物におけるウイルス力価は
評価しておらず、可能な抗ウイルス効果を決定することはできていない（Ｒｏｄｒｉｇｕ
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ｅｓ　Ｍら（２００９年）、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、７２巻：１２６９～１２７６頁）。本
明細書で記載される研究は、完全ヒト組換え抗体１２の配列および抗体４２の配列のほか
、組換え抗体ｒＨＩｇＭ４２の配列も提示する。動物および疾患の動物モデルにおけるこ
れらの血清由来抗体および組換え抗体の目覚ましい神経保護効果および治療関与性効果の
ほか、それらの神経傷害部位への特異的結合／ターゲティングを裏付ける研究が今や提示
される。
【０１０６】
　抗体、組成物、および治療法
　自己反応性ヒトｍＡｂは、ヒト天然自己抗体（ＮａｔＡｂ）に分類される（Ｃｏｈｅｎ
　Ｉ．Ｒ．（２００７年）、Ｊ　Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ、２９巻：２４６～２４９頁）。Ｎ
ａｔＡｂは、本発明者らのヒト免疫グロブリンレパートリーの一部であり（Ｃｏｈｅｎ、
Ｉ．Ｒ．およびＭ．　Ｓｃｈｗａｒｔｚ（１９９９年）、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｎｅｕ
ｒｏｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１００巻：１１１～１１４頁）、通常は体細胞変異なしに、
ヒト固有の遺伝子から天然で作製され、細胞過程を刺激するように機能する場合もあり、
細胞残屑を除去するように機能する場合もある（Ｌｕｔｚ，　ＨＵ（２００７年）、Ｊ　
Ａｕｔｏｉｍｍｕｎ、２９巻：２８７～２９４頁）。ＮａｔＡｂが、自己抗原に反応する
のに対し、従来の抗体は、外因性抗原に反応する。ＮａｔＡｂは、比較的低アフィニティ
ーであり、通常は多重反応性であり、しばしばＩｇＭである。これらのヒトＩｇＭの作用
機構は、同様であり、膜のマイクロドメインを介して作用すると考えられる。ＮａｔＡｂ
は、定義により多重反応性であり、したがって、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける特異的機能につ
いて関与性の抗原を同定することは、難題でありうる。理論に束縛されずに述べると、現
在のところ、これらのＩｇＭは、細胞表面における膜のマイクロドメインの架橋形成分子
に結合することが理解されている。通常これに関与しない分子は、まとまってシグナル伝
達複合体をなす（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ，　Ｍ．、Ａ．　Ｅ．　Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、お
よびＬ．　Ｒ．　Ｐｅａｓｅ（２００９年）、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、７２巻：１２６９～
１２７６頁）。
【０１０７】
　したがって、抗体媒介性疾患を伴わずにｍＡｂを高濃度で保有する個体の血清に由来す
る自己反応性ヒトモノクローナル抗体（ｍＡｂ）についてスクリーニングすることにより
、治療用分子を同定した。このようなｍＡｂを、神経系細胞の表面への結合について、抗
原について考慮せずに調べる。次いで、ｍＡｂを、疾患モデルを調節する能力について調
べる。この生物学的有効性を伴うｍＡｂを同定する方法は、製薬業界で一般に用いられる
方法と異なる（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ，　Ｍ．、Ａ．　Ｅ．　Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、およ
びＬ．　Ｒ．　Ｐｅａｓｅ（２００９年）、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、７２巻：１２６９～１
２７６頁）。特定のヒトＩｇＭが再ミエリン化を促進しうることが裏付けられている（Ｗ
ａｒｒｉｎｇｔｏｎ　ＡＥら（２０００年）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　
Ｕ　Ｓ　Ａ、９７巻：６８２０～６８２５頁）。例えば、１つのこのようなＩｇＭは、再
ミエリン化を促進する、組換えヒトモノクローナルｒＨＩｇＭ２２である（Ｍｉｔｓｕｎ
ａｇａ　ＹＢら（２００２年）、Ｆａｓｅｂ　Ｊ、１６巻：１３２５～１３２７頁）。抗
体ｒＨＩｇＭ２２は、希突起膠細胞およびミエリンに結合し、ＭＳのウイルス誘導性およ
び毒素誘導性モデルにおけるＣＮＳの再ミエリン化を促進する（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ　
ＡＥら（２０００年）、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、９７巻：
６８２０～６８２５頁；Ｂｉｅｂｅｒ　ＡＪら（２００２年）、Ｇｌｉａ、３７巻：２４
１～２４９頁）。脊髄の再ミエリン化は、ｒＨＩｇＭ２２の単回低量投与の後に誘導され
る（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ　ＡＥら（２００７年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｒｅｓ、８
５巻：９６７～９７６頁）。
【０１０８】
　寿命の短い（マウスにおける半減期が１５時間と推定される）分子による１回の腹腔内
（ｉ．ｐ．）処置が、生得の自発的修復はほとんど見られないＭＳモデルにおいて、５週
間以内に最大限の組織修復を促進することは注目に値する。末梢への注射後、ｒＨＩｇＭ
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２２は、血液脳関門（ＢＢＢ）を越え、脱髄を伴うマウスの脳病変および脊髄病変内に蓄
積される。ｉｎ　ｖｉｖｏの病変では、フェリチンビーズで標識したｒＨＩｇＭ２２が、
ＭＲＩを介して検出されている（Ｐｉｒｋｏ　Ｉら（２００４年）、Ｆａｓｅｂ　Ｊ、１
８巻：１５７７～１５７９頁）。
【０１０９】
　また、再ミエリン化能を伴うさらなるヒト血清ＩｇＭ抗体であるｓＨＩｇＭ４６、およ
びその組換え対応物であるｒＨＩｇＭ４６についても記載されている。血清由来抗体であ
るｓＨＩｇＭ２２およびｓＨＩｇＭ４６、ならびにそれらの組換え形、および再ミエリン
化のための方法については、例えば、ＷＯ０１８５７９７において記載されている。ｒＨ
ＩｇＭ２２抗体およびこれによる方法は、例えば、米国特許第７，４７３，４２３号およ
び同第７，８０７１６６号で対象とされている。
【０１１０】
　本発明は、モノクローナル抗体、および、特に、中枢神経系におけるニューロンの促進
、刺激、保護、および／または再生において活性を示す組換え抗体を含めたヒト自己抗体
を提供する。本発明の態様では、それらの断片を含めた本抗体が、中枢神経系における傷
害を介する神経細胞死を防止または低減するときの神経保護、ニューロンおよび軸索の保
存および再生において活性を示す。抗体は、疾患もしくは状態の処置もしくは改善、また
は疾患もしくは状態、特に、神経が損傷され、傷害され、もしくは他の形で障害された疾
患もしくは状態と関連する神経細胞欠損および神経細胞死またはアポトーシスの防止また
は低減において適用可能である。本発明の抗体が使用または適用される状態または疾患に
は、脳傷害または脳外傷、脊髄損傷（ＳＣＩ）、神経損傷、頭部傷害、脳への血液供給が
低減されるかまたは障害された状態、脳の感染性疾患、神経変性疾患を含めた、ニューロ
ンの構造、機能、または生存の喪失が関与するかまたは関連する状況が含まれる。例示的
なこのような疾患または状態には、脊髄損傷（ＳＣＩ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
、多発性硬化症（ＭＳ）、アルツハイマー病、脳卒中、パーキンソン病、ハンチントン病
、出産前低酸素症／周産期虚血および／または脳性まひ、脳症、脊髄症、ならびに運動ニ
ューロン疾患が含まれる。
【０１１１】
　本発明の神経調節剤または抗体は、以下の特徴のうちの１または複数を有する：それら
が、ニューロンを保護し、かつ／もしくはこれを安定化させること；それらが、ＣＮＳも
しくは神経細胞の損傷、障害、もしくは傷害における部位を標的とすること；および／ま
たはそれらが、細胞死、例えば、過酸化水素誘導性細胞死を遮断すること。本発明は、本
発明のニューロン結合モノクローナル抗体が、中枢神経系における診断目的および治療目
的のために、神経突起伸長を促進し、ニューロンを損傷から保護することが可能であるこ
とを提示する。特に、組換え抗体であって、皮質ニューロン、海馬ニューロン、小脳顆粒
細胞、および網膜神経節細胞を含めたニューロンを認識し、これらに結合することが可能
な抗体が提供される。
【０１１２】
　本発明は、例示的な抗体（複数可）またはその断片（複数可）である抗体１２および抗
体４２、特に、血清由来または組換えのＩｇＭ１２またはＩｇＭ４２を提供する。さらな
る特定の態様では、本発明の抗体が、図５および／または図６に示されるアミノ酸配列を
含めた抗体１２または４２のアミノ酸配列を含む。本発明の組換え抗体であるＩｇＭ１２
は、図５に示される、可変重鎖配列（配列番号１）および可変軽鎖配列（配列番号１１）
を含む。本発明の組換え抗体であるＩｇＭ４２は、図６に示される、可変重鎖配列（配列
番号１７）および可変軽鎖配列（配列番号２７）を含む。本発明の態様では、図５および
６に示される可変領域のＣＤＲ配列を含む、組換えまたは合成のニューロン結合抗体が提
供される。抗体１２は、図５に示される、重鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（
配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２）、およびＣＤＲ３　Ａ
ＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳ
Ｙ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およびＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨ
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ＴＰＷ（配列番号３６）を含む。抗体４２は、図６に示される、重鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１
　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶＴＴ（配列番号３８）、
およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３９）、ならびに軽鎖ＣＤ
Ｒ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ（配列番号４１）、およ
びＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）を含む。
【０１１３】
　ニューロン、特に、ヒトニューロンを認識することが可能な、Ｆａｂ断片を含めた組換
え抗体もしくはそれらの断片のパネル、またはファージディスプレイライブラリーを、多
様な特性、すなわち、アフィニティー、アイソタイプ、エピトープ、安定性などについて
スクリーニングすることができる。例示的な抗体であるＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２の活
性を模倣し、ニューロンに結合し、ニューロンを例えば、過酸化物媒介性細胞死などの細
胞死または細胞傷害から保護する能力を有する抗体が特に対象である。このような抗体は
、特異的結合アッセイおよび活性アッセイにおいて、容易に同定および／またはスクリー
ニングすることができる。本抗体である、ＩｇＭ１２および／またはＩｇＭ４２の抗原結
合領域または重鎖ＣＤＲ領域および／もしくは軽鎖ＣＤＲ領域を含む組換え抗体を生成さ
せ、活性についてスクリーニングすることができる。
【０１１４】
　一般に、図５および６のＣＤＲ領域として実質的に示されるアミノ酸配列を含むＣＤＲ
領域は、ＣＤＲ領域のニューロンの表面への結合、またはニューロンの表面における結合
、および、特に、哺乳動物のニューロン、特に、ヒト、サル、ヒヒ、ラット、および／ま
たはマウスのニューロンへの結合を可能とする構造において保有される。「～として実質
的に示される」とは、本発明の可変領域配列、および／または、特に、ＣＤＲ配列が、図
５および６の指定した領域と同一であるか、またはこれらと相同性が高いことを意味する
。「相同性が高い」とは、可変領域配列および／またはＣＤＲ配列において少数カ所の置
換、好ましくは１～８カ所、好ましくは１～５カ所、好ましくは１～４カ所、または１～
３カ所、または１もしくは２カ所の置換だけを施しうることを想定する。「～として実質
的に示される」という用語は、特に、本抗体の特異性および／または活性に実質的なまた
は重大な影響を及ぼさない保存的アミノ酸置換を包含する。
【０１１５】
　ＣＤＲ以外の可変領域配列では、ＣＤＲ配列を保持するような置換を施すことができる
。したがって、ＣＤＲ配列は維持し、可変領域配列の残りは置換しうるように、可変領域
配列の変化、または代替的な、非相同的であるかもしくはベニア化された可変領域配列を
導入することもでき、これらを用いることもできる。代替的に、置換は、特に、ＣＤＲに
おいて施すこともできる。本発明の抗体のＣＤＲ配列は、図５および６を含め、本明細書
において示され、記載されている。抗体１２は、図５に示される、重鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ
１　ＧＧＳＶＳＬＹＹ（配列番号３１）、ＣＤＲ２　ＧＹＩＹＳＳＧＳＴ（配列番号３２
）、およびＣＤＲ３　ＡＲＳＡＳＩＲＧＷＦＤ（配列番号３３）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配
列ＣＤＲ１　ＱＳＩＳＳＹ（配列番号３４）、ＣＤＲ２　ＡＡＳ（配列番号３５）、およ
びＣＤＲ３　ＱＱＳＹＨＴＰＷ（配列番号３６）を含む。抗体４２は、図６に示される、
重鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＧＦＴＦＳＴＹＡ（配列番号３７）、ＣＤＲ２　ＩＮＶＧＧＶ
ＴＴ（配列番号３８）、およびＣＤＲ３　ＶＲＲＳＧＰＤＲＮＳＳＰＡＤＦ（配列番号３
９）、ならびに軽鎖ＣＤＲ配列ＣＤＲ１　ＱＧＩＧ（配列番号４０）、ＣＤＲ２　ＴＴＳ
（配列番号４１）、およびＣＤＲ３　ＱＫＹＮＳＡＰＲＴ（配列番号４２）を含む。上に
記載し想定した置換を有する本発明の抗体は、抗体ＩｇＭ１２および抗体ＩｇＭ４２を含
め、本明細書および特許請求の範囲で示される特徴を有する例示的な抗体と同等の活性お
よび特異性を維持するように選択される。
【０１１６】
　本発明のＣＤＲを保有する構造は一般に、抗体の重鎖配列もしくは軽鎖配列またはその
実質的な部分の構造であって、ＣＤＲ領域が、再構成された免疫グロブリン遺伝子により
コードされる天然抗体のＶＨ可変ドメインおよびＶＬ可変ドメインのＣＤＲ領域に対応す
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る位置に配置される構造である。免疫グロブリン可変ドメインの構造および位置は、Ｋａ
ｂａｔ，　Ｅ．Ａ．ら、「Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ」、４版、ＵＳ　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ
　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、１９８７年、および、現在は
インターネット（ｉｍｍｕｎｏ．ｂｍｅ．ｎｗｕ．ｅｄｕ）で入手できるその改定版を参
照することにより決定することができる。可変ドメインは、任意の生殖細胞系列または再
構成されたヒト可変ドメインに由来する場合もあり、公知のヒト可変ドメインのコンセン
サス配列に基づく合成可変ドメインの場合もある。前出の段落で定義した、本発明のＣＤ
Ｒに由来する配列は、組換えＤＮＡ法を用いて、ＣＤＲ領域を欠く可変ドメインレパート
リーへと導入することができる。
【０１１７】
　例えば、Ｍａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１９９２年、１０巻：７７９
～７８３頁）は、抗体可変ドメインのレパートリーを生成させる方法であって、可変ドメ
イン領域の５’端を指向するかまたはこれに隣接するコンセンサスプライマーを、ヒトＶ
Ｈ遺伝子の第３のフレームワーク領域に対するコンセンサスプライマーと共に用いて、１
つ／複数のＣＤＲを欠くＶＨ可変ドメインのレパートリーをもたらす方法について記載し
ている。Ｍａｒｋｓらは、どのようにすればこのレパートリーを、特定の抗体のＣＤＲと
組み合わせうるかについてもさらに記載している。次いで、適切な特異的結合メンバーを
選択しうるように、レパートリーを、ＷＯ９２／０１０４７のファージディスプレイシス
テムなど、適切な宿主系において提示することができる。レパートリーは、約１０４を超
える個別のメンバー、例えば、１０６～１０８または１０１０のメンバーからなる。また
、Ｓｔｅｍｍｅｒ（Ｎａｔｕｒｅ、１９９４年、３７０巻：３８９～３９１頁）により、
類似のシャフリング法またはコンビナトリアル法も開示されているが、Ｓｔｅｍｍｅｒは
、β－ラクタマーゼ遺伝子との関連でこれらの技法について記載し、これらの手法を、抗
体を生成させるのに用いうることに気付いている。
【０１１８】
　さらなる代替法は、例えば、可変ドメイン全体の内で変異を発生させる、抗体のＶＨ遺
伝子またはＶＬ遺伝子に対するランダム変異誘発を用いて、本発明のＣＤＲに由来する配
列を保有する新規のＶＨ領域またはＶＬ領域を生成させる。このような技法については、
エラープローンＰＣＲを用いたＧｒａｍら（１９９２年、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８９巻：３５７６～３５８０頁）により記載されている。用
いうる別の方法は、変異誘発をＶＨ遺伝子またはＶＬ遺伝子のＣＤＲ領域へと方向付ける
方法である。このような技法は、Ｂａｒｂａｓら（１９９４年、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．
　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、９１巻：３８０９～３８１３頁）およびＳｃｈｉｅｒ
ら（１９９６年、Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．、２６３巻：５５１～５６７頁）により開
示されている。当技術分野では、上記に記載した技法の全てがそれ自体として公知である
。当業者は、このような技法を、当技術分野において日常的な方法を用いて本発明の特異
的結合メンバーをもたらすのに用いことが可能であろう。
【０１１９】
　免疫グロブリンの可変ドメインのうちの実質的な部分は、それらに介在するフレームワ
ーク領域と併せて、少なくとも３つのＣＤＲ領域を含む。この部分はまた、第１のフレー
ムワーク領域および第４のフレームワーク領域の両方のうちの少なくとも約５０％も包含
し、この５０％は、第１のフレームワーク領域のうちのＣ末端側の５０％および第４のフ
レームワーク領域のうちのＮ末端側の５０％とすることが好ましい。可変ドメインの実質
的部分のＮ末端またはＣ末端におけるさらなる残基は、天然の可変ドメイン領域と通常は
関連しない残基でありうる。例えば、組換えＤＮＡ法により作製される本発明の特異的結
合メンバーの構築は、クローニングまたは他の操作ステップを容易とするために導入され
るリンカーによりコードされるＮ末端残基またはＣ末端残基の導入を結果としてもたらし
うる。他の操作ステップには、本発明の可変ドメインを、免疫グロブリン重鎖、他の可変
ドメイン（例えば、ダイアボディーを生成させる場合）、または本明細書で示されるタン
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パク質標識および／もしくは当業者に公知のタンパク質標識を含めたさらなるタンパク質
配列へと接合するリンカーの導入が含まれる。
【０１２０】
　本発明の好ましい態様では、図５および／または６に実質的に示される配列に基づく結
合ドメインの対を含む組換え抗体が好ましいが、これらの配列のうちのいずれかに基づく
単一の結合ドメインも、本発明のさらなる態様を形成する。図５および／または６に実質
的に示される配列に基づく結合ドメインの場合は、免疫グロブリンのＶＨドメインは、標
的抗原に特異的な形で結合することが可能なことが公知であるので、このような結合ドメ
インを、ＣＮＳにおけるニューロン、特に、神経損傷または傷害部位を標的とする薬剤と
して用いることができる。
【０１２１】
　本発明の特異的結合メンバーは、抗体の定常領域またはそれらの一部をさらに含みうる
。例えば、図５および６のＶＨ配列およびＶＬ配列に基づく組換え抗体は、それらのＣ末
端において、図５または６に示されるそれぞれの定常領域ドメインと異なるか、またはこ
れらに由来するバリアントである定常領域ドメインを含め、ヒトＣκ鎖またはヒトＣλ鎖
、好ましくは、Ｃλ鎖を含めた抗体の軽鎖定常領域ドメインに結合させることができる。
同様に、図５または６の配列に基づく組換え抗体は、それらのＣ末端において、任意の抗
体アイソタイプ、例えば、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、およびＩｇＭ、ならびにア
イソタイプのサブクラスのうちのいずれか、特に、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ｂ、およびＩｇＧ
４に由来する免疫グロブリン重鎖の全部または一部に結合させ、次いで、これらを調べて
同等および／または適切な活性および能力を確認または決定することもできる。ＩｇＭが
好ましい。
【０１２２】
　抗体またはそれらの任意の断片は、任意の細胞毒素、細菌毒素、または他の毒素、例え
ば、緑膿菌外毒素、リシン、もしくはジフテリア毒素とコンジュゲートすることもでき、
これらと組換えにより融合させることもできる。用いられる毒素の一部は、毒素の全体の
場合もあり、毒素の任意の特定のドメインの場合もある。このような抗体－毒素分子は、
異なる種類のがんの標的化および治療に用いられて成功している（例えば、Ｐａｓｔａｎ
、Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ．、１９９７年１０月２４日；１３３３巻
（２号）：Ｃ１～６頁；Ｋｒｅｉｔｍａｎら、Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．、２００１年
７月２６日；３４５巻（４号）：２４１～７頁；Ｓｃｈｎｅｌｌら、Ｌｅｕｋｅｍｉａ．
、２０００年１月；１４巻（１号）：１２９～３５頁；Ｇｈｅｔｉｅら、Ｍｏｌ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．、２００１年７月；１８巻（３号）：２５１～６８頁を参照されたい）
。二重特異性および三重特異性の多量体は、異なるｓｃＦｖ分子を会合させることにより
形成することができ、Ｔ細胞を腫瘍へと動員するための架橋形成試薬（免疫療法）、ウイ
ルスの再標的化（遺伝子治療）、および赤血球凝集試薬（免疫診断剤）としてデザインさ
れている（例えば、Ｔｏｄｏｒｏｖｓｋａら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ．、
２００１年２月１日；２４８巻（１～２号）：４７～６６頁；Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎら、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２０００年；３２６巻：４６１～７９頁；ＭｃＣａｌ
ｌら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．、２００１年５月１５日；１６６巻（１０号）：６１１２～
７頁を参照されたい）。
【０１２３】
　本発明の抗体は、検出可能な標識または機能的な標識で標識することができる。検出可
能な標識には、抗体画像化の技術分野において公知の従来の化学反応を用いて本発明の抗
体に結合させうる放射性同位体である、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、３６Ｃｌ、５１

Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、９０Ｙ、１２１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、１３１

Ｉ、１１１Ｉｎ、１１７Ｌｕ、２１１Ａｔ、１９８Ａｕ、６７Ｃｕ、２２５Ａｃ、２１３

Ｂｉ、９９Ｔｃ、および１８６Ｒｅなどの放射性標識が含まれるがこれらに限定されない
。標識にはまた、蛍光標識（例えば、フルオレセイン、ロダミン、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ）
および当技術分野においてＭＲＩ－ＣＴによる画像化のために従来用いられている標識も
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含まれる。これらにはまた、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β－グルコロニダーゼ、β－
ガラクトシダーゼ、ウレアーゼなどの酵素標識も含まれる。標識にはさらに、検出可能な
特異的同族部分、例えば、標識したアビジンへの結合を介して検出されうるビオチンなど
の化学的部分も含まれる。機能的標識には、障害部位、損傷または傷害部位を標的とし、
神経組織の破壊に対して保護をもたらすようにデザインされた物質が含まれる。このよう
な機能的標識には、５－フルオロウラシルまたはリシンなどの細胞傷害薬、および細菌性
カルボキシペプチダーゼまたはニトロレダクターゼなど、プロドラッグを機能部位におい
て活性薬物へと転換することが可能な酵素が含まれる。本発明のイムノコンジュゲートま
たは抗体融合タンパク質であって、他の分子または薬剤にコンジュゲートするかまたは結
合させた抗体およびそれらの断片に、化学的切除剤、毒素、免疫調節剤、サイトカイン、
細胞傷害薬、化学療法剤または化学療法薬にコンジュゲートした結合メンバーがさらに含
まれるがこれらに限定されないイムノコンジュゲートまたは抗体融合タンパク質が想定さ
れる。放射性標識を用いる場合、公知の現在利用可能なカウンティング手順を用いて、特
異的結合メンバーを同定および定量化することができる。標識を酵素とする場合には、現
在用いられている、当技術分野において公知の比色法、分光法、蛍光分光法、電流測定法
、またはガス定量法のうちのいずれかを介して検出を達成することができる。
【０１２４】
　当業者は、結果として神経細胞の傷害または損傷を含めたＣＮＳ損傷をもたらす合併症
、または神経変性状態のｉｎ　ｖｉｖｏにおける動物モデルを用いて、本発明の抗体、も
しくはそれらの断片、それらのバリアント、またはこれらの組合せ、または他のＣＮＳ反
応性抗体との組合せを、さらにまたは加えてスクリーニング、評価、および／または検証
することもできる。このような動物モデルには、神経細胞の損傷、障害、変化、死滅、傷
害、または変性と関連する状態または疾患のモデルが含まれるがこれらに限定されない。
モデルには、脳卒中、脳傷害、虚血、ＭＳ、アルツハイマー病、ハンチントン病、パーキ
ンソン病、認知症、脳炎、髄膜炎、ＡＬＳ、または運動ニューロン疾患のモデル、または
これらの側面を模倣するモデルが含まれる。ヒヒ、サル、またはマカクザルなど、霊長動
物における中脳動脈の閉塞を用いる脳卒中モデルは、当技術分野において公知であり、適
切でありうる（Ｙｏｕｎｇ　Ａら（１９９７年）、Ｓｔｒｏｋｅ、２８巻：１４７１～１
４７６頁；ｄｅｌＺｏｐｐｏ　ＧＪら（１９８６年）、Ｓｔｒｏｋｅ、１７巻：１２５４
～１２６５頁；ＭａｒｓｈａｌｌおよびＲｉｄｌｅｙ（１９９６年）、Ｎｅｕｒｏｄｅｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ、５巻：２７５～２８６頁）。ＴＭＥＶなどのＭＳモデルも公知であ
り、本明細書でも記載されて用いられる。ＡＬＳおよび運動ニューロン疾患についてのＳ
ＯＤマウスモデルも公知であり、本明細書でも記載されて用いられる（Ｇｕｒｎｅｙ　Ｍ
Ｅら（１９９４年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６４巻：１７７２～１７７５頁）。
【０１２５】
　本発明による可変領域配列を含む抗体、それらの断片、および組換え抗体は、哺乳動物
における神経保護の方法であって、前記哺乳動物に有効量の本発明の抗体、それらの断片
、および組換え抗体を投与するステップを含む方法など、ヒトまたは動物の身体に対する
処置法、防止法、または診断法において用いることができる。本発明によるＣＤＲドメイ
ン領域の配列を含む組換え抗体またはそれらの断片は、このような方法において用いるこ
とができる。本発明の薬剤、特に、組換え抗体またはそれらの断片は、神経傷害、神経損
傷または神経障害、および結果としてＣＮＳ損傷をもたらすことが可能であり、可能性が
あるかまたは実際にもたらす合併症を防止、処置、または改善するための方法における神
経保護剤として用いることができる。本発明の方法は、脳傷害または脳外傷、脊髄損傷（
ＳＣＩ）、神経傷害、頭部傷害、脳への血液供給が低減されるかまたは障害された状態、
脳の感染性疾患、神経変性疾患を含めた、ニューロンの構造、機能、または生存の喪失が
関与するかまたは関連する場合に適用可能である。本発明の方法に従い処置、防止、また
は改善するための例示的なこのような疾患または状態には、脊髄損傷（ＳＣＩ）、筋萎縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）、多発性硬化症（ＭＳ）、アルツハイマー病、脳卒中、パーキン
ソン病、ハンチントン病、出産前低酸素症／周産期虚血、および／または脳性まひ、脳症
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、脊髄症、ならびに運動ニューロン疾患が含まれる。
【０１２６】
　本発明は、神経が損なわれているか、傷つけられているか、もしくは損傷している哺乳
動物における疾患もしくは状態、または神経もしくはニューロンが障害、傷害もしくは損
傷に感受性であるかもしくはこの危険性がある状況を処置または改善する方法であって、
ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２から選択される組換え抗体もしくは完全ヒト抗体またはその
断片を投与するステップを含む方法を提供する。本発明の方法は、抗体ＩｇＭ１２および
抗体ＩｇＭ４２の組合せを含めた、複数の抗体または断片の投与を含みうる。さらなるこ
のような方法では、抗体ＩｇＭ１２および／または抗体ＩｇＭ４２のうちの１または複数
を、特に、抗体ｒＨＩｇＭ２２および／またはｒＨＩｇＭ４６のうちの１または複数を含
めた、別のＣＮＳ作用抗体と組み合わせる（ｃｏｍｂｉｎｅｄ）ことができる。抗体の組
合せは、まとめて投与することもでき、逐次的に投与することもでき、多様な回数および
多様な量または濃度で投与することができる。したがって、抗体１２および／または抗体
４２は、抗体２２および／または抗体４６と組み合わせて、併用投与を介して投与するこ
ともでき、数時間、数日間、または数週間を含めた短時間または長期間隔てて逐次的に投
与することもできる。神経変性を伴う疾患または状態、および、特に、脱髄を含めた疾患
または状態を処置または改善するために、抗体１２および／または抗体４２は、特に、抗
体２２および／または抗体４６（ｓＨＩｇＭ２２、ｒＨＩｇＭ２２、ｓＨＩｇＭ４６、ま
たはｒＨＩｇＭ４６）と組み合わせて、併用投与を介して投与することもでき、逐次的に
投与することもできる。このような一方法では、特に多発性硬化症（ＭＳ）を含めた脱髄
性疾患または脱髄性状態を処置または改善するために、抗体１２および／または抗体４２
を、抗体２２および／または抗体４６と組み合わせて、併用投与を介して、または逐次的
に投与する。抗体ＩｇＭ２２の可変重鎖および軽鎖配列は、それぞれ、配列番号４３およ
び配列番号４４に示される。抗体ＩｇＭ４６の可変重鎖および軽鎖配列は、それぞれ、配
列番号４５および配列番号４６に示される。抗体ＩｇＭ１２および／または抗体ＩｇＭ４
２のうちの１または複数は、（ａ）ＣＤＲ１配列であるＳＳＧＭＨ、ＣＤＲ２配列である
Ｖ（Ｉ）ＩＳＹＤＧＳＲＫＹＹＡＤＳＶＫＧ、およびＣＤＲ３配列であるＧＶＴＧＳＰＴ
ＬＤＹを含む重鎖可変領域のＣＤＲ、ならびにＣＤＲ１配列であるＳＧＳＳＳＮＩＧＮＮ
ＦＶＳ、ＣＤＲ２配列であるＤＩＴＫＲＰＳ、およびＣＤＲ３配列であるＧ（Ｅ）ＴＷＤ
ＳＳＬＳＡＶＶを含む軽鎖可変領域のＣＤＲ；または（ｂ）ＣＤＲ１配列であるＳＧＦＴ
ＦＳＳＹＷ、ＣＤＲ２配列であるＩＫＫＤＧＳＥＫ、およびＣＤＲ３配列であるＡＲＰＮ
ＣＧＧＤＣＹＬＰＷＹＦＤを含む重鎖可変領域のＣＤＲ、ならびにＣＤＲ１配列であるＱ
ＳＶＬＹＳＳＮＮＫＮＹ、ＣＤＲ２配列であるＹＷＡＳ、およびＣＤＲ３配列であるＱＱ
ＹＹＮＴＰＱＡを含む軽鎖可変領域のＣＤＲを含む１または複数の再ミエリン化抗体と組
み合わせることができる。
【０１２７】
　本発明の抗体は、処置を必要とする患者に、腹腔内注射、血流もしくはＣＳＦ中への注
射、または傷害部位または障害部位への直接の注射を含めた、任意の適切な経路を介して
投与することができる。例示的な本発明の抗体の特定の利点は、それらがＢＢＢを越え、
したがって、腹腔内投与であっても、ＣＮＳを標的としうることである。正確な用量は、
抗体が診断用であるのか処置用であるのか、傷害のサイズまたは程度および位置、抗体の
正確な性質（全抗体であるのか、断片であるのか、ダイアボディーであるのかなど）、お
よび抗体に結合させた任意の検出可能な標識または機能的標識の性質を含めた多くの因子
に依存する。放射性核種を治療に用いる場合、適切な単回の最大用量は、約４５ｍＣｉ／
ｍ２、～約２５０ｍＣｉ／ｍ２の最大量とすることができる。好ましい用量は、１５～４
０ｍＣｉの範囲とし、さらに好ましい用量範囲は、２０～３０ｍＣｉまたは１０～３０ｍ
Ｃｉとする。このような治療は、骨髄置換または幹細胞置換を要請する場合がある。臨床
的に容認されるネイキッド抗体は一般に、ｍｇ単位の量で投与し、成体用量を、投与１回
当たり２０～２０００ｍｇのタンパク質、投与１回当たり２０～１５００ｍｇのタンパク
質、または投与１回当たり２０～１０００ｍｇのタンパク質、または投与１回当たり２０
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～５００ｍｇのタンパク質、または投与１回当たり２０～１００ｍｇのタンパク質とする
。臨床的に容認される注射用モノクローナル抗体は、ｍｇ単位の量で投与し、投与１回当
たり３～５ｍｇ／ｋｇ、５～１０ｍｇ／ｋｇ、投与１回当たり３００～４００ｍｇ、投与
１回当たり３００～５００ｍｇとする（Ｎｅｗｓｏｍｅ　ＢＷおよびＥｒｎｓｔｏｆｆ　
ＭＳ（２００８年）、Ｂｒ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ、６６巻（１号）：６～
１９頁；ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ．ｎｅｔ、ｔｙｓａｂｒｉ．ｎｅｔ、ａｖａｓｔｉｎ．ｎｅ
ｔ、ｒｅｍｉｃａｄｅ．ｃｏｍ）。再ミエリン化抗体ＩｇＭ２２は、μｇの範囲の比較的
著明な低用量で有効であり、抗体の単回投与によっても、ＢＢＢを越え、ＣＮＳにおいて
活性となることが可能であると示されていることが注意される（ＷＯ２００４／１１０３
５５；Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ　ＡＥら（２００７年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｒｅｓ、
８５巻（５号）：９６７～９７６頁）。組換えＩｇＭ１２抗体は、動物モデルにおいてμ
ｇの範囲での単回腹腔内投与されると、治療的に関与性の活性を示すことが本明細書で示
されている。したがって、本発明の抗体の投与は、単回投与で適用可能かつ有効な場合も
あり、複数回投与および／または定期的投与で適用可能かつ有効な場合もあり、投与１回
当たりμｇまたは投与１回当たりμｇ／ｋｇの範囲で適用可能かつ有効な場合もあり、投
与１回当たりｍｇ単位の低量（投与１回当たり１００μｇ～１ｍｇ、１ｍｇ未満、１ｍｇ
～５ｍｇ、１ｍｇ～１０ｍｇ、５ｍｇ～１５ｍｇ、１０ｍｇ～２０ｍｇ）で適用可能かつ
有効な場合もある。成体患者に対する単回処置のための用量を、小児および乳児のために
比例調整することができ、また、他の抗体フォーマットのために、例えば、分子量に比例
して調整することもできる。処置は、医師の裁量下、毎日、毎週２回、毎週、または毎月
の間隔で反復することができる。例示的な抗体の１つの利点は、それらがＢＢＢを越えて
、損傷または傷害部位を標的とし、したがって、適切な効果を達成するために、低用量お
よび潜在的に少ない投与回数の使用を容易とすることである。
【０１２８】
　医薬組成物および治療用組成物
　本発明の抗体または断片は通常、本発明の抗体（複数可）または断片に加えて少なくと
も１つの成分を含みうる、医薬組成物の形態で投与する。したがって、本発明による医薬
組成物および本発明に従って用いられる医薬組成物は、有効成分に加えて、当業者には周
知である、薬学的に許容される賦形剤、キャリア、緩衝液、安定化剤、または他の物質も
含みうる。このような物質は、非毒性であるべきであり、有効成分の有効性に干渉するべ
きではない。キャリアまたは他の物質の正確な性質は、経口経路の場合もあり、注射、例
えば、静脈内注射を介する場合もあり、腫瘍部位におけるデポ剤を介する場合もある、投
与経路に依存する。
【０１２９】
　経口投与用の医薬組成物は、錠剤形態の場合もあり、カプセル形態の場合もあり、粉末
形態の場合もあり、液体形態の場合もある。錠剤は、ゼラチンまたは補助剤など、固体の
キャリアを含みうる。液体の医薬組成物は一般に、水、石油、動物油もしくは植物油、鉱
物油、または合成油など、液体のキャリアを含む。生理食塩液、デキストロース、あるい
は他の糖溶液、または、エチレングリコール、プロピレングリコール、もしくはポリエチ
レングリコールなどのグリコールが含まれうる。静脈内注射または罹患部位における注射
では、有効成分が、発熱物質を含まず、ｐＨ、等張性、および安定性が適切な、非経口的
に許容される水溶液の形態でありうる。当業者は、例えば、塩化ナトリウム注射液、リン
ゲル注射液、乳酸加リンゲル注射液などの等張性ビヒクルを用いて、適切な溶液を調製す
ることが十分に可能である。防腐剤、安定化剤、緩衝剤、抗酸化剤、および／または他の
添加剤も、要請に応じて包含されうる。
【０１３０】
　組成物は、単独で投与することもでき、他の処置、治療剤、または薬剤と組み合わせて
、処置される状態に応じて同時的または逐次的に投与することもできる。本明細書で記載
される１または複数の組換え抗体またはその断片の組合せを含む組成物が想定される。加
えて、本発明は、本明細書で記載される抗体またはその断片、および向神経活性剤もしく
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は神経治療剤、抗炎症剤、神経伝達物質放出調節剤、神経受容体のリガンドもしくはアゴ
ニストもしくはアンタゴニスト、カルシウムチャネル剤、免疫調節剤、または他のＣＮＳ
反応性抗体など、他の薬剤または治療剤を含む組成物も想定し、包含する。本明細書で記
載される１または複数の組換え抗体またはその断片の組合せを含む組成物が想定される。
他の処置または治療剤には、適切な用量の非ステロイド系抗炎症薬（例えば、アスピリン
、パラセタモール、イブプロフェン、またはケトプロフェン）などの鎮痛薬、またはモル
ヒネなどのアヘン剤、または制吐剤の投与が含まれうる。加えて、組成物は、免疫反応お
よびがん細胞または腫瘍の軽減または消失を刺激する、インターロイキン、腫瘍壊死因子
（ＴＮＦ）、または他の増殖因子、コロニー刺激因子、サイトカイン、またはデキサメタ
ゾンなどのホルモンなどの免疫調節剤と共に投与することもできる。組成物はまた、特に
、ｒＨＩｇＭ２２および／またはｒＨＩｇＭ４６を含めた再ミエリン化抗体を含めた他の
ＣＮＳ反応性抗体と共に投与することもでき、これらとの組合せを包含する場合もある。
【０１３１】
　本発明はさらに、本発明の治療法を実施するのに有用な治療用組成物も想定する。対象
の治療用組成物は、混合剤中に、薬学的に許容される賦形剤（キャリア）、および有効成
分としての、本明細書で記載される抗体、そのポリペプチド類似体またはその断片のうち
の１または複数を包含する。好ましい実施形態では、組成物が、本結合メンバー／抗体の
標的細胞との特異的結合を調節することが可能な抗原を含む。当技術分野では、抗体、ポ
リペプチド、または活性断片を有効成分として含有する治療用組成物または医薬組成物の
調製について十分に理解されている。典型的には、このような組成物を溶液または懸濁液
としての注射剤として調製する。しかしまた、液体中で溶液に適するか、または液体中で
懸濁液に適する固体形態を、注射の前に調製することもできる。調製物はまた、乳化させ
ることもできる。治療的有効成分は、薬学的に許容され、この有効成分と適合性である賦
形剤と混合させることが多い。適切な賦形剤は、例えば、水、生理食塩液、デキストロー
ス、グリセロール、エタノールなど、およびこれらの組合せである。加えて、所望の場合
、組成物は、有効成分の有効性を増強する保湿剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤など、微量の
補助物質も含有しうる。抗体または活性断片は、薬学的に許容される中和された塩形態と
しての治療用組成物へと処方することができる。薬学的に許容される塩には、酸添加塩（
ポリペプチドまたは抗体分子の遊離アミノ基により形成される）が含まれ、これらは、例
えば、塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸な
どの有機酸中で形成される。また、遊離カルボキシル基から形成される塩も、例えば、ナ
トリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基、
およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、２－エチルアミノエタノール、ヒスチジ
ン、プロカインなどの有機塩基に由来しうる。
【０１３２】
　治療的抗体または活性断片を含有する組成物は従来、例えば、単位用量の注射を介して
腹腔内投与または静脈内投与されている。本発明の治療用組成物に言及して用いられる場
合の「単位用量」という用語は、各単位が、要請される希釈剤、すなわち、キャリアまた
はビヒクルとの関連で、所望の治療的効果をもたらすように計算した所定量の活性物質を
含有する、ヒト用の単位用量として適切な物理的に個別の単位を指す。
【０１３３】
　組成物は、処方と適合的な形で、かつ、治療有効量で投与する。投与される量は、処置
される対象、対象の系が有効成分を用いる能力、および所望のニューロン結合能の程度ま
たは神経傷害の程度に依存する。投与するように要請される有効成分の正確な量は医師の
判断に依存し、各個体に特有である。初回投与および追加投与に適するレジームもまた可
変的であり、初回投与の後に、その後の注射または他の投与を介して１もしくは複数時間
、１もしくは複数日間、１もしくは複数週間、または１もしくは複数カ月間の間隔で反復
される投与を包含しうる。代替的に、血液、ＣＮＳ、または所望の治療部位において適切
かつ十分な濃度を維持するのに十分な持続的注入または持続的投与も想定される。
【０１３４】
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　投与時期は、規格による教示、患者または対象の臨床パラメータ、状態または疾患の状
況または重症度、または神経傷害、神経病変または障害の程度もしくは性質に基づき、当
業者または医師が変化させ、決定することができる。したがって、神経機能の改善、また
は、例えば、死滅もしくは障害からのニューロン保護の増強は、神経損傷または神経障害
の程度を最小化するように、疾患の早期に投与することにより増強することもでき、疾患
が発症または臨床的に顕在化したときに増強することもできる。ある態様では、神経機能
障害または神経損傷による疾患の進行を最小化または緩和するように、投与時期を、神経
機能の評価、状態の決定、および／または他の臨床評価と協調させる。
【０１３５】
　診断アッセイ
　本発明はまた、神経細胞の損傷、傷害または障害を検出または決定する方法を含めた多
様な診断的適用にも関する。本発明の抗体および断片を用いて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたは
ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるニューロンを評価し、定量化し、標的化し、かつ／または画像化
することができる。それらの断片を含めた本抗体、ならびに特異的結合メンバー、抗体お
よび／またはそれらのサブユニットの生成または活性を調節する薬物は、特定の診断適用
を保有することが可能であり、例えば、ニューロンの障害、変性、傷害、損傷、または死
滅を伴う状態または疾患を検出し、かつ／または測定する目的に用いることができる。放
射性標識した抗体およびそれらの断片を含め、標識した抗体およびそれらの断片は、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏの診断法およびｉｎ　ｖｉｖｏの放射性画像化法、ならびに放射性免疫治療
において有用である。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける画像化の例では、本発明の抗体または断片
を、例として挙げると、抗体分子にキレート化基を介して多数の常磁性イオンをロードし
た磁気共鳴造影剤が含まれるがこれらに限定されない、放射性同位体（複数可）以外の造
影剤にコンジュゲートすることができる。キレート化基の例には、ＥＤＴＡ、ポルフィリ
ン、ポリアミン、クラウンエーテル、およびポリオキシムが含まれる。常磁性イオンの例
には、ガドリニウム、鉄、マンガン、レニウム、ユーロピウム、ランタニウム、ホルミウ
ム、およびフェルビウムが含まれる。本発明のさらなる態様では、放射性標識した抗体お
よびそれらの断片、特に、ラジオイムノコンジュゲートが、特に、細胞療法のための放射
性標識した抗体として、放射性免疫治療において有用である。なおさらなる態様では、放
射性標識した特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらの断片が、放射免疫ガイド下
手術法において有用であり、この場合、これらにより、障害されもしくは損傷したニュー
ロンもしくは神経傷害部位の存在および／または位置を、手術中、または手術後に同定お
よび指示して、このような細胞を標的とするかまたは除去することもでき、これらの特定
の部位に細胞を移植または投与することもできる。
【０１３６】
　放射性免疫治療（ＲＡＩＴ）は、臨床に導入され、多様な抗体イムノコンジュゲートを
用いて有効性を裏付けている。１３１Ｉで標識したヒト化抗がん胎児性抗原（抗ＣＥＡ）
抗体ｈＭＮ－１４が結腸直腸がんにおいて評価されており（Ｂｅｈｒ　ＴＭら（２００２
年）、Ｃａｎｃｅｒ、９４巻（増刊４号）：１３７３～８１頁）、９０Ｙ標識を伴う同じ
抗体が甲状腺髄様がんにおいて評価されている（Ｓｔｅｉｎ　Ｒら（２００２年）、Ｃａ
ｎｃｅｒ、９４巻（１号）：５１～６１頁）。また、非ホジキンリンパ腫および膵臓がん
のためのモノクローナル抗体を用いる放射性免疫治療も評価および報告されている（Ｇｏ
ｌｄｅｎｂｅｒｇ　ＤＭ（２００１年）、Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏ
ｌ、３９巻（１～２号）：１９５～２０１頁；Ｇｏｌｄ　ＤＶら（２００１年）、Ｃｒｉ
ｔ　Ｒｅｖ　Ｏｎｃｏｌ　Ｈｅｍａｔｏｌ、３９巻（１～２号）：１４７～５４頁）。ま
た、特定の抗体による放射性免疫療法も、米国特許第６，３０６，３９３号および同第６
，３３１，１７５号において記載されている。また、抗ＣＥＡ抗体および腫瘍関連抗原を
指向する抗体を用いることを含めた放射免疫ガイド下手術（ＲＩＧＳ）も臨床治療に導入
され、有効性および有用性を裏付けている（Ｋｉｍ　ＪＣら（２００２年）、Ｉｎｔ　Ｊ
　Ｃａｎｃｅｒ、９７巻（４号）：５４２～７頁；Ｓｃｈｎｅｅｂａｕｍ　Ｓら（２００
１年）、Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｓｕｒｇ、２５巻（１２号）：１４９５～８頁；Ａｖｉｔａｌ



(48) JP 2016-130259 A 2016.7.21

10

20

30

40

50

　Ｓら（２０００年）、Ｃａｎｃｅｒ、８９巻（８号）：１６９２～８頁；ＭｃＩｎｔｏ
ｓｈ　ＤＧら（１９９７年）、Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｔｈｅｒ　Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍ、
１２巻（４号）：２８７～９４頁）。
【０１３７】
　放射性標識した抗体およびそれらの断片は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの診断法およびｉｎ　ｖ
ｉｖｏの放射性画像化法において有用である。抗体およびそれらの断片、特に、ラジオイ
ムノコンジュゲートは、放射性免疫治療において、特に、神経傷害の修復、神経変性の回
復、がん、またはＣＮＳ腫瘍の治療のための放射性標識した抗体として、または代替的に
、特定の症例において損傷した神経組織もしくはニューロンを切除するための放射性標識
した抗体として有用である。ｉｎ　ｖｉｖｏの態様では、抗体またはそのニューロン結合
断片を標識し、神経傷害を位置特定するかまたは損傷しまたは傷害された残りの神経組織
を評価するための、定位固定法または侵襲性が最小限の技法を含めた手術もしくは外科法
の前、手術もしくは外科法の間、または手術もしくは外科法の後に動物に投与する。この
ような一態様では、放射性標識した特異的結合メンバー、特に、抗体およびそれらの断片
が、放射免疫ガイド下手術法において有用であり、この場合、これらにより、障害され、
損傷され、傷害され、または死滅する神経細胞もしくはニューロンまたは神経組織の存在
および／または位置を、手術前、手術中、または手術後に同定および指示して、このよう
な細胞を標的とするか、同定するか、または除去することもできる。
【０１３８】
　本発明の抗体およびそれらの断片の診断的適用は、当業者に周知で標準的であり、本記
載に基づく、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおける適用を包含する。ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏにおいてニューロンまたは神経組織を評価（ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔおよびｅｖａ
ｌｕａｔｉｏｎ）するための診断アッセイおよびキットを用いて、神経細胞が障害され、
損傷しまたは傷害された神経状態または神経疾患を有するかまたはこれらを有することが
疑われることが公知の患者試料を含めた患者試料を診断、評価、およびモニタリングする
こともでき、患者または対象に由来する試料における場合を含め、細胞死もしくは細胞損
傷の程度またはＣＮＳ腫瘍もしくはがんの程度を決定することもできる。神経学的疾患状
態の評価（ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔおよびｅｖａｌｕａｔｉｏｎ）はまた、患者の薬物につ
いての臨床試験に対する適性、または、これらの組合せを含めた、特定の神経治療剤もし
くは化学療法剤もしくは本発明の抗体の投与に対する、異なる薬剤もしくは抗体の投与に
対する適性と対比した適性を決定するのにも有用である。
【０１３９】
　本発明は、例として挙げると、ニューロンの損傷、障害、もしくは傷害の程度もしくは
存在についての定量的解析のための試験キット、または試料中のニューロンを定量化する
ための試験キットの形態で調製しうるアッセイ系を包含する。系または試験キットは、本
明細書で論じられる放射法および／または酵素法のうちの１つを介して調製される標識さ
れた成分と、標識の、抗体、および、場合によって、それらのうちの少なくとも１つを遊
離成分（複数可）もしくは固定化成分（複数可）とする１または複数のさらなる免疫化学
試薬、またはそれらの結合パートナー（複数可）への連結とを含みうる。
【０１４０】
　本発明のさらなる実施形態では、上記に基づき、試料中のニューロンの状態を決定する
ために医療従事者が用いるのに適する市販の試験キットを調製することもできる。上記で
論じた試験法に従い、このようなキットのうちの１つのクラスは、少なくとも標識した抗
体またはその結合パートナー、例として挙げると、標識した抗体に特異的な抗体、および
選択される方法、例えば、「競合」法、「サンドウィッチ」法、および「ＤＡＳＰ」法な
どに当然ながら依存する指示書を含有する。キットはまた、緩衝剤、安定化剤などの周縁
的試薬も含有しうる。
【０１４１】
　したがって、ニューロンの存在を裏付けるか、またはその状態を決定するための試験キ
ットであって、
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（ａ）本抗体もしくは断片またはこれに対する特異的結合パートナーの、検出可能な標識
への直接的または間接的な結合により得られる、所定量の、少なくとも１つの標識した免
疫化学反応性の成分と、
（ｂ）他の試薬と、
（ｃ）前記キットの使用についての指示書と
を含むキットを調製することができる。
【０１４２】
　神経細胞の傷害、損傷または障害の存在を裏付けるための試験キットであって、
（ａ）本抗体またはこれに対する特異的結合パートナーの、検出可能な標識への直接的ま
たは間接的な結合により得られる、所定量の、少なくとも１つの標識した免疫化学反応性
の成分と、
（ｂ）他の試薬と、
（ｃ）前記キットの使用についての指示書と
を含むキットを調製することができる。
【０１４３】
　核酸
　本発明はさらに、本発明の抗体、特に、組換え抗体、特に、完全ヒト抗体をコードする
単離核酸を提供する。核酸は、ＤＮＡおよびＲＮＡを包含する。好ましい態様では、本発
明が、図５もしくは６に示されるポリペプチドを含め、上記で規定した本発明のポリペプ
チドをコードする核酸、またはそのＣＤＲ領域をコードすることが可能な核酸を提供する
。
【０１４４】
　本発明はまた、少なくとも１つの上記のポリヌクレオチドを含むプラスミド、ベクター
、転写カセット、または発現カセットの形態である構築物も提供する。本発明はまた、１
または複数の上記の構築物を含む組換え宿主細胞も提供する。提供される任意の抗体また
は断片をコードする核酸は、特異的結合メンバーを生成させる方法であって、それをコー
ドする核酸からの発現を含む方法と同様に本発明の態様をなす。発現は、その核酸を含有
する組換え宿主細胞を適切な条件下で培養することにより達成することができて簡便であ
る。発現を介する生成の後、特異的結合メンバーは、任意の適切な技法を用いて単離およ
び／または精製し、次いで、必要に応じて用いることができる。
【０１４５】
　本発明による抗体およびコード核酸分子およびベクターは、例えば、それらの天然の環
境から、実質的に純粋または均一の形態で単離および／または精製して提供することもで
き、核酸の場合は、要請される機能を伴うポリペプチドをコードする配列以外に由来する
核酸または遺伝子を含まないかまたは実質的に含まない形で提供することもできる。本発
明による核酸は、ＤＮＡを含む場合もありＲＮＡを含む場合もあり、完全に合成の場合も
あり、部分的に合成の場合もある。
【０１４６】
　異なる多様な宿主細胞においてポリペプチドをクローニングし、発現させるための系は
周知である。適切な宿主細胞には、細菌、哺乳動物細胞、酵母、およびバキュロウイルス
系が含まれる。相同的なポリペプチドを発現させるために当技術分野において利用可能な
哺乳動物の細胞系には、チャイニーズハムスター卵巣細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビーハムス
ター腎臓細胞、がん細胞、卵巣がん細胞、および他の多くの細胞が含まれる。一般的な、
好ましい細菌宿主は、Ｅ．ｃｏｌｉである。当技術分野では、Ｅ．ｃｏｌｉなどの原核細
胞における抗体および抗体断片の発現が確立されている。プロモーター配列、ターミネー
ター配列、ポリアデニル化配列、エンハンサー配列を含めた適切な制御配列、マーカー遺
伝子、および他の配列を必要に応じて含有する適切なベクターを、選択または構築するこ
とができる。ベクターは、必要に応じて、プラスミドベクターの場合もあり、ウイルスベ
クター、例えば、ファージベクターまたはファージミドベクターの場合もある。さらなる
詳細については、例えば、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　ａ　Ｌａｂｏｒａ
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ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、２版、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい。例えば、核
酸構築物の調製、変異誘発、配列決定、細胞へのＤＮＡの導入、および遺伝子の発現、な
らびにタンパク質の解析において核酸を操作するための多くの公知の技法およびプロトコ
ールについては、「Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ」、２版、Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、１９
９２年において詳細に記載されている。ＳａｍｂｒｏｏｋらおよびＡｕｓｕｂｅｌらによ
る開示は、参照により本明細書に組み込まれている。
【０１４７】
　したがって、本発明のさらなる態様は、本明細書で開示される核酸を含有する宿主細胞
を提供する。なおさらなる態様は、このような核酸を宿主細胞へと導入するステップを含
む方法を提供する。導入するステップには、任意の利用可能な技法を用いることができる
。真核細胞の場合、適切な技法には、リン酸カルシウムによるトランスフェクション、Ｄ
ＥＡＥ－デキストラン法、電気穿孔、リポソームを介するトランスフェクション、および
レトロウイルスまたは他のウイルス、例えば、牛痘ウイルス、もしくは、昆虫細胞では、
バキュロウイルスを用いる形質導入が含まれうる。細菌細胞の場合、適切な技法には、塩
化カルシウムによる形質転換、電気穿孔、およびバクテリオファージを用いるトランスフ
ェクションが含まれうる。導入の後、例えば、遺伝子を発現させるための条件下で宿主細
胞を培養することにより、核酸から発現させ、または発現を可能にしうる。本発明はまた
、上記の特異的結合メンバーまたはポリペプチドを発現させるための発現系において、上
記で言及した構築物を用いることを含む方法も提供する。
【０１４８】
　本発明の別の特徴は、本明細書で開示されているＤＮＡ配列の発現である。当技術分野
において周知の通り、ＤＮＡ配列は、それらを適切な発現ベクター内の発現制御配列へと
作動的に連結し、この発現ベクターを用いて適切な単細胞宿主を形質転換することにより
発現させることができる。本発明のＤＮＡ配列を発現させるのに、多種多様な宿主／発現
ベクターの組合せを用いることができる。有用な発現ベクターは、例えば、染色体のＤＮ
Ａ配列、染色体以外のＤＮＡ配列、および合成ＤＮＡ配列のセグメントからなることが可
能である。適切なベクターには、ＳＶ４０の派生体および公知の細菌プラスミド、例えば
、Ｅ．ｃｏｌｉのプラスミドであるｃｏｌ　Ｅｌ、ｐＣＲ１、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９、
およびこれらの派生体、ＲＰ４などのプラスミド；ファージＤＮＡ、例えば、ファージλ
の多くの派生体、例えば、ＮＭ９８９、および他のファージＤＮＡ、例えば、Ｍ１３およ
び線状の一本鎖ファージＤＮＡ；２ｕプラスミドまたはその派生体などの酵母プラスミド
；昆虫細胞または哺乳動物細胞において有用なベクターなど、真核細胞において有用なベ
クター；ファージＤＮＡまたは他の発現制御配列を用いるように改変されたプラスミドな
ど、プラスミドとファージＤＮＡとの組合せに由来するベクターなどが含まれる。これら
のベクターにおいて、多種多様な発現制御配列（それに作動可能に連結されたＤＮＡ配列
の発現を制御する配列）のうちのいずれかを用いて、本発明のＤＮＡ配列を発現させるこ
とができる。このような有用な発現制御配列には、例えば、ＳＶ４０初期プロモーターま
たはＳＶ４０後期プロモーター、ＣＭＶ、牛痘ウイルス、ポリオーマウイルスまたはアデ
ノウイルス、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ＴＡＣ系、ＴＲＣ系、ＬＴＲ系、ファージλの主要な
オペレーター領域およびプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質の制御領域、３－ホス
ホグリセリン酸キナーゼまたは他の解糖酵素のプロモーター、酸性ホスファターゼのプロ
モーター（例えば、Ｐｈｏ５）、酵母接合因子のプロモーター、および原核細胞もしくは
真核細胞またはそれらのウイルスの遺伝子の発現を制御することが公知である他の配列、
ならびにこれらの多様な組合せが含まれる。
【０１４９】
　また、多種多様な単細胞の宿主細胞も、本発明のＤＮＡ配列を発現させるのに有用であ
る。これらの宿主は、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属、Ｂａｃｉｌｌｕｓ属、
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ属の株、酵母などの真菌、ならびにＣＨＯ細胞、ＹＢ／２０細
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胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０細胞、ＲＩ．１細胞、Ｂ－Ｗ細胞、およびＬ－Ｍ細胞、アフ
リカミドリザル腎臓細胞（例えば、ＣＯＳ　１細胞、ＣＯＳ　７細胞、ＢＳＣ１細胞、Ｂ
ＳＣ４０細胞、およびＢＭＴ１０細胞）、昆虫細胞（例えば、Ｓｆ９細胞）、およびヒト
細胞、および組織培養物中の植物細胞などの動物細胞など、周知の真核生物宿主、および
原核生物宿主を包含しうる。
【０１５０】
　全てのベクター、発現制御配列、および宿主が、本発明のＤＮＡ配列を発現させるのに
同等に良好に機能するわけではないことが理解されるであろう。また、全ての宿主が、同
じ発現系により同等に良好に機能するわけでもない。しかし、当業者は、本発明の範囲か
ら逸脱することなしに所望の発現を達成するのに必要以上の実験を行わずに、適正なベク
ター、発現制御配列、および宿主を選択することが可能であろう。発現制御配列の選択で
は、通常多様な因子を考慮する。これらには、例えば、系の相対強度、その制御可能性、
および発現させる特定のＤＮＡ配列または遺伝子との、特に、潜在的な二次構造に関する
その適合性が含まれる。適切な単細胞宿主は、例えば、それらの選択したベクターとの適
合性、それらの分泌特徴、それらがタンパク質を適正にフォールドする能力、およびそれ
らの発酵要件のほか、発現させるＤＮＡ配列によりコードされる産物の宿主に対する毒性
、および発現産物を精製する容易さを考慮することにより、選択される。これらの因子お
よび他の因子を考慮すると、当業者は、本発明のＤＮＡ配列を、発酵により、または大ス
ケールの動物培養物により発現させる、多様なベクター／発現制御配列／宿主の組合せを
構築することが可能である。
【０１５１】
　抗体またはその断片をコードするＤＮＡ配列は、クローニングではなく合成により調製
することができる。ＤＮＡ配列は、特異的結合メンバーのアミノ酸配列に適切なコドンに
よりデザインすることができる。一般に、配列を発現のために用いる場合は、意図される
宿主に好ましいコドンを選択する。完全な配列は、標準的な方法を介して調製され、完全
なコード配列へと組み立てられる、重複するオリゴヌクレオチドから組み立てる。例えば
、Ｅｄｇｅ、Ｎａｔｕｒｅ、２９２巻：７５６頁（１９８１年）；Ｎａｍｂａｉｒら、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ、２２３巻：１２９９頁（１９８４年）；Ｊａｙら、Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃ
ｈｅｍ．、２５９巻：６３１１頁（１９８４年）を参照されたい。合成ＤＮＡ配列により
、特異的結合メンバーの類似体または「変異タンパク質」を発現させる遺伝子の簡便な構
築が可能となる。代替的に、天然の特異的結合メンバー遺伝子またはｃＤＮＡに対する部
位指向変異誘発を介して変異タンパク質をコードするＤＮＡを作製することもできるが、
変異タンパク質は、従来のポリペプチド合成を用いて直接作製することができる。
【０１５２】
　本発明は、本発明の例として提示される以下の非限定的な実施例を参照することにより
、よりよく理解することができる。以下の例は、本発明の好ましい実施形態をより完全に
例示するために提示されるものであり、本発明の広範な範囲を限定するものとしてみなさ
れるべきではない。
【実施例】
【０１５３】
　本発明は、本発明の例として提示される以下の非限定的な実施例を参照することにより
、よりよく理解することができる。以下の例は、本発明の好ましい実施形態をより完全に
例示するために提示されるものであり、本発明の広範な範囲を限定するものとしてみなさ
れるべきではない。
【０１５４】
　（実施例１）
　自己神経系細胞に結合する天然自己抗体（ＮａｔＡｂ）の同定
　ニューロンに結合する天然血清のヒトＩｇＭを、モノクローナルＩｇＧまたはモノクロ
ーナルＩｇＭの高スパイク（血中に１０ｍｇ／ｍｌを超える）を伴う候補血清について、
４５年間にわたり収集された１４０，０００を超える試料を含有するＭａｙｏ　Ｃｌｉｎ
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ｉｃ血清バンクをスクリーニングし、次いで、血清を抗体の生存大脳皮質および生存小脳
のスライスへの結合について調べることにより同定した（３１）。次いで、このようなＩ
ｇＭを陽性試料から精製し、１）単離された初代ニューロンの表面への結合、２）神経突
起伸長を支持するための基質として、３）ストレッサー分子に対するニューロンをアポト
ーシスから保護する能力についてさらに調べた。このスクリーニングプロトコールは、希
突起膠細胞に結合し、ＭＳモデル（２２、およびＷＯ０１８５７９７において記載されて
いる）における再ミエリン化を促進するヒトＩｇＭを同定するのに使用されるプロトコー
ルに基づく。適切な組織または細胞の表面の認識は、治療用ＩｇＭの特徴を規定するのに
重要であると考えられる。
【０１５５】
　２つの新規で異なる血清由来ヒトニューロン結合ＩｇＭ（ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩ
ｇＭ４２）を同定した。これらの血清由来抗体の特定の特徴を表１に列挙する。血清に由
来するｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２はまず、神経突起伸長ならびに強力な基質で
あるラミニンを支持し、ＣＮＳミエリンによる神経突起成長の阻害を凌駕することがｉｎ
　ｖｉｔｒｏにおいて示されている（２３）。
【０１５６】
　さらなる研究は、マウスにおける夜間１時間当たりの平均自発活動を介して評価される
通り、血清由来のｓＨＩｇＭ１２が、ＴＭＥＶ感染マウスにおける自発的機能を改善する
ことを示している（２１）。既に同定されているＩｇＭ　ＮａｔＡｂ（ｓＨＩｇＭ２２お
よびｓＨＩｇＭ４６）と異なり、ｓＨＩｇＭ１２もｓＨＩｇＭ４２も脊髄の再ミエリン化
を促進しない。
【０１５７】
【表１】

【０１５８】
　自己抗体は、病原性であると考えられることが多い。これに対し、本明細書で裏付けら
れる通り、ニューロンに対する自己抗体（ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２ならびに
これらに基づく組換え抗体）は、ニューロンを死滅させない。そうではなくて、これらの
ＩｇＭは、ニューロンを死滅から保護し、神経突起伸長を促進し、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけ
るＮＡＡを増大させ、ｉｎ　ｖｉｖｏのＴＭＥＶモデルにおいて軸索を保護し、ＴＭＥＶ
罹患マウスの夜間における自発的機能を改善する。
【０１５９】
　ニューロン結合抗体であるＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２は、ＣＮＳ病変におけるニュー
ロンを標的とし、ニューロンの喪失を可逆化し、かつ／またはニューロン損傷またはニュ
ーロン疾患の影響を改善するのに適用可能である。ニューロン結合ヒトＩｇＭは、多様な
疾患および神経変性、ニューロン損傷、またはニューロン死滅を伴う状態に対する固有の
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適用を伴う治療剤の新たなクラスを代表する。限定せずに述べると、このような疾患には
、ＭＳ、脊髄損傷、ＡＬＳ、アルツハイマー病、外傷性脳損傷、脳血管事象、または脳卒
中が含まれる。これらのヒトＩｇＭは、動物に全身投与した場合の抗原性が最小限となっ
ている。
【０１６０】
　複数種類の生存ニューロンの表面に結合するヒトＩｇＭの同定および特徴付け：
　高濃度のＩｇＧまたはＩｇＭ（＞１０ｍｇ／ｍｌ）を伴う血清試料を、抗体の、生存Ｃ
ＮＳ組織のスライスにおけるニューロン層（皮質および小脳）への結合についてスクリー
ニングした。１５２例の被験血清のうち、１７例のヒト血清が、組織スライスにおいて陽
性であった（２３）。
【０１６１】
　抗体ｓＨＩｇＭ１２および抗体ｓＨＩｇＭ４２は、ニューロンマーカーであるニューロ
フィラメントまたはβＩＩＩチューブリンで共標識される多種多様なニューロンの表面に
結合する。これらには、ヒト側頭葉の生検に由来する小脳顆粒細胞（２３）、皮質ニュー
ロン、海馬ニューロン、ニューロン（図１）、および網膜神経節細胞（データは示さない
）が含まれる。ｒＨＩｇＭ１２は、海馬ニューロンの神経細胞体、神経突起、および成長
円錐を染色させる（データは示さない）。この交差反応性は、ヒトＩｇＭが、ＭＳ、筋萎
縮性側索硬化症、または脳卒中など、多くの神経学的状態／疾患において影響を受けるＣ
ＮＳ細胞において作用しうることを示唆する。
【０１６２】
　本データは、ｓＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２のニューロン表面への結合が炭水化
物依存性であることを示す。培養物中のニューロンに対するシアリダーゼ処置によりいず
れのヒトＩｇＭの細胞表面への結合も消失する一方、Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ　Ｂ１によりス
フィンゴ脂質の合成を遮断するか、またはＰＩＰＬＣによりＧＰＩ結合タンパク質を除去
しても、ＩｇＭの結合は消失しなかった（２３）。ガングリオシドは、これらのヒトＩｇ
Ｍの抗原の候補物質である。共標識実験では、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン膜における
ＧＭ１と共に共局在化する（実施例１１および図２１Ｃを参照されたい）。
【０１６３】
　ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２は、神経突起成長の誘発など、特定の機能的特徴
を共有するが、差異を裏付けており、各々が固有の抗体である。これは、結合研究および
免疫蛍光研究において明らかであり、ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２により、小脳
顆粒細胞の表面が異なるパターンで標識される。培養物中のラット小脳顆粒細胞について
の免疫蛍光研究では、ニューロン膜がこれらの２つの抗体により標識されるパターンが異
なる（図２）。神経突起膜の小領域には、ｓＨＩｇＭ１２が結合する結果として、点状の
パターンがもたらされる。神経突起膜の大領域には、ｓＨＩｇＭ４２が結合する結果とし
て、分節化の高いパターンがもたらされる。
【０１６４】
　（実施例２）
　ヒトＩｇＭは皮質ニューロンを過酸化物誘導性死滅から保護する
　再ミエリン化促進ヒトＩｇＭは、培養物中の希突起膠細胞を、活性アポトーシスのマー
カーであるカスパーゼ３の過酸化物誘導性活性化から保護することが示されている（３３
）。本明細書で示される通り、ｓＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２も、類似のプロトコ
ールにより評価した。ｓＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２のそれぞれ、および過酸化物
を、マウス初代皮質ニューロンの培養物へと併せて添加し、２４時間後にカスパーゼ３の
活性化度をアッセイした（図３）。
【０１６５】
　培養されたニューロンをｒＨＩｇＭ１２で処置した結果として、カスパーゼ３活性化の
うちの８０％に対する保護がもたらされた。また、ニューロンのｓＨＩｇＭ４２による処
置も、カスパーゼ３活性化のうちの約４０％に対して保護的であった。これらの結果は、
結果としてカスパーゼ３活性化からの保護が１０％未満となる対照のヒトＩｇＭと比較し
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【０１６６】
　したがって、ニューロン結合ｓＨＩｇＭ１２またはニューロン結合ｓＨＩｇＭ４２は、
皮質ニューロンを、過酸化物により誘導される細胞死から保護した。したがって、神経細
胞損傷（または死滅）誘導剤または神経細胞損傷（または死滅）剤を供給した場合、Ｉｇ
Ｍ１２およびＩｇＭ４２は、損傷（または死滅）が生じることを個別かつ有意に防止した
。
【０１６７】
　（実施例３）
　ｓＨＩｇＭ１２に由来する組換え抗体
　ｓＨＩｇＭ１２の２つの組換え形態を構築した。各形態では、重鎖および軽鎖について
の組換えＩｇＭ２２抗体（ｒＨＩｇＭ２２）について既に用いた発現ベクターと同じ発現
ベクターを用いた（２２、２８、ＷＯ０１８５７９７）。ベクターは、ＳＶ４０プロモー
ターの制御下で発現させた選択用ｄＨｆＲ遺伝子を包含する。マウスＪ鎖を伴う部分ヒト
組換えＩｇＭ１２抗体の形態を、まず以下の通りに構築し、その後、ヒト／マウスハイブ
リドーマ系であるＦ３Ｂ６細胞により抗体を生成させた。
【０１６８】
　組換えＩｇＭ１２抗体（ＰＡＤ１２）用ベクターの構築は、ヌクレオチドデータベース
に由来するリーダー配列を伴う重鎖可変領域のｃＤＮＡと、ヌクレオチドデータベースに
由来するリーダー配列を結合させた完全軽鎖ｃＤＮＡとを、下記のプライマーを用いる既
に記載された形（６）と同様の形で挿入することにより実施した。ベクターを図４に示す
。組換えヒトＩｇＭ１２抗体に用いた重鎖および軽鎖の配列を、可変領域および定常領域
に言及して図５に示す。
【０１６９】
　ｒＨＩｇＭ１２ＶＨを作製し、これを、データベース（Ｍ２９８１２）に由来する、イ
ントロンを伴うリーダー配列（小文字）へと重複伸長を介してスプライシングするのに用
いたプライマー（Ｈｏｒｔｏｎ　ＲＭら（１９８９年）、Ｇｅｎｅ、７７巻：６１～６８
頁）は、以下の通りである。
【０１７０】
【化４】

【０１７１】
　ｒＨＩｇＭ１２Ｖｋを作製し、これを、データベースに由来する、リーダー配列（小文
字、受託番号：Ｘ５９３１２）へと重複伸長を介してスプライシングする（ｓｏｅ）のに
用いたプライマーは、以下の通りである。
【０１７２】
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【化５】

【０１７３】
　合成の抗体遺伝子を伴うベクターを、電気穿孔を介してＦ３Ｂ６ハイブリドーマ細胞へ
と導入し、既に記載されている通り（６）に、メトトレキサート（ＭＴＸ）による増幅を
実施した。
【０１７４】
　略述すると、８百万個のＦ３Ｂ６マウス／ヒトヘテロハイブリドーマ細胞（Ａｍｅｒｉ
ｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ：ＡＴＣＣ）を、Ｂｇｌ　Ｉ
Ｉで直鎖化した１０μｇのＰＡＤ１２ベクターと共に、８００μｌの無血清培地中で１０
分間にわたりインキュベートした後で、Ｂｉｏｒａｄ　Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ（商標）
（Ｂｉｏｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ、ＵＳＡ）により０．２Ｖで電気穿孔した。氷
上で１０分間のインキュベーション後、細胞を、１０％のウシ胎仔血清（ＦＣ）（Ｇｉｂ
ｃｏ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ、ＵＳＡ）を含有するＲＰＭＩ－１６４０中で２４ｍｌま
で希釈し、２４ウェルプレートに播種して３７℃でインキュベートし、４８時間後、ベク
ターを含有する細胞を、１μＭのメトトレキサート（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、Ｌａ　Ｊｏ
ｌｌａ、ＣＡ、ＵＳＡ）を用いて選択した。２週間にわたるインキュベーション後、コロ
ニーを新たなプレートへと採取し、コンフルエントまで増殖させた。この時点で、上清を
採取し、酵素免疫測定アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を介して、ヒトＩｇＭの存在についてアッ
セイした。陽性コロニーを、さらに２カ月間にわたり、メトトレキサートの用量を１μＭ
～２００μＭの範囲で増大させて選択した。このようにして、細胞を生成し、これにより
、１０μｇ／ｍｌを超えるＩｇＭを産生した。
【０１７５】
　上記の通りに構築した最初の組換え抗体は、完全ヒト抗体ではない。完全ヒト形態を生
成させるため、ＣＨＯ細胞（ＧｉｂｃｏＢＲＬ；型番：１１６１９）を、Ｅ１Ａプロモー
ターおよびｐＣＩ（Ｐｒｏｍｅｇａ）においてヒトＪ鎖を発現させる構築物の制御下で組
換え重鎖および組換え軽鎖をコードするベクターで共トランスフェクトした。細胞は、１
０％のコスミド（ｃｏｓｍｉｃ）クローンを伴うＰｏｗｅｒＣｈｏ１とＩＭＤＭとの５０
／５０混合物中で、メトトレキサートの用量を増大させて選択し、ＥＬＩＳＡを介する測
定で抗体を最も多く生成させた２つのクローンをサブクローニングした。サブクローンを
増殖させ、バイアルを凍結させた。いずれの組換えＩｇＭ１２形態も、ニューロンへの結
合および血清から単離されたＩｇＭのｉｎ　ｖｉｖｏにおける有効性の特徴を維持するが
、マウスにおける半減期は短い（これは、グリコシル化の差異に起因する可能性がある）
。
【０１７６】
　同様で同等の手順を用いて、同等のベクターにより組換えＨＩｇＭ４２抗体を構築した
。ヒトＩｇＭ４２抗体の重鎖配列および軽鎖配列を、可変領域および定常領域について言
及して図６に示す。
【０１７７】
　（実施例４）
　ｒＨＩｇＭ１２の単回末梢投与は多発性硬化症（ＭＳ）のＴＭＥＶモデルにおける神経
機能を改善した
　ｒＨＩｇＭ１２により、培養物中の初代ニューロンが保護され、ＭＳのＴＭＥＶモデル
における身体障害が軸索喪失と相関する（２）という事実に照らして、ＴＭＥＶ感染マウ
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スのｒＨＩｇＭ１２による処置を用いて、神経欠損の進行を緩徐化する能力を評価した。
【０１７８】
　軸索の喪失が始まる時点である、ＴＭＥＶ感染の９０日後におけるマウス５匹の群を、
ｒＨＩｇＭ１２　１００μｇまたは対照のヒトＩｇＭ　１００μｇの単回投与で処置した
。５匹の感染マウスは、各群について無作為に選択し、処置前の機能記録を用いて、ベー
スラインの活性が群間で異ならないことを確認した。マウスは、複数週間における連続３
日間にわたり、活動ボックスを用いて群として追跡した（３４、３５）。夜間挙動の変化
は、ＴＭＥＶ媒介性疾患における神経欠損の高感度の尺度である。活動ボックスとは、筐
体全体に格子を創出する赤外線ビームを対向させる透明のアクリル製ボックスであって、
水平方向および垂直方向全ての運動を記録するボックスである。アッセイの感度は、後肢
による立脚および歩行を測定する能力を反映する。ＴＭＥＶ感染マウスでは、後肢がこわ
ばり、後肢による立脚が低減される。しかし、ケージ内の自発歩行が重度に影響を受ける
ことはない。後肢がこわばったマウスは、後肢で立脚するより歩く方が容易であり疾患が
進行したマウスでもなお、夜間には極めて活動的でありうる。
【０１７９】
　各処置群は無作為に組み立て、処置前に活動ボックス内に７２時間にわたり収容し、次
いで、処置後各週につき７２時間にわたり収容した。解析時間である７２時間における午
後６時～午前６時の１２時間にわたり、水平方向および垂直方向の活動について、１時間
当たりの平均ビーム遮断回数を計算した。マウスが入眠するので、典型的には遮断が６０
０回／時間未満となる、昼間における水平方向および垂直方向の活動に処置群間の差異は
見られなかった。しかし、ｒＨＩｇＭ１２による処置群では、夜間における水平方向の自
発活動のそれらの処置前のベースラインと比較した増大が記録された（３～７週間にわた
り：Ｐ＜０．０１）（図７）。細胞に結合しない対照のヒトＩｇＭは、活動を改善しなか
った。
【０１８０】
　同様の研究において、血清由来のｓＨＩｇＭ１２について見られる効果、および、今や
また、組換え抗体ｒＩｇＭ１２について見られる効果とも異なり、ヒト抗体ｓＨＩｇＭ４
２は、同じ条件下で、ＴＭＥＶ感染マウスの夜間活動を変化させなかった。同じアッセイ
フォーマットにおけるｓＨＩｇＭ４２のための代替的な投与パラメータは、夜間活動に対
して異なり、かつ、より肯定的な結果をもたらす。
【０１８１】
　機能の改善についての１つの可能な説明は、有効なＩｇＭが、ウイルス負荷に干渉し、
その結果として、疾患の軽減がもたらされるということである。しかし、これは、説明で
あるとは考えられない。慢性ＴＭＥＶ疾患を伴うマウスを、ｒＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ
４２、または対照のＩｇＭの単回投与で処置し、５週間後に脳および脊髄を採取し、次い
で、ＴＭＥＶ　ＲＮＡゲノムの転写物レベルを、ウイルスタンパク質２に対するプローブ
によるＰＣＲを介して測定した。ウイルス転写物は、群間で異ならなかった（Ｐ＜０．０
１）（データは示さない）。
【０１８２】
　（実施例５）
　脊髄疾患を伴うマウスの脳幹におけるＮＡＡレベル：脊髄全体における軸索保存の非侵
襲的サロゲートマーカー
　ＮＡＡとは、ニューロン機能と関連する代謝物質である（３６、３７）。ＮＡＡは、脳
において２番目に豊富なアミノ酸であり、ほぼもっぱらニューロンに限定される。脳幹に
おけるＮＡＡレベルの保存は、本発明者らのグループによりＴＭＥＶマウスモデルを用い
て検証された脊髄軸索全体の健康の尺度である（８）。脊髄下部の軸索が損傷すると、脳
幹の細胞が死滅し、ＮＡＡが低減される。ＭＲＳを介して測定されるＮＡＡレベルは、主
にニューロン密度を反映する。ＮＡＡは、他の神経細胞でも発現するが、ＮＡＡの主な発
現は、ニューロンにおいてである。精製されたＣＮＳ細胞のＭＲＳプロファイルを研究す
ると、ＮＡＡシグナルの振幅がニューロンにおいて優勢であるのに対し、希突起膠細胞ま
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たは星状細胞のＮＡＡシグナルの振幅は、ニューロンにおけるシグナルの、それぞれ、５
％および１０％であることが示される（３８）。
【０１８３】
　ｓＨＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２が軸索機能を保存することによりマウスの活動を改善
する能力をさらに評価するため、本発明者らは、非侵襲的画像化アッセイおよび従来の形
態解析を用いて脊髄軸索を評価した。逆行追跡を用いて、ＴＭＥＶ媒介性疾患の脱髄後に
おける脊髄軸索の機能不全を裏付けた（５）。胸部軸索～脳幹核における逆行標識の劇的
な低減が測定された。脳幹とは、細胞体の多くが存在する場所であって、脊髄の全長に沿
って長い軸索路を展出させる場所である。その後、既に報告されたプロトコール（８）を
用いて、ＴＭＥＶ感染マウスにおいて、磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）を介して、脳幹におけ
るＮ－アセチルアスパラギン酸（ＮＡＡ）レベルを評価した（図８）。
【０１８４】
　本発明者らは、ＴＭＥＶ誘導性疾患を伴うマウスにおいてある時間にわたる脳幹ＮＡＡ
の低減を観察した（図９）。ＮＡＡレベルは、感染後最初の４５日間にわたり低下し、感
染の２７０日後まで低レベルを保った。ＴＭＥＶに感染したＳＪＬマウスでは、脊髄脱髄
の程度が感染の９０日後までプラトー状態を保つ（３９）。このモデルにおいて軸索喪失
が組織学を介してされるのは、この時点においてである（２）。したがって、ＮＡＡは、
軸索における機能不全の高感度の尺度である。
【０１８５】
　最後のＭＲＳ収集の後、軸索を、Ｔ６レベルにおける脊髄断面内の外見が正常な白質の
６つの領域から体系的にサンプリングした。このレベルは、これにより脊髄全体において
ランダムに分布する複数の脱髄病変に由来する軸索喪失が全体的に表される（３９）ため
に選択した。本発明者らは、ＴＭＥＶ感染の２７０日後のＳＪＬマウスにおける軸索は、
非感染対照と比較して３０．５％少ない（ｐ＜０．００１）ことを見出した。脳幹ＮＡＡ
レベルと脊髄のＴ６レベルにおける軸索カウントとの間には、正の相関（ｒ＝０．８２３
）が存在することが見出された（８）。
【０１８６】
　ニューロン結合ヒトＩｇＭの単回投与は脳幹におけるＮＡＡレベルおよび脊髄における
軸索を保存する：
　ヒトニューロン結合ＩｇＭがＴＭＥＶ感染マウスにおけるＮＡＡレベルまたは軸索カウ
ントを変化させる能力を評価した。これにより、ＴＭＥＶ感染マウスを、脊髄軸索の脱落
の開始時（感染の９０日後）に、ニューロン結合ＩｇＭであるｓＨＩｇＭ１２またはｓＨ
ＩｇＭ４２　１００μｇずつの単回投与で処置したところ、１０週間後に測定したときの
胸部脊髄の正常白質における有髄軸索密度が増大することが見出された。
【０１８７】
　感染の９０日後におけるマウス１０～１５匹の群を、ｓＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ４２
、対照のヒトＩｇＭ、または生理食塩液１００μｇずつの単回投与で処置した（図１０）
。処置前ならびに処置の５および１０週間後、各マウスを小型のボア磁石に入れ、脳幹に
おけるＭＲＳを収集した。１０週間後、マウスを屠殺し、脊髄を回収し、プラスチック包
埋し、Ｔ６レベルで切断した断面をパラフェニレンジアミン（ｐａｒａｐｈｅｎｙｌａｍ
ｉｎｄｉａｍｉｎｅ）で染色して、髄鞘を可視化し、４００，０００μｍの外見が正常な
白質を包含する切片１つ当たり６枚の画像を収集し、軸索を自動式でカウントした。２つ
のニューロン結合ＩｇＭ（ｓＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ４２）のうちのいずれで処置した
群においても、ＮＡＡレベルは、５週間後および１０週間後のいずれにおいても処置前の
レベルと比較して増大した。対照のＩｇＭで処置したマウスは低下傾向を示し、生理食塩
液で処置したマウスは変化を示さなかった。
【０１８８】
　ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２で処置した群のＮＡＡレベルは、それぞれ、９．
１３および９．３ｍＭまで増大したが、これらの各々は、非感染マウスの１２．０ｍＭの
レベルを大きく下回った。Ｔ６レベルにおける軸索を処置群間で比較した（表２）ところ
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、ｓＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２で処置したマウスは、生理食塩液で処置した群よ
り多くの軸索を含有した（１５，１９８本の軸索と比較して、１７，３０３本および１７
，７７１本の軸索：Ｐ＝０．００８およびＰ＜０．００１）が、非感染マウスにおいてカ
ウントされた軸索数（２１，２８４本の軸索）より少なかった。
【０１８９】
　ＴＭＥＶモデルにより証拠立てられる通り、これらの結果は、ｓＨＩｇＭ１２抗体およ
びｒＨＩｇＭ１２抗体の各々により、軸索の保存を介して機能が改善されることを示した
。ＴＭＥＶモデルでは、ｓＨＩｇＭ４２抗体により軸索が保存されたが、初期試験の夜間
活動の評価では、裏付け可能な変化が観察されなかった。用量範囲探索研究の後、ｓＨＩ
ｇＭ４２はまた、夜間活動試験における活動の増大も達成することが見出された。
【０１９０】
　脳幹ＭＲＳを用いて、脊髄疾患のマウスモデルにおける軸索状態を評価することにより
、本発明がさらに検証され、したがって、脳幹におけるＮＡＡは、臨床試験でこれらのヒ
ト抗体を用いるための優れた評価項目として用いられる。
【０１９１】
　ｓＨＩｇＭ４２およびｓＨＩｇＭ１２で処置してＮＡＡレベルが改善されたマウスはま
た、胸部中央の脊髄において含有する軸索も増大した。ＴＭＥＶ感染ＳＪＬマウス１０～
１５匹の群を、感染の９０日後に、ｒＨＩｇＭ２２、ｓＨＩｇＭ４２、ｓＨＩｇＭ１２、
対照のｓＨＩｇＭ３９、および生理食塩液１００μｇずつの単回投与で処置した。処置の
１０週間後、脊髄を摘出し、胸部中央の切片をＰＰＤで染色してミエリンを可視化した。
各マウスから、４００，０００μｍ２の白質を包含する６つの領域をサンプリングし、有
髄軸索数をカウントした（１）。Ｔ６断面１つ当たりの有髄軸索絶対数の平均±ＳＥＭを
表２に列挙する。
【０１９２】
【表２】

【０１９３】
　（実施例６）
　ニューロン結合ＩｇＭは再ミエリン化を促進することなしに軸索を保存する
　希突起膠細胞に結合し、再ミエリン化を促進する複数のヒトＩｇＭ（例えば、ｓＨＩｇ
Ｍ２２およびｓＨＩｇＭ４６）が同定されている（２２、４０、４１）。下記で示される
通り、ニューロン結合ＩｇＭは、ニューロン数を増大させ、ニューロン機能を改善するが
、明白な再ミエリン化は伴わない。理論に束縛されずに述べると、作用機構は、軸索の直
接的な活性化（保護、神経突起伸長）に起因し、かつ／または生得的免疫系または獲得的
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免疫系を活性化させてニューロンを保護する因子を分泌させることを介すると理解される
。上記で提示した結果は、抗体が軸索／ニューロンに対して直接的な効果を及ぼすことを
明確に裏付ける。ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２を介する軸索保存および／または
再成長が測定された同じ脊髄内では、脱髄、再ミエリン化、および炎症の全体が、処置群
間で異ならなかった（図１１）。
【０１９４】
　これらの属性は、脊髄の全長に沿って試料を代表する１０の脊髄断面の四半部を等級づ
けすることにより定量化した（６）。ｒＨＩｇＭ２２処置群（陽性対照）が、予測される
再ミエリン化の増大を示したのに対し、ｓＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２で処置した
マウスは、脊髄の再ミエリン化をほとんど含有しなかった。したがって、ＴＭＥＶモデル
における神経欠損が、著明な再ミエリン化を要請することなしに改善され（例えば、Ｉｇ
Ｍ１２）、さらに、検討された時間枠内では、軸索の保存および／または再成長のために
再ミエリン化が必要ではない。
【０１９５】
　（実施例７）
　ｒＨＩｇＭ１２（ヒトＪ鎖を伴う）およびｓＨＩｇＭ４２の血清半減期
　ヒトＩｇＭ、ｒＨＩｇＭ１２（ヒトＪ鎖を伴う）、およびｓＨＩｇＭ４２の半減期を決
定するために、２００μｌの生理食塩液中に１００μｇのヒトＪ鎖を含有するｒＨＩｇＭ
１２、または１００μｇのｓＨＩｇＭ４２を、正常ＣＤ－１マウスの尾静脈へと注射した
（図１２）。規定された間隔（１５分間、１、４、８、２４、４８時間）で、マウス３匹
ずつの群から、心穿刺を介して血液を回収した。血清を回収し、サンドウィッチＥＬＩＳ
Ａを用いて、ヒトＩｇＭミュー鎖の存在についてアッセイした。
【０１９６】
　ｒＨＩｇＭ１２では、１５分後における初回の回収と８時間後における回収との間にお
ける半減期が、３．８時間であった。ｓＨＩｇＭ４２では、１５分後における初回の回収
と２４時間後における回収との間における半減期が、２０．５時間であった。これらの値
は、マウスにおける半減期を１５時間とし（２９）、ウサギにおける半減期を９０時間と
する、再ミエリン化を促進するｒＨＩｇＭ２２の半減期を一括する。半減期は、式：ｋｅ

ｌｉｍ＝（ｌｎ（ｃｐｅａｋ）－ｌｎ（ｃｌｏｗ））／ｔｉｎｔｅｒｖａｌおよびｔ１／

２＝０．６９３／ｋｅｌｉｍを用いて計算した。
【０１９７】
　（実施例８）
　放射性標識したヒトモノクローナルＩｇＭは血液脳関門を越える
　分子量が百万に近いＩｇＭは、循環から血液脳関門（ＢＢＢ）を越え、これにより、Ｃ
ＮＳに入るには大型に過ぎる可能性があることがしばしば受け入れられている（４２、４
３）。しかし、一部のＩｇＭはＢＢＢを越えるという特定の証拠は存在する。
【０１９８】
　正常ＳＪＬマウスおよびＴＭＥＶ感染ＳＪＬマウスの組織における３５Ｓ標識したｒＨ
ＩｇＭ１２の分布を測定した（図１３）。５０μｇのｒＨＩｇＭ１２（１×１０７ｃｐｍ
）を腹腔内投与した。４または２４時間後にマウスを生理食塩液で潅流し、組織を迅速に
採取し、細断し、シンチレーション液中に溶解させた。非感染マウスの脳および脊髄は、
いずれの時点においても放射性標識を含有した。ＴＭＥＶ感染マウスのＣＮＳは、４時間
後の時点で非感染マウスの２倍の放射性標識を含有した。これは、２４時間後までに４倍
に増大した。
【０１９９】
　また、ｒＨＩｇＭ１２（ヒトＪ鎖を伴うｒＨＩｇＭ１２、およびヒトＪ鎖を伴わないｒ
ＨＩｇＭ１２の両方）およびｓＨＩｇＭ４２は、正常マウスおよびアルツハイマー病のモ
デルであるＳＡＭＰ８マウスにおいてＢＢＢを越えうることも見出された。したがって、
１２５Ｉ標識したヒトＩｇＭを静脈内注射し、２時間後に脳を回収した。これらの抗体の
各々は、正常マウスおよび疾患マウスの脳に蓄積される。これらの抗体はまた、ＩｇＭを
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、脳内注射を介して送達した場合であれ、静脈内注射を介して送達した場合であれ、アル
ツハイマー病のマウスモデルにおける認知障害も可逆化する。
【０２００】
　（実施例９）
　腹腔内送達されたヒトニューロン結合ＩｇＭは脱髄した脊髄病変に入り、ニューロフィ
ラメント陽性の軸索に局在化する
　同位体で標識した、再ミエリン化を促進するマウスＩｇＭである、ＳＣＨ９４．０３に
ついてのＨｕｎｔｅｒによる研究（４４）は、オートラジオグラフィーを用いて、放射性
標識が、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてＴＭＥＶ感染マウスの脊髄、とりわけ、微細構造的に希
突起膠細胞と同定された細胞に局在化することを裏付けた。３５Ｓ　ｒＨＩｇＭ１２によ
る同様のオートラジオグラフィー研究も実施されている。本発明者らは、従来の免疫細胞
化学を用いて、脊髄病変内のニューロン結合ヒトＩｇＭを検出した（図１４）。
【０２０１】
　したがって、１．０ｍｇのｒＨＩｇＭ１２（ヒトＪ鎖を伴う）、ｓＨＩｇＭ４２、また
は市販される対照のヒトＩｇＭ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）慢
性脱髄を伴うＴＭＥＶ感染マウスに腹腔内投与した。４時間後、マウスをパラホルムアル
デヒドで潅流し、凍結させた脊髄を縦方向に切片化し、ヒトＩｇＭミュー鎖の存在につい
て免疫染色した。ｒＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２を施されたマウスでは、ヒトミュ
ー鎖が、脱髄病変の軸索線維を示唆する並列経路に局在化した。対照のヒトＩｇＭは、病
変内にも、非病変脊髄にも見出されなかった。したがって、ニューロン結合ヒトＩｇＭで
あるｒＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２がＴＭＥＶ感染マウスにおいてＢＢＢを越える
ことが明らかとなった。
【０２０２】
　次いで、隣接する脊髄切片を、抗ニューロフィラメント（ＮＦ）抗体（ＳＭＩ－３２お
よびＳＭＩ－３４、Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇｅｒ）の後、蛍光二次抗体である抗ヒトミュー鎖
－ＦＩＴＣ抗体および抗マウス－ＴＲＩＴＣ抗体で免疫標識した。共焦点顕微鏡法は、ｒ
ＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２が、線維による経路の形で、および断続的に切断され
る軸索の神経線維束として、病変内のＮＦ＋軸索に共局在化することを裏付けた（図１５
）。
【０２０３】
　（実施例１０）
　疾患の発症時に施された場合、ｒＨＩｇＭ１２またはｓＨＩｇＭ４２はＭＯＧペプチド
誘導性ＥＡＥを増悪させない
　自己反応性のＣＮＳ結合ＩｇＭを自己免疫が活性な動物に投与することにより、疾患を
増悪させうるという憂慮に対処するため、ＥＡＥを伴うマウスにおけるｒＨＩｇＭ１２お
よびｓＨＩｇＭ４２の効果を調べた。ＭＯＧペプチド（２００μｇ）誘導性ＥＡＥを伴う
Ｃ５７ＢＬ６マウス１０匹の群に、ｒＨＩｇＭ１２、ｓＨＩｇＭ４２、対照のヒトＩｇＭ
、または生理食塩液１００μｇずつの単回静脈内投与を施した。個々のマウスは、それら
の臨床スコアが１に到達した（尾の引きずり）時点で処置した。次いで、マウスを、処置
群に対して盲検として、１日おきに体重を記録し、臨床スコアを評価する試験実施者が、
マウスが免疫化の２８日後に到達するかまたは臨死状態となるまで追跡した。
【０２０４】
　体重または平均の臨床スコアにおいて、処置群間の差異は見られなかった（図１６：Ｐ
＝０．１４）。加えて、各マウスの脊髄の全体を包含する１０の脊髄断面を、脊髄の各四
半部における髄膜炎および脱髄の存在について、盲検により評価した（６）。髄膜炎（Ｐ
＝０．８２５）または脱髄（Ｐ＝０．７６６）を伴う四半部の百分率に、処置群間で差異
は見られなかった（図１７）。したがって、ＴＭＥＶモデルにおいて軸索を保護するのに
有効なニューロン結合ヒトＩｇＭの単回投与は、ＥＡＥによる臨床的欠損を増悪させたり
、欠損の進行を加速化させたり、脊髄病態を悪化させたりしないことが見出された。
【０２０５】
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【０２０６】
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【０２０７】
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【０２０８】
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【数４】

【０２０９】
　（実施例１１）
　ヒトＩｇＭ抗体であるｒＨＩｇＭ１２は軸索の形成を促進し、微小管を標的とする脂質
ラフトと相互作用する
　抗体ｓＨＩｇＭ１２は、初代培養小脳顆粒ニューロンにおける神経突起成長を促進した
。本例では、初代海馬ニューロンを用いて、完全ヒト抗体（ヒトＪ鎖を有するｒＨＩｇＭ
１２）が、軸索の形成を促進することを見出した。ｒＨＩｇＭ１２は、ニューロン膜に結
合し、コレステロールおよびガングリオシドであるＧＭ１のクラスター形成を誘導する。
【０２１０】
　さらに、膜結合ｒＨＩｇＭ１２は、２つのプールで分布し、１つのプールは脂質ラフト
ドメインと会合し、他のプールは、細胞骨格に富む洗浄剤に不溶性のペレットと会合する
。洗浄剤による抽出の後、ｒＨＩｇＭ１２は、微小管には共局在化するが、線維状アクチ
ンには共局在化せずに凝集する。共免疫沈降研究は、ｒＨＩｇＭ１２とβ３－チューブリ
ンとが複合して存在することを裏付けた。これらの結果は、ｒＨＩｇＭ１２が、微小管細
胞骨格にシグナル伝達する膜ドメインをクラスター形成させることにより軸索の形成を規
定することを示す。
【０２１１】
　ニューロンは、神経突起成長の制御を介して軸索を発生させる（ＢａｒｎｅｓおよびＰ
ｏｌｌｅｕｘ、２００９年）。線維状アクチン（Ｆ－アクチン）および微小管を包含する
ニューロンの細胞骨格は、神経突起成長および成長円錐の経路探索において極めて重要な
役割を果たす。
【０２１２】
　血清由来抗体は、大スケールの研究に適切でない場合があり、特に、大量に生成させる
ことができず、抗体をもたらす患者から使用のたびごとに単離しなければならない場合は
、同等の活性および能力を示す組換え形態の生成が有利である。本研究は、組換えの完全
ヒトＩｇＭ１２抗体（ｒＨＩｇＭ１２）が、軸索形成を促進し、したがって、培養された
海馬ニューロンにおけるニューロンの極性化を駆動することを裏付けた。ｒＨＩｇＭ１２
は、コレステロールおよびガングリオシドであるＧＭ１を含有するニューロン膜ドメイン
をクラスター形成させる。
【０２１３】
　スクロース密度勾配の画分化は、ニューロン膜結合ｒＨＩｇＭ１２が、カベオリン－１
を含有する、洗浄剤耐性の軽い画分と会合する１つのプールと、細胞骨格に富むペレット
を伴う他のプールとの２つのプールへと分別されることを示した。洗浄剤による生存ニュ
ーロンの抽出は、ｒＨＩｇＭ１２が、微小管と会合することを裏付けた。ｒＨＩｇＭ１２
はまた、β３－チューブリンとも共免疫沈降した。まとめると、ｒＨＩｇＭ１２は、微小
管と会合する膜ドメインに結合することが理解される。表面における基質として存在する
場合、ｒＨＩｇＭ１２は、ニューロン膜における微小管のアンカリングを促進し、これに
より、神経突起成長および軸索形成が促される。
【０２１４】
　組換えヒトＩｇＭ１２（ｒＨＩｇＭ１２）：ｒＨＩｇＭ１２は、ＣＨＯ細胞（Ｇｉｂｃ
ｏＢＲＬ、型番：１１６１９）において発現させた。ワルデンシュトレーム型マクログロ
ブリン血症患者１２例の血清において発現した主要な抗体の重鎖および軽鎖のコード配列
を発現させるプラスミドを、ヒトＪ鎖トランス遺伝子と共に、ＣＨＯ－Ｓ細胞へとトラン
スフェクトした。結果として得られるＣＨＯ細胞を、メトトレキサートの用量を増大させ
て選択し、ＥＬＩＳＡを介して測定される抗体を生成させる安定的なクローンを、サブク
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ローニングし、増殖させた。培養物上清に由来するｒＨＩｇＭ１２抗体を、クロマトグラ
フィーを介して、ＨＰＬＣ解析を介して測定される通りに９７％まで精製した。
【０２１５】
　細胞の培養および神経突起成長アッセイ：ＦＶＢマウスから初代海馬ニューロンを調製
した。胎生期１５日目の海馬ニューロンをトリプシン－ＥＤＴＡ中で解離させ、ガラス製
のカバースリップに結合させたニトロセルロース膜の薄層にコーティングしたポリ－Ｄ－
リシン（ＰＤＬ）基質、ラミニンを伴うＰＤＬ基質、またはｒＨＩｇＭ１２基質上に播種
し、２％（ｖ／ｖ）のＢ２７を含有するＮｅｕｒｏｂａｓａｌ培地中で増殖させた。ニュ
ーロンを播種した１２時間後、神経突起成長をアッセイした。ニューロンを４％のパラホ
ルムアルデヒドで固定し、抗β３－チューブリン抗体で染色した。線維状アクチン（Ｆ－
アクチン）はＴｅｘａｓ－Ｒｅｄファロイジンで標識し、核はＤＡＰＩで標識した。Ｎｅ
ｕｒｏｎ　Ｊソフトウェアを用いて神経突起長を測定し、Ｅｘｃｅｌ（Ｍｉｃｒｏｓｏｆ
ｔ）で処理し、Ｐｒｉｓｍ（ＧｒａｐｈＰａｄ）で統計学的に解析した。ステージ３のニ
ューロンとは、Ｔａｕ１染色を介して軸索として決定される最も長い神経突起（Ｄｏｔｔ
ｉら、１９８８年）が、２番目に長い神経突起の長さの少なくとも２倍である、複数の神
経突起を伴うニューロンとして定義した。Ｔａｕ１は、軸索の遠位部分において非対称的
に濃縮された。これに対し、ステージ２のニューロンは、複数の対称的な神経突起を有し
た。
【０２１６】
　初代培養ニューロンの免疫染色、免疫沈降、およびスクロースの密度勾配による画分化
：ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて１～３日間（ＤＩＶ）にわたり培養した海馬ニューロンを、
４％のパラホルムアルデヒドで固定して、０．２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で透過処
理した後に免疫染色した。Ｏｌｙｍｐｕｓ製の正立顕微鏡を用いて画像を収集し、Ｐｈｏ
ｔｏｓｈｏｐ（Ａｄｏｂｅ）を用いて処理した。ｒＨＩｇＭ１２の分布は、不連続的なス
クロース勾配中の超遠心分離を介して決定した。略述すると、ｒＨＩｇＭ１２を、ＤＩＶ
７の生存皮質ニューロンに４℃で３０分間にわたり結合させ、次いで、氷冷溶解緩衝液（
５０ｍＭのＴｒｉｓ．ＨＣｌ、ｐＨ　７．４、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＥＤＴＡ
、１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、およびプロテアーゼ阻害剤によるカクテル）中で３
０分間にわたり溶解させた。ニューロン溶解物を、等容量の１００％（ｗ／ｖ）スクロー
スと混合した。混合物を遠心分離管に移し、３５％のスクロース８ｍｌと５％のスクロー
ス３．５ｍｌとを随時重ね合わせた。４℃、６画分（各画分２ｍｌずつ）、２×１０５ｇ
で２０時間にわたり遠心分離した後、勾配の最上画分から回収した。各画分およびペレッ
トを、ＳＤＳ－試料緩衝液中で溶解させ、ウェスタンブロット法にかけた。
【０２１７】
　ｒＨＩｇＭ１２を細胞骨格タンパク質と共免疫沈降させるため、ＤＩＶ７の生存皮質ニ
ューロンを、４℃で３０分間にわたりｒＨＩｇＭ１２により処置し、０．５％のＮＰ－４
０を含有する緩衝液中で溶解させた。ｒＨＩｇＭ１２は、プロテインＬ－アガロースビー
ズにより捕捉し、β３－チューブリンは、プロテインＧ－樹脂（Ｔｈｅｒｍｏ）により捕
捉した。二重標識するために、生存ニューロンを固定した後、氷上でｒＨＩｇＭ１２によ
り染色し、０．２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で透過処理した。生存ニューロンの抽出
および固定は、６０ｍＭのＰｉｐｅｓ、２５ｍＭのＨｅｐｅｓ、５ｍＭのＥＧＴＡ、１ｍ
ＭのＭｇＣｌ２、４％のパラホルムアルデヒド、および０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００を含有する緩衝液中で実施した。
【０２１８】
　この例における抗体および他の試薬：抗β３－チューブリン抗体（Ｐｒｏｍｅｇａ）；
抗アクチン、ＥＤＴＡ、ポリ－Ｄ－リシン、メチル－β－シクロデキストリン、およびフ
ィリピン（Ｓｉｇｍａ）；抗Ｔａｕ１抗体、抗カベオリン－１抗体、および抗トランスフ
ェリン受容体抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ－ファロイジン、コレラ
毒素Ｂ、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地、およびＢ２７（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；プロテア
ーゼ阻害剤錠（Ｒｏｃｈｅ）。
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【０２１９】
　組換えヒトＩｇＭであるｒＨＩｇＭ１２は軸索形成を促進した：
　ＩｇＭのニューロンの分化および根底的な分子機構に対する効果をさらに理解するため
に、組換えｒＨＩｇＭ１２を用いて、培養された海馬ニューロンによる神経突起成長アッ
セイを実施した。海馬ニューロンは、３つの分化段階を経て軸索を形成する（Ｄｏｔｔｉ
ら、１９８８年）。複数の過程が細胞体から始まる。急速に成長しつつある神経突起は、
その後、そのうちの一方が軸索へと分化し、他方が樹状突起へと分化し、これは、それぞ
れ、Ｔａｕ１およびＭＡＰ２の示差的分布を介して同定することができる（Ｌｅｗｉｓら
、１９８９年；（ＫａｎａｉおよびＨｉｒｏｋａｗａ、１９９５年）。本発明者らは、基
質として存在する場合のｒＨＩｇＭ１２が、ニューロンの分化を実質的に促進することを
見出した。播種後１２時間以内に、ｒＨＩｇＭ１２上で成長しつつある海馬ニューロンが
複数の神経突起を発生させ、それらのうちの１つは、近傍の神経突起と比較してはるかに
長かった。これに対し、ポリ－Ｄ－リシン（ＰＤＬ）上に播種されたニューロンは、複数
の対称的な神経突起を示した（図１８Ａ、Ｂ）。
【０２２０】
　神経突起長を測定した後、本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２上に播種されたニューロン（
ｎ＝８６）の全神経突起長が、ＰＤＬ上に播種されたニューロン（ｎ＝７４）と比較して
有意に長い（１９５．８μｍ対１５０．７μｍ：ｐ＝０．００５６）ことを見出した（図
１８Ｃ）。最も長い神経突起長は２倍を超えた（１１７．１μｍ対５１．８μｍ：ｐ＜０
．０００１）（図１８Ｄ）が、２番目に長い神経突起長には有意な差異が見出されなかっ
た（３８．７μｍ対３３．３μｍ：ｐ＝０．０７８２）（図１８Ｅ）。ｒＨＩｇＭ１２上
で成長しつつあるニューロンが保有する初代神経突起は少数であり（２．９対４．１：ｐ
＜０．０００１）（図１８Ｆ）、それらの大半の表現型は、ステージ３のニューロンであ
った（ｒＨＩｇＭ１２上の７２％対ＰＤＬ上の１８％）（図１８Ｇ）。これらの結果は、
基質として存在する場合のｒＨＩｇＭ１２が、ニューロンの分化を促進することを示した
。
【０２２１】
　ニューロン分化に特徴的な特徴は、極性化された軸索成長および樹状突起からの分離で
ある。本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が１つの有意に長い神経突起を伴う神経突起伸長を
促進することを観察した。ステージ３のニューロンに由来するこれらの最も長い神経突起
が、軸索へと発生することをさらに検証するため、異なる基質上に播種された海馬ニュー
ロンを、抗Ｔａｕ１抗体および抗ＭＡＰ２抗体で染色した（図１９）。Ｔａｕ１染色は、
ＰＤＬ上で成長したニューロンにおいては弱かった（図１９Ａ、Ｄ）が、ＰＤＬ－ラミニ
ン（図１９Ｂ、Ｅ）またはｒＨＩｇＭ１２（図１９Ｃ、Ｆ）上に播種されたニューロンに
おいてははるかに強かった。ラミニンは、ニューロン分化および軸索形成についての古典
的な基質であり（Ｃｈｅｎら、２００９年）、陽性対照として用いた。
【０２２２】
　ＰＤＬ上で成長したニューロンによるＴａｕ１強度（図１９Ｄ）を比較すると、ＰＤＬ
－ラミニン（図１９Ｅ）またはｒＨＩｇＭ１２（図１９Ｆ）上に播種されたニューロンに
おけるＴａｕ１の分布は、最も長い神経突起の遠位部分において非対称的に濃縮され、は
るかに大きかった。これに対し、ＭＡＰ２は、全ての神経突起の近位部を染色した（図１
９Ａ２～Ｃ２）。この結果は、ｒＨＩｇＭ１２上およびラミニン上の両方で成長したステ
ージ３のニューロンに由来する最も長い神経突起が軸索であることを示した。これらの研
究は、ｒＨＩｇＭ１２が複数のニューロン型に由来する神経突起成長を支持し、ｒＨＩｇ
Ｍ１２が軸索形成を駆動することを裏付ける。
【０２２３】
　ｒＨＩｇＭ１２はニューロン膜のマイクロドメインのクラスター形成を誘導した
　基質としてのｒＨＩｇＭ１２上で成長しつつある海馬ニューロンは、分化の増強を示し
た（図１８および１９）。しかし、本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２を培養液に適用しても
、ｒＨＩｇＭ１２が神経突起成長を誘導することを観察しなかった（データは示さない）
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。この観察は、ｒＨＩｇＭ１２は、その機能を果たすために、細胞外マトリックス分子と
して提示するように要請されることを示唆する。ｒＨＩｇＭ１２－ニューロン膜間相互作
用をさらに理解するために、生存ニューロンを、まず、ｒＨＩｇＭ１２で処置し、次いで
、固定し、それぞれ、コレステロールまたはガングリオシドであるＧＭ１に結合する、フ
ィリピンまたはコレラ毒素Ｂ（ＣＴＢ）で二重染色した（ＳｈｏｇｏｍｏｒｉおよびＦｕ
ｔｅｒｍａｎ、２００１年）。ｒＨＩｇＭ１２、ＣＴＢ、およびフィリピンは、非処置の
対照ニューロンの細胞表面を均等に標識した（図２０Ａ）。これに対し、３７℃のｒＨＩ
ｇＭ１２による処置は、３０分後にニューロン膜の再組織化を誘導した（図２０Ｂ、Ｃ）
。第１に、ｒＨＩｇＭ１２は、非処置のニューロン（図２０Ａ）、またはニューロン膜に
結合しない対照のＩｇＭ抗体で処置したニューロン（データは示さない）では観察されな
い、膜における「パッチ」様構造（図２０Ｂ１、Ｃ１）へと凝集した。第２に、クラスタ
ー形成したコレステロール（図２０Ｂ２）およびＧＭ１（図２０Ｃ２）のいずれもが、細
胞体、神経突起軸、および成長円錐のニューロン膜において形成された。第３に、凝集し
たｒＨＩｇＭ１２は、とりわけ、成長円錐の中央ドメイン（図２０Ｂ～Ｃ、高拡大率）で
はクラスター形成したが、成長円錐の末梢ではクラスター形成しなかった、コレステロー
ル（図２０Ｂ３）またはＧＭ１（図２０Ｃ３）と共局在化した。これらの結果は、液浴で
適用したｒＨＩｇＭ１２が、神経突起／軸索伸長は支持しないが、ニューロン膜の再構成
を誘導することを示した。基質として提示された場合のｒＨＩｇＭ１２は、膜分子を、ｒ
ＨＩｇＭ１２－ニューロン膜間接触部位へと動員する結果として、方向付けのシグナル伝
達を生成させうる可能性がある。
【０２２４】
　脂質ラフトに結合するｒＨＩｇＭ１２
　低温状態における非イオン性洗浄剤による抽出に基づく生化学的研究を用いてコレステ
ロールおよび糖スフィンゴ脂質を含有する脂質ラフトの存在が裏付けられている（Ｃｈｉ
ｃｈｉｌｉおよびＲｏｄｇｅｒｓ、２００９年）。しかし、ナノスケールのサイズは光学
顕微鏡の解像度を超えるため、脂質ラフト内の形態的情報は限定されたものである（Ｌｉ
ｎｇｗｏｏｄおよびＳｉｍｏｎｓ、２０１０年）。ｒＨＩｇＭ１２が膜のクラスター形成
を誘導し、コレステロール含有膜ドメインおよびＧＭ１含有膜ドメインと共局在化する（
図２０）ことの観察により、ｒＨＩｇＭ１２が脂質ラフトドメインと会合する可能性が立
ち上がった。
【０２２５】
　ニューロン膜は融点（Ｔｍ）が高いコレステロールおよび糖スフィンゴ脂質に富む（Ｓ
ａｍｓｏｎｏｖら、２００１年）ので、Ｔｍを下回る膜温度の低下は、３７℃ではより動
的な脂質ラフトおよびその関連分子の可視化を促進しうる。この仮説を検証するために、
生存ニューロンを４℃まで冷却した後、ｒＨＩｇＭ１２で染色した。ｒＨＩｇＭ１２が均
等に結合した、ニューロンを３７℃で固定する場合（図２１Ａ）と異なり、４℃では、ｒ
ＨＩｇＭ１２により、はるかに大型の点状構造が標識される。加えて、ニューロンの成長
円錐も収縮した（図２１Ｂ）。
【０２２６】
　本発明者らは、脂質ラフトがコレステロール依存性の膜ドメインであり、コレステロー
ルの枯渇によりそれらの構造が破壊されるという事実を利用した（Ｃｈｉｃｈｉｌｉおよ
びＲｏｄｇｅｒｓ、２００９年）。培養された海馬ニューロンを、まず、メチル－β－シ
クロデキストリン（ＭβＣＤ）で処置してコレステロールを枯渇させ、次いで、４℃まで
冷却するのに続いて、固定した後、ｒＨＩｇＭ１２およびＣＴＢで染色した（Ｋｏら、２
００５年）。コレステロールを枯渇させ、ＣＴＢ標識したＧＭ１と共局在化させた後、ｒ
ＨＩｇＭ１２は、ニューロン膜における点状構造に結合した（図２１Ｃ）。ＧＭ１は脂質
ラフトマイクロドメイン内に常在し、ｒＨＩｇＭ１２により、ＧＭ１のクラスター形成が
誘導される（図２０）ため、本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン膜のコレステ
ロールからは独立するＧＭ１含有マイクロドメインに結合することを結論付けた。これら
の実験により、脂質ラフトが、膜内に均等に挿入される、異なる形態的構造として存在す
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る（図２０Ａおよび図２１Ａ）か、または凝集して大型のドメインを形成する（図２０Ｂ
およびＣ、図２１ＢおよびＣ）ことが確認された。これらの結果は、ｒＨＩｇＭ１２が、
他の分子との生物物理的相互作用に応じて、ラフトドメインと非ラフトドメインとの間を
往復する分子（複数可）に結合することを示す。
【０２２７】
　本発明者らはさらに、ｒＨＩｇＭ１２が脂質ラフトに結合するという仮説も調べた。脂
質ラフトは、低温において、非イオン性洗浄剤耐性膜（ＤＲＭ）内に局在化する（Ｓａｍ
ｓｏｎｏｖら、２００１年）ため、４℃で調製した皮質ニューロン溶解物におけるｒＨＩ
ｇＭ１２の局在化を解析した。ニューロン溶解物を、抗ヒトＩｇＭ二次抗体でブロッティ
ングしたところ、膜結合ｒＨＩｇＭ１２が、ペレットおよび上清のいずれにおいても見出
されるのに対し、ニューロンに結合しない対照のＩｇＭ抗体は、洗浄溶出物だけに見出さ
れる（図２２Ａ）ことが明らかとなった。これらの観察は、ｒＨＩｇＭ１２が、一方は上
清中の「洗浄剤可溶性」画分に局在化し、他方は「洗浄剤不溶性」ペレットと会合する、
２つのプールへと分別されることを示した。
【０２２８】
　第２の実験では、皮質ニューロンを、まず、ｒＨＩｇＭ１２で標識し、次いで、４℃の
スクロース密度勾配を介して画分化した。異なる画分のブロッティングは、ｒＨＩｇＭ１
２が、脂質ラフトのマーカーであるカベオリン－１もまた含有する軽い画分に局在化する
が、トランスフェリン受容体に富む非ラフト画分には局在化しないことを示した（図２２
Ｂ）。しかし、この厳密な画分化工程（１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および２×１０
５ｇにおける超遠心分離）においてもなお、一部のｒＨＩｇＭ１２は、主に洗浄剤不溶性
細胞骨格を含有するペレット中に検出された（図２２Ｂ）。主に洗浄剤不溶性細胞骨格を
含有するチューブリン（Ｓｏｒｉｃｅら、２００９年）およびアクチン（Ｌｅｖｉｔａｎ
およびＧｏｏｃｈ、２００７年）のいずれもが存在するが、ラフト中ではβ３－チューブ
リンだけが検出され、アクチンの大半は、非ラフト画分へと移行した（図２２Ｂ）。これ
らのデータは、一方は脂質ラフト中に存在し、他方はペレット中に存在する、膜結合ｒＨ
ＩｇＭ１２の２つのプールの存在を示した。
【０２２９】
　ｒＨＩｇＭ１２は微小管と会合する
　本発明者らのデータは、凝集したｒＨＩｇＭ１２が、微小管が優越する細胞体、神経突
起軸、および成長円錐の中央ドメインなどの領域（図２０）に局在化することを示した（
ＦｏｒｓｃｈｅｒおよびＳｍｉｔｈ、１９８８年）。膜結合ｒＨＩｇＭ１２が、これらの
いずれもがβ３－チューブリンを含有する脂質ラフト画分およびペレット画分へと分別さ
れたという事実（図２２Ｂ）と併せて述べると、これらの知見は、ｒＨＩｇＭ１２が、細
胞骨格の構成要素（複数可）と会合しうることを示唆する。この仮説を検証するために、
海馬ニューロンを、ｒＨＩｇＭ１２で処置して、膜の再構成を誘導し、次いで、３７℃で
０．１％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含有する４％のパラホルムアルデヒドにより同時
に固定および抽出した。抽出後、ｒＨＩｇＭ１２で標識した洗浄剤不溶性膜の点が、神経
突起軸に束ねられた微小管束に沿って並んだ（図２３Ａ２）。成長円錐では、ｒＨＩｇＭ
１２が、脱束生微小管により占められる中央ドメインに主に局在化したが、Ｆ－アクチン
に富む成長円錐末梢には局在化しなかった（図２３Ａ３およびＡ４）。これらの結果は、
ｒＨＩｇＭ１２が微小管と会合しうることを示した。
【０２３０】
　本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が、ＧＭ１と共局在化することを見出した（図２１Ｃ）
。ＧＭ１は、小脳顆粒ニューロンの膜におけるチューブリンによりアンカリングされ、架
橋形成後に抗チューブリン抗体によりプルダウンされることが示された（Ｐａｌｅｓｔｉ
ｎｉら、２０００年）。したがって、ｒＨＩｇＭ１２が、チューブリンを含有する膜のマ
イクロドメインと会合することが可能である。この仮説をさらに検証するため、４℃でｒ
ＨＩｇＭ１２により処置した生存皮質ニューロンに由来する細胞溶解物により、改変プル
ダウン実験を実施した。本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２およびβ３－チューブリンの両方
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が、互いに共免疫沈降する（図２３Ｂ）ことから、ｒＨＩｇＭ１２とβ３－チューブリン
とが、複合体として存在すると示唆されることを見出した。ＩｇＭ分子は五量体構造を有
し、分子量を約９００ｋＤａとする。ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン溶解物中でチューブ
リンまたは微小管と直接会合する可能性を除外するため、ｒＨＩｇＭ１２に結合するが、
β３－チューブリンを発現するＮ２Ａ神経芽細胞腫細胞によりプルダウンアッセイを実施
した（図２５Ａ）。ｒＨＩｇＭ１２は、β３－チューブリンと会合することも、ペレット
中に存在することもなかった。ｒＨＩｇＭ１２は、Ｎ２Ａ神経芽細胞腫細胞溶解物の上清
だけで検出された（図２５Ｂ）。まとめると、これらの結果により、脂質ラフトが、ｒＨ
ＩｇＭ１２と、その抗原と、微小管との会合を媒介することが確認された。
【０２３１】
　本明細書のデータは、基質として存在する場合の完全ヒト組換えＩｇＭであるｒＨＩｇ
Ｍ１２が、初代培養海馬ニューロンにおける軸索成長を促進することにより、ニューロン
の極性化を駆動することを裏付けた（図１８および１９）。ｒＨＩｇＭ１２は、ニューロ
ン表面に凝集し、コレステロールおよびガングリオシドであるＧＭ１のクラスター形成を
誘導した（図２０）。ｒＨＩｇＭ１２は、ＧＭ１と共局在化する（図２１）。スクロース
勾配によるニューロン溶解物の画分化は、膜結合ｒＨＩｇＭ１２が、一方は脂質ラフトと
会合し、他方はペレットと会合する２つのプールへと分別されることを示した（図２２）
。生存ニューロンを非イオン性洗浄剤で抽出することにより、本発明者らはさらに、膜結
合ｒＨＩｇＭ１２が、微小管と共局在化し、β３－チューブリンと共免疫沈降することを
示した（図２３）。
【０２３２】
　前出は、ｒＨＩｇＭ１２が、脂質ラフトマイクロドメインに結合し、これらと相互作用
することを示し、さらに、ｒＨＩｇＭ１２会合ラフトドメインが、微小管へのシグナル伝
達を担うことも示す。結果として、ｒＨＩｇＭ１２は、軸索成長を駆動する微小管の安定
化を媒介する。
【０２３３】
　この例は、ｒＨＩｇＭ１２が、初代海馬ニューロンの軸索成長を選択的に促進すること
を裏付けた（図１８および１９）。
【０２３４】
　近年、本発明者らは、ヒト血清ＩｇＭであるｓＨＩｇＭ１２が、広範な軸索変性および
軸索喪失を発症する多発性硬化症の動物モデルの神経機能を改善したことを示した（Ｒｏ
ｄｒｉｇｕｅｚら、２００９年）。これらの研究は、ＨＩｇＭ１２が、軸索成長を促進す
ることによりその機能を果たすという概念を裏付ける。
【０２３５】
　ニューロンは、神経突起伸長を制御する制御された内因性のプログラムを介して軸索を
特化させる。発生しつつあるニューロンは、複数の神経突起を誘発する。神経突起のうち
の一方は軸索へと分化し、他方は樹状突起へと分化する。近傍の神経突起は、互いに競合
し合う。また、伸長速度も最も速い神経突起である、最も長い神経突起が、まず対称的な
神経突起伸長を遮断して軸索へと発生するのに対し、他の神経突起は伸長がはるかに遅く
、後に樹状突起へと発生する（Ｄｏｔｔｉら、１９８８年；ＧｏｓｌｉｎおよびＢａｎｋ
ｅｒ、１９８９年）。Ｆ－アクチンと微小管とは、神経突起伸長および軸索形成に関与す
る２つの主要な細胞骨格である。軸索の特化についての本発明者らの理解も、伸展しつつ
ある。主に成長円錐の末梢に局在化するＦ－アクチンが主要な役割を果たすと考えられて
いた。神経突起軸において優越し、成長円錐の中央ドメインに局限される微小管は、Ｆ－
アクチンに対して二次的であると考えられていた。近年、微小管はまた、軸索成長におい
て極めて重要な役割も果たすことが見出された。微小管は、成長円錐のアクチンメッシュ
ワークを動的に探索することが可能である。微小管の安定化は、軸索形成を誘導するのに
十分である（ＷｉｔｔｅおよびＢｒａｄｋｅ、２００８年）。
【０２３６】
　本発明者らのｒＨＩｇＭ１２とβ３－チューブリンとが共免疫沈降したという結果、ｒ
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ＨＩｇＭ１２が微小管と共局在化したという結果、およびｒＨＩｇＭ１２が洗浄剤による
抽出後にペレット中に存在したという結果は、微小管を、中心的な役割を果たすものとし
て裏付けるだけではない。加えて、このデータは、当技術分野において、微小管がニュー
ロン膜と直接相互作用することの最初の証拠ももたらした。これらの知見は、ｒＨＩｇＭ
１２が、細胞外シグナルを微小管へと伝達する膜貫通カスケードと相互作用するかまたは
これに結合するという概念を裏付ける。微小管が、例えば、成長円錐において、増進およ
び退縮する動的特性により、それらがニューロン膜の運動を駆動することが可能となる（
ＤｅｎｔおよびＫａｌｉｌ、２００１年）。安定化した微小管は、ニューロン膜にアンカ
リングする。動的微小管および安定化した微小管の存在、ならびに／またはこれらの２つ
の状態の間の移行により、神経突起成長が軸索を特化させる過程が組織化される。したが
って、ＩｇＭ１２は、微小管の安定性をもたらすことにより、軸索の伸長を増強する。
【０２３７】
　脂質およびタンパク質は、持続的に細胞膜へと組み込まれ、次いで、マイクロドメイン
、いわゆる脂質ラフトへと分割される。膜ラフトは一般に、ステロールおよびスフィンゴ
脂質で濃縮された、ナノスケール（１０～２００ｎｍの）であり、異質で、動的な膜コン
パートメントとして定義される（ＬｉｎｇｗｏｏｄおよびＳｉｍｏｎｓ）。
【０２３８】
　本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が、脂質ラフトに結合することを提起する。第一に、本
発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン膜に凝集し、コレステロールまたはガングリ
オシドであるＧＭ１のクラスター形成を誘導することを観察した（図２０）。これらの結
果は、ｒＨＩｇＭ１２が、コレステロールおよびＧＭ１を含有する脂質ラフトドメインに
結合することを示す。低分子であるラフトは、脂質および／またはタンパク質と相互作用
しうる。個別の微量のラフトは、シグナルを統合し、シグナル伝達経路の強度および振幅
を制御する、高分子のプラットフォームを安定化させ、これらに融合することが可能であ
る。五量体構造を保有するＩｇＭ抗体は、隣接する抗原（受容体）に架橋形成し、かつ／
または抗原を架橋形成または相互作用を増強するのに十分な程度に近接させることにより
、シグナルを増幅しうる。したがって、架橋された抗原および会合したシグナル伝達分子
は、クラスター形成しうる。第二に、本発明者らは、海馬ニューロンを４℃まで冷却した
ところ、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロン膜上のはるかに大型の斑点に結合することを示し
た（図２１）。コレステロールおよびスフィンゴ脂質は、融点が高い（Ｔｍ）。Ｔｍを下
回る温度においてニューロンを処置すると膜の動態が減殺され、これにより、凝集した脂
質ラフトの可視化が促進される。ｒＨＩｇＭ１２が、コレステロールを枯渇させた後にお
いてもなおＧＭ１と共局在化するという知見（図２１）と併せると、これらの結果は、ｒ
ＨＩｇＭ１２が、ＧＭ１と共局在化するニューロン膜の分子に結合し、これらと相互作用
することを示唆する。培養されたラット小脳顆粒ニューロンをシアリダーゼ処置するとｓ
ＨＩｇＭ１２の結合が消失するという本発明者らによる以前の知見は、ｓＨＩｇＭ１２が
結合したエピトープが炭水化物であることを示唆するが、正確な識別は明らかでない（Ｗ
ａｒｒｉｎｇｔｏｎら、２００４年）。第三に、ニューロン溶解物をスクロースにより画
分化した後、膜結合ｒＨＩｇＭ１２は、脂質ラフトマーカーであるカベオリン－１もまた
含有する軽い画分へと局在化した。まとめると、本発明者らの結果は、ｒＨＩｇＭ１２が
脂質ラフトに結合するという仮説を裏付ける。
【０２３９】
　ニューロン膜の外葉から細胞内の細胞骨格へのシグナルカスケードは、軸索の特化にと
って中心的である。ｒＨＩｇＭ１２の凝集物は、微小管が優越し、線維状アクチンは優越
しない（図２３）、神経突起軸および成長円錐の中央ドメインへと分配された（図２０）
。ｒＨＩｇＭ１２の凝集物の一部は、洗浄剤不溶性であり、洗浄剤による抽出の後、束生
微小管の束に局在化した（図２３Ａ）。これらの観察は、脂質ラフトと会合するプールと
は異なりうる、ｒＨＩｇＭ１２結合分子の別のプールの存在を示す。スクロース画分化研
究により、洗浄剤不溶性ペレット中に局在化するｒＨＩｇＭ１２会合分子のプールが存在
し（図２２Ｂ）、これは、図２３Ａで検出された微小管と共に局在化するプールでありう
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ることがさらに確認された。
【０２４０】
　これらの結果は、ｒＨＩｇＭ１２のうちの一部が、細胞骨格成分（複数可）、おそらく
は微小管と会合することを裏付けた。上清中の「洗浄剤可溶性」分子と会合する（図２２
Ａおよび図２３Ｂ）ｒＨＩｇＭ１２が、β３－チューブリンとも共免疫沈降した（図２３
Ｂ）という知見は、ｒＨＩｇＭ１２結合分子（複数可）と、β３－チューブリンとが、脂
質ラフト中に複合体として存在しうることを示す。しかし、ｒＨＩｇＭ１２が結合しない
Ｎ２Ａ神経芽細胞腫細胞において、ｒＨＩｇＭ１２は、β３－チューブリンをプルダウン
しなかった（図２５）ため、ｒＨＩｇＭ１２が、β３－チューブリンと直接相互作用する
ことは可能ではない。したがって、細胞骨格および脂質ラフトの両方に会合するｒＨＩｇ
Ｍ１２は、チューブリンの近傍に局在化する分子に結合する。この概念は、ｒＨＩｇＭ１
２が、ＧＭ１と共局在化するという観察（図２１Ｃ）、およびＧＭ１が架橋形成反応後に
おいて抗チューブリン抗体によりプルダウンされたという観察によりさらに強化された（
Ｐａｌｅｓｔｉｎｉら、２０００年）。
【０２４１】
　脂質ラフトドメイン内のｒＨＩｇＭ１２結合分子は、神経突起成長過程および軸索伸長
過程の間常に細胞骨格へと組み込まれうる。この仮説は、ｒＨＩｇＭ１２が、成長円錐領
域では中央ドメインに凝集し（図３および６Ａ）、３７℃で洗浄剤不溶性であった（図２
３Ａ）という知見により裏付けられる。まとめると、ＨＩｇＭ１２は、ＨＩｇＭ１２から
微小管へのシグナル伝達を媒介する脂質ラフトに結合し、この動態に影響を及ぼすことが
開示される。
【０２４２】
　Ｆ－アクチンがｒＨＩｇＭ１２誘導性シグナル伝達に関与するかどうかは明らかでない
。アクチンおよびアクチン結合タンパク質の両方が、脂質ラフトと会合することを示す筋
の証拠は多い（ＬｅｖｉｔａｎおよびＧｏｏｃｈ、２００７年）。アクチン線維と微小管
とは、ニューロンもまた包含する協調的な細胞運動において活発に相互作用する（Ｒｏｄ
ｒｉｇｕｅｚら、２００３年）。したがって、アクチンはまた、ｒＨＩｇＭ１２誘導性シ
グナル伝達において役割を果たすことも可能である。β３－チューブリンと共に、少量の
アクチンが、ｒＨＩｇＭ１２によりプルダウンされた（図２６Ｂ）。したがって、ｒＨＩ
ｇＭ１２は、アクチンおよびβ３－チューブリンの両方を含有する脂質ラフトに結合する
。
【０２４３】
　しかし、ニューロンを４℃で処理したところ、ｒＨＩｇＭ１２で標識された点が成長円
錐の最外縁部にとどまったのに対し、Ｆ－アクチンのネットワークは成長円錐の末梢から
収縮した（図２６Ａ）。スクロース勾配による画分化の後、アクチンは主にラフト以外の
画分に局在化し、洗浄剤不溶性ペレット中には少量のアクチンだけが検出された（図２２
Ｂ）。これらの観察は、Ｆ－アクチンが極めて動的であり、低温状態において、かつ／ま
たは洗浄剤抽出を介して、その大半が脱重合化することを示す。したがって、アクチンが
、ｒＨＩｇＭ１２を介するシグナル伝達に関与しうる。
【０２４４】
　本発明者らは、ヒトＩｇＭであるｒＨＩｇＭ１２が、脂質ラフトに結合し、これらを認
識すること、および微小管が下流の標的のうちの１つであることを結論付ける。ｒＨＩｇ
Ｍ１２は、基質として提示される場合に限り、軸索の伸長を促進する。基質としてのｒＨ
ＩｇＭ１２を固定化し、そのニューロン膜との相互作用に制約した。モルフォゲン誘導性
シグナル伝達においてしばしば観察される通り、固定化されたｒＨＩｇＭ１２は、ニュー
ロン膜にわたりシグナル勾配を創出した可能性がある（Ｓｃｈｍｉｔｔら、２００６年）
。これに対し、液浴によるｒＨＩｇＭ１２の適用は、脂質ラフトのランダムなクラスター
形成（図２０）を促進しうるに過ぎず、対称的な神経突起成長を遮断し、軸索の伸長を増
強するのに十分ではありえない。略述すると、本発明者らの結果は、図２４で提起したモ
デルを裏付ける。ニューロン膜は、両方ラフトラフトマイクロドメインおよび非ラフトマ
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つは微小管と会合する（図２４Ａ）。２）ｒＨＩｇＭ１２は、ラフトドメインに結合し、
クラスター形成させ、これにより、微小管の安定化および膜へのアンカリングが促進され
る（図２４Ｂ）。３）成長円錐では、ｒＨＩｇＭ１２により誘導されたラフトのクラスタ
ー形成が、成長円錐の末梢の中央ドメインへの移行、軸索形成を特化させる対称的な神経
突起成長の遮断を増強しうる（図２４Ｃ）。
【０２４５】
【数５】

【０２４６】
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【数６】

【０２４７】
　（実施例１２）
　脊髄損傷に有益なヒトモノクローナル抗体についてのナノ細孔光学バイオセンサーアッ
セイ
　脊髄損傷（ＳＣＩ）後における軸索の保護および修復は、運動ニューロンの喪失および
永続的な身体障害を防止するのに有効な戦略としての大きな可能性を保持する。ニューロ
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ンの保護は、傷害後における軸索の損傷を防止し、軸索の修復を促進するために標的化さ
れる栄養因子を用いて達成されている。これらの分子は主に、特異的な低分子である神経
栄養因子の標的化に焦点を当てるｉｎ　ｖｉｔｒｏ系に基づく選択戦略を用いて同定され
た。
【０２４８】
　天然の自己反応性モノクローナル抗体は、損傷および疾患の複数のモデルを用いて、Ｃ
ＮＳ細胞における有益な生物学的機能を裏付けている。抗体を介するニューロン生存の促
進、軸索の再生、および機能回復が、マウスモノクローナルＩｇＭであるＩＮ－１を用い
て、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて裏付けられている（Ｂｒｅｇｍａｎ、１９９５年；Ｃａｒｏ
ｎｉおよびＳｃｈｗａｂ、１９８８年）。同様の結果が、ＣＮＳ損傷に先立つ脊髄ホモジ
ネート（ＳＣＨ）の免疫化を用いて得られた（Ｅｌｌｅｚａｍ、２００３年；Ｈｕａｎｇ
、１９９９年）。
【０２４９】
　ＩｇＭ１２および再ミエリン化抗体ＩｇＭ２２を含めたニューロン結合ヒト抗体による
本発明者らのデータに基づき、ニューロン生存および機能を促進することにより軸索を損
傷から保護し、ＳＣＩなどのＣＮＳの損傷および／または疾患を処置するのに有益なヒト
モノクローナル抗体の相互作用が、病理学的／生理学的状態下における表面の細胞質膜タ
ンパク質－脂質二重層間相互作用に依存することが開示される。
【０２５０】
　神経傷害または損傷（例えば、ＳＣＩにおける）後においてニューロンの生存を促進す
るか、またはニューロンを傷害または死滅から保護する結果として、各症例において神経
機能の保存をもたらすヒト抗体を、病理学的／生理学的表面の細胞質膜タンパク質－脂質
二重層を維持する技法を用いて評価し、特徴付け、かつ／または同定した。
【０２５１】
　本研究において、本発明者らは、タンパク質－脂質二重層表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ
）センサーを用いて、表面におけるヒトモノクローナル抗体の結合相互作用の反応速度を
決定する。ヒトモノクローナル抗体は、脊髄損傷後における齧歯動物に由来するｅｘ　ｖ
ｉｖｏの組織切片の脊髄病変における結合を用いて特徴付けるかまたは同定する。次に、
齧歯動物の脊髄挫滅損傷モデルを用いて、ヒト抗体が、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいてニューロ
ンの生存、神経突起伸長、または再ミエリン化を促進する結果として、病態を軽減し、神
経機能を改善する能力をさらに評価する。
【０２５２】
　新規のＳＰＲ脂質二重層センサーは、表面のタンパク質－脂質間における、有益なヒト
ＩｇＭ抗体の結合反応速度および結合アフィニティーの特徴付けを可能とする迅速な無標
識法を提供する。この表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）センサー法は、生理学的な平面的脂
質二重層と組み合わせた金属膜における周期的なナノ細孔アレイに基づき開発された。Ｓ
ＰＲ法は、迅速な無標識によるＩｇＭ抗体の関与性の抗原との結合反応速度および結合ア
フィニティーの特徴付けを可能とした。
【０２５３】
　小さな差異を定量化するのに重要な結合反応速度は、開発時におけるリード分子を選択
する根拠がもたらし、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける治療用分子の用量および効力のいずれに対
しても影響を及ぼす。ＳＰＲは、業界環境および研究環境で標準的な方法として受容され
ており、これにより、典型的には、可溶性結合パートナー対の間の分子的相互作用が特徴
付けられる。しかし、この技法は、膜結合抗原の必要に適合し始めたばかりである。ＳＰ
Ｒセンシングにおいて用いられる金基質は、脂質膜を支持して形成するのには適さない。
さらに、金表面と直接接触する膜タンパク質は、それらの機能性を喪失することが多い。
しかし、周期的なナノ細孔アレイで穿通された金薄膜を用いる新規のナノ細孔センシング
構築法の開発は、これらの難題を克服している（例えば、図２７を参照されたい）。各ナ
ノ細孔は、ガラス製の基質上に配置され、微小なウェルを形成して、支持される脂質膜を
閉じ込める一方、周囲の金膜は、ＳＰＲ効果をもたらして、分子の膜への結合を動的にモ
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ニタリングする（図２７Ｂ）。力学的安定性を維持し、両面を緩衝液に取り囲ませながら
、ナノ細孔上に薄い脂質二重層を懸濁させうるので、金膜に圧し延ばされたナノ細孔アレ
イにより、固有の形状がもたらされる（図２７Ｂ）。
【０２５４】
　これにより、膜タンパク質を、金によるナノ細孔アレイのＳＰＲセンシング能と継ぎ目
なく統合することができ、これにより、それらの天然状態をより緊密に模倣する環境にお
けるそれらの機能性が維持される。さらに、自立的な脂質二重層に組み込まれた膜タンパ
ク質は、両面からの接近が容易となりうることが、この手法を、細胞表面における抗原－
抗体間結合が、結果として細胞シグナル伝達をもたらす機構を研究するのにより魅力的な
ものとしている（図２７Ｂ）。このＳＰＲ脂質二重層センサーは、表面のタンパク質－脂
質間における、治療用ヒトＩｇＭ抗体の結合反応速度および結合アフィニティーを評価し
、同定し、特徴付けるのに用いられる迅速な無標識法を提供する。
【０２５５】
　このセンサープラットフォームは、脊髄損傷の動物モデルにおける試験ために、表面の
タンパク質－脂質間における、治療用ヒトＩｇＭ抗体の結合反応速度および結合アフィニ
ティーを特徴付ける。本発明者らは、小脳組織およびＣＮＳ内の細胞の固定されない「生
存」表面への結合を介して同定される特定のＩｇＭ抗体を広範に特徴付けた。これらのＩ
ｇＭ抗体（ＩｇＭ２２およびＩｇＭ４６により例示される）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおい
てカルシウム流を刺激し、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて再ミエリン化を促進した。同じ基準に
基づき、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃにおけるタンパク異常血症の血清バンク試料をスクリー
ニングすることにより、ヒト抗体が同定されている。さらなるヒトＩｇＭ抗体（本明細書
では、ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２により例示される）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてニ
ューロンの表面に結合し、神経突起成長を促進し、ニューロンの死滅を防止した。
【０２５６】
　ＣＮＳ損傷およびＣＮＳ疾患についての複数のマウスモデルに由来する、固定されてい
ない「生存」皮質切片を用いたところ、ニューロン結合抗体は、特定のＣＮＳ細胞に対す
る特異的免疫反応性、損傷の構造、および疾患の病態を呈示した。
【０２５７】
　天然のヒトモノクローナル抗体は、損傷および疾患についての複数のモデルに由来する
ＣＮＳ細胞において有益な生物学的機能を強化することが示されている。ヒトモノクロー
ナル抗体は、小脳ニューロン、皮質ニューロン、網膜神経節ニューロン、および脊髄ニュ
ーロンを含めた培養物中の多種多様なニューロンの表面に結合する（例として挙げると、
ヒト抗体ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２）。これらの抗体は、ＣＮＳニューロンからの神経
突起伸長を誘導し（図２８）、ＣＮＳミエリンの神経突起成長に対する阻害を凌駕する（
Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎら、２００４年）。
【０２５８】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける研究は、ヒトモノクローナル抗体の、ニューロン表面の細胞
膜への結合を裏付けている。特徴的な結合が０℃で均一となるのに対し、表面の再構成形
態である点状構造は１５℃で均一となる（図２９）。細胞表面における結合は、シグナル
カスケードを誘発するシグナル伝達分子と会合してクラスター形成する膜のマイクロドメ
インに特徴的である（Ｈｏｗｅら、２００４年）。
【０２５９】
　ヒトモノクローナル抗体は、脊髄組織に入り、静脈内投与の４時間後に損傷部位に蓄積
される（図３０）。ビブラトームによる脊髄切片に対して実施する免疫細胞化学により、
ニューロン結合抗体を投与した後の病変内にはヒトＩｇＭが検出されるが、対照のヒトＩ
ｇＭを投与した後の病変内にはヒトＩｇＭが検出されない。慢性脊髄疾患を伴うマウス（
ＴＭＥＶ感染マウス）に、腹腔内を介してｓＨＩｇＭ４２　０．５ｍｇを施し、４時間後
に脊髄を摘出し、脊髄断面におけるヒトＩｇＭの存在を検出した（図３０）。ｓＨＩｇＭ
４２を施されたマウスに由来する脊髄の損傷領域は、蛍光タグ付けした抗ヒトＩｇＭに結
合する並列線維を示す（図３０Ａ）。対照のヒトＩｇＭを施されたマウスに由来する脊髄
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の損傷領域は、ヒトＩｇＭを含有しない（図３０Ｂ）。
【０２６０】
　ヒトモノクローナル抗体は、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃのタンパク異常血症血清バンクに
由来する試料をスクリーニングするための生物学的機能アッセイを用いて同定した。４０
年間にわたり収集された１１５，０００例の血清試料は、単クローン性免疫グロブリン血
症を伴う患者に由来する高濃度のモノクローナル抗体を含有する。本発明者らは、動物モ
デルにおいて再ミエリン化促進活性を有する組換えヒトＩｇＭ２２（Ｍｉｔｓｕｎａｇａ
、２００２年；Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、２０００年）を合成し、調べた。
【０２６１】
　一実施形態では、本実施例により、ヒトＳＣＩまたはＣＮＳのニューロンを露出させる
脱髄性状態などの神経変性状態、神経傷害および／または損傷における治療適用、予後診
断適用、診断適用、および／または予防適用に有用なＧＭＰ品質のモノクローナル抗体を
生成させる。
【０２６２】
　これらの研究はさらに、外傷性ＳＣＩ後においてニューロンの生存を促進する結果とし
て、神経機能の保存をもたらすヒトＩｇＭ抗体も特徴付けて評価する。ＳＣＩ後における
行動学的試験および軸索数の形態的測定を評価し、神経機能の内因性保存と神経機能の抗
体を介する保存との差異を決定する。ＳＣＩ後において抗体対照と比較した軸索保護抗体
および軸索伸長抗体による処置を用いて、神経機能保存の差異を、特異的抗体を介する活
性について特徴付ける。
【０２６３】
　細胞膜タンパク質－脂質二重層を含有する膜小胞を、生理学的条件下で細胞から単離す
る。ＳＰＲセンサーのナノ細孔を、正常ＣＮＳおよび脊髄損傷組織から単離されたニュー
ロン、神経膠、シナプトソーム、およびミエリン膜の微小胞調製物を用いてコーティング
する。ヒトモノクローナル抗体血清試料および組換え抗体試料をスクリーニングして、特
定の膜の種類の結合反応速度を決定する。
【０２６４】
　ＳＰＲセンサーを用いて確認される通り、生理学的条件下で、凍結されず固定されてい
ない「生存」細胞および「生存」組織表面の細胞膜に特異的に結合するヒトモノクローナ
ル抗体を、ＳＣＩ後における、凍結されず固定されない病理学的「生存」組織を用いて、
特異的結合について調べる。脊髄病変への結合を裏付けるヒトモノクローナル抗体を、齧
歯動物のＳＣＩ後の処置における適用可能性および活性についてさらに特徴付ける。
【０２６５】
　プロトコールデザイン：改変動脈瘤クリップ（ＦＥＪＯＴＡマウスクリップ：閉止力を
３ｇまたは８ｇとする）を用いて、１０週齢の雌（１８～２２ｇ）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウ
ス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）のＴ９レベルにおいて圧迫損傷を生成
させる。このＳＣＩモデルは、初期影響だけでなく、小球性（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｃ）
キャビテーション、軸索変性、および頑強なアストログリオーシス、ヒト外傷性ＳＣＩの
全ての顕徴を促進する持続的な圧迫期も包含する（ＪｏｓｈｉおよびＦｅｈｌｉｎｇｓ　
２００２年）。ラット用のＢａｓｓｏ，Ｂｅａｔｔｉｅ，Ｂｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）
運動評価スケール、および運動のＢａｓｓｏマウススケール（ＢＭＳ）を用いて、行動学
的試験を決定して、ＳＣＩ後における神経欠損を評価する。図３１に技法を示す。
【０２６６】
　次いで、凍結させず、固定させていないｅｘ　ｖｉｖｏの生存組織切片を、齧歯動物に
おける脊髄圧迫損傷後における病理学的病変から調製する。生理学的条件下で維持した切
片に対する免疫蛍光（ＩＦ）染色を用いて、ヒトＩｇＭ抗体結合の免疫反応性をスクリー
ニングする。
【０２６７】
　脊髄圧迫損傷後迅速に、マウスを、腹腔内投与されるｒＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ
４２またはｒＨＩｇＭ４２を含めたヒト抗体で処置する。ヒト抗体が軸索保存または組織
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試験を、ＳＣＩ後の５週間において定期的な間隔で実施する。ＳＣＩの３０分後に、ヒト
抗体０．５ｍｇの単回投与を、腹腔内を介してマウスに施す。マウスの群（１５匹のマウ
ス）に、ニューロン保護、神経突起成長を促進するヒト抗体、細胞に結合しない対照のヒ
ト抗体、または対照を施す。個別のマウスを毎週１回一晩にわたり自動式赤外線活動ボッ
クスに収容し（Ｍｉｋａｍｉら、２００２年）、後肢を引きずる身体障害の尺度である後
肢による自発的立脚と水平方向の活動とを記録した（Ａｃｃｕｓｃａｎ　Ｉｎｃ、Ｏｈｉ
ｏ）。また、従来のＢＢＢスコアも毎週収集した。機能的評価は、盲検により実施する。
【０２６８】
　処置の４週間後、Ｆｌｕｏｒｏ－ＧｏｌｄおよびＦａｓｔ　Ｂｌｕｅを、マウス４匹の
胸部下方の脊髄へと注射する。１週間後、マウスを潅流し、脳および脊髄を摘出する。脳
幹の網様核、前庭神経核、および赤核において逆行標識された細胞体を、蛍光顕微鏡を介
して群を通してカウントする（ＵｒｅおよびＲｏｄｒｉｇｕｅｚ、２００２年）。脳幹（
ビブラトーム切片）内で標識された細胞体の数は、脊髄全体における機能的軸索のレベル
を反映する。脊髄に沿って１ｍｍごとに採取した組織断面において、βアミロイドタンパ
ク質の蓄積についての免疫細胞化学を実施する。切片中のβアミロイド凝集物の数は、胸
部下方において機能障害を来した軸索輸送、および胸部下方における軸索の機能不全を反
映する。
【０２６９】
　損傷の５週間後、残りのマウスをホルムアルデヒド／グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔｅ
ｒａｌｄｅｈｙｄｅ）で潅流し、脊髄を摘出した。脊髄病変部位を含む１ｍｍのブロック
を１つおきにＡｒａｌｄｉｔｅプラスチック中に包埋し、切片化（１ミクロン）し、パラ
フェニレンで染色して、ミエリンにより取り囲まれて保存された軸索を可視化した。Ｍｉ
ｃｒｏｓｕｉｔｅソフトウェア（Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用いて、病変領域の断面、保存され
た軸索数、および病変への免疫細胞浸潤を測定する。軸索の頻度を測定し、群間で比較し
た（ＭｃＧａｖｅｒｎら、２０００年；Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚら、１９８７年）。全ての解
析は、実験群について知らされずに、コード化および盲検化された試料について行う。保
存された軸索は、病変１ｍｍ２当たりの保存された軸索数として表す。実験群間および対
照群間におけるデータの対比較では、マン－ホイットニーランクサム検定を用いる。
【０２７０】
【数７】

【０２７１】



(78) JP 2016-130259 A 2016.7.21

10

20

30

40

50

【数８】

【０２７２】
　（実施例１３）
　多発性硬化症モデル：用量反応評価
　ＩｇＭ抗体を、それらがマウスの多発性硬化症モデルにおいて機能的改善を促進し、再
ミエリン化過程、神経突起成長過程、またはこれらの両方の過程を増強する能力について
評価する。モデルは、Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎら、２００７年と同様の方法を用いてヒトＭ
Ｓにおいて見出される病変と同様の特徴を伴う、ＣＮＳの遷延性、慢性で進行性の脱髄性
病変を誘導する、ピコルナウイルスのサイラーマウス脳脊髄炎ウイルス（ＴＭＥＶ）の使
用を伴う。
【０２７３】
　雌マウスおよび雄マウス（約８週齢：ＳＪＬ／Ｊ株）に、サイラーマウス脳脊髄炎ウイ
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ルス（２×１０５プラーク形成単位のＤａｎｉｅｌ株：１０μＬの脳室内注射）を注射す
る。処置のための無作為化の前に、マウスを６カ月間にわたり回復させる。次いで、マウ
スを、被毛状態、歩行、および立ち直り反射について観察し、処置群へと無作為に割り付
ける（処置表に示す）。次いで、マウスを、ビヒクル（通常の生理食塩液）または組換え
ヒトＩｇＭ抗体（０．０２５～２．５ｍｇ／ｋｇ）の単回静脈内注射で処置する。神経機
能を、処置の２週間後、１カ月後、および２カ月後にモニタリングする。
【０２７４】
　機能的評価項目は、被毛状態、歩行、およびロータロッド能力に基づく評価を包含した
。被毛外観については、評価を以下の通り：疾患なし（０）、最小の被毛変化（１）、つ
やのない被毛（２）、失禁および被毛浸潤（３）とする。活動の変化は、自動式活動ボッ
クスにより定量化する。さらに、歩行は、歩行速度＞９０ｃｍ／秒を用いるディジタル式
の歩行捕捉法（ＤｉｇｉＧａｉｔ）を用いて解析する。定量的な歩行解析評価項目は、立
幅および持続時間、歩幅および頻度、足の角度のほか、揺れ、制動および推進の持続時間
を包含する。歩行のベースラインからの変化を定量化する。ロータロッド能力（回転軸上
の速度および持続時間との関係で運動を測定する回転軸上を動物が歩く能力を介して、感
覚および平衡調整の尺度を評価する）は、動物が一連の試行にわたり回転装置上にとどま
る時間の合計として定量化する。
【０２７５】
　実験が終了したら、動物を、ＣＯ２への過剰曝露を介して安楽死させる。１）髄鞘形成
の程度（プラスチック包埋してパラホルムアルデヒド／グルタルアルデヒドで固定してオ
スミウム処置した組織の、電子顕微鏡による解析）および２）神経突起成長（立体評価法
を介する神経突起密度の評価）を評価するために、脳および脊髄を摘出する。
【０２７６】
　第１の実施形態では、組換えヒト抗体を、表３Ａおよび表３Ｂに示す３つの用量レベル
において単独で投与する。
【０２７７】
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【０２７８】
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【表３Ｂ】

【０２７９】
　（＊）Ｘは改善を示し、Ｘ＋は一層の改善を示し、Ｘ＋＋はなお一層の改善を示す。改
善スコアの値は、所与の抗体の用量と関係する。したがって、Ｘ＋を、その同じ抗体につ
いてＸより大きな改善とする。１つの抗体についての改善Ｘは、他の抗体についてのＸ値
と必ずしも同じではなく、１つの抗体のＸ＋値は、他の抗体のＸ＋値と必ずしも同じでは
なく、１つの抗体のＸ＋＋＋値は、他の抗体のＸ＋＋＋値と必ずしも同じではない。
【０２８０】
　この実施例では、組換え抗体であるＩｇＭ１２、ＩｇＭ４２、ＩｇＭ２２、およびＩｇ
Ｍ４６の各々が、被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な
感覚運動の評価項目の各評価項目について、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有
意で（ｐ＜０．０５）用量依存的な改善をもたらすことが見出される。ビヒクルで処置さ
れる動物は、ＴＭＥＶ損傷の６カ月間以内に、被毛状態、歩行パラメータ、およびロータ
ロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価項目における安定的な欠損をもたらす。各抗
体について、０．０２５～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時の感覚運動の
評価項目における改善Ｘの増大、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときの感覚運動の評価
項目におけるより大きな改善Ｘ＋の増大、および用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときの感
覚運動の評価項目におけるなおより大きな改善Ｘ＋＋＋を伴う、感覚運動の評価項目にお
ける有意で用量依存的な変化［評価中、Ｘを改善とする］が見出される。この傾向は、動
物を１２匹とする群サイズについて、検出力０．８のレベルおよび０．０５のアルファレ
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Ｍ４６の各々は、被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な
感覚運動の評価項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項
目について：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらす。性別に基づく改善の差は見
出されない。
【０２８１】
　この実施例では、ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２が、立体法を介してビヒクルによる処置
の対照と比較して評価した、ＴＭＥＶ感染マウスに由来する脳切片および脊髄切片におけ
る神経突起成長の統計学的に有意で用量依存的な増大をもたらすことが見出される。各抗
体について、０．０２５～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時の神経突起成
長における改善Ｘの増大、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときの神経突起成長における
より大きな改善Ｘ＋の増大、および用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときの神経突起成長に
おけるなおより大きな増大Ｘ＋＋＋を伴う、神経突起成長の有意で用量依存的な変化［評
価中、Ｘを改善とする］が見出される。この傾向は、動物を１２匹とする群サイズについ
て、検出力０．８のレベルおよび０．０５のアルファレベルで観察される。
【０２８２】
　ＩｇＭ２２およびＩｇＭ４６は、立体法を介してビヒクルによる処置の対照と比較して
評価した、ＴＭＥＶ感染マウスに由来する脳切片および脊髄切片における再ミエリン化の
統計学的に有意で用量依存的な増大をもたらすことが見出される。各抗体について、０．
０２５～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時の再ミエリン化における改善Ｘ
の増大、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときの再ミエリン化におけるより大きな改善Ｘ
＋の増大、および用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときの再ミエリン化におけるなおより大
きな増大Ｘ＋＋＋を伴う、再ミエリン化の有意で用量依存的な変化［評価中、Ｘを改善と
する］が見出される。この傾向は、動物を１２匹とする群サイズについて、検出力０．８
のレベルおよび０．０５のアルファレベルで観察される。
【０２８３】
　（実施例１４）
　多発性硬化症モデル：抗体の組合せ
　この実験では、用量比を固定した組換えＩｇＭ抗体の多様な組合せを、前出の例で記載
したＭＳのＴＭＥＶモデルにおける神経学的転帰の改善について検討する。ＴＭＥＶへの
曝露の６カ月後、マウスにおける組換えＩｇＭの組合せによる処置を開始する。この一連
の研究では、マウスに単独のビヒクルまたはＩｇＭの多様な組合せを静脈内単回投与（混
合剤）により施す。上記の通りに、感覚運動の評価項目をモニタリングする。髄鞘形成お
よび神経突起成長を評価して、抗体の組合せによりもたらされる変化を検討する。評価さ
れる組合せを表４Ａおよび表４Ｂに示す。
【０２８４】
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【０２８５】
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【表４Ｂ－１】

【０２８６】
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【表４Ｂ－２】

【０２８７】
　（＊）Ｘは改善を示し、Ｘ＋は一層の改善を示し、Ｘ＋＋はなお一層の改善を示す。改
善スコアの値は、所与の抗体の用量と関係する。したがって、Ｘ＋を、その同じ抗体につ
いてＸより大きな改善とする。１つの抗体についての改善Ｘは、他の抗体についてのＸ値
と必ずしも同じではなく、１つの抗体のＸ＋値は、他の抗体のＸ＋値と必ずしも同じでは
なく、１つの抗体のＸ＋＋＋値は、他の抗体のＸ＋＋＋値と必ずしも同じではない。
【０２８８】
　この実施例では、組換え抗体の組合せであるＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４２、ＩｇＭ２２＋Ｉ
ｇＭ４６、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ２２、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４６、ＩｇＭ４２＋ＩｇＭ２２
、およびＩｇＭ４２＋ＩｇＭ４６が、被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドス
コアを含めた多様な感覚運動の評価項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学
的に有意（各評価項目について、ビヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量
依存的な改善をもたらす。性別に基づく改善の差は見出されない。
【０２８９】
　さらに、これらの組合せの各々による感覚運動の評価項目の改善度は、抗体の各々単独
により予測される相加的改善と比較して統計学的に有意で用量依存的な形で相乗的（相乗
作用が呈示される）である。ここでもまた、性別に基づく改善の差は見出されない。
【０２９０】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４２の組合せは、神経突起成長を、ビヒクルによる対照と比較し
て有意に（ｐ＜０．０５）増強した。神経突起成長度は、単独で投与される各抗体の相加
的効果と比較して相乗的である。したがって、これらの抗体は、異なる作用機構を介して
成長を誘発し、これは、これらの抗体の神経組織へのそれぞれに異なる結合パターンと符
合することが理解される。
【０２９１】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ２２＋ＩｇＭ４６の組合せは、髄鞘形成を、ビヒクルによる処置の対照と比較
して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらした。さらに、再ミエリン化度は、単独で投与
されるＩｇＭ２２またはＩｇＭ４６について予測される相加的効果と比較して相乗的であ
る。理論に束縛されずに述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したが
って、成長しつつあるニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場
合、これらの細胞は、それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を
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誘発する。
【０２９２】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ２２の組合せは、損傷している脊髄における髄鞘形成ならびにニ
ューロン成長の、ビヒクルによる処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をも
たらす。さらに、ニューロン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量
において単独で投与されるＩｇＭ１２またはＩｇＭ２２それぞれの効果と比較して相乗的
である。理論に束縛されずに述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。し
たがって、成長しつつあるニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在す
る場合、これらの細胞は、それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生
成を誘発する。
【０２９３】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４６の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ１２またはＩｇＭ４６それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０２９４】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ２２＋ＩｇＭ４２の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ２２またはＩｇＭ４２それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０２９５】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ４６＋ＩｇＭ４２の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ４６またはＩｇＭ４２それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０２９６】
　（実施例１５）
　脊髄損傷モデル
　ＩｇＭ抗体を、それらがラットの脊髄損傷モデルにおいて機能的改善を促進し、再ミエ
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する。モデルは、脊髄を、幅を２．５ｍｍとするカバースリップ用ピンセットを改変した
ブレードの間で側方から、あらかじめ設定したブレード間隔である０．９ｍｍまで、１５
秒間にわたり圧迫することを伴う。結果として得られる病変は、ヒトＳＣＩにおいて見出
される特徴と同様の特徴を示す（Ｇｒｕｎｅｒら、１９９５年）。
【０２９７】
　雄ラットおよび雌ラット（約２００～２２５ｇ、Ｌｏｎｇ　Ｅｖａｎｓ）に手術を施し
て、上記の脊髄損傷をもたらす。手術の１０分後、組換えＩｇＭ抗体またはビヒクルによ
る処置を、静脈内を介して施す。ＢＢＢ運動評価スケールを用いて、後肢における運動機
能および歩行を１２週間にわたり評価する（例えば、Ｂａｓｓｏ　ＤＭ、Ｂｅａｔｔｉｅ
　ＭＳ、Ｂｒｅｓｎａｈａｎ　ＪＣ、Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ＤＫ、Ｆａｄｅｎ　ＡＩ、Ｇｒ
ｕｎｅｒ　ＪＡ、Ｈｏｌｆｏｒｄ　ＴＲ、Ｈｓｕ　ＣＹ、Ｎｏｂｌｅ　ＬＪ、Ｎｏｃｋｅ
ｌｓ　Ｒ、Ｐｅｒｏｔ　ＰＬ、Ｓａｌｚｍａｎ　ＳＫ、Ｙｏｕｎｇ　Ｗ．（１９９６年）
、「ＭＡＳＣＩＳ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｐｅｎ　ｆｉｅｌｄ　ｌｏｃｏｍｏ
ｔｏｒ　ｓｃｏｒｅｓ：　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｔｅ
ａｍｗｏｒｋ　ｏｎ　ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ」、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｔ
ｒａｕｍａ、１３巻：３４３～３５９頁；Ｂａｓｓｏ　ＤＭ、Ｂｅａｔｔｉｅ　ＭＳ、Ｂ
ｒｅｓｎａｈａｎ　ＪＣ．（１９９５年）、「Ａ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｒｅｌ
ｉａｂｌｅ　ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ　ｒａｔｉｎｇ　ｓｃａｌｅ　ｆｏｒ　ｏｐｅｎ　ｆｉ
ｅｌｄ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ｉｎ　ｒａｔｓ」、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｔｒａ
ｕｍａ、１２巻：１～２１頁を参照されたい）。ラットを、１、３、５、７、および１０
日後に調べ、次いで、ＳＣＩ後９～１２週間にわたり毎週、ベースラインからのＢＢＢ変
化を定量化する。
【０２９８】
　実験が終了したら、動物を、ＣＯ２への過剰曝露を介して安楽死させる。１）髄鞘形成
の程度（プラスチック包埋してパラホルムアルデヒド／グルタルアルデヒドで固定してオ
スミウム処置した組織の、電子顕微鏡による解析）および２）神経突起成長（立体評価法
を介する神経突起密度の評価）を評価するために、脳および脊髄を摘出する。
【０２９９】
　（実施例１６）
　脊髄損傷モデルにおける個別の抗体の使用
　この実験では、組換えヒト抗体を、表５Ａおよび表５Ｂに示す通り、３つの用量レベル
において単独で投与する。
【０３００】
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【表５Ｂ】

【０３０２】
　（＊）Ｘは改善を示し、Ｘ＋は一層の改善を示し、Ｘ＋＋はなお一層の改善を示す。改
善スコアの値は、所与の抗体の用量と関係する。したがって、Ｘ＋を、その同じ抗体につ
いてＸより大きな改善とする。１つの抗体についての改善Ｘは、他の抗体についてのＸ値
と必ずしも同じではなく、１つの抗体のＸ＋値は、他の抗体のＸ＋値と必ずしも同じでは
なく、１つの抗体のＸ＋＋＋値は、他の抗体のＸ＋＋＋値と必ずしも同じではない。
【０３０３】
　この実施例では、改良型ＢＢＢパラメータにより、組換え抗体であるＩｇＭ１２、Ｉｇ
Ｍ４２、ＩｇＭ２２、およびＩｇＭ４６の各々が、後肢における運動機能の、統計学的に
有意で（各評価項目について、ビヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）用量依存
的な改善をもたらすことが見出される。ビヒクルで処置される動物は、中等度レベルの脊
髄損傷の６週間以内に、安定的なＢＢＢスコアをもたらす。各抗体について、０．０２５
～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時のＢＢＢレベルにおける改善Ｘの増大
、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときのＢＢＢにおけるより大きな改善Ｘ＋の増大、お
よび用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときのＢＢＢにおけるなおより大きな改善Ｘ＋＋＋を
伴う、ＢＢＢスコアにおける有意で用量依存的な変化［評価中、Ｘを改善とする］が見出
される。この傾向は、動物を１２匹とする群サイズについて、検出力０．８のレベルおよ
び０．０５のアルファレベルで観察される。したがって、改良型ＢＢＢにより、抗体Ｉｇ
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Ｍ１２、ＩｇＭ４２、ＩｇＭ２２、およびＩｇＭ４６の各々は、後肢における運動機能の
、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目についてｐ＜０．０５）で
用量依存的な改善をもたらす。性別に基づく改善の差は見出されない。
【０３０４】
　ＩｇＭ１２およびＩｇＭ４２が、立体法を介してビヒクルによる処置の対照と比較して
評価した、ＴＭＥＶ感染マウスに由来する脳切片および脊髄切片における神経突起成長の
統計学的に有意で用量依存的な増大をもたらすことが見出される。各抗体について、０．
０２５～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時の神経突起成長における改善Ｘ
の増大、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときの神経突起成長におけるより大きな改善Ｘ
＋の増大、および用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときの神経突起成長におけるなおより大
きな増大Ｘ＋＋＋を伴う、神経突起成長の有意で用量依存的な変化［評価中、Ｘを改善と
する］が見出される。この傾向は、動物を１２匹とする群サイズについて、検出力０．８
のレベルおよび０．０５のアルファレベルで観察される。
【０３０５】
　ＩｇＭ２２およびＩｇＭ４６は、立体法を介してビヒクルによる処置の対照と比較して
評価した、ＴＭＥＶ感染マウスに由来する脳切片および脊髄切片における再ミエリン化の
統計学的に有意で用量依存的な増大をもたらすことが見出される。各抗体について、０．
０２５～２．５ｍｇ／ｋｇの用量範囲にわたり、低用量時の再ミエリン化における改善Ｘ
の増大、用量を０．２５ｍｇ／ｋｇとするときの再ミエリン化におけるより大きな改善Ｘ
＋の増大、および用量を２．５ｍｇ／ｋｇとするときの再ミエリン化におけるなおより大
きな増大Ｘ＋＋＋を伴う、再ミエリン化の有意で用量依存的な変化［評価中、Ｘを改善と
する］が見出される。この傾向は、動物を１２匹とする群サイズについて、検出力０．８
のレベルおよび０．０５のアルファレベルで観察される。
【０３０６】
　（実施例１７）
　脊髄損傷：抗体の組合せ
　この実施例では、用量比を固定した組換えＩｇＭ抗体の多様な組合せを、本明細書の実
施例１４で記載した脊髄損傷モデルにおける神経学的転帰の改善について検討する。した
がって、ＩｇＭ抗体の組合せ（混合剤として）またはビヒクル対照による静脈内処置を、
損傷の１０分後に施す。運動評価項目を、上記の通りにモニタリングする。さらに、髄鞘
形成および神経突起成長を評価して、抗体の組合せによりもたらされる変化を検討する。
評価した組合せを、表６Ａおよび表６Ｂに示す。
【０３０７】
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【表６Ａ】

【０３０８】
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【表６Ｂ－１】

【０３０９】
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【表６Ｂ－２】

【０３１０】
　（＊）Ｘは改善を示し、Ｘ＋は一層の改善を示し、Ｘ＋＋はなお一層の改善を示す。改
善スコアの値は、所与の抗体の用量と関係する。したがって、Ｘ＋を、その同じ抗体につ
いてＸより大きな改善とする。１つの抗体についての改善Ｘは、他の抗体についてのＸ値
と必ずしも同じではなく、１つの抗体のＸ＋値は、他の抗体のＸ＋値と必ずしも同じでは
なく、１つの抗体のＸ＋＋＋値は、他の抗体のＸ＋＋＋値と必ずしも同じではない。
【０３１１】
　この実験では、組換え抗体の組合せであるＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４２、ＩｇＭ２２＋Ｉｇ
Ｍ４６、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ２２、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４６、ＩｇＭ４２＋ＩｇＭ２２、
およびＩｇＭ４２＋ＩｇＭ４６の各々が、ＢＢＢパラメータを介して見出される後肢機能
（運動評価項目）の統計学的に有意で用量依存的な改善をもたらすことが見出される。性
別に基づく改善の差は見出されない。
【０３１２】
　さらに、これらの組合せの各々は、運動機能を、同じ用量における抗体の各々単独によ
る改善と比較して相加的を超える（すなわち、相乗的）な形で改善することが見出される
。ここでもまた、性別に基づく改善の差は見出されない。
【０３１３】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４２の組合せは、神経突起成長を、ビヒクルによる対照と比較し
て有意に（ｐ＜０．０５）増強した。神経突起成長度は、単独で投与される各抗体の相加
的効果と比較して相乗的である。したがって、これらの抗体は、異なる作用機構を介して
成長を誘発し、これは、これらの抗体の神経組織へのそれぞれに異なる結合パターンと符
合することが理解される。
【０３１４】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ２２＋ＩｇＭ４６の組合せは、髄鞘形成の、ビヒクルによる処置の対照と比較
して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらした。さらに、再ミエリン化度は、単独で投与
されるＩｇＭ２２またはＩｇＭ４６について予測される相加的効果と比較して相乗的であ
る。理論に束縛されずに述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したが
って、成長しつつあるニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場
合、これらの細胞は、それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を
誘発する。
【０３１５】
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　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ２２の組合せは、損傷している脊髄における髄鞘形成ならびにニ
ューロン成長の、ビヒクルによる処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をも
たらす。さらに、ニューロン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量
において単独で投与されるＩｇＭ１２またはＩｇＭ２２それぞれの効果と比較して相乗的
である。理論に束縛されずに述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。し
たがって、成長しつつあるニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在す
る場合、これらの細胞は、それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生
成を誘発する。
【０３１６】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ１２＋ＩｇＭ４６の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ１２またはＩｇＭ４６それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０３１７】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ２２＋ＩｇＭ４２の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ２２またはＩｇＭ４２それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０３１８】
　被毛状態、歩行パラメータ、およびロータロッドスコアを含めた多様な感覚運動の評価
項目において、ビヒクルによる処置と比較して統計学的に有意（各評価項目について、ビ
ヒクルによる処置と比較して：ｐ＜０．０５）で用量依存的な改善をもたらすことに加え
て、ＩｇＭ４６＋ＩｇＭ４２の組合せは、髄鞘形成ならびにニューロン成長の、ビヒクル
による処置の対照と比較して有意な（ｐ＜０．０５）増大をもたらす。さらに、ニューロ
ン成長および再ミエリン化の程度は、この例で用いられる用量において単独で投与される
ＩｇＭ４６またはＩｇＭ４２それぞれの効果と比較して相乗的である。理論に束縛されず
に述べると、これは傍分泌活性の結果であると理解される。したがって、成長しつつある
ニューロンおよび成長しつつある希突起膠細胞の各々が存在する場合、これらの細胞は、
それぞれ、評価される他の細胞型に正の影響を及ぼす傍分泌生成を誘発する。
【０３１９】
　（実施例１８）
　ヒトニューロン結合ＩｇＭである組換えｒＨＩｇＭ１２抗体は脊髄軸索を保護する
　本発明者らは、天然ヒト血清抗体であるｓＨＩｇＭ１２が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて
ニューロンに結合し、神経突起成長を促進することを裏付けた。本発明者らは、同一の特
性を伴う組換え形態であるｒＨＩｇＭ１２を生成させた。サイラーマウス脳脊髄炎ウイル
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ス（ＴＭＥＶ）による感受性マウス株の脳内感染は、多発性硬化症の進行性の形態と同様
の進行性の軸索喪失および神経機能不全を伴う慢性脱髄性疾患を引き起こす。このモデル
を、希突起膠細胞に結合するＩｇＭクラスの抗体で処置すると、ＣＮＳの再ミエリン化が
改善される（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎら（２００７年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｒｅｓ、
８５巻：９６７～９７６頁）。これに対し、ニューロンに結合する血清由来のヒトモノク
ローナル抗体（ｓＨＩｇＭ１２）は、ラミニンと同程度に頑健な神経突起成長を促進し、
ＣＮＳミエリンの神経突起成長に対する阻害効果を低減する（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎら（
２００４年）、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ、６３巻（５号）：
４６１～４７３頁）。より近年には、上記と同一の生物学的特性を伴うヒトｓＨＩｇＭ１
２の組換え形態（ｒＨＩｇＭ１２）を生成させた。ｒＨＩｇＭ１２の脊髄軸索の完全性に
対する効果を研究するために、本発明者らは、解剖学的に連続であり、機能的に保存され
た軸索に依拠する技法である逆行標識法を実施した。
【０３２０】
　方法
　逆行標識法：マウスに麻酔をかけた後、下部胸椎（Ｔ１０～１１）において背部椎弓切
除を実施した。脊髄を右側において片側切断し、片側切断部位に４％Ｆｌｕｏｒｏｇｏｌ
ｄの滅菌溶液を充填した。手術の１週間後、マウスを屠殺し、脳を摘出した。脳幹の連続
切片（４０ｍｍ厚）を作製し、切片を４枚ごとに解析した。１６枚の脳幹スライスから、
大型で明るい蛍光ニューロンを、２００倍の拡大率下でカウントした。
【０３２１】
　結果
　ＴＭＥＶモデルは、神経保護を促進し、軸索喪失を防止する戦略を開発するためのプラ
ットフォームをもたらす。疾患の早期は炎症および脱髄を包含し、後期は軸索喪失および
機能欠損を提示する。前出例で詳述し、共焦点顕微鏡画像（図１５）を介して確認される
通り、１ｍｇの単回腹腔内注射の後、ｒＨＩｇＭ１２は脊髄に入り、ニューロフィラメン
ト＋（ＮＦ）の軸索に局在化する。ｒＨＩｇＭ１２はまた、クロスカット形としてＮＦ＋
神経線維束にも共局在化する（図１５Ｄ）。動物研究では、ｒＨＩｇＭ１２が、逆行標識
した脳幹ニューロン数を増大させる。感染の９０日後（ｄｐｉ）に、ｒＨＩｇＭ１２また
は生理食塩液をＳＪＬマウスに投与した。処置の９週間後に、逆行標識法のための脊髄手
術を実施した。手術の１週間後、マウスを屠殺し、脳幹の連続切片により、蛍光標識した
ニューロンを定量化した。ｒＨＩｇＭ１２は、生理食塩液対照と比較して逆行標識した脳
幹ニューロン数を増大させる（データは示さない）。したがって、ｒＨＩｇＭ１２で処置
したマウスの逆行標識した脳幹ニューロンは、生理食塩液で処置した対照と比較して増大
した。
【０３２２】
　（実施例１９）
　ニューロン結合ヒトモノクローナル抗体の単回投与はマウス脱髄モデルにおける自発活
動を改善する
　本発明者らの実験室は、天然ヒト血清抗体であるｓＨＩｇＭ１２が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
においてニューロンに結合し、神経突起成長を促進することを裏付けた。本発明者らは、
同一の特性を伴う組換え形態であるｒＨＩｇＭ１２を生成させた。サイラーマウス脳脊髄
炎ウイルス（ＴＭＥＶ）による感受性マウス株の脳内感染は、結果として、多発性硬化症
の進行性の形態と同様の進行性の軸索喪失および神経機能不全を伴う慢性脱髄性疾患をも
たらす。ｒＨＩｇＭ１２のＴＭＥＶ感染マウスの運動機能に対する効果を研究するため、
本発明者らは、夜間における自発活動を、何週間にもわたってモニタリングした。通常は
活動的な夜間のモニタリング時間において最大限の活動変化が生じることが予測されるた
め、夜間挙動は、齧歯動物の神経機能についての高感度の尺度である。ベースラインの自
発活動についてまとめるため、マウスを、処置前に８日間にわたり活動ボックスに入れた
。処置後、各群における活動を８週間にわたり持続的に記録した。本発明者らは、以下の
２つの理由で８週間にわたる長期のモニタリング期間を選択した：（１）本発明者らは既
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（２）この株におけるＴＭＥＶ誘導性脱髄性疾患の進行は極めて遅いこと。長期の観察期
間および大規模なデータセットに起因して、フィルタリングされていない元の記録を研究
しながら、処置群間の差異を察知することは困難でありうる。高度に変動的な元のデータ
における変化を明確に詳述するために、本発明者らは、３つの異なる方法：（１）ビニン
グ法、（２）ガウスローパスフィルター（ＧＦ）の適用、および（３）多項式近似を適用
した。３つの方法の各々を用いて、本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２による早期の処置が、
水平方向の運動機能および垂直方向の運動機能のいずれにおいても、対照のＩｇＭおよび
生理食塩液と比較して改善を誘導するのに対し、後期の処置が改善するのは水平方向の活
動だけであることを示した。ｒＨＩｇＭ１２は、正常な非感染マウスの活動を変化させな
かった。この研究は、ニューロン結合ＩｇＭによる処置は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてニ
ューロンを保護するだけでなく、また、運動機能の改善にも影響を及ぼすという仮説を裏
付ける。
【０３２３】
　序説
　齧歯動物の疾患モデルにおける、長期にわたる神経機能のモニタリングおよび解析は、
依然として難題である。通常は活動的な夜間のモニタリング時間において最大限の活動変
化が生じることが予測されるため、夜間挙動は、齧歯動物の神経機能についての高感度の
尺度である［１］。しかし、進行が緩徐な疾患の動物モデルでは、機能状態のモニタリン
グが数週間にわたることが多い。本発明者らは既に、希突起膠細胞結合抗体（ｒＨＩｇＭ
２２）が、処置後５週間までに、再ミエリン化を増強することを報告した［２］。疾患お
よび修復の発生のいずれもが緩徐な過程であることを考え合せ、かつ、活動における任意
の変動を確かに考慮に入れるために、本発明者らは、短期のモニタリングにおいて用いら
れるサンプリング密度と同じサンプリング密度で、長期にわたる活動をモニタリングする
。これにより、大規模で高度に変動的なデータセットが創出された（図３２Ａ、Ｃ）。処
置後の変化を明確に詳述し、長期の活動における一般的な傾向を復元するために、本発明
者らは、Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａ（Ｗｏｌｆｒａｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．）を用
いることにより、データビニング、ガウスフィルタリング、および多項式近似の使用を比
較した。
【０３２４】
　サイラーマウス脳脊髄炎ウイルス（ＴＭＥＶ）による感受性マウス株の脳内感染は、結
果として、多発性硬化症の進行性の形態と同様の進行性の軸索喪失および神経機能不全を
伴う慢性脱髄性疾患をもたらす［３］。このモデルを、希突起膠細胞に結合するＩｇＭク
ラスの抗体で処置すると、ＣＮＳの再ミエリン化が改善される［４］。これに対し、ニュ
ーロンに結合する血清由来のヒトモノクローナル抗体（ｓＨＩｇＭ１２）は、ラミニンと
同程度に頑健な神経突起成長を促進し、ＣＮＳミエリンの神経突起成長に対する阻害効果
を低減する［５］。より近年には、上記と同一の生物学的特性を伴うヒトｓＨＩｇＭ１２
の組換え形態（ｒＨＩｇＭ１２）を生成させた。本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２の半減期
は３．６時間であるが、なおも血液脳関門を越え、神経組織に結合することを既に示した
（未刊行の観察）。ｒＨＩｇＭ１２のＴＭＥＶ感染マウスの活動に対する効果を研究する
ため、本発明者らは、ＡｃｃｕＳｃａｎ活動ボックス（Ａｃｃｕｓｃａｎ　Ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｌｕｍｂｕｓ、ＯＨ）を用いて夜間における自発活動を数週
間にわたってモニタリングした。本発明者らは、以下の２つの理由で８週間にわたる比較
的長期のモニタリング期間を選択した：（１）ＩｇＭ誘導性再ミエリン化が、処置後５週
間までに示されること、および（２）この株におけるＴＭＥＶ誘導性脱髄性疾患の進行は
、ＭＳの純粋に自己免疫的なＥＡＥモデルと比較して極めて遅いこと［６］。既に刊行さ
れた研究と比較して長期の観察期間（表７）に起因して、生データの目視により変化を同
定することは、困難であるとわかった。
【０３２５】
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【表７】

【０３２６】
　材料および方法
　マウス：ＳＪＬ／Ｊマウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂａｒ　Ｈ
ａｒｂｏｒ、ＭＥ）を、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃの動物ケア施設に収容し、飼育した。動
物用のプロトコールは、Ｍａｙｏ　ＣｌｉｎｉｃのＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉ
ｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅにより承認された。
【０３２７】
　脱髄のサイラーウイルスモデル：脱髄性疾患は、６～８週齢の雌マウスにおいて、ＴＭ
ＥＶの脳内注射を介して誘導した。２７ゲージの注射針により、Ｄａｎｉｅｌ株のＴＭＥ
Ｖ２．０×１０５プラーク形成単位を含有する１０μｌを送達した。この結果、発症率を
＞９８％とするが致死性はまれな感染がもたらされた。全ての動物は、２週間以内に消失
する軽度の脳炎を発症した。動物は、次の６～８カ月間において、慢性脊髄脱髄性疾患に
より増悪した。軸索損傷および軸索喪失は感染の３カ月後に始まり、神経機能不全と相関
する［３］。
【０３２８】
　抗体による処置：ＳＪＬマウス（非感染、感染の４５日後および９０日後）を、０．５
ｍｌのＰＢＳ中に溶解させた抗体（ｒＨＩｇＭ１２またはアイソタイプのＩｇＭ対照）２
００μｇの単回腹腔内投与で処置した。第３群は、０．５ｍｌのＰＢＳだけで処置した。
【０３２９】
　自発活動のモニタリング：自発運動の活動は、Ｄｉｇｉｓｃａｎ　ｏｐｅｎ　ｆｉｅｌ
ｄ（ＯＦ）装置（Ｏｍｎｉｔｅｃｈ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ；Ｃｏｌｕｍｂｕｓ、ＯＨ
）およびＶｅｒｓａｍａｘソフトウェア、ｖ．４．１２－１ＡＦＥ（Ａｃｃｕｓｃａｎ　
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｌｕｍｂｕｓ、ＯＨ）により記録した。この装
置は、２セットの光電管を保持する金属製フレームにより支持される６つのアクリル製ケ
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ージ（４０×４０×３０．５ｃｍ）からなる。このデバイスは、投射された赤外線ビーム
の遮断回数を集計することにより、水平方向の運動および垂直方向の運動の個別の数を測
定する。全てのケージにおいて、マウスを、以下の同一の環境状態に曝露した：（ａ）食
物および水を自由に摂取可能とすること、（ｂ）通常の１２時間の明／暗周期、（ｃ）周
囲温度を７０°Ｆとすること。各実験において、活動過剰の動物、および、まれな場合に
は、体重過剰の動物は除外し、残りのマウスを無作為化した。ＳＪＬマウス５匹ずつの複
数の群を各ケージの中央に入れ、連続８日間にわたり、ベースラインの自発活動について
まとめた。この期間の後、ベースラインの活動が最も類似する３つの群のマウスを、ｒＨ
ＩｇＭ１２、対照のＩｇＭ抗体、または生理食塩液で処置し、次いで、８週間にわたりモ
ニタリングした。１時間のブロック当たりのビーム遮断回数としてデータを収集した。水
平方向および垂直方向の全活動は、Ｖｅｒｓａｄａｔプログラム、ｖ．３．０２－１ＡＦ
Ｅ（Ａｃｃｕｓｃａｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用いて記録した。本発明者らは、こ
れがＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍ
ｉｔｔｅｅ（ＩＡＣＵＣ）により許容される最大限の動物数であるため、活動ボックス１
つ当たりに５匹を超える動物を入れることができなかった。
【０３３０】
　データ解析：フィルタリングされていない元の記録を研究しながら、処置群間の差異を
察知することは困難でありうる（図３２Ａ～Ｃ）。高度に変動的な元のデータにおける緩
徐な傾向を復元するために、本発明者らは、３つの異なる方法：（１）ビニング法、（２
）ガウスローパスフィルター（ＧＦ）の適用、および（３）多項式近似を適用した。
【０３３１】
　データビニングとは、最も単純な方法であり、あらかじめ選択したビン内のデータ点の
群を、それらの平均値で置換する。本発明者らの場合、本発明者らは、マウスの活動が夜
間にピークとなることを踏まえ、夜間におけるビンを選択した。したがって、本発明者ら
は、図３３Ａ、３３Ｂ、３５Ｃ、３５Ｄ、３７Ｃ、および３７Ｄに示す通り、全ての夜間
におけるリーディング（１２時間／日）を、それらの平均値で置換した。群の比較は、処
置１回当たり１２時間にわたる有効な試料サイズを伴う平均の差異についての単純なｔ検
定を介して実施することができる。これらの比較は単純であるが、各時点における試料サ
イズが小型である結果として標準誤差が大きくなり、統計学的な比較の使用は限定された
ものとなる。全体的に、データビニングは、ノイズの多いデータを可視化するのに有効な
方法であるが、統計学的検定のための使用は限定されたものとなる。
【０３３２】
　ガウスフィルタリング（ＧＦ）（また、ローパスフィルタリング、データの平滑化、ま
たは感度の増強としても公知である）は、フーリエ変換分光法および画像処理において一
般に用いられるノイズ低減手順である［７］。ガウスブロードニング（ＧＢ、日単位）の
適切な選択により実施されるＧＦにより、高頻度の変動が、所望のレベルで除去された。
フィルターの選択は任意であり、予測される活動変化の割合を指針とすることができる。
ＧＦは、影響がガウス関数に従い減衰するように、両側の値から採取した点からの情報を
用い、これらの点の影響を考慮する平滑化法である。コンピュータ利用について述べると
、ＧＦは、以下の２つの同等な方式で実装することができる：１）データをフーリエ変換
（ＦＴ）した後、ガウス関数で乗じ、この積のＦＴの逆数を取る方式、および２）ガウス
核によるデータの直接的なコンボリューション。高レベルのソフトウェアパッケージ（Ｍ
ａｔｌａｂ（Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ）またはＭａｔｈｅｍａｔｉｃａ（Ｗｏｌｆｒａｍ））
では、ガウスフィルター関数が、使用者によるプログラミングを最小限とするかまたはプ
ログラミングを伴わずに利用可能である。ＧＢを適切に選択すれば、上記で詳述したＧＦ
法により、高度に複雑かつ異質なデータの単純な可視化が可能となる。ＧＦの１つの限界
は、ＧＦにより傾向の容易な可視化が可能となる一方で、ＧＢを選択することにより、統
計学的な比較が複雑化することである。
【０３３３】
　比較のために、かつ、単純な統計学的比較を可能とする方法を裏付けるために、本発明
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者らは、多項式でデータを近似する。これらのモデルは、任意の次数（ｘｎ）までの多項
式の項を許容し、各処置群について個別の形態パラメータ（相互作用項）を推定した。本
発明者らによる６次多項式の選択は、複数の選択肢を探索した後の恣意的なものであった
が、ある時間にわたる非線形効果をモデル化するのに十分な柔軟性を可能とした。次数を
変化させる多項式を用いて異なる処置群を最適な形で近似したため、本発明者らは、高次
における柔軟性を可能とすることを選択した。Ａｋａｉｋｅ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　
Ｃｒｉｔｅｒｉａ（ＡＩＣ）を用いて、多項式系による複数の処置群にわたる「最良の近
似」を決定した［８］。ＡＩＣとは、さらなる項を足し合わせることによりＲ２の増分を
相殺するが、過剰複雑性（すなわち、自由度の使用）にはペナルティーを科すモデル比較
の方法である。ＡＩＣによれば、一般に、３次の近似が、データの傾向を捕捉するのに十
分とされ、場合によっては、２次近似、なおまたは線形近似が「最良」とされた。しかし
、本発明者らの主な目標は、観察される時点における処置群を比較することであった。デ
ータ点が多数であり、本発明者らは、多項式近似を用いて、本発明者らの観察データ以外
の処置値を予測する（または外挿する）わけではないため、結果に対する「過剰近似」の
影響は最小限である。
【０３３４】
　多項式近似の１つの利点は、処置群の統計学的な比較が単純であり、指定した時点にお
いて、予測されるモデル値およびそれぞれの標準誤差を用いて処置を比較しうることであ
る。直接的な対応のある処置の比較は、時間枠の全体にわたり、定期的な間隔で実施して
、処置群が有意に異なったときを決定することができる。最後に、多項式近似は、さらな
る中程度頻度および低頻度のノイズを除去し、これにより、時間枠の全体にわたり、視覚
的注意の焦点が一般的な傾向に当てられる。
【０３３５】
　しかし、実験の各々においては、一部の群のマウスのベースラインにおける水平方向お
よび垂直方向の活動（８日間）が、何らかの形で異なっていた。したがって、本発明者ら
はまず、Ｚ値を用いて、各群について個別にベースラインの活動を標準化し、次いで、こ
れらの値に対して、ガウスフィルタリングを実施するか、または多項式を近似するした。
【０３３６】
　統計学的な解析：Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａ（Ｗｏｌｆｒａｍ）で書かれたマクロプログ
ラムを用いることにより、データのビニングおよびガウスローパスフィルターによるデー
タの平滑化を実施した。マクロプログラムおよび指示書は、ｍａｙｏｒｅｓｅａｒｃｈ．
ｍａｙｏ．ｅｄｕ／ｍａｙｏ／ｒｅｓｅａｒｃｈ／ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ＿ｌａｂ／ｓｏｆ
ｔｗａｒｅ．ｃｆｍにおいて入手可能である。ｚ統計（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｉ
ｎｃ．）に基づいて予測されるモデル値およびそれぞれの標準誤差を用いて、多項式回帰
モデルおよび処置群の統計学的比較を実施した。直接的な対応のある処置の比較は、時間
枠の全体にわたる各日において実施し、統計学的な有意性は、閾値を典型的なα＝０．０
５として決定した。多重比較のための調整は行わなかった。
【０３３７】
　結果
　感染の９０日後において施すと、ｒＨＩｇＭ１２はＳＪＬマウスにおける水平方向の活
動を改善する
　感染の９０日後（ｄｐｉ）におけるＳＪＬマウス５匹ずつの３つの群を活動ボックスに
入れ、連続８日間にわたりベースラインの活動を測定した。２つの群のマウスを、ｒＨＩ
ｇＭ１２またはアイソタイプの対照ＩｇＭ　２００μｇずつの単回投与で処置した。第３
群は、生理食塩液で処置した。処置後、自発活動を、８週間にわたり持続的に記録した。
データは、１時間のブロックで収集したため、本発明者らは、各群について約９００ずつ
のデータ点を得た。この元の生データ（図３２Ａ～Ｃ）は高度に変動的であるので、処置
群間の差異を察知することは困難でありうる。３つの方法（ビニング法、ガウスフィルタ
リング、および多項式近似）全てにより、ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスが、水平方向
の活動における改善を示すのに対し、対照のＩｇＭおよび生理食塩液で処置したマウスは
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、８週間にわたり活動の変化を示さないことが明らかとなった（図３３Ａ、Ｃ、およびＥ
）。多項式近似の後、本発明者らは、３つの処置についての直接的な対応のある比較を用
いて、ｒＨＩｇＭ１２処置マウスにおける水平方向の運動機能の改善が、処置の７日後（
対照のＩｇＭと比較して）および１１日目において（生理食塩液と比較して）統計学的に
有意となることを決定した（図３４）。ｒＨＩｇＭ１２処置動物の水平方向の夜間活動に
おいて観察される改善は、約３０日間にわたり持続し、次いで、ベースラインレベルに戻
った。生理食塩液処置群の対照ＩｇＭ処置群と対比した対応のある比較は、３８～５２日
目にわたり統計学的な有意性を示した。しかし、ｒＨＩｇＭ１２処置群と対照との間で観
察される主要な差異と比較した場合、本発明者らは、対照群間におけるこれらの差異は、
生物学的に有意ではないと考える。他方、垂直方向の活動は、主要な差異を示さず、３つ
の群全てにおいて同様であった（図３３Ｂ、Ｄ、およびＦ）。
【０３３８】
　感染の４５日後に施すと、ｒＨＩｇＭ１２はＳＪＬマウスにおける水平方向および垂直
方向の活動を改善する
　以前の研究では、垂直方向の活動（後肢による立脚挙動）を主要なリードアウトとして
用いた［１］。慢性ＴＭＥＶ感染マウスでは、軸索の脱落に起因して、後肢が徐々に脆弱
となり、こわばるので、後肢による立脚が低減された。この研究の第１の実験では、ｒＨ
ＩｇＭ１２を、脱髄が最大となり、進行性の軸索喪失が始まる時点で投与した（感染の９
０日後）ところ、水平方向の活動だけが改善された。後肢による立脚挙動は影響を受けず
、３つの処置群全てにおいて同等であった。したがって、本発明者らは、早期の時点にお
ける処置がより有益でありうるか否か問うた。第２の実験では、マウス５匹の群を、感染
の４５日後に、ｒＨＩｇＭ１２、アイソタイプの対照ＩｇＭ、または生理食塩液２００μ
ｇずつの単回投与で処置した。同一の実験デザインを用い、ベースラインの活動を８日間
にわたり収集し、処置後の活動を８週間にわたり収集した。処置の約２週間後に始まるこ
の実験では、ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスが、水平方向および垂直方向のいずれの活
動においても明らかな改善を示した。これは、３つの方法の全て：データの平均化、ガウ
スフィルターまたは多項式近似の適用を用いた後で明らかとなった（図３５Ｃ～Ｈ）。対
照のＩｇＭおよび生理食塩液で処置したマウスは、研究の終了まで同様の活動レベルを示
した。ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスでは、実験が終了するまで、水平方向の活動の改
善が明らかであった。他方、垂直方向の活動の改善は、約４週間にわたって続き、次いで
、ベースライン値へと低下した。３つの処置についての直接的な対応のある比較は、ｒＨ
ＩｇＭ１２で処置したマウスにおける水平方向の運動機能の改善が、処置の１３日後にお
いて（対照のＩｇＭと比較して）、および処置の９日後において（生理食塩液と比較して
）有意に異なることを示した（図３６ＡおよびＣ）。同様に、ｒＨＩｇＭ１２で処置した
マウスにおける垂直方向の運動機能の改善も、処置の１４日後において（対照のＩｇＭと
比較して）、および処置の６日後において（生理食塩液と比較して）有意に異なった（図
３６ＢおよびＤ）。対照のＩｇＭ処置群を生理食塩液処置群と対比する比較は、水平方向
の活動または垂直方向の活動のいずれについても大きな生物学的差異を明らかにしなかっ
た（図３６ＥおよびＦ）。
【０３３９】
　ｒＨＩｇＭ１２は正常の非感染マウスにおける自発活動を変化させない
　以前の２つの実験におけるｒＨＩｇＭ１２による処置は、神経障害を来した感染マウス
において明らかに有益な効果を示した。この抗体が刺激性の特性を有し、したがって、運
動機能の増大を誘発する可能性を除外するために、本発明者らは、非感染マウスによる同
様の実験を実施した。週齢を一致させた非感染マウスの３つの群を、ｒＨＩｇＭ１２、対
照のＩｇＭ、または生理食塩液で処置した。感染マウスにおける活性の増強と比較して、
ｒＨＩｇＭ１２、ならびに、他の２つの処置は、正常マウスの運動機能の増大を誘導しな
かった（図３７）。３つの群全てが、自発活動の低下傾向を示した。この結果は、いずれ
の抗体も、正常マウスにおける活動の増大に影響を及ぼさないことを示す。
【０３４０】
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　考察
　多発性硬化症のほか、他の脱髄性疾患および神経変性疾患のための神経保護療法を開発
することが火急に必要とされている。炎症性ＣＮＳ疾患における軸索損傷の軽減を間接的
にもたらしうる抗炎症薬も存在するが、ニューロン／軸索のレベルで直接作用する薬物は
存在しない。神経保護の主要な目標は、ニューロンの機能不全を限定し、ニューロンおよ
び軸索の機能的完全性を維持しようと試みることである。多年にわたり、ＭＳの病理学的
顕徴である脱髄は、永続的な神経欠損の原因であると考えられた。今日では、脱髄が永続
的な軸索喪失に必要ではあるが十分ではないことが明らかである［９］。脱髄だけが、露
出された軸索に、Ｔ細胞の細胞傷害作用または死滅した希突起膠細胞に由来する局所性の
神経栄養性の支持の喪失により引き起こされる続発的損傷に対する素因を与える［１０］
。
【０３４１】
　ニューロン結合抗体であるｓＨＩｇＭ１２が、頑健な神経突起伸長を促進したという以
前の観察［５］は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける明らかに有益な応答を表す。この抗体の組
換え形が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて同様の特性を示したため、本発明者らは、それがＴ
ＭＥＶ誘導性脱髄性疾患を伴うマウスの運動活動に影響を及ぼすか否か問うた。運動機能
の解析は、夜間における自発活動をモニタリングすることにより実施した。第一に、本発
明者らは、脱髄が最大となり、軸索喪失が始まる時点（感染の９０日後）において、マウ
スを処置した。処置の８週間後、ｒＨＩｇＭ１２が、水平方向の運動活動だけを改善した
のに対し、垂直方向の活動は影響を受けなかった。しかし、疾患の早期に（感染の４５日
後に）マウスを処置したところ、ｒＨＩｇＭ１２は、水平方向および垂直方向のいずれの
活動も改善した。慢性ＴＭＥＶ誘導性疾患では、後肢による立脚挙動（垂直方向の活動）
への影響が最も重度であり、この活動の一因となる軸索の変性および喪失は、不可逆性で
あると考えられる。この結果、これらの軸索の損傷が不可逆的ではない疾患の早期が、処
置に理想的な時点であると考えられる。Ｊｏｎｅｓらは、ＥＡＥモデルを用い、軸索の脱
落と運動機能とを研究することにより、神経保護薬による処置は、疾患の早期、運動欠損
が始まるさらに前に開始すべきであるという同一の枠組みを提起した［１１］。第二に、
機能的改善が生じるのは処置後２週間以内であり、約２５～３０日間後には減衰し始める
ため、運動機能を維持するには、処置を反復することが必要でありうる。本発明者らの研
究では残念ながら、結果としてアナフィラキシーをもたらす、マウスにおける抗ヒト抗体
免疫反応のために、ヒトＩｇＭの複数回投与を検証することが可能ではなかった。Ａ２Ｂ
５とは、神経突起成長もまた促進する［５］マウスモノクローナル抗体であり、機能的転
帰およびその作用の持続時間に対する複数回投与対単回投与を検証することが可能な候補
抗体を表す。最後に、いずれの処置も、非感染の正常動物の運動機能には効果を及ぼさな
かった。処置に関わらず、正常マウスの全ての群は、自発活動の漸進的な低下を示したが
、これは、環境への馴化により説明することができる。正常動物におけるこの活動の低下
は、ｒＨＩｇＭ１２により誘導される、疾患マウスの活動の増大をさらにより印象的なも
のとする。
【０３４２】
　本発明者らは、神経欠損の発症を防止することが一般に極めて困難であった、炎症性脱
髄性疾患の慢性進行性モデルにおける運動機能の改善を裏付けた。したがって、ニューロ
ン結合モノクローナル抗体ｒＨＩｇＭ１２は、ヒトＭＳを処置するだけでなく、また、他
の脱髄性障害または神経変性障害を処置するためにも極めて有望な治療剤を表す。加えて
、臨床的に無症状のＭＳによる侵襲例も見られるため［１２、１３］、本発明者らは、神
経保護的化合物を免疫調節剤で補完すべきであることも提起した［１１］。本発明者らは
、免疫調節剤薬とｒＨＩｇＭ１２とによる組合せ処置が、軸索損傷後におけるＣＮＳの保
存および修復の著明な増強を結果としてもたらしうることを提起する。
【０３４３】
　まとめると、この研究による結果は、以下の３つの重要な結論を提示する：１）処置を
施す病期が極めて重要である（早期の処置ほど有益性が増大する）こと；２）運動機能の
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改善をさらに維持するには、処置の反復が必要でありうること；および３）ｒＨＩｇＭ１
２が毒性ではなく、正常な非感染動物における運動機能には影響を及ぼさないこと。これ
らの知見は、ニューロンを標的とする組換え抗体が、慢性軸索脱髄モデルにおける神経機
能を改善するという仮説と符合する。
【０３４４】
【数９】

【０３４５】
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【数１０】

【０３４６】
　（実施例２０）
　運動ニューロン疾患であるＡＬＳを処置するためのニューロン保護的ヒトモノクローナ
ル抗体
　筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）とは、主に前角細胞および皮質脊髄路ニューロンを損な
う深刻な神経疾患である。ＡＬＳとは、脳および脊髄における運動細胞の進行性の変性を
特徴とする運動ニューロン疾患である。運動細胞（ニューロン）は、個体が動き回り、話
し、呼吸し、嚥下することを可能とする筋肉を制御する。神経がそれらを活性化しなけれ
ば、筋肉は徐々に脆弱化し、失われる。広範な研究にもかかわらず、この障害の病因は、
大部分未知であり、有効な処置は見られない。ＡＬＳのまれな遺伝子形態を伴う少数の患
者において関与する遺伝子により、この障害に対する潜在的な鍵がもたらされる［１］。
同定された１つの遺伝子変異は、Ｃｕ／Ｚｎ　ＳＯＤ（銅／亜鉛スーパーオキシドジスム
ターゼ）変異であり、これは、ＡＬＳの遺伝子形態を伴う患者のうちのわずかな比率にお
いて存在する［２］。ＳＯＤ変異を保有する患者は、関連の遺伝子変異を伴わずにこの疾
患を自発的に発症する患者と比較して、神経学的転帰が酷似することが明らかである［３
］。この酵素は、スーパーオキシドを触媒して、酸素および過酸化水素をもたらす。ＳＯ
Ｄ１とは、ＡＬＳと関連する酵素形態である。軸索輸送を急速に損なうＳＯＤ１の機能獲
得が認められると考えられている［４］。家族性ＡＬＳにおけるＳＯＤ変異の頻度は１２
～２３％で変化し、この遺伝子は通常、常染色体優性遺伝子として遺伝する。
【０３４７】
　この遺伝子を同定することにより、新たな薬物をデザインし、調べるための、ＡＬＳの
疾患特徴を伴う動物モデルの開発が可能となった。ＡＬＳの遺伝形態と非遺伝形態とは類
似の疾患であるため、根底的な原因は、関連している可能性がある。したがって、遺伝性
ＡＬＳのマウスモデルにおいて有効な薬物はまた、ＡＬＳのより一般的なランダム形態を
伴う患者においても作用する。ヒトＳＯＤ１遺伝子およびＡＬＳの病理学的特徴を伴うト
ランスジェニックマウスモデルの利用可能性により、この疾患のための薬物の開発が推進
されてきた［５］。これらのトランスジェニックマウスは、進行性の運動ニューロン喪失
および神経欠損を発症する。ＡＬＳの遺伝形態と非遺伝形態とは臨床的に類似するため、
運動ニューロン機能における根底的な欠損が関連している可能性がある。ＳＯＤ１関連Ａ
ＬＳにおいて有効な試薬はまた、有病率の高いＡＬＳの散発形態の一助ともなる。現在の
ところ、ＡＬＳ用に市販されている薬物は、グルタミン酸遮断薬であるＲｉｌｕｔｅｋ（
登録商標）（Ｒｉｌｕｚｏｌｅ錠）の１つに過ぎない。しかし、研究により、この薬物は
、患者の生活の質を改善せず、寿命を平均２カ月間延長しうるに過ぎないことが示されて
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いる。より有効な薬物が火急に必要とされていることが明らかである。
【０３４８】
　本発明者らの実験室では、中枢神経系（ＣＮＳ）の脱髄性障害および変性障害を処置す
るための新規の療法を開発し［６］、ＣＮＳにおける修復を誘導することが示されている
、希突起膠細胞［７］またはニューロン［８］に結合する一連のヒトモノクローナル抗体
（ｍＡｂ）を同定した。これらの抗体は、クローニングされ、配列決定され［９］、将来
の臨床試験のためにＧＭＰグレードの施設で大量に作製されている［１０］。組換えヒト
抗体ＩｇＭ１２（ｒＨＩｇＭ１２）は、ワルデンシュトレーム型マクログロブリン血症を
伴う患者から単離された抗体に由来する［１１］。この抗体は、ＣＮＳのニューロンおよ
び軸索を特異的に標識する［８］。ＩｇＭ抗体であるにもかかわらず、上記の実施例で示
した通り、ＩｇＭ１２は、血液脳関門を越え、ＣＮＳ内の軸索およびニューロンに特異的
に結合する。Ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、ｒＨＩｇＭ１２は、小脳顆粒ニューロン、皮質
ニューロン、海馬ニューロン、および網膜神経節細胞ニューロンを含めた広範なニューロ
ンに結合する［１２］。ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける実験は、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロ
ンを細胞死から保護することを裏付ける。ＡＬＳ（ＡＬＳの遺伝形態および自発形態の両
方）の早期に患者に投与されたモノクローナル抗体であるｒＨＩｇＭ１２は、前角細胞を
保護し、軸索損傷を防止し、これにより、身体障害の開始を遅らせ、生存を改善するよう
に作用しうる。
【０３４９】
　結果
　本発明者らは、Ｇ８６Ｒ　ｈＳＯＤ１変異（ＦＶＢＴｇ　ＳＯＤ１　Ｇ８６Ｒ　Ｍ１Ｊ
ｗｇ、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｓ）［１３］を伴うマウスを、ヒト抗体ｒＨＩｇＭ１２で
処置する実験を実施した。Ｇ８６Ｒマウスは、出生時は正常に見える。しかし、約９０～
１００日齢から、Ｇ８６Ｒマウスは、顕著な体重減少を経て、著明な筋肉の萎縮を発症し
、急激な体重減少から数週間以内に呼吸器不全で死滅する。ＬＵＤＯＬＰＨ？無作為化「
盲検」試験では、これらのマウスが５５日齢のときに、ＧＭＰグレードで精製されたｒＨ
ＩｇＭ１２を、単回腹腔内投与（２００μｇ）として施した。これに対し、プラセボ群に
は、リン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）を施した。少数のマウスは未処置のまま放置して、
人為的な操作を伴わない疾患の自然経過を決定した。ＰＢＳ処置マウスおよび非処置マウ
スについてのデータは同様であったため、これらの群を統計学的な解析のために併合した
。マウスは、本発明者らの実験室の１人の試験実施者による処置のために無作為化し、そ
れらが臨死となるまで、別の「盲検処理された」試験実施者に神経欠損について観察させ
た。処置する試験実施者と、病理学的解析を実施する他の試験実施者とは、コードが解読
されるまで無作為化プロトコールについて知らされなかった。
【０３５０】
　動物は毎週ベースで秤量して、ヒトｍＡｂによる処置が、生存を延長するだけでなく、
また、体重減少の開始も遅らせるか否か決定した。結果は驚くべきものであり、ｒＨＩｇ
Ｍ１２を施された動物における生存の、ＰＢＳを施された動物と比較して統計学的に有意
な延長を示した。試験実施者は、平均で２５～３０日間にわたる生存の増大（これは、カ
プラン－マイヤー曲線（図３８）を介して統計学的な有意性（Ｐ＝０．００８）を示した
）を記録した。加えて、ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスは、動物の疾患進行の評価にお
いて一般に評価されるパラメータである体重の減少［１８］がそれほど顕著ではなかった
（図３９）。本発明者らの知る限り、これは、ニューロンを指向する完全組換えヒトモノ
クローナル抗体が、ＡＬＳ表現型を伴う動物の生存を延長するのに有効であることについ
ての最初の実証である。
【０３５１】
　動物が臨死期に到達したら、それらを屠殺し、Ｔｒｕｍｐ固定剤で潅流した。脊髄を摘
出し、１ｍｍのブロックへと切断し、１μｍ厚の切片用のＡｒａｌｄｉｔｅプラスチック
内に包埋した。これらの切片を組織学的に検討した。ＳＯＤ変異に由来するＡＬＳを発症
した動物は、軸索が分解されるときに比較的容易に同定されるミエリン渦が脊髄白質にお
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いて発生するように、白質路において著明な軸索変性を示した。ｒＨＩｇＭ１２を施され
た動物の胸部切片における脊髄渦（変性軸索）の数を、ＰＢＳを施された動物の場合と対
比して定量化したところ、モノクローナル抗体療法で処置した動物におけるミエリン渦の
数は、統計学的に有意に少なかった（図４０）。
【０３５２】
　また、脊髄切片を、ＣＮＳにおけるニューロンを特異的に標識し、前角細胞のほか、後
角細胞におけるニューロンも極めて良好に明確化するマーカーであるＮｅｕＮに対する抗
体でも染色した。多くの前角細胞を、ｒＨＩｇＭ１２を施された動物の脊髄胸部において
、ＰＢＳと比較して定量化した（図４１、左）。ｒＨＩｇＭ１２を施された動物において
保存された前角細胞の数の増大には、ＰＢＳと対比して高度に統計学的な差異が見られた
。また、後角細胞におけるニューロンについての同様の解析も、ｒＨＩｇＭ１２で処置し
たマウスのニューロンの有意な増大を明らかにした（図４１、右）。
【０３５３】
　ヒト抗体であるｒＨＩｇＭ１２は、マウス、ヒト（図４２）、ウサギ、および霊長動物
を含めた多くの種から得られた多くの種類のＣＮＳのニューロンの表面に結合する。これ
により、ｒＨＩｇＭ１２によるニューロンのシグナル伝達が、マウスからヒトを含めた哺
乳動物において保存されていることの証拠が提示される。ＳＯＤマウスによる本発明者ら
の研究は、前角細胞および後角細胞を死滅から保護することにより、脊髄軸索の変性が減
少し、動物の生存が増大しうることを示唆する。上記の前出の実施例において記載した培
養物中の皮質ニューロンによる実験は、ニューロンをｒＨＩｇＭ１２で処置することによ
り、ニューロンを細胞死から保護しうることを裏付ける（図３を参照されたい）。新生仔
マウスから増殖させた皮質ニューロンを、ごく高濃度の過酸化水素に曝露して、ニューロ
ンのうちの９０％が死滅する濃度を決定した。過酸化水素に曝露したニューロンを、ｒＨ
ＩｇＭ１２またはニューロンに結合しない別のヒトＩｇＭで同時に処置した。ｒＨＩｇＭ
１２による処置は結果として、ニューロンのうちの８０％の保存をもたらした。これに対
し、対照のＩｇＭによる処置は結果として、過酸化水素への曝露後におけるニューロンの
うちの９０％の死滅をもたらした。本発明者らは、ｒＨＩｇＭ１２が、ニューロンを細胞
死から保護することにより、ＡＬＳを伴う動物における寿命を延長すると仮定した。
【０３５４】
　ヒト抗体はまた、組織培養プレート上における基質としても調べ、小脳ニューロンまた
は皮質ニューロンからの正常な細胞伸長過程を促進する能力について比較した。ニューロ
ンの表面に結合する抗体であるｒＨＩｇＭ１２およびｓＨＩｇＭ４２と、ニューロンに結
合しない抗体であるｒＨＩｇＭ２２およびｓＨＩｇＭ３９とを、この過程を強力に支持す
る細胞外マトリックス分子であるラミニンと比較した。ヒト抗体であるｒＨＩｇＭ１２ま
たはｓＨＩｇＭ４２の基質上で成長しつつあるニューロンは結果として、ラミニンにより
観察される場合と同様の、ニューロン成長の劇的な拡大をもたらした［８］。この研究は
また、ｒＨＩｇＭ１２の存在下では、ニューロンの挙動が正常であることも示した。
【０３５５】
　分子量が百万に近いＩｇＭは、循環から血液脳関門（ＢＢＢ）を越えてＣＮＳに入るに
は大型に過ぎるというのが一般に受容された定説であった［１５］［１６］。しかし、一
部の抗体は、ＢＢＢを確かに越えるという証拠が蓄積されつつある。本発明者らは上記で
、末梢への注射後に、ｒＨＩｇＭ１２を脊髄内で検出することについて記載した。ｒＨＩ
ｇＭ１２または対照のヒトＩｇＭ　１．０ｍｇを、脱髄性脊髄病変を伴うマウスへと腹腔
内投与した。４時間後、マウスを屠殺し、脊髄切片を、ヒトＩｇＭミュー鎖および抗ニュ
ーロフィラメント抗体の存在について免疫染色した。ｒＨＩｇＭ１２を施されたマウスで
は、共焦点顕微鏡法により、脱髄病変内のヒトミュー鎖が、並列経路内に末端で切断され
た束として、軸索のマーカーである抗ニューロフィラメント抗体と共局在化することが裏
付けられた（図１５を参照されたい）。対照のＩｇＭを施されたマウスの脊髄病変内では
、ヒトＩｇＭが見出されなかった。
【０３５６】
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　提示される研究は動物モデルにおける研究であるが、これらの研究結果のうちの多くの
興味深い側面により、この新規の手法がヒト患者において有効であることがさらに示され
る。本明細書で記載されて用いられるＩｇＭ１２抗体が、完全ヒト、モノクローナル抗体
であることは重要である。結果として、マウスでこの抗体を用いうるのは単回投与だけで
ある。その後も投与すれば、動物に抗体に対する免疫反応を発生させる結果として、ｒＨ
ＩｇＭ１２の中和またはアナフィラキシーに起因する動物の死がもたらされる。しかし、
これらは「真の」ヒト抗体であるので、ｒＨＩｇＭ１２で処置したヒト患者は、それらに
対する免疫反応を発生させる可能性が低い。ｒＨＩｇＭ１２はまた、有害作用または抗体
遮断反応の発生を伴わずに、潜在的に持続的な間欠的ベースで患者に施すこともできる。
ｒＨＩｇＭ１２は、天然ヒト自己抗体であるため、有害な副作用が生じる可能性が低く、
したがって、本発明者らは、この薬剤の毒性が最小限となることを予測する。ｒＨＩｇＭ
１２がヒトにおいて安全であることの証拠が多く存在する。ＡＬＳモデルにおいてこれら
の肯定的な結果がもたらされる前に、本明細書の上記の通り、神経疾患の複数のモデルに
おいて、抗体の血清形態であるｓＨＩｇＭ１２を調べたが、毒性は生じなかった。これら
の研究において、本発明者らは、１）１ｍｇの投与後、ウイルスを介する脱髄を伴うマウ
スにおけるＣＮＳ病態の増大が見られないこと、２）２００μｇの投与後、活性ＥＡＥを
伴うマウスにおける臨床スコアの重症度に増大が見られないこと、および３）３００μｇ
の投与後、正常ＣＤ－１マウスでは、血液化学反応および組織病態に異常がないことを見
出した。そうであってもなお、ＡＬＳの認知された動物モデルにおけるマウスへの単回投
与が、目覚ましい結果をもたらしたことが注意される。
【０３５７】
　ｒＨＩｇＭ１２は既に、ＧＭＰグレードの施設で、ＦＤＡのガイドラインに従い増殖さ
せており、安定的な、トランスフェクト細胞系を、ＦＤＡのガイドラインに準拠して生成
し、外膜感染を伴わずに保管している。これらの細胞系を、＞５０の感染性生物によるパ
ネルに対して調べたところ、全ての細胞系が陰性の結果を示した。加えて、これらの細胞
系により、組織培養物（１５０μｇ／ｍｌ）中に大量の抗体が作製される。ｒＨＩｇＭ１
２を、ＦＤＡのガイドラインに従い、外膜のウイルス、ＤＮＡ、ＲＮＡ、または他の外因
性物質を伴わずに、純度＞９７％まで精製する方法が確立されたことから、前臨床段階に
おけるｒＨＩｇＭ１２の、早期ＡＬＳを伴う患者における将来の第Ｉ相臨床試験のための
強力な基礎がもたらされている。
【０３５８】
　進行中の研究
　上記で、組換えヒトモノクローナル抗体（ｒＨＩｇＭ１２）が、前角細胞および軸索の
喪失を防止することにより、ヒトＡＬＳのトランスジェニックモデルにおける生存を延長
しうることを示したので、ＡＬＳ患者における第Ｉ相臨床試験へと向かって、薬物動態お
よび毒性を介する前臨床データを作成する研究が進行中である。
【０３５９】
　プラセボ抗体と対比した盲検研究
　ＡＬＳの表現型を伴うＳＯＤマウスの２つの株（ＳＯＤ１　Ｇ８６ＲおよびＳＯＤ１　
Ｇ９３Ａ）において、組換えヒト抗体ｒＨＩｇＭ１２を、アイソタイプ対照のヒト抗体で
あるｓＨＩｇＭ３９と対比して調べる、決定的な「盲検」プラセボ対照研究を実施する。
組換えヒト抗体であるｒＨＩｇＭ１２　２００μｇの単回投与の、疾患を軽減する有効性
を、Ｇ８６Ｒ　ＳＯＤ１およびＧ９３Ａ　ＳＯＤ１両方［１４］（Ｂ６　Ｃｇ－Ｔｇ　Ｓ
ＯＤ１　Ｇ９３Ａ　１Ｇｕｒ、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｓ）の変異体トランスジェニック
マウスモデルにおいて、アイソタイプ対照のヒト抗体であるｓＨＩｇＭ３９　２００μｇ
の投与と比較して調べる。ＥＮＭＣによる発症前処置の推奨に従い、抗体による処置を５
５日齢で行った［１８］ところ、ｒＨＩｇＭ１２をＰＢＳと比較するパイロット研究を反
映する結果がもたらされた（図３８～４１）。主要評価項目は、生存および体重減少の防
止である。各実験群は、上記データに基づく差異を検出するのに十分な２４匹のマウスか
らなる。加えて、屠殺後の全てのマウスにおけるＣＮＳも検討し、ＮｅｕＮについての標
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識を用いて胸部中央の脊髄における前角細胞の数を決定した。異常なミエリン渦により示
される、変性した軸索の数をカウントした。Ｇ９３Ａ　ＳＯＤ１変異体モデル（Ｂ６．Ｃ
ｇ－Ｔｇ）であるＳＯＤ１　Ｇ９３Ａ　１Ｇｕｒ／Ｊ（型番００４４３５；Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）は、これが、ＡＬＳについての、最初の、遺伝子ベースで、
最も広く用いられ、最もよく特徴付けられたモデルであり、ｒＨＩｇＭ１２についての結
果を、処置の枠組みについての広範なデータベースと比較することを可能とするために包
含した。Ｇ８６Ｒマウスは、疾患の発症が遅く（７カ月後）、進行が速いのに対し、Ｇ９
３Ａマウスは、発症が速く（３～４カ月後）、進行が遅い。この研究は、ＳＯＤ１マウス
への外来タンパク質の導入について調整し、また、作用機構の概念についても取り組むも
のである。ｒＨＩｇＭ１２のニューロン結合特徴は、極めて重要であり、ニューロンに結
合しないＩｇＭは、疾患を改善しないはずである。本研究における主要評価項目は、生存
の増大（１０％以上：Ｐ＜０．０５）および体重減少の軽減（１０％以上：Ｐ＜０．０５
）である。ＳＯＤ１マウスのうちの少なくとも１つの株で改善が見られれば、成功と考え
る。全てのマウスを、いずれかの側に仰臥させて１５～３０秒間以内に自ら直立できなく
なる時点で屠殺する。副次評価項目では、ミエリン渦の異常、および脊髄胸部（Ｔ６レベ
ル）におけるＮｅｕＮ陽性前角細胞の密度により示される、変性した軸索の数を測定する
。１）ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスの体重減少が対照と比較して２０％多い場合、２
）ｒＨＩｇＭ１２で処置したマウスが発作を発症する場合、３）ｒＨＩｇＭ１２で処置し
たマウスの死亡率が対照より２０％高い場合は、有害事象を考慮した。
【０３６０】
　用量滴定研究
　上記の研究における肯定的な結果に続き、ＳＯＤ１マウスを死滅から保護するのに要請
される最小限の用量を決定するために、用量滴定研究（５５日齢のマウス１匹当たり０、
５、５０、１００、および２５０μｇの単回投与を施す）を企図する。マウス脳幹につい
てのＭＲ分光法を用いて、Ｎ－アセチルアスパラギン酸（ＮＡＡ）を測定する。本発明者
らは、他の神経疾患モデルにおいて、脳幹内のＮＡＡが、脊髄全体における軸索健康の優
れたサロゲート指標であることを示した［１７］。ＭＲ分光法のデータは、ｒＨＩｇＭ１
２を用いる潜在的なヒト試験における抗体有効性についてのサロゲートマーカーとしての
ＮＡＡを検証する一助となる。５５日齢のＳＯＤ１マウス２０～２４匹の群に、腹腔内を
介して０、５、５０、１００、および２５０μｇの単回投与を施す。主要評価項目および
副次評価項目ならびに有害事象については上記と同じとするが、Ｎ－アセチルアスパラギ
ン酸（ＮＡＡ）を測定する、脳幹におけるＭＲ分光法が加わる。ＭＲ分光法は、１００日
齢時および屠殺直前の抗体による処置日において、各マウスについてまとめる。１００日
後または最終走査時の任意のｒＨＩｇＭ１２処置群の脳幹におけるＮＡＡ濃度の、生理食
塩液で処置したマウスと比較した１０％（Ｐ＜０．０５）の増大を改善と考える。
【０３６１】
　薬物動態研究およびＢＢＢ
　研究は、正常マウス血液免疫グロブリンのバックグラウンドにおけるヒトＩｇＭを特異
的に検出する、確立されたＥＬＩＳＡ検出システムを用いて、２００μｇの静脈内単回投
与の５０～７０日［１８］後のＳＯＤ１　Ｇ８６ＲマウスおよびＳＯＤ１　Ｇ９３Ａマウ
スにおいて実施する。ヒトＩｇＭは、投与後の多様な時点（０、１５分間、３０分間、１
時間、４時間、８時間、１２時間、１８時間、２４時間、２日間、３日間、５日間、およ
び７日間）の血液中で測定する。マウスの血液量は、少量（全血液量＜１．５ｍｌ）であ
るため、各回収時点では、３つの個別のマウスを用いる。
【０３６２】
　ｒＨＩｇＭ１２は、末梢への注射後、血液脳関門を越え、ニューロンと相互作用して、
それらを死滅から保護しながら、神経系に直接作用することが提起される。ヒト抗体が血
液脳関門を越えず、免疫反応の側面を刺激し、次いで、軸索保護をもたらす可能性もある
が、その可能性は高くない。この問題に十分に取り組むために、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける
３５Ｓ標識したｒＨＩｇＭ１２の追跡を用いる。３５Ｓ標識したｒＨＩｇＭ１２の２つの
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用量レベルである、２５０μｇと、上記で確立された最小有効用量とを、５０～７０日齢
のＳＯＤ１マウスにおいて追跡する。３５Ｓ標識したｒＨＩｇＭ１２の静脈内投与後、血
液脳関門を越え、注射の４、８、２４、４８、および７２時間後の脳／脊髄実質において
見出される３５Ｓの百分率を決定した。加えて、既に公表されているオートラジオグラフ
ィー法［１９］を用いて、脳／脊髄における３５Ｓの局在化部位も決定した。
【０３６３】
　血清半減期研究
　ｒＨＩｇＭ１２が有効性を裏付けた、ＳＯＤ１株（複数可）における２００μｇの投与
を用いて、ｒＨＩｇＭ１２についての血中反応速度試験を実施する。研究は、静脈内注射
後７日間にわたる１３の回収点において、１時点当たり３匹ずつのＳＯＤ１マウス群によ
り実施する。５０～７０日齢のＳＯＤ１マウスを処置して、処置時点における抗体反応速
度を理解する。ｒＨＩｇＭ１２の血清半減期、曝露の飽和、および中和抗体であるＩｇＭ
の存在について決定する。放射性同位体（３５Ｓ）標識したｒＨＩｇＭ１２を追跡する研
究では、上記の最小限の有効用量の決定が要請される。５０～７０日齢のＳＯＤ１マウス
に、ｒＨＩｇＭ１２　２５０μｇおよびｒＨＩｇＭ１２の最小限の有効用量（少なくとも
１×１０７ｃｐｍを含有する）［１９］の単回静脈内投与を施して、ｒＨＩｇＭ１２が、
治療的処置の時点でＣＮＳに入るかどうかに取り組む。注射の４、８、２４、４８、およ
び７２時間後において、脳、脊髄、肝臓、心臓、肺、胃、腸、筋肉、脾臓、肝臓、膵臓を
含めた主要な組織を迅速に摘出する。組織部分１５０ｍｇを摘出し、秤量し、Ｓｏｌｖａ
ｂｌｅ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）中で溶解させ、シンチレーション液（Ｕｌｔｉｍａ
　Ｇｏｌｄ、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）中でｃｐｍを決定した。同位体で標識したｒＨ
ＩｇＭ１２を、オートラジオグラフィーを用いて脊髄切片中で局在化させる［１９］。こ
の実験では、主要評価項目を、ｒＨＩｇＭ１２を注射した４、８、２４、４８、および７
２時間後に対照のゼロ時点と比較した、マウスの脳または脊髄における３５Ｓ同位体の蓄
積とする。任意の時点の脳または脊髄の全体１ｍｇ当たりの３５Ｓのカウントの５０％（
Ｐ＜０．０５）の増大を有意と考え、ｒＨＩｇＭ１２がＣＮＳに入りうることの証拠であ
ると考えた。オートラジオグラフィー研究では、マウスに標識したｒＨＩｇＭ１２を投与
し、ｒＨＩｇＭ１２がＣＮＳ内で増大する時点において脊髄を摘出した。脊髄切片中のニ
ューロン全体１ｍｍ２当たりの銀目の５０％の増大を、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける抗体ター
ゲティングの有意な証拠と考えた。
【０３６４】
　初期毒性研究
　ｒＨＩｇＭ１２により実験を実施して抗体が正常ＣＤ－１マウスおよび正常ウサギにお
いて毒性であるか否か決定する：両方の性別の正常ＣＤ－１マウス１０匹の群に、上記で
決定したｒＨＩｇＭ１２の最小限の有効用量の１倍（１×）、１０倍（１０×）、および
２０倍（２０×）、または生理食塩液を、１回または７日間にわたり毎日静脈内投与する
。２週間後、「完全」剖検を介して血液および組織を回収して解析する。主要な器官全て
の組織切片を、毒性評価において熟練した獣医科の病理学者が「盲検により」検討する。
血液を、肝臓酵素、心臓酵素、電解質および血液学グループに対する効果についての血液
研究を含めた、通常の毒性スクリーンパネルのための化学および血液学で特徴付ける。同
一の曝露研究を齧歯動物以外の種において実施し、各性別のウサギ２匹ずつを各用量で調
べる。加えて、ｒＨＩｇＭ１２を用いる組織の交差反応性研究を、抗体が他の任意の組織
または器官に結合するか否か決定するのに用いる。マウス、ウサギ、霊長動物、およびヒ
ト（Ｚｙｍｅｄ）に由来するパラフィン包埋した組織切片のパネルを、ｒＨＩｇＭ１２ま
たは対照のヒトＩｇＭで免疫標識する。ｉｎ　ｖｉｖｏにおける状況をより緊密に模倣す
るので、各組織内の結合の強度および構造を画像化し、ｒＨＩｇＭ１２および対照のＩｇ
Ｍによる組織チョッパーで切断した生存組織スライスの標識化と比較する［７］。加えて
、ＦＤＡへの治験薬申請の予備的毒性試験部門と一致して、ｒＨＩｇＭ１２および対照抗
体の結合も、凍結ヒト組織および凍結霊長動物組織において調べる。組織交差反応性研究
は、マウスおよびウサギにおける曝露研究の間、特に、器官をモニタリングするための鍵
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【０３６５】
　組織への結合
　有効性を決定した後、これらの研究では、標的組織および標的以外の組織への結合に取
り組む。ヒトおよびカニクイザル（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ）の市販される組織アレ
イ（Ｚｙｍｅｄ）および切片を、１０μｇ／ｍｌのｒＨＩｇＭ１２および対照のヒトＩｇ
ＭであるｓＨＩｇＭ３９で免疫標識する。ディジタル画像を用いて標識の強度を比較する
。ｒＨＩｇＭ１２の、パラフィン包埋して固定した組織アレイおよび凍結させたヒトおよ
び霊長動物の脳および脊髄への結合を、生存マウスの小脳スライスにおいて観察される抗
体結合と比較する。本発明者らは、標準的な効力アッセイである生存小脳スライスへの抗
体結合を用いたが、これは、ｒＨＩｇＭ１２の血清形態が同定された最初のスクリーンで
ある。
【０３６６】
【数１１】

【０３６７】
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【数１２】

【０３６８】
　本発明は、その精神または本質的な特徴から逸脱しない限りにおいて、他の形態で実施
することもでき、他の方式で実行することもできる。したがって、本開示は、例示的なも
のであり限定的なものではない全ての態様、付属の特許請求の範囲により示される本発明
の範囲にあるものと考えられ、同等性の意味および範囲内に収まる全ての変化がその中に
包含されることを意図する。
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摘要(译)

要解决的问题：提供人抗体及其诊断和治疗用途，用于治疗神经疾病。解决方案：本发明提供特异性结合成员，特别是人抗体，特
别是重组抗体及其片段，其能够结合并识别CNS中的神经元并在CNS神经元中引发反应。该抗体可用于神经保护以及与神经损伤，
神经损伤或神经变性和神经退行性疾病相关的病症的诊断和治疗。本发明的抗体，其可变区或CDR结构域序列及其片段还可以与化
学治疗剂，免疫调节剂或神经活性剂和/或与其他抗体或其片段组合用于治疗。抗体的例子是抗体IgM12和IgM42，其序列在本文中
提供。所附图：无
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