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(57)【要約】
　ある特定の化合物がＴＮＦに結合し、ＴＮＦ受容体に結合するトリマーＴＮＦのコンフ
ォメーションを安定化することが証明された。そのような化合物の複合体とＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーとの複合体に選択的に結合する抗体が開示される。これらの抗体を
使用して、同じ活性を有し、標的遭遇バイオマーカーとしての、さらなる化合物を検出す
ることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質と、（ｉｉ）ＴＮ
Ｆスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合することができる化合物
とを含む複合体に選択的に結合する抗体であって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴ
ＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーによって誘導されるシ
グナル伝達を調節する、上記抗体。
【請求項２】
　化合物が、受容体を介してトリマーにより誘導されるシグナリングに拮抗する、請求項
１に記載の抗体。
【請求項３】
　化合物が、化合物の非存在下でのトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの
安定性と比較して、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの安定性を増加さ
せる、請求項２に記載の抗体。
【請求項４】
　安定性の増加が、少なくとも１℃のトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバー
の温度遷移中点（Ｔｍ）の増加をもたらす、請求項３に記載の抗体。
【請求項５】
　安定性の増加が、少なくとも１０℃のトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーの温度遷移中点（Ｔｍ）の増加をもたらす、請求項４に記載の抗体。
【請求項６】
　トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴｍの増加が１０℃～２０℃であ
る、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
　化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容体に
対する結合親和性と比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対
する結合親和性を増加させる、請求項１から６までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項８】
　化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容体に
対する結合に関する結合速度（ｋｏｎ－ｒ）及び解離速度（ｋｏｆｆ－ｒ）値と比較して
、ｋｏｎ－ｒを増加させること、及び／又はｋｏｆｆ－ｒを減少させることによって、Ｔ
ＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する結合親和性を増加させる、請
求項７に記載の抗体。
【請求項９】
　化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのその受容体に対
する結合に関するｋｏｎ－ｒ値と比較して、結合速度（ｋｏｎ－ｒ）を増加させることに
よって、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する結合親和性を増加
させる、請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容体に
対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対す
るＫＤ－ｒを減少させ、
　ａ）化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に
対するＫＤ－ｒを少なくとも１０分の１に減少させ、
　ｂ）化合物の存在下での、必要な受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーのＫＤ－ｒ値が１０ｎＭ未満である、請求項７から９までのいずれか一項に記載の
抗体。
【請求項１１】
　化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのその受容体に対
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するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する
ＫＤ－ｒを減少させ、
　ａ）化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのその受容体
に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対
するＫＤ－ｒを４分の１以下に減少させる；
　ｂ）化合物の存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する
結合に関するＫＤ－ｒ値が６００ｐＭ未満である、
請求項７から９までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１２】
　化合物の存在下での、必要な受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーのＫＤ－ｒ値が２００ｐＭ未満である、請求項１１に記載の抗体。
【請求項１３】
　前記化合物が５００ｎＭ以下のＩＣ５０値を有する、請求項１から１２までのいずれか
一項に記載の抗体。
【請求項１４】
　化合物が、化合物（１）～（６）、又はその塩若しくは溶媒和物からなる群から選択さ
れる、請求項１から１３までのいずれか一項に記載の抗体。
【化１】

【化２】
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【化３】

【化４】

【化５】

又は
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【化６】

【請求項１５】
　抗体が、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーの非存在下での化合物への結合
及び／又は化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーへの結合
と比較して、トリマー－化合物複合体に選択的に結合する、請求項１から１４までのいず
れか一項に記載の抗体。
【請求項１６】
　抗体が、化合物の非存在下でのトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの結合及
び／又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物への結合に関するＫＤ

－ａｂの少なくとも１００分の１のＫＤ－ａｂでトリマー－化合物複合体に結合する、請
求項１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　抗体が、化合物の非存在下でのトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの結合及
び／又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物への結合に関するＫＤ

－ａｂの少なくとも２００分の１のＫＤ－ａｂでトリマー－化合物複合体に結合する、請
求項１６に記載の抗体。
【請求項１８】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーがＴＮＦαであり、受容体がＴＮＦ受容体である、
請求項１から１７までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項１９】
　受容体がＴＮＦＲ１である、請求項１８に記載の抗体。
【請求項２０】
　（ｉ）ヒトＴＮＦαと、（ｉｉ）化合物（１）～（６）、又はその塩若しくは溶媒和物
からなる群から選択される化合物とを含む複合体に選択的に結合する抗体。
【請求項２１】
　ＴＮＦαがＴＮＦαｓである、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２２】
　ＴＮＦαｓが配列番号３５若しくは配列番号３６の配列、又はそのバリアントを含む、
請求項２１に記載の抗体。
【請求項２３】
　ＴＮＦαがトリマーである、請求項２０から２２までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２４】
　抗体が、ＴＮＦαの非存在下での化合物への結合及び／又は化合物の非存在下でのＴＮ
Ｆαへの結合と比較して、ＴＮＦα－化合物複合体に選択的に結合する、請求項２０から
２３までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２５】
　抗体が、化合物の非存在下でのＴＮＦαへの結合及び／又はＴＮＦαの非存在下での化
合物への結合に関するＫＤ－ａｂの少なくとも１００分の１のＫＤ－ａｂでＴＮＦα－化
合物複合体に結合する、請求項２４に記載の抗体。
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【請求項２６】
　抗体が、化合物の非存在下でのＴＮＦαへの結合及び／又はＴＮＦαの非存在下での化
合物への結合に関するＫＤ－ａｂの少なくとも２００分の１のＫＤ－ａｂでＴＮＦα－化
合物複合体に結合する、請求項２５に記載の抗体。
【請求項２７】
　配列番号４～６及び１９～２１から選択される少なくとも１つの重鎖相補性決定領域（
ＨＣＤＲ）配列並びに／又は配列番号１～３、１７及び１８から選択される少なくとも１
つの軽鎖相補性決定領域（ＬＣＤＲ）配列を含む、請求項１から２６までのいずれか一項
に記載の抗体。
【請求項２８】
　配列番号６又は配列番号２１のＨＣＤＲ３配列を含む、請求項２７に記載の抗体。
【請求項２９】
　配列番号８／７又は配列番号２３／２２の重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）と軽鎖可変領域（
ＬＣＶＲ）との対に含有される、ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２及びＨＣＤＲ３配列並びにＬＣ
ＤＲ１、ＬＣＤＲ２及びＬＣＤＲ３配列を含む、請求項２７又は２８に記載の抗体。
【請求項３０】
　ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３配列組合せが、配列番号４／５／６及び配列番号
１９／２０／２１から選択され、並びに／又はＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配列
組合せが、配列番号１／２／３及び配列番号１／１７／１８から選択される、請求項２９
に記載の抗体。
【請求項３１】
　配列番号４／５／６／１／２／３又は配列番号１９／２０／２１／１／１７／１８のＨ
ＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配列組合せを
含む、請求項２７から３０までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３２】
　配列番号８若しくは２３の重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）配列及び／又は配列番号７若しく
は２２の軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）配列、又はそれらと少なくとも９５％同一である配列
を含む、請求項２７から３１までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３３】
　配列番号８／７若しくは配列番号２３／２２のＨＣＶＲ及びＬＣＶＲ配列対、又はそれ
らと少なくとも９５％同一である配列を含む、請求項３２に記載の抗体。
【請求項３４】
　（ａ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
列が、配列番号４／５／６／１／２／３からなり、残りのＨＣＶＲ及びＬＣＶＲがそれぞ
れ、配列番号８及び７に対する少なくとも９５％の同一性を含むか；又は
　（ｂ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
列が、配列番号１９／２０／２１／１／１７／１８からなり、残りのＨＣＶＲ及びＬＣＶ
Ｒがそれぞれ、配列番号２３及び２２に対する少なくとも９５％の同一性を含む、請求項
３３に記載の抗体。
【請求項３５】
　配列番号１２、１３、２７若しくは２８の重鎖及び／又は配列番号１１若しくは２６の
軽鎖、又はそれらと少なくとも９５％同一である配列を含む、請求項３２に記載の抗体。
【請求項３６】
　配列番号１２／１１、１３／１１、２７／２６若しくは２８／２６の重鎖と軽鎖との対
、又はそれらと少なくとも９５％同一である配列を含む、請求項３５に記載の抗体。
【請求項３７】
　（ａ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
列が配列番号４／５／６／１／２／３からなり、残りの重鎖及び軽鎖がそれぞれ、配列番
号１２及び１１に対する少なくとも９５％の同一性を含むか；又は
　（ｂ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
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列が配列番号４／５／６／１／２／３からなり、残りの重鎖及び軽鎖がそれぞれ、配列番
号１３及び１１に対する少なくとも９５％の同一性を含むか；
　（ｃ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
列が配列番号１９／２０／２１／１／１７／１８からなり、残りの重鎖及び軽鎖がそれぞ
れ、配列番号２７及び２６に対する少なくとも９５％の同一性を含むか；又は
　（ｄ）ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配
列が配列番号１９／２０／２１／１／１７／１８からなり、残りの重鎖及び軽鎖がそれぞ
れ、配列番号２８及び２６に対する少なくとも９５％の同一性を含む、請求項３６に記載
の抗体。
【請求項３８】
　請求項２７から３７までのいずれか一項に記載の抗体と、ＴＮＦαへの結合について競
合するか、又はそれと同じＴＮＦα上のエピトープに結合する抗体。
【請求項３９】
　ヒト化抗体である、請求項１から３８までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４０】
　Ｆａｂ、改変型Ｆａｂ、Ｆａｂ’、改変型Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、単一ドメ
イン抗体又はｓｃＦｖである、請求項１から３９までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４１】
　請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗体をコードする単離されたポリヌクレ
オチド。
【請求項４２】
　治療によるヒト又は動物の身体の処置の方法における使用のための請求項１から４０ま
でのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項４３】
　請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗体と、薬学的に許容されるアジュバン
ト及び／又は担体とを含む医薬組成物。
【請求項４４】
　対象から得られた試料中の化合物－トリマー複合体の検出のための標的遭遇バイオマー
カーとしての請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗体の使用であって、前記抗
体が検出可能であり、前記複合体がＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータ
ンパク質と、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合するこ
とができる化合物とを含み、それにより、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスー
パーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーにより誘導されるシグナル伝達
を調節する、上記抗体の使用。
【請求項４５】
　化合物－トリマー複合体が、必要な受容体に結合し、受容体を介してトリマーによって
誘導されるシグナル伝達を調節する、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの化
合物の標的遭遇を検出する方法であって、
　（ａ）前記化合物を投与された対象から試料を取得するステップ；
　（ｂ）請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗体と、前記試料及び対照試料と
を接触させるステップであって、前記抗体が検出可能である、ステップ；
　（ｃ）前記検出可能抗体の、前記試料及び前記対照試料への結合の量を決定するステッ
プ
を含み、前記検出可能抗体の前記試料への結合が前記検出可能抗体の前記対照試料への結
合よりも高いことが、前記化合物の前記トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの
標的遭遇を示す、上記方法。
【請求項４６】
　トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーのコンフォメーション変化を惹起する化合
物のスクリーニングにおける請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗体の使用で
あって、前記コンフォメーション変化が、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの
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結合に対する必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体のシグナル伝達を調節する、上記使
用。
【請求項４７】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質と、それに結合する化合
物とを含む複合体であって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスーパーファミリ
ー受容体に結合し、受容体を介してトリマーにより誘導されるシグナル伝達を調節し、前
記複合体が、１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで請求項１から４０までのいずれか一項に記載の抗
体に結合する、上記複合体。
【請求項４８】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーがＴＮＦαである、請求項４７に記載の複合体。
【請求項４９】
　ＴＮＦαトリマーであって、前記ＴＮＦαトリマーは、ＴＮＦＲ１に結合することがで
きるが、結合した前記ＴＮＦＲ１からのシグナル伝達は減弱又は拮抗され、前記ＴＮＦα
トリマーは、１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで以下の抗体：
　（ｉ）配列番号２７の重鎖と、配列番号２６の軽鎖とを含む抗体；又は
　（ｉｉ）配列番号１２の重鎖と、配列番号１１の軽鎖とを含む抗体
のいずれか又は両方に結合する、上記ＴＮＦαトリマー。
【請求項５０】
　ＴＮＦαサブユニットが、配列番号３６のアミノ酸配列、又は対応する配列を含む、請
求項４９に記載のＴＮＦαトリマー。
【請求項５１】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合して複合体を形成
することができる化合物であって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスーパーフ
ァミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーにより誘導されるシグナル伝達を調節
し、化合物－トリマー複合体が１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで請求項１から４０までのいずれ
か一項に記載の抗体に結合する、上記化合物。
【請求項５２】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーがＴＮＦαである、請求項５１に記載の化合物。
【請求項５３】
　ヒト又は動物の身体に対して実行される治療方法における使用のための請求項４７若し
くは４８に記載の複合体、請求項４９若しくは５０に記載のトリマー、又は請求項５１若
しくは５２に記載の化合物。
【請求項５４】
　自己免疫障害及び炎症障害；神経障害及び神経変性障害；疼痛障害及び侵害障害；並び
に心血管障害のうちの１つ又は複数の処置及び／又は防止における使用のための、請求項
５３に記載の使用のための複合体、トリマー又は化合物。
【請求項５５】
　関節リウマチ、クローン病、乾癬、全身性エリテマトーデス、アルツハイマー病、パー
キンソン病及びてんかんのうちの１つ又は複数の処置及び／又は防止における使用のため
の、請求項５４に記載の使用のための複合体、トリマー又は化合物。
【請求項５６】
　それを必要とする患者に、請求項４７若しくは４８に記載の複合体、請求項４９若しく
は５０に記載のトリマー、又は請求項５１若しくは５２に記載の化合物を直接又は間接的
に投与することによって、自己免疫障害及び炎症障害；神経障害及び神経変性障害；疼痛
障害及び侵害障害；並びに心血管障害のうちの１つ又は複数を処置及び／又は防止する方
法。
【請求項５７】
　関節リウマチ、クローン病、乾癬、全身性エリテマトーデス、アルツハイマー病、パー
キンソン病及びてんかんのうちの１つ又は複数が処置及び／又は防止される、請求項５６
に記載の方法。
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【請求項５８】
　治療がヒトの身体に対するものであるか、又は患者がヒトである、請求項５３から５５
までのいずれか一項に記載の使用のための複合体、トリマー若しくは化合物、又は請求項
５６若しくは５７に記載の方法。
【請求項５９】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合し、受容体を介す
るトリマータンパク質のシグナル伝達を調節することができる化合物を同定する方法であ
って、
　（ａ）結合アッセイを実行して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータ
ンパク質と、試験化合物とを含む試験化合物－トリマー複合体の、前記複合体に選択的に
結合する抗体に対する結合親和性を測定するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で測定された結合親和性と、ステップ（ａ）に記載の抗体に高い
親和性で結合することが公知の異なる化合物－トリマー複合体の結合親和性とを比較する
ステップ；及び
　（ｃ）ステップ（ｂ）に記載の比較に照らして考慮した場合、その測定された結合親和
性が許容される場合、ステップ（ａ）の化合物－トリマー複合体中に存在する化合物を選
択するステップ
を含む、上記方法。
【請求項６０】
　抗体が、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーの非存在下での化合物への結合
及び／又は化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーへの結合
と比較して、ＴＮＦトリマー－化合物複合体に選択的に結合する、請求項５９に記載の方
法。
【請求項６１】
　抗体が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーへの結合
及び／又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーの非存在下での化合物への結合
に関するＫＤ－ａｂの少なくとも１００分の１のＫＤ－ａｂでＴＮＦスーパーファミリー
メンバーのトリマー－化合物複合体に結合する、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　抗体が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーへの結合
及び／又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーの非存在下での化合物への結合
に関するＫＤ－ａｂの少なくとも２００分の１のＫＤ－ａｂでＴＮＦスーパーファミリー
メンバーのトリマー－化合物複合体に結合する、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　抗体が請求項１から４０までのいずれか一項に記載の通りである、請求項５９から６２
までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項６４】
　高効率アッセイである、請求項５９から６３までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーの安定性と比較して、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの安定性を増
加させる、請求項５９から６４までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　安定性の増加が、少なくとも１℃のトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバー
の温度遷移中点（Ｔｍ）の増加をもたらす、請求項６５に記載の方法。
【請求項６７】
　安定性の増加が、少なくとも１０℃のトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーの温度遷移中点（Ｔｍ）の増加をもたらす、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴｍの増加が１０℃～２０℃であ
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る、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対する結合親和性と比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体
に対する結合親和性を増加させる、請求項５９から６８までのいずれか一項に記載の方法
。
【請求項７０】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対する結合に関する結合速度（ｋｏｎ－ｒ）及び解離速度（ｋｏｆｆ－ｒ）値と比較
して、ｋｏｎ－ｒを増加させること及び／又はｋｏｆｆ－ｒを減少させることによって、
ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する結合親和性を増加させる、
請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対する結合に関する結合速度（ｋｏｎ－ｒ）値と比較して、ｋｏｎ－ｒを増加させる
ことによって、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に対する結合親和性
を増加させる、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に
対するＫＤ－ｒを減少させ、
　ａ）化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に
対するＫＤ－ｒを少なくとも１０分の１に減少させ、
　ｂ）化合物の存在下での、必要な受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーのＫＤ－ｒ値が１０ｎＭ未満である、請求項６９、７０又は７１に記載の方法。
【請求項７３】
　試験化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に
対するＫＤ－ｒを減少させ、
　ａ）化合物が、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容
体に対するＫＤ－ｒと比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体に
対するＫＤ－ｒを少なくとも４分の１に減少させ、
　ｂ）化合物の存在下での、必要な受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーのＫＤ－ｒ値が６００ｐＭ未満である、請求項６９、７０又は７１に記載の方法。
【請求項７４】
　化合物の存在下での、必要な受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーのＫＤ－ｒ値が２００ｐＭ未満である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　前記試験化合物が５００ｎＭ以下のＩＣ５０値を有する、請求項５９から７４までのい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７６】
　ステップ（ｂ）における化合物が、化合物（１）～（６）、又はその塩若しくは溶媒和
物からなる群から選択される、請求項５９から７５までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項７７】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーがＴＮＦαであり、受容体がＴＮＦ受容体である、
請求項５９から７６までのいずれか一項に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーとの複合体を形成するＴＮＦスーパーフ
ァミリーの低分子モジュレータをスクリーニングするために使用することができる抗体に
関する。特に、本発明は、そのような複合体に選択的に結合する抗体、及びそのような抗
体の使用に関する。本発明はまた、前記抗体を使用してＴＮＦスーパーファミリーの新規
モジュレータを同定するためのアッセイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）スーパーファミリーは、細胞生存及び細胞死を調節する主な機
能を共有するタンパク質ファミリーである。ＴＮＦスーパーファミリーのメンバーは、「
ジェリーロール」β構造を形成する、逆平行β鎖を含む２つの逆平行βプリーツシートを
含む、共通のコアモチーフを共有する。ＴＮＦスーパーファミリーのメンバーにより共有
される別の共通の特徴は、ホモ又はヘテロトリマー複合体の形成である。それは、特定の
ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、活性化するＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーのこれらのトリマー形態である。
【０００３】
　ＴＮＦαは、ＴＮＦスーパーファミリーの典型的なメンバーである。ＴＮＦα産生の調
節異常は、有意に医学的に重要ないくつかの病状に関与してきた。例えば、ＴＮＦαは、
関節リウマチ、炎症性腸疾患（クローン病を含む）、乾癬、アルツハイマー病（ＡＤ）、
パーキンソン病（ＰＤ）、疼痛、てんかん、骨粗鬆症、喘息、全身性エリテマトーデス（
ＳＬＥ）及び多発性硬化症（ＭＳ）に関与してきた。ＴＮＦスーパーファミリーの他のメ
ンバーも、自己免疫疾患を含む病状に関与してきた。
【０００４】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの従来のアンタゴニストは、大分子であり、ＴＮＦ
スーパーファミリーメンバーの、その受容体に対する結合を阻害することによって作用す
る。従来のアンタゴニストの例としては、インフリキシマブ（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（登録商
標））、アダリムマブ（Ｈｕｍｉｒａ（登録商標））及びセルトリズマブペゴール（Ｃｉ
ｍｚｉａ（登録商標））などの抗ＴＮＦα抗体、特に、モノクローナル抗体、又はエタネ
ルセプト（Ｅｎｂｒｅｌ（登録商標））などの可溶性ＴＮＦα受容体融合タンパク質が挙
げられる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明者らは、ＴＮＦαを調節する低分子実体（ＳＭＥ）のクラスを同定した。これら
の化合物は、ホモトリマー形態のＴＮＦαに結合すること、並びにＴＮＦαのホモトリマ
ーのコンフォメーション変化を誘導すること、及び／又は安定化することによって作用す
る。例えば、化合物が結合したＴＮＦαのホモトリマーは、ＴＮＦα受容体に結合するこ
とができるが、ＴＮＦα受容体の下流のシグナル伝達を開始することがほとんどできない
か、又は開始することができない。これらの化合物を、ＴＮＦαによって媒介される状態
の処置において使用することができる。
【０００６】
　本発明者らは、そのような化合物と、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーとを含む複合
体に選択的に結合する抗体を開発した。これらの抗体を使用して、この様式でＴＮＦαを
阻害することができ、また、標的遭遇バイオマーカーとして使用することができるさらな
る化合物を同定することができる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　したがって、本発明は、（ｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータン
パク質と、（ｉｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合
することができる化合物とを含む複合体に選択的に結合する抗体であって、化合物－トリ
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マー複合体が、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマ
ーによって誘導されるシグナル伝達を調節する、上記抗体を提供する。
【０００８】
　本発明はまた、（ｉ）ヒトＴＮＦαと、（ｉｉ）化合物（１）～（６）、又はその塩若
しくは溶媒和物からなる群から選択される化合物とを含む複合体に選択的に結合する抗体
も提供する。
【０００９】
　本発明はさらに、
　－　本発明の他の抗体と、ＴＮＦαへの結合について競合するか、又はそれと同じＴＮ
Ｆα上のエピトープに結合する抗体、
　－　本発明の抗体をコードする単離されたポリヌクレオチド、
　－　治療によるヒト又は動物の身体の処置の方法における使用のための本発明の抗体、
　－　本発明の抗体と、薬学的に許容されるアジュバント及び／又は担体とを含む医薬組
成物、
　－　対象から得られた試料中の化合物－トリマー複合体の検出のための標的遭遇バイオ
マーカーとしての本発明の抗体の使用であって、前記抗体は、検出可能であり、前記複合
体は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質と、ＴＮＦスーパー
ファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合することができる化合物とを含み、
それによって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結
合し、受容体を介してトリマーによって誘導されるシグナル伝達を調節する、上記使用、
　－　化合物－トリマー複合体が、必要な受容体に結合し、受容体を介してトリマーによ
って誘導されるシグナル伝達を調節する、化合物の、トリマーＴＮＦスーパーファミリー
メンバーへの標的遭遇を検出する方法であって、
　（ａ）前記化合物を投与された対象から試料を取得すること；
　（ｂ）検出可能である本発明の抗体を、前記試料及び対照試料と接触させること；
　（ｃ）前記検出可能抗体の、前記試料及び前記対照試料への結合の量を決定すること
を含み、前記検出可能抗体の前記対照試料への結合より高い、前記検出可能抗体の前記試
料への結合が、前記化合物の、前記トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの標的
遭遇を示す、上記方法、
　－　トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーのコンフォメーション変化を惹起する
化合物のスクリーニングにおける本発明の抗体の使用であって、前記コンフォメーション
変化が、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの結合に対する必要なＴＮＦスーパ
ーファミリー受容体のシグナル伝達を調節する、上記使用、
　－　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質と、それに結合する
化合物とを含む複合体であって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスーパーファ
ミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーによって誘導されるシグナル伝達を調節
し、１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで本発明の抗体に結合する、上記複合体、
　－　ＴＮＦαトリマーであって、前記ＴＮＦαトリマーは、ＴＮＦＲ１に結合すること
ができるが、結合した前記ＴＮＦＲ１からのシグナル伝達は減弱又は拮抗され、前記ＴＮ
Ｆαトリマーは、１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで、以下の抗体：
　（ｉ）配列番号２７の重鎖及び配列番号２６の軽鎖を有する抗体；又は
　（ｉｉ）配列番号１２の重鎖及び配列番号１１の軽鎖を有する抗体
のいずれか又は両方に結合する、上記ＴＮＦαトリマー、
　－　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合して、複合体
を形成することができる化合物であって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスー
パーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーによって誘導されるシグナル伝
達を調節し、化合物－トリマー複合体が、１ｎＭ以下のＫＤ－ａｂで本発明の抗体に結合
する、上記化合物、
　－　ヒト又は動物の身体に対して実行される治療方法における使用のための、上記で定
義された複合体、上記で定義されたトリマー、又は上記で定義された化合物、
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　－　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合し、受容体を
介してトリマータンパク質のシグナル伝達を調節することができる化合物を同定する方法
であって、
　（ａ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質と、試験化合物と
を含む試験化合物－トリマー複合体の、前記複合体に選択的に結合する抗体に対する結合
親和性を測定するための結合アッセイを実行するステップ；
　（ｂ）ステップ（ａ）で測定された結合親和性を、ステップ（ａ）に記載の抗体に対し
て高い親和性で結合することが公知の異なる化合物－トリマー複合体の結合親和性と比較
するステップ；及び
　（ｃ）その測定された結合親和性が、ステップ（ｂ）に記載の比較に照らして考慮した
場合に許容される場合、ステップ（ａ）の化合物－トリマー複合体中に存在する化合物を
選択するステップ
を含む、上記方法
を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】ヒトＴＮＦαの結晶構造における残基Ｎ１６８、Ｉ１９４、Ｆ２２０及びＡ２２
１を強調した図である。
【図２】ＣＡ１８５＿０１９７４ｍＦａｂ及び化合物（１）を用いたＨＰＬＣ実験の結果
を示す。過剰のＦａｂに相当するピークは、１．５×及び２．０×過剰に現れる。したが
って、化学量論は、１Ｆａｂ：１ＴＮＦαトリマーと決定された。
【図３】ＣＡ１８５＿０１９７９ｍＦａｂ及び化合物（１）を用いたＨＰＬＣ実験の結果
を示す。再度、過剰のＦａｂに相当するピークは、１．５×及び２．０×過剰に現れる。
したがってこの場合も、化学量論は、１Ｆａｂ：１ＴＮＦαトリマーと決定された。
【図４】市販の抗ＴＮＦαポリクローナル抗体を使用した、化合物（３）、（４）及び（
５）との全ＴＮＦαＥＬＩＳＡの結果を示す。
【図５】ＣＡ１８５＿０１９７４．０並びに化合物（３）、（４）及び（５）を用いたコ
ンフォメーション特異的ＴＮＦαＥＬＩＳＡの結果を示す。ａｐｏＴＮＦα（解離ＴＮＦ
α）はこのアッセイでシグナルを示さず、化合物結合ＴＮＦαに対する抗体ＣＡ１８５＿
０１９７４の結合の特異的性質を実証する。
【図６】１及び１０μｇ／ｍｌのＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９を
用いた染色のＦＡＣＳヒストグラムプロットを示す。これらのプロットは、抗体が、化合
物（１）とプレインキュベートしたＴＮＦαのみを認識することを実証する。ＤＭＳＯ対
照では染色はなかった。
【図７】親ＮＳ０細胞系と、膜ＴＮＦαを過剰発現する改変ＮＳ０細胞系とに対する、Ｃ
Ａ１８５＿０１９７４を用いた染色のＦＡＣＳヒストグラムプロットを示す。細胞を化合
物（１）又はＤＭＳＯと共にインキュベートし、抗体Ｆａｂ断片を用いて染色した。結果
は再びＤＭＳＯ対照で（親細胞系又は改変細胞系のいずれについても）染色がないことを
示す。しかしながら、化合物（１）の存在下で改変細胞系について染色が観察される。
【図８】カニクイザルＴＮＦαを使用したＣＡ１８５＿０１９７４に対する親和性値の決
定のためのセンソグラムを示す。対照（上部パネル）には、カニクイザルＴＮＦα及びＤ
ＭＳＯを含めた。次いで下部パネルは、化合物（４）と複合体化されたカニクイザルＴＮ
Ｆαについての二連の実験を示す。
【図９】ヒトＴＮＦαを使用したＣＡ１８５＿０１９７４に対する親和性値の決定のため
のセンソグラムを示す。対照（上部パネル）には、ヒトＴＮＦα及びＤＭＳＯを含めた。
次いで下部パネルは、化合物（４）と複合体化されたヒトＴＮＦαについての二連の実験
を示す。
【図１０】化合物（１）～（６）の構造を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
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配列表の簡単な説明
配列番号１は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＬＣＤＲ１を示す。
配列番号２は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＬＣＤＲ２を示す。
配列番号３は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＬＣＤＲ３を示す。
配列番号４は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＨＣＤＲ１を示す。
配列番号５は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＨＣＤＲ２を示す。
配列番号６は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＨＣＤＲ３を示す。
配列番号７は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＬＣＶＲのアミノ酸配列を示す。
配列番号８は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＨＣＶＲのアミノ酸配列を示す。
配列番号９は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＬＣＶＲのＤＮＡ配列を示す。
配列番号１０は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のＨＣＶＲのＤＮＡ配列を示す。
配列番号１１は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のカッパ軽鎖のアミノ酸配列を示す。
配列番号１２は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のｍＩｇＧ１重鎖のアミノ酸配列を示す。
配列番号１３は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のｍＦａｂ（ヒンジなし）重鎖のアミノ酸
配列を示す。
配列番号１４は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のカッパ軽鎖のＤＮＡ配列を示す。
配列番号１５は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のｍＩｇＧ１重鎖のＤＮＡ配列を示す。
配列番号１６は、ＣＡ１８５＿０１９７４．０のｍＦａｂ（ヒンジなし）重鎖のＤＮＡ配
列を示す。
配列番号１７は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＬＣＤＲ２を示す。
配列番号１８は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＬＣＤＲ３を示す。
配列番号１９は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＨＣＤＲ１を示す。
配列番号２０は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＨＣＤＲ２を示す。
配列番号２１は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＨＣＤＲ３を示す。
配列番号２２は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＬＣＶＲのアミノ酸配列を示す。
配列番号２３は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＨＣＶＲのアミノ酸配列を示す。
配列番号２４は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＬＣＶＲのＤＮＡ配列を示す。
配列番号２５は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のＨＣＶＲのＤＮＡ配列を示す。
配列番号２６は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のカッパ軽鎖のアミノ酸配列を示す。
配列番号２７は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のｍＩｇＧ１重鎖のアミノ酸配列を示す。
配列番号２８は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のｍＦａｂ（ヒンジなし）重鎖のアミノ酸
配列を示す。
配列番号２９は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のカッパ軽鎖のＤＮＡ配列を示す。
配列番号３０は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のｍＩｇＧ１重鎖のＤＮＡ配列を示す。
配列番号３１は、ＣＡ１８５＿０１９７９．０のｍＦａｂ（ヒンジなし）重鎖のＤＮＡ配
列を示す。
配列番号３２は、ラットＴＮＦαのアミノ酸配列を示す。
配列番号３３は、マウスＴＮＦαのアミノ酸配列を示す。
配列番号３４は、ヒトＴＮＦαのアミノ酸配列を示す。
配列番号３５は、ヒトＴＮＦαの可溶性形態のアミノ酸配列を示す。
配列番号３６は、ヒトＴＮＦαの可溶性形態のアミノ酸配列であるが、（配列番号３５に
おけるクローニングの人為生成物である）最初の「Ｓ」がない、配列を示す。
【００１２】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのモジュレータ
　本発明者らは、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する試験化合
物を同定した。これらの化合物は、１０００Ｄａ以下、一般的には、７５０Ｄａ以下、よ
り好適には、６００Ｄａ以下の分子量を有する低分子実体（ＳＭＥ）である。分子量は、
約５０～約１０００Ｄａ、又は約１００～約１０００Ｄａの範囲にあってもよい。これら
の化合物は、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体のシグナル伝達を
調節するトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーのコンフォメーションを安定化する
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。そのような化合物の例としては、式（１）～（６）の化合物が挙げられる。
【００１３】
　トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対する本発明の化合物の安定化効
果を、化合物の存在下及び非存在下でトリマーの温度遷移中点（Ｔｍ）を測定することに
よって定量することができる。Ｔｍは、生物分子の５０％がアンフォールディングされる
温度を意味する。ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーを安定化する化合物は、
トリマーのＴｍを増加させる。Ｔｍを、当業界で公知の任意の適切な技術を使用して、例
えば、示差走査熱量測定（ＤＳＣ）又は蛍光プローブ熱変性アッセイを使用して決定する
ことができる。
【００１４】
　化合物は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマー内に存在する中心空間（すな
わち、トリマーのコア）の内部に結合してもよい。
【００１５】
　これらの化合物は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーを、ＴＮＦスーパーファミリー
受容体アンタゴニストに変化させることができる。これらの化合物は、したがって、ＴＮ
Ｆスーパーファミリーメンバーとその受容体との高親和性相互作用と競合する必要なく、
ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのシグナル伝達を遮断することができる。
【００１６】
　或いは、化合物は、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体のシグナ
ル伝達を増強するトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーのコンフォメーションを安
定化することができる。これらの化合物は、したがって、ＴＮＦスーパーファミリーメン
バーとその受容体との高親和性相互作用と競合する必要なく、ＴＮＦスーパーファミリー
メンバーのシグナル伝達を増加させることができる。
【００１７】
　ここで、化合物がアンタゴニストとして記載される場合、化合物は同様にアゴニストで
もあり、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーと、そのようなアゴニスト化合物
との複合体に結合するＴＮＦスーパーファミリー受容体によるシグナル伝達を増加させる
ことができることが理解される。同様に、他の開示がアンタゴニスト化合物、そのような
化合物を同定する方法及びそのような化合物の使用を指す場合、本開示は、同様にアゴニ
スト化合物を指してもよい。
【００１８】
　本明細書に記載の化合物は、ＴＮＦスーパーファミリー受容体の天然のアゴニスト、す
なわち、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合し、これらのトリマー
に、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に依然として結合し、受容体によるシグナル
伝達を調節するコンフォメーションを採用させる、アロステリックなモジュレータである
。調節することにより、化合物が拮抗効果を有し、したがって、ＴＮＦスーパーファミリ
ー受容体によるシグナル伝達を減少させるか、又は他には刺激効果を有し、したがって、
ＴＮＦスーパーファミリー受容体によるシグナル伝達を増加若しくは増強することができ
ることが理解される。
【００１９】
　これらの化合物は、天然のＴＮＦスーパーファミリーメンバーアゴニストを、アンタゴ
ニストに変換することができる。対照的に、従来のＴＮＦスーパーファミリーメンバーア
ンタゴニストは、ＴＮＦスーパーファミリーメンバー又はＴＮＦスーパーファミリー受容
体に結合し、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体への結合を防止する。
別の方法では、化合物は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーが化合物の非存在下で結合
する場合のＴＮＦスーパーファミリー受容体によるシグナル伝達のレベルと比較して、Ｔ
ＮＦスーパーファミリーメンバーが結合する場合のＴＮＦスーパーファミリー受容体によ
るシグナル伝達を増加させることができる。化合物は、したがって、天然のＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーアゴニストを、いわゆる「スーパーアゴニスト」に変換することが
できる。化合物は、したがって、リガンド活性のアロステリックモジュレータ（ＡＭＬＡ
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）としても公知であってよい。
【００２０】
　化合物は、それらが少なくとも１つのＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合し、必
要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、ＴＮＦスーパーファミリー受容体のシグ
ナル伝達を調節するトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーのコンフォメーションを
安定化するという条件で、その化学式又は構造に関して限定されない。化合物は、したが
って、本明細書に記載の抗体及び方法を使用して同定することができる。化合物は、ベン
ゾイミダゾール部分又はそのイソスターを含んでもよい。
【００２１】
　化合物は、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、必要な受容体
に対する結合親和性と比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバー（化合物－トリマー
複合体の形態にある）の、必要な受容体に対する結合親和性を増加させることができる。
【００２２】
　化合物は、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する。そのような
化合物は、トリマー形態の１又は複数のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに特異的（又
は選択的）に結合してもよい。化合物は、ただ１つのＴＮＦスーパーファミリーメンバー
に特異的（又は選択的）に結合するが、任意の他のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに
は結合しなくてもよい。化合物はまた、２、３、４又は最大で全てのＴＮＦスーパーファ
ミリーメンバーに特異的に結合してもよい。特異的（又は選択的）とは、化合物が、ＴＮ
Ｆスーパーファミリーの他のメンバーを含んでもよい、任意の他の分子と有意に交差反応
することなく、目的の分子又は複数の分子、この場合、トリマー形態のＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバーに結合することと理解される。交差反応性を、任意の好適な方法、例え
ば、表面プラズモン共鳴によって評価することができる。トリマー形態のＴＮＦスーパー
ファミリーメンバーの化合物と、トリマー形態のその特定のＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバー以外の分子との交差反応を、化合物がトリマー形態の目的のＴＮＦスーパーファミ
リーメンバーに結合する強さの少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３
０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％又は１００％の強さで他の分子に結合する場合、有意と考えること
ができる。例えば、化合物がトリマー形態の目的のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに
結合する強さの約５％～約１００％、典型的には、約２０％～約１００％、又は約５０％
～約１００％の強さで他の分子に結合する場合、交差反応を有意と考えることができる。
トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに特異的（又は選択的）である化合物
は、それがトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する強さの約９０％
、８５％、８０％、７５％、７０％、６５％、６０％、５５％、５０％、４５％、４０％
、３５％、３０％、２５％又は２０％未満の強さで別の分子に結合してもよい（ゼロ結合
に下がる）。化合物は、好適には、それがトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメン
バーに結合する強さの約２０％未満、約１５％未満、約１０％未満又は約５％未満、約２
％未満又は約１％未満の強さで他の分子に結合する（ゼロ結合に下がる）。
【００２３】
　試験化合物がＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する速度は、本明細書では「結
合」速度、ｋｏｎ－ｃと呼ばれ、試験化合物がＴＮＦスーパーファミリーメンバーから解
離する速度は、本明細書では「解離」速度又はｋｏｆｆ－ｃと呼ばれる。本明細書で使用
される場合、記号「ＫＤ－ｃ」は、試験化合物のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対
する結合親和性（解離定数）を示す。ＫＤ－ｃは、ｋｏｆｆ－ｃ／ｋｏｎ－ｃと定義され
る。試験化合物は、遅い「結合」速度を有してもよく、ＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ー及び化合物－トリマー複合体のピーク強度の質量分析によって分で測定することができ
る。試験化合物のＫＤ－ｃ値を、異なるＴＮＦスーパーファミリーメンバー：化合物－ト
リマー複合体比でこの測定を繰り返すことによって見積もることができる。典型的には、
本発明の化合物のＴＮＦスーパーファミリーのトリマーへの結合は、理想的には約１０７

Ｍ－１ｓ－１の速い「結合」速度と共に、遅い「解離」速度、例えば、典型的には、１０
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－３ｓ－１、１０－４ｓ－１の値、又は測定可能な「解離」速度がないことを特徴とする
。
【００２４】
　本明細書で使用する場合、記号「ｋｏｎ－ｒ」は、化合物－トリマー複合体がＴＮＦス
ーパーファミリー受容体に結合する速度（「結合」速度）を示す。本明細書で使用する場
合、記号「ｋｏｆｆ－ｒ」は、化合物－トリマー複合体がＴＮＦスーパーファミリー受容
体から解離する速度（「解離」速度）を示す。本明細書で使用する場合、記号「ＫＤ－ｒ

」は、化合物－トリマー複合体の、スーパーファミリー受容体に対する結合親和性（解離
定数）を示す。ＫＤ－ｒは、ｋｏｆｆ－ｒ／ｋｏｎ－ｒと定義される。
【００２５】
　試験化合物の存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバー（すなわち、化合物－トリ
マー複合体の形態にある）の、その受容体への結合に関するＫＤ－ｒ値は、試験化合物の
非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーのその受容体への結合に関するＫＤ－ｒ

値の、少なくとも約１．５分の１、２分の１、３分の１、４分の１、５分の１、１０分の
１、２０分の１、３０分の１、４０分の１、５０分の１、６０分の１、７０分の１、８０
分の１、９０分の１、１００分の１でもよい。化合物－トリマー複合体の、ＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーへの結合に関するＫＤ－ｒ値を、試験化合物の非存在下でのＴＮＦ
スーパーファミリーのトリマーの、ＴＮＦスーパーファミリー受容体への結合のＫＤ－ｒ

値の、少なくとも約１．５分の１、一般的には少なくとも約３分の１、より好適には少な
くとも４分の１に減少させることができる、すなわち、化合物－トリマー複合体の、ＴＮ
Ｆスーパーファミリーに対する結合親和性を、試験化合物の非存在下でのＴＮＦスーパー
ファミリーのトリマーのＴＮＦスーパーファミリー受容体に対する結合親和性と比較して
少なくとも約１．５倍、一般的には少なくとも約３倍、より好適には、少なくとも約４倍
増加させることができる。
【００２６】
　本明細書に記載の化合物は、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバー
のその受容体に対する結合親和性と比較して、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのその
受容体に対する結合親和性を約２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、３０倍、４０
倍、５０倍、６０倍、７０倍、８０倍、９０倍、１００倍以上増加させることができる。
【００２７】
　結合親和性を、結合親和性（ＫＤ－ｒ）単位として与えることができ、μＭ、ｎＭ又は
ｐＭなどの任意の適切な単位で与えることができる。ＫＤ－ｒ値が小さいほど、ＴＮＦス
ーパーファミリーメンバーのその受容体に対する結合親和性が大きい。
【００２８】
　化合物の存在下でのその受容体への結合に関するＴＮＦスーパーファミリーメンバーの
ＫＤ－ｒ値は、試験化合物の非存在下でのその受容体への結合に関するＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバーのＫＤ－ｒ値の、少なくとも約１．５分の１、２分の１、３分の１、４
分の１、５分の１、１０分の１、２０分の１、３０分の１、４０分の１、５０分の１、６
０分の１、７０分の１、８０分の１、９０分の１、１００分の１でもよい。
【００２９】
　ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合するＴＮＦスーパーファミリーのトリマーのみ
のＫＤ－ｒ値と比較した、ＴＮＦスーパーファミリー受容体への結合に関する化合物－ト
リマー複合体のＫＤ－ｒ値の減少は、ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーのみと比較し
たＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する化合物－トリマー複合体の結合速度（ｋｏ

ｎ－ｒ）の増加、及び／又はＴＮＦスーパーファミリーのトリマーのみと比較した解離速
度（ｋｏｆｆ－ｒ）の減少の結果生じてもよい。ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合
する化合物－トリマー複合体の結合速度（ｋｏｎ－ｒ）は、一般的には、ＴＮＦスーパー
ファミリーのトリマーのみと比較して増加する。ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合
する化合物－トリマー複合体の解離速度（ｋｏｆｆ－ｒ）は、一般的には、ＴＮＦスーパ
ーファミリーのトリマーのみと比較して減少する。最も好適には、ＴＮＦスーパーファミ
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リーのトリマーのみと比較して、ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する化合物－ト
リマー複合体の結合速度（ｋｏｎ－ｒ）は増加し、ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結
合する化合物－トリマー複合体の解離速度（ｋｏｆｆ－ｒ）は減少する。化合物－トリマ
ー複合体の、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に対するｋｏｎ－ｒ値は、化合物の
非存在下でその受容体に結合するＴＮＦスーパーファミリーのトリマーのｋｏｎ－ｒ値と
比較して少なくとも約１．５倍若しくは少なくとも約２倍、好適には少なくとも約３倍増
加してもよく、及び／又は化合物－トリマー複合体の、必要なＴＮＦスーパーファミリー
受容体に対するｋｏｆｆ－ｒ値は、化合物の非存在下でその受容体に結合するＴＮＦスー
パーファミリーのトリマーのｋｏｆｆ－ｒ値と比較して少なくとも約１．２分の１、少な
くとも約１．６分の１、少なくとも約２分の１、より好適には少なくとも約２．４分の１
に減少してもよい。
【００３０】
　ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーに結合する化合物の結合速度（ｋｏｎ－ｃ）は、
典型的には、ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する化合物－トリマー複合体の結合
速度（ｋｏｎ－ｒ）よりも速い。ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する化合物－ト
リマー複合体の解離速度（ｋｏｆｆ－ｒ）も、典型的には、ＴＮＦスーパーファミリーの
トリマーに結合する化合物の解離速度（ｋｏｆｆ－ｃ）よりも速い。最も好適には、ＴＮ
Ｆスーパーファミリーのトリマーに結合する化合物の結合速度（ｋｏｎ－ｃ）は、ＴＮＦ
スーパーファミリー受容体に結合する化合物－トリマー複合体の結合速度（ｋｏｎ－ｒ）
よりも速く、ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する化合物－トリマー複合体の解離
速度（ｋｏｆｆ－ｒ）は、ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーに結合する化合物の解離
速度（ｋｏｆｆ－ｃ）よりも速い。ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーへの結合に関す
る化合物のＫＤ－ｃ値は、一般的には、ＴＮＦスーパーファミリー受容体への結合に関す
る化合物－トリマー複合体のＫＤ－ｒ値よりも低い、すなわち、化合物は、化合物－トリ
マー複合体が受容体に対して有するよりも高いトリマーに対する親和性を有する。
【００３１】
　必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に対する化合物－トリマー複合体とＴＮＦスー
パーファミリーのトリマーの両方のｋｏｎ－ｒ、ｋｏｆｆ－ｒ、及びＫＤ－ｒ値を、任意
の適切な技術、例えば、表面プラズモン共鳴、質量分析及び等温熱量測定を使用して決定
することができる。試験化合物の存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーの、その
受容体への結合に関するＫＤ－ｒ値は、１μＭ、１００ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎＭ、１ｎＭ
、１００ｐＭ、１０ｐＭ以下（典型的には、約１ｐＭのより低い値に向かって下がる）で
あってもよい。試験化合物の存在下での（すなわち、化合物－トリマー複合体中での）Ｔ
ＮＦスーパーファミリーメンバーの、その受容体への結合に関するＫＤ－ｒ値は、１ｎＭ
以下であってもよい。化合物－トリマー複合体の、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容
体への結合に関するＫＤ－ｒ値は、６００ｐＭ未満、より好ましくは５００ｐＭ未満、４
００ｐＭ未満、３００ｐＭ未満、２００ｐＭ未満、１００ｐＭ未満又は５０ｐＭ未満（再
度、約１ｐＭのより低い値に向かって下がる）であってもよい。化合物－トリマー複合体
の、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体への結合に関するＫＤ－ｒ値は、約２００ｐ
Ｍ未満（約１ｐＭまで）であってもよい。
【００３２】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバー及び化合物の試料中でのトリマー形態のＴＮＦスー
パーファミリーメンバーのＫＤ－ｒを決定すること；試料中でのトリマー形態のＴＮＦス
ーパーファミリーメンバーのＫＤ－ｒを対照試料と比較すること；並びに化合物を選択す
ることを含むアッセイによって、化合物を同定することができる。
【００３３】
　化合物は、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを安定化する。試験化合
物が、試験化合物の非存在下でＴＮＦスーパーファミリーメンバー及び不安定化剤を含有
する試料について観察されるトリマーの量と比較してトリマーの割合を増加させる場合、
安定化が起こると考えられる。試験化合物は、試験化合物の非存在下でのＴＮＦスーパー
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ファミリーメンバー及び不安定化剤を含有する試料中に存在するトリマーの量と比較して
、トリマーの量を約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％
、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％
、１００％、１５０％、２００％、３００％、４００％以上増加させてもよい。
【００３４】
　試験化合物はまた、不安定化剤と試験化合物の両方の非存在下でＴＮＦスーパーファミ
リーメンバーの試料について観察されるものと比較してトリマーの量を増加させてもよい
。試験化合物は、不安定化剤と試験化合物の両方の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリ
ーメンバーを含有する試料中に存在するトリマーの量と比較して、トリマーの量を約１０
％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０
％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、１００％、１５０％、
２００％、３００％、４００％以上増加させてもよい。
【００３５】
　試験化合物は、試験化合物の非存在下でＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含有する
試料中でその受容体に結合したＴＮＦスーパーファミリーメンバーの量と比較して、その
受容体に結合したＴＮＦスーパーファミリーメンバーの量を約１０％、１５％、２０％、
２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、１００％、１５０％、２００％、３００％、
４００％以上増加させてもよい。
【００３６】
　試験化合物は、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの安定性を増強して
もよい。トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの増強された安定性は、試験
化合物が、試験化合物の非存在下でＴＮＦスーパーファミリーメンバーと不安定化剤とを
含有する試料について観察されるトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴ

ｍと比較して、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーの温度遷移中点（Ｔｍ

）を増加させる場合に起こると考えられる。トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーＴｍは、生物分子の５０％がアンフォールディングされる温度である。試験化合物
の存在下及び／又は非存在下でのトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴ

ｍを、当業界で公知の任意の適切な技術を使用して、例えば、示差走査熱量測定（ＤＳＣ
）又は蛍光プローブ熱変性アッセイを使用して測定することができる。
【００３７】
　試験化合物は、試験化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含有す
る試料中のトリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴｍと比較して、トリマ
ー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴｍを少なくとも１℃、少なくとも２℃、
少なくとも５℃、少なくとも１０℃、少なくとも１５℃、少なくとも２０℃以上増加させ
てもよい。試験化合物は、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのＴｍを、
少なくとも１℃、典型的には少なくとも１０℃、より好適には１０℃～２０℃増加させて
もよい。
【００３８】
　化合物は、化合物－トリマー複合体の形態にあるＴＮＦスーパーファミリーメンバーが
受容体に結合する場合、ＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達を完全に又は部分的に阻害す
ることができる。化合物は、ＴＮＦスーパーファミリー受容体を介するシグナル伝達を、
少なくとも約１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％又は１００％減少させるように作用することができる。或いは、化合物は、化合物－ト
リマー複合体の形態にあるＴＮＦスーパーファミリーメンバーが受容体に結合する場合、
ＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達を増加させることができる。化合物は、ＴＮＦスーパ
ーファミリー受容体を介するシグナル伝達を、少なくとも約１０％、２０％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％又は２００％増加させるよう
に作用することができる。シグナル伝達のレベルの任意の変化を、アルカリホスファター
ゼ又はルシフェラーゼによるリポーター遺伝子活性、Ｃｅｌｌｏｍｉｃｓ　Ａｒｒａｙｓ
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ｃａｎなどの機械を使用するＮＦ－κＢ転座、下流エフェクターのリン酸化、シグナル伝
達分子の動員、又は細胞死の測定を含む任意の適切な技術によって測定することができる
。
【００３９】
　化合物は、化合物－トリマー複合体の形態にあるＴＮＦスーパーファミリーメンバーが
受容体に結合する場合、ＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達の下流の効果の少なくとも１
つを調節することができる。そのような効果は、本明細書で考察され、ＴＮＦスーパーフ
ァミリー誘導性ＩＬ－８、ＩＬ１７Ａ／Ｆ、ＩＬ２及びＶＣＡＭ産生、ＴＮＦスーパーフ
ァミリー誘導性ＮＦ－κＢ活性化及び好中球動員を含む。ＴＮＦスーパーファミリーメン
バーの下流の効果を測定するための標準的な技術が当業界で公知である。化合物は、ＴＮ
Ｆ受容体を介するシグナル伝達の下流の効果の少なくとも１、２、３、４、５、１０又は
最大で全部を調節することができる。
【００４０】
　化合物の活性を、ＩＣ５０又は半数最大効果濃度（ＥＣ５０）値などの標準的な用語を
使用して定量することができる。ＩＣ５０値は、特定の生物学的又は生化学的機能の５０
％の阻害にとって必要とされる化合物の濃度である。ＥＣ５０値は、その最大効果の５０
％にとって必要とされる化合物の濃度である。化合物は、５００ｎＭ、４００ｎＭ、３０
０ｎＭ、２００ｎＭ、１００ｎＭ、９０ｎＭ、８０ｎＭ、７０ｎＭ、６０ｎＭ、５０ｎＭ
、４０ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎＭ、１ｎＭ、１００ｐＭ以下のＩＣ５

０又はＥＣ５０値を有してもよい（約１０ｐＭ又は１ｐＭのより低い値に向かって下がる
）。ＩＣ５０及びＥＣ５０値を、任意の適切な技術を使用して測定することができ、例え
ば、サイトカイン産生を、ＥＬＩＳＡを使用して定量することができる。次いで、ＩＣ５

０及びＥＣ５０値を、シグモイド型用量応答モデルとしても公知の標準的な４パラメータ
ロジスティックモデルを使用して生成することができる。
【００４１】
　上記のように、ＴＮＦに結合し、シグナル伝達を調節することができる化合物の例は、
式（１）～（６）の化合物である。
【００４２】
　モジュレータ－ＴＮＦスーパーファミリーメンバー複合体
　本発明者らは、本明細書に記載の化合物の、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリー
メンバーへの結合が、ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーのコンフォメーション変化を
もたらすことを見出した。特に、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマーは、本明
細書に開示される化合物により結合した場合、変形した、又は歪曲したコンフォメーショ
ンを取る。
【００４３】
　例えば、化合物（１）～（６）がヒトＴＮＦαの可溶性ドメインに結合する場合、ＴＮ
Ｆはそのトリマー構造を保持するが、Ａ及びＣサブユニットは互いに遠ざかり、Ｃは回転
して、これらのサブユニット間に裂け目を生成する。
【００４４】
　理論によって束縛されるものではないが、化合物の非存在下では、トリマーＴＮＦαを
含むトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーは、３つの別々のダイマーＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバー受容体に結合することができると考えられる。それぞれのダイマー
ＴＮＦスーパーファミリーメンバー受容体は、２つの別々のＴＮＦスーパーファミリーの
トリマーに結合することができる。この結果、複数のＴＮＦスーパーファミリーメンバー
のトリマー及びＴＮＦスーパーファミリーメンバー受容体ダイマーが凝集し、下流のシグ
ナル伝達を開始するシグナル伝達ラフトを作出する。
【００４５】
　トリマーＴＮＦαが化合物に結合する場合、得られる複合体のコンフォメーションは変
形する。したがって、理論によって束縛されるものではないが、本明細書に開示される化
合物の存在下では、トリマーＴＮＦαを含むトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバー
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のみが、２つの別々のダイマーＴＮＦスーパーファミリーメンバー受容体に結合すること
ができると考えられる。３つよりもむしろ、２つのみの別々のダイマーＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバー受容体がトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合するという
事実は、複数のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマー及びＴＮＦスーパーファミ
リーメンバー受容体ダイマーの凝集を減少させるか、又は阻害する。これは、シグナル伝
達ラフトの形成を減少させるか、又は阻害し、したがって、下流のシグナル伝達を減少さ
せるか、又は阻害する。
【００４６】
　本発明の抗体を使用して、本明細書に開示される化合物の結合の結果として、歪曲した
コンフォメーションを有するＴＮＦスーパーファミリーメンバーを検出することができる
。典型的には、歪曲した、又は変形したコンフォメーションを有するＴＮＦスーパーファ
ミリーメンバーは、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーである。しかしながら、
本発明の抗体は、他の形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合することもできる
。例えば、本発明の抗体は、ＴＮＦスーパーファミリーモノマーに結合することができる
。
【００４７】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーは、典型的には、ＴＮＦαであり、トリマーＴＮＦ
α（特に、ＴＮＦαｓ）であってもよい。
【００４８】
　したがって、本発明は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質
と、それに結合する化合物とを含む複合体であって、化合物－トリマー複合体が、必要な
ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーにより誘導されるシ
グナル伝達を調節し、少なくとも１ｎＭ（すなわち、１ｎＭ以下であり、約１ｐＭに向か
って下がる）の親和性で本発明の抗体に結合する、上記複合体を提供する。ＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーは、典型的には、ＴＮＦα、より具体的には、ＴＮＦαｓである。
【００４９】
　さらに、抗体は、一般的には、ＴＮＦトリマーの非存在下での化合物への結合に関する
、及び／又は化合物の非存在下でのＴＮＦトリマーへの結合に関する親和性と比較して、
少なくとも約１００分の１であり（親和性は少なくとも約１００倍改善される）、好適に
は、約２００分の１の親和性で複合体に結合する。
【００５０】
　本発明はさらに、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合
して、複合体を形成することができる化合物であって、化合物－トリマー複合体は必要な
ＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーにより誘導されるシ
グナル伝達を調節し、化合物－トリマー複合体は、１ｎＭ以下（約１ｐＭに向かって下が
る）のＫＤ－ａｂで本発明の抗体に結合する、上記複合体を提供する。ＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバーは、典型的には、ＴＮＦα、最も具体的には、ＴＮＦαｓである。
【００５１】
　抗体は、典型的には、ＴＮＦトリマーの非存在下での化合物への結合に関する、及び／
又は化合物の非存在下でのＴＮＦトリマーへの結合に関する親和性と比較して、少なくと
も約１００分の１であり（親和性は少なくとも約１００倍改善される）、より好適には、
約２００分の１の親和性で複合体に結合する。
【００５２】
　化合物－トリマー複合体は、本発明の任意の抗体に結合することができる。特に、化合
物－トリマー複合体は、本明細書に開示されるアミノ酸配列を含む抗体に結合することが
できる。
【００５３】
　本明細書に記載の化合物又は複合体を、病状の処置及び／又は予防において使用するこ
とができる。したがって、ヒト又は動物の身体に対して実行される治療方法における使用
のための本発明の化合物又は複合体が提供される。本発明はまた、対象への本発明の化合
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物又は複合体の投与を含む治療方法も提供する。本発明の化合物又は複合体を、本明細書
に記載の任意の治療指標及び／又は医薬組成物において使用することができる。
【００５４】
　抗体
　本発明は、本明細書に開示される少なくとも１つの化合物と、トリマーＴＮＦスーパー
ファミリーメンバーとを含む少なくとも１つの化合物－トリマー複合体に選択的に結合す
る抗体を提供する。
【００５５】
　典型的には、本発明の抗体の、化合物－（トリマー）複合体への選択的結合は、ＴＮＦ
スーパーファミリーメンバーの非存在下での抗体の化合物への結合、又は化合物の非存在
下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの結合又は他の（異なる）化合物－（トリマ
ー）複合体への結合と比較して測定される。
【００５６】
　特に、本発明は、（ｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質
と、（ｉｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合するこ
とができる化合物とを含む複合体に選択的に結合できる抗体であって、化合物－トリマー
複合体が、必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合し、受容体を介してトリマーに
より誘導されるシグナル伝達を調節する、上記抗体が提供される。典型的には、前記抗体
は、化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーへのその結合又はＴＮＦス
ーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物へのその結合と比較して前記複合体に選
択的に結合する。
【００５７】
　化合物は、化合物（１）～（６）（又はその塩若しくは溶媒和物）を含む、上記の任意
の化合物であってもよい。以下でさらに考察されるように、ＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーは、スーパーファミリーメンバーのいずれかであってよいが、典型的には、ＴＮＦ
αである。より具体的には、ＴＮＦαは、ヒトＴＮＦα、特に、可溶性ＴＮＦα（ＴＮＦ
αｓ）である。ＴＮＦαｓは、配列番号３５若しくは配列番号３６の配列を有してもよく
、又は配列番号３５若しくは配列番号３６のバリアントであってもよい。そのようなバリ
アントは、典型的には、配列番号３５又は配列番号３６に対する少なくとも約６０％、７
０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％又は９５％の同一性（又はさら
には約９６％、９７％、９８％若しくは９９％の同一性）を保持する。換言すれば、その
ようなバリアントは、配列番号３５若しくは配列番号３６に対する約６０％～約９９％の
同一性、好適には、配列番号３５若しくは配列番号３６に対する約８０％～約９９％の同
一性、より好適には、配列番号３５若しくは配列番号３６に対する約９０％～約９９％の
同一性、最も好適には、配列番号３５若しくは配列番号３６に対する約９５％～約９９％
の同一性を保持してもよい。バリアントは、以下にさらに記載される。
【００５８】
　用語「対応する配列」は、ＴＮＦαが、任意の公知の動物又はヒトＴＮＦα、特に、ヒ
トＴＮＦαの野生型アミノ酸配列、例えば、配列番号３６を有してもよいことを示す。そ
れは、可溶性ＴＮＦα（ｓＴＮＦα）若しくは膜結合型ＴＮＦα、又はその両方であって
もよい。可溶性ホモトリマーＴＮＦα（ｓＴＮＦ）は、メタロプロテアーゼＴＮＦアルフ
ァ変換酵素（ＴＡＣＥ／ＡＤＡＭ１７；しかし、配列番号３６などのＴＡＣＥにより切断
されたｓＴＮＦと比較して１、２、３、４、又は５個のアミノ酸により伸長又はトランケ
ートさせることができる対応する可溶性ＴＮＦアルファ配列を得ることができる、ＡＤＡ
Ｍ１０、ＡＤＡＭ１９、マトリックスメタロプロテイナーゼ７及びプロテイナーゼ３など
の、他のプロテイナーゼもｓＴＮＦを放出することもできる）によるタンパク質分解的切
断により膜結合型ホモトリマーＴＮＦα（ｍＴＮＦ）から遊離する。可溶性５２ｋＤａト
リマーｓＴＮＦは、三角形のピラミッド型を取る。ｍＴＮＦの用語に包含されるヒト配列
は、配列番号３４に示され、ｓＴＮＦの用語に包含されるヒト配列（配列番号３４に対す
るＴＡＣＥの作用の産物）は、配列番号３６に示される。ラット及びマウスのｍＴＮＦα
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の対応する配列は、それぞれ、配列番号３２及び配列番号３３に提示される。他の動物に
由来するＴＮＦαの対応する配列（又はヒト配列の公知のバリアント）を、配列番号３６
の配列と容易に重ね合わせ、配列番号３６に関して同じアミノ酸ナンバリングを与えるこ
とができる（本明細書のＴＮＦαアミノ酸のナンバリングにおいて使用される）。例えば
、ヒト配列Ｐ０１３７５及びＱ５ＳＴＢ３を含む、様々な動物に由来する配列を、Ｕｎｉ
ｐｒｏｔデータベース（ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ）内に見出すことができる。対
応するｓＴＮＦα配列は、ｍＴＮＦα配列（配列番号３６として）のＣ末端の１５７アミ
ノ酸であってもよいか、又は１、２若しくは３個のアミノ酸によってより長い、若しくは
より短いものであってもよい（ラット及びマウスの配列は１５６アミノ酸である）。対応
するｓＴＮＦα配列は、配列番号３６と比較して１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２
３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６
、３７、３８、３９、又は４０個のアミノ酸置換を有してもよい。対応するｓＴＮＦα配
列は、配列番号３６の長さにわたって、配列番号３６に対する８０、９０、９５、９６、
９７、９８、又は９９％のアミノ酸配列同一性を有してもよい。
【００５９】
　上記で考察された通り、本開示は一般的には本発明の抗体の、ＴＮＦスーパーファミリ
ーメンバーのトリマーへの結合に関するが、本発明の抗体は、他の形態のＴＮＦスーパー
ファミリーメンバーに結合することもできる。例証するために、本出願の実施例は、ＣＡ
１８５＿０１７９抗体がトリマーＴＮＦに結合することを証明する。しかしながら、図１
（化合物（１）の存在下でＴＮＦαモノマーに結合したＣＡ１８５＿０１７９抗体の結晶
構造）に示されるように、抗体はモノマーＴＮＦαに結合するとも考えられる。理論によ
って束縛されるものではないが、化合物の存在下では、ＴＮＦの可溶性ドメインはそのト
リマー構造を保持すると考えられる。しかしながら、Ａ及びＣサブユニットは互いに遠ざ
かり（及びＣサブユニットは回転する）、これらの２つのサブユニット間に裂け目を生成
する。したがって、本発明の抗体は歪曲したトリマーに結合するが、トリマー構造がモノ
マーに押し開かれる場合、抗体は依然として結合することも可能である。
【００６０】
　「Ａ」及び「Ｃ」サブユニットに関して、側面からＴＮＦαトリマーの結晶構造を見る
場合、それはほぼピラミッド／コーンのような形状である。あなたがモノマー末端を自分
に向けて、モノマー末端のＮ及びＣ末端に沿ったトリマー軸を見下ろす時、あなたはトリ
マーの「太い」末端を見ている。化合物を含む歪曲した構造では、裂け目はＡとＣサブユ
ニットの間で開き、理論によって束縛されるものではないが、本発明のＡｂが結合する。
【００６１】
　どの鎖がＡ、Ｂ又はＣであるかは、３つの同一の残基、例えば、各鎖中のＰ１１７（Ｇ
１２１も適切である）の３つのＣアルファ原子間で３つの距離を測定することによって確
認することができる。
【００６２】
　３つの距離は、ａｐｏＴＮＦ（解離ＴＮＦ）中では正三角形であるが、化合物が結合す
る場合は歪曲している三角形を形成する。最も短い距離はＢＣ間であり、最も長い距離は
ＡＣ間である（例えば、ＡＣ＝１３．８Å、ＡＢ＝１２．３Å、ＢＣ＝１０．２Å）；し
たがって、見る者の方に向いたＮ／Ｃ末端を有する分子の軸を通って見下ろすと、最も長
い距離はＣを規定し、次いで、Ａ鎖は反時計回りに進み、次いで、Ｂ及びＣは再度反時計
回りに続く。
【００６３】
　したがって、本発明はまた、ヒトＴＮＦαと、化合物（１）～（６）、又はその塩若し
くは溶媒和物からなる群から選択される化合物とを含む複合体に選択的に結合する抗体も
提供する。ヒトＴＮＦαは、典型的には、可溶性ＴＮＦα（ＴＮＦαｓ）である。ＴＮＦ
αｓは、配列番号３５若しくは配列番号３６、又はそのバリアントの配列を含んでもよい
。そのようなバリアントは、配列番号３５又は配列番号３６に対する少なくとも約６０％
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、７０％、８０％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％
、９８％又は９９％の同一性を保持してもよい（上記を参照されたい、また、バリアント
を同定する方法は以下に記載される）。ＴＮＦαは、トリマーであってもよい。
【００６４】
　本明細書に記載される用語「抗体」は、全抗体及び任意の抗原結合断片（すなわち、「
抗原結合部分」）又はその単鎖を含む。抗体は、ジスルフィド結合により相互接続された
少なくとも２個の重（Ｈ）鎖と、２個の軽（Ｌ）鎖とを含む糖タンパク質、又はその抗原
結合部分を指す。それぞれの重鎖は、重鎖可変領域（本明細書ではＨＣＶＲ又はＶＨと省
略される）と、重鎖定常領域とを含む。それぞれの軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書では
ＬＣＶＲ又はＶＬと省略される）と、軽鎖定常領域とを含む。重鎖及び軽鎖の可変領域は
、抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。ＶＨ及びＶＬ領域は、フレームワーク領
域（ＦＲ）と呼ばれる、より保存された領域が散在する、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼
ばれる超可変領域に細分される。
【００６５】
　抗体の定常領域は、免疫系の様々な細胞（例えば、エフェクター細胞）及び古典的補体
系の第１成分（Ｃ１ｑ）の様々な細胞を含む、宿主組織又は因子への免疫グロブリンの結
合を媒介することができる。
【００６６】
　本発明の抗体は、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体であってもよく、典型的
には、モノクローナル抗体である。本発明の抗体は、キメラ抗体、ＣＤＲ移植抗体、ナノ
ボディ、ヒト若しくはヒト化抗体又はそれらのいずれかの抗原結合部分であってもよい。
モノクローナル抗体とポリクローナル抗体との両方の産生について、実験動物は、典型的
にはヤギ、ウサギ、ラット又はマウスなどの非ヒト哺乳動物であるが、抗体を他の種にお
いて生じさせることもできる。
【００６７】
　ポリクローナル抗体を、目的の抗原を用いる、好適な動物の免疫化などの日常的な方法
によって産生させることができる。次いで、血液を動物から取り出し、ＩｇＧ画分を精製
することができる。
【００６８】
　本発明の化合物－トリマー複合体に対して生成された抗体を、動物の免疫化が必要であ
る場合、周知且つ日常的なプロトコールを使用して、ポリペプチドを動物、例えば、非ヒ
ト動物に投与することによって取得することができる。例えば、Handbook of Experiment
al Immunology, D. M. Weir (ed.), Vol 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford,
 England, 1986を参照されたい。ウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ウシ、ラクダ又はブ
タなどの多くの温血動物を免疫することができる。しかしながら、マウス、ウサギ、ブタ
及びラットが一般的には最も好適である。
【００６９】
　モノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術（Kohler & Milstein, 1975, Nature, 256
:495-497）、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kozbor et al., 1983, I
mmunology Today, 4:72）及びＥＢＶ－ハイブリドーマ技術（Cole et al., Monoclonal A
ntibodies and Cancer Therapy, pp77-96, Alan R Liss, Inc., 1985）などの当業界で公
知の任意の方法によって調製することができる。
【００７０】
　本発明の抗体を、例えば、Babcook, J. et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
3(15): 7843-7848l；ＷＯ９２／０２５５１；ＷＯ２００４／０５１２６８及びＷＯ２０
０４／１０６３７７により記載された方法により、特異的抗体の産生のために選択された
単一リンパ球から生成される免疫グロブリン可変領域ｃＤＮＡをクローニング及び発現さ
せることによる単一リンパ球抗体法を使用して生成することもできる。
【００７１】
　本発明の抗体を、当業界で公知の様々なファージディスプレイ法を使用して生成するこ
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ともでき、Brinkman et al. (J. Immunol. Methods, 1995, 182: 41-50)、Ames et al. (
J. Immunol. Methods, 1995, 184:177-186)、Kettleborough et al. (Eur. J. Immunol. 
1994, 24:952-958)、Persic et al. (Gene, 1997 187 9-18)、Burton et al. (Advances 
in Immunology, 1994, 57:191-280）及びＷＯ９０／０２８０９；ＷＯ９１／１０７３７
；ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／１８６１９；ＷＯ９３／１１２３６；ＷＯ９５／１
５９８２；ＷＯ９５／２０４０１；及びＵＳ５，６９８，４２６；５，２２３，４０９；
５，４０３，４８４；５，５８０，７１７；５，４２７，９０８；５，７５０，７５３；
５，８２１，０４７；５，５７１，６９８；５，４２７，９０８；５，５１６，６３７；
５，７８０，２２５；５，６５８，７２７；５，７３３，７４３及び５，９６９，１０８
により開示されたものが挙げられる。
【００７２】
　完全ヒト抗体は、重鎖と軽鎖の両方の可変領域及び定常領域（存在する場合）が全てヒ
ト起源のものであるか、又はヒト起源の配列と実質的に同一であるが、同じ抗体に由来す
る必要はない抗体である。完全ヒト抗体の例としては、例えば、上記のファージディスプ
レイ法により産生された抗体並びにマウス免疫グロブリン可変領域及び場合により、定常
領域遺伝子が、例えば、ＥＰ０５４６０７３、米国特許第５，５４５，８０６号、米国特
許第５，５６９，８２５号、米国特許第５，６２５，１２６号、米国特許第５，６３３，
４２５号、米国特許第５，６６１，０１６号、米国特許第５，７７０，４２９号、ＥＰ０
４３８４７４号及びＥＰ０４６３１５１に一般的な用語で記載されたそのヒト対応物によ
って置き換えられたマウスによって産生された抗体が挙げられる。
【００７３】
　或いは、本発明による抗体を、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーと、本明細
書に開示される化合物との化合物－トリマー複合体を含む免疫原で非ヒト哺乳動物を免疫
すること；前記哺乳動物から抗体調製物を取得すること；前記複合体を選択的に認識する
モノクローナル抗体を、それから誘導すること、並びに化合物の存在下でのみＴＮＦスー
パーファミリーメンバーに結合するモノクローナル抗体について、モノクローナル抗体の
集団をスクリーニングすることを含む方法によって産生することができる。
【００７４】
　本発明の抗体分子は、完全長重鎖及び軽鎖を有する完全抗体分子又はその断片若しくは
抗原結合部分を含んでもよい。抗体の用語「抗原結合部分」とは、抗原に選択的に結合す
る能力を保持する抗体の１又は複数の断片を指す。抗体の抗原結合機能を、完全長抗体の
断片によって実行させることができることが示されている。抗体並びにその断片及び抗原
結合部分は、限定されるものではないが、Ｆａｂ、改変型Ｆａｂ、Ｆａｂ’、改変型Ｆａ
ｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、単一ドメイン抗体（例えば、ＶＨ又はＶＬ又はＶＨＨ）、
ｓｃＦｖ、二価、三価又は四価抗体、Ｂｉｓ－ｓｃＦｖ、ダイアボディ、トリアボディ、
テトラボディ並びに上記のいずれかのエピトープ結合断片であってもよい（例えば、Holl
iger and Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9):1126-1136；Adair and Lawson, 2005, 
Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217を参照されたい）。これらの抗体断片を作
出及び製造するための方法は、当業界で周知である（例えば、Verma et al., 1998, Jour
nal of Immunological Methods, 216, 165-181を参照されたい）。本発明における使用の
ための他の抗体断片としては、国際特許出願ＷＯ２００５／００３１６９、ＷＯ２００５
／００３１７０及びＷＯ２００５／００３１７１に記載されたＦａｂ及びＦａｂ’断片並
びに国際特許出願ＷＯ２００９／０４０５６２に記載されたＦａｂ－ｄＡｂ断片が挙げら
れる。多価抗体は、多特異性を含んでもよく、又は一特異的であってもよい（例えば、Ｗ
Ｏ９２／２２８５３及びＷＯ０５／１１３６０５を参照されたい）。これらの抗体断片を
、当業者には公知の従来の技術を使用して取得し、断片を、無傷抗体と同じ様式での使用
のためにスクリーニングすることができる。
【００７５】
　存在する場合、本発明の抗体分子の定常領域ドメインを、抗体分子の提唱された機能、
特に、必要とされるエフェクター機能を考慮して選択することができる。例えば、定常領
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域ドメインは、ヒトＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ又はＩｇＭドメインであってもよい
。特に、抗体分子が治療的使用を意図され、抗体エフェクター機能が必要とされる場合、
特に、ＩｇＧ１及びＩｇＧ３アイソタイプのヒトＩｇＧ定常領域ドメインを使用すること
ができる。或いは、抗体分子が治療目的を意図され、抗体エフェクター機能が必要とされ
ない場合、ＩｇＧ２及びＩｇＧ４アイソタイプを使用することができる。
【００７６】
　（ａ）目的の免疫グロブリン遺伝子についてトランスジェニック若しくは導入染色体で
ある動物（例えば、マウス）又はそれから調製されたハイブリドーマから単離された抗体
、（ｂ）目的の抗体を発現するように形質転換された宿主細胞、例えば、トランスフェク
トーマから単離された抗体、（ｃ）組換え、コンビナトリアル抗体ライブラリーから単離
された抗体、並びに（ｄ）免疫グロブリン遺伝子配列の他のＤＮＡ配列へのスプライシン
グを含む任意の他の手段によって調製、発現、作出又は単離された抗体などの本発明の抗
体を、組換え手段によって調製する、発現させる、作出する、又は単離することができる
。
【００７７】
　本発明の抗体は、ヒト抗体又はヒト化抗体であってもよい。本明細書で使用される場合
、用語「ヒト抗体」は、フレームワーク領域とＣＤＲ領域の両方がヒト生殖系列免疫グロ
ブリン配列に由来する可変領域を有する抗体を含むことが意図される。さらに、抗体が定
常領域を含有する場合、定常領域も、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する。本発
明のヒト抗体は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列によってコードされないアミノ酸残基
（例えば、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの無作為若しくは部位特異的突然変異誘発又はｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの体細胞突然変異によって導入される突然変異）を含んでもよい。しかしながら、
本明細書で使用される場合、用語「ヒト抗体」は、マウスなどの別の哺乳動物種の生殖系
列に由来するＣＤＲ配列がヒトフレームワーク配列上に移植された抗体を含むことは意図
しない。
【００７８】
　そのようなヒト抗体は、ヒトモノクローナル抗体であってもよい。そのようなヒトモノ
クローナル抗体を、不死化細胞に融合されたヒト重鎖トランスジーン及び軽鎖トランスジ
ーンを含むゲノムを有する、トランスジェニック非ヒト動物、例えば、トランスジェニッ
クマウスから得られたＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生させることができる。
【００７９】
　ヒト抗体を、ヒトリンパ球のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの免疫化、次いで、エプスタイン・バ
ーウイルスによるリンパ球の形質転換によって調製することができる。
【００８０】
　用語「ヒト抗体誘導体」とは、任意の改変型のヒト抗体、例えば、抗体と別の薬剤又は
抗体とのコンジュゲートを指す。
【００８１】
　用語「ヒト化抗体」は、マウスなどの別の哺乳動物種の生殖系列に由来するＣＤＲ配列
がヒトフレームワーク配列上に移植されたＣＤＲ移植抗体分子を指すように意図される。
さらなるフレームワーク領域改変を、ヒトフレームワーク配列内で作製することができる
。
【００８２】
　本明細書で使用される場合、用語「ＣＤＲ移植抗体分子」とは、重鎖及び／又は軽鎖が
、アクセプター抗体（例えば、ヒト抗体）の重鎖及び／又は軽鎖可変領域フレームワーク
中に移植されたドナー抗体（例えば、マウス又はラットモノクローナル抗体）に由来する
１又は複数のＣＤＲ（必要に応じて、１又は複数の改変されたＣＤＲを含む）を含有する
抗体分子を指す。概説については、Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539
, 1998を参照されたい。一実施形態では、ＣＤＲ全体が導入されるよりもむしろ、本明細
書の上記のＣＤＲのいずれか１つに由来する１又は複数の特異性決定残基のみがヒト抗体
フレームワークに導入される（例えば、Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34を
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参照されたい）。一実施形態では、本明細書の上記の１又は複数のＣＤＲに由来する特異
性決定残基のみが、ヒト抗体フレームワークに導入される。別の実施形態では、本明細書
の上記のそれぞれのＣＤＲに由来する特異性決定残基のみがヒト抗体フレームワークに導
入される。
【００８３】
　ＣＤＲ又は特異性決定残基が移植される場合、任意の適切なアクセプター可変領域フレ
ームワーク配列を、マウス、霊長類及びヒトフレームワーク領域を含む、ＣＤＲが由来す
るドナー抗体のクラス／タイプを考慮して使用することができる。好適には、本発明によ
るＣＤＲ移植抗体は、ヒトアクセプターフレームワーク領域並びに上記の１又は複数のＣ
ＤＲ又は特異性決定残基を含む可変ドメインを有する。したがって、一実施形態では、可
変ドメインがヒトアクセプターフレームワーク領域と非ヒトドナーＣＤＲとを含む中和Ｃ
ＤＲ移植抗体が提供される。
【００８４】
　本発明において使用することができるヒトフレームワークの例は、ＫＯＬ、ＮＥＷＭ、
ＲＥＩ、ＥＵ、ＴＵＲ、ＴＥＩ、ＬＡＹ及びＰＯＭ（Kabat et al.、上掲）である。例え
ば、ＫＯＬ及びＮＥＷＭを重鎖のために使用し、ＲＥＩを軽鎖のために使用し、ＥＵ、Ｌ
ＡＹ及びＰＯＭを重鎖と軽鎖の両方のために使用することができる。或いは、ヒト生殖系
列配列を使用してもよい；これらのものは、例えば、http://www.vbase2.org/で入手可能
である（Retter et al, Nucl. Acids Res. (2005) 33 (supplement 1), D671-D674を参照
されたい）。
【００８５】
　本発明のＣＤＲ移植抗体では、アクセプター重鎖及び軽鎖は、同じ抗体に由来する必要
はなく、必要に応じて、異なる鎖に由来するフレームワーク領域を有する複合鎖を含んで
もよい。
【００８６】
　また、本発明のＣＤＲ移植抗体では、フレームワーク領域は、アクセプター抗体のもの
と全く同じ配列を有する必要はない。例えば、非通常残基を、そのアクセプター鎖クラス
又はタイプについてより頻繁に存在する残基に変化させてもよい。或いは、アクセプター
フレームワーク領域中の選択された残基を、それらがドナー抗体中の同じ位置に見出され
る残基と一致するように変化させてもよい（Reichmann et al., 1998, Nature, 332, 323
-324を参照されたい）。そのような変化は、ドナー抗体の親和性を回復させる最小限の必
要性を保持するべきである。変化させる必要があり得るアクセプターフレームワーク領域
中の残基を選択するためのプロトコールは、ＷＯ９１／０９９６７に記載されている。
【００８７】
　また、抗体が様々な翻訳後改変を受けてもよいことが当業者には理解されるであろう。
これらの改変の型及び程度は、抗体を発現させるのに使用される宿主細胞系並びに培養条
件に依存することが多い。そのような改変は、グリコシル化、メチオニン酸化、ジケトピ
ペラジン形成、アスパラギン酸異性化及びアスパラギン脱アミド化の変化を含んでもよい
。よくある改変は、カルボキシペプチダーゼの作用によるカルボキシ末端塩基性残基（リ
シン又はアルギニンなど）の喪失である（Harris, RJ. Journal of Chromatography 705:
129-134, 1995に記載されている）。
【００８８】
　一実施形態では、抗体重鎖は、ＣＨ１ドメインを含み、抗体軽鎖はＣＬドメイン、カッ
パ又はラムダのいずれかを含む。
【００８９】
　抗体又は断片などの生物分子は、酸性及び／又は塩基性官能基を含有し、それにより、
分子に正味の正電荷又は負電荷を与える。全体の「観察される」電荷の量は、実体の絶対
アミノ酸配列、３Ｄ構造における荷電した基の部分環境及び分子の環境条件に依存するで
あろう。等電点（ｐＩ）は、特定の分子又は表面が正味の電荷を担持しないｐＨである。
一実施形態では、本開示による抗体又は断片は、少なくとも７の等電点（ｐＩ）を有する
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。一実施形態では、抗体又は断片は、少なくとも８、例えば、８．５、８．６、８．７、
８．８又は９の等電点を有する。一実施形態では、抗体のｐＩは８である。＊＊ＥｘＰＡ
ＳＹ　http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html（Walker, The Proteomics Protocols 
Handbook, Humana Press (2005), 571-607を参照されたい）のようなプログラムを使用し
て、抗体又は断片の等電点を予測することができる。
【００９０】
　本発明の抗体は、配列番号４～６の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は３つ全部の重
鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３）を含んでもよい。これ
らのものは、実施例のＣＡ１８５＿０１９７４抗体のＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ
３配列である。
【００９１】
　さらに、本発明の抗体は、配列番号１～３の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は３つ
全部の軽鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３）を含んでもよ
い。これらのものは、実施例のＣＡ１８５＿０１９７４抗体のＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／
ＬＣＤＲ３配列である。
【００９２】
　本発明の抗体は、好適には、配列番号６の少なくとも１つのＨＣＤＲ３配列を含む。
【００９３】
　典型的には、本発明の抗体は、配列番号４～６から選択される少なくとも１つの重鎖Ｃ
ＤＲ配列と、配列番号１～３から選択される少なくとも１つの軽鎖ＣＤＲ配列とを含む。
本発明の抗体は、配列番号４～６から選択される少なくとも２つの重鎖ＣＤＲ配列と、配
列番号１～３から選択される少なくとも２つの軽鎖ＣＤＲ配列とを含んでもよい。本発明
の抗体は、典型的には、配列番号４～６の３つ全部の重鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＨＣＤ
Ｒ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３）と、配列番号１～３の３つ全部の軽鎖ＣＤＲ配列（それ
ぞれ、ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３）とを含む。抗体は、キメラ、ヒト又はヒト
化抗体であってもよい。
【００９４】
　本発明の抗体はまた、配列番号１９～２１の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は３つ
全部の重鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３）を含んでもよ
い。これらのものは、実施例のＣＡ１８５＿０１９７９抗体のＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／
ＨＣＤＲ３配列である。
【００９５】
　抗体は、典型的には、配列番号２１のＨＣＤＲ３配列を含む。
【００９６】
　本発明の抗体はまた、配列番号１、１７、１８の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は
３つ全部の軽鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３）を含んで
もよい。これらのものは、実施例のＣＡ１８５＿０１９７９抗体のＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ
２／ＬＣＤＲ３配列である。
【００９７】
　典型的には、本発明の抗体は、配列番号１９～２１から選択される少なくとも１つの重
鎖ＣＤＲと、配列番号１、１７、１８から選択される少なくとも１つの軽鎖ＣＤＲ配列と
を含む。本発明の抗体は、配列番号１９～２１から選択される少なくとも２つの重鎖ＣＤ
Ｒ配列と、配列番号１、１７、１８から選択される少なくとも２つの軽鎖ＣＤＲ配列とを
含んでもよい。本発明の抗体は、典型的には、配列番号１９～２１の３つ全部の重鎖ＣＤ
Ｒ配列（それぞれ、ＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／ＨＣＤＲ３）と、配列番号１、１７、１８
の３つ全部の軽鎖ＣＤＲ配列（それぞれ、ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３）を含む
。抗体は、キメラ、ヒト又はヒト化抗体であってもよい。
【００９８】
　本発明の抗体は、ＣＡ１８５＿０１９７４抗体とＣＡ１８５＿０１９７９抗体のＣＤＲ
配列の任意の組合せを含んでもよい。特に、本発明の抗体は、配列番号４～６及び１９～
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２１から選択される少なくとも１つのＨＣＤＲ配列並びに／又は配列番号１～３、１７及
び１８から選択される少なくとも１つのＬＣＤＲ配列を含んでもよい。
【００９９】
　抗体は、
　－　配列番号４及び１９から選択されるＨＣＤＲ１；並びに／又は
　－　配列番号５及び２０から選択されるＨＣＤＲ２；並びに／又は
　－　配列番号６及び２１から選択されるＨＣＤＲ３；並びに／又は
　－　配列番号１のＬＣＤＲ１；並びに／又は
　－　配列番号２及び１７から選択されるＬＣＤＲ２；並びに／又は
　－　配列番号３及び１８から選択されるＬＣＤＲ３
を含んでもよい。
【０１００】
　本発明の抗体は、配列番号８の重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）配列（ＣＡ１８５＿０１９７
４のＨＣＶＲ）を含んでもよい。本発明の抗体は、配列番号７の軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ
）配列（ＣＡ１８５＿０１９７４のＬＣＶＲ）を含んでもよい。本発明の抗体は、好適に
は、配列番号８の重鎖可変領域配列と、配列番号７の軽鎖可変領域配列とを含む。
【０１０１】
　本発明の抗体はまた、配列番号２３の重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）配列（ＣＡ１８５＿０
１９７９のＨＣＶＲ）を含んでもよい。本発明の抗体は、配列番号２２の軽鎖可変領域（
ＬＣＶＲ）配列（ＣＡ１８５＿０１９７９のＬＣＶＲ）を含んでもよい。本発明の抗体は
、好適には、配列番号２３の重鎖可変領域配列と、配列番号２２の軽鎖可変領域配列とを
含む。
【０１０２】
　再度、本発明の抗体は、ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９抗体に由
来する重鎖及び軽鎖可変領域の組合せを含んでもよい。換言すれば、本発明の抗体は、配
列番号８若しくは２３の重鎖可変領域及び／又は配列番号７若しくは２２の軽鎖可変領域
を含んでもよい。
【０１０３】
　本発明の抗体は、配列番号１２（ＣＡ１８５＿０１９７４　ｍＩｇＧ１）又は配列番号
１３（ＣＡ１８５＿０１９７４　ｍＦａｂ（ヒンジなし））の重鎖（Ｈ鎖）配列を含んで
もよい。本発明の抗体は、配列番号１１（ＣＡ１８５＿０１９７４　カッパ軽鎖）の軽鎖
（Ｌ鎖）配列を含んでもよい。本発明の抗体は、典型的には、配列番号１２／１３の重鎖
配列と、配列番号１１の軽鎖配列とを含む。抗体は、キメラ、ヒト又はヒト化抗体であっ
てもよい。
【０１０４】
　本発明の抗体は、配列番号２７（ＣＡ１８５＿０１９７９　ｍＩｇＧ１）又は配列番号
２８（ＣＡ１８５＿０１９７９　ｍＦａｂ（ヒンジなし））の重鎖配列を含んでもよい。
本発明の抗体は、配列番号２６（ＣＡ１８５＿０１９７９　カッパ軽鎖）の軽鎖配列を含
んでもよい。一般に、本発明の抗体は、配列番号２７／２８の重鎖配列と、配列番号２６
の軽鎖配列とを含む。抗体は、キメラ、ヒト又はヒト化抗体であってもよい。再度、ＣＡ
１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９に由来する配列を組み合わせることがで
きる。
【０１０５】
　或いは、抗体は、上記の特定の配列の１つのバリアントであるか、又はそれを含んでも
よい。例えば、バリアントは、上記のアミノ酸配列のいずれかの置換、欠失又は付加バリ
アントであってもよい。
【０１０６】
　バリアント抗体は、上記で考察された特定の配列に由来する１、２、３、４、５、最大
１０、最大２０個以上（典型的には、最大５０個まで）のアミノ酸置換及び／又は欠失を
含んでもよい。「欠失」バリアントは、個々のアミノ酸の欠失、２、３、４若しくは５個



(30) JP 2018-520668 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

のアミノ酸などの少数のアミノ酸の欠失、又は特定のアミノ酸ドメイン若しくは他の特徴
部の欠失などのより大きいアミノ酸領域の欠失を含んでもよい。「置換」バリアントは、
典型的には、１又は複数のアミノ酸の、同じ数のアミノ酸による置き換えを含み、保存的
アミノ酸置換を作製する。例えば、アミノ酸を、類似する特性を有する代替アミノ酸、例
えば、別の塩基性アミノ酸、別の酸性アミノ酸、別の中性アミノ酸、別の荷電アミノ酸、
別の親水性アミノ酸、別の疎水性アミノ酸、別の極性アミノ酸、別の芳香族アミノ酸又は
別の脂肪族アミノ酸で置換してもよい。好適な置換を選択するために使用することができ
る２０種の主なアミノ酸のいくつかの特性は、以下の通りである。
【表１】

【０１０７】
　「誘導体」又は「バリアント」は一般的に、天然アミノ酸の代わりに、配列中に出現す
るアミノ酸がその構造的類似体であるものを含む。抗体の機能が有意に有害に作用しない
という条件で、配列中で使用されるアミノ酸を、誘導体化又は改変する、例えば、標識す
ることもできる。
【０１０８】
　上記の誘導体及びバリアントを、抗体の合成中に、又は産生後改変により、又は抗体が
組換え形態にある場合、部位特異的突然変異誘発、無作為突然変異誘発、若しくは酵素的
切断及び／若しくは核酸のライゲーションの公知の技術を使用して調製することができる
。
【０１０９】
　バリアント抗体は、本明細書に開示されるアミノ酸配列に対する約６０％を超える、又
は約７０％を超える、例えば、７５又は８０％、好ましくは、約８５％を超える、例えば
、約９０又は９５％を超えるアミノ酸同一性を有するアミノ酸配列を有してもよい（特に
、ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ配列並びにＨ及びＬ鎖配列）。さらに、抗体は、これらの配列につ
いて開示された正確なＣＤＲを保持しながら、本明細書に開示されるＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ
配列並びにＨ及びＬ鎖配列に対する約６０％を超える、又は約７０％を超える、例えば、
７５又は８０％、典型的には、約８５％を超える、例えば、約９０又は９５％を超えるア
ミノ酸同一性を有するバリアントであってもよい。バリアントは、本明細書に開示される
ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ配列並びにＨ及びＬ鎖配列に対する少なくとも約９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の同一性を保持して
もよい（いくつかの環境では、正確なＣＤＲを保持しながら）。
【０１１０】
　バリアントは、典型的には、約６０％～約９９％の同一性、約８０％～約９９％の同一
性、約９０％～約９９％の同一性又は９５％～約９９％の同一性を保持する。このレベル
のアミノ酸同一性は、関連する配列番号の配列の全長にわたって、又は完全長ポリペプチ
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ドのサイズに応じて、約２０、３０、５０、７５、１００、１５０、２００個以上のアミ
ノ酸にわたるなど、配列の一部にわたって見ることができる。
【０１１１】
　アミノ酸配列に関連して、「配列同一性」とは、ＣｌｕｓｔａｌＷ（Thompson et al.,
 1994、上掲）を使用して評価した場合、以下のパラメータに関する開始値を有する配列
を指す。
【０１１２】
　ペアワイズアラインメントパラメータ－方法：正確、マトリックス：ＰＡＭ、Ｇａｐオ
ープンペナルティ：１０．００、Ｇａｐ伸長ペナルティ：０．１０。
【０１１３】
　複数アラインメントパラメータ－マトリックス：ＰＡＭ、Ｇａｐオープンペナルティ：
１０．００、遅延に関する％同一性：３０、末端ギャップペナルティ：オン、Ｇａｐ分離
距離：０、ネガティブマトリックス：なし、Ｇａｐ伸長ペナルティ：０．２０、残基特異
的ギャップペナルティ：オン、親水性ギャップペナルティ：オン、親水性残基：ＧＰＳＮ
ＤＱＥＫＲ。特定の残基での配列同一性は、単に誘導体化された同一の残基を含むことが
意図される。
【０１１４】
　本発明は、したがって、特異的配列を有する抗体及びこれらの鎖の機能又は活性を維持
するバリアントを提供する。
【０１１５】
　本発明はまた、本発明の抗体分子の重鎖及び／又は軽鎖可変領域（単数又は複数）をコ
ードする単離されたＤＮＡ配列も提供する。したがって、本発明は、配列番号８の重鎖可
変領域をコードする、配列番号１０の単離されたＤＮＡ配列を提供する。本発明はまた、
配列番号７の軽鎖可変領域をコードする、配列番号９の単離されたＤＮＡ配列も提供する
。
【０１１６】
　本発明はまた、配列番号２３の重鎖可変領域をコードする、配列番号２５の単離された
ＤＮＡ配列も提供する。本発明はまた、配列番号２２の軽鎖可変領域をコードする、配列
番号２４の単離されたＤＮＡ配列も提供する。
【０１１７】
　本発明はまた、本発明の抗体分子の重鎖及び／又は軽鎖（単数又は複数）をコードする
単離されたＤＮＡ配列も提供する。好適には、ＤＮＡ配列は、本発明の抗体分子の重鎖又
は軽鎖をコードする。したがって、本発明は、それぞれ、配列番号１２及び配列番号１３
の重鎖をコードする、配列番号１５又は１６の単離されたＤＮＡ配列を提供する。本発明
はまた、配列番号１１の軽鎖をコードする、配列番号１４の単離されたＤＮＡ配列も提供
する。
【０１１８】
　本発明はまた、それぞれ、配列番号２７及び配列番号２８の重鎖をコードする、配列番
号３０又は３１の単離されたＤＮＡ配列も提供する。本発明はまた、配列番号２６の軽鎖
をコードする、配列番号２９の単離されたＤＮＡ配列も提供する。
【０１１９】
　好適なポリヌクレオチド配列は、或いは、これらの特定のポリヌクレオチド配列の１つ
のバリアントであってもよい。例えば、バリアントは、上記の核酸配列のいずれかの置換
、欠失又は付加バリアントであってもよい。バリアントポリヌクレオチドは、配列表に与
えられる配列に由来する１、２、３、４、５、最大１０、最大２０、最大３０、最大４０
、最大５０、最大７５個以上までの核酸置換及び／又は欠失を含んでもよい。一般的には
、バリアントは、１～２０、１～５０、１～７５又は１～１００個の置換及び／又は欠失
を有する。
【０１２０】
　好適なバリアントは、本明細書に開示される核酸配列のいずれか１つのポリヌクレオチ



(32) JP 2018-520668 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

ドと少なくとも約７０％相同であってもよく、典型的には、それと少なくとも約８０又は
９０％、より好適には、少なくとも約９５％、９７％又は９９％相同であってもよい。バ
リアントは、少なくとも約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、
９７％、９８％又は９９％の同一性を保持してもよい。バリアントは、典型的には、約６
０％～約９９％の同一性、約８０％～約９９％の同一性、約９０％～約９９％の同一性又
は約９５％～約９９％の同一性を保持する。これらのレベルでの相同性及び同一性は、一
般的には、少なくともポリヌクレオチドのコード領域に関して存在する。相同性を測定す
る方法は当業界で周知であり、当業者であれば、本発明の文脈で、相同性が核酸同一性に
基づいて算出されることを理解できる。そのような相同性は、少なくとも約１５、少なく
とも約３０、例えば、少なくとも約４０、６０、１００、２００個以上の連続するヌクレ
オチド（長さに応じて）の領域にわたって存在してもよい。そのような相同性は、非改変
ポリヌクレオチド配列の全長にわたって存在してもよい。
【０１２１】
　ポリヌクレオチドの相同性又は同一性を測定する方法は、当業界で公知である。例えば
、ＵＷＧＣＧ　Ｐａｃｋａｇｅは、相同性を算出するために使用することができるＢＥＳ
ＴＦＩＴプログラム（例えば、そのデフォルト設定で使用される）を提供する（Devereux
 et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-395）。
【０１２２】
　例えば、Altschul S.F. (1993) J Mol Evol 36:290-300；Altschul, S, F et al (1990
) J Mol Biol 215:403-10に記載されたように、ＰＩＬＥＵＰ及びＢＬＡＳＴアルゴリズ
ムを使用して、相同性を算出するか、又は配列を並べることもできる（典型的には、その
デフォルト設定で）。
【０１２３】
　ＢＬＡＳＴ分析を実行するためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｒｅ　
ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/）を介して公共的に利用可能である。このアルゴリズムは、データベース配列中
の同じ長さのワードと整列させた場合、いくつかの正の値の閾値スコアＴと一致するか、
又はそれを満たす問合せ配列中の短いワード長Ｗを同定することにより、高スコアリング
配列対（ＨＳＰ）を最初に同定することを含む。Ｔは、近隣ワードスコア閾値と呼ばれる
（Altschul et al, 上掲）。これらの初期近隣ワードヒットは、それらを含有するＨＳＰ
を発見するための検索を開始するためのシードとして作用する。ワードヒットは、累積ア
ラインメントスコアを増大させることができる限り、それぞれの配列に沿って両方向に伸
長される。それぞれの方向におけるワードヒットに関する伸長は、累積アラインメントス
コアが、１若しくは複数の負のスコアの残基アラインメントの蓄積のため、ゼロ以下に行
く場合；又はいずれかの配列の末端に達する場合、停止される。ＢＬＡＳＴアルゴリズム
パラメータＷ、Ｔ及びＸは、アラインメントの感度及び速度を決定する。ＢＬＡＳＴプロ
グラムは、デフォルトとして、１１のワード長（Ｗ）、５０のＢＬＯＳＵＭ６２スコアリ
ングマトリックス（Henikoff and Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:109
15-10919を参照されたい）アラインメント（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝４
、及び両鎖の比較を使用する。
【０１２４】
　ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、２つの配列間の類似性の統計分析を実行する；例えば、Ka
rlin and Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787を参照されたい。
ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより提供される類似性の１つの尺度は、２つのヌクレオチド又
はアミノ酸配列間の一致が偶然存在する確率の指標を提供する、最小合計確率（Ｐ（Ｎ）
）である。例えば、第１の配列と第２の配列との比較における最小合計確率が約１未満、
典型的には約０．１未満、好適には約０．０１未満、最も好適には約０．００１未満であ
る場合、ある配列は別の配列と類似すると考えられる。例えば、最小合計確率は、約１～
約０．００１、多くは約０．０１～約０．００１の範囲にあってよい。
【０１２５】
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　相同体は、約３、５、１０、１５、２０個未満又はそれ以上の突然変異（それぞれ、置
換、欠失又は挿入であってもよい）によって関連するポリヌクレオチド中の配列と異なっ
ていてもよい。例えば、相同体は、３～５０個の突然変異、多くは３～２０個の突然変異
によって異なってもよい。これらの突然変異を、相同体の少なくとも３０個、例えば、少
なくとも約４０、６０又は１００個以上の連続するヌクレオチドの領域にわたって測定す
ることができる。
【０１２６】
　一実施形態では、バリアント配列は、遺伝子コードにおける冗長性のため配列表に与え
られる特定の配列によって異なってもよい。ＤＮＡコードは、４種の主要核酸残基（Ａ、
Ｔ、Ｃ及びＧ）を有し、生物の遺伝子中でコードされるタンパク質のアミノ酸を表す３文
字コドンを「綴る」ためにこれらのものを使用する。ＤＮＡ分子に沿ったコドンの線形配
列は、これらの遺伝子によってコードされるタンパク質（単数又は複数）中のアミノ酸の
線形配列に翻訳される。コードは高度に縮重性であり、６１個のコドンが２０個の天然ア
ミノ酸をコードし、３個のコドンが「停止」シグナルを表す。したがって、多くのアミノ
酸は、１より多いコドンによってコードされ、事実、いくつかは４個以上の異なるコドン
によってコードされる。本発明のバリアントポリヌクレオチドは、したがって、本発明の
別のポリヌクレオチドと同じポリペプチド配列をコードしてもよいが、同じアミノ酸をコ
ードする異なるコドンの使用のため、異なる核酸配列を有してもよい。
【０１２７】
　本発明のＤＮＡ配列は、例えば、化学的プロセッシング、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又は
その任意の組合せにより産生される合成ＤＮＡを含んでもよい。
【０１２８】
　本発明の抗体分子をコードするＤＮＡ配列を、当業者には周知の方法によって取得する
ことができる。例えば、抗体重鎖及び軽鎖の一部又は全部をコードするＤＮＡ配列を、必
要に応じて、決定されたＤＮＡ配列から、又は対応するアミノ酸配列に基づいて合成する
ことができる。
【０１２９】
　ベクターを構築することができる一般的方法、トランスフェクション方法及び培養方法
は、当業者には周知である。これに関して、「Current Protocols in Molecular Biology
」, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, New York及びCold Spring Harbor
 Publishingにより製造されたManiatis Manualが参照される。
【０１３０】
　また、本発明の抗体をコードする１又は複数のＤＮＡ配列を含む１又は複数のクローニ
ング又は発現ベクターを含む宿主細胞も提供される。任意の好適な宿主細胞／ベクター系
を、本発明の抗体分子をコードするＤＮＡ配列の発現のために使用することができる。細
菌、例えば、大腸菌、及び他の微生物系を使用してもよく、又は真核生物、例えば、哺乳
動物宿主細胞発現系を使用してもよい。好適な哺乳動物宿主細胞としては、ＣＨＯ、ミエ
ローマ細胞又はハイブリドーマ細胞が挙げられる。
【０１３１】
　本発明はまた、本発明の抗体分子をコードするＤＮＡからのタンパク質の発現をもたら
すのに好適な条件下で本発明のベクターを含有する宿主細胞を培養すること、及び抗体分
子を単離することを含む、本発明による抗体分子の産生のためのプロセスも提供する。
【０１３２】
　本明細書に記載のスクリーニング方法を使用して、化合物－トリマー複合体に結合する
ことができる好適な抗体を同定することができる。したがって、本明細書に記載のスクリ
ーニング方法を実行して、目的の抗体を試験することができる。
【０１３３】
　本発明の抗体を、例えば、標準的なＥＬＩＳＡ又はウェスタンブロッティングにより、
化合物－トリマー複合体に対する結合について試験することができる。ＥＬＩＳＡアッセ
イを使用して、標的タンパク質との陽性反応性を示すハイブリドーマについてスクリーニ
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ングすることもできる。抗体の結合選択性を、例えば、フローサイトメトリーにより、抗
体の、標的タンパク質を発現する細胞に対する結合をモニタリングすることによって決定
することもできる。したがって、本発明のスクリーニング方法は、ＥＬＩＳＡ若しくはウ
ェスタンブロットを実行することにより、又はフローサイトメトリーにより、化合物－ト
リマー複合体を結合することができる抗体を同定するステップを含んでもよい。
【０１３４】
　本発明の抗体は、少なくとも１つの化合物－トリマー複合体、すなわち、化合物－トリ
マー複合体内のエピトープを選択的（又は特異的）に認識する。抗体、又は他の化合物は
、それが選択的であるが、他のタンパク質には実質的に結合しない、又は低い親和性で結
合するタンパク質に対して優先的に、又は高い親和性で結合する場合、タンパク質「に選
択的に結合する」又は「を選択的に認識する」。標的である化合物－トリマー複合体に対
する本発明の抗体の選択性を、抗体が上記で考察された他の関連する化合物－トリマー複
合体に結合するかどうか、又はそれがそれらを識別するかどうかを決定することによって
さらに試験することができる。
【０１３５】
　本発明の抗体は、トリマー形態の１又は複数のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含
む化合物－トリマー複合体に特異的（又は選択的）に結合することができる。例えば、抗
体は、ＴＮＦαを含む化合物－トリマー複合体、ＴＮＦβを含む化合物－トリマー複合体
及びＣＤ４０Ｌを含む化合物－トリマー複合体に結合することができる。或いは、抗体は
、ただ１つのＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含む化合物－トリマー複合体に特異的
（又は選択的）に結合するが、他の任意のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含む化合
物－トリマー複合体には結合することができない。例えば、抗体は、ＴＮＦαを含む化合
物－トリマー複合体に結合するが、ＴＮＦβを含む化合物－トリマー複合体又はＣＤ４０
Ｌを含む化合物－トリマー複合体には結合することができない。抗体は、最大２つ、３つ
、４つ又は最大で全部のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含む化合物－トリマー複合
体に特異的（又は選択的）に結合することができる。
【０１３６】
　特異的（又は選択的）とは、抗体が、ＴＮＦスーパーファミリーのトリマーの非存在下
の試験化合物又は試験化合物の非存在下のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマー
を含んでもよい、任意の他の分子に有意に交差反応することなく、目的の化合物－トリマ
ー複合体に結合することと理解される。交差反応性を、本明細書に記載の任意の好適な方
法によって評価することができる。化合物－トリマー複合体の抗体と、化合物－トリマー
複合体以外の分子との交差反応性は、抗体が目的の化合物－トリマー複合体に結合する強
さの少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４
５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％又は
１００％の強さで他の分子に結合する場合、有意と考えることができる。化合物－トリマ
ー複合体に特異的（又は選択的）である抗体は、それが化合物－トリマー複合体に結合す
る強さの約９０％、８５％、７５％、７０％、６５％、６０％、５５％、５０％、４５％
、４０％、３５％、３０％、２５％又は２０％未満の強さで別の分子に結合することがで
きる。抗体は、それが化合物－トリマー複合体に結合する強さの約２０％未満、約１５％
未満、約１０％未満又は約５％未満、約２％未満又は約１％未満の強さで他の分子に結合
することができる。抗体は、（ｉ）化合物の非存在下のトリマー形態のＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバー及び／又は（ｉｉ）ＴＮＦスーパーファミリーメンバートリマーの非存
在下の化合物と比較して化合物－トリマー複合体に特異的（又は選択的）に結合する。
【０１３７】
　抗体が化合物－トリマー複合体に結合する速度は、本明細書では「結合」速度ｋｏｎ－

ａｂと呼ばれ、抗体が化合物－トリマー複合体から解離する速度は、本明細書では「解離
」速度又はｋｏｆｆ－ａｂと呼ばれる。本明細書で使用される記号「ＫＤ－ａｂ」は、化
合物－トリマー複合体に対する抗体の結合親和性（解離定数）を指す。ＫＤ－ａｂはｋｏ

ｆｆ－ａｂ／ｋｏｎ－ａｂと定義される。抗体は、化合物－トリマー複合体の質量スペク
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トル分析及び抗体のピーク強度によって分で測定することができる遅い「結合」速度を有
してもよい。抗体のＫＤ－ａｂ値を、異なる抗体：化合物－トリマー複合体比でこの測定
を繰り返すことによって見積もることができる。
【０１３８】
　化合物－トリマー複合体に対する結合に関する抗体のＫＤ－ａｂ値は、化合物の非存在
下でのトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対する結合に関する抗体のＫＤ－ａ

ｂ値及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物に対す
る結合に関する抗体のＫＤ－ａｂ値の少なくとも約１．５分の１、２分の１、３分の１、
４分の１、５分の１、１０分の１、２０分の１、３０分の１、４０分の１、５０分の１、
６０分の１、７０分の１、８０分の１、９０分の１、１００分の１、２００分の１、３０
０分の１又は４００分の１でもよい。化合物－トリマー複合体に対する結合に関する抗体
のＫＤ－ａｂ値は、試験化合物の非存在下でＴＮＦスーパーファミリー受容体に結合する
ＴＮＦスーパーファミリートリマーのＫＤ－ａｂ値の約１０分の１、約１００分の１、約
２００分の１、約３００分の１に減少してもよい、すなわち、化合物－トリマー複合体に
対する抗体の結合親和性は、典型的には、化合物の非存在下でのトリマーＴＮＦスーパー
ファミリーメンバーに対する抗体の結合親和性及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミ
リーメンバーの非存在下での化合物に対する抗体の結合親和性と比較して少なくとも約１
０倍、好適には少なくとも約１００倍、より好適には少なくとも約２００倍、最も好適に
は少なくとも約３００倍増加する。
【０１３９】
　結合親和性を、結合親和性（ＫＤ－ａｂ）を単位として与えることができ、μＭ、ｎＭ
又はｐＭなどの任意の適切な単位で与えることができる。ＫＤ－ａｂ値が小さいほど、化
合物－トリマー複合体に対する抗体の結合親和性は大きい。
【０１４０】
　化合物－トリマー複合体に対する結合に関する抗体のＫＤ－ａｂ値は、化合物の非存在
下でのトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対する結合に関する抗体のＫＤ－ａ

ｂ値及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物に対す
る結合に関する抗体のＫＤ－ａｂ値の少なくとも約１．５分の１、２分の１、３分の１、
４分の１、５分の１、１０分の１、２０分の１、３０分の１、４０分の１、５０分の１、
６０分の１、７０分の１、８０分の１、９０分の１、１００分の１であるか、又はさらに
低くてもよい。
【０１４１】
　化合物の非存在下でトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する抗体のＫＤ

－ａｂ値及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での化合物に
対する結合に関する抗体のＫＤ－ａｂ値と比較した化合物－トリマー複合体に対する結合
に関する抗体のＫＤ－ａｂ値の減少は、化合物の非存在下でトリマーＴＮＦスーパーファ
ミリーメンバーに結合する抗体及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの
非存在下で化合物に結合する抗体と比較した、化合物－トリマー複合体に結合する抗体の
結合速度（ｋｏｎ－ａｂ）の増加；並びに／又は化合物の非存在下でトリマーＴＮＦスー
パーファミリーメンバーに結合する抗体及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーの非存在下で化合物に結合する抗体と比較した解離速度（ｋｏｆｆ－ａｂ）の減少
の結果生じてもよい。
【０１４２】
　化合物－トリマー複合体に結合する抗体の結合速度（ｋｏｎ－ａｂ）は一般的には、化
合物の非存在下でトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する抗体及び／又は
トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下で化合物に結合する抗体の結合速
度と比較して増加する。化合物－トリマー複合体に結合する抗体の解離速度（ｋｏｆｆ－

ａｂ）は一般的には、化合物の非存在下でトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに
結合する抗体及び／又はトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下で化合物
に結合する抗体の解離速度と比較して減少する。最も典型的には、化合物の非存在下でト
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リマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する抗体及び／又はトリマーＴＮＦスー
パーファミリーメンバーの非存在下で化合物に結合する抗体と比較して、化合物－トリマ
ー複合体に結合する抗体の結合速度（ｋｏｎ－ａｂ）は増加し、化合物－トリマー複合体
に結合する抗体の解離速度（ｋｏｆｆ－ａｂ）は減少する。
【０１４３】
　化合物－トリマー複合体に結合する抗体のｋｏｎ－ａｂ値は、化合物の非存在下でトリ
マーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する抗体及び／又はトリマーＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーの非存在下で化合物に結合する抗体のｋｏｎ－ａｂ値と比較して少
なくとも約１．５倍若しくは少なくとも２倍、典型的には少なくとも約３倍増加してもよ
く、並びに／又は化合物－トリマー複合体に結合する抗体のｋｏｆｆ－ａｂ値は、化合物
の非存在下でトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合する抗体及び／若しくは
トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下で化合物に結合する抗体のｋｏｆ

ｆ－ａｂ値と比較して、約２分の１、約１０分の１、約２０分の１、約３０分の１、約４
０分の１、約５０分の１、約６０分の１、約７０分の１、約８０分の１、より好適には約
９０分の１に減少してもよい。
【０１４４】
　ｋｏｎ－ａｂ値、ｋｏｆｆ－ａｂ値、及びＫＤ－ａｂ値を、任意の適切な技術、例えば
、表面プラズモン共鳴、質量分析及び等温熱量測定を使用して決定することができる。
【０１４５】
　化合物－トリマー複合体に結合する抗体のＫＤ－ａｂ値は、１ｎＭ、９００ｐＭ、７０
０ｐＭ、５００ｐＭ、１００ｐＭ、１０ｐＭ以下（典型的には約１ｐＭまで下がる）であ
ってもよい。本発明の抗体は、望ましくは、高い親和性で、例えば、ピコモル濃度範囲で
本発明の化合物－トリマー複合体に結合する。化合物－トリマー複合体に結合する抗体の
ＫＤ－ａｂ値は、１ｎＭ以下、９００ｐＭ以下、７００ｐＭ以下、５００ｐＭ以下、４０
０ｐＭ以下、３００ｐＭ以下、２００ｐＭ以下、１００ｐＭ以下、９０ｐＭ以下、８０ｐ
Ｍ以下、７０ｐＭ以下、６０ｐＭ以下、５０ｐＭ以下、４０ｐＭ以下、３０ｐＭ以下、２
０ｐＭ以下、１０ｐＭ以下（再度、約１ｐＭまで下がる）であってもよい。
【０１４６】
　一度、好適な抗体が同定及び選択されたら、抗体のアミノ酸配列を、当業界で公知の方
法によって同定することができる。抗体をコードする遺伝子を、縮重プライマーを使用し
てクローニングすることができる。抗体を、日常的な方法によって組換え的に産生させる
ことができる。
【０１４７】
　本発明の抗体は、ＴＮＦαへの結合について、Ｈ鎖／Ｌ鎖、ＨＣＶＲ／ＬＣＶＲ又はＣ
ＤＲ配列に関して上記で定義されたものと同じエピトープと競合するか、又はそれに結合
することができる。特に、抗体は、ＴＮＦαへの結合について、配列番号４／５／６／１
／２／３又は配列番号１９／２０／２１／１／１７／１８のＨＣＤＲ１／ＨＣＤＲ２／Ｈ
ＣＤＲ３／ＬＣＤＲ１／ＬＣＤＲ２／ＬＣＤＲ３配列組合せを含む抗体と同じエピトープ
と競合するか、又はそれに結合することができる。抗体は、ＴＮＦαへの結合について、
配列番号８／７又は配列番号２３／２２のＨＣＶＲ及びＬＣＶＲ配列対を含む抗体と同じ
エピトープと競合するか、又はそれに結合することができる。
【０１４８】
　用語「エピトープ」は、抗体により結合される抗原の領域である。エピトープを、構造
的又は機能的と定義することができる。機能的エピトープは、一般的には、構造的エピト
ープのサブセットであり、相互作用の親和性に直接寄与する残基を有する。エピトープは
また、立体的であってもよい、すなわち、非線状アミノ酸から構成されていてもよい。あ
る特定の実施形態では、エピトープは、アミノ酸、糖側鎖、ホスホリル基、又はスルホニ
ル基などの分子の化学的に活性な表面基である決定基を含んでもよく、ある特定の実施形
態では、特異的な三次元構造特性、及び／又は特異的電荷特性を有してもよい。
【０１４９】
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　当業者であれば、当業界で公知の日常的な方法を使用して、抗体が参照抗体と同じエピ
トープに結合するか、又はそれと結合について競合するかどうかを容易に決定することが
できる。例えば、試験抗体が本発明の参照抗体と同じエピトープに結合するかどうかを決
定するために、参照抗体を、飽和条件下でタンパク質又はペプチドに結合させる。次に、
試験抗体がタンパク質又はペプチドに結合する能力を評価する。試験抗体が参照抗体との
飽和結合後にタンパク質又はペプチドに結合することができる場合、試験抗体は参照抗体
と異なるエピトープに結合すると結論付けることができる。他方、試験抗体が参照抗体と
の飽和結合後にタンパク質又はペプチドに結合することができない場合、試験抗体は本発
明の参照抗体により結合されるエピトープと同じエピトープに結合することができる。
【０１５０】
　抗体が参照抗体と結合について競合するかどうかを決定するために、上記の結合方法を
２つの方向で実施する。第１の方向では、参照抗体を、飽和条件下でタンパク質／ペプチ
ドに結合させた後、試験抗体の、タンパク質／ペプチド分子に対する結合を評価する。第
２の方向では、試験抗体を飽和条件下でタンパク質／ペプチドに結合させた後、参照抗体
のタンパク質／ペプチドに対する結合を評価する。両方向において、第１の（飽和）抗体
のみがタンパク質／ペプチドに結合することができる場合、試験抗体と参照抗体はタンパ
ク質／ペプチドに対する結合について競合すると結論付けられる。当業者であれば理解で
きるように、参照抗体と結合について競合する抗体は、参照抗体と同一のエピトープに必
ずしも結合しないが、重複又は隣接エピトープに結合することによって参照抗体の結合を
立体的に遮断してもよい。
【０１５１】
　２つの抗体は、それぞれが他方の、抗原に対する結合を競合的に阻害する（遮断する）
場合、同じか、又は重複するエピトープに結合する。すなわち、１、５、１０、２０又は
１００倍過剰の一方の抗体は、競合結合アッセイ（例えば、Ｊｕｎｇｈａｎｓら、Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ、１９９０：５０：１４９５～１５０２頁を参照されたい）において測定
された場合、他方の結合を少なくとも５０％、７５％、９０％又はさらには９９％阻害す
る。或いは、２つの抗体は、一方の抗体の結合を減少させるか、又は除去する抗原中の本
質的に全てのアミノ酸突然変異が他方の結合を減少させるか、又は除去する場合、同じエ
ピトープを有する。２つの抗体は、一方の抗体の結合を減少させるか、又は除去するいく
つかのアミノ酸突然変異が他方の結合を減少させるか、又は除去する場合、重複エピトー
プを有する。
【０１５２】
　次いで、さらなる日常的な実験（例えば、ペプチド突然変異及び結合分析）を実行して
、試験抗体の結合の観察される欠如が実際に参照抗体と同じエピトープに対する結合に起
因するかどうか、又は立体的な遮断（若しくは別の現象）が観察される結合の欠如の原因
となるかどうかを確認することができる。この種類の実験を、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、表面
プラズモン共鳴、フローサイトメトリー又は当業界で利用可能な他の任意の定量的若しく
は定性的抗体結合アッセイを使用して実施することができる。
【０１５３】
　本発明の抗体を使用して、本明細書に記載の本発明の化合物を同定することができる。
本発明の抗体を、標的遭遇バイオマーカーとして使用することもできる。標的遭遇バイオ
マーカーを使用して、遭遇、すなわち、リガンドの、目的の標的に対する結合を検出する
ことができる。本発明の場合、本発明の抗体は、本発明の化合物とトリマー形態のＴＮＦ
スーパーファミリーメンバーとの複合体にのみ結合する。したがって、本発明の抗体が化
合物－トリマー複合体に結合することができる場合、これは、リガンド（化合物）が目的
の標的（ＴＮＦスーパーファミリーメンバートリマー）に結合したことの証拠である。本
発明の抗体を改変して、本明細書に記載の検出可能マーカーを付加することができる。し
たがって、本発明の化合物と標的ＴＮＦスーパーファミリーメンバーとの遭遇を、そのよ
うな抗体を使用して検出することができる。
【０１５４】
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　標的遭遇バイオマーカーとしての本発明の抗体の使用は、試料を、本発明に従って処置
される対象から取得することができる臨床又は前臨床環境において潜在的に有用である。
対象から得られる試料を、本発明の抗体で処理して、対象を処置するために使用される化
合物が標的ＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合したかどうか（又は本発明の非対称
性ＴＮＦαトリマーが対象中で形成されたこと）を決定することができる。対象から得ら
れる試料は、血液、血漿又は尿などの、任意の適切な組織又は流体であってよい。対象は
、哺乳動物、典型的には、ヒトであってよい。
【０１５５】
　したがって、本発明は、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質
と、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーであるトリマータンパク質に結合することができ
る化合物とを含み、それによって、化合物－トリマー複合体が、必要なＴＮＦスーパーフ
ァミリー受容体に結合し、対象から得られた試料中で受容体を介してトリマーにより誘導
されるシグナル伝達を調節する化合物－トリマー複合体の検出のための標的遭遇バイオマ
ーカーとしての本発明の抗体の使用を提供する。スーパーファミリーメンバーは、好適に
は、ＴＮＦαであり、及び／又は調節はＴＮＦＲ１シグナル伝達の拮抗作用である。
【０１５６】
　同様に、本発明は、化合物のトリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーとの標的遭遇
を検出し、それにより、化合物－トリマー複合体が、必要な受容体に結合し、受容体を介
してトリマーにより誘導されるシグナル伝達を調節する方法であって、
　（ａ）前記化合物を投与された対象から試料を取得するステップ；
　（ｂ）本発明の抗体が検出可能である場合、前記抗体を、前記試料及び対照試料と接触
させるステップ；
　（ｃ）前記検出可能抗体の、前記試料及び前記対照試料に対する結合の量を決定するス
テップ
を含み、前記検出可能抗体の前記対照試料に対する結合よりも高い、前記検出可能抗体の
前記試料に対する結合が、前記化合物の前記トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバー
に対する標的遭遇を示す、上記方法を提供する。
【０１５７】
　抗体を検出する方法、及び抗体の標的に対する結合の量を測定する方法は、当業界で周
知である。典型的には、抗体を標識することができる。そのような標識としては、酵素、
ビオチン／ストレプトアビジン、蛍光タンパク質及び蛍光染料が挙げられる。
【０１５８】
　抗体の標的に対する結合を、例えば、イムノアッセイ法によって測定することができる
。イムノアッセイとしては、ウェスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ、免疫蛍光、免疫組
織化学及びフローサイトメトリーが挙げられる。任意の適切な技術を使用して、抗体のＴ
ＮＦスーパーファミリーメンバーに対する結合を測定することができる。
【０１５９】
　上記の方法では、検出可能抗体の、化合物を投与された対象からの試料に対する結合を
、抗体の対象試料に対する結合と比較する。対象試料は、任意の適切な試料であってもよ
い。対象試料は、典型的には、化合物の非存在下での抗体のＴＮＦスーパーファミリーメ
ンバーに対する結合を表す「陰性対照」である。例えば、試料を、化合物の投与前に患者
から取得することができる。対象試料はまた、例えば、化合物の非存在下で異なる対象に
由来するいくつかの試料から以前に決定された測定値に基づくものであってもよい。約５
、１０、２０、５０又は１００の対象に由来する測定値を、対照値の決定において使用す
ることができる。対照は、平均値、又は得られた全ての値の範囲であってもよい。
【０１６０】
　実験条件、例えば、検出方法は、化合物を投与された対象に由来する試料について、及
び対照試料について同じである。抗体も、両事例において同じである。
【０１６１】
　抗体の対照試料に対する結合と比較して、検出可能抗体の、化合物を投与された患者由
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来試料に対する結合が高いほど（結合が増加するほど）、化合物のトリマーＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーに対する標的遭遇を示す。換言すれば、対照と比較して化合物を投
与された患者由来試料について等価な、又はそれより低い結合（結合の低下）は、前記化
合物の標的遭遇がないことを示す。換言すれば、２つの量における有意差がないことは、
標的遭遇がないことを示す。
【０１６２】
　当業者であれば、対照と比較して結合の増加が存在する場合を容易に決定することがで
きる。例えば、対照がデータの範囲である場合、標的遭遇を、データの広がり、対照デー
タと、問題の試料中での抗体の検出される結合との差異、及び算出される信頼レベルに基
づいて決定することができる。また、問題の試料に関する検出される結合が任意の陰性対
照中で検出される結合の最大量よりも高い場合、標的遭遇を同定することもできる。
【０１６３】
　抗体の結合が対照範囲における最高量と比較して約３０％以上増加する場合、標的遭遇
を検出することができる。また、抗体の結合が対照範囲と比較して約４０％以上、又は約
５０％以上増加する場合、標的遭遇を検出することもできる。対照が平均値、又は化合物
の投与前の患者由来試料に基づく単一の値である場合、同じことが適用される。勿論、対
照と比較した増加パーセンテージに上限はない。
【０１６４】
　本発明の抗体を使用して、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーにおけるコンフ
ォメーション変化であって、トリマーＴＮＦスーパーファミリーメンバーの結合に対する
必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体のシグナル伝達を調節する、上記コンフォメーシ
ョン変化を惹起する化合物についてスクリーニングすることができる。スーパーファミリ
ーメンバーは、典型的には、ＴＮＦαであり、及び／又は調節はＴＮＦＲ１シグナル伝達
の拮抗作用である。
【０１６５】
　本発明の抗体を、病状の処置及び／又は予防において使用することができる。したがっ
て、ヒト又は動物の身体に対して実行される治療方法における使用のための本発明の抗体
が提供される。本発明はまた、本発明の抗体の対象への投与を含む治療方法も提供する。
本発明の抗体を、本明細書に記載の任意の治療適応及び／又は医薬組成物において使用す
ることができる。
【０１６６】
抗体アッセイ
　本明細書に記載されるように、本発明は、化合物のみに対する、又は化合物の非存在下
ではＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対するその結合と比較して、本明細書に記載の
少なくとも１つの化合物－トリマー複合体に選択的に結合する抗体を提供する。これらの
抗体を使用して、同じ特性を有するさらなる化合物又は化合物のクラスを同定することが
できる。
【０１６７】
　モノクローナル抗体を、本明細書に記載の標準的な技術を使用して、ＴＮＦスーパーフ
ァミリーメンバーに対して生成させることができる。次いで、これらの抗ＴＮＦスーパー
ファミリーメンバー抗体を、本発明の化合物－トリマー複合体に結合する抗体について、
又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーへの結合が本明細書に記載の化合物によって阻害
されるモノクローナル抗体についてスクリーニングすることができる。
【０１６８】
　或いは、モノクローナル抗体を、特定のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマー
－化合物複合体に対して生成させることができる。次いで、これらの抗体を、化合物の非
存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーへのその結合と比較して、化合物の存在下
でＴＮＦスーパーファミリーメンバーに選択的に結合するモノクローナル抗体についてス
クリーニングすることができる。
【０１６９】
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　一度、化合物のみ又は化合物の非存在下でのＴＮＦスーパーファミリーメンバーへのそ
の結合と比較して本発明の少なくとも１つの化合物－トリマー複合体に選択的に結合する
抗体が生成されたら、それを使用して、試験化合物と同じ活性を有する他の化合物につい
てスクリーニングするために使用することができる。
【０１７０】
　したがって、本発明は、本発明の化合物を同定するためのアッセイであって、
　ａ）試験化合物－トリマー複合体の、本発明の抗体に対する結合親和性を測定するため
の結合アッセイを実行するステップ；
　ｂ）ステップ（ａ）で測定された結合親和性と、ステップ（ａ）に記載の抗体に高い親
和性で結合することが知られる異なる化合物－トリマー複合体の結合親和性とを比較する
ステップ；及び
　ｃ）その測定された結合親和性が、ステップ（ｂ）に記載の比較に照らして考慮した場
合に許容される場合、ステップ（ａ）の化合物－トリマー複合体中に存在する化合物を選
択するステップ
を含む、上記アッセイを提供する。
【０１７１】
　理解されるように、上記のステップ（ｂ）に記載された「異なる」化合物－トリマー複
合体は、一般的には、ステップ（ａ）の化合物－トリマー複合体と同じトリマーであるが
、異なる化合物を含有する複合体である。化合物は、化合物（１）～（６）のいずれかで
あってよい。
【０１７２】
　ステップ（ｃ）における「許容される」とは、ステップ（ａ）に記載の化合物－トリマ
ー複合体の結合親和性と、ステップ（ｂ）に記載の異なる化合物－トリマー複合体の結合
親和性とがほぼ同等であることを意味する。前記抗体の前記複合体に対する選択的結合は
、典型的には、化合物の非存在下での前記抗体のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに対
する結合又はＴＮＦスーパーファミリーメンバーの非存在下での前記抗体の化合物に対す
る結合と比較して測定される。
【０１７３】
　ステップ（ａ）に記載の化合物－トリマー複合体の結合親和性は、一般に、ステップ（
ｂ）に記載の異なる化合物－トリマー複合体の結合親和性よりも優れている。好適には、
ステップ（ｂ）に記載の異なる化合物－トリマー複合体の結合親和性と比較したステップ
（ａ）に記載の化合物－トリマー複合体の結合親和性の差異は、１０倍、２０倍、５０倍
、１００倍、２００倍又は５００倍の限界内にある。
【０１７４】
　化合物のライブラリーを、本発明の抗体を使用してアッセイすることができる。ライブ
ラリー化合物を、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーの存在下及び非存在下で前記抗体と
共にインキュベートすることができる。ＴＮＦスーパーファミリーメンバーと化合物の両
方の存在下でのみ本発明の抗体に結合する化合物－トリマー複合体の一部を形成する化合
物は、本明細書に記載の化合物と同じ活性を有する候補である可能性が高い。次いで、本
明細書に開示されるアッセイを使用して、試験化合物が本明細書に記載の化合物であるか
どうかを検証することができる。
【０１７５】
　本発明の１又は複数の抗体を、アッセイにおいて使用することができる。本発明の任意
の化合物と、特定のＴＮＦスーパーファミリーメンバーとの複合体に結合することができ
る一般的抗体を、本発明の抗体アッセイにおいて使用することができる。
【０１７６】
　異なる化合物－トリマー複合体に特異的である本発明の複数の抗体のパネルを、本発明
の抗体アッセイにおいて使用することができる。抗体のパネルは、少なくとも５、少なく
とも１０、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０、少なくとも４０又は少な
くとも５０の抗体（例えば、最大７５の抗体）を含んでもよい。
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【０１７７】
　本発明の抗体アッセイは、短期間で多数の試験化合物をスクリーニングして、本発明の
化合物を同定することができる高効率アッセイであってもよい。
【０１７８】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバー及びその受容体を、精製するか、又は培養細胞、組
織試料、体液若しくは培養培地中などの混合物中に提供することができる。定性的又は定
量的であるアッセイを開発することができ、後者は試験化合物の、トリマー形態のＴＮＦ
スーパーファミリーメンバーに対する結合パラメータ（親和性定数及び動力学）、また、
化合物－トリマー複合体の必要なＴＮＦ受容体に対する結合パラメータを決定するのに有
用である。
【０１７９】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーと化合物とを含む試料は、不安定化剤をさらに含ん
でもよい。カオトロピックとしても知られる不安定化剤は、低モル濃度（例えば、１Ｍ）
の尿素、グアニジン又はアセトニトリル、高濃度（例えば、６Ｍ以上）のこれらの試薬を
含み、ＴＮＦαトリマーの完全な解離及び構成するＴＮＦαモノマーサブユニットのアン
フォールディングをもたらす。不安定化剤は、ＤＭＳＯであり、典型的には、５％、１０
％以上の濃度であってもよい。
【０１８０】
　試験化合物は、上記で考察された特性のいずれか／全部を有してもよい。
【０１８１】
　ＴＮＦスーパーファミリー及びその受容体
　現在公知の２２種のＴＮＦスーパーファミリーメンバーが存在する：ＴＮＦα（ＴＮＦ
ＳＦ１Ａ）、ＴＮＦβ（ＴＮＦＳＦ１Ｂ）、ＣＤ４０Ｌ（ＴＮＦＳＦ５）、ＢＡＦＦ（Ｔ
ＮＦＳＦ１３Ｂ／ＢｌｙＳ）、ＡＰＲＩＬ（ＴＮＦＳＦ１３）、ＯＸ４０Ｌ（ＴＮＦＳＦ
４）、ＲＡＮＫＬ（ＴＮＦＳＦ１１／ＴＲＡＮＣＥ）、ＴＷＥＡＫ（ＴＮＦＳＦ１２）、
ＴＲＡＩＬ（ＴＮＦＳＦ１０）、ＴＬ１Ａ（ＴＮＦＳＦ１５）、ＬＩＧＨＴ（ＴＮＦＳＦ
１４）、リンホトキシン、リンホトキシンβ（ＴＮＦＳＦ３）、４－１ＢＢＬ（ＴＮＦＳ
Ｆ９）、ＣＤ２７Ｌ（ＴＮＦＳＦ７）、ＣＤ３０Ｌ（ＴＮＦＳＦ８）、ＥＤＡ（エクトジ
スプラシン）、ＥＤＡ－Ａ１（エクトジスプラシンＡ１）、ＥＤＡ－Ａ２（エクトジスプ
ラシンＡ２）、ＦＡＳＬ（ＴＮＦＳＦ６）、ＮＧＦ及びＧＩＴＲＬ（ＴＮＦＳＦ１８）。
【０１８２】
　ＴＮＦスーパーファミリーメンバーは、典型的にはＴＮＦαである。ＴＮＦαは、可溶
性（ＴＮＦαｓ）と膜結合型（ＴＮＦαｍ）の両方で存在する。本明細書でＴＮＦαを言
う場合、これはＴＮＦαｓ型とＴＮＦαｍ型の両方を包含する。ＴＮＦαは、最も好適に
は、ＴＮＦαｓ型にある。ＴＮＦαｓは、配列番号３５若しくは配列番号３６、又はその
バリアント（上記）の配列を含んでもよい。
【０１８３】
　本発明のアッセイを使用して、２２種の公知のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含
む、任意のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのうちの少なくとも１つのモジュレータを
同定することができる。具体的には、本発明のアッセイを使用して、任意のＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバー、特に、トリマー形態のＴＮＦスーパーファミリーメンバーに結合
し、必要なＴＮＦ受容体に結合することができ、前記受容体を介するシグナル伝達を調節
するコンフォメーションにこれらのトリマーを安定化する化合物を同定することができる
。本発明のアッセイは、特に、ＴＮＦα又はＣＤ４０Ｌ、特に、ＴＮＦα、又はさらには
ＴＮＦαｓのモジュレータを同定するために使用される。
【０１８４】
　本明細書に記載の化合物は、２２種の公知のＴＮＦスーパーファミリーメンバーを含む
、任意のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのうちの少なくとも１つのモジュレータであ
ってもよい。特に、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーは、ＴＮＦα又はＣＤ４０Ｌ、特
に、ＴＮＦα、又はさらにはＴＮＦαｓである。
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【０１８５】
　本発明の化合物－トリマー複合体は、２２種の公知のＴＮＦスーパーファミリーメンバ
ーを含む、任意のＴＮＦスーパーファミリーメンバーのトリマー形態を含んでもよい。Ｔ
ＮＦスーパーファミリーメンバーは、典型的には、ＴＮＦα又はＣＤ４０Ｌである。ＴＮ
Ｆスーパーファミリーメンバーは、ＴＮＦα、最も好適には、ＴＮＦαｓであってもよい
。
【０１８６】
　ＴＮＦスーパーファミリーのメンバーは、ＴＮＦ受容体に結合し、それを介するシグナ
ル伝達を開始させる。現在、３４種の公知のＴＮＦ受容体が存在する：４－１ＢＢ（ＴＮ
ＦＲＳＦ９／ＣＤ１３７）、ＮＧＦ　Ｒ（ＴＮＦＲＳＦ１６）、ＢＡＦＦ　Ｒ（ＴＮＦＲ
ＳＦ１３Ｃ）、オステオプロテグリン（ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ）、ＢＣＭＡ（ＴＮＦＲＳＦ
１７）、ＯＸ４０（ＴＮＦＲＳＦ４）、ＣＤ２７（ＴＮＦＲＳＦ７）、ＲＡＮＫ（ＴＮＦ
ＲＳＦ１１Ａ）、ＣＤ３０（ＴＮＦＲＳＦ８）、ＲＥＬＴ（ＴＮＦＲＳＦ１９Ｌ）、ＣＤ
４０（ＴＮＦＲＳＦ５）、ＴＡＣＩ（ＴＮＦＲＳＦ１３Ｂ）、ＤｃＲ３（ＴＮＦＲＳＦ６
Ｂ）、ＴＮＦＲＨ３（ＴＮＦＲＳＦ２６）、ＤｃＴＲＡＩＬ　Ｒ１（ＴＮＦＲＳＦ２３）
、ＤｃＴＲＡＩＬ　Ｒ２（ＴＮＦＲＳＦ２２）、ＴＮＦ－Ｒ１（ＴＮＦＲＳＦ１Ａ）、Ｔ
ＮＦ－Ｒ２（ＴＮＦＲＳＦ１Ｂ）、ＤＲ３（ＴＮＦＲＳＦ２５）、ＴＲＡＩＬ　Ｒ１（Ｔ
ＮＦＲＳＦ１０Ａ）、ＤＲ６（ＴＮＦＲＳＦ２１）、ＴＲＡＩＬ　Ｒ２（ＴＮＦＲＳＦ１
０Ｂ）、ＥＤＡＲ、ＴＲＡＩＬ　Ｒ３（ＴＮＦＲＳＦ１０Ｃ）、Ｆａｓ（ＴＮＦＲＳＦ６
／ＣＤ９５）、ＴＲＡＩＬ　Ｒ４（ＴＮＦＲＳＦ１０Ｄ）、ＧＩＴＲ（ＴＮＦＲＳＦ１８
）、ＴＲＯＹ（ＴＮＦＲＳＦ１９）、ＨＶＥＭ（ＴＮＦＲＳＦ１４）、ＴＷＥＡＫ　Ｒ（
ＴＮＦＲＳＦ１２Ａ）、ＴＲＡＭＰ（ＴＮＦＲＳＦ２５）、リンホトキシンβ　Ｒ（ＴＮ
ＦＲＳＦ３）及びＸＥＤＡＲ。
【０１８７】
　ＴＮＦ受容体は、好適には、ＴＮＦ－Ｒ１（ＴＮＦＲ１）又はＴＮＦ－Ｒ２（ＴＮＦＲ
２）である。本明細書に記載されるＴＮＦ－Ｒは、ＴＮＦ－Ｒ１とＴＮＦ－Ｒ２の細胞外
ドメイン（ＥＣＤ）などの、ＴＮＦ－Ｒ１とＴＮＦ－Ｒ２の両方を包含する。本発明のア
ッセイを使用して、任意の必要なＴＮＦスーパーファミリー受容体を介するＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーのシグナル伝達を調節する化合物を同定することができる。本発明
のアッセイを使用して、ＴＮＦ－Ｒ１、ＴＮＦ－Ｒ２又はＣＤ４０を介するＴＮＦスーパ
ーファミリーメンバーのシグナル伝達を調節する化合物を同定することができる。ＴＮＦ
スーパーファミリーメンバーはＴＮＦαであり、ＴＮＦ受容体はＴＮＦ－Ｒ１又はＴＮＦ
－Ｒ２であってもよい。特に、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーはＴＮＦαであり、Ｔ
ＮＦ受容体はＴＮＦ－Ｒ１であってもよい。より具体的には、ＴＮＦスーパーファミリー
メンバーはＴＮＦαｓであり、ＴＮＦ受容体はＴＮＦ－Ｒ１であってもよい。本発明のア
ッセイを使用して、ＴＮＦ－Ｒ１を介するＴＮＦスーパーファミリーメンバーのシグナル
伝達を特異的に調節することによって作用する化合物を同定することができる。特に、化
合物は、ＴＮＦ－Ｒ１を介するＴＮＦスーパーファミリーメンバーのシグナル伝達を調節
することによって作用することができるが、ＴＮＦ－Ｒ２を介するＴＮＦスーパーファミ
リーメンバーのシグナル伝達に対する効果はない。
【０１８８】
　本発明の化合物－トリマー複合体は、３４種の公知のＴＮＦ受容体を含む、少なくとも
１つのＴＮＦ受容体を介するＴＮＦスーパーファミリーメンバーのシグナル伝達を調節す
ることができる。ＴＮＦ受容体は、典型的には、ＴＮＦ－Ｒ１、ＴＮＦ－Ｒ２又はＣＤ４
０Ｌである。
【０１８９】
　特に、ＴＮＦスーパーファミリーメンバーはＴＮＦαであり、ＴＮＦ受容体はＴＮＦ－
Ｒ１又はＴＮＦ－Ｒ２である。ＴＮＦスーパーファミリーメンバーは、より好適には、Ｔ
ＮＦαであり、ＴＮＦ受容体はＴＮＦ－Ｒ１である。最も好適には、ＴＮＦスーパーファ
ミリーメンバーはＴＮＦαｓであり、ＴＮＦ受容体はＴＮＦ－Ｒ１である。
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【０１９０】
治療指標
　ＴＮＦαは、ＴＮＦスーパーファミリーの典型的なメンバーである。ＴＮＦαは、免疫
調節及び炎症応答を媒介する多面的なサイトカインである。ｉｎ　ｖｉｖｏでは、ＴＮＦ
αは細菌、寄生虫及びウイルス感染に対する応答に関与することも知られている。特に、
ＴＮＦαは、関節リウマチ（ＲＡ）、炎症性腸疾患（クローン病を含む）、乾癬、アルツ
ハイマー病（ＡＤ）、パーキンソン病（ＰＤ）、疼痛、てんかん、骨粗鬆症、喘息、敗血
症、発熱、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）及び多発性硬化症（ＭＳ）並びにがんにお
いて役割を有することが知られている。ＴＮＦαはまた、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
、虚血性脳卒中、免疫複合体媒介性糸球体腎炎、ループス腎炎（ＬＮ）、抗好中球細胞質
抗体（ＡＮＣＡ－）関連糸球体腎炎、微小変化型疾患、糖尿病性腎症（ＤＮ）、急性腎傷
害（ＡＫＩ）、閉塞性尿路疾患、腎同種移植拒絶、シスプラチン誘導性ＡＫＩ及び閉塞性
尿路疾患における役割を有することが知られている。
【０１９１】
　ＴＮＦスーパーファミリーの他のメンバーは、自己免疫疾患及び免疫不全に関与するこ
とが公知である。特に、ＴＮＦスーパーファミリーのメンバーは、ＲＡ、ＳＬＥ、がん、
ＭＳ、喘息、鼻炎、骨粗鬆症及び多発性ミエローマ（ＭＭ）に関与することが公知である
。ＴＬ１Ａは、臓器移植片拒絶において役割を果たすことが公知である。
【０１９２】
　本明細書に記載の化合物を使用して、従来のＴＮＦスーパーファミリーメンバーモジュ
レータによって処置、防止又は改善することができる任意の状態を処置、防止又は改善す
ることができる。化合物を、単独で、又は従来のＴＮＦスーパーファミリーメンバーモジ
ュレータと組み合わせて使用することができる。原理的には、ＴＮＦスーパーファミリー
メンバーによるＴＮＦ受容体を介する病的シグナル伝達から、又はＴＮＦスーパーファミ
リーメンバーによるＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達の欠陥から、部分的又は全体的に
生じる任意の状態を、本発明に従って処置、防止又は改善することができる。ＴＮＦスー
パーファミリーメンバーによるＴＮＦ受容体を介する病的シグナル伝達は、正常な生理学
的レベルのシグナル伝達を超えるＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達の増加、最初は正常
であったが、正常な生理学的シグナルに応答して停止することができないＴＮＦ受容体を
介するシグナル伝達及び正常の生理学的規模範囲内にあるが、非生理的手段によって開始
するＴＮＦ受容体を介するシグナル伝達を含む。特定の実施形態では、本発明は、ＴＮＦ
α又はＣＤ４０Ｌによって媒介又は影響される状態の処置、防止又は改善に関する。
【０１９３】
　ＴＮＦαと相互作用する化合物は、したがって、様々なヒトの病気の処置及び／又は防
止において有益である。これらのものとしては、自己免疫障害及び炎症障害；神経障害及
び神経変性障害；疼痛障害及び侵害障害；並びに心血管障害が挙げられる。
【０１９４】
　炎症障害及び自己免疫障害としては、全身性自己免疫障害、自己免疫性内分泌障害及び
臓器特異的自己免疫障害が挙げられる。全身性自己免疫障害としては、全身性エリテマト
ーデス（ＳＬＥ）、乾癬、血管炎、多発性筋炎、強皮症、多発性硬化症、強直性脊椎炎、
関節リウマチ及びシェーグレン症候群が挙げられる。自己免疫性内分泌障害としては、甲
状腺炎が挙げられる。臓器特異的自己免疫障害としては、アジソン病、溶血性貧血又は悪
性貧血、糸球体腎炎（グッドパスチャー症候群を含む）、グレーブス病、特発性血小板減
少性紫斑病、インスリン依存性糖尿病、若年性糖尿病、ブドウ膜炎、炎症性腸疾患（クロ
ーン病及び潰瘍性大腸炎を含む）、天疱瘡、アトピー性皮膚炎、自己免疫性肝炎、原発性
胆汁性肝硬変、自己免疫性肺炎、自己免疫性心臓炎、重症筋無力症、自然不妊症、骨粗鬆
症、喘息及び筋ジストロフィー（デュシェンヌ型筋ジストロフィーを含む）が挙げられる
。
【０１９５】
　神経障害及び神経変性障害としては、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチント
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ン病、脳卒中、筋萎縮性側索硬化症、脊髄損傷、頭部外傷、発作及びてんかんが挙げられ
る。
【０１９６】
　心血管障害としては、血栓症、心臓肥大、高血圧、心臓の不規則収縮（例えば、心不全
中の）、及び性的障害（勃起障害及び女性性的機能障害を含む）が挙げられる。
【０１９７】
　特に、化合物を使用して、炎症障害、ＣＮＳ障害、免疫障害及び自己免疫障害、疼痛、
骨粗鬆症、発熱及び臓器移植拒絶を処置又は防止することができる。化合物を使用して、
関節リウマチ、炎症性腸疾患（クローン病を含む）、乾癬、アルツハイマー病、パーキン
ソン病、てんかん、喘息、敗血症、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症、喘息、鼻炎
、がん及び骨粗鬆症を処置又は防止することができる。化合物を使用して、関節リウマチ
（ＲＡ）、非特異的炎症性関節炎、浸食性骨疾患、軟骨炎、軟骨変性及び／又は破壊、若
年性炎症性関節炎、スティル病（若年及び／又は成人開始型）、若年性特発性関節炎、若
年性特発性関節炎（少関節炎型と多関節炎型の両方）、炎症性腸疾患（クローン病、潰瘍
性大腸炎、不確定大腸炎、回腸嚢炎を含む）、乾癬、乾癬性関節症、強直性脊椎炎、シェ
ーグレン病、アルツハイマー病（ＡＤ）、ベーチェット病、パーキンソン病（ＰＤ）、筋
萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、虚血性脳卒中、疼痛、てんかん、骨粗鬆症、骨減少症、慢
性疾患の貧血、悪液質、糖尿病、脂質異常症、代謝症候群、喘息、慢性閉塞性気道（又は
肺）疾患、敗血症、発熱、呼吸窮迫症候群、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、多発性
硬化症（ＭＳ）、免疫複合体媒介性糸球体腎炎、ループス腎炎（ＬＮ）、抗好中球細胞質
抗体（ＡＮＣＡ－）関連糸球体腎炎、微小変化型疾患、糖尿病性腎症（ＤＮ）、急性腎傷
害（ＡＫＩ）、閉塞性尿路疾患、腎同種移植拒絶、シスプラチン誘導性ＡＫＩ及び閉塞性
尿路疾患、眼疾患（糖尿病性網膜症、糖尿病性黄斑浮腫、未熟児網膜症、加齢黄斑変性、
黄斑浮腫、増殖性及び／又は非増殖性網膜症、新血管形成を含む角膜血管新生、網膜静脈
閉塞、様々な形態のブドウ膜炎及び角膜炎を含む）、甲状腺炎、様々な形態の肝線維症、
様々な形態の肺線維症を含む線維化障害、全身硬化症、強皮症、がん並びにがん関連合併
症（骨格合併症、悪液質及び貧血を含む）を処置又は防止することができる。
【０１９８】
　上記で考察された通り、本発明の抗体を、本明細書に記載の化合物又は複合体による処
置の有効性を評価するための標的遭遇バイオマーカーとして使用することができる。一実
施形態では、本明細書に記載の化合物又は複合体で処置された対象から採取された試料を
、本発明の抗体と接触させることができる。次いで、抗体を使用して、試料中に存在する
ＴＮＦスーパーファミリーメンバー－化合物複合体の量を決定することができる。抗体を
使用して決定された複合体の量を、処置の有効性と関連付けることができる。例えば、本
発明の抗体によって検出される複合体が多いほど、処置は有効である。抗体を使用して決
定された複合体の量は、処置の有効性に正比例する。例えば、抗体を使用して決定された
複合体の量が２倍になることは、処置の有効性も２倍になることを示してもよい。
【０１９９】
　任意の適切な技術を使用して、本発明の抗体を使用して化合物－トリマー複合体の量を
決定することができる。標準的な技術は当業界で公知であり、本明細書に開示される。例
えば、本発明の抗体を用いるＥＬＩＳＡ及びウェスタンブロッティングを使用して、化合
物－トリマー複合体の量を決定することができる。
【０２００】
　化合物－トリマー複合体の量を、化合物－トリマー複合体の質量、化合物－トリマー複
合体の濃度、及び化合物－トリマー複合体のモル濃度を測定することによって決定するこ
とができる。この量を、任意の適切な単位で与えることができる。例えば、化合物－トリ
マー複合体の濃度を、ｐｇ／ｍｌ、ｎｇ／ｍｌ又はμｇ／ｍｌで与えることができる。化
合物－トリマー複合体の質量を、ｐｇ、ｎｇ又はμｇで与えることができる。
【０２０１】
　目的の試料中の化合物－トリマー複合体の量を、本明細書に記載のように、対照試料な
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どの別の試料中の化合物－トリマー複合体のレベルと比較することができる。そのような
方法では、試料中の化合物－トリマー複合体の質量、モル量、濃度又はモル濃度などの、
化合物－トリマー複合体の実際の量を評価することができる。化合物－トリマー複合体の
量を、化合物－トリマー複合体の質量、モル量、濃度又はモル濃度を定量することなく、
別の試料中でのものと比較することができる。したがって、本発明による試料中の化合物
－トリマー複合体の量を、２つ以上の試料間の比較に基づいて、化合物－トリマー複合体
の相対質量、相対モル量、相対濃度又は相対モル濃度などの、相対量として評価すること
ができる。
【０２０２】
医薬組成物、用量及び用量レジメン
　本発明の抗体、化合物又は複合体を、医薬組成物中に提供することができる。医薬組成
物は、通常、滅菌されており、典型的には、薬学的に許容される担体及び／又はアジュバ
ントを含む。本発明の医薬組成物は、薬学的に許容されるアジュバント及び／又は担体を
さらに含んでもよい。
【０２０３】
　本明細書で使用される場合、「薬学的に許容される担体」は、生理的に適合する任意且
つ全ての溶媒、分散媒体、コーティング、抗細菌剤及び抗真菌剤、等張剤及び吸収遅延剤
などを含む。担体は、例えば、注射又は輸注による、非経口、例えば、静脈内、筋肉内、
皮内、眼内、腹腔内、皮下、脊髄又は他の非経口投与経路にとって好適であってよい。或
いは、担体は、局所、表皮又は粘膜投与経路などの非非経口（ｎｏｎ－ｐａｒｅｎｔｅｒ
ａｌ）投与にとって好適であってよい。担体は、経口投与にとって好適なものであっても
よい。投与経路に応じて、モジュレータを、酸の作用及び化合物を不活化し得る他の自然
条件から化合物を保護するための材料中でコーティングすることができる。
【０２０４】
　本発明の医薬組成物は、１又は複数の薬学的に許容される塩を含んでもよい。「薬学的
に許容される塩」とは、親化合物の望ましい生物活性を保持し、いかなる望ましくない毒
性効果も与えない塩を指す。そのような塩の例としては、酸付加塩及び塩基付加塩が挙げ
られる。
【０２０５】
　薬学的に許容される担体は、水性担体又は希釈剤を含む。本発明の医薬組成物中で用い
ることができる好適な水性担体の例としては、水、緩衝化水及び塩水が挙げられる。他の
担体の例としては、エタノール、ポリオール（グリセロール、プロピレングリコール、ポ
リエチレングリコールなど）、及びその好適な混合物、オリーブ油などの植物油、並びに
オレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルが挙げられる。多くの場合、組成物中に
、等張剤、例えば、糖、マンニトール、ソルビトールなどのポリアルコール、又は塩化ナ
トリウムを含むことが望ましい。
【０２０６】
　治療組成物は、典型的には、製造及び保存の条件下で無菌性であり、安定でなければな
らない。組成物を、溶液、マイクロエマルジョン、リポソーム、又は高い薬物濃度にとっ
て好適な他の規則的構造として製剤化することができる。
【０２０７】
　本発明の医薬組成物は、さらなる活性成分を含んでもよい。
【０２０８】
　また、本発明の抗体、化合物及び／又は複合体と、使用のための指示書とを含むキット
も本発明の範囲内にある。キットは、上記で考察されたさらなる治療剤又は予防剤などの
、１又は複数のさらなる試薬をさらに含有してもよい。
【０２０９】
　本発明の方法及び／又は抗体によって同定される化合物、並びに本発明の抗体又はその
製剤若しくは組成物を、予防的及び／又は治療的処置のために投与することができる。
【０２１０】
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　治療的適用では、化合物を、状態又は１若しくは複数のその症状を治癒させる、軽減す
る、又は部分的に停止させるのに十分な量で、上記の障害又は状態に既に罹患している対
象に投与する。そのような治療的処置は、疾患症状の重症度の低下、又は無症状期間の頻
度若しくは持続時間の増大をもたらし得る。これを達成するのに十分な量を、「治療有効
量」と定義する。
【０２１１】
　予防的適用では、製剤を、状態又は１若しくは複数のその症状のその後の効果を防止す
る、又は減少させるのに十分な量で、上記の障害又は状態のリスクがある対象に投与する
。これを達成するのに十分な量を、「予防有効量」と定義する。それぞれの目的のための
有効量は、疾患又は傷害の重症度並びに対象の体重及び全身状態に依存する。
【０２１２】
　投与のための対象は、ヒト又は非ヒト動物であってもよい。用語「非ヒト動物」は、全
ての脊椎動物、例えば、哺乳動物及び非哺乳動物、例えば、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ
、ネコ、ウマ、ウシ、ニワトリ、両生類、は虫類などを含む。ヒトへの投与が典型的であ
る。
【０２１３】
　本発明の化合物又は医薬組成物を、１又は複数の当業界で公知の様々な方法を使用して
、１又は複数の投与経路により投与することができる。当業者であれば理解できるように
、投与の経路及び／又は様式は、所望の結果に応じて変化する。本発明の化合物又は医薬
組成物のための投与経路の例としては、例えば、注射又は輸注による、静脈内、筋肉内、
皮内、眼内、腹腔内、皮下、脊髄又は他の非経口投与経路が挙げられる。本明細書で使用
される語句「非経口投与」は、通常は注射による、腸内投与及び局所投与以外の投与様式
を意味する。或いは、本発明の化合物又は医薬組成物を、局所、表皮又は粘膜投与経路な
どの、非非経口経路により投与することができる。本発明の化合物又は医薬組成物は、経
口投与のためのものであってもよい。
【０２１４】
　本発明の化合物又は医薬組成物の好適な用量を、技術のある医師によって決定すること
ができる。本発明の医薬組成物中の活性成分の実際の用量レベルは、患者にとって毒性的
であることなく、特定の患者のための望ましい治療応答、組成、及び投与様式を達成する
のに有効である活性成分の量を得るために変化し得る。選択される用量レベルは、用いら
れる本発明の特定の組成物の活性、投与経路、投与の時間、用いられる特定の化合物の排
出速度、処置の持続時間、用いられる特定の組成物と共に使用される他の薬物、化合物及
び／又は材料、年齢、性別、体重、状態、処置される患者の全身の健康及び以前の病歴、
並びに医学界で周知の因子などの、様々な薬物動態学的因子に依存する。
【０２１５】
　好適な用量は、例えば、処置される患者の約０．０１μｇ／ｋｇ～約１０００ｍｇ／ｋ
ｇ体重、典型的には、約０．１μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲であってもよ
い。例えば、好適な用量は、１日当たり約１μｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇ体重又は１日
当たり約１０μｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ体重であってもよい。
【０２１６】
　用量レジメンを、最適な望ましい応答（例えば、治療応答）を提供するように調整する
ことができる。例えば、治療状況の緊急性によって示されるように、単回用量を投与して
もよく、数回に分割された用量を経時的に投与してもよく、又は用量を比例的に減少若し
くは増加させてもよい。本明細書で使用される用量単位形態とは、処置される対象にとっ
て単一用量として適する物理的に個別の単位を指す；それぞれの単位は、必要とされる薬
学的担体と関連する所望の治療効果をもたらすように算出される活性化合物の所定量を含
有する。
【０２１７】
　投与は、単一又は複数の用量にあってもよい。複数用量を、同じか、又は異なる経路に
より、同じか、又は異なる位置に投与することができる。或いは、用量は、持続放出製剤
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によるものであってもよく、その場合、低頻度の投与が必要である。用量及び頻度は、患
者におけるアンタゴニストの半減期及び望ましい処置の持続時間に応じて変化してもよい
。
【０２１８】
　上記のように、本発明の化合物又は医薬組成物を、１又は複数の他の治療剤と共に同時
投与することができる。例えば、他の薬剤は、鎮痛剤、麻酔剤、免疫抑制剤又は抗炎症剤
であってもよい。
【０２１９】
　２つ以上の薬剤の組合せ投与を、いくつかの異なる方法で達成することができる。両方
とも単一の組成物中で一緒に投与するか、又はそれらを組合せ治療の一部として別々の組
成物中で投与してもよい。例えば、一方を、他方の前、後に、又はそれと同時に投与して
もよい。
【０２２０】
　以下の例は、本発明を例証するものである。
【実施例】
【０２２１】
（例１）　－　化合物の合成
　化合物（１）の合成は、ＷＯ２０１３／１８６２２９（例４４）に開示されている。
　化合物（２）の合成は、ＷＯ２０１３／１８６２２９（例８９）に開示されている。
　化合物（３）の合成は、ＷＯ２０１４／００９２９５（例１２９）に開示されている。
　化合物（４）の合成は、ＷＯ２０１４／００９２９５（例１７３）に開示されている。
　化合物（５）の合成は、ＷＯ２０１４／００９２９５（例３１９）に開示されている。
　化合物（６）の合成は、ＷＯ２０１３／１８６２２９（例４９０）に開示されている。
【０２２２】
（例２）　－　抗体誘導
　５匹のＳｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットを、ベンゾイミダゾール化合物（１）との
複合体のヒトＴＮＦαで免疫した後、免疫Ｂ細胞を９６ウェルプレートで培養して、クロ
ーン増殖及び抗体分泌を誘導した（Tickle, S. et al., High throughput screening for
 high affinity antibodies Journal of Laboratory Automation 2009 14: 303-307）。
均一なビーズベースＦＭＡＴアッセイにおいて、培養上清を、ａｐｏヒトＴＮＦα（解離
ヒトＴＮＦα）と比較して化合物（１）との複合体のヒトＴＮＦαに優先的に（５０倍モ
ル過剰で）結合するＩｇＧ抗体について、スクリーニングした。ヒトＴＮＦα（＋／－化
合物（１））を、ビオチン化抗ヒトＦｃ（Ｊａｃｋｓｏｎカタログ番号１０９－０６６－
０９８）に結合されたヒトＴＮＦ－受容体Ｉ－Ｆｃ融合タンパク質（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓカタログ番号３７２－Ｒｌ－０５０）を使用する捕捉システムによって、ビーズ表面
（ｓｕｐｅｒａｖｉｄｉｎ被覆Ｂａｎｇｓ　Ｂｅａｄｓ、カタログ番号ＣＰ０１Ｎ）に提
示した。
【０２２３】
　ＴＮＦα－化合物（１）複合体への優先的な結合を示した抗体を「コンフォメーション
選択的」と名付け、クローニングへ進めた。蛍光Ｆｏｃｉ法（米国特許第７９９３８６４
号／欧州特許第１５７０２６７Ｂ１号）を使用して陽性ウェル由来の抗原特異的Ｂ細胞を
識別及び単離し、特異的抗体可変領域遺伝子を逆転写（ＲＴ）－ＰＣＲによって単一細胞
から収集した。
【０２２４】
　ヒト及びマウスＴＮＦα＋化合物の両方にコンフォメーション選択的結合を示した２つ
の代表的な抗体、ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９のアミノ酸配列を
以下に示す：
　ＣＡ１８５＿０１９７４．０（ＶＲ０００１８３７）
　軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）配列番号７（ＣＤＲは下線部）
ＤＩＱＭＴＱＳＰＡＳＬＰＡＳＰＥＥＩＶＴＩＴＣＱＡＳＱＤＩＧＮＷＬＳＷＹＱＱＫＰ
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ＧＫＳＰＱＬＬＩＹＧＡＴＳＬＡＤＧＶＰＳＲＦＳＡＳＲＳＧＴＱＹＳＬＫＩＳＲＬＱＶ
ＥＤＦＧＩＦＹＣＬＱＧＱＳＴＰＹＴＦＧＡＧＴＫＬＥＬＫ
　重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）配列番号８（ＣＤＲは下線部）
ＤＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＲＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳＡＹＹＭＡＷＶＲＱＡ
ＰＴＫＧＬＥＷＶＡＳＩＮＹＤＧＡＮＴＦＹＲＤＳＶＫＧＲＦＴＶＳＲＤＮＡＲＳＳＬＹ
ＬＱＭＤＳＬＲＳＥＤＴＡＴＹＹＣＴＴＥＡＹＧＹＮＳＮＷＦＧＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳ
Ｓ
　ＣＡ１８５＿０１９７９．０（ＶＲ０００１８４２）
　軽鎖可変領域（ＬＣＶＲ）配列番号２２（ＣＤＲは下線部）
ＤＩＱＭＴＱＳＰＡＳＬＳＡＳＬＥＥＩＶＴＩＴＣＱＡＳＱＤＩＧＮＷＬＳＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＳＰＨＬＬＩＹＧＴＴＳＬＡＤＧＶＰＳＲＦＳＧＳＲＳＧＴＱＹＳＬＫＩＳＧＬＱＶ
ＡＤＩＧＩＹＶＣＬＱＡＹＳＴＰＦＴＦＧＳＧＴＫＬＥＩＫ
　重鎖可変領域（ＨＣＶＲ）配列番号２３（ＣＤＲは下線部）
ＥＶＨＬＶＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＳＬＳＬＴＣＳＶＴＧＹＳＩＴＮＳＹＷＤＷＩＲＫＦ
ＰＧＮＫＭＥＷＭＧＹＩＮＹＳＧＳＴＧＹＮＰＳＬＫＳＲＩＳＩＳＲＤＴＳＮＮＱＦＦＬ
ＱＬＮＳＩＴＴＥＤＴＡＴＹＹＣＡＲＧＴＹＧＹＮＡＹＨＦＤＹＷＧＲＧＶＭＶＴＶＳＳ
【０２２５】
（例３）　－　誘導された抗体の潜在的エピトープ
　ラット誘導抗体が化合物の存在下でヒト及びマウスＴＮＦαの両方に結合する能力を考
慮して、ラット、マウス及びヒトアミノ酸配列の詳細な解析並びにＴＮＦαのＸ線結晶構
造を、可能性のあるエピトープが決定されうるかを確認するために行った。
【０２２６】
　ラット　ＵｎｉＰｒｏｔ　Ｐ１６５９９（配列番号３２）
         10         20         30         40         50         60 
MSTESMIRDV ELAEEALPKK MGGLQNSRRC LCLSLFSFLL VAGATTLFCL LNFGVIGPNK 
 
         70         80         90        100        110        120 
EEKFPNGLPL ISSMAQTLTL RSSSQNSSDK PVAHVVANHQ AEEQLEWLSQ RANALLANGM 
 
       130        140        150        160        170        180 
DLKDNQLVVP ADGLYLIYSQ VLFKGQGCPD YVLLTHTVSR FAISYQEKVS LLSAIKSPCP 
 
       190        200        210        220        230 
KDTPEGAELK PWYEPMYLGG VFQLEKGDLL SAEVNLPKYL DITESGQVYF GVIAL
　マウス　ＵｎｉＰｒｏｔ　Ｐ０６８０４（配列番号３３）
        10         20         30         40         50         60 
MSTESMIRDV ELAEEALPQK MGGFQNSRRC LCLSLFSFLL VAGATTLFCL LNFGVIGPQR 
 
        70         80         90        100        110        120 
DEKFPNGLPL ISSMAQTLTL RSSSQNSSDK PVAHVVANHQ VEEQLEWLSQ RANALLANGM 
 
       130        140        150        160        170        180 
DLKDNQLVVP ADGLYLVYSQ VLFKGQGCPD YVLLTHTVSR FAISYQEKVN LLSAVKSPCP 
 
       190        200        210        220        230 
KDTPEGAELK PWYEPIYLGG VFQLEKGDQL SAEVNLPKYL DFAESGQVYF GVIAL
　ヒト　ＵｎｉＰｒｏｔ　Ｐ０１３７５（配列番号３４）
        10         20         30         40         50         60 
MSTESMIRDV ELAEEALPKK TGGPQGSRRC LFLSLFSFLI VAGATTLFCL LHFGVIGPQR 
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        70         80         90        100        110        120 
EEFPRDLSLI SPLAQAVRSS SRTPSDKPVA HVVANPQAEG QLQWLNRRAN ALLANGVELR 
 
       130        140        150        160        170        180 
DNQLVVPSEG LYLIYSQVLF KGQGCPSTHV LLTHTISRIA VSYQTKVNLL SAIKSPCQRE 
 
       190        200        210        220        230 
TPEGAEAKPW YEPIYLGGVF QLEKGDRLSA EINRPDYLDF AESGQVYFGI IAL
【０２２７】
　ラット、マウス及びヒトのＴＮＦαＵｎｉＰｒｏｔ配列のアラインメント及び比較から
、成熟した切断産物においてラットアミノ酸配列がヒトと異なり、ヒト配列とマウス配列
とが一致する例には、Ｎ１６８、Ｉ１９４、Ｆ２２０及びＡ２２１（ヒト配列からの残基
及びナンバリング）が含まれる。
【０２２８】
　これらの残基を、ヒトＴＮＦαの結晶構造（１ＴＮＦ）において強調する（図１）。こ
れらのアミノ酸のいずれかが抗体ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９に
よって標的とされるエピトープに含まれている可能性がある。
【０２２９】
　マウスＩｇＧ及びマウスＦａｂ（ヒンジなし）ベクターへ抗体可変領域をクローニング
した後、抗体ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９７９の結合のコンフォメー
ション選択的性質を、ＴＮＦαに結合する様々な試験化合物を使用して、ＨＰＬＣ、ＢＩ
Ａｃｏｒｅ、ＥＬＩＳＡ及び細胞ベースアッセイで確認した。
【０２３０】
（例４）　－　抗体特徴を決定するための高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）
　マウスＦａｂ断片の特異的結合を、サイズ排除クロマトグラフィーを使用して、ＣＡ１
８５＿０１９７４と化合物（１）で複合体化したヒトＴＮＦαとの間の複合体形成により
実証した。結果を図２に示す。この図に示されるように、０．５×モル過剰のＦａｂでの
優勢ピークは、結合したＦａｂ及びトリマー－化合物複合体に相当する（但し、Ｆａｂに
結合していない一部のトリマー－化合物複合体の存在を示す小さなピークがある）。１．
０×モル過剰のＦａｂに、トリマー－化合物複合体に結合したＦａｂに相当する、１つの
より高分子量のピークがある。１．５×及び２×モル過剰のＦａｂに、未結合のＦａｂに
相当する増大するより低分子量のピークがある。
【０２３１】
　したがって、化学量論は、１．５×及び２×のモル過剰を示す過剰Ｆａｂを有する、１
Ｆａｂ：１ＴＮＦαトリマーと決定された。
【０２３２】
　また化合物（１）で複合体化したヒトＴＮＦα複合体へのＣＡ１８５＿０１９７９の結
合を、サイズ排除クロマトグラフィーを使用して調べた。結果を図３に示す。ＣＡ１８５
＿０１９７４について、化学量論は、１．５×及び２×のモル過剰を示す過剰Ｆａｂを有
する、１Ｆａｂ：１ＴＮＦαトリマーと決定された。
【０２３３】
（例５）　－　抗体特徴を決定するためのＢＩＡｃｏｒｅアッセイ
　表面プラズモン共鳴を、２５℃でＢＩＡｃｏｒｅＴ２００（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒ
ｅ）を使用して行った。抗マウスＦｃ（Ｊａｃｋｓｏｎ１１５－００６－０７１）を、Ｃ
Ｍ５センサチップ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に、アミンカップリング化学を介して
固定化し、約６０００反応単位の捕捉レベルとした。ＨＢＳ－ＥＰバッファー（１０ｍＭ
のＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．４、０．１５ＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．０５％（ｖ
／ｖ）界面活性剤Ｐ２０－ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）＋１％ＤＭＳＯを、ランニング
バッファーとして使用した。各ＩｇＧの１μｇ／ｍｌでの１０μｌの注入液を、固定化抗
マウスＦｃによる捕捉のために使用して、ＴＮＦα－結合表面を作製した。ヒト又はマウ
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合物と共に５時間プレインキュベートした。
【０２３４】
　ヒト又はマウスのＴＮＦα＋／－試験化合物の３分注入液を、３０μｌ／分の流量で各
捕捉ＩｇＧに通した。表面を１０μｌ／分の流量で、６０秒の４０ｍＭのＨＣｌ×２及び
３０秒の５ｍＭのＮａＯＨの注入により再生した。二重参照バックグラウンド減算結合曲
線を、Ｔ２００　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎソフトウェア（バージョン１．０）を使用して標
準手法に従って解析した。動態パラメータを適応アルゴリズムから決定した。
【０２３５】
　２つの化合物系統からの試験化合物の存在下及び非存在下におけるヒト及びマウスＴＮ
Ｆαの動態結合データを、下記表１及び２に示す。
【表２】

【０２３６】
　２つの化合物系統からの代表的試験化合物であるＣＡ１８５＿０１９７４とＣＡ１８５
＿０１９７９の両方が、化合物－変形したヒトＴＮＦαに対して、＞２ｌｏｇの選択的結
合を示した。
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【表３】

【０２３７】
　２つの化合物系統からの代表的試験化合物であるＣＡ１８５＿０１９７４とＣＡ１８５
＿０１９７９の両方が、化合物－変形したマウスＴＮＦαに対して、＞１．５及び＞２ｌ
ｏｇの選択的結合を示した。
【０２３８】
（例６）　－　抗体特徴を決定するためのＥＬＩＳＡ
　サンドイッチＥＬＩＳＡを展開して、本発明の化合物に結合されたＴＮＦαの濃度を、
これらの化合物との複合体であるときのＴＮＦαのコンフォメーションを特異的に検出す
る抗体ＣＡ１８５＿０１９７４．０を使用して測定した。簡単に述べると、試験化合物と
の複合体のＴＮＦαを固定化するために、マイクロタイタープレートを、ＣＡ１８５＿０
１９７４．０でコーティングした。ＴＮＦαを５０×モル過剰の試験化合物と共に２８℃
で一晩インキュベートした。この一晩のインキュベーション後、ＴＮＦαを、ヘテロフィ
リックな抗体ブロッカーの存在下、内因性ＴＮＦαを枯渇させた純粋なヒト血漿で段階的
に希釈して、コーティングされたプレートに加えた。曲線を０．７８ｐｇ／ｍｌ～５０ｐ
ｇ／ｍｌのＴＮＦαの濃度範囲で作成した。ビオチン化ポリクローナル抗ＴＮＦα抗体を
使用して、結合されたＴＮＦαを検出し、ストレプトアビジン－ペルオキシダーゼ及びＴ
ＭＢ基質を用いて比色定量シグナルを得た。Ｐｅｒｋｉｎ　ＥｌｍｅｒからのＥＬＡＳＴ
キットを使用し、ストレプトアビジン－ペルオキシダーゼとＴＭＢ基質との間の追加ステ
ップとしてチラミドシグナル増幅を使用して、アッセイの感度を増加させた。
【０２３９】
　またＥＬＩＳＡを展開して、全ＴＮＦα（遊離ＴＮＦα＋試験化合物との複合体でのＴ
ＮＦα）を並行して測定した。このアッセイのために、コーティング抗体を、市販の抗Ｔ
ＮＦαポリクローナル抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ＡＨＣ３８１２）に置き換えた。ま
た試料インキュベーション時間を３時間に増加させた。他の全てのステップは、コンフォ
メーション特異的アッセイと同一であった。これにより、試験化合物との複合体でのＴＮ
Ｆαの量を、全ＴＮＦαに対する割合として計算することができる。
【０２４０】
　化合物（３）、（４）及び（５）との全ＴＮＦαＥＬＩＳＡの結果を図４に示す。
【０２４１】
　ＣＡ１８５＿０１９７４．０並びに化合物（３）、（４）及び（５）を用いたコンフォ
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メーション特異的ＴＮＦαＥＬＩＳＡの結果を図５に示す。ａｐｏＴＮＦα（解離ＴＮＦ
α）はこのアッセイでシグナルを示さず、化合物結合ＴＮＦαに対する抗体ＣＡ１８５＿
０１９７４の結合の特異的性質を実証した。抗体は、様々な化合物系統由来の様々な試験
化合物で結合されたＴＮＦαを認識することができた。
【０２４２】
（例７）　－　抗体特徴を決定するための細胞ベースアッセイ
　組換え抗体をまた、化合物－変形したＴＮＦαに対する結合について、ＦＡＣＳアッセ
イで、１μｇ／ｍｌのドキシサイクリンで２．５時間誘導した後のＴＮＦ－ＲＩを過剰発
現するヒト胚性腎（ＨＥＫ）ＪｕｍｐＩｎ細胞を使用して試験した。ＨＥＫ細胞をトリプ
シン処理し、培地中で２時間インキュベートして消化ＴＮＦＲＩレベルを回復させた。２
μｇ／ｍＬのヒトＴＮＦαを、４０μＭの化合物（１）又は０．４％のＤＭＳＯと共に３
７℃で１時間プレインキュベートした。プレインキュベーション混合物を、氷上で１時間
、細胞に加えた（１：４希釈液、最終濃度：０．５μｇ／ｍＬのヒト－ＴＮＦα＋／－１
０μＭの化合物（１）又は０．１％のＤＭＳＯ）。細胞を洗浄し、固定して（１．５％Ｐ
ＦＡ）、氷上で１時間、１又は１０μｇ／ｍＬの抗体（二次抗体：抗マウス－Ａｌｅｘａ
４８８）を用いて染色した後、受容体結合ＴＮＦαについて解析した。
【０２４３】
　図６に示されるように、１及び１０μｇ／ｍｌのＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８
５＿０１９７９を用いた染色のＦＡＣＳヒストグラムプロットは、抗体が、化合物（１）
とプレインキュベートしたＴＮＦαのみを認識することを実証する。ＤＭＳＯ対照では染
色はなかった。
【０２４４】
　さらに、ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５－０１９７９Ｆａｂ断片の特異的結合
が、化合物－変形した膜結合ＴＮＦαを用いて実証された。ＴＡＣＥ切断部位のノックア
ウトにより膜ＴＮＦαを過剰発現する改変ＮＳ０細胞系を、０．００１～１０μＭの化合
物（１）又は０．１％のＤＭＳＯと共に３７℃で１時間インキュベートした。細胞を洗浄
し、固定して、氷上で１時間、０．０１又は０．１μｇ／ｍｌの抗体Ｆａｂ断片を用いて
染色した（二次抗体は、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈからの抗マウス
Ｆａｂ－ＤｙｅＬｉｇｈｔ４８８を用いた）。
【０２４５】
　ＣＡ１８５＿０１９７４（図７）及びＣＡ１８５＿０１９７９Ｆａｂ断片を用いた染色
のＦＡＣＳヒストグラムプロットは、抗体が、化合物（１）とプレインキュベートしたＴ
ＮＦのみを認識することを実証する。ＤＭＳＯ対照では染色はなかった。
【０２４６】
（例８）　－　抗体ＣＡ１８５＿０１９７４は、ヒトＴＮＦ－化合物（４）複合体に対し
て３００倍の選択性を示す
　化合物（４）を、ヒト及びカニクイザルＴＮＦとインキュベートし、マウス全長抗体Ｃ
Ａ１８５＿０１９７４に対して滴定して、正確な親和性値を決定した。実験には、以下の
対照を含めた：（ｉ）１９７４に対してヒト又はカニクイザルＴＮＦ＋ＤＭＳＯ；（ｉｉ
）抗体なしに対してヒト又はカニクイザルＴＮＦ＋ＤＭＳＯ；及び（ｉｉｉ）抗体なしに
対してヒト又はカニクイザルＴＮＦ＋化合物（４）。それぞれの試料及び対照は二連で実
施し、それぞれ複製で４種の濃度を使用した。
【０２４７】
　図８及び９に示されるように、ｈＴＮＦ＋化合物（４）及びｃＴＮＦ＋化合物（４）の
バックグラウンド結合は、アッセイの経過にわたって５～１０ＲＵ増加した。これは、第
２の二連における、ＣＡ１８５＿０１９７４に対するｈ／ｃＴＮＦ＋化合物（４）結合の
より高い応答でみられる。化合物（４）の非存在下でのｈＴＮＦ及びｃＴＮＦの結合は一
貫して非常に低かった。
【０２４８】
　このアッセイにおけるマウス全長ＩｇＧ　ＣＡ１８５＿１９７４＿Ｐ８に結合するｈＴ
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ＮＦ＋ＤＭＳＯの動態は、先の単一濃度解析と非常に類似していた。しかしながら、マウ
ス全長ＩｇＧ　ＣＡ１８５＿１９７４＿Ｐ８に対するカニクイザルＴＮＦの親和性は類似
しているが、動態は異なる。
【０２４９】
　表３は、ＣＡ１８５＿１９７４＿Ｐ８に対する各解析物の結合の動態を示す。表４は、
ＣＡ１８５＿１９７４＿ｐ８に対するＴＮＦの動態の平均値及び＋／－化合物（４）の倍
率差を示す。図８は、ｃＴＮＦ＋／－化合物（４）の二連両方のセンソグラムを示す。図
９は、ｈＴＮＦ＋／－化合物（４）の二連両方のセンソグラムを示す。
【表４】

【表５】
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【０２５０】
　結論
　抗体ＣＡ１８５＿０１９７４及びＣＡ１８５＿０１９８９は、化合物－変形した状態の
ＴＮＦαへ特異的に結合することが示され、本発明の化合物の有用な標的エンゲージメン
トバイオマーカーとなる。
【０２５１】
　抗体は、様々な化合物系統の化合物によって特異的に安定化されるＴＮＦαコンフォメ
ーションに結合することが示された。これらの抗体は、本明細書に記載されるよりも広い
範囲の化合物系統によって安定化されるこの及び密接に関連する生物学的に関連するコン
フォメーションのＴＮＦαトリマーを定義するための標準になることが想定される。示し
たデータに基づいて、ヒトＴＮＦαトリマーは、ＣＡ１８５＿０１９７４又はＣＡ１８５
＿０１９８９抗体のいずれかが上述のＢＩＡｃｏｒｅアッセイ形式において１ｎＭより良
好なＫＤで結合する場合、説明した所定の生物学的に関連するコンフォメーションで安定
化されると考えられる。
【０２５２】
（例９）　－　Ｍａら（２０１４）及びＳｉｌｖｉａｎら（２０１１）の化合物及び複合
体は、本発明の化合物及び複合体と異なる特徴を有する
　Ma et al. (2014) JBC 289:12457-12466, C87の１２４５８頁に記載されているように
、Ｃ８７は、ＴＮＦβの外部表面との相互作用において、ＴＮＦＲ１のループ２／ドメイ
ン２由来の７アミノ酸ペプチドによって占められる空間に適応する分子を見つけることを
試みるバーチャルスクリーニングを通じて発見された。ＭａらからのＣ８７化合物、及び
Silvian et al. (2011) ACS Chemical Biology 6:636-647からのＢＩＯ８８９８化合物を
、本発明者によって試験した。
【０２５３】
　知見の要約
　　Ｍａらで記載されたＣ８７についてのＢｉａｃｏｒｅ観察結果は再現することができ
なかった。
　　細胞におけるＴＮＦ特異的阻害の証拠は観察されなかった。
　　さらにＣ８７は、ミリモルの親和性に感受性である質量分析で結合が観察されなかっ
た。
　　広範な結晶学的試みで、ａｐｏ－ＴＮＦ（化合物なしのＴＮＦ）のみが製造された。
　　蛍光偏光（ＦＰ）アッセイにおいて、Ｃ８７は、蛍光読出しを有する化合物の干渉レ
ベルを超える有意な阻害を示さなかった。
　　ＴＮＦαの熱融解温度の安定化を測定するＴｈｅｒｍｏｆｌｕｏｒで、Ｃ８７につい
ての小さな安定化が示された。
　　要約すると、トリマーの中心にＣ８７が結合している証拠は見つからなかった。圧倒
的多数のデータが、ＴＮＦαとの直接的相互作用がないことを示唆した。ＢＩＯ８８９８
もＴＮＦαに結合しないことが分かった。
【０２５４】
　細胞－ＴＮＦ誘導性ＨＥＫ　ＮＦＫＢレポーター遺伝子アッセイ
　Ｃ８７を、ＴＮＦαと１時間プレインキュベートしてから、ＮＦκＢの制御下にＳＥＡ
Ｐで安定的にトランスフェクトしたＨＥＫ－２９３細胞に加えた。適切なカウンタースク
リーンも、非ＴＮＦ関連（オフターゲット）活性を検出するために試験した。アッセイを
一晩インキュベートした後、阻害を、対照化合物による１００％ブロッキングと比較して
測定した。最大Ｃ８７濃度は１０，０００ｎＭであり、３倍段階希釈した。
【０２５５】
　阻害効果は検出されず、オフターゲット活性に帰属させることはできなかった。
【０２５６】
　Ｂｉａｃｏｒｅ
　ａｖｉ－タグリンカーを使用してＴＮＦを固定化し、Ｃ８７にチップを通過させた。一



(55) JP 2018-520668 A 2018.8.2

10

20

30

40

50

実験では、最高濃度の１０μＭからＣ８７の用量応答を行った。結合は何ら観察されなか
った。
【０２５７】
　第２の実験では、チップを通過するＣ８７の流量は減少した。小さなシフトが観察され
たが、全体的な結合は無視できる程度であった。
【０２５８】
　Ｍａらに記載のＴＮＦへのＣ８７の結合は、Ｙ軸上のＲＵ値に基づいた超化学量論であ
る可能性が高かった。チップ上の標準ＴＮＦ密度で、この値は、単純な１：１結合につい
て、予測されるよりも３０倍高い領域にあった。
【０２５９】
　別の実験では、ＢＩＯ８８９８を、Ｂｉａｃｏｒｅ４０００機器のＳＰＲにより、ＣＤ
４０Ｌの固定化可溶性形態及びＴＮＦαの可溶性形態に対して試験した。１７μＭの幾何
平均ＩＣ５０がＣＤ４０Ｌに対する結合について決定され、一方で、このアッセイにおい
て、ＴＮＦαに対する結合は１００μＭまでの濃度で検出されなかった。
【０２６０】
　質量分析
　４００μＭの濃度でＣ８７のヒトＴＮＦα（２０μＭ）への結合の証拠はなかった。よ
り低い分子量（約４７３Ｄａ）種が、５％未満の占有率で結合しているようである。Ｃ８
７は、５０３Ｄａの分子量を有する。４００μＭの濃度での占有率に基づいて、低分子量
種の１ｍＭを超える親和性が予測される。
【０２６１】
　結晶学
　全体的に、ＴＮＦαとのＣ８７の結晶化について、本出願に記載の化合物における通常
的手段の試験条件を含め、多大な努力が注がれた。これには、様々リガンド濃度、様々な
タンパク質濃度、及び様々な浸漬時間での多数の結晶化の試みの設定が含まれる。いくつ
かの結晶が観察され、解析によって、塩、つまり化合物を有しないＴＮＦであることが分
かった。
【０２６２】
　蛍光偏光（ＦＰ）
　Ｃ８７を、蛍光化合物（プローブ）に対するアッセイの前に１時間、ＴＮＦαと共にプ
レインキュベートした。蛍光化合物との直接的（同じ部位で結合する）又は間接的（ＴＮ
Ｆを妨害する）のいずれかの競合が、ＦＰの減少により検出される。
【０２６３】
　阻害曲線の外挿により、約１００μＭのＩＣ５０が得られた。しかしながら、最高濃度
の阻害剤で蛍光消光が観察され、差し引くと、このアッセイでＣ８７の阻害は無視できる
程度となった。
【０２６４】
　Ｔｈｅｒｍｏｆｌｕｏｒ
　Ｔｈｅｒｍｏｆｌｕｏｒは、タンパク質を安定化又は妨害のいずれかをする化合物によ
るＴＮＦαの融解温度（Ｔｍ）の変化を測定する。３．８℃での安定化効果が５００μＭ
の濃度のＣ８７で観察されることから、非特異的でありうる弱い結合の可能性が示唆され
る。
【０２６５】
Sequence listing
 
SEQ ID NO: 1 (LCDR1 of 1974)
 
QASQDIGN
 
SEQ ID NO: 2 (LCDR2 of 1974)
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GATSLAD
 
SEQ ID NO: 3 (LCDR3 of 1974)
 
LQGQSTPYT
 
SEQ ID NO: 4 (HCDR1 of 1974)
 
AYYMA
 
SEQ ID NO: 5 (HCDR2 of 1974)
 
ASINYDGANTFYRDSVKG
 
SEQ ID NO: 6 (HCDR3 of 1974)
 
EAYGYNSNWFGY
 
SEQ ID NO: 7 (LCVR of 1974)

DIQMTQSPASLPASPEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPQLLIYGATSLADGVPSRFSASRSGTQYSLKISRLQV
EDFGIFYCLQGQSTPYTFGAGTKLELK
 
SEQ ID NO: 8 (HCVR of 1974)
 
DVQLVESGGGLVQPGRSLKLSCAASGFTFSAYYMAWVRQAPTKGLEWVASINYDGANTFYRDSVKGRFTVSRDNARSSLY
LQMDSLRSEDTATYYCTTEAYGYNSNWFGYWGQGTLVTVSS
 
SEQ ID NO: 9 (LCVR DNA of 1974)
 
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTGCCTCCCTGCCTGCATCCCCGGAAGAAATTGTCACCATCACATGCCAGGCAAGCCA
GGACATTGGTAATTGGTTATCATGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAATCGCCTCAGCTCCTGATCTATGGTGCAACCAGCT
TGGCAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGCCAGTAGATCTGGCACACAGTACTCTCTTAAGATCAGCAGACTGCAGGTT
GAAGATTTTGGAATCTTTTACTGTCTACAGGGTCAAAGTACTCCGTACACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAACTGAA
A
 
SEQ ID NO: 10 (HCVR DNA of 1974)
 
GACGTGCAGCTGGTGGAATCTGGAGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAAGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATT
CACTTTCAGTGCCTATTACATGGCCTGGGTCCGCCAGGCTCCAACGAAGGGTCTGGAGTGGGTCGCATCCATTAATTATG
ATGGTGCTAACACTTTCTATCGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTGTCTCCAGAGATAATGCAAGAAGCAGCCTATAC
CTACAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCACTTATTACTGTACAACAGAGGCTTACGGATATAACTCAAATTG
GTTTGGTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCACTGTCTCGAGC
 
SEQ ID NO: 11 (1974 LC kappa full)
 
DIQMTQSPASLPASPEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPQLLIYGATSLADGVPSRFSASRSGTQYSLKISRLQV
EDFGIFYCLQGQSTPYTFGAGTKLELKRTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVL
NSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
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SEQ ID NO: 12 (1974 HC mIgG1 full)
 
DVQLVESGGGLVQPGRSLKLSCAASGFTFSAYYMAWVRQAPTKGLEWVASINYDGANTFYRDSVKGRFTVSRDNARSSLY
LQMDSLRSEDTATYYCTTEAYGYNSNWFGYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTV
TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFI
FPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCR
VNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDG
SYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
 
SEQ ID NO: 13 (1974 HC mFabno hinge full)
 
DVQLVESGGGLVQPGRSLKLSCAASGFTFSAYYMAWVRQAPTKGLEWVASINYDGANTFYRDSVKGRFTVSRDNARSSLY
LQMDSLRSEDTATYYCTTEAYGYNSNWFGYWGQGTLVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTV
TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDC
 
SEQ ID NO: 14 (1974 LC DNA kappa full)
 
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTGCCTCCCTGCCTGCATCCCCGGAAGAAATTGTCACCATCACATGCCAGGCAAGCCA
GGACATTGGTAATTGGTTATCATGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAATCGCCTCAGCTCCTGATCTATGGTGCAACCAGCT
TGGCAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGCCAGTAGATCTGGCACACAGTACTCTCTTAAGATCAGCAGACTGCAGGTT
GAAGATTTTGGAATCTTTTACTGTCTACAGGGTCAAAGTACTCCGTACACGTTTGGAGCTGGGACCAAGCTGGAACTGAA
ACGTACGGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGT
GCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTG
AACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGA
ACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGT
GT
 
SEQ ID NO: 15 (1974 HC DNA mIgG1 full)
 
GACGTGCAGCTGGTGGAATCTGGAGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAAGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATT
CACTTTCAGTGCCTATTACATGGCCTGGGTCCGCCAGGCTCCAACGAAGGGTCTGGAGTGGGTCGCATCCATTAATTATG
ATGGTGCTAACACTTTCTATCGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTGTCTCCAGAGATAATGCAAGAAGCAGCCTATAC
CTACAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCACTTATTACTGTACAACAGAGGCTTACGGATATAACTCAAATTG
GTTTGGTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCACTGTCTCGAGTGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCC
CTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTG
ACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAG
CTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGG
TGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATC
TTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGA
TGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGT
TCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGG
GTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTA
CACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAG
ACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGC
TCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACA
TGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAA
 
SEQ ID NO: 16 (1974 HC DNA mFabno hinge full)
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GACGTGCAGCTGGTGGAATCTGGAGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAAGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATT
CACTTTCAGTGCCTATTACATGGCCTGGGTCCGCCAGGCTCCAACGAAGGGTCTGGAGTGGGTCGCATCCATTAATTATG
ATGGTGCTAACACTTTCTATCGCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTGTCTCCAGAGATAATGCAAGAAGCAGCCTATAC
CTACAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCACTTATTACTGTACAACAGAGGCTTACGGATATAACTCAAATTG
GTTTGGTTACTGGGGCCAAGGCACTCTGGTCACTGTCTCGAGTGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCC
CTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTG
ACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTGCAATCTGACCTCTACACTCTGAGCAG
CTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGG
TGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGT
 
SEQ ID NO: 17 (LCDR2 of 1979)
 
GTTSLAD
 
SEQ ID NO: 18 (LCDR3 of 1979)
 
LQAYSTPFTF
 
SEQ ID NO: 19 (HCDR1 of 1979)
 
NSYWD
 
SEQ ID NO: 20 (HCDR2 of 1979)
 
YINYSGSTGYNPSLKS
 
SEQ ID NO: 21 (HCDR3 of 1979)
 
GTYGYNAYHFDY
 
SEQ ID NO: 22 (LCVR of 1979)
 
DIQMTQSPASLSASLEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPHLLIYGTTSLADGVPSRFSGSRSGTQYSLKISGLQV
ADIGIYVCLQAYSTPFTFGSGTKLEIK 
 
SEQ ID NO: 23 (HCVR of 1979)
 
EVHLVESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITNSYWDWIRKFPGNKMEWMGYINYSGSTGYNPSLKSRISISRDTSNNQFFL
QLNSITTEDTATYYCARGTYGYNAYHFDYWGRGVMVTVSS 
 
SEQ ID NO: 24 (LCVR DNA of 1979)
 
GACATCCAAATGACACAGTCTCCTGCCTCCCTGTCTGCATCTCTGGAAGAAATTGTCACCATTACATGCCAGGCAAGCCA
GGACATTGGTAATTGGTTATCATGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTCACCTCCTGATCTATGGTACCACCAGCT
TGGCAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTAGATCTGGTACACAGTATTCTCTTAAGATCAGCGGACTACAGGTT
GCAGATATTGGAATCTATGTCTGTCTACAGGCTTATAGTACTCCATTCACGTTCGGCTCAGGGACAAAGCTGGAAATAAA
A
 
SEQ ID NO: 25 (HCVR DNA of 1979)
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GAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGACCTGGCCTTGTGAAACCCTCACAGTCACTCTCCCTCACCTGTTCTGTCACTGGTTA
CTCCATCACTAATAGTTACTGGGACTGGATCCGGAAGTTCCCAGGAAATAAAATGGAGTGGATGGGATACATAAACTACA
GTGGTAGCACTGGCTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGAATCTCCATTAGTAGAGACACATCGAACAATCAGTTCTTCCTG
CAGCTGAACTCTATAACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCACGAGGGACCTATGGGTATAACGCCTACCACTT
TGATTACTGGGGCCGAGGAGTCATGGTCACAGTCTCGAGC
 
SEQ ID NO: 26 (1979 LC Kappa full)
 
DIQMTQSPASLSASLEEIVTITCQASQDIGNWLSWYQQKPGKSPHLLIYGTTSLADGVPSRFSGSRSGTQYSLKISGLQV
ADIGIYVCLQAYSTPFTFGSGTKLEIKRTDAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVL
NSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC
 
SEQ ID NO: 27 (1979 HC mIgG1 full)
 
EVHLVESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITNSYWDWIRKFPGNKMEWMGYINYSGSTGYNPSLKSRISISRDTSNNQFFL
QLNSITTEDTATYYCARGTYGYNAYHFDYWGRGVMVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIF
PPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCRV
NSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGS
YFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK
 
SEQ ID NO: 28 (1979 HC mFabno hinge full)
 
EVHLVESGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITNSYWDWIRKFPGNKMEWMGYINYSGSTGYNPSLKSRISISRDTSNNQFFL
QLNSITTEDTATYYCARGTYGYNAYHFDYWGRGVMVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDC
 
SEQ ID NO: 29 (1979 LC DNA Kappa full)
 
GACATCCAAATGACACAGTCTCCTGCCTCCCTGTCTGCATCTCTGGAAGAAATTGTCACCATTACATGCCAGGCAAGCCA
GGACATTGGTAATTGGTTATCATGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAATCTCCTCACCTCCTGATCTATGGTACCACCAGCT
TGGCAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTAGATCTGGTACACAGTATTCTCTTAAGATCAGCGGACTACAGGTT
GCAGATATTGGAATCTATGTCTGTCTACAGGCTTATAGTACTCCATTCACGTTCGGCTCAGGGACAAAGCTGGAAATAAA
ACGTACGGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGT
GCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTG
AACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGA
ACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGT
GT
 
SEQ ID NO: 30 (1979 HC DNA mIgG1 full)
 
GAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGACCTGGCCTTGTGAAACCCTCACAGTCACTCTCCCTCACCTGTTCTGTCACTGGTTA
CTCCATCACTAATAGTTACTGGGACTGGATCCGGAAGTTCCCAGGAAATAAAATGGAGTGGATGGGATACATAAACTACA
GTGGTAGCACTGGCTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGAATCTCCATTAGTAGAGACACATCGAACAATCAGTTCTTCCTG
CAGCTGAACTCTATAACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCACGAGGGACCTATGGGTATAACGCCTACCACTT
TGATTACTGGGGCCGAGGAGTCATGGTCACAGTCTCGAGTGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTG
GATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACC
TGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTC
AGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGG
ACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTC
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CCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGA
TCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCA
ACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTC
AACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACAC
CATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACA
TTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCT
TACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGA
GGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAA
 
SEQ ID NO: 31 (1979 HC DNA mFabno hinge full)
 
GAGGTGCACCTGGTGGAGTCTGGACCTGGCCTTGTGAAACCCTCACAGTCACTCTCCCTCACCTGTTCTGTCACTGGTTA
CTCCATCACTAATAGTTACTGGGACTGGATCCGGAAGTTCCCAGGAAATAAAATGGAGTGGATGGGATACATAAACTACA
GTGGTAGCACTGGCTACAACCCATCTCTCAAAAGTCGAATCTCCATTAGTAGAGACACATCGAACAATCAGTTCTTCCTG
CAGCTGAACTCTATAACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCACGAGGGACCTATGGGTATAACGCCTACCACTT
TGATTACTGGGGCCGAGGAGTCATGGTCACAGTCTCGAGTGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTG
GATCTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACC
TGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTGCAATCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTC
AGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGG
ACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGT
 
SEQ ID NO: 32 - Rat TNFα
 
MSTESMIRDVELAEEALPKKMGGLQNSRRCLCLSLFSFLLVAGATTLFCLLNFGVIGPNKEEKFPNGLPLISSMAQTLTL
RSSSQNSSDKPVAHVVANHQAEEQLEWLSQRANALLANGMDLKDNQLVVPADGLYLIYSQVLFKGQGCPDYVLLTHTVSR
FAISYQEKVSLLSAIKSPCPKDTPEGAELKPWYEPMYLGGVFQLEKGDLLSAEVNLPKYLDITESGQVYFGVIAL
 
SEQ ID NO: 33 - Mouse TNFα
 
MSTESMIRDVELAEEALPQKMGGFQNSRRCLCLSLFSFLLVAGATTLFCLLNFGVIGPQRDEKFPNGLPLISSMAQTLTL
RSSSQNSSDKPVAHVVANHQVEEQLEWLSQRANALLANGMDLKDNQLVVPADGLYLVYSQVLFKGQGCPDYVLLTHTVSR
FAISYQEKVNLLSAVKSPCPKDTPEGAELKPWYEPIYLGGVFQLEKGDQLSAEVNLPKYLDFAESGQVYFGVIAL
 
SEQ ID NO: 34 - Human TNFα
 
MSTESMIRDVELAEEALPKKTGGPQGSRRCLFLSLFSFLIVAGATTLFCLLHFGVIGPQREEFPRDLSLISPLAQAVRSS
SRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTISRIA
VSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESGQVYFGIIAL
 
SEQ ID NO: 35 - Soluble form of human TNFα
 
SVRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHT
ISRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESGQVYFGIIAL
 
SEQ ID NO: 36 - Soluble form of human TNFα, but lacking the “S” cloning artef
act of SEQ ID NO: 35
 
VRSSSRTPSDKPVAHVVANPQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEGLYLIYSQVLFKGQGCPSTHVLLTHTI
SRIAVSYQTKVNLLSAIKSPCQRETPEGAEAKPWYEPIYLGGVFQLEKGDRLSAEINRPDYLDFAESGQVYFGIIAL
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摘要(译)

已经证明某些化合物与TNF结合并稳定与TNF受体结合的三聚体TNF的构象。 公开了与TNF超家族成员复合物选择性结合此类化合
物的复合物的抗体。 这些抗体可用于检测具有相同活性的其他化合物，并作为靶标遇到的生物标记。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/d53971c4-5d28-4bfe-a448-e0de833092b3
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/053784155/publication/JP2018520668A?q=JP2018520668A



