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(57)【要約】
 
　特定のシクロデキストリン(ＣＤ)を添加することによ
る、生理的条件下での高分子、例えばタンパク質の凝集
を低減及び凝結を妨げるための方法を開示する。また、
高分子の皮下投与の間の注射部位の炎症を最小化するた
めの方法、及びその投与のための薬学的製剤を提供する
。さらに、ヒト化抗ＣＤ２０抗体を含む本発明の薬学的
製剤を投与することを含むＣＤ２０陽性癌又は自己免疫
性疾患の治療方法を提供する。さらに、生理的条件下で
の抗体又は他の高分子の凝集を低減する賦形剤の能力を
評価するための、インビトロ透析方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　高分子の皮下投与の間の注入部位での炎症を最小化する方法であって、高分子を含有す
る製剤に、２％～３０％のシクロデキストリンを添加することを含む方法。
【請求項２】
　シクロデキストリンが、ＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン及
びＳＢＥシクロデキストリンからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　製剤が５％～３０％のＨＰ－β又はＨＰ－γシクロデキストリンを含む、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　製剤が５％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリンを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　製剤が５％～２０％のＨＰ－γシクロデキストリンを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　製剤が５０ｍＭ～２００ｍＭのコハク酸アルギニンをさらに含む、請求項５に記載の方
法。
【請求項７】
　製剤が２％～９％のＳＢＥシクロデキストリンを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　高分子がタンパク質である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　タンパク質が抗体である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　抗体が治療用抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　抗体が診断用抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　抗体が抗ＣＤ２０抗体である、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　抗体が、表１に示す抗体変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又はＩを含む、請求項１２
に記載の方法。
【請求項１４】
　抗体が、配列番号：１－１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項１５】
　抗体が、配列番号：１の軽鎖可変ドメインと配列番号：２の重鎖可変ドメインとを含む
、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　抗体が、配列番号：３の軽鎖可変ドメインと配列番号：４の重鎖可変ドメインとを含む
、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　抗体が、配列番号：３の軽鎖可変ドメインと配列番号：５の重鎖可変ドメインとを含む
、請求項１２に記載の方法。
【請求項１８】
　抗体が、配列番号：６の完全長軽鎖と配列番号：７の完全長重鎖とを含む、請求項１２
に記載の方法。
【請求項１９】
　抗体が、配列番号：６の完全長軽鎖と配列番号：１５の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
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【請求項２０】
　抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と配列番号：１０の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項２１】
　抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と配列番号：１１の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項２２】
　抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と配列番号：１２の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項２３】
　抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と配列番号：１３の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項２４】
　抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と配列番号：１４の完全長重鎖とを含む、請求項１
２に記載の方法。
【請求項２５】
　１０ｍｇ／ｍｌ～２００ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体と、２％～３０％のシクロデキストリ
ンとを含有してなる、抗体の皮下投与のための薬学的製剤。
【請求項２６】
　シクロデキストリンが、ＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン及
びＳＢＥシクロデキストリンからなる群から選択される、請求項２５に記載の製剤。
【請求項２７】
　製剤が５％～３０％のＨＰ－β又はＨＰ－γシクロデキストリンを含む、請求項２６に
記載の製剤。
【請求項２８】
　製剤が５％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリンを含む、請求項２７に記載の製剤。
【請求項２９】
　製剤が５％～２０％のＨＰ－γシクロデキストリンを含む、請求項２７に記載の製剤。
【請求項３０】
　製剤が５０ｍＭ～２００ｍＭのコハク酸アルギニンをさらに含む、請求項２９に記載の
製剤。
【請求項３１】
　製剤が２％～９％のＳＢＥシクロデキストリンを含む、請求項２６に記載の製剤。
【請求項３２】
　抗体が３０ｍｇ／ｍｌ～１５０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する、請求項２５に記載の製剤
。
【請求項３３】
　抗体が１００ｍｇ／ｍｌ～１５０ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する、請求項２５に記載の製
剤。
【請求項３４】
　１００ｍｇ／ｍｌのヒト化２Ｈ７抗体と、１５％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリ
ンとを含有してなる、請求項２７に記載の製剤。
【請求項３５】
　１５０ｍｇ／ｍｌのヒト化２Ｈ７抗体と、３０％のＨＰ－βシクロデキストリンとを含
有してなる、請求項２７に記載の製剤。
【請求項３６】
　１５０ｍｇ／ｍｌのヒト化２Ｈ７抗体と、１０％のＨＰ－γシクロデキストリンとを含
有してなる、請求項２７に記載の製剤。
【請求項３７】
　製剤が５０ｍＭ～２００ｍＭおコハク酸アルギニンをさらに含む、請求項３６に記載の
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製剤。
【請求項３８】
　ヒト化２Ｈ７抗体が、表１に示す抗体変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又はＩを含む
、請求項３７に記載の製剤。
【請求項３９】
　３０ｍＭ 酢酸ナトリウム；５％ トレハロース二水和物；及び０．０３％ ポリソルベ
ート２０、ｐＨ５．３を更に含有してなる、請求項３７に記載の製剤。
【請求項４０】
　ヒト化２Ｈ７抗体が、表１に示す抗体変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又Ｉを含む、
請求項３９に記載の製剤。
【請求項４１】
　製剤が、１００ｍｇ／ｍｌ～１５０ｍｇ／ｍｌの濃度の表１に示すヒト化２Ｈ７抗体変
異体Ａと、１５％～３０％のＨＰ－γシクロデキストリンと、５０ｍＭ～１００ｍＭのコ
ハク酸アルギニンとを含む、請求項２７に記載の製剤。
【請求項４２】
　ＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌の治療方法であって、癌を有する患者に、２％～３０％のシクロ
デキストリンを含有してなる薬学的製剤中の、表１のヒト化２Ｈ７抗体の治療上有効な量
を投与することを含み、このときシクロデキストリンが、ＨＰ－βシクロデキストリン、
ＨＰ－γシクロデキストリン及びＳＢＥシクロデキストリンからなる群から選択されるも
のである、方法。
【請求項４３】
　ＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌がＢ細胞リンパ腫又は白血病である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　ＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌が、非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)、再発性低悪性度ＮＨＬ及びリ
ツキシマブ抵抗性低悪性度ＮＨＬ、リンパ球優位型ホジキン病(ＬＰＨＤ)、小リンパ球リ
ンパ腫(ＳＬＬ)、及び慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)からなる群から選択される、請求項
４３に記載の方法。
【請求項４５】
　ヒト化２Ｈ７抗体が、表１の変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ又はＨである、請求項４２に記載の
方法。
【請求項４６】
　自己免疫性疾患の治療方法であって、自己免疫性疾患を有する患者に、２％～３０％の
シクロデキストリンを含有してなる薬学的製剤中の、表１のヒト化２Ｈ７抗体の治療上有
効な量を投与することを含み、このときシクロデキストリンが、ＨＰ－βシクロデキスト
リン、ＨＰ－γシクロデキストリン及びＳＢＥシクロデキストリンからなる群から選択さ
れるものである、方法。
【請求項４７】
　自己免疫性疾患が、メトトレキセート(Ｍｔｘ)への応答が不十分である者及びＴＮＦα
アンタゴニストへの応答が不十分な者を含む関節リウマチ(ＲＡ)及び若年性関節リウマチ
、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)、例としてループス腎炎、多発性硬化症(ＭＳ)、例と
して再発性寛解多発性硬化症(ＲＲＭＳ)、ヴェゲナー病、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、
特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、自己免疫性血
小板減少症、多発性硬化症、乾癬、ＩｇＡネフロパシ、ＩｇＭ多発性神経炎、重症筋無力
症、ＡＮＣＡ関連血管炎、真正糖尿病、レイノー症候群、シェーグレン症候群、視神経脊
髄炎(ＮＭＯ)及び糸球体腎炎からなる群から選択される、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
　ヒト化２Ｈ７抗体が、表１の変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ又はＨである、請求項４６に記載の
方法。
【請求項４９】
　患者の注射部位での注入による水溶性皮下製剤中の抗体の可溶化を向上又は維持するか
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又は沈殿を最小化する方法であって、水溶性の皮下製剤に、２％～３０％のシクロデキス
トリンを添加することを含み、このときシクロデキストリンが、ＨＰ－βシクロデキスト
リン、ＨＰ－γシクロデキストリン及びＳＢＥシクロデキストリンからなる群から選択さ
れるものである、方法。 
【請求項５０】
　抗体が、表１に示すヒト化抗ＣＤ２０抗体変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又はＩで
ある、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　皮下に投与される抗体の生物学的利用能を増やす方法であって、抗体を含む水溶性皮下
製剤に、２％～３０％のシクロデキストリンを添加することを含み、このときシクロデキ
ストリンが、ＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン及びＳＢＥシク
ロデキストリンからなる群から選択されるものである、方法。
【請求項５２】
　抗体が、表１に示すヒト化抗ＣＤ２０抗体変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又はＩで
ある、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　生理的条件下での抗体又は他の高分子の凝集を低減する賦形剤の能力を評価するための
インビトロ透析方法であって、
(a) 一定に撹拌しながら、３７℃で、変更ＰＢＳ溶液(１６７ｍＭ ナトリウム、１４０ｍ
Ｍ 塩化物、１７ｍＭ リン酸塩、４ｍＭ カリウム)に対して試験賦形剤を含む場合と含ま
ない場合の高分子の製剤を透析し、
(b) 変更ＰＢＳ溶液の試験試料を取り除き、そして、
(c) 濁度及び試験試料中に存在するタンパク質の量を測定することを含み、このとき賦形
剤を欠いているコントロールと比較して、試験賦形剤を含むアッセイにおける試料中のタ
ンパク質濃度が増加し濁度が低減している場合に、高分子の凝集を低減する試験賦形剤の
能力が示される、方法。
【請求項５４】
　製剤が、１００００００ダルトン分子量カットオフを有する透析管において透析される
、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　試験試料中のタンパク質濃度及び濁度が、ＵＶ吸光度測定法を使用して測定される、請
求項５３に記載の方法。
【請求項５６】
　変更ＰＢＳ溶液と沈殿のための透析管内の溶液とを視覚的に調査することをさらに含み
、このとき賦形剤を欠いているコントロールと比較して、試験賦形剤を含む透析管におい
て沈殿が減少した場合に、高分子の凝集を低減する試験賦形剤の能力が示される、請求項
５３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生理的条件下での凝集を低減することによって高分子の皮下投与のための注
射部位での炎症を最小化する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　過去２０年で、組み換えＤＮＡ技術により、生体分子、特にタンパク質である医薬の数
が著しく増加した。生体分子薬物の増加により薬物製剤の新規な試みがなされている。抗
体のようなタンパク質治療の高用量は、静脈内注入によって患者に供給されうるが、この
投与経路は都合が悪く、一般に可能なところで皮下注射用のタンパク質治療を製剤化する
のが好ましい。しかしながら、皮下注射のための薬剤溶液は静脈注入用のものよりも体積
が小さく、そのためタンパク質は必然的に高い濃度で存在する。1ミリリットルにつき何
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十ミリグラムもの高い治療的タンパク質濃度で、長期間のために安定して溶解される治療
的タンパク質を保つことは、重要である。タンパク質の高濃度溶液は、凝集を起こしうる
タンパク質-タンパク質相互作用の可能性が増え、凝集の防止はタンパク質薬剤製剤のた
めの主要な問題になっている。凝集は、活性なタンパク質の生物学的利用能の低減、変化
した薬物動態及び望ましくない免疫原性を含む多くの問題を引き起こす。(Frokjaer, S. 
and Otzen, D.E., Nat. Rev. Drug. Discov. 4: 298-306 (2005)；Jiskoot, W. and Crom
melin, D.J.A., EJHP Practice 12:20-21 (2006))。
　凝集工程の分子詳細が一般に知られていないので、凝集の防止は主に経験によるもので
ある。代表的な方策は、安定剤をタンパク質溶液に加えることである。一般的に用いられ
る安定剤には、糖類、塩類、Ｌ－アルギニン及びＬ－グルタミンのような遊離アミノ酸(G
olovanov, A.P. et al., J. Am. Chem. Soc. 126: 8933-8939 (2004))、ポリオール(Sing
h, S. and Singh, J., AAPS Pharm. Sci. Tech 4: 1-9 (2003)；Mishra, R. et al., J. 
Biol. Chem. 280:15553-15560 (2005))、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、及び、タン
パク質-タンパク質相互作用を低減しうるポリソルベート又はポロキサマーといった他の
ポリマー(上掲のFrokjaer and Otzen；Lee, R.C. et al., Ann. Biomed. Eng. 34: 1190-
1200 (2006)；(Nema, S. et al., PDA Journal of Pharmaceutical Science and Technol
ogy 51: 166-171 (1997))が含まれる。
【０００３】
　シクロデキストリン(ＣＤ)は、α－(１,４)グリコシド結合に連結したｄ－グルコピラ
ノース単位を有する環状オリゴ糖である。ＣＤは、アミラーゼ、シクロデキストリントラ
ンスグルコシラーゼの作用で、とうもろこし又は他の澱粉から生産される。最も一般的な
天然に生じるシクロデキストリンは、６、７、８のグルコピラノース単位からそれぞれな
る、α-シクロデキストリン、β-シクロデキストリン及びγ－シクロデキストリンである
。天然のシクロデキストリン、特にβ-シクロデキストリンは、低水溶解度を有するので
、溶解性及び他の生理化学的性質を向上させていた多くの誘導体が合成された。市販のＣ
Ｄ誘導体には、メチル化ＣＤ、２-ヒドロキシプロピル化ＣＤ、アセチル化ＣＤ、分岐状
ＣＤ及びスルホブチルＣＤが含まれる。シクロデキストリンの同義語には、Ｃａｖｉｔｒ
ｏｎ、環状オリゴ糖、シクロアミロース、及びシクログルカンが含まれる。(概略につい
ては、Loftsson, T., and Brewster, M. E., J. Pharm. Sci. 85: 101- (1996)；Uekama,
 K. et al., Chem. Rev. 98: 2045-2076 (1998)；Me, T. and Uekama, K., Advanced Dru
g Delivery Reviews 36:101-123 (1999)；及びSzjetli, J., Pure Appl. Chem. 76:1825-
1845 (2004)を参照)。シクロデキストリンは、分子量２５０００のダルトン未満であるの
で、糸球体ろ過によって体循環から取り除かれ得、体に蓄積すると思われていない。ヒド
ロキシプロピル-β-ＣＤ及びスルホブチル－β-ＣＤのような多くの薬学的に関連する誘
導体と同様に天然のシクロデキストリンの無毒性は文献に記されている(上掲のUekama et
 al.；上掲のSzjetli)。
【０００４】
　シクロデキストリンは、内部が疎水性であり、外部が親水性である円錐形である。疎水
腔により、適切な大きさの無極性化合物が含まれ、複合体を形成する環境が整う。ＣＤ及
びその誘導体は、完全に水溶性でない薬剤のための可溶化剤として使われていた。例えば
、イトラコナゾール(ＳｐｏｒａｎｏｘＴＭ)はヒドロキシプロピルβ-ＣＤにて可溶化さ
れ、メシル酸ジプラシドン(ＧｅｏｄｏｎＴＭ)はスルホブチルエーテルβ-ＣＤにて可溶
化される。ＣＤの他の用途は、薬剤安定化、味覚マスキング、及び精油のための吸着剤な
どである。シクロデキストリンを含有する現在入手可能な製剤には、ＳｐｏｒａｎｏｘＴ

Ｍ(Janssen, Belgium)、ＰｒｏｓｔａｖａｓｉｎＴＭ(Ono, Japan; Schwarz, Germany)、
プロスタンディン５００ＴＭ(Ono, Japan)、ＧｅｏｄｏｎＴＭ(Pfizer, USA)、ＶＦＥＮ
ＤＴＭ(Pfizer, USA)、ＭｉｔｏＥｘｔｒａ　ＭｉｔｏｚｙｔｒｅｘＴＭ(Novartis, Swit
zerland)、及びＶｏｌｔａｒｅｎＴＭ(Novartis, Switzerland)が含まれる。上また、上
掲のSzjetliの表１も参照のこと。これらの製剤はすべて、小分子化合物に限られている
。
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　また、ペプチド及びタンパク質のような大きな薬剤分子は、シクロデキストリンとの複
合体を形成しうる。ＣＤと複合体化したペプチド薬剤の生物学的利用能の向上は、細胞性
流出ポンプに対するＣＤの阻害作用からある程度生じていると考えられている(Challa, R
. et al, AAPS Pharm. Sci. Tech. 6: E329-357 (2005))。また、タンパク質及びペプチ
ドのための安定化のメカニズムは、小分子薬剤の場合とは質的に異なる。ＣＤが小分子薬
剤との封入複合体を形成しうるのに対して、ＣＤはタンパク質又はペプチドの特定の溶媒
に露出したアミノ酸残基と結合するようである(Aachmann, F. L. et al., Protein Engin
eering 16:905-912 (2003))。最大の利点は通常低シクロデキストリン濃度で得られ、そ
の利点は部分的にのみ濃度依存性であることが多い。例えば、ＩＬ－２の凝集は、０．５
％ ＨＰ－β－シクロデキストリンによって最適に阻害された。(上掲のLoftsson and Bre
wster)。ヒト成長ホルモンの溶解性は、およそ２～６％で存在するＣＤによって向上し、
α及びγＣＤはβＣＤよりも数倍有効性が低いことが明らかにされた。(Otzen, D. E. et
 al., Protein Sci. 11 : 1779-1787 (2002))。
【０００５】
　ＣＤ２０抗原（ヒトＢリンパ球制限分化抗原Ｂｐ３５とも呼ばれる）はプレＢ及び成熟
Ｂリンパ球上に位置するおよそ３５ｋＤの分子量を持つ疎水性膜貫通型タンパク質である
（Valentine等, J. Biol. Chem. 264(19):11282-11287 (1989)；及びEinfeld等, EMBO J.
 7(3):711-717 (1988)）。その抗原はまたＢ細胞非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）の９０％
以上に発現されるが（Anderson等, Blood 63(6):1424-1433 (1984)）、造血幹細胞、プロ
Ｂ細胞、正常なプラズマ細胞又は他の正常な組織上には見出されない（Tedder等, J. Imm
unol. 135(2):973-979 (1985)）。ＣＤ２０は分化及び細胞分裂周期の開始の活性化過程
における初期段階を調節し（上掲のTedder等）、おそらくはカルシウムイオンチャネルと
して機能すると思われる（Tedder等, J. Cell. Biochem. 14D:195 (1990)）。
【０００６】
　Ｂ細胞リンパ腫ではＣＤ２０が発現されるため、この抗原はこのようなリンパ腫を治療
するための有用な治療標的であった。例えば、ヒトＣＤ２０抗原に対する遺伝子的操作を
施したキメラマウス／ヒトモノクローナル抗体であるリツキシマブ(rituximab)（リツキ
サン(RITUXAN)(登録商標)、ＭＡＢＴＨＥＲＡ(登録商標)）（ジェネンテック社, サウス
サンフランシスコ, カリフォルニア, 合衆国及びＦ.ホフマン ラ ロッシュ ＡＧ, バーゼ
ル, スイスから商業的に入手可能）は、再発性もしくは低抵抗性の（refractory low-gra
de）又は濾胞性の（follicular）、ＣＤ２０陽性、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫患者の治療
に使用されている。リツキシマブは１９９８年４月７日に発行された米国特許第5,736,13
7号（Anderson等）及び米国特許第５７７６４５６号において「Ｃ２Ｂ８」と呼ばれてい
る抗体である。ＮＨＬの治療のための他の抗ＣＤ２０抗体には、放射性同位体であるイッ
トリウム-９０(IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA)に結合したマウスの抗体Ｚｅｖａ
ｌｉｎＴＭ、及びＩ－１３１にコンジュゲートされた他の完全マウス抗体であるＢｅｘｘ
ａｒＴＭ(Corixa, WA)が含まれる。
【０００７】
　ＣＤ２０は、また、自己免疫性疾患を治療するための有用な標的抗原である。リツキシ
マブは、Ｂ細胞と自己抗体が疾患の病態生理に所定の役割を担っていると思われる様々な
非悪性自己免疫疾患についてもまた研究されてきた。Edwards等, Biochem Soc. Trans. 3
0:824-828 (2002)。リツキシマブは、例えば関節リウマチ（ＲＡ）（Leandro等, Ann. Rh
eum. Dis. 61:883-888 (2002)；Edwards等, Arthritis Rheum., 46 (Suppl. 9): S46 (20
02)；Stahl等, Ann. Rheum. Dis., 62 (Suppl. 1): OP004 (2003)；Emery等, Arthritis 
Rheum. 48(9): S439 (2003)）、ループス（Eisenberg, Arthritis. Res. Ther. 5:157-15
9 (2003)；Leandro等 Arthritis Rheum. 46: 2673-2677 (2002)；Gorman等, Lupus, 13: 
312-316 (2004)）、免疫性血小板減少性紫斑病（D'Arena等, Leuk. Lymphoma 44:561-562
 (2003)；Stasi等, Blood, 98: 952-957 (2001)；Saleh等, Semin. Oncol., 27 (Supp 12
):99-103 (2000)；Zaia等, Haematolgica, 87: 189-195 (2002)；Ratanatharathorn等, A
nn. Int. Med., 133: 275-279 (2000)）、赤芽球癆（Auner等, Br. J. Haematol., 116: 
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725-728 (2002)）；自己免疫貧血症（Zaja等, Haematologica 87:189-195 (2002)（errat
umはHaematologica 87:336 (2002)に記載）、寒冷凝集素症（Layios等, Leukemia, 15: 1
87-8 (2001)；Berentsen等, Blood, 103: 2925-2928 (2004)；Berentsen等, Br. J. Haem
atol., 115: 79-83 (2001)；Bauduer, Br. J. Haematol., 112: 1083-1090 (2001)；Dami
ani等, Br. J. Haematol., 114: 229-234 (2001)）、重篤のインスリン抵抗性Ｂ型症候群
（Coll等, N. Engl. J. Med., 350: 310-311 (2004)、混合性クリオグロブリン血症（DeV
ita等, Arthritis Rheum. 46 Suppl. 9:S206/S469 (2002)）、重症筋無力症（Zaja等, Ne
urology, 55: 1062-63 (2000)；Wylam等, J. Pediatr., 143: 674-677 (2003)）、ヴェゲ
ナー肉芽腫症（Specks等, Arthritis & Rheumatism 44: 2836-2840 (2001)）、治療抵抗
性尋常性天疱瘡（Dupuy等, Arch Dermatol., 140:91-96 (2004)）、皮膚筋炎（Levine, A
rthritis Rheum., 46 (Suppl. 9):S1299 (2002)）、シェーグレン症候群（Somer等, Arth
ritis & Rheumatism, 49: 394-398 (2003)）、ＩＩ活性型混合性クリオグロブリン血症 
（Zaja等, Blood, 101: 3827-3834 (2003)）、尋常性天疱瘡（Dupay等, Arch. Dermatol.
, 140: 91-95 (2004)）、自己免疫神経障害（Pestronk等, J. Neurol. Neurosurg. Psych
iatry 74:485-489 (2003)）、傍腫瘍性眼球クローヌス・ミオクローヌス症候群（Pranzat
elli等 Neurology 60(Suppl. 1) PO5.128:A395 (2003)）、及び再発寛解型多発性硬化症
（（RRMS）、Cross等 (abstract) "Preliminary results from a phase II trial of Rit
uximab in MS" Eighth Annual Meeting of the Americas Committees for Research and 
Treatment in Multiple Sclerosis, 20-21 (2003)）の徴候と症状を潜在的に軽減するこ
とが報告されている。
【０００８】
　本発明は、生理的条件下での抗体といった高分子の凝集を予防するための方法及び製剤
を提供する。本発明の方法は、治療的タンパク質、例えば本明細書中に記載の抗ＣＤ２０
抗体の製剤の調製の利点を提供する。これらの利点には、治療用抗体の生物学的利用能の
増加及び注射部位での炎症の低減をもたらす皮下注射用の製剤の調製能、並びに以下の詳
細な説明から明らかな更なる利点が含まれる。
【発明の概要】
【０００９】
　シクロデキストリンは、完全に水溶性でない薬剤のための可溶化剤として生化学者によ
って使用されている。異なるタイプのシクロデキストリン(例えばスルホ-ブチルエーテル
、ヒドロキシプロピルγ、ヒドロキシプロピルβ)がタンパク質、特に抗体の凝集及び凝
結を阻害したという発明者等の発見は、抗体が非常に水溶性であるので、予想外である。
ゆえに、シクロデキストリンが高濃度の抗体の凝集及び凝結を阻害したという発見は、シ
クロデキストリンの新規の用途を示す。また、発明者等は、一定の分子量(ＭＷ)カットオ
フを有する透析管とカスタマイズした放出培地の使用を含む新規のインビトロスクリーニ
ング法を開発した。この透析管と培地は注射部位での生理的状態を模倣するものである。
　本発明は、２％～３０％のシクロデキストリン(ＣＤ)の添加によって、生理的条件下で
高分子、例えばタンパク質の凝集を低減し、凝結を阻害するための方法であって、このと
きこのシクロデキストリンはヒドロキシプロピルβ(ＨＰ－β)、ヒドロキシプロピルγ(
ＨＰ－γ)及びスルホ-ブチルエーテル(ＳＢＥ)シクロデキストリンからなる群から選択さ
れるものである、方法を提供する。また、ＣＤの添加による凝集と凝結の有意な低減は、
ラットの皮下注射部位での炎症の有意な減少と相関した。更に、本発明は、皮下製剤に、
２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン又はＳＢＥシ
クロデキストリンを添加することによる、タンパク質などの高分子の皮下投与の間の、注
射部位での炎症を最小化するための方法を提供する。本発明の様々な実施態様では、高分
子は抗体である。本発明の他の実施態様では、抗体は治療用抗体又は診断用抗体である。
【００１０】
　本発明の様々な実施態様では、高分子は抗ＣＤ２０抗体である。本発明のある実施態様
では、抗ＣＤ２０抗体はヒト化抗体である。本発明のある実施態様では、抗ＣＤ２０抗体
は、表１の変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｈ又はＩの何れか一を含む。さらに、本発明
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は、抗ＣＤ２０抗体が配列番号：１－１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む
ものである方法及び製剤を提供する。本発明の他の実施態様では、抗体は、配列番号：１
の軽鎖可変ドメインと配列番号：２の重鎖可変ドメイン、又は配列番号：３の軽鎖可変ド
メインと配列番号：４の重鎖可変ドメイン、又は配列番号：３の軽鎖可変ドメインと配列
番号：５の重鎖可変ドメインを含む。さらに、本発明は、抗体が、配列番号：６の完全長
軽鎖と、配列番号：７、配列番号：８又は配列番号：１５の完全長重鎖とを含むものであ
る、方法及び製剤を提供する。さらに、本発明は、抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と
、配列番号：１０、配列番号：１１、配列番号：１２、配列番号：１３又は配列番号：１
４の完全長重鎖とを含むものである、方法及び製剤を提供する。
【００１１】
　更なる態様では、本発明は、２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシ
クロデキストリン又はＳＢＥシクロデキストリンを含有してなる、タンパク質などの大き
な高分子の皮下投与のための薬学的製剤を提供する。いくつかの実施態様では、本発明は
、１０ｍｇ／ｍｌ～２００ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体と、２％～３０％のＨＰ－βシクロデ
キストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン又はＳＢＥシクロデキストリンとを含有してな
る、抗体の皮下投与のための薬学的製剤を提供する。ある実施態様では、抗体濃度は３０
～１５０ｍｇ／ｍｌである。更なる実施態様では、抗体濃度は１００～１５０ｍｇ／ｍｌ
である。ある実施態様では、薬学的製剤は、５％～３０％の濃度でＨＰ－βシクロデキス
トリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、５％～２０％の濃度でＨＰ－γシクロ
デキストリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度で
、コハク酸アルギニンを更に含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、２％～９％の濃度
でＳＢＥシクロデキストリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、およそ１００ｍ
ｇ／ｍｌの濃度の抗体と、１５％～３０％の濃度のＨＰ－βシクロデキストリンを含む。
ある実施態様では、薬学的製剤は、およそ１５０ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体と、およそ３０
％の濃度のＨＰ－βシクロデキストリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、およ
そ１５０ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体と、およそ１０％の濃度のＨＰ－γシクロデキストリン
を含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度のコハク酸アル
ギニンを更に含む。特定の実施態様では、薬学的製剤は、１００ｍｇ／ｍｌ～１５０ｍｇ
／ｍｌの濃度のヒト化２Ｈ７抗体と、１５％～３０％の濃度のＨＰ－γシクロデキストリ
ンと、５０ｍＭ～１００ｍＭの濃度のコハク酸アルギニンを含む。更なる実施態様では、
薬学的組成物は、３０ｍＭ 酢酸ナトリウム；５％ トレハロース二水和物；及び０．０３
％ ポリソルベート２０、ｐＨ５．３を更に含む。
【００１２】
　更に、本発明は、表１に挙げた何れかの抗体からなるヒト化抗ＣＤ２０抗体を含有して
なる上記何れかの製剤を提供する。さらに、本発明は、抗ＣＤ２０抗体が配列番号：１－
１５からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むものである製剤を提供する。本発明の
他の実施態様では、抗体は、配列番号：１の軽鎖可変ドメインと配列番号：２の重鎖可変
ドメイン、又は配列番号：３の軽鎖可変ドメインと配列番号：４の重鎖可変ドメインを含
む。さらに、本発明は、抗体が、配列番号：６の完全長軽鎖と配列番号：７、配列番号：
８又は配列番号：１５の完全長重鎖を含むものである、方法及び製剤を提供する。さらに
、本発明は、抗体が、配列番号：９の完全長軽鎖と、配列番号：１０、配列番号：１１、
配列番号：１２、配列番号：１３又は配列番号：１４の完全長重鎖を含むものである、方
法及び製剤を提供する。
【００１３】
　さらに、本発明は、２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキ
ストリン又はＳＢＥシクロデキストリンを含有してなる薬学的製剤中の、表１の何れか一
のヒト化抗ＣＤ２０抗体を投与することを含む、ＣＤ２０発現Ｂ細胞の癌の治療方法を提
供する。ＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌はＢ細胞リンパ腫又は白血病であることが好ましい。特定
の実施態様では、ヒトＣＤ２０(ｈＣＤ２０)を結合するヒト化２Ｈ７抗体ないしその機能
的断片を含む製剤は、非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)、再発性低悪性度ＮＨＬ及びリツキシ
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マブ抵抗性低悪性度ＮＨＬを含む低悪性度ＮＨＬ、リンパ球優位型ホジキン病(ＬＰＨＤ)
、小リンパ球リンパ腫(ＳＬＬ)、慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)を治療するために用いら
れる。特定の実施態様では、ヒト化ＣＤ２０結合抗体、特に表１の変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
又はＨないしその機能的断片を含む製剤は、上記のＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌を治療するため
に用いられる。
【００１４】
　また、本発明は、自己免疫性疾患の治療方法であって、自己免疫性疾患に罹患した患者
に、２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン又はＳＢ
Ｅシクロデキストリンを含有する薬学的製剤中の表１のヒト化２Ｈ７抗体の治療上有効量
を投与することを含む方法を提供する。特定の実施態様では、自己免疫性疾患は、関節リ
ウマチ(ＲＡ)及び若年性慢性関節リウマチからなる群から選択され、ＲＡ患者はメトトレ
キセート(Ｍｔｘ)への応答が不十分である者、及びＴＮＦαアンタゴニストへの応答が不
十分な者、リツキシマブ－抵抗性又は再燃患者 である。一実施態様では、ＲＡ患者は、
他の抗ＣＤ２０治療抗体について抵抗性であるか又は再燃性である。他の実施態様では、
自己免疫性疾患は、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)、例えばループス腎炎、多発性硬化
症(ＭＳ)、例として再発性寛解多発性硬化症(ＲＲＭＳ)、ヴェゲナー病、炎症性腸疾患、
潰瘍性大腸炎、特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)
、自己免疫性血小板減少症、多発性硬化症、乾癬、ＩｇＡネフロパシ、ＩｇＭ多発性神経
炎、重症筋無力症、ＡＮＣＡ関連血管炎、真正糖尿病、レイノー症候群、シェーグレン症
候群、視神経脊髄炎(ＮＭＯ)及び糸球体腎炎からなる群から選択される。特定の実施態様
では、ヒト化ＣＤ２０結合抗体、特に表１の変異体Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ又はＨないしその機能
的断片を含む製剤は、上記の自己免疫性疾患を治療するために用いられる。
　上述した疾患の治療方法のある実施態様では、疾患に罹患している被検体又は患者は霊
長類、好ましくはヒトである。
【００１５】
　本発明はさらに、患者の注入部位での注入による水溶性皮下製剤中の抗体の可溶化を改
善最小化するあるいは維持するか又は沈殿を最小化する方法であって、水溶性皮下製剤に
２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン又はＳＢＥシ
クロデキストリンを添加することを含む方法を提供する。ある実施態様では、薬学的製剤
は、５％～３０％の濃度でＨＰ－βシクロデキストリンを含む。ある実施態様では、薬学
的製剤は、５％～２０％の濃度でＨＰ－γシクロデキストリンを含む。ある実施態様では
、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度でコハク酸アルギニンを更に含む。ある実
施態様では、薬学的製剤は、２％～９％の濃度でＳＢＥシクロデキストリンを含む。
　本発明はさらに、皮下に投与される抗体の生物学的利用能を増やす方法であって、抗体
を含有する水溶性皮下製剤に、２％～３０％のＨＰ-βシクロデキストリン、ＨＰ－γシ
クロデキストリン又はＳＢＥシクロデキストリンを添加することを含む。ある実施態様で
は、薬学的製剤は、５％～３０％の濃度でＨＰ－βシクロデキストリンを含む。ある実施
態様では、薬学的製剤は、５％～２０％の濃度でＨＰ－γシクロデキストリンを含む。あ
る実施態様では、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度でコハク酸アルギニンを更
に含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、２％～９％の濃度でＳＢＥシクロデキストリ
ンを含む。
【００１６】
　さらに、本発明は、生理的条件下での抗体又は他の高分子の凝集を低減する賦形剤の能
力を評価するためのインビトロ透析方法であって、一定に撹拌しながら３７℃の生理的状
態をシミュレーションするために、試験培地に対して試験賦形剤を有する場合と有さない
場合の高分子製剤を透析し；変調した培地溶液の試料を採取し；そして、ＵＶ光度スキャ
ンなどの方法によって試料の濁度及び放出培地中に存在するタンパク質の量といった所見
を測定することを含み、このとき賦形剤を欠いているコントロールと比較して、試験賦形
剤を含むアッセイにおける放出培地中のタンパク質濃度が増加し濁度が低減している場合
に、高分子の凝集を低減する試験賦形剤の能力が示される、方法を提供する。具体的な実
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施態様では、培地は、１６７ｍＭ ナトリウム、１４０ｍＭ 塩化物、１７ｍＭ リン酸塩
、４ｍＭ カリウムを含有するような変更ＰＢＳ溶液に関する。本方法の具体的な実施態
様では、透析管は、１００００００ダルトン分子量カットオフを有する。本方法のさらに
具体的な実施態様では、試験試料中のタンパク質濃度及び濁度は、ＵＶ吸光度測定法を使
用して測定される。本方法の更なる実施態様では、方法には、変調した放出培地と沈殿の
ための透析管内の溶液とを視覚的に調査することが含まれ、このとき賦形剤を欠いている
コントロールと比較して、試験賦形剤を含む透析管において沈殿が減少した場合に、高分
子の凝集を低減する試験賦形剤の能力が示される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】生理的条件下での２Ｈ７の凝集を示す。１５０ｍｇ／ｍｌの２Ｈ７をＰＢＳにて
３７℃で２日間透析した。
【図２】生理的条件下での２Ｈ７凝集に対する賦形剤の効果を評価するために用いたイン
ビトロ透析モデルを示す。２５０ｍｌのガラス広口瓶に、３７℃の２２０ｍｌの変更ＰＢ
Ｓ溶液(１６７ｍＭ ナトリウム、１４０ｍＭ 塩化物、１７ｍＭ リン酸塩、４ｍＭ カリ
ウム)を満たす。６ｃｍ長の１２ｍｍの透析管の一端を固定し、およそ１ｍｌの試験試料
を満たし、過剰空気を取り除き、管の他端をシール部分に留める。広口瓶は一定に撹拌し
ながら３７℃に置く。
【図３】インビトロ透析モデルにおけるコントロールの動態を示す。２Ｈ７及びｒｈｕＭ
ａｂＣＤ１１ａは、図２に示すモデルにおいて試験した。ＰＢＳ溶液に放出されるタンパ
ク質の蓄積割合を、２．５、６、１２、２４、３３及び４８時間の時点に測定した。
【図４】インビトロモデルにおける２Ｈ７の放出に対する２～９％のＳＢＥシクロデキス
トリンの効果を示す。
【図５】インビトロモデルにおける２Ｈ７の放出に対する５%～２０％のＨＰ－γシクロ
デキストリンの効果を示す。
【図６】インビトロモデルにおける２Ｈ７の放出に対する５%～２０％のＨＰ－βシクロ
デキストリンの効果を示す。
【図７】インビトロモデルにおける２Ｈ７の放出に対するＨＰ－γシクロデキストリンと
コハク酸アルギニンの効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
（実施態様の詳細な説明）
　「凝集すること」という動詞の様々な形態は、個々のタンパク質分子又は複合体が関連
して凝集が形成されるプロセスを指す。「凝集体」は、タンパク質の分子又は複合体を含
む重合集合体である。凝集は、可視的な沈殿物が形成される程度にまで進行しうる。この
ような可視的な沈殿物の形成は、本明細書中で「凝結」とも称する。
　高分子の相対的な沈殿量は、例えば視覚的コントロールとの比較によって決定されうる
。沈殿をアッセイする他の方法は当分野で公知であり、例えば実施例２に詳細に記載した
インビトロ透析法や実施例３に記載したインビボモデル等、以降に記載する。
【００１９】
　「生物学的利用能」なる用語は、投与後の生理的活性の部位で薬剤又は他の物質が吸収
されるか又は利用可能となる程度又は速度を指す。高分子の生物学的利用能は、当分野で
公知のインビボ薬物動態学的方法によって検定されてよい。 
　「高分子」なる用語は、少なくとも１００００ダルトンの分子量を有する分子を指し、
抗体といったタンパク質を含みうる。
　「賦形剤」又は「医薬賦形剤」なる用語は、高分子の凝集を低減しうる化合物を指す。
賦形剤には、糖質、塩類、遊離アミノ酸、例えばＬ－アルギニン及びＬ－グルタミン、ポ
リオール、ポリエチレングリコール(ＰＥＧ)及び他のポリマー、例えばポリソルベート、
ポロキサマー又はポリビニルピロリドンが含まれうる。
　「シクロデキストリン」(又は「ＣＤ」)なる用語は、α－(１,４)グリコシド結合に連
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結したｄ－グルコピラノース単位を有する環状のオリゴ糖を指す。最も一般的な天然に生
じるシクロデキストリンは、６、７、８のグルコピラノース単位からそれぞれなる、α-
シクロデキストリン、β-シクロデキストリン及びγ－シクロデキストリンである。シク
ロデキストリンの同義語には、Ｃａｖｉｔｒｏｎ、環状オリゴ糖、ｃｙｃｌｏａｍｕｌｏ
ｓｅ及びシクログルカンが含まれる。本明細書中で用いられる「シクロデキストリン」な
る用語にはさらに、メチル化されたＣＤ、２-ヒドロキシプロピル化ＣＤ、アセチル化Ｃ
Ｄ、分岐型ＣＤ及びスルホブチルＣＤを含むがこれらに限定されないシクロデキストリン
誘導体が含まれうる。
【００２０】
　「治療的抗体」なる用語は、疾患の治療に用いられる抗体を指す。治療用抗体は、様々
な作用機構を有してよい。治療用抗体は、結合して標的の正常な機能を中和しうる。例え
ば、癌細胞の生存に必要なタンパク質の活性をブロックするモノクローナル抗体により細
胞の死が引き起こされる。他の治療用モノクローナル抗体は、結合して標的の正常な機能
を活性化しうる。例えば、モノクローナル抗体は、細胞上のタンパク質に結合し、アポト
ーシスシグナルを誘発しうる。最後に、モノクローナル抗体が患部組織にのみ発現される
標的に結合する場合、モノクローナル抗体への毒性ペイロード(有効薬剤)、例えば化学療
法剤又は放射性薬剤のコンジュゲートは、患部組織へ毒性ペイロードを特異的に運搬する
ための薬剤をつくり得、健康な組織への害を低減する。
　「診断用抗体」なる用語は、疾患のための診断試薬として用いられる抗体を指す。診断
用抗体は、特異的に関連する標的に結合しうるか、又は特定の疾患における発現の増加を
示す。診断用抗体は、例えば、患者からの生物学的試料、又は、患者の罹患部位(例えば
腫瘍)の画像診断において標的を検出するために用いられうる。
【００２１】
　「ＣＤ２０」抗原は、末梢血又はリンパ系器官のＢ細胞の９０％以上の表面に見出され
る分子量がおよそ３５ｋＤの非グルコシル化膜結合型リンタンパク質である。ＣＤ２０は
初期のプレＢ細胞発育中に発現し、プラズマ細胞分化まで残る；ヒトの幹細胞、リンパ球
祖先細胞（プロジェニタ）又は正常プラズマ細胞には見出されない。ＣＤ２０は正常なＢ
細胞並びに悪性Ｂ細胞の双方に存在する。文献中でのＣＤ２０の他の名称には「Ｂリンパ
球限局性分化抗原」及び「Ｂｐ３５」がある。ＣＤ２０抗原は、例えば、Clark及びLedbe
tter, Adv. Can. Res. 52:81-149 (1989)及びValentine等, J. Biol. Chem. 264(19):112
82-11287 (1989)に記載されている。
　「抗体」なる用語は、最も広義に用いられ、特にモノクローナル抗体（完全長モノクロ
ーナル抗体を含む）、多重特異的抗体（例えば二重特異的抗体）、及びそれらが所望の生
物学的活性又は機能を示す限り、抗体断片を包含する。
【００２２】
　本発明のヒト化ＣＤ２０結合抗体の生物活性には、少なくともヒトＣＤ２０への抗体結
合、より好ましくはヒト及び他の霊長類ＣＤ２０（カニクイザル、アカゲザル、チンパン
ジーを含む）への結合が含まれるであろう。抗体は、１×１０－８より低いＫｄ値、好ま
しくは１×１０－９より低いＫｄ値でＣＤ２０に結合し、このような抗体で処置していな
い適当なネガティブコントロールと比較した場合、好ましくは少なくとも２０％のＢ細胞
をインビボで死滅又は枯渇させうるであろう。Ｂ細胞の枯渇は、ＡＤＣＣ、ＣＤＣ、アポ
トーシス、又は他のメカニズムの一又は複数の結果でありうる。ここでの疾患治療のある
実施態様では、特定のエフェクター機能又はメカニズムが他のものよりも望まれ、ヒト化
２Ｈ７のある変異体がＡＤＣＣなどの生物学的機能を達成するのに好ましい。
【００２３】
　「抗体断片」には、完全長抗体の一部、一般にはその抗体の抗原結合又は可変領域が含
まれる。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボディ
ー(diabodies)；直鎖状抗体；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異的抗
体が含まれる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小限抗体断片である。この断片は、
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一重鎖と一軽鎖可変領域ドメインが密接に非共有結合した二量体からなる。この２つのド
メインのフォールディングから６つの高頻度可変ループ（それぞれＨ鎖及びＬ鎖から３ル
ープ）が生じ、それにより抗原結合にアミノ酸残基を寄与させて抗体に抗原結合特異性を
もたらす。しかしながら、単一可変ドメイン（又は抗原に特異的なＣＤＲを３つしか含ま
ないＦｖの半分）でさえ、結合部位全体より親和性は低いが、抗原を認識して結合する能
力を持つ。
【００２４】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する。すなわち、集団を構成する個々の抗体は、モノクローナル抗
体の産生中に生じ得、一般に少量で存在しうる可能な変異を除いて、同一であり、及び／
又は同じエピトープに結合する。そのようなモノクローナル抗体は典型的には標的に結合
するポリペプチド配列を含む抗体を含み、標的結合ポリペプチド配列は、複数のポリペプ
チド配列から単一の標的結合ポリペプチド配列を選択することを含む方法によって得られ
ている。例えば、選択方法は、ハイブリドーマクローンのプール、ファージクローン又は
組換えＤＮＡクローンのような複数のクローンから独特のクローンを選択することであり
うる。選択された標的結合配列は、例えば標的への親和性を改善し、標的結合配列をヒト
化し、細胞培養においてその生産を改善し、インビボでのその免疫原性を減少させ、多重
特異的抗体を作り出す等のために、更に改変することができ、改変された標的結合配列を
含む抗体はまた本発明のモノクローナル抗体であることが理解されなければならない。異
なった決定基（エピトープ）に対する異なった抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調
製物と異なり、モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は抗原上の単一の決定
基に対する。その特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型的には他の免疫グ
ロブリンによって汚染されていない点で有利である。「モノクローナル」との修飾語句は
、実質的に均一な抗体の集団から得たものとしての抗体の性質を表すものであり、抗体が
何か特定の方法による生成を必要とするものであると考えてはならない。例えば、本発明
で使用されるモノクローナル抗体は、例えばハイブリドーマ法（例えばKohler等, Nature
, 256:495 (1975)；Harlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor
 Laboratory Press, 2版 1988)；Hammerling等, Monoclonal Antibodies and T-Cell Hyb
ridomas 563-681, (Elsevier, N.Y., 1981)）、組換えＤＮＡ法（例えば米国特許第４８
１６５６７号を参照）、ファージディスプレイ法（例えばClackson等, Nature, 352:624-
628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 3
38(2):299-310 (2004)；Lee等, J.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc.
 Nat. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee等 J. Immunol. Methods 2
84(1-2):119-132 (2004)を参照）、及びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座又は遺伝子の一部又は全てを有する動物においてヒト又はヒト様抗体を
産生する技術（例えば国際公開第１９９８／２４８９３号；同第１９９６／３４０９６号
；同第１９９６／３３７３５号；同第１９９１／１０７４１号；Jakobovits等, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature, 362:255-258 (1993)；Br
uggemann等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号；同第５５６
９８２５号；同第５５９１６６９号(全てGenPharm)；同第５５４５８０７号；国際公開第
１９９７／１７８５２号；米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５
５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；及び同第５６６１０１
６号； Marks等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature, 368: 856-
859 (1994)；Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Biotechnol
ogy, 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996)；及びLo
nberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995)を参照）を含む様々な技術
によって作製することができる。
【００２５】
　本発明のＣＤ２０結合抗体の「機能的断片」は、それ自体が由来する無傷の全長分子と
実質的に同じ親和性でのＣＤ２０への結合を維持する断片であり、ここで開示するような
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インビトロ又はインビボアッセイにより測定されるＢ細胞の枯渇を含む生物学的活性を示
す。
　「可変」という用語は、可変ドメインのあるセグメントが、抗体間で配列が広く異なる
ことを意味する。Ｖドメインは抗原結合を仲介し、その特異的抗原に対する特異的抗体の
特異性を規定する。しかしながら、可変性は可変ドメインの１１０アミノ酸スパンにわた
って均一には分布していない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９－１２アミノ酸長の「高
頻度可変領域」と呼ばれる高度可変性のより短い領域により分離される１５－３０アミノ
酸のフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる相対的にインバリアントな伸展からなる。天
然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは各々４つのＦＲ領域を含み、これは主にβシート配置
をとり、３つの高頻度可変領域に結合してループ状結合を形成するが、βシート構造の一
部を形成する場合もある。各鎖の高頻度可変領域は、ＦＲ領域の直ぐ近傍に保持され、他
の鎖からの高頻度可変領域と共に抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Kabat等, Seque
nces of Proteins of Immunological Interest, 5版, Public Health Service, National
 Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)を参照）。定常ドメインは抗体の抗原への
結合には直接関与しないが、抗体依存的細胞障害（ＡＤＣＣ）への抗体の関与のような様
々なエフェクター機能を示す。
【００２６】
　ここで使用されるところの「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合に寄与する抗体の
アミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は一般には「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」
からのアミノ酸残基（例えば、ＶＬのおおよそ残基２４－３４(Ｌ１)、５０－５６(Ｌ２)
及び８９－９７(Ｌ３)及びＶＨのおおよそ３１－３５Ｂ(Ｈ１)、５０－６５(Ｈ２)及び９
５－１０２(Ｈ３)（Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest,５版,
 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(1991)）及び
／又は「高頻度可変ループ」からの残基(例えば、ＶＬの残基２６－３２(Ｌ１)、５０－
５２(Ｌ２)及び９１－９６(Ｌ３)及びＶＨの残基２６－３２(Ｈ１)、５２Ａ－５５(Ｈ２)
及び９６－１０１(Ｈ３)（Chothia及びLesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (1987)）を含む。
【００２７】
　ここで示すように、「コンセンサス配列」又はコンセンサスＶドメイン配列は、既知の
ヒト免疫グロブリン可変領域配列のアミノ酸配列の比較から得た人工の配列である。これ
らの比較に基づいて、ヒトκ及びヒトＨ鎖サブグループIIIVドメイン由来の配列のコンセ
ンサスであるＶドメインアミノ酸をコードする組換え核酸配列を調製した。コンセンサス
Ｖ配列は如何なる抗体結合特異性も親和性も持たない。
　「キメラ」抗体（免疫グロブリン）は特定の種由来又は特定の抗体クラスもしくはサブ
クラスに属する抗体が持つ対応配列に一致するか又は相同である重鎖及び／又は軽鎖の一
部を有するものであり、残りの鎖は他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに
属する抗体が持つ対応配列に一致するか又は相同であり、並びに所望の生物学的活性を示
す限り、そのような抗体の断片が含まれる（米国特許第４８１６５６７号；及びMorrison
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。ここで用いるヒト化抗体はキ
メラ抗体のサブセットである。
【００２８】
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配
列を含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変
領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び能力を有する非ヒ
ト霊長類のような非ヒト種からの高頻度可変領域の残基（ドナー抗体）によって置換され
たヒト免疫グロブリン(レシピエント又はアクセプター抗体)である。例として、ヒト免疫
グロブリンのＦｖフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換さ
れる。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されな
い残基を含んでいてもよい。これらの修飾は結合親和性のような抗体特性を更に洗練する
ために行われる。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループ
が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、たとえＦＲ領域が結合特性を改善するような一
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又は複数のアミノ酸置換を含んでも、全てあるいは実質的に全てのＦＲ領域がヒト免疫グ
ロブリン配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に
全てを含む。ＦＲ中のこれらアミノ酸置換の数は、典型的にはＨ鎖では６個以下、Ｌ鎖で
は３個以下である。ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少な
くとも一部、典型的にはヒト免疫グロブリンのものをまた含む。更なる詳細については、
Jones等, Nature 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329 (1988)；及び
Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)を参照のこと。
【００２９】
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
【００３０】
　本明細書と特許請求の範囲を通して、特に明記しない限りは、免疫グロブリン重鎖の定
常ドメイン中の残基の番号付けは、ここに出典を明示して取り込まれるKabat等, Sequenc
es of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, Nationa
l Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)のＥＵインデックスのものである。「Kab
atのＥＵインデックス」とはヒトＩｇＧ１ＥＵ抗体の残基番号付けを意味する。配列又は
他の番号付けシステムを特に示さない限りは、Ｖ領域内の残基はKabat番号付けに従って
番号付けをした。
【００３１】
　ＣＤ２０抗体には、今は「リツキシマブ」（「リツキサン(登録商標)」）（米国特許第
５７３６１３７号）と呼ばれている「Ｃ２Ｂ８」；IDEC Pharmaceuticals社から市販され
ている「Ｙ２Ｂ８」又は「イブリツモマブ・チウキセタン」（ゼバリン(登録商標)）と命
名されているイットリウム-[９０]標識２Ｂ８マウス抗体（米国特許第５７３６１３７号
；１９９３年６月２２日に受託番号ＨＢ１１３８８でＡＴＣＣに寄託された２Ｂ８）；Co
rixaから市販されている「１３１Ｉ－Ｂ１」又は「ヨウ素Ｉ１３１トシツモマブ」抗体を
産生するために１３１Ｉで標識されていてもよい「トシツモマブ」とも呼ばれるマウスＩ
ｇＧ２ａ「Ｂ１」（ＢＥＸＸＡＲＴＭ、GlaxoSmithKline、米国特許第５５９５７２１号
も参照）；マウスモノクローナル抗体「１Ｆ５」（Press等 Blood 69(2):584-591 (1987)
及び「パッチフレームワーク」を含むその変異体又はヒト化１Ｆ５（国際公開第２００３
／００２６０７, Leung, S.；ＡＴＣＣ寄託ＨＢ－９６４５０）；マウス２Ｈ７及びキメ
ラ２Ｈ７抗体（米国特許第５６７７１８０号）；ヒト化２Ｈ７（国際公開第２００４／０
５６３１２号 Lowman等）及び以下に記載のもの）；ＨＵＭＡＸ－ＣＤ２０ＴＭ完全ヒト
抗体（Genmab, Denmark；例えばGlennie及びvan de Winkel, Drug Discovery Today 8: 5
03-510 (2003)及びCragg等, Blood 101: 1045-1052 (2003)を参照）；国際公開第２００
４／０３５６０７号（Teeling等）に記載されたヒトモノクローナル抗体；米国特許出願
公開第２００４／００９３６２１号（Shitara等）に記載されたＦｃ領域に複合Ｎ-グリコ
シド結合糖鎖が結合した抗体；国際公開第２００４／１０３４０４号（Watkins等, Appli
ed Molecular Evolution）に記載されたＡＭＥ-１３３ＴＭ抗体のようなＡＭＥ抗体シリ
ーズのようなＣＤ２０結合分子；キメラ又はヒト化Ａ２０抗体（それぞれｃＡ２０、ＩＭ
ＭＵ-１０６ ａ.ｋ.ａ.ｈＡ２０）（米国特許出願公開第２００３／０２１９４３３号、
米国特許出願公開２００５／００２５７６４；Immunomedics）のようなＡ２０抗体又はそ
の変異体；及びInternational Leukocyte Typing Workshop(Valentine等, Leukocyte Typ
ing III (McMichael編, p.440, Oxford University Press (1987))から入手可能なモノク
ローナル抗体Ｌ２７、Ｇ２８-２、９３-１Ｂ３、Ｂ-Ｃ１又はＮＵ-Ｂ２が含まれる。ここ
での好ましいＣＤ２０抗体はヒト化、キメラ、又はヒトＣＤ２０抗体、より詳細にはヒト
化２Ｈ７抗体、リツキシマブ、キメラ又はヒト化Ａ２０抗体(Immunomedics)、及びＨＵＭ
ＡＸ-ＣＤ２０ＴＭヒトＣＤ２０抗体(Genmab)である。
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【００３２】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療的な使用を妨害する
物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる
。好ましい実施態様では、タンパク質は、(１)ローリー法で測定した場合９５％を越える
抗体、最も好ましくは９９重量％を超えるまで、(２)スピニングカップシークエネーター
を使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の残基を得る
のに充分なほど、あるいは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非
還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで充分なほど精製され
る。抗体の自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、単離された抗体には、組換
え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少
なくとも一の精製工程により調製される。
【００３３】
本発明の組成物及び方法
　本発明は、２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロデキストリン
又はＳＢＥシクロデキストリンを含有してなる、タンパク質などの高分子の皮下投与用薬
学的組成物を提供する。いくつかの実施態様では、本発明は、１０ｍｇ／ｍｌ～２００ｍ
ｇ／ｍｌの濃度の抗体と、２％～３０％のＨＰ－βシクロデキストリン、ＨＰ－γシクロ
デキストリン又はＳＢＥシクロデキストリンとを含有してなる、抗体の皮下投与のための
薬学的製剤を提供する。ある実施態様では、抗体濃度範囲は３０～１５０ｍｇ／ｍｌであ
る。更なる実施態様では、抗体濃度範囲は１００～１５０ｍｇ／ｍｌである。ある実施態
様では、薬学的製剤は、５％～３０％の濃度でＨＰ－βシクロデキストリンを含む。ある
実施態様では、薬学的製剤は、５％～２０％の濃度でＨＰ－γシクロデキストリンを含む
。ある実施態様では、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度でコハク酸アルギニン
を更に含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、２％～９％の濃度でＳＢＥシクロデキス
トリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、およそ１００ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体
と、１５％～３０％の濃度のＨＰ－βシクロデキストリンを含む。ある実施態様では、薬
学的製剤は、およそ１５０ｍｇ／ｍｌの濃度の抗体と、およそ３０％の濃度のＨＰ－βシ
クロデキストリンを含む。ある実施態様では、薬学的製剤は、およそ１５０ｍｇ／ｍｌの
濃度の抗体と、およそ１０％の濃度のＨＰ－γシクロデキストリンを含む。ある実施態様
では、薬学的製剤は、５０ｍＭ～２００ｍＭの濃度のコハク酸アルギニンを更に含む。特
定の実施態様において、薬学的製剤は、１００ｍｇ／ｍｌ～１５０ｍｇ／ｍｌの濃度のヒ
ト化２Ｈ７抗体と、１５％～３０％の濃度のＨＰ－γシクロデキストリンと、５０ｍＭ～
１００ｍＭの濃度のコハク酸アルギニンを含む。更なる実施態様では、薬学的組成物はさ
らに、３０ｍＭ 酢酸ナトリウム；５％ トレハロース二水和物；及び０．０３％ ポリソ
ルベート２０、ｐＨ５．３を含む。
【００３４】
　様々な実施態様では、本発明は、ヒト化２Ｈ７抗体(本明細書中ではｈｕ２Ｈ７とも称
する)を含んでなる薬学的組成物を提供する。特定の実施態様では、ヒト化２Ｈ７抗体は
表１に挙げる抗体である。
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【表１】

【００３５】
　表１の抗体変異体Ａ、Ｂ及びＩのそれぞれは軽鎖可変配列(ＶＬ)：

及び、
重鎖可変配列(ＶＨ)：

を含む。
【００３６】
　表１の抗体変異体Ｃ、Ｄ、Ｆ及びＧのそれぞれは、軽鎖可変配列(ＶＬ)：

及び、
重鎖可変配列(ＶＨ)：

を含む。
【００３７】
　表１の抗体変異体Ｈは、配列番号：３(上記)の軽鎖可変配列(ＶＬ)と重鎖可変配列(Ｖ

Ｈ)：

を含む。
【００３８】
　表１の抗体変異体Ａ、Ｂ及びＩのそれぞれは、完全長軽鎖配列：
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を含む。
【００３９】
　表１の変異体Ａは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４０】
　表１の変異体Ｂは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４１】
　表１の変異体Ｉは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４２】
　表１の抗体変異体Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ及びＨのそれぞれは、完全長軽鎖配列：

を含む。
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【００４３】
　表１の変異体Ｃは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４４】
　表１の変異体Ｄは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４５】
　表１の変異体Ｆは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４６】
　表１の変異体Ｇは、完全長重鎖配列：

を含む。
【００４７】
　表１の変異体Ｈは、完全長重鎖配列：
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を含む。
【００４８】
　ある実施態様では、本発明のヒト化２Ｈ７抗体は、ＩｇＧ Ｆｃ内にアミノ酸変更を更
に含み、野生型ＩｇＧ Ｆｃを有する抗体の、少なくとも６０倍、少なくとも７０倍、少
なくとも８０倍、より好ましくは少なくとも１００倍、好ましくは少なくとも１２５倍、
さらにより好ましくは少なくとも１５０倍からおよそ１７０倍増加した、ヒトＦｃＲｎに
対する結合親和性を表す。
　ＩｇＧ中のＮグリコシル化部位はＣＨ２ドメイン内のＡｓｎ２９７にある。本発明のヒ
ト化２Ｈ７抗体組成物は、Ｆｃ領域を有する前述の何れかのヒト化２Ｈ７抗体の組成物を
含み、ここで組成物中の抗体の約８０－１００％（好ましくは約９０－９９％）は糖タン
パク質のＦｃ領域に結合した、フコースを欠く成熟コア糖鎖構造を含む。そのような組成
物は、ＦｃγＲIIIＡ（Ｆ１５８）への結合に驚くべき改善を示すことがここで実証され
ており、これは、ヒトＩｇＧとの相互作用においてＦｃγＲIIIＡ（Ｖ１５８）ほど効果
的ではない。ＦｃγＲIIIＡ（Ｆ１５８）は、正常で健常なアフリカ系アメリカ人及び白
人においてはＦｃγＲIIIＡ（Ｖ１５８）より一般的である。Lehrnbecher et al. Blood 
94:4220 (1999)を参照。歴史的に、最も一般的に用いられる産業用宿主の一つであるチャ
イニーズハムスター卵巣細胞(ＣＨＯ)で産生される抗体は、フコシル化されていない集団
におよそ２～６％を含有する。しかしながら、ＹＢ２／０及びＬｅｃ１３は、７８～９８
％のフコシル化されていない種を有する抗体を産生しうる。Shinkawa et al. J Bio. Che
m. 278 (5), 3466-347 (2003)は、ＹＢ２／０及びＬｅｃ１３細胞で産生される抗体であ
ってＦＵＴ８活性をほとんど持たない抗体がインビトロで有意に増加したＡＤＣＣ活性を
示すことを報告した。また、フコース含量が低い抗体の作製は、例としてLi et al. (Gly
coFi) "Optimization of humanized IgGs in glycoengineered Pichia pastoris" in Nat
ure Biology online publication 22 Jan. 2006；Niwa R. et al. Cancer Res. 64(6): 2
127-2133 (2004)；米国公開特許２００３／０１５７１０８(Presta)；米国特許第６６０
２６８４号及び米国公開特許２００３／０１７５８８４(Glycart Biotechnology)；米国
公開特許２００４／００９３６２１、米国公開特許２００４／０１１０７０４、米国公開
特許２００４／０１３２１４０ (すべてKyowa Hakko Kogyo)に記載されている。
【００４９】
　ここでの製剤は、治療される特定の効能に必要な一以上の活性化合物、好ましくは互い
に悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含みうる。例えば、細胞障害性剤、化学療
法剤、サイトカイン又は免疫抑制剤（例えば、シクロスポリン又はＴ細胞を結合する抗体
、例えばＬＦＡ-１を結合するもの等のＴ細胞に作用するもの）を更に提供することが望
ましい場合がある。このような他の薬剤の有効量は製剤中に存在する抗体の量、疾患又は
疾病又は治療のタイプ、及び上で検討した他の因子に依存する。これらは一般に同じ用量
でここに記載された投与経路又はこれまで用いられている用量の約１～９９％量で用いら
れる。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、無菌濾過器による
濾過によって容易に達成される。
【００５０】
抗体の製造
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　　モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハ
イブリドーマ法を用いて作製でき、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５６７号)に
よって作製することができる。
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を上記したようにして免疫し、免疫化に用いられるタンパク質と特異的に結合する抗体を
生産するか又は生産することのできるリンパ球を誘導する。別法として、リンパ球をイン
ビトロで免疫することもできる。免疫化の後、リンパ球を単離して、次いでポリエチレン
グリコールのような適当な融剤を用いて骨髄腫細胞株と融合させ、ハイブリドーマ細胞を
形成する(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,59-103頁(Academi
c Press, 1986))。
【００５１】
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞(融
合パートナーとも称する)の増殖又は生存を阻害する一又は複数の物質を好ましくは含む
適当な培地に蒔き、増殖させる。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニジ
ンホスホリボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、ハイ
ブリドーマのための選択培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を妨げる物質で
あるヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)。
　好ましい融合パートナーである骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細
胞による抗体の安定な高レベルの生産を支援し、融合していない親の細胞に対して選択す
る選択培地に感受性である細胞である。好ましい骨髄腫細胞株は、マウス骨髄腫系、例え
ば、the Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California USAから入
手し得るＭＯＰＣ-２１及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及びアメリカン・タイプ・カルチャ
ー・コレクション, Rockville, Maryland USAから入手し得るＳＰ-２及びその誘導体、例
えばＸ６３-Ａｇ８-６５３細胞から誘導されたものである。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒト
ヘテロ骨髄腫株化細胞もまたヒトモノクローナル抗体の産生のために開示されている(Koz
bor, J.Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Tech
niques and Applications,51-63頁(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987))。
【００５２】
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル
抗体の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(
ＲＩＡ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson等, Anal. Biochem., 107:220 (198
0)に記載のスキャッチャード分析法によって測定することができる。
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が同定さ
れると、該クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖さ
せることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103
頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地には、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地が包含される。加えて、該ハイブリドーマ細胞は、例えばマウス
に細胞を腹腔内注入することによって、動物において腹水腫瘍としてインビボで増殖させ
ることができる。
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばアフィニティクロマトグ
ラフィ(例えばプロテインＡ又はプロテインＧ-セファロース)又はイオン交換クロマトグ
ラフィ、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析などの常套的な
抗体精製法により、培地、腹水、又は血清から好適に分離される。
【００５３】
　モノクローナル抗体をコードしているＤＮＡは、常法を用いて(例えば、マウスの重鎖
及び軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを用
いることにより)即座に単離され配列決定される。ハイブリドーマ細胞は、このようなＤ
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ＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中に入
れ、ついでこれを、そうしないと免疫グロブリンタンパク質を産生しない大腸菌細胞、サ
ルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主
細胞中にトランスフェクトし、組換え宿主細胞中でモノクローナル抗体の合成を達成する
ことができる。抗体をコードするＤＮＡの細菌中での組換え発現に関する概説論文には、
Skerra等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及びPlueckthum, Immunol. Rev
s., 130:151-188(1992)がある。
　更なる実施態様では、モノクローナル抗体又は抗体断片は、McCafferty等, Nature, 34
8:552-554 (1990)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリから単
離することができる。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marks等, J.Mol.Bi
ol., 222:581-597 (1991)は、ファージライブラリを使用したマウス及びヒト抗体の単離
を記述している。続く刊行物は、鎖混合による高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗体の生産(Mar
ks等, Bio/Technology, 10:779-783(1992))、並びに非常に大きなファージライブラリを
構築するための方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Waterhouse等, Nuc.A
cids.Res., 21:2265-2266(1993))を記述している。従って、これらの技術はモノクローナ
ル抗体の分離に対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対する実行可能な
別法である。
【００５４】
　抗体をコードするＤＮＡは、例えば、相同的マウス配列をヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイ
ン(ＣＨ及びＣＬ)配列に置換することにより(米国特許第4,816,567号；及びMorrison等, 
Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロ
ブリンポリペプチド(異種性ポリペプチド)のコード配列の全部又は一部を融合させること
によって、キメラ又は融合抗体ポリペプチドを生産するように修飾されうる。非免疫グロ
ブリンポリペプチド配列は、抗体の定常ドメインに置換され、又は抗体の１つの抗原結合
部位の可変ドメインに置換されて、抗原に対して特異性を有する１つの抗原結合部位と異
なる抗原に対して特異性を有するもう一つの抗原結合部位とを含むキメラ二価抗体を作り
出す。
【００５５】
　　ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化する方法は従来からよく知られている。好ましくは、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入されている。これら非ヒトアミノ酸残基
は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と呼ばれる。
ヒト化は、本質的にはヒト抗体の該当する高頻度可変領域配列を置換することによりウィ
ンターと共同研究者の方法(Jonesほか, Nature, 321:522-525 (1986)、Riechmannほか, N
ature, 332:323-327 (1988)、Verhoeyenほか, Science, 239:1534-1536(1988))を使用し
て実施することができる。よって、このような「ヒト化」抗体は、完全なヒト可変ドメイ
ンより実質的に少ない分が非ヒト種由来の該当する配列で置換されたキメラ抗体(米国特
許第4,816,567号)である。実際には、ヒト化抗体は、典型的にはいくらかの高頻度可変領
域残基及び場合によってはいくらかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似部位からの残基によっ
て置換されているヒト抗体である。
　抗原性及び、抗体がヒトの治療用途に意図される場合にはＨＡＭＡ応答(ヒト抗マウス
抗体)を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方の可変ドメイ
ンの選択が非常に重要である。「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可変ドメイン
の配列を既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリ全体に対してスクリーニングする。齧
歯動物のものと最も近いヒトＶドメイン配列を同定して、その中のヒトフレームワーク領
域(ＦＲ)をヒト化抗体とする(Simsほか, J. Immunol., 151:2296 (1993)；Chothia等, J.
 Mol. Biol., 196:901(1987))。他の方法では、軽又は重鎖の特定のサブグループのヒト
抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワーク領域を使用する。同じ
フレームワークをいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(Carterほか, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Prestaほか, J. Immunol., 151:2623(1993))。
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【００５６】
　更に、抗体を、抗原に対する高結合親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト
化することが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親及びヒト化配
列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト
化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者には
よく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解
し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、候補
免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グロ
グリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、例
えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるように、
ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的に
、高頻度可変領域残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
　ヒト化抗体は、抗体断片、例えばＦａｂ、場合によっては免疫コンジュゲートを作製す
るために１又は複数の細胞障害剤でコンジュゲートされたものであってもよい。あるいは
、ヒト化抗体は、完全長抗体、例えば完全長ＩｇＧ１抗体であってもよい。
【００５７】
　　ヒト抗体及びファージディスプレイ法
　ヒト化のための別法により、ヒト抗体を生産することができる。例えば、内因性の免疫
グロブリン産生がなくともヒト抗体の全レパートリーを免疫化することで産生することの
できるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが今は可能である。例えば、
キメラ及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子の同型接合
除去が内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすことが記載されている。このような生殖系
列突然変異体マウスへのヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子列の転移は、抗原投与時にヒ
ト抗体の産生をもたらす。Jakobovits等, Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Ja
kobovits等, Nature 362:255-258 (1993)；Bruggerman等, Year in Immuno., 7:33 (1993
)；米国特許第５５４５８０６号、同第５５６９８２５号、同第５５９１６６９号(すべて
GenPharm)、同第５５４５８０７号；及び国際公開公報９７／１７８５２を参照されたい
。
【００５８】
　あるいは、ファージディスプレイ技術(McCafferty等, Nature 348：552-553(1990))を
、非免疫化ドナーからの免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーから、イン
ビトロでヒト抗体及び抗体断片を産出させるために使用することができる。この技術によ
れば、抗体Ｖドメイン遺伝子は、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３の大きい又は
小さいコートタンパク質遺伝子のいずれかにおいてイン-フレームをクローンする。繊維
状粒子がファージゲノムの一本鎖のＤＮＡコピーを含むので、抗体の機能特性に基づいた
選択により、これらの特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択がなされる。よって、フ
ァージはＢ細胞の特性のいくつかを模倣している。ファージディスプレイは多様な形式で
行うことができる；例えばJohnson, Kevin S. 及びChiswell, David J., Current Opinio
n in Structural Biology 3：564-571(1993)を参照のこと。Ｖ-遺伝子セグメントのいく
つかの供給源がファージディスプレイのために使用可能である。Clackson等, Nature, 35
2：624-628(1991)は、免疫化されたマウス脾臓から得られたＶ遺伝子の小ランダム組合せ
ライブラリーからの抗オキサゾロン抗体の異なった配列を単離した。非免疫化ヒトドナー
からのＶ遺伝子のレパートリーを構成可能で、抗原(自己抗原を含む)とは異なる配列の抗
体を、Marks等, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又はGriffith等, EMBO J. 12：725
-734(1993)に記載の技術に本質的に従って単離することができる。また、米国特許第５５
６５３３２号及び同５５７３９０５号を参照のこと。
　前記したように、またヒト抗体は、活性化Ｂ細胞によりインビトロで生産してもよい(
例えば米国特許第５５６７６１０号及び同第５２２９２７５号を参照)。
【００５９】
　　抗体断片
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　特定の状況では、全抗体よりもむしろ抗体断片を使用する利点がある。より小さいサイ
ズの断片は迅速にクリアランスされ、固形腫瘍へのアクセスが向上しうる。
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、完全な抗体のタンパク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimoto等, Journ
al of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Scienc
e, 229:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞により
直接生産することができる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片はすべて大腸菌で発現さ
れて分泌されるため、これら断片の大量の生産が容易である。抗体断片は上述において検
討した抗体ファージライブラリーから分離することができる。別法として、Ｆａｂ'-ＳＨ
断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ')２断片を形成す
ることができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプローチ法では
、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。サルベージレ
セプター結合エピトープ残基を含有するインビボ半減期が増加したＦａｂ及びＦ(ａｂ')

２断片は、米国特許第5,869,046号に記載される。抗体断片の生産のための他の方法は当
業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓｃＦＶ)である
。国際公開９３／１６１８５；米国特許第５５７１８９４号；及び米国特許第５５８７４
５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域が欠けている完全な結合部位を有する
唯一の種類である；したがって、それらは、インビボ使用の間の非特異的結合を減らすた
めに適する。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ末端又はカルボキシ末端で、エフ
ェクタータンパク質の融合を得るために設定されうる。上記のAntibody Engineering, ed
. Borrebaeckを参照。また、抗体断片は、例えば米国特許第５６４１８７０号に記載され
ているような「直鎖状抗体」であってもよい。このような直鎖状抗体断片は単一特異性又
は二重特異性であってよい。
【００６０】
　　他のアミノ酸配列の修飾
　ここで記載のＣＤ２０結合抗体のアミノ酸配列の修飾を考察する。例えば、抗体の結合
親和性及び／又は他の生物学的特性が改善されることが望ましい。抗ＣＤ２０抗体のアミ
ノ酸配列変異体は、適当なヌクレオチド変化を抗ＣＤ２０抗体核酸に導入することにより
、又はペプチド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗ＣＤ２０抗体のア
ミノ酸配列内の残基の欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置
換の任意の組み合わせは、最終構造物に達するまでなされるが、その最終構造物は所望の
特徴を有する。また、アミノ酸変化は、グリコシル化部位の数の変化などの抗ＣＤ２０抗
体の翻訳後過程を変更しうる。
　突然変異のための好ましい位置にある抗ＣＤ２０抗体の特定の残基又は領域の同定のた
めに有用な方法は、Cunningham及びWells , Science 244: 1081-1085 (1989)に記載され
ているように「アラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の
残基又は基が同定され(例えば、arg, asp, his, lys,及びglu等の荷電残基)、中性又は負
荷電アミノ酸(最も好ましくはアラニン又はポリペプチドアニリン)に置換され、アミノ酸
とＣＤ２０抗原との相互作用に影響を及ぼす。次いで置換に対する機能的感受性を示すこ
れらのアミノ酸の位置は、置換部位において又はそれに対して更に又は他の置換を導入す
ることにより精密にされる。即ち、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが
、変異自体の性質は予め決める必要はない。例えば、与えられた部位における変異の性能
を分析するために、ａｌａスキャンニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領
域で実施し、発現された抗ＣＤ２０抗体変異体を所望の活性についてスクリーニングする
。
【００６１】
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ-及び／又はカルボキシル末端融合物、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ-末端メチオニル残基を持つ抗ＣＤ２０抗体又は細
胞障害ポリペプチドに融合した抗体を含む。抗ＣＤ２０抗体分子の他の挿入変異体は、抗
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体の血清半減期を向上させる酵素(例えばＡＤＥＰＴ)又はポリペプチドの抗ＣＤ２０抗体
のＮ-又はＣ-末端への融合物を含む。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、異なる残基によって
置換された抗ＣＤ２０抗体分子に少なくとも一つのアミノ酸残基を有する。置換突然変異
について最も対象となる部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ変化も考慮される。保存的置
換は、「好ましい置換」と題して以下の表に示す。これらの置換により生物学的活性に変
化が生じる場合、表に「例示的置換」と称した又はアミノ酸の分類を参照して以下に更に
記載するような、より実質的な変化を導入し、生成物をスクリーニングしてよい。
【００６２】
【表２】

【００６３】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩
を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成される。
天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
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(１)疎水性：ノルロイシン、met、ala、val、leu、ile；
(２)中性の親水性：cys、ser、thr；
(３)酸性：asp、glu；
(４)塩基性：asn、gln、his、lys、arg；
(５)鎖配向に影響する残基：gly、pro； 及び
(６)芳香族：trp、tyr、phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。
【００６４】
　抗ＣＤ２０抗体の適切な高次構造を維持するために関与しない任意のシステイン残基も
、一般的には、セリンと置換して、分子の酸化的安定性を改善して、異常な交差を防いで
もよい。逆に、システイン結合を抗体に付加して、その安定性を改善してもよい(特にこ
の場合、抗体はＦｖ断片などの抗体断片である)。
　特に好ましい型の置換変異体は、親抗体の一又は複数の高頻度可変領域残基の置換を含
む(例えば、ヒト化抗体又はヒト抗体)。一般的に、さらなる発展のために選択され、得ら
れた変異体は、それらが作製された親抗体と比較して向上した生物学的特性を有している
。そのような置換変異体を作製する簡便な方法には、ファージディスプレイを使用する親
和性突然変異がある。簡潔に言えば、幾つかの高頻度可変領域部位(例えば６－７部位)を
突然変異させて各部位における全ての可能なアミノ酸置換を生成させる。このように生成
された多価抗体は、繊維状ファージ粒子から、各粒子内に充填されたＭ１３の遺伝子III
産物への融合物としてディスプレイされる。ファージディスプレイ変異体は、ついで、こ
こに開示されるようなそれらの生物学的活性(例えば、結合親和性)についてスクリーニン
グされる。修飾のための候補となる高頻度可変領域部位を同定するために、アラニンスキ
ャンニング突然変異誘発を実施し、抗原結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定
することができる。別法として、又はそれに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析
して抗体とヒトＣＤ２０の接点を特定するのが有利である場合もある。このような接触残
基及び隣接残基は、ここに述べた技術に従う置換の候補である。そのような変異体が生成
されると、変異体のパネルにここに記載するようなスクリーニングを施し、一又は複数の
関連アッセイにおいて優れた特性を持つ抗体を更なる開発のために選択する。
【００６５】
　抗体のアミノ酸変異の他の型は、抗体の元のグリコシル化パターンを変更する。変更と
は、抗体に見い出される一又は複数の糖鎖部分の欠失、及び／又は抗体に存在しない一又
は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。
　抗体のグリコシル化は、典型的には、Ｎ結合又はＯ結合の何れかである。Ｎ結合とは、
アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を意味する。アスパラギン-Ｘ-セリン及
びアスパラギン-Ｘ-スレオニン(ここでＸはプロリンを除く任意のアミノ酸)のトリペプチ
ド配列は、アスパラギン側鎖への糖鎖部分の酵素的結合のための認識配列である。従って
、ポリペプチド中にこれらのトリペプチド配列の何れかが存在すると、潜在的なグリコシ
ル化部位が作出される。Ｏ結合グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセ
リン又はスレオニンに、糖類Ｎ-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキシロー
スの一つが結合することを意味するが、５-ヒドロキシプロリン又は５-ヒドロキシリジン
もまた用いられる。
　抗体へのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配列を、それが一又は複数の上述したト
リペプチド配列(Ｎ結合グリコシル化部位のもの)を含むように変化させることによって簡
便に達成される。該変化は、元の抗体の配列への一又は複数のセリン又はスレオニン残基
の付加、又はこれによる置換によってもなされる(Ｏ-結合グリコシル化部位の場合)。
【００６６】
　抗ＣＤ２０抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、この分野で知られた種
々の方法によって調製される。これらの方法は、限定するものではないが、天然源からの
単離(天然に生じるアミノ酸配列変異体の場合)又は初期に調製された抗ＣＤ２０抗体の変
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異体又は非変異体のオリゴヌクレオチド媒介(又は部位特異的)突然変異誘発、ＰＣＲ突然
変異誘発、及びカセット突然変異誘発による調製を含む。
　エフェクター機能、例えば抗体の抗原依存性細胞媒介性細胞障害性(ＡＤＣＣ)及び／又
は補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)を向上させるために、本発明の抗体を修飾することが望
ましい。このことは、抗体のＦｃ領域に一又は複数のアミノ酸修飾を導入することで達成
される。代わりに又は加えて、Ｆｃ領域にシステイン残基を導入することによってこの領
域での鎖間のジスルフィド結合形成が起こりうる。故に、生成されたホモ二量体抗体は内
部移行能を向上及び／又は補体媒介性細胞障害及び抗体依存性細胞障害(ＡＤＣＣ)を増強
する。Caron等, J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992) 及びShopes, B. J. Immunol. 148:2
918-2922 (1992)を参照。抗腫瘍活性が亢進されたホモ二量体抗体もまた、Wolff ら Canc
er Research 53:2560-2565 (1993)に記載されているような異種性二機能性交差結合を用
いて調製されうる。又は、抗体を二重のＦｃ領域を持つように操作して、それによって補
体媒介性溶解及びＡＤＣＣ能を亢進した。StevensonらAnti-Cancer Drug Design 3:219-2
30 (1989)を参照。
【００６７】
治療的用途
　本発明のヒト化２Ｈ７ ＣＤ２０結合抗体を含む開示した方法及び組成物は、多くの悪
性腫瘍及び非悪性疾患、例えばＢ細胞リンパ腫及び白血病などのＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌及
び自己免疫性疾患の治療に有用である。骨髄の幹細胞(Ｂ細胞プロジェニター)はＣＤ２０
抗原を欠損しており、治療後には健康なＢ細胞の再産生が可能となり、数か月以内には正
常レベルにまで回復する。
　ＣＤ２０陽性Ｂ細胞癌は、細胞表面上にＣＤ２０を発現するＢ細胞の異常な増殖を含む
ものである。ＣＤ２０陽性Ｂ細胞腫瘍には、リンパ球優性ホジキン病(ＬＰＨＤ)を含むＣ
Ｄ２０陽性ホジキン病；非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)；濾胞性中心細胞(ＦＣＣ)リンパ腫
；急性リンパ球性白血病(ＡＬＬ)；慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)；線毛細胞白血病が含
まれる。
【００６８】
　本明細書で使用する「非ホジキンリンパ腫」又は「ＮＨＬ」という用語は、ホジキンリ
ンパ腫以外のリンパ系の癌を意味する。通常、ホジキンリンパ腫と非ホジキンリンパ腫と
は、ホジキンリンパ腫にはリードシュテルンベルク細胞が存在し、非ホジキンリンパ腫に
は前記細胞が不在であることにより区別することができる。本明細書で使用する用語に含
まれる非ホジキンリンパ腫の例は、従来技術に既知の分類方式、例えばColor Atlas of C
linical Hematology第３版; A. Victor Hoffbrand及びJohn E. Pettit(編)(Harcourt Pub
lishers Limited 2000)。特に図11.57、11.58及び11.59参照)に記載の改訂版European-Am
erican Lymphoma (REAL)方式に従って当業者(腫瘍学者又は病理学者)によって認識される
あらゆるものを含む。より具体的な例としては、限定するものではないが、再発性又は抵
抗性ＮＨＬ、前線低悪性度ＮＨＬ、第III／IV期ＮＨＬ、化学療法に抵抗性のＮＨＬ、前
駆体Ｂリンパ芽球性白血病及び／又はリンパ腫、小リンパ球リンパ腫、Ｂ細胞慢性リンパ
性白血病及び／又は前リンパ球性白血病及び／又は小リンパ球リンパ腫、Ｂ細胞前リンパ
球性白血病、免疫細胞腫(immunocytoma)及び／又はリンパ形質細胞性リンパ腫、周辺帯Ｂ
細胞リンパ腫、脾周辺帯リンパ腫、結節外周辺帯－ＭＡＬＴリンパ腫、結節周辺帯リンパ
腫、有毛細胞白血病、プラズマ細胞腫及び／又は形質細胞骨髄腫、低悪性度／濾胞性リン
パ腫、中悪性度／濾胞性ＮＨＬ、マントル細胞リンパ腫、濾胞性中心リンパ腫(濾胞性)、
中悪性度拡散性ＮＨＬ、広汎性大Ｂ細胞リンパ腫、高悪性度ＮＨＬ(高悪性度前線ＮＨＬ
及び高悪性度再発性ＮＨＬを含む)、自己幹細胞移植後の又は自己肝細胞移植に抵抗性の
ＮＨＬ再発、原発性縦隔大Ｂ細胞リンパ腫、原発性浸出リンパ腫、高悪性度免疫芽細胞性
ＮＨＬ、高悪性度リンパ芽球性ＮＨＬ、高悪性度非切断小細胞性ＮＨＬ、巨大病変ＮＨＬ
、バーキットリンパ腫、前駆体(末梢性)大顆粒リンパ球性白血病、菌状息肉腫及び／又は
セザリー症候群、皮膚(皮膚性)リンパ腫、未分化大細胞リンパ腫、血管動原体リンパ腫が
挙げられる。
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【００６９】
　具体的な実施態様では、ヒト化ＣＤ２０結合抗体及びその機能的な断片を含む薬学的製
剤を用いて、非ホジキンリンパ腫(ＮＨＬ)、リンパ球優性ホジキン病(ＬＰＨＤ)、小リン
パ球性リンパ腫(ＳＬＬ)及び慢性リンパ球性白血病(ＣＬＬ)、またこれらの症状の再発を
含む疾患を治療する。
　低悪性度リンパ腫は成長が遅い難病であり、平均的な患者は緩解と再発を繰返し６から
１０年生存するものである。一実施態様では、ヒト化ＣＤ２０結合抗体又はその機能的断
片は低悪性度ＮＨＬ、例えば再発した低悪性度ＮＨＬ及びリツキシマブ抵抗性低悪性度Ｎ
ＨＬの治療に用いられる。再発した低悪性度ＮＨＬ患者は、予め１クールのリツキシマブ
を投与し、６か月より長い期間応答したリツキシマブ応答者でありうる。
　このヒト化２Ｈ７抗体又はその機能的断片は、例えば、再発性ないし抵抗性の低グレー
ドないし濾胞性のＣＤ２０陽性のＢ細胞ＮＨＬのための単一薬剤治療(単一療法)として有
用であるか、多剤投与計画において他の薬剤と組み合わせて患者に投与されうる。
【００７０】
　本発明のヒト化２Ｈ７抗体又は機能的な断片は最前線の治療として使用することができ
る。また、本発明は、リツキシマブ(Genentech)；イブリツモマブチウキセタン(Ｚｅｖａ
ｌｉｎＴＭ, Biogen Idec)；トシツモマブ(ＢｅｘｘａｒＴＭ, GlaxoSmithKline)；Ｈｕ
ＭＡＸ-ＣＤ２０ＴＭ(GenMab)；ＩＭＭＵ-１０６ (ヒト化抗ＣＤ２０ ａ.ｋ.ａ. ｈＡ２
０又は９０Ｙ-ｈＬＬ２である, Immunomedics)；ＡＭＥ-１３３(Applied Molecular Evol
ution/Eli Lilly)；ゲムツズマブオゾガマイシン(ＭｙｌｏｔａｒｇＴＭ, ヒト化抗ＣＤ
３３抗体, Wyeth/PDL)；アレムツズマブ(ＣａｍｐａｔｈＴＭ, 抗ＣＤ５２抗体, Scherin
g Plough/Genzyme)；エピラツズマブ(ＩＭＭＵ-１０３ＴＭ, ヒト化抗ＣＤ２２抗体, Imm
unomedics)、の何れか一の薬剤による治療に非応答性であるか又は応答が不十分であるＣ
Ｄ２０陽性Ｂ細胞腫瘍患者、又はこれらの薬剤による治療後に再発した患者の治療のため
の、これらの抗体の使用を意図する。
　本発明は、さらに、本発明のヒト化２Ｈ７抗体によるフルダラビン治療に失敗した患者
を含むＣＬＬ患者を治療する方法を提供する。
【００７１】
　本明細書中の「自己免疫疾患」は、個体の自己組織又は同時分離又はその徴候又は結果
として生じるその症状に対する及びそれらから生じる疾患又は症状である。自己免疫疾患
又は症状の例として、限定するものではないが、関節炎(関節リウマチ(例えば急性の関節
炎、慢性の関節リウマチ、痛風性関節炎、急性の痛風性関節炎、慢性炎症性関節炎、変形
性関節症、感染性関節炎、ライム関節炎、増殖性関節炎、乾癬の関節炎、椎骨関節炎及び
若年性発症関節リウマチ、骨関節炎、関節炎慢性化、関節炎変形、関節炎慢性原発、反応
性関節炎、及び強直性脊椎炎)、炎症性過剰増殖性皮膚病、乾癬、例えばプラーク乾癬、
滴状乾癬、膿疱性乾癬及び爪乾癬)、アトピー、例としてアトピー性疾患、例えば花粉症
及びジョブ症候群、皮膚炎、例として接触皮膚炎、慢性接触皮膚炎、アレルギー性皮膚炎
、アレルギー性接触皮膚炎、ヘルペス状の皮膚炎、貨幣状皮膚炎、脂漏性皮膚炎、非特異
的皮膚炎、一次刺激物接触皮膚炎及び過敏性皮膚炎、Ｘ連鎖性過剰ＩｇＭ症候群、蕁麻疹
、例えば慢性アレルギー性蕁麻疹及び慢性特発性蕁麻疹、例として慢性自己免疫蕁麻疹、
多発性筋炎／皮膚筋炎、若年性皮膚筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、強皮症(全身強皮症
を含む)、硬化症、例えば全身性硬化症、多発性硬化症(ＭＳ)、例えば脊椎-眼(spino-opt
ical) ＭＳ)、一次進行性ＭＳ(ＰＰＭＳ)及び再発性寛解ＭＳ(ＲＲＭＳ)、進行性全身性
硬化症、アテローム性動脈硬化、動脈硬化症、硬化症汎発、失調性硬化症、炎症性腸疾患
(ＩＢＤ)(例えばクローン病、自己免疫性胃腸疾患、大腸炎、例えば潰瘍性大腸炎、大腸
性潰瘍、微細な大腸炎、膠原性大腸炎、大腸ポリープ、壊死性全腸炎及び経壁の大腸炎、
及び自己免疫炎症性腸疾患)、膿皮症壊疽、結節性紅斑、原発性硬化性胆管炎、上強膜炎
、呼吸窮迫症候群、例として成人性又は急性の呼吸窮迫症候群(ＡＲＤＳ)、髄膜炎、葡萄
膜の全部又は一部の炎症、虹彩炎、脈絡膜炎、自己免疫血液疾患、リウマチ様脊椎炎、リ
ウマチ様関節滑膜炎、突発性聴力障害、ＩｇＥ媒介性疾患、例えばアナフィラキシー及び
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アレルギー性鼻炎及びアトピー性鼻炎、脳炎、例えばラスマッセンの脳炎及び辺縁及び／
又は脳幹脳炎、ブドウ膜炎、例として、前部ブドウ膜炎、急性前ブドウ膜炎、肉芽腫ブド
ウ膜炎、非顆粒性ブドウ膜炎、水晶体抗原性ブドウ膜炎、後部ブドウ膜炎又は自己免疫ブ
ドウ膜炎、ネフローゼ症候群を有する又は有さない糸球体腎炎(ＧＮ)、例として、慢性又
は急性の糸球体腎炎、例として原発性ＧＮ、免疫性ＧＮ、膜性ＧＮ(膜性ネフロパシ)、特
発性膜性ＧＮ又は特発性膜性ネフロパシ、膜又は膜性増殖性ＧＮ(ＭＰＧＮ)(タイプＩ及
びタイプＩＩを含む)、急速進行性ＧＮ、アレルギー性症状及び応答、アレルギー性反応
、湿疹、例としてアレルギー性又はアトピー性湿疹、喘息、例えば喘息気管支炎、気管支
喘息及び自己免疫喘息、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状及び慢性炎症反応、外因性の抗原、例え
ば妊娠中の胎児のＡＢＯ血液型に対する免疫反応、慢性肺炎症性疾患、自己免疫心筋炎、
白血球粘着力欠損、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)又は全身性ループスエリテマトーデ
ス、例えば皮膚ＳＬＥ、亜急性の皮膚ＳＬＥ、新生児期ループス症候群(ＮＬＥ)、紅班性
狼瘡汎発、ループス(例としてループス腎炎、ループス脳炎、小児ループス、非腎性ルー
プス、腎外ループス、円板状ループス、脱毛症ループス)、若年性開始型(Ｉ型)真正糖尿
病、例として小児インシュリン依存性真正糖尿病(ＩＤＤＭ)、成人発症型真正糖尿病(Ｉ
Ｉ型糖尿病)、自己免疫性糖尿病、特発性の尿崩症、サイトカイン及びＴリンパ球によっ
て媒介される急性及び遅発性過敏症と関係する免疫応答、結核、サルコイドーシス、肉芽
腫症、例としてリンパ腫肉芽腫症、ヴェゲナーの肉芽腫症、無顆粒球症、脈管炎、例とし
て血管炎、大血管性血管炎(例えば大脈管脈管炎(リウマチ性多発性筋痛及び巨細胞(高安)
動脈炎を含む)、中脈管脈管炎(川崎病及び結節性多発動脈炎／結節性動脈周囲炎を含む)
、微小多発動脈炎、ＣＮＳ脈管炎、壊死性血管炎、皮膚性血管炎又は過敏性血管炎、全身
性壊死性血管炎、及びＡＮＣＡ関連の脈管炎、例としてチャーグ-ストラウス脈管炎又は
症候群(ＣＳＳ))、側頭動脈炎、無形成性貧血、自己免疫無形成性貧血、クームズ陽性貧
血症、ダイアモンドブラックファン貧血症、溶血性貧血又は免疫溶血性貧血、例として自
己免疫溶血性貧血(ＡＩＨＡ)、悪性貧血(貧血症悪性熱)、アジソン病、純粋な赤血球貧血
症又は形成不全(ＰＲＣＡ)、第VIII因子欠損症、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血
球減少症、白血球減少症、白血球血管外遊出を伴う疾患、ＣＮＳ炎症性疾患、多器官損傷
症候群、例えば敗血症、外傷又は出血の二次症状、抗原-抗体複合体関連疾患、抗糸球体
基底膜疾患、抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット又はベーチェッ
ト病、カールスマン症候群、グッドパスチャー症候群、レイノー症候群、シェーグレン症
候群、スティーブンスジョンソン症候群、類天疱瘡、例えば水疱性類天ぽうそう及び類天
疱瘡皮膚、天疱瘡(尋常性天疱瘡、落葉状天疱瘡、ペンフィグス粘液膜類天疱瘡及び天疱
瘡エリテマトーデスを含む)、自己免疫多腺性内分泌障害、ライター病又は症候群、免疫
複合体腎炎、抗体媒介性腎炎、視神経脊髄炎、多発性神経炎、慢性神経障害、例えばＩｇ
Ｍ多発性神経炎又はＩｇＭ媒介性神経障害、血小板減少(例えば心筋梗塞患者によるもの)
、例えば血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、輸血後紫斑病(ＰＴＰ)、ヘパリン誘導性血
小板減少症、及び自己免疫性又は免疫媒介性血小板減少、例えば慢性及び急性のＩＴＰを
含む特発性血小板減少性紫斑病(ＩＴＰ)、自己免疫性精巣炎及び卵巣炎を含む精巣及び卵
巣の自己免疫性疾患、一次甲状腺機能低下症、副甲状腺機能低下症、自己免疫内分泌性疾
患、例えば甲状腺炎、例えば自己免疫性甲状腺炎、橋本病、慢性甲状腺炎(橋本甲状腺炎)
又は亜急性の甲状腺炎、自己免疫甲状腺性疾患、特発性甲状腺機能低下症、グレーブ病、
自己免疫多腺性症候群、例として多腺性症候群(又は、多腺性内分泌障害症候群)、腫瘍随
伴症候群、例として神経系新生物関連症候群、例えばランバート・イートン筋無力症症候
群又はイートン・ランバート症候群、スティッフマン又はスティッフマン症候群、脳脊髄
炎、例として、アレルギー性脳脊髄炎又は脳脊髄炎性アレルギー及び実験的アレルギー性
脳脊髄炎(ＥＡＥ)、重症筋無力症、例えば胸腺腫関連の重症筋無力症、小脳性退化、神経
ミオトニ、眼球クローヌス又は眼球クローヌス筋硬直症候群(ＯＭＳ)及び感覚系神経障害
、多病巣性運動神経障害、シーハン症候群、自己免疫肝炎、慢性肝炎、類狼瘡肝炎、巨細
胞肝炎、慢性活動性肝炎又は自己免疫慢性活動性肝炎、リンパ系間隙間質性肺炎(ＬＩＰ)
、閉塞性細気管支炎(非移植)対ＮＳＩＰ、ギラン・バレー症候群、ベルガー病(ＩｇＡネ
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フロパシ)、特発性ＩｇＡネフロパシ、線状ＩｇＡ皮膚病、原発性胆管萎縮症、肺線維症
、自己免疫腸疾患症候群、セリアック病、コエリアック病、脂肪便症(グルテン腸疾患)、
抵抗性スプルー、特発性スプルー、クリオグロブリン血症、アミロトロフィック側索硬化
症(ＡＬＳ；筋萎縮性側索硬化症(Lou Gehrig's disease))、冠状動脈疾患、自己免疫性耳
疾患、例として、自己免疫内耳疾患(ＡＩＥＤ)、自己免疫聴力障害、眼球クローヌス筋硬
直徴候(ＯＭＳ)、多発性軟骨炎、例として、抵抗性又は再発性多発性軟骨炎、肺胞状蛋白
症、アミロイドーシス、強膜炎、非癌性リンパ球増多症、一次リンパ球増多症、これには
モノクローナルＢ細胞リンパ球増多症(例えば良性モノクローナル免疫グロブリン症及び
未同定の有意なモノクローナル免疫グロブリン血症(monoclonal gammopathy of undeterm
ined significance)、ＭＧＵＳ)が含まれる、末梢性神経障害、腫瘍随伴症候群、チャネ
ル病、例として、癲癇、片頭痛、不整脈、筋疾患、難聴、盲目、周期性麻痺及びＣＮＳの
チャネル病、自閉症、炎症性ミオパシ、局所性分節性糸球体硬化症(ＦＳＧＳ)、内分泌性
眼障害、ブドウ膜網膜炎、脈絡網膜炎、自己免疫性肝臓病、線維症、多内分泌性不全、シ
ュミット症候群、副腎炎、胃萎縮、初老期痴呆、脱髄性疾患、例として、自己免疫脱髄性
病及び慢性炎症性脱髄性多発性神経炎、糖尿病性ネフロパシ、ドレスラー症候群、円形脱
毛症、ＣＲＥＳＴ症候群(石灰沈着、レイノー現象、食道運動障害、強指症及び毛細管拡
張症)、雌雄自己免疫性不妊性、混合性結合組織病、シャーガス病、リウマチ熱、再発性
中絶、農夫肺、多形性紅斑、心切開術後症候群、クッシング症候群、愛鳥家肺、アレルギ
ー性肉芽腫性脈管炎、良性リンパ球血管炎、アルポート症候群、肺胞炎、例えばアレルギ
ー性肺胞炎及び繊維化肺胞炎、間隙肺疾患、輸血反応、ハンセン病、マラリア、リーシュ
マニア症、キパノソミアシス(kypanosomiasis)、住血吸虫症、蛔虫症、アスペルギルス症
、サンプター症候群、カプラン症候群、デング熱、心内膜炎、心内膜心筋線維形成、広汎
性間質性肺線維形成、間質性肺線維形成、間質性肺線維症、特発性の肺線維形成、嚢胞性
線維症、眼内炎、持久性隆起性紅斑、胎児赤芽球症、好酸性筋膜炎(eosinophilic faciit
is)、シャルマン症候群、フェルティー症候群、フィラリア(flariasis)、毛様体炎、例え
ば慢性毛様体炎、ヘテロ慢性毛様体炎、虹彩毛様体炎(急性又は慢性)、又はＦｕｃｈの毛
様体炎)、ヘーノホ-シェーンライン紫斑病、ヒト免疫不全ウイルス(ＨＩＶ)感染、エコー
ウィルス感染、心筋症、アルツハイマー病、パルボウィルス感染、風疹ウィルス感染、種
痘後症候群、先天性風疹感染、エプスタインバーウイルス感染、耳下腺炎、エヴァンの症
候群、自己免疫性腺機能不全、シドナム舞踏病、連鎖球菌感染後腎炎、閉塞性血栓性血管
炎(thromboangitis ubiterans)、甲状腺中毒症、脊髄癆、脈絡膜炎、巨細胞多発性筋痛、
内分泌性眼障害、慢性過敏性肺炎、乾性角結膜炎、流行性角結膜炎、特発性腎臓症候群、
微小変化ネフロパシ、良性家族性及び乏血-再灌流障害、網膜自己免疫、関節炎症、気管
支炎、慢性閉塞性気道疾患、珪肺症、アフタ、アフタ性口内炎、動脈硬化症疾患、アスペ
ルミオジェネース(aspermiogenese)、自己免疫性溶血、ベック病、クリオグロブリン血症
、デュピュイトラン拘縮、水晶体過敏性眼内炎、腸炎アレルギー、結節性紅斑、leprosum
、特発性顔麻痺、慢性疲労症候群、リウマチ性熱、ハンマンリッチ病、感覚器性(sensone
ural)聴力障害、血色素尿症発作(haemoglobinuria paroxysmatica)、性機能低下、回腸炎
領域、白血球減少症、単核細胞増加症感染、横移動脊髄炎、一次特発性の粘液水腫、ネフ
ローゼ、眼炎symphatica、精巣炎肉芽腫症、膵炎、多発性神経根炎急性、膿皮症壊疽、Ｑ
ｕｅｒｖａｉｎ甲状腺炎、後天性脾臓萎縮、抗精子抗体による不妊性、非悪性胸腺腫、白
斑、ＳＣＩＤ及びエプスタインバーウイルス関連疾患、後天性免疫不全症候群(エイズ)、
寄生虫病、例えばLesihmania、毒性ショック症候群、食中毒、Ｔ細胞の浸潤を伴う症状、
白血球-粘着力欠損、サイトカイン及びＴリンパ球に媒介される急性及び遅発性過敏症関
連免疫応答、白血球血管外遊出を伴う疾患、多器官損傷症候群、抗原-抗体複合体媒介性
疾患、抗糸球体基底膜疾患、アレルギー性神経炎、自己免疫多腺性内分泌障害、卵巣炎、
原発性粘液水腫、自己免疫萎縮性胃炎、交感性眼炎、リウマチ性疾患、混合性結合組織病
、ネフローゼ症候群、膵島炎、多内分泌性不全、末梢性神経障害、自己免疫多腺性症候群
Ｉ型、成人発症型特発性副甲状腺機能低下症(ＡＯＩＨ)、完全脱毛症、拡張型心筋症、後
天性表皮水疱症(ＥＢＡ)、ヘモクロマトーシス、心筋炎、ネフローゼ症候群、原発性硬化
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性胆管炎、化膿性又は非化膿性副鼻腔炎、急性又は慢性副鼻腔炎、篩骨、正面、上顎骨又
は蝶形骨副鼻腔炎、好酸球性関連疾患、例えば好酸球増加症、肺浸潤好酸球増加症、好酸
球増加症-筋肉痛症候群、レフラー症候群、慢性好酸性肺炎、熱帯肺好酸球増加症、気管
支肺炎アスペルギルス症、アスペルギローム又は好酸球性を含有する肉芽腫、アナフィラ
キシー、血清陰性脊椎関節炎疹、多内分泌性自己免疫性疾患、硬化性胆管炎、強膜、上強
膜、慢性皮膚粘膜カンジダ症、ブラットン症候群、乳児期の一過性低ガンマグロブリン血
症、ウィスコット‐アルドリッチ
症候群、毛細血管拡張性運動失調症候群、膠原病と関係する自己免疫疾患、リウマチ、神
経病学的疾患、リンパ節炎、虚血性再灌流障害、血圧応答の減退、血管機能不全、antgie
ctasis、組織損傷、心血管乏血、痛覚過敏、脳虚血、及び脈管化を伴う疾患、アレルギー
性過敏症疾患、糸球体腎炎、再灌流障害、心筋又は他の組織の再灌流損傷、急性炎症性成
分を有する皮膚病、急性化膿性髄膜炎又は他の中枢神経系炎症性疾患、眼性及び眼窩の炎
症性疾患、顆粒球輸血関連症候群、サイトカイン誘発性毒性、急性重症炎症、慢性難治性
炎症、腎盂炎、肺線維症、糖尿病性網膜症、糖尿病性大動脈疾患、動脈内過形成、消化性
潰瘍、弁膜炎、及び子宮内膜症などがある。
【００７２】
　具体的な実施態様では、ヒト化２Ｈ７抗体及びその機能的な断片を含む薬学的組成物を
用いて、関節リウマチ及び若年性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)、例え
ばループス腎炎、ヴェゲナー病、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、特発性血小板減少性紫斑
病(ＩＴＰ)、血栓性血小板減少性紫斑病(ＴＴＰ)、自己免疫性血小板減少症、多発性硬化
症、例えば再発性寛解ＭＳ、乾癬、ＩｇＡネフロパシ、ＩｇＭ多発性神経炎、重症筋無力
症、ＡＮＣＡ関連血管炎、真正糖尿病、レイノー症候群、シェーグレン症候群、視神経脊
髄炎(ＮＭＯ)及び糸球体腎炎を治療する。
【００７３】
　「治療すること」又は「処置」又は「寛解」は、治療的処置を表し、この目的は標的と
した病態又は疾患を治癒しない場合に衰退(減少)させる、又は症状の再発を予防すること
である。本発明の方法に従って本発明のヒト化ＣＤ２０結合抗体の治療的有効量を投与し
た後、患者のＣＤ２０陽性Ｂ細胞悪性腫瘍又は自己免疫性疾患がうまく「治療」されれば
、患者は特定の疾患の一又はそれ以上の兆候及び症状が明らかに及び／又は測定可能な程
度に減少又は消失する。例えば、癌では、癌細胞数の有意な減少又は癌細胞の消失；腫瘍
の大きさの減少；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある程度の遅延及び好ましくは停止）；あ
る程度の腫瘍成長の阻害；緩解期の延長、疾患の進行の緩徐化、及び／又は特定の癌が関
与する一又はそれ以上の症状のある程度の除去；罹患率及び死亡率の減少、及び生活の質
の改善がある。疾患の兆候又は症状の減弱は患者が感じ得るものである。癌のすべての兆
候の消失を定義するならば、腫瘍の大きさが好ましくは５０％以上、より好ましくは７５
％以上減少すると、処置が完全な反応又は部分的な反応を達成し得たことになる。患者が
疾患の安定を体験するならば、患者も治療されたと考える。ある基準では、本発明のｈ２
Ｈ７抗体により末梢血のＢ細胞が９５％より多く枯渇され、Ｂ細胞は基準の２５％に戻る
。好ましい実施態様では、本発明の抗体による治療は、治療後４か月、好ましくは６か月
、より好ましくは１年、さらにより好ましくは２年又は２年以上に癌患者に癌の進行がな
いほどに有効である。疾患の改善及び治療の成功を評価するこれらのパラメーターは医師
などの適切な当業者に知られた常法によって容易に測定可能である。
【００７４】
　「治療的有効量」という用語は、対象物の疾患又は疾病を「治療」するのに効果的な抗
体又は薬剤の量を指す。癌の場合は、治療的有効量の薬剤は、癌細胞の数を減少させ；腫
瘍の大きさを小さくし；癌細胞の周辺器官への浸潤を阻害(すなわち、ある程度に遅く、
好ましくは止める）し；腫瘍の転移を阻害(すなわち、ある程度に遅く、好ましくは止め
る）し；腫瘍の成長をある程度阻害し；及び／又は癌に関連する一つ或いはそれ以上の症
状をある程度和らげることが可能である。「治療する」の定義を参照。自己免疫性疾患の
場合、治療的有効量の抗体又は他の薬剤は、疾患の徴候及び症状が軽減する低度に有効で
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ある。
【００７５】
　腫瘍治療の効果又は成功を評価するパラメータは適切な疾患に技量のある医師には知ら
れているであろう。一般に、技量のある医師は特定の疾患の徴候や症状の軽減を求めるで
あろう。パラメータには、疾患増悪の中央値、寛解期間及び安定期間が含まれうる。
　次の文献は、リンパ腫及びＣＬＬ、それらの診断、治療、及び治療効果を測定するため
の標準的な医学的手法について記載している。Canellos GP, Lister, TA, Sklar JL: The
 Lymphomas. W.B. Saunders Company, Philadelphia, 1998；van Besien K及びCabanilla
s, F: Clinical Manifestations, Staging and Treatment of Non-Hodgkin's Lymphoma, 
70章, pp 1293-1338, Hematology, Basic Principles and Practice, 3版 Hoffman 等(編
者) Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000；及びRai, K及びPatel, D: Chronic L
ymphocytic Leukemia, 72章, pp1350-1362, Hematology, Basic Principles and Practic
e, 3版 Hoffman 等(編者) Churchill Livingstone, Philadelphia, 2000。
　自己免疫又は自己免疫関連疾患の治療の効果又は成功を評価するためのパラメータは適
切な疾患に技量のある医師には知られているであろう。一般に、技量のある医師は特定の
疾患の徴候や症状の減退を求めるであろう。以下は例として挙げる。
【００７６】
　一実施態様では、ヒト化２Ｈ７抗体を含む薬学的組成物を用いて関節リウマチを治療す
る。
　ＲＡは、二百万を超える米国人が罹っており患者の日常の活動を妨げる消耗性自己免疫
疾患である。ＲＡは身体自体の免疫系が不適切に関節組織を攻撃し健康な組織を破壊する
慢性的な炎症を引き起こし関節内に損傷を生じる。症状には関節の炎症、腫れ、凝り、及
び疼痛が含まれる。また、ＲＡは全身性の疾患であるので、肺、眼及び骨髄のような他の
組織に影響を持ちうる。知られている治療法はない。治療には、様々なステロイド系及び
非ステロイド系薬剤、免疫抑制剤、疾患修飾性抗リウマチ薬（ＤＭＡＲＤ）、及び生物製
剤が含まれる。しかしながら、多くの患者は治療に対して不十分な応答性のままである。
【００７７】
　抗体は初期ＲＡ（つまり、メトトレキセート(ＭＴＸ)を受けたことがない）の患者にお
いて第一選択治療薬として、また単剤療法として、あるいは例えばＭＴＸ又はシクロホス
ファミドとの併用で又はその後に、使用することができる。あるいは、抗体は、ＤＭＡＲ
Ｄ及び／又はＭＴＸに不応性の患者に対する二次療法として、また単剤療法あるいは例え
ばＭＴＸとの併用で、使用することができる。ヒト化ＣＤ２０結合抗体は、関節損傷の予
防及び管理、構造損傷の遅延化、ＲＡの炎症に伴う疼痛の軽減、及び中程度から重篤なＲ
Ａの症状及び徴候の低減一般に有用である。ＲＡ患者は、ＲＡの治療に使用される他の薬
剤（以下の併用療法を参照）での治療に先立って、その治療後に、又はその治療と併せて
、ヒト化ＣＤ２０結合抗体で治療することができる。一実施態様では、疾患修飾性抗リウ
マチ薬での治療が過去に失敗したか、及び／又はメトトレキセート単独に対しては不十分
な応答であった患者が、本発明のヒト化ＣＤ２０結合抗体で治療される。この治療の一実
施態様では、患者は、ヒト化ＣＤ２０結合抗体を単独で投与（１日目と１５日目に１ｇの
静脈内注入）；ＣＤ２０結合抗体＋シクロホスファミド投与（３日目と１７日目に７５０
ｍｇの静脈内注入）；又はＣＤ２０結合抗体＋メトトレキセート投与を受ける１７日の治
療計画で治療される。
【００７８】
　ＲＡの間、身体が腫瘍壊死因子α(ＴＮＦα)を生産するので、ＴＮＦαインヒビターが
その疾患の治療のために使われている。しかしながら、ＴＮＦαインヒビター、例として
エタネルセプト(ENBREL(登録商標))、インフリキシマブ(REMICADE(登録商標))、そして、
アダリムマブ(HUMIRATM)は、ネガティブな副作用、例えば感染、心不全及び髄鞘脱落を生
じうる。したがって、一実施態様では、ヒト化ＣＤ２０結合抗体又はその生物学上機能的
な断片は、ＴＮＦαインヒビター薬剤によって経験されるこれらのネガティブな副作用の
リスクを減らすべきＲＡ患者の治療に、又は毒性（例えば心臓毒性）を経験する傾向があ
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ると考慮される患者を治療するために、例えば第一線の治療として有用である。また、ヒ
ト化ＣＤ２０結合抗体又はその生物学上機能的な断片は、ＴＮＦα-インヒビターで治療
されたが、応答しない、ＴＮＦα-インヒビターに不十分な応答を有する(ＴＮＦ-ＩＲ患
者)か、又は数回の応答の後で疾患の再発を有するＲＡ罹患被検体、又はＴＮＦα-インヒ
ビターによる治療に応答しそうにない被検体であることが決定された被検体の治療方法に
有用である。一実施態様では、ＴＮＦ-ＩＲは、ＴＮＦαインヒビターによる治療の前に
、１００ｍｇ以下などの低用量で治療される。
【００７９】
　ＲＡの治療効果を評価する一方法は、American College of Rheumatology (ＡＣＲ)基
準に基づくものであり、これはとりわけ圧痛及び腫大した関節の改善の割合を測定するも
のである。ＲＡ患者は、無抗体治療（例えば、治療前のベースライン）又はプラセボ治療
と比較して例えばＡＣＲ２０（２０パーセントの改善）でスコア付けをすることができる
。抗体治療の効果を評価する他の方法は、Ｘ線画像、例えば骨の侵食及び関節腔の狭小化
等の構造的傷害のスコア付けに用いられるSharpＸ線スコアを含む。また、患者は、治療
期間中又は治療後の時間期間においてHealth Assessment Questionnaire [ＨＡＱ]スコア
、ＡＩＭＳスコア、ＳＦ-３６に基づいて能力障害の予防又は改善について評価をするこ
とができる。ＡＣＲ２０基準は、圧痛（痛み）関節数と腫大関節数の両方に２０％の改善
があり、かつ５つの追加測定のうち少なくとも３つに２０％の改善があることを含みうる
。
　１．視覚的アナログ尺度（ＶＡＳ）による患者の疼痛評価
　２．疾患活動性の患者の全体評価（ＶＡＳ）
　３．疾患活動性の医師の全体評価（ＶＡＳ）
　４．Health Assessment Questionnaireにより測定した能力障害の患者の自己評価、及
び
　５．急性反応物質、ＣＲＰ又はＥＳＲ
　ＡＣＲ５０及び７０も同様に定義される。好ましくは少なくともＡＣＲ２０のスコア、
好ましくは少なくともＡＣＲ３０、より好ましくは少なくともＡＣＲ５０、更により好ま
しくは少なくともＡＣＲ７０、最も好ましくは少なくともＡＣＲ７５より高いスコアに達
する用量の本発明のＣＤ２０結合抗体を患者に投与する。
【００８０】
　乾癬性関節炎は独特で明瞭なＸ線撮影像的特徴を有する。乾癬性関節炎の場合、関節侵
食及び関節腔狭小化も同様にシャープ(Sharp)スコアにより評価しうる。本発明のヒト化
ＣＤ２０結合抗体は関節損傷の予防並びに疾患の徴候及び疾病の症状の減弱に用いること
ができる。
　本発明の更に他の態様は、本発明の治療的有効量のヒト化ＣＤ２０結合抗体を含む薬学
的組成物が、ＳＬＥ又はループス腎炎に罹患している患者に投与されることによるＳＬＥ
又はループス腎炎の治療方法である。ＳＬＥＤＡＩスコアは疾患活動性の数値的定量化を
付与する。ＳＬＥＤＡＩは疾患活動性に相関することが知られている２４の臨床及び治験
パラメータの荷重指数であり、０－１０３の数的範囲である。Bryan Gescuk及びJohn Dav
is, “Novel therapeutic agent for systemic lupus erythematosus” Current Opinion
 in Rheumatology 2002, 14:515-521を参照のこと。他のスコア法にはＢＩＬＡＧスコア
法がある。二本鎖ＤＮＡに対する抗体は腎性発赤及び他のループスの症状を引き起こすと
考えられている。抗体治療を受けている患者を、血清クレアチニン、尿タンパク、又は尿
中の血液の有意で再現可能な増加として定義される腎性発赤までの時間についてモニター
することができる。あるいは又は加えて、抗核抗体及び二本鎖ＤＮＡに対する抗体のレベ
ルについて患者をモニターできる。ＳＬＥの治療は高用量のコルチコステロイド及び／又
はシクロホスファミド(ＨＤＣＣ)を含む。本明細書では、成功したループス治療は、紅斑
が減少する、すなわち次の紅斑までの時間及び／又は重症度が軽減するであろう。
【００８１】
　脊椎関節症は一群の関節疾患であり、硬直性脊椎炎、乾癬性関節炎、クローン病を含む
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。治療成果は、確認された患者及び医師の全体的評価測定ツールによって決定しうる。
　脈管炎に関しては、全身性血管炎の患者のおよそ７５％が抗好中球細胞質抗体を持ち、
小／中サイズ血管を冒す３種の症状の一つにクラスター化される：ヴェーゲナー肉芽腫症
（ＷＧ）、顕微鏡的多発性血管炎（ＭＰＡ）及びチャーグ・ストラウス症候群（ＣＳＳ）
で、集合的にＡＮＣＡ関連脈管炎（ＡＡＶ）として知られているもの。
　乾癬の治療効果は、医師の包括的評価（ＰＧＡ）変化、及び乾癬領域及び重症度指数（
ＰＡＳＩ）スコア、乾癬症状評価（ＰＳＡ）を含む臨床兆候及び疾患の症状の変化をモニ
ターし、ベースライン症状と比較することによって評価する。特定の時点で経験した掻痒
の程度を表すために用いられる視覚的アナログ尺度で処置を通して定期的に、ｈｕ２Ｈ７
.５１１などの本発明のヒト化ＣＤ２０結合抗体で治療された乾癬患者を測定することが
できる。
　患者はその治療抗体の最初の注入で注入反応又は注入関連症状を経験する場合がある。
これらの症状の重症度はまちまちで、一般に医学的介入で改善することが可能である。こ
れらの症状には、限定されるものではないが、インフルエンザに似た発熱、悪寒／寒気、
吐き気、掻痒、頭痛、気管支痙攣、血管性浮腫が含まれる。本発明の疾患治療法が注入反
応を最小にすることが望ましい。そのような副作用を軽減又は最小にするために、患者に
は、抗体の初期順化又は寛容化用量の後に治療的に有効な用量が投与されうる。順化用量
は治療的に有効な用量よりも少なく、患者をより多い用量に耐えるように順化させる。
【００８２】
　　用量
　治療される徴候及び当分野の技量のある医師が理解する投薬に関連する因子に応じて、
本発明の抗体は、毒素及び副作用を最小化する一方で、その徴候の治療に効果のある用量
で投与される。所望の用量は、疾患及び疾患の重症度、疾患の段階、望ましいＢ細胞調節
のレベル、及び当分野の技量のある医師に知られる他の因子に依存しうる。
【００８３】
　自己免疫疾患の治療の場合、個々の患者の疾患及び／又は症状の重症度に応じて、ヒト
化２Ｈ７抗体の用量を調節することによってＢ細胞の枯渇の程度を調節することが望まし
い。Ｂ細胞の枯渇は完全でなければならないものではない。あるいは、全Ｂ細胞の枯渇は
初期治療で望まれるかもしれないが、続く治療では部分的な枯渇のみを達成するように用
量を調節してもよい。一実施態様では、Ｂ細胞枯渇は少なくとも２０％であり、すなわち
治療前のベースライン値と比較して８０％以下のＣＤ２０陽性Ｂ細胞が残っている。他の
実施態様では、Ｂ細胞枯渇は２５％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％又はそれ
以上である。好ましくは、Ｂ細胞枯渇は、疾患の進行を停止させるのに、より好ましくは
治療の元で特定の疾患の兆候や症状を緩解するのに、更により好ましくは疾患を治癒する
のに、十分である。
　本発明の抗体は、様々な投薬頻度、例えば毎週、隔週、毎月などで投与されてよい。例
として、投薬頻度は、６か月ごとに１用量か又は６か月ごとに２週間空けて２用量である
。注入される抗体溶液の体積は、１注入につきおよそ０．１～およそ３ｍｌ、より好まし
くは１注入につきおよそ０．５ｍｌ～およそ１．５ｍｌに変動してよい。１注入において
投与されるヒト化２Ｈ７抗体の総量は、１注入につき最高およそ１５０ｍｇであってよい
。所望の用量を達成するために複数回の注入が用いられてよい。
【００８４】
　一又は複数の現行の治療法について十分に効果を示さない、耐性に乏しい又は禁忌を示
す、自己免疫性疾患又はＢ細胞悪性腫瘍を有する患者は、本発明の何れかの投薬計画を用
いて治療されうる。例えば、本発明は、腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)インヒビター治療に、又は
、疾患を修飾している抗リウマチ剤(ＤＭＡＲＤ)治療に不十分な応答を有したＲＡ患者の
ための本治療方法を意図する。
　「慢性」投与とは、初期の治療効果（活性）を長期間にわたって維持するようにするた
めに、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。「間欠」投与とは、
中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
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【００８５】
　　併用療法
　上述のＢ細胞腫瘍の治療では、患者を、一又は複数の治療剤、例えば多剤併用療法の化
学療法剤での治療と併せて本発明のヒト化２Ｈ７抗体で治療することができる。ヒト化２
Ｈ７抗体は、化学療法剤と同時に、連続して、又は交互に、あるいは他の治療での非反応
性後に、投与することができる。リンパ腫の治療に対する標準的な化学療法には、シクロ
ホスファミド、シタラビン、メルファラン及びミトキサントロン＋メルファランが含まれ
うる。ＣＨＯＰは非ホジキンリンパ腫の治療に対する最も一般的な化学療法の一つである
。次のものはＣＨＯＰ療法で用いられる薬剤である：シクロホスファミド（商品名シトキ
サン、ネオザール(neosar)）；アドリアマイシン（ドキソルビシン／ヒドロキシドキソル
ビシン）；ビンクリスチン（オンコビン）；及びプレドニゾロン（しばしばデルタゾン又
はオラゾン(Orasone)と呼ばれる）。特定の実施態様では、ＣＤ２０結合抗体は、次の化
学療法剤：ドキソルビシン、シクロホスファミド、ビンクリスチン及びプレドニゾロンの
一又は複数と併用して、それを必要とする患者に投与される。特定の実施態様では、リン
パ腫（例えば非ホジキンリンパ腫）の患者はＣＨＯＰ（シクロホスファミド、ドキソルビ
シン、ビンクリスチン及びプレドニゾロン）化学療法と併用して本発明のヒト化２Ｈ７抗
体で治療される。他の実施態様では、癌患者がＣＶＰ（シクロホスファミド、ビンクリス
チン及びプレドニゾロン）化学療法と併用して本発明のヒト化２Ｈ７ ＣＤ２０結合抗体
で治療されうる。具体的な実施態様では、ＣＤ２０陽性ＮＨＬの患者はＣＶＰと組み合わ
せてヒト化２Ｈ７.ｖ５１１又はｖ１１４が、例えば３週ごとに８サイクル投与される。
ＣＬＬの治療の具体的な実施態様では、２Ｈ７.ｖ５１１抗体が、フルダラビン及びシト
キサンの一又は双方での化学療法と併用して投与される。
【００８６】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、チオテパ及
びシトキサン(CYTOXAN)(登録商標)シクロホスファミドのようなアルキル化剤；ブスルフ
ァン、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾド
ーパ(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)の
ようなアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリ
エチレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide
)及びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチ
ラメラミン類；ＴＬＫ２８６(TELCYTATM)；アセトゲニン類（特にブラタシン及びブラタ
シノン(bullatacinone)）；δ-９-テトラヒドロカンナビノール（ドロナビノール、マリ
ノール(登録商標)）；β-ラパコン；ラパコール；コルヒチン類；ベツリン酸；カンプト
セシン（合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標))、ＣＰＴ-１１（イリノテカン、C
AMPTOSAR(登録商標)）、アセチルカンプトセシン、スコポレクチン(scopolectin)、及び
９-アミノカンプトセシン）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-１０６５（そのアド
ゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む）；ポドフィロトキシン；ポ
ドフィリン(podophyllinic)酸；テニポシド；クリプトフィシン類（特にクリプトフィシ
ン１及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン；デュオカルマイシン（合成アナログＫＷ
-２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１；エレウテロビン(eleutherobin)；パンクラチスタチン；サ
ルコジクチン(sarcodictyin)；スポンジスタチン；クロランブシル、クロロナファジン(c
hlornaphazine)、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イホスフ
ァミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベ
ンビチン(novembichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimust
ine)、トロフォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマ
スタード；カルムスチン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustin
e)、ロムスチン、ニムスチン、及びラニムスチンなどのニトロソウレア類(nitrosureas)
；クロドロネートなどのビスホスホネート類；抗生物質、例えばエンジイン系抗生物質（
例えばカリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンγＩＩ及びカリケアマ
イシンωＩＩ（例えば、Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)参照）及び
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アントラサイクリン類、例えばアナマイシン(annamycin)、ＡＤ３２、アルカルビシン、
ダウノルビシン、デキストラゾキサン(dextrazoxane)、ＤＸ-５２-１、エピルビシン、Ｇ
ＰＸ-１００、イダルビシン、ＫＲＮ５５００、メノガリル、ダイネミシンＡを含むダイ
ネミシン、エスペラマイシン、ネオカルチノスタチン発色団及び関連色素蛋白エンジイン
抗生物質発光団、アクラシノマイシン(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマ
イシン(authramycin)、アザセリン、ブレオマイシン類(bleomycins)、カクチノマイシン(
cactinomycin)、カラビシン(carabicin)、カルミノマイシン(carminomycin）、カルジノ
フィリン(carzinophilin)、クロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、６-ジ
アゾ-５-オキソ-Ｌ-ノルロイシン、アドリアマイシン(登録商標)ドキソルビシン(モルホ
リノ-ドキソルビシン、シアノモルフォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシ
ン、リポソームドキソルビシン及びデオキシドキソルビシンを含む）、エソルビシン(eso
rubicin）、マルセロマイシン(marcellomycin）、マイトマイシンＣのようなマイトマイ
シン類、ミコフェノール酸、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycin
s)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、クエラマ
イシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾ
シン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、及びゾル
ビシン(zorubicin)；デノプテリン(denopterin)、プテロプテリン(pteropterin)、及びト
リメトレキセート(trimetrexate)のような葉酸アナログ；フルダラビン(fludarabine)、
６-メルカプトプリン、チアミプリン、及びチオグアニンのようなプリンアナログ；アン
シタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモフール、
シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabine)、及
びフロキシウリジン(floxuridine)のようなピリミジンアナログ；カルステロン(caluster
one)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、及びテス
トラクトン(testolactone)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミトタン、及
びトリロスタンのような抗副腎剤；ホリニン酸(ロイコボリン)のような葉酸リプレニッシ
ャー(replenisher)；アセグラトン；抗葉酸抗腫瘍剤、例えばＡＬＩＭＴＡ(登録商標)、
ＬＹ２３１５１４ペメトレキセド、ジヒドロ葉酸レダクターゼインヒビター、例えばメト
トレキセート、代謝拮抗物質、例えば５-フルオロウラシル（５-ＦＵ）及びそのプロドラ
ッグ、例えばＵＦＴ、Ｓ-１及びカペシタビン、及びチミジル酸シンターゼインヒビター
及びグリシンアミドリボヌクレオチドホルミルトランスフェラーゼインヒビター、例えば
ラルチトレキセド(raltitrexed)(TOMUDEXRM、TDX)；ジヒドロピリミジンデヒドロゲナー
ゼのインヒビター、例えばエニルウラシル(eniluracil)；アルドホスファミドグリコシド
；アミノレブリン酸；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサン
トレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；デ
メコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine)
；酢酸エリプチニウム(elliptinium acetate)；エポチロン(epothilone)；エトグルシド(
etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイニン(lonidainine)
；メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシン類(ansamitocins)のようなメイタンシ
ノイド類(maytansinoids)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダンモ
ール(mopidanmol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェナメット(phename
t)；ピラルビシン；ロソキサントロン(losoxantron)；２-エチルヒドラジド；プロカルバ
ジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖類複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサン
(razoxane)；リゾキシン(rhizoxin)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermaniu
m)；テニュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリ
クロロトリエチルアミン；トリコテセン(trichothecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベラキ
ュリンＡ(verracurin A)、ロリジンＡ(roridin A)及びアングイジン(anguidine)）；ウレ
タン；ビンデシン（ELDISINE(登録商標)、FILDESIN(登録商標)）；ダカルバジン；マンノ
ムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマ
ン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド（「Ara-C」）；シクロホスフ
ァミド；チオテパ；タキソイド類及びタキサン類、例えばタキソール(登録商標)パクリタ
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キセル（Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ）、ＡＢＲＡＸＡＮＥＴＭパク
リタキセルの無クレモホア(Cremophor)アルブミン操作ナノ粒子製剤（American Pharmace
utical Partners, Schaumberg, Illinois）、及びタキソテール(登録商標）ドキセタキセ
ル（Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France）；クロランブシル；ゲンシタビン(gemcitab
ine)（GEMZAR(登録商標)）；６-チオグアニン；メルカプトプリン；プラチナ；シスプラ
チン、オキサリプラチン及びカルボプラチンのようなプラチナアナログ又はプラチナ系ア
ナログ；ビンブラスチン（VELBAN(登録商標)）；エトポシド(ＶＰ-１６）；イフォスファ
ミド；ミトキサントロン；ビンクリスチン（ONCOVIN(登録商標)）；ビンカアルカロイド
；ビノレルビン(NAVELBINE(登録商標))；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセート
；ダウノマイシン；アミノプテリン；キセローダ(xeloda)；イバンドロネート(ibandrona
te)；トポイソメラーゼインヒビターＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭ
ＦＯ)；レチノイン酸のようなレチノイド類；上述したものの何れかの製薬的に許容可能
な塩、酸又は誘導体；並びに上記のものの二以上の組合せ、例えばＣＨＯＰで、シクロホ
スファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプレドニゾロンの併用療法の省略形
、及びＦＯＬＦＯＸで、５-ＦＵ及びロイコボリンと併用したオキサリプラチン（ELOXATI
NTM）での治療方法の省略形が含まれる。
【００８７】
　この定義には、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害するように働く抗ホルモン剤
、例えばタモキシフェン(NOLVADEX(登録商標))、ラロキシフェン(raloxifene)、ドロロキ
シフェン（droloxifene）、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifen
e)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、
及びFARESTON(登録商標)トレミフェンを含む抗エストロゲン及び選択的エストロゲン受容
体調節因子（ＳＥＲＭ）；例えば、４(５)-イミダゾール類、アミノグルテチミド、MEGAS
E(登録商標)メゲストール酢酸、AROMASIN(登録商標)エキセメスタン（exemestane）、フ
ォルメスタン、ファドロゾール、RIVISOR(登録商標)ボロゾール、ＦＥＭＡＲＡ(登録商標
)レトロゾール、及びARIMIDEX(登録商標)アナストロゾールなどの、副腎のエストロゲン
産物を制御する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼインヒビター；及び抗アンドロ
ゲン類、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド(nilutamide)、ビカルタミド、ロイ
プロリド、及びゴセレリン；並びにトロキサシタビン（１,３-ジオキソランヌクレオシド
シトシンアナログ）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に関与する
シグナル伝達経路における遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｆ、Ｈ-
Ｒａｓ、及び上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦ-Ｒ）；ワクチン、例えば遺伝子療法ワク
チン、例えばALLOVECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワクチン、及びVAXID
(登録商標)ワクチン；PROLEUKIN(登録商標)ｒＩＬ-２；LURTOTECAN(登録商標)トポイソメ
ラーゼ１インヒビター；ABARELIX(登録商標)ｒｍＲＨ；及び上記のものの製薬的に許容可
能な塩、酸又は誘導体が含まれる。
【００８８】
　加えて、ｈｕ２Ｈ７抗体及びその機能的な断片は、抗腫瘍血管新生剤、例えば血管内皮
性増殖因子(ＶＥＧＦ)アンタゴニストと組み合わせてＣＤ２０発現Ｂ細胞腫瘍(例えば、
ＮＨＬ)を治療するために用いることができる。「抗血管形成剤」又は「血管形成インヒ
ビター」は、小分子量物質、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、単離されたタンパク質、
組換えタンパク質、抗体、又はそのコンジュゲートないしその融合タンパク質であって、
血管新生、脈管形成又は望ましくない血管透過を直接又は間接的に阻害するものを指す。
例えば、抗血管形成剤は、上記に定義した血管形成剤に対する抗体ないし他のアンタゴニ
スト、例えばＶＥＧＦに対する抗体、ＶＥＧＦレセプターに対する抗体、ＶＥＧＦレセプ
ターシグナル伝達をブロックする小分子(例えばPTK787/ZK2284、SU6668)である。「ＶＥ
ＧＦアンタゴニスト」は、一又は複数のＶＥＧＦレセプターへのＶＥＧＦの結合を含む、
ＶＥＧＦ活性の中和、ブロック、阻害、抑制、低減又は妨げることができる分子を指す。
一実施態様では、このようなＢ細胞腫瘍に罹患している患者はアバスチン(登録商標)(ベ
バシズマブ；Genentech)と組み合わせた２Ｈ７.ｖ511又は２Ｈ７.ｖ114で治療される。抗
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ＶＥＧＦ抗体である「ベバシズマブ(ＢＶ)」(「ｒｈｕＭＡｂ ＶＥＧＦ」又は「アバスチ
ン(登録商標)」としても知られる)は、Presta 等 Cancer Res. 57: 4593-4599 (1997)に
従って産生された組み換えヒト化抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体である。
【００８９】
　ｈｕ２Ｈ７抗体及びその機能的な断片はまた、ＴＲＡＩＬとも称されるＡｐｏ-２リガ
ンド(Ａｐｏ２Ｌ)などの、サイトカインのＴＮＦファミリーのメンバーと組み合わせたＣ
Ｄ２０発現Ｂ細胞腫瘍の治療方法に有用である。完全長天然配列のヒトＡｐｏ-２のリガ
ンドは、２８１アミノ酸長の、サイトカインの腫瘍壊死因子ファミリーのタイプＩＩ膜貫
通型タンパク質である。Ａｐｏ-２リガンドの可溶性型、例えば細胞外ドメイン(ＥＣＤ)
ないしはその一部を含んでなるものは、哺乳類の癌細胞のアポトーシスの活性を含む様々
な活性を有することが明らかにされている。Ａｐｏ２Ｌ／ＴＲＡＩＬ(国際公開公報９７
／０１６３３及び国際公開公報９７／２５４２８において開示される)は、ＥＣＤの断片
である可溶性ヒトタンパク質であり、完全長Ａｐｏ-２Ｌタンパク質のアミノ酸１１４－
２８１を含んでなる。
　上述の自己免疫疾患又は自己免疫関連症状の治療では、患者を、例えば多剤治療法にお
いては、免疫抑制剤のような第二の治療剤と併用して一又は複数のｈｕ２Ｈ７抗体で治療
することができる。ｈｕ２Ｈ７抗体は、免疫抑制剤と同時に、連続して、又は交互に、あ
るいは他の治療での非反応性時に、投与することができる。免疫抑制剤は、当該分野で決
められたものと同じか又は少ない用量で投与することができる。好適な補助免疫抑制剤は
、治療される疾患のタイプ並びに患者の病歴を含む多くの因子に依存する。
【００９０】
　添加剤療法についてここで用いられる「免疫抑制剤」という用語は、患者の免疫系を抑
制し又はマスクするように作用する物質を意味する。そのような薬剤には、サイトカイン
産生を抑制し、自己抗原発現をダウンレギュレート又は抑制する、あるいはＭＨＣ抗原を
マスクする物質が含まれる。そのような薬剤の例には、糖質コルチコステロイド類、例え
ばプレドニゾン、メチルプレドニゾン及びデキサメタゾン；２-アミノ-６-アリール-５-
置換ピリミジン類（米国特許第４６６５０７７号参照）；アザチオプリン（又はアザチオ
プリンに対して副作用があるならばシクロホスファミド）；ブロモクリプチン；グルタル
アルデヒド（米国特許第４１２０６４９号に記載されているように、ＭＨＣ抗原をマスク
する）；ＭＨＣ抗原及びＭＨＣ断片に対する抗イディオタイプ抗体；シクロスポリンＡ；
抗インターフェロン-γ、-β又は-α抗体を含むサイトカイン又はサイトカインレセプタ
ーアンタゴニスト；抗腫瘍壊死因子-α抗体；抗腫瘍壊死因子-β抗体；抗インターロイキ
ン-２抗体及び抗ＩＬ-２レセプター抗体；抗Ｌ３Ｔ４抗体；異種抗リンパ球グロブリン；
Ｐａｎ-Ｔ抗体、好ましくは抗ＣＤ３又は抗ＣＤ４／ＣＤ４ａ抗体；ＬＦＡ-３結合ドメイ
ンを持つ可溶型ペプチド（１９９０年７月２６日に公開の国際公開第９０／０８１８７号
）；ストレプトキナーゼ；ＴＧＦ-β；ストレプトドルナーゼ；宿主からのＲＮＡ又はＤ
ＮＡ；ＦＫ５０６；ＲＳ-６１４４３；デオキシスペルグアリン(deoxyspergualin)；ラパ
マイシイン(rapamycin)；Ｔ細胞レセプター（米国特許第５１１４７２１号）；Ｔ細胞レ
セプター断片（Offner等, Science, 251:430-432 (1991)；国際公開第９０／１１２９４
号；及び国際公開第９１／０１１３３号）；及びＴ１０Ｂ９等のＴ細胞レセプター抗体（
欧州特許出願公開第３４０１０９号）を含む。
【００９１】
　関節リウマチの治療では、患者を、次の薬剤の任意の一又は複数と併用して本発明のＣ
Ｄ２０結合抗体で治療することができる：ＤＭＡＲＤＳ（疾患修飾性抗リウマチ薬（例え
ばメトトレキセート））、ＮＳＡＩ又はＮＳＡＩＤ（非ステロイド系抗炎症薬）、免疫抑
制剤（例えばアザチオプリン；ミコフェノール酸モフェチル（CellCept(登録商標); Roch
e））、鎮痛薬、糖質コルチコステロイド、シクロホスファミド、ＨＵＭＲＩＡＴＭ（ア
ダリムマブ；Abbott Laboratories）、ＡＲＡＶＡ(登録商標)（レフルノミド）、ＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ(登録商標)（インフリキシマブ；Centocor Inc., Malvern, Pa）、ＥＮＢＲＥ
Ｌ（エタネルセプト；Immunex, WA）、ＡＣＴＥＭＲＡ（トシリツマブ；Roche, Switzerl
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and）、ＣＯＸ-２インヒビター。ＲＡに一般的に使用されるＤＭＡＲＤは、ヒドロキシク
ロロキン、サルファサラジン、メトトレキセート、レフルノミド、エタネルセプト、イン
フリキシマブ、アザチオプリン、Ｄ-ペニシルアミン、ゴールド（経口）、ゴールド（筋
肉内）、ミノサイクリン、シクロスポリン、ブドウ球菌性プロテインＡ免疫吸着である。
【００９２】
　アダリムマブは、ＴＮＦαと結合するヒトモノクローナル抗体である。インフリキシマ
ブは、ＴＮＦαと結合するキメラマウス-ヒトのモノクローナル抗体である。これは、Ｒ
Ａ及びクローン病を治療するために処方される免疫抑制剤である。インフリキシマブは、
結核並びにＭＳとなる髄鞘脱落を含む感染及び心不全などの致命的な副作用と関係してい
る。アクテムラ(トシリズマブ)は、ヒト化抗ヒトインターロイキン-６(ＩＬ-６)レセプタ
ーである。
　エタネルセプトは、ヒトＩｇＧ１のＦｃ部分に結合されるヒトの７５ｋＤ(ｐ７５)腫瘍
壊死因子レセプター(ＴＮＦＲ)の細胞外リガンド結合部分からなる「イムノアドヘシン」
融合タンパク質である。エタネルセプト(ENBREL(登録商標))は、活動中のＲＡの治療のた
めに米国で承認された注射剤である。エタネルセプトはＴＮＦαと結合して、関節及び血
液からほとんどのＴＮＦαを取り除くように働くことによって、ＴＮＦαが関節リウマチ
の炎症及び他の症状を促進するのを防止する。この薬剤は、深刻な感染及び敗血症を含む
ネガティブな副作用である、多発性硬化症(ＭＳ)などの神経系疾患と関係している。例と
して、www.remicade-infliximab.com/pages/enbrel_embrel.htmlを参照のこと。
【００９３】
　ＲＡの一般的な治療については、例えば“Guidelines for the management of rheumat
oid arthritis” Arthritis & Rheumatism 46(2): 328-346 (February, 2002)を参照。特
定の実施態様では、ＲＡの患者はメトトレキセート(ＭＴＸ)と併用して本発明のｈｕ２Ｈ
７ ＣＤ２０抗体で治療される。ＭＴＸの投薬量の例は、約７．５－２５ｍｇ／ｋｇ／週
である。ＭＴＸは経口及び皮下的に投与することができる。
　一例では、ＣＤ２０抗体の注入の３０分前に、メチルプレドニゾロン１００ｍｇ静注と
、第２～７日目にプレドニゾン６０ｍｇ経口、第８～１４日目に３０ｍｇ経口、第１６日
までに基礎用量に戻すことからなる副腎皮質ステロイド投薬計画と共に、併用ＭＴＸ(一
経口投与(p.o.)又は一非経口投与につき１０～２５ｍｇ／週)も患者に投与される。患者
はまた、単回用量又は分割した一日量の何れかで、葉酸塩(５ｍｇ／週)が投与されうる。
患者は、場合によって、治療期間の全体にわたって任意のバックグラウンド量の副腎皮質
ステロイド(１０ｍｇ／日 プレドニゾン又は等量)が投与され続ける。
【００９４】
　強直性脊椎炎、乾癬性関節炎及びクローン病の治療では、患者を、例えばレミケード(R
emicade)(登録商標)（インフリキシマブ；Centocor Inc., Malvern, Pa.)、エンブレル(E
NBREL)(エタネルセプト；Immunex, WA)と併用して本発明のＣＤ２０結合抗体で治療され
る。
　ＳＬＥの治療は、高用量コルチコステロイド及び／又はシクロホスファミド（ＨＤＣＣ
）とのＣＤ２０抗体の併用を含む。ＳＬＥ、ＡＡＶ及びＮＭＯの患者は、次のコルチコス
テロイドの任意のものと併用して本発明のｈｕ２Ｈ７抗体で治療することができる：コル
チコステロイド、ＮＳＡＩＤ、鎮痛薬、ＣＯＸ-２インヒビター、糖質コルチコステロイ
ド、一般的なＤＭＡＲＤ（例えばメトトレキセート、スルファサラジン、ヒドロキシクロ
ロキン、レフルノミド）、生物学的ＤＭＡＲＤ、例えば抗Ｂｌｙｓ(例えばベリムマブ)、
抗ＩＬ６Ｒ、例えばトシリツマブ；ＣＴＬＡ４-Ｉｇ（アバタセプト）、（抗ＣＤ２２、
例えばエプラツズマブ）、免疫抑制剤（例えばアザチオプリン；ミコフェノール酸モフェ
チル（CellCept(登録商標); Roche））、及び細胞毒性剤（シクロホスファミド）。
【００９５】
　乾癬の治療では、患者には、局所治療剤、例えば局所ステロイド類、アントラリン、カ
ルシポトリエン、クロベタゾール、及びタザロテンと併用して、あるいはメトトレキセー
ト、レチノイド類、シクロスポリン、ＰＵＶＡ及びＵＶＢ療法と共に、ヒト化２Ｈ７抗体
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を投与することができる。一実施態様では、乾癬患者はシクロスポリンに連続して又はそ
れと同時にヒト化２Ｈ７抗体で治療される。
　毒性を最小にするために、伝統的な全身療法剤は、本投薬量のＣＤ２０結合抗体組成物
と共により低用量の併用計画で、又は循環、連続、組合せ、又は間欠的な治療計画で投与
することができる。
【００９６】
製造品及びキット
　本発明の他の実施態様は、自己免疫性疾患及び関連症状及び非ホジキンリンパ腫などの
ＣＤ２０陽性癌の治療に有用な本発明の製剤を具備する製造品である。この製造品は容器
と容器に付与又は添付されるラベル又はパッケージ挿入物を具備してなる。好適な容器は
、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等を含む。容器は、ガラス又はプラスチックなどの
多様な材料から形成されてよい。製剤又は組成物中の少なくとも一つの活性剤は本発明の
ｈｕ２Ｈ７であり、抗体は投薬の下で上記の用量を運搬する量で、シリンジなどの容器に
存在する。ｈｕ２Ｈ７の濃度は、１０ｍｇ／ｍｌから２００ｍｇ／ｍｌであり、３０～１
５０ｍｇ／ｍｌ又は１００～１５０ｍｇ／ｍｌである。ラベル又はパッケージ挿入物は、
組成物が特定の症状の治療のために使用されることを示す。ラベル又はパッケージ挿入物
は、患者に抗体組成物を投与する際の注意書きをさらに含む。
　パッケージ挿入物は、慣習的に治療用製品の市販パッケージに含まれる指示書を指し、
効能、使用、用量、投与、禁忌及び／又はこのような治療用製品の使用に関する警告につ
いての情報を含むものである。一実施態様では、パッケージ挿入物は、組成物が非ホジキ
ンリンパ腫を治療するために用いられることを示す。
【００９７】
　製造品はさらに、製薬的に許容可能なバッファー、例えば注射用水(ＷＦＩ)、注射用の
静菌水(ＢＷＦＩ)、リン酸緩衝塩水、リンガー液、塩化ナトリウム(０．９％)及びデキス
トロース溶液を含む第２の容器を具備してもよい。さらに、他のバッファー、希釈剤、フ
ィルター、針及びシリンジを含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んで
もよい。
【実施例】
【００９８】
実験的な実施例
実施例１
ｒｈｕＭａｂ ２Ｈ７の初期皮下製剤
　ｒｈｕＭＡｂ ２Ｈ７について高濃度皮下製剤(１５０ｍｇ／ｍＬ)を開発した。この製
剤は、１５０ｍｇ／ｍｌの２Ｈ７、３０ｍＭ 酢酸ナトリウム；７％ トレハロース二水和
物；０．０３％ ポリソルベート２０、ｐＨ５．３を含む。この製剤は、推奨される条件
下での最終的なバイアル貯蔵において長期間安定である。カニクイザルに皮下注射によっ
てこの材料を投与すると、注射部位での重度の炎症と低い生物学的利用能(およそ３０％)
が生じる。これらの動物において皮下層での軽度から中度のマクロファージ浸潤物が観察
された。刺激の原因は、異物材料(すなわち２Ｈ７試験材料)によるものであると考えられ
た。注射部位で生成物が触れたものを刺激した条件下でこの製剤を試験して、タンパク質
が生理的条件下で有意に凝集したことを確認し(図１)、カニクイザルで観察された炎症結
果を裏付けた。観察された沈殿はｐＨ推移後の塩析効果と一致しうる。
【００９９】
実施例２
皮下注射の生理的条件下での高分子凝集を試験するためのインビトロ透析方法
　インビトロ透析方法を開発して、皮下注射の間に遭遇する生理的条件下での２Ｈ７凝集
を低減する異なる賦形剤の能力を試験した。このモデルのために変更ＰＢＳ溶液(「放出
培地」)を開発して、間質液を模擬実験した。このインビトロシステムを用いて、２Ｈ７
凝集を遅延させる際の糖質、ポリマー、界面活性剤及びアミノ酸の効果を評価した。次い
で、インビトロでの生成物放出を示した候補製剤をインビボで試験し(ラット皮下モデル



(41) JP 2012-509269 A 2012.4.19

10

20

30

40

；実施例３を参照)、この改善がインビボでの炎症減少に一致したか否かを決定した。
　インビトロ透析モデルのセットアップを図２に示す。２５０ｍｌのガラス広口瓶に３７
℃の２２０ｍｌの放出培地(１６７ｍＭ ナトリウム、１４０ｍＭ 塩化物、１７ｍＭ リン
酸塩、４ｍＭ カリウム)を満たした。６ｃｍ長の透析管(Ｓｐｅｃｔｒａ Ｐｏｒ　１　Ｍ
ｉｌｌｉｏｎ分子量カットオフ(ＭＷＣＯ) ＰＶＤＦ透析管１２ｍｍ直径)を純水に浸した
。透析管の一端を固定し、管をおよそ１ｍｌの試験試料(試験賦形剤を有する２Ｈ７)で満
たした。過剰な空気を取り除き、管の他端を広口瓶のシール部分に留めた。満たしたバッ
グを放出培地を含む２５０ｍｌのガラス広口瓶に加え、広口瓶を一定に撹拌しながら３７
℃に置いた。５００μｌ試料の放出培地を、２．５、６、１２、２４、３３及び４８時間
後に取り出した。試料の濁度及び放出培地に存在するタンパク質の量を、ＵＶ光度測定ス
キャンにて測定した。さらに、放出培地及び透析管内部の溶液を、沈殿について視覚的に
調べた。
【０１００】
　試験賦形剤は、以下の場合に、インビトロ凝集試験において許容可能であるとみなした
。
・試験賦形剤を有する２Ｈ７の累積的な放出が、ネガティブコントロールより大きかった
(元の２Ｈ７製剤－１５０ｍｇ／ｍｌの２Ｈ７、３０ｍＭ 酢酸ナトリウム；７％ トレハ
ロース二水和物；０．０３％ ポリソルベート２０、ｐＨ５．３)。これは２Ｈ７特徴の改
善を示す。
・ポジティブコントロール(ＲａｐｔｉｖａＴＭとしても知られるｒｈｕＭＡｂ抗ＣＤ１
１ａ、皮下に投与されるヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体)が沈殿を示さず、ネガティブコントロ
ールより大きな放出を示した。
・２Ｈ７の沈殿が減少したか又は取り除かれた。
・放出培地の濁度が低減した。 
　次いで、許容判定基準に合う候補を、インビボラットモデルにおいて試験し、インビト
ロでの凝集の遅延がインビボでの炎症の減少と一致したか否かを決定した。
【０１０１】
インビトロ結果：
　インビトロ透析方法における試験コントロールの代表的な放出プロファイルを図３に示
す。このモデルのコントロールを選択し、生理的条件下で、容易に凝集しなかったタンパ
ク質(ｒｈｕＭＡｂ ＣＤ１１ａ)の放出と、一般的に凝集したタンパク質(原物の２Ｈ７)
の放出をまとめた。２本の放出曲線間の領域は、コントロールと比較したときの、凝集を
遅延させる試験賦形剤の相対的な能力を測定する。
　元の２Ｈ７製剤の累積的な放出は低い(３０％未満)。２Ｈ７が透析バッグから放出培地
へ放出されたので、放出培地の濁度の増加が観察された。これは、材料がその環境におい
て凝集していたことを示す。２４時間以内に透析バッグ内部の広範囲な凝結が観察され、
試験開始時の１５０ｍｇ／ｍＬから４８時間の試験の終わりには４～５ｍｇ／ｍＬへと２
Ｈ７濃度の劇的な減少と一致した。これらの所見のすべては、２Ｈ７が生理的条件下で容
易に凝集することを示す。この所見は、２Ｈ７の元の製剤が３７℃のガラスバイアルに貯
蔵されている場合には観察されない。
　これに反して、ｒｈｕＭＡｂ ＣＤ１１ａは透析バッグから放出培地へ素早く放出され
る。試験中ずっと放出培地は透明なままであり、透析バッグ内で凝結は観察されなかった
。これは、ｒｈｕＭＡｂ ＣＤ１１ａが生理的条件下で凝集せず、このモデルのコントロ
ールとして関連することを示す。表３に、放出したタンパク質の割合、放出培地濁度及び
凝結の存在をまとめる。



(42) JP 2012-509269 A 2012.4.19

10

20

30

40

【表３】

【０１０２】
実施例３
高分子凝集を試験するためのインビボラット皮下モデル
　ラット皮下モデルは、皮下炎症の特徴の類似性に基づく関連するモデルである。元の２
Ｈ７製剤を摂取しているラットの炎症反応は、カニクイザルにおいて観察される炎症反応
と一致していた(実施例１を参照)。ヒト免疫グロブリンの免疫組織化学染色は２Ｈ７を注
入したラット皮膚の切片において陽性であった。これは、炎症の領域での抗体の存在又は
持続を示し、被験物質の沈殿により注射部位に炎症が生じたという理論を裏付けるもので
ある。
　インビボラットスクリーニングアッセイは以下の通りに行った。
　試験又はコントロール製剤(０．２５ｍｌ)のそれぞれを皮下投与した。投薬の７２時間
後に動物を検視した。注射部位の皮膚切片を横断し、ホルマリンに固定し、炎症を下げる
試験賦形剤の効果を組織学的に測定した。以下のように、炎症スコアを組織切片に割り当
てた。 
　　+/-：極小／わずかな炎症
　　１：軽度の炎症
　　２：中程度
　　３：重度
　肉芽腫の存在は病理学にて測定した。注射部位からの組織を切片化し、染色し、肉芽腫
の有無について光学顕微鏡下で観察した。
　インビボラットモデルの許容判定基準は、(1) ｒｈｕＭＡｂ ＣＤ１１ａ(ネガティブコ
ントロール)に相当する炎症、及び(2) 注射部位での肉芽腫の欠如とした。
【０１０３】
実施例４
２Ｈ７の凝集を低減させる界面活性剤及び他の添加物の能力
　界面活性剤は、高分子の凝集を遅延させるために一般に使用される。２Ｈ７の凝集及び
凝結を低減させる界面活性剤の能力を、実施例２に記載したインビトロモデルを使用して
評価した。試験した界面活性剤は、親水－親油性バランス(ＨＬＢ)の範囲をカバーする。
ポリソルベート２０、ポロキサマー及びスパン２０及び８０の界面活性剤の添加は、元の
２Ｈ７製剤と比較して２Ｈ７放出をさほど改善しなかった。ポリソルベート８０によって
インビトロでの２Ｈ７放出の適度な改善が観察されたが、他の試験したいずれの界面活性
剤によっても２Ｈ７放出の有意な改善は観察されなかった。しかしながら、透析バッグ内
の凝結はすべての症例において観察された(表４)。ゆえに、以前からタンパク質凝集を低
減するために用いられているが、界面活性剤は、インビトロモデルにおいて２Ｈ７の凝集
を遅延させることに有効でないことが示された。



(43) JP 2012-509269 A 2012.4.19

10

20

30

【表４】

【０１０４】
　凝集及び凝結の遅延に対する、デキストラン(多糖類)、ＰＥＧ４０００(高分子)、アル
ギニン(アミノ酸)及びγシクロデキストリンの添加の影響も評価し、結果を表５から７に
まとめる。これらいずれの添加物についても有意な改善は観察されなかった。

【表５】
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【表６】

【表７】

【０１０５】
実施例５
２Ｈ７の凝集に対するシクロデキストリンの効果
　インビトロモデルにおける２Ｈ７の凝集に対するシクロデキストリンの効果を試験した
。使用する材料は以下の通りとした。
・スルホ-ブチルエーテルβシクロデキストリン、Sodium salt, Cydex, Inc.、Ｃａｐｔ
ｉｓｏｌ研究グレード
・ヒドロキシプロピル-γシクロデキストリン、Cyclodextrin Technologies Development
, Inc.、Ｔｒａｐｐｓｏｌ薬剤グレード
・ヒドロキシプロピル-βシクロデキストリン、Cyclodextrin Technologies Development
, Inc.、Ｔｒａｐｐｓｏｌ薬剤グレード
　初めの試験は、２％～９％のスルホ-ブチルエーテル(ＳＢＥ)及び５％～２０％のヒド
ロキシプロピルγ(ＨＰ-ガンマ)シクロデキストリンにて実行した。ＳＢＥ(図４)及びＨ
Ｐ－γ(図５)シクロデキストリンの添加は、元の２Ｈ７製剤コントロール(図３、表３)と
比較して、１００ｍｇ／ｍＬの２Ｈ７のインビトロ放出を有意に向上させた。ＳＢＥ製剤
を有する透析バッグにおいてほとんど凝結は観察されなかったが、タンパク質が培地に放
出されるにつれて、バッグの外側の溶液は徐々に乳白色になった。ＨＰ－γ製剤は凝集の
低減により有効であった。透析バッグ内部の凝結の量は僅かであり、バッグの外側の溶液
は試験の間ずっと透明なままであった。概して、シクロデキストリンの添加は、生理的条
件下での２Ｈ７の凝集を阻害するのを促した。
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　これらの有望な結果に基づいて、ヒドロキシプロピルβ(ＨＰ-ベータ)シクロデキスト
リンをインビトロ透析モデルにおいて評価し、２Ｈ７の凝集減少に対する異なる置換基の
影響を決定した。５％～２０％のＨＰ-βシクロデキストリンの濃度範囲を評価した(図６
)。放出されるタンパク質の割合は、元の２Ｈ７製剤と比較して向上したが、ｒｈｕＭＡ
ｂ ＣＤ１１ａコントロールの割合より小さかった。タンパク質が培地に放出されるにつ
れて放出培地は乳白色になり、３７℃での２４時間のインキュベーションの後に透析バッ
グ内に凝結が現れた。ＨＰ-βシクロデキストリンの添加は２Ｈ７の凝集の低減に有効で
あったが、ＨＰ－γシクロデキストリンほど定性的な有効性は見られなかった(図５)。
　ＨＰ－γシクロデキストリンとコハク酸アルギニンの組合せを評価し、２Ｈ７の凝集低
減において相加効果があったか否かを決定した。１００ｍｇ／ｍＬの２Ｈ７を用いて、Ｈ
Ｐ－γシクロデキストリンに対するコハク酸アルギニンの４つの異なる比率を試験した(
図７)。元の２Ｈ７製剤コントロールと比較して、すべての実験群において２Ｈ７放出の
改善が観察された。１００ｍＭ コハク酸アルギニン／１０％ ＨＰ－γシクロデキストリ
ン及び５０ｍＭ コハク酸アルギニン／１５％ ＨＰ－γシクロデキストリン製剤は、元の
２Ｈ７製剤コントロールと比較して、培地への放出後の濁度が最も低く、透析バッグ内の
凝結が少なかった。
【０１０６】
実施例６
インビボラット皮下モデルにおける炎症に対するシクロデキストリンの効果
　次いで、インビトロ試験において有意な改善を示したＨＰ－γ及びＨＰ－βシクロデキ
ストリンを含有する抗体製剤を、インビボラット皮下モデルにおいて試験した。この実験
の目的は、インビトロ生理的条件下で２Ｈ７の凝集を取り除くことが注射部位の炎症の低
減につながるか否かを決定することであった。動物モデルの成功判定基準は、(1) ｒｈｕ
ＭＡｂ ＣＤ１１ａ試験コントロールに相当する試験製剤での低い炎症と、(2) 注射部位
の肉芽腫の欠如とした。
　ＨＰ－βシクロデキストリン製剤の組織病理学的結果の概要を表８に示す。ネガティブ
コントロールであるｒｈｕＭＡｂ ＣＤ１１ａは、ごくわずかな皮下炎症を誘導した。元
の１５０ｍｇ／ｍＬの２Ｈ７製剤をポジティブコントロールとして用い、注射部位で中程
度から重度(２～３＋)の炎症を引き起こした。ＨＰ－βシクロデキストリンの添加は、注
射部位での炎症を有意に低減した。１００ｍｇ／ｍＬの２Ｈ７を有する１５又は３０％の
ＨＰ-βシクロデキストリンの最適濃度により、注射部位での炎症が軽度(１＋)にまで有
意に低減した。シクロデキストリンの濃度を増やすと、より高い２Ｈ７タンパク質濃度に
て観察される増加した炎症が低減した。より濃度の高い２Ｈ７(１５０ｍｇ／ｍＬ)に３０
％のＨＰ－βシクロデキストリンを添加すると、観察される炎症が中程度～重度(２－３
＋)から軽度の炎症(１＋)へと有意に低減した。より低い濃度のＨＰ-βシクロデキストリ
ン(５％及び１５％)は、同じ効果を有していなかった。
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【表８】

【０１０７】
　ＨＰ－γシクロデキストリン製剤の組織病理結果を表９にまとめる。１０％のＨＰ－γ
シクロデキストリンを２Ｈ７に添加した場合、中程度～重度(２－３＋)から軽度～中程度
(＜２＋)への炎症の低減が観察された。ＨＰ－γベヒクルでは有意な炎症応答は観察され
なかった。
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【表９】

【０１０８】
結論：
　まとめると、スルホ-ブチルエーテル(ＳＢＥ)、ヒドロキシプロピルβ(ＨＰ－β)及び
ヒドロキシプロピルγ(ＨＰ－γ)シクロデキストリンの添加は、２Ｈ７の凝集を有意に低
減し、生理的条件下での２Ｈ７の凝結を低減するのに有効であった。シクロデキストリン
と２Ｈ７による結果は、シクロデキストリンの過去の使用を考えると予想外であり、ゆえ
に、手法の新規性及び進歩性を示す。また、従来タンパク質凝集を低減するために使用さ
れた界面活性剤も我々のインビトロモデルにおいて評価したが、いずれも２Ｈ７の凝集を
遅延させることに有効ではなかった。ポリマー(例えばデキストラン)及びアミノ酸(例え
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　最終的に、この環境において２Ｈ７の凝集を低減することにより、２Ｈ７を注射した動
物の注射部位での炎症が低減された。ＨＰ－β又はＨＰ－γシクロデキストリンを含んだ
２Ｈ７製剤では、この炎症は重度(元の２Ｈ７)から軽度～中程度にまで低減した。これら
の条件下で凝集するタンパク質の能力を低減すると、生物学的利用能の増加につながる可
能性がある。最後に、発明者等は、タンパク質凝集を低減する賦形剤の能力を測定するた
めのインビトロ透析モデルを成功裏に開発し、その有用性を示した。
【０１０９】
文献
　特許、公開特許及び他の出版物を含む本明細書中で引用される文献は、出典明記によっ
てここに援用される。
　本発明の実施は、特に明記しない限り、分子生物学などの、当分野の技術の範囲内であ
る従来の技術を使用する。このような技術は文献において十分に説明されている。例とし
て、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (J. Sambrook et al., Cold Spring Har
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)；Current Protocols in Molecular 
Biology (F. Ausubel et al., eds., 1987 updated)；Essential Molecular Biology (T.
 Brown ed., IRL Press 1991)；Gene Expression Technology (Goeddel ed., Academic P
ress 1991)；Methods for Cloning and Analysis of Eukaryotic Genes (A. Bothwell et
 al. eds., Bartlett Publ. 1990)；Gene Transfer and Expression (M. Kriegler, Stoc
kton Press 1990)；Recombinant DNA Methodology II (R. Wu et al. eds., Academic Pr
ess 1995)；PCR: A Practical Approach (M. McPherson et al., IRL Press at Oxford U
niversity Press 1991)；Oligonucleotide Synthesis (M. Gait ed., 1984)；Cell Cultu
re for Biochemists (R. Adams ed., Elsevier Science Publishers 1990)；Gene Transf
er Vectors for Mammalian Cells (J. Miller & M. Calos eds., 1987)；Mammalian Cell
 Biotechnology (M. Butler ed., 1991)；Animal Cell Culture (J. Pollard et al. eds
., Humana Press 1990)；Culture of Animal Cells, 2nd Ed. (R. Freshney et al. eds.
, Alan R. Liss 1987)；Flow Cytometry and Sorting (M. Melamed et al. eds., Wiley-
Liss 1990)；the series Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.);Wirth M. and
 Hauser H. (1993)；Immunochemistry in Practice, 3rd edition, A. Johnstone & R. T
horpe, Blackwell Science, Cambridge, MA, 1996；Techniques in Immunocytochemistry
, (G. Bullock & P. Petrusz eds., Academic Press 1982, 1983, 1985, 1989)；Handboo
k of Experimental Immunology, (D. Weir & C. Blackwell, eds.)；Current Protocols 
in Immunology (J. Coligan et al. eds. 1991)；Immunoassay (E. P. Diamandis & T.K.
 Christopoulos, eds., Academic Press, Inc., 1996)；Goding (1986) Monoclonal Anti
bodies: Principles and Practice (2d ed) Academic Press, New York; Ed Harlow and 
David Lane, Antibodies A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, New York, 1988；Antibody Engineering, 2nd edition (C. Borrebaeck,
 ed., Oxford University Press, 1995)；及び、the series Annual Review of Immunolo
gy; the series Advances in Immunologyを参照のこと。
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