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(57)【要約】
　
【課題】アポトーシス性抗ErbB2抗体の提供。
【解決手段】ErbB2のドメイン１に結合し、アポトーシスを介した細胞死を誘導する抗Erb
B2抗体が記載されている。これらの抗体についての様々な使用もまた記載されている。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ErbB2のドメイン１に結合する単離された抗体。
【請求項２】
ErbB2上のエピトープ7C2/7F3に結合する請求項１の抗体。
【請求項３】
ErbB2を過剰発現する細胞の死を誘導する請求項１の抗体。
【請求項４】
アポトーシスを介して細胞死を誘導する請求項３の抗体。
【請求項５】
モノクローナル抗体である請求項１の抗体。
【請求項６】
非ヒト相補性決定領域(CDR)残基及びヒトフレームワーク領域(FR)残基を有する請求項１
の抗体。
【請求項７】
ラベル化された請求項１の抗体。
【請求項８】
固相上に固定化された請求項１の抗体。
【請求項９】
ErbB2に結合し、ErbB2を過剰発現する細胞のアポトーシスを誘導する単離された抗体。
【請求項１０】
該細胞がBT474細胞である請求項９の抗体。
【請求項１１】
該細胞がSKBR3細胞である請求項９の抗体。
【請求項１２】
該細胞がCalu3細胞である請求項９の抗体。
【請求項１３】
抗体7C2の相補性決定領域(CDR)を有する請求項１の抗体。
【請求項１４】
抗体7F3の相補性決定領域(CDR)を有する請求項１の抗体。
【請求項１５】
請求項１の抗体及び製薬学的に許容できるキャリアーを含む組成物。
【請求項１６】
ErbB2のドメイン１に結合しない第二の抗ErbB2抗体をさらに含む請求項１５の組成物。
【請求項１７】
ErbB2を結合し、細胞カルチャーにおけるSKBR3細胞の増殖を50-100%まで阻害する第二の
抗体をさらに含む請求項１５の組成物。
【請求項１８】
該第二の抗体がErbB2上のエピトープ4D5に結合する請求項１７の組成物。
【請求項１９】
該第二の抗体が抗体4D5の相補性決定領域(CDR)を有する請求項１８の組成物。
【請求項２０】
滅菌されている請求項１５の組成物。
【請求項２１】
請求項１の抗体をコードする核酸。
【請求項２２】
請求項２１の核酸を含むベクター。
【請求項２３】
請求項２１の核酸を含む宿主細胞。
【請求項２４】
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抗体7C2または7F3を生産するハイブリドーマ細胞系である請求項２３の宿主細胞。
【請求項２５】
抗ErbB2抗体が発現されるように請求項２３の宿主細胞を培養し、該宿主細胞カルチャー
から抗ErbB2抗体を回収することを含む抗ErbB2抗体の作成法。
【請求項２６】
請求項１の抗体にErbB2を含む疑いのある細胞をさらし、該細胞に対する上記抗体の結合
を測定することを含むErbB2の存在の測定法。
【請求項２７】
請求項１の抗体、及びErbB2を検出するために該抗体を使用するための説明書を含むキッ
ト。
【請求項２８】
請求項１の抗体の有効量にErbB2を過剰発現する細胞をさらすことを含む細胞死の誘導法
。
【請求項２９】
該細胞がガン細胞である請求項２８の方法。
【請求項３０】
該細胞が哺乳動物内に存在する請求項２８の方法。
【請求項３１】
該哺乳動物がヒトである請求項３０の方法。
【請求項３２】
ErbB2のドメイン１に結合しない第二の抗ErbB2抗体に該細胞をさらすことをさらに含む請
求項２８の方法。
【請求項３３】
ErbB2を結合し、細胞カルチャーにおけるSKBR3細胞の増殖を50-100%まで阻害する第二の
抗体に該細胞をさらすことをさらに含む請求項２８の方法。
【請求項３４】
該細胞を、該細胞が該第二の抗体にさらされる前に、ErbB2のドメイン１に結合する抗体
にさらす請求項３３の方法。
【請求項３５】
該第二の抗体がErbB2上のエピトープ4D5に結合する請求項３３の方法。
【請求項３６】
該第二の抗体が抗体4D5の相補性決定領域(CDR)を有する請求項３５の方法。
【請求項３７】
増殖阻害試薬に該細胞をさらすことをさらに含む請求項２８の方法。
【請求項３８】
化学療法試薬に該細胞をさらすことをさらに含む請求項２８の方法。
【請求項３９】
放射線に該細胞をさらすことをさらに含む請求項２８の方法。
【請求項４０】
請求項９の抗体の有効量にErbB2を過剰発現する細胞をさらすことを含む細胞死の誘導法
。
【請求項４１】
容器；
容器に付いたラベル；及び
容器内に含まれる活性試薬を含む組成物；
を含む製造品であり、該組成物は細胞死を誘導するのに有効であり、容器についたラベル
は該組成物がErbB2の過剰発現によって特徴付けられる疾患を治療するために用い得るこ
とを示し、そして該組成物中の活性試薬は請求項１の抗体である製造品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は一般的に、ErbB2レセプターに結合する抗体に関する。特にそれは、ErbB2のド
メイン１におけるエピトープに結合し、アポトーシスを介して細胞死を誘導する抗ErbB2
抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞の増殖及び分化を調節するシグナルの伝達は、さまざまな細胞タンパク質のリン酸
化によって一部調節される。タンパク質チロシンキナーゼは、この過程を触媒する酵素で
ある。レセプタータンパク質チロシンキナーゼは、細胞内基質のリガンド刺激性チロシン
リン酸化を介して、細胞増殖に向けられると考えられる。クラスＩサブファミリーの増殖
因子レセプターチロシンキナーゼには、erbB1遺伝子によってコードされる170kDa上皮増
殖因子レセプター(EGFR)が含まれる。erbB1は、ヒト悪性疾患において時おり関連してい
る。特に、この遺伝子の増大した発現は、比較的進行性の乳ガン、膀胱ガン、肺ガン及び
胃ガンで観察されている。EGFRに対して向けられたモノクローナル抗体は、上記悪性腫瘍
の治療における治療上の試薬として評価されている。レビューとして、Baselga et al,Ph
armac.Ther.64:127-154(1994)参照。Masui et al.Cancer Research 44:1002-1007(1984)
もまた参照。
【０００３】
　Wu et al.J.Clin.Invest.95:1897-1905(1995)は最近、抗EGFRモノクローナル抗体(mAb)
225（それはFGE結合を競合的に阻害し、このレセプターの活性化をブロックする）が、ヒ
ト大腸ガン細胞系DiFi（それは高レベルのEGFRを発現する）をG１細胞周期停止及びプロ
グラムされた細胞死（アポトーシス）に入ることを導くことが可能であったことを報告す
る。IGF-1または高濃度のインスリンの添加によりmAb225によって誘導されるアポトーシ
スは遅延されうる一方で、G１停止はIGF-1またはインスリンの添加によって可逆的ではな
かった。
【０００４】
　クラスＩサブファミリー、p185ｎｅｕの第二のメンバーは、化学的に処理されたラット
の神経芽細胞腫由来のトランスフォーミング遺伝子の産物としてもともと同定された。ne
uガン遺伝子の活性化形態は、コードタンパク質の膜貫通領域におけるポイントミューテ
ーション（バリンからグルタミン酸）から由来する。neuのヒトホモローグ(erbB2またはH
ER2と呼ばれる)の増幅が乳ガン及び卵巣ガンで観察され、微弱な予後と関連している(Sla
mon et al.,Science,235:177-182(1987);及びSlamon et al.,Science,244:707-712(1989)
)。したがって米国特許第4,968,603号中のSlamon et al.は、腫瘍細胞中のErbB2遺伝子増
幅及び発現を決定するための様々な診断アッセイを記載する。今日まで、neu原ガン遺伝
子におけるものと類似のポイントミューテーションは、ヒト腫瘍に対して報告されていな
い。ErbB2の過剰発現（大抵の場合増幅のためであるが完全にそうとはいえない）もまた
、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、大腸、甲状腺、膵臓、及び膀胱の各ガンを含む他の
ガンにおいて観察されている。他のものとしては、King et al.,Science,229:974(1985);
Yokota et al.,Lancet:1:765-767(1986);Fukushigi et al.,Mol Cell Biol.,6:955-958(1
986);Geurin et al.,Oncogene Res.,3:21-31(1988);Cohen et al.,Oncogene,4:81-88(198
9);Yonemura et al.,Cancer Res.,51:1034(1991);Borst et al.,Gynecol.Oncol.,38:364(
1990);Weiner et al.,Cancer Res.,50:421-425(1990);Kem et al.,Cancer Res.,50:5184(
1990);Park et al.,Cancer Res.,49:6605(1989);Zhau et al.,Mol.Carcinog.,3:354-357(
1990);Aasland et al.Br.J.Cancer 57:358-363(1988);Williams et al.Pathiobiology 59
:46-52(1991);及びMcCann et al.,Cancer,65;:88-92(1990)参照。
【０００５】
　ラットneu及びヒトErbB2タンパク質産物に対して向けられた抗体が記載されている。Dr
ebin et al.,Cell 41:695-706(1985)は、ラットneu遺伝子産物に対して向けられているIg
G2aモノクローナル抗体に言及している。7.16.4と呼ばれる該抗体は、B104-1-1細胞（neu
原ガン遺伝子を用いてトランスフェクトされたNIH-3T3細胞）上での細胞表面p185発現の
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下流調節を引き起こす。Drebin et alは699頁で、該抗体はソフトアガーにおいてneuトラ
ンスフォーム細胞上で不可逆的細胞毒性効果よりもむしろ細胞増殖抑制性効果を示すと述
べている。Drebin et al.PNAS(USA) 83:9129-9133(1986)において該7.16.4抗体は、neuト
ランスフォームNIH-3T3細胞と同様にヌードマウス内に移植されたラット神経芽腫細胞（n
euガン遺伝子が最初に単離されたもの由来）の腫瘍形成性増殖を阻害することが示された
。Drebin et alはOncogene 2:387-394(1988)において、ラットneu遺伝子産物に対する抗
体の一団の生産を議論している。該抗体は全て、ソフトアガーにおいて懸濁されたneuト
ランスフォーミング細胞の増殖に対する細胞増殖抑制性効果を示すことが見出された。Ig
M,IgG2a及びIgG2bアイソタイプの抗体は、必要な量の存在下でneuトランスフォーム細胞
の有意なin vitro溶解を介在可能であった一方で、該抗体は全てneuトランスフォーム細
胞の高レベルの抗体依存性細胞毒性(ADCC)を介在可能ではなかった。Drebin et al.Oncog
ene 2:273-277(1988)は、p185分子上の2の異なる領域と反応性の抗体の混合物が、ヌード
マウス内に移植されたneuトランスフォームNIH-3T3細胞に対する相乗作用的抗腫瘍効果を
引き起こすことを報告している。抗neu抗体の生物学的効果は、Myers et al.,Meth.Enxym
.198:277-290(1991)にレビューされている。1994年10月13日に印刷されたWO94/22478もま
た参照。
【０００６】
　Hudziak et al.,Mol.Cell.Biol.9(3):1165-1172(1989)は、ヒト乳ガン細胞系SKBR3を用
いて特徴付けされた抗ErbB2抗体の一団の生産を記載している。該抗体にさらすことに引
き続くSKBR3細胞の相対的細胞増殖が、72時間後の単一層のクリスタルバイオレット染色
によって測定された。このアッセイを用いて、56%まで細胞増殖を阻害する4D5と呼ばれる
抗体を用いて最大の阻害が得られた。7C2及び7F3を含む一団における他の抗体は、このア
ッセイにおいてより低い程度に細胞増殖を減少した。Hudziak et al.は、SKBR3細胞は該
培地からの該抗体の除去に引き続きほぼ通常の割合に増殖が回復するために、SKBR3細胞
に対する4D5抗体の効果は細胞毒素よりもむしろ細胞増殖抑制性であると結論付けている
。抗体4D5はさらに、TNF-αの細胞毒性効果に対するp185ＥｒｂＢ２過剰発現乳ガン細胞
系を感受性にすることが見出された。1989年7月27日に印刷されたWO89/06692も参照。Hud
ziak et al.で議論された抗ErbB2抗体はさらに、Fendly et al.Cancer Research 50:1550
-1558(1990);Kotts et al.In Vitro 26(3):59A(1990);Sarup et al.Growth Regulation 1
:72-82(1991);Shepard et al.J.Clin.Immunol.11(3):117-127(1991);Kumar et al.Mol.Ce
ll.Biol.11(2):979-986(1991);Lewis et al.Cancer Immunol.Immunother.37:255-263(199
3);Pietras et al.Oncogene 9:1829-1838(1994);Vitetta et al.Cancer Research 54:530
1-5309(1994);Sliwkowski et al.J.Biol.Chem.269(20):14661-14665(1994);Scott et al.
J.Biol.Chem.266:14300-5(1991);及びD'souza et al.Proc.Natl.Acad.Sci.91:7202-7206(
1994)で特徴付けされている。
【０００７】
　Tagliabue et al.Int.J.cancer 47:933-937(1991)は、ErbB2を過剰発現する肺アデノガ
ン遺伝子細胞系(Calu-3)に対してのその反応性に対して選択された2の抗体を記載してい
る。MGR3と呼ばれる該抗体の一つは、ErbB2を中和し、ErbB2の脱リン酸化を誘導し、及び
in vitroでの腫瘍細胞増殖を阻害することが見出された。
【０００８】
　McKenzie et al.Oncogene 4:543-548(1989)は、TA1と名付けられた抗体を含む様々なエ
ピトープ特異性を有する抗ErbB2抗体の一団を生産した。このTA1抗体は、ErbB2の加速化
したエンドサイトーシスを誘導することが見出された(Maier et al.Cancer Res.51:5361-
5369(1991)参照)。Bacus et al.Molecular Carcinogenesis 3:350-362(1990)は、TA1抗体
が乳ガン細胞系AU-565（それはerbB2遺伝子を過剰発現する）及びMCF-7（それはerbB2遺
伝子を過剰発現しない）のミューテーションを誘導することを報告した。これらの細胞に
おける増殖の阻害及び成熟表現型の獲得は、細胞表面での減少したレベルのErbB2レセプ
ター及び細胞質での一過的に増大したレベルと関連することが見出された。
【０００９】
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　Stancovski et al.PNAS(USA) 88:8691-8695(1991)は、抗ErbB2抗体の一団を生産し、ヌ
ードマウス内に静脈内で注射し、そしてErbB2遺伝子の過剰発現によってトランスフォー
ムされたネズミ線維芽細胞の腫瘍増殖を評価した。様々なレベルの腫瘍阻害が該抗体の４
について検出されたが、該抗体の一つ(N28)は腫瘍増殖を首尾一貫して刺激した。モノク
ローナル抗体N28はErbB2レセプターの有意な脱リン酸化を誘導する一方、他の４の抗体は
一般的に脱リン酸化活性を低くあるいは全く示さなかった。SKBR3細胞の増殖に対する抗E
rbB2抗体の効果もまた評価した。このSKBR3細胞増殖アッセイにおいては、該抗体の２(N1
2及びN29)は、コントロールと比較して細胞増殖の減少を引き起こした。相補性依存的細
胞毒性(CDC)及び抗体介在性細胞依存性細胞毒性(ADCC)を介したin vitroでの細胞溶解を
誘導する様々な抗体の能力を評価し、この論文の著者は該抗体の阻害機能はCDCまたはADC
Cに対して有意には寄与しないことを結論付けた。
【００１０】
　Bacus et al.Cancer Research 52:2580-2589(1992)はさらに、上記パラグラフのBacus 
et al.(1990)及びStancovski et al.に記載された抗体を特徴付けした。Stancovskiの静
脈内研究を拡張して、ヒトErbB2を過剰発現するマウス線維芽細胞を有するヌードマウス
内に静脈内注射した後の該抗体の効果を評価した。彼らの初期の研究で観察されるように
、N28は腫瘍増殖を加速する一方で、N12及びN29はErbB2発現細胞の増殖を有意に阻害した
。部分的腫瘍阻害はまた、N24抗体を用いても観察された。Bacus et al.はまた、ヒト乳
ガン細胞系AU-565及びMDA-MB453（それらはErbB2を過剰発現する）、同様にMCF-7（低レ
ベルのレセプターを含む）における成熟表現型を促進する該抗体の能力を試験した。Bacu
s et al.は、in vivoでの腫瘍阻害と細胞分化の間の相関関係を観察した；腫瘍刺激抗体N
28は分化に何の影響もなく、N12,N29及びN24抗体の腫瘍阻害機能はそれらが誘導する分化
の程度と相関した。
【００１１】
　Xu et al.Int.J.Cancer 53:401-408(1993)は抗ErbB2抗体の一団をそのエピトープ結合
特異性について評価し、同様にSKBR3細胞のアンカー非依存性及びアンカー依存性増殖を
阻害する能力（個々の抗体及びその組み合わせによる）、細胞表面ErbB2を調節する能力
、及びリガンド刺激化アンカー非依存性増殖を阻害する能力を評価した。抗ErbB2抗体の
組み合わせに関する1994年1月6日に印刷されたWO94/00136及びKasprzyk et al.Cancer Re
search 52:2771-2776(1993)をも参照。他のErbB2抗体は、Hancock et al.Cancer Res.51:
4575-4580(1991);Shawver et al.Cancer Res.54:1367-1373(1994);Arteaga et al.Cancer
 Res.54:3758-3765(1994);及びHarwerth et al.J.Biol.Chem.267:15160-15167(1992)。
【００１２】
　erbB3またはHER3と呼ばれるerbB2に関するさらなる遺伝子もまた記載されている。例え
ば米国特許第5,183,884号及び第5,480,968号参照。ErbB3はチロシンキナーゼ活性をほと
んどまたは全く備えていない点で、ErbBレセプターファミリーの間でユニークである。し
かしながら、ErbB3がErbB2と共発現された場合、活性シグナリング複合体を形成し、ErbB
2に対して向けられた抗体はこの複合体を破壊することが可能である(Sliwkowski等,J.Bio
l.Chem.,269(20):14661-14665(1994))。加えて、ヒレグリン(HRG)に対するErbB3のアフィ
ニティーはErbB2と共発現された場合、より高いアフィニティー状態に増大する。ErbB2-E
rbB3タンパク質複合体に関しては、Levi等,Jounal of Nueroscience 15:1329-1340(1995)
;Morrissey等,Proc.Natl.Acad.Sci.USA92:1431-1435(1995);及びLewis等,Cancer Res.,56
:1457-1465(1996)も参照。
【００１３】
　増殖因子レセプタータンパク質チロシンキナーゼのクラスＩサブファミリーはさらに、
HER4/p180ｅｒｂＢ４レセプターを含むために拡張されている。EP特許出願第599,274;Plo
wman等,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,90:1746-1750(1993);及びPlowman等,Nature,366:473-47
5(1993)参照。Plowman等は、増大したHER4発現が乳腺ガンを含む上皮起源の特定のガンと
緊密に相関していることを見出した。ErbB3同様にこのレセプターは、ErbB2と活性シグナ
リング複合体を形成する(Carraway and Cantley,Cell 78:5-8(1994))。
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【００１４】
　ErbB2アクチベーターに対する探求は、ヒレグリンポリペプチドのファミリーの発見を
導いている。これらのタンパク質は単一遺伝子の選択的スプライシングから引き起こされ
るようであり、文献においてニューレグリン(NRG)、neu分化因子(NDF)、ヒレグリン(HRG)
、グリア増殖因子(GGF)、及びアセチルコリンレセプター誘導活性(ARIA)と呼ばれている
。レビューとしては、Groenen et al.Growth Factors 11:235-257(1994);Lemke,G.Molec.
 & Cell.Neurosci.7:247-262(1996)及びLee et al.Pharm.Rev.47:51-85(1995)参照。
【非特許文献１】Plowman等,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,90:1746-1750(1993)
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明は少なくとも部分的に、特定の抗ErbB2抗体がアポトーシスを介してErbB2過剰発
現細胞（例えばBT474,SKBR3,SKOV3またはCalu3細胞）の死を誘導しうるという驚くべき発
見に関する。Wu et al.,J.Clin.Invest.95:1897-1905(1995)に記載されたアポトーシス性
抗EGFR抗体とは対照的に、ここで興味ある抗ErbB2抗体はオートクリンループの破壊によ
るアポトーシスを誘導することは考えられない。これらの細胞死誘導の寄与を有するここ
での抗体は通常、例えばErbB2のドメイン１におけるエピトープに対するといったErbB2の
細胞外ドメインにおける領域に対して結合するであろう。好ましくは該抗体は、ここに記
載される7C2及び／または7F3抗体によって結合されるErbB2エピトープに結合するであろ
う。
【００１６】
　好ましい抗体は、例えばヒト化抗体といったモノクローナル抗体である。特に興味ある
抗体は、上記記載の性質に加えて、少なくとも約10nM、より好ましくは少なくとも約1nM
のアフィニティーを有してErbB2レセプターを結合するものである。
【００１７】
　特定の実施態様として該抗体は、該レセプターのアフィニティー精製のためまたは診断
アッセイのため、固相に固定化されている（例えば固相に対する共有結合によって）。診
断的使用に対して、ラベル化抗体（即ち検出可能なラベルに結合された抗体）を提供する
こともまた有益である。
【００１８】
　上記パラグラフの抗体は、該抗体と製薬学的に許容可能なキャリアーまたは希釈液を含
む組成物の形態で提供されうる。場合により該組成物はさらに第二の抗ErbB2抗体を含み
、特にその場合第二の抗ErbB2抗体はここで開示されている7C2／7F3抗体が結合するもの
とは異なるErbB2レセプター上のエピトープに結合するものである。好ましい実施態様と
して、第二の抗体は50%-100%まで細胞カルチャーにおけるSKRB3細胞の増殖を阻害するも
のである（即ち4D5抗体及びその機能的同等物）。治療上の使用のための組成物は滅菌さ
れており、凍結乾燥される。
【００１９】
　本発明はまた以下のものを提供する：さらに機能的にリンクしたプロモーターを含む上
記パラグラフの抗体をコードする単離された核酸分子；発現ベクターであり、該ベクター
を用いてトランスフォームされた宿主細胞によって認識されるコントロール配列に機能的
にリンクした核酸分子を含むベクター；該核酸を含む宿主細胞（例えばハイブリドーマ細
胞系）；及び該抗体を作成する方法で、抗ErbB2抗体を発現するために該核酸を含む細胞
を培養し、場合により宿主細胞カルチャー、好ましくは宿主細胞カルチャー培地から該抗
体を回収することを含む方法。
【００２０】
　本発明はまた、ここで開示される抗ErbB2抗体を用いる方法を提供する。例えば本発明
は、細胞死を誘導するのに有効量のここで記載される抗ErbB2抗体に対して、ErbB2を過剰
発現するガン細胞のような細胞をさらすことを含む、細胞死を誘導する方法を提供する。
該細胞は、細胞カルチャー、または例えばガンで苦しんでいる哺乳動物といった哺乳動物
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において存在する。本発明はまた、細胞のアポトーシスを誘導するのに有効量のここで記
載される外因性抗ErbB2抗体に対して細胞をさらすことを含む、ErbB2を過剰発現する細胞
のアポトーシスを誘導する方法を提供する。それ故本発明は、ErbB2レセプターの過剰発
現によって特徴付けされる病気に苦しんでいる哺乳動物を治療する方法を提供し、該方法
は該哺乳動物にここで開示される抗ErbB2抗体の製薬学的な有効量を投与することを含む
。上記の方法のいずれかにしたがって、特にここで開示される7C2／7F3抗体が結合するも
のとは異なるErbB2エピトープに結合する（例えばドメイン１に結合しない）さらなる抗E
rbB2抗体を用い得る。一つの実施態様として、第二の抗体は50%-100%まで細胞カルチャー
におけるSKBR3細胞の増殖を阻害し、場合により4D5が結合するErbB2上のエピトープに結
合する。
【００２１】
　以下の実施例２において、プロアポトーシス抗体7C2はほとんど完全に、増殖停止細胞
の完全なカルチャーを全滅させることが見出された。それ故、ここで開示されるプロアポ
トーシス性抗体を、上記記載のin vitro及びin vivo法における増殖阻害試薬と組み合わ
すことが望ましい。上記実施態様において、優れたレベルのアポトーシスが、プロアポト
ーシス性抗ErbB2抗体の前に増殖阻害試薬を投与することによって達成される。しかしな
がら同時の投与、または最初に抗ErbB2抗体を投与することが企図される。
【００２２】
　本発明はまた、上記in vivo法において用いられる製造品を提供し、そこには抗ErbB2抗
体の入った容器、及び容器に付着したラベルまたは容器に関連したラベルが含まれ、該ラ
ベルは該抗体がガンのようなErbB2過剰発現によって特徴付けられる病気を治療するため
に用いられることを示す。
【００２３】
　さらなる面として本発明は、in vitroまたはin vivoでErbB2を検出する方法を提供し、
該方法はErbB2を含む疑いのある細胞と該抗体を接触させ、もし結合が生じたら検出する
ことを含む。したがって本発明は、ErbB2の増幅された発現によって特徴付けされる腫瘍
を検出するためのアッセイを提供し、該アッセイにはここで開示される抗体に対して細胞
をさらす工程と、該細胞に対する該抗体の結合の程度を測定する工程が含まれる。好まし
くは上記アッセイで用いられる抗体はラベルされており、ErbB2を検出するために該抗体
を用いるための説明書を含むキットの形態で供給されるであろう。ここで該アッセイは、
in vitroアッセイ（ELISAアッセイのような）またはin vivoアッセイである。in vivo腫
瘍診断のために、該抗体は好ましくは、放射性活性アイソトープに接合され哺乳動物に投
与され、哺乳動物における組織に対する該抗体の結合の程度が放射性活性に対する外的ス
キャニングによって観察される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２４】
Ｉ．定義
　もし他に断り書きがなければ、ここで用いられる「ErbB2」なる語はヒトErbB2タンパク
質を指し、「erbB2」はヒトerbB2遺伝子を指す。ヒトerbB2遺伝子及びErbB2タンパク質は
、例えばSemba et al.,PNAS(USA) 82:6497-6501(1985)及びYamamoto et al.Nature 319:2
30-234(1986)(Genebank登録番号X03363)に記載されている。ErbB2は４のドメイン（ドメ
イン１－４）を含む。ErbB2の細胞外のアミノ末端での「ドメイン１」はここで図１２に
示されている。Plowman et al.Proc.Natl.Acad.Sci USA 90:1746-1750(1993)参照。
【００２５】
　「エピトープ7C2/7F3」なる語は、7C2及び／または7F3抗体（それぞれATCCに寄託され
ている、以下参照）が結合するErbB2の細胞外ドメインのN末端での領域である。7C2/7F3
エピトープに結合する抗体に対するスクリーニングのため、Antibodies,A Laboratory Ma
nual,Cold Spring Harbor Laboratory,Harlow and David Lane(1988)編に記載されている
ような通常のクロスブロッキングアッセイを実施し得る。代わりに、該抗体がErbB2上の7
C2/7F3エピトープ（即ちErbB2の約22残基から約53残基の領域内のいずれか一つ以上の残
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基（配列番号２））に結合するかどうかを確立するために、エピトープマッピングを実施
し得る（以下の実施例２参照）。
【００２６】
　「エピトープ4D5」とは、抗体4D5(ATCC CRL 10463)が結合するErbB2の細胞外ドメイン
における領域である。このエピトープはErbB2の膜貫通領域に近接している。4D5エピトー
プに結合する抗体に対してスクリーニングするために、Antibodies,A Laboratory Manual
,Cold Spring Harbor Laboratory,Harlow and David Lane(1988)編に記載されているよう
な通常のクロスブロッキングアッセイを実施し得る。代わりに、該抗体がErbB2の4D5エピ
トープ（即ち約529残基、例えば561残基から約625残基を含む領域内のいずれか一つ以上
の残基（配列番号４））に結合するかどうかを評価するために、エピトープマッピングを
実施し得る（以下の実施例２参照）。
【００２７】
　「細胞死を誘導する」なる語は、生存細胞を非生存細胞にする該抗体の能力をいう。こ
こで「細胞」とは、ErbB2レセプターを発現する細胞、特に該細胞がErbB2レセプターを過
剰発現する場合をいう。ErbB2を「過剰発現」する細胞とは、同じ組織タイプの非ガン細
胞と比較して、通常のErbB1２レベルより有意に高いレベルを有するものである。好まし
くは該細胞はガン細胞、例えば乳、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、大腸、甲状
腺、膵臓または膀胱の各細胞である。in vitro系では該細胞は、SKBR3,BT474,Calu3,MDA-
MB-453,MDA-MB-361またはSKOV3の各細胞である。in vitroでの細胞死は、相補体及び免疫
エフェクター細胞の不存在下で、抗体依存性細胞性細胞毒素(ADCC)または相補的依存性細
胞毒素(CDC)によって誘導される細胞死を区別するように測定される。それ故細胞死に対
するアッセイは、熱不活性化血清を用いて（即ち相補体の不存在下で）及び免疫エフェク
ター細胞の不存在下で実施される。該抗体が細胞死を誘導しうるかどうかを測定するため
に、プロピジウムイオダイド(PI)（以下の実施例２参照）、トリパンブルー(Moore et al
.Cytotechnology 17:1-11(1995)参照)または7AAD（以下の実施例１参照）の取り込みによ
って評価される膜完全性の損失を非処理細胞に対して評価しうる。好ましい細胞死誘導抗
体は、「BT474細胞におけるPI取り込みアッセイ」においてPI取り込みを誘導するもので
ある（以下参照）。
【００２８】
　「アポトーシス」を誘導するなる表現は、アネキシンＶの結合、DNAの断片化、細胞収
縮、小胞体の拡張、細胞断片化、及び／または膜小胞の形成（アポトーシス体と呼ばれる
）によって測定される、プログラムされた細胞死を誘導する抗体の能力をいう。ここで図
１Ａ及びＢ参照。該細胞はErbB2レセプターを過剰発現するものである。好ましくは該「
細胞」はガン細胞、例えば乳、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、大腸、甲状腺、
膵臓または膀胱の各細胞である。in vitro系では該細胞は、SKBR3,BT474,Calu3,MDA-MB-4
53,MDA-MB-361またはSKOV3の各細胞である。アポトーシスと関連する細胞の現象を評価す
るための様々な方法が有用である。例えばホスファチジルセリン(PS)膜貫通は、アネキシ
ン結合によって測定されうる（以下の実施例２参照）；DNA断片化はここで実施例２に開
示されているDNAラダー化を通じて評価されうる；そしてDNA断片化に伴う核／クロマチン
凝集は低二倍体細胞のいかなる増大によっても評価されうる。好ましくはアポトーシスを
誘導する抗体は、「BT474細胞を用いたアネキシン結合アッセイ」における非処理細胞に
対してアネキシン結合の誘導において約2から50倍、好ましくは約5から50倍、最も好まし
くは約10から50倍を引き起こすものである（以下参照）。
【００２９】
　時々プロアポトーシス性抗体は、ErbB2/ErbB3複合体のHRG結合／活性化をブロックする
もの（例えば7F3抗体）であろう。他の場合では、該抗体はHRGによるErbB2/ErbB3レセプ
ター複合体の活性化を有意にブロックしないものである（例えば7C2）。さらに該抗体は
、アポトーシスを誘導する一方で、S期における細胞のパーセントの大きな減少を誘導し
ない7C2のようなものである（例えば図１０に測定されるようなコントロールに対するこ
れらの細胞のパーセントの約0-10%の減少を誘導するもののみである）。
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【００３０】
　興味ある抗体は、ヒトerbB2に対して特異的に結合し、erbB1，erbB3及び／またはerbB4
遺伝子によってコードされるような他のタンパク質と有意に交差反応しない7C2のような
ものである。時々該抗体は、例えばSchecter et al.Nature 312:513(1984)及びDrebin et
 al.,Nature 312:545-548(1984)に記載されているラットneuタンパク質と有意には交差反
応しない。上記実施態様において、これらのタンパク質に対する該抗体の結合の程度（例
えば内因性レセプターに対する細胞表面結合）は、蛍光活性化細胞ソーティング(FACS)分
析またはラジオイムノ沈降(RIA)によって測定されると約10%より低いであろう。
【００３１】
　「ヒレグリン」(HRG)なる語はここで用いられる場合、ErbB2-ErbB3及びErbB2-ErbB4タ
ンパク質複合体を活性化（すなわち、複合体に結合することによってそれにおけるチロシ
ン残基のリン酸化を誘導する）するポリペプチドをいう。この語に包含されるさまざまな
ヒレグリンポリペプチドが、例えばHolmes et al.,Science,256:1205-1210(1992);WO 92/
20798;Wen et al.,Mol.Cell.Biol.,14(3):1909-1919(1994);及びMarchionni et al.,Natu
re,362:312-318(1993)に開示されている。この語には、HRGのEGF様ドメイン断片のような
、生物学的に活性な断片及びHRGポリぺプチドに天然で生じる変異体が含まれる（例えばH
RGβ1（１７７－２４４））。
【００３２】
　「ErbB2-ErbB3タンパク質複合体」及び「ErbB2-ErbB4タンパク質複合体」なる語は、そ
れぞれErbB2レセプター及びErbB3レセプターまたはErbB4レセプターの非共有結合的に会
合したオリゴマーを示す。該複合体はこれらのレセプターの両者を発現する細胞をHRGに
さらした場合に形成され、Sliwkowski et al.,J.Biol.Chem.,269(20):14661-14665(1994)
に記載されているように、免疫沈降法によって単離され得、SDS-PAGEによって分析される
。
【００３３】
　「抗体」(Ab)及び「イムノグロブリン」(Ig)とは、同じ構造的性質を有する糖タンパク
質である。抗体が特異的な抗原に対する結合特異性を示す一方で、イムノグロブリンには
抗体、及び抗原特異性を欠く他の抗体様分子の両者が含まれる。後者の種類のポリペプチ
ドは例えば、リンパ系によって低レベルで、及びミエローマによって高レベルで生産され
る。
【００３４】
　「天然の抗体」及び「天然のイムノグロブリン」は通常、2の相同な系(L)鎖及び2の相
同な重(H)鎖より成る約150,000ドルトンの異種４量体糖タンパク質である。各軽鎖は一つ
の共有ジスルフィド結合によって重鎖に結合し、一方でジスルフィド結合の数は異なるイ
ムノグロブリンアイソタイプの重鎖の間で変化する。重鎖及び軽鎖のそれぞれはまた、規
則的な感覚の鎖内ジスルフィド結合を有する。各重鎖は、数多くの定常ドメインが引き続
く一つの可変ドメイン(VＨ)を一端で有する。各軽鎖は一端で一つの可変ドメインを有し(
VＬ)、他の一端で一つの定常ドメインを有する；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第一の定常
ドメインと並んでおり、軽鎖可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並んでいる。特定のア
ミノ酸残基が軽鎖と重鎖の可変ドメインの間で界面を形成していると考えられる。
【００３５】
　「可変」なる語は、可変ドメインの特定の部分が抗体の間の配列において極端に異なる
という事実をいい、その特定の抗原に対する特定の抗体の結合及び特異性において用いら
れる。しかしながら該可変性は、抗体の可変ドメインを通じて均等に配置しているわけで
はない。それは、軽鎖及び重鎖可変ドメインの両者における相補性決定領域(CDR)または
超可変領域と呼ばれる3の部分に集中している。可変ドメインの最も高く保存された部分
は、フレームワーク(FR)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖のそれぞれの可変ドメインは、
主にβシート構造を採用し、3のCDRによって連結される４のFR領域を含み、該領域はルー
プ連結を形成し、ある場合には一部βシート構造を形成する。各鎖におけるCDRは、FR領
域によって他の鎖由来のCDRと非常に近接して共に位置し、抗体の抗原結合部位の形成に



(11) JP 2008-188013 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

貢献している(Kabat et al.,NIH Publ.No.91-3242,Vol.I,647-669頁(1991))。定常ドメイ
ンは抗原に対する抗体の結合には直接関与していないが、抗体依存性細胞毒性における抗
体の沈降のような様々なエフェクター機能を示す。
【００３６】
　抗体のパパイン切断は、「Fab」断片と呼ばれる2の相同な抗原結合断片を生産し、それ
ぞれは単一の抗原結合部位と残余の「Fc」断片を有し、Fcの名前は容易に結晶化するその
能力を反映する。パパイン処理は、2の抗原結合部位を有しまだ抗原を架橋可能なF(ab')

２断片を生ずる。
【００３７】
　「Fv」は、完全な抗原認識部位及び抗原結合部位を含む最小の抗体断片である。この領
域は、かたい非共有会合において一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインのダイマーより
なる。それは、各可変ドメインの3のCDRがVＨ-VＬダイマーの表面上で抗原結合部位を決
定するために相互作用する配置内に存在する。まとめていうと、６のCDRが抗体に対して
抗原結合特異性を与える。しかしながら、単一の可変ドメインでさえ（または抗原に対し
て特異的な３のみのCDRを含むFvの半分）、完全な結合部位より低いアフィニティーでは
あるが、抗原を認識し結合する能力を有する。
【００３８】
　Fab断片もまた、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第一の定常ドメイン(CH1)を含む。Fab
断片は、抗体ヒンジ領域由来の一つ以上のシステインを含む重鎖CH1ドメインのカルボキ
シ末端でいくつかの残基を加えることによって、Fab断片とは異なる。Fab'-SHは、定常ド
メインのシステイン残基（類）が遊離チオール基を有するFab'に対するここでの記号であ
る。(Fab')２抗体断片は、もともとその間でヒンジシステインを有するFab'断片のペアと
して生産された。抗体断片の他の化学的結合もまた周知である。
【００３９】
　いかなる脊椎動物種由来の抗体（イムノグロブリン）の「軽鎖」も、その定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）及びラムダ（λ）と呼ばれる2の明らかに区別
されるタイプの一つに分類されうる。
【００４０】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、イムノグロブリンは異なるクラス
に分類されうる。イムノグロブリンには５の主要なクラス：IgA,IgD,IgE,IgG及びIgMが存
在し、これらのいくつかはさらにサブクラス（アイソタイプ）に分割される、例えばIgG1
,IgG2,IgG3,IgG4,IgA及びIgA2。イムノグロブリンの異なるクラスに相当する重鎖定常ド
メインはそれぞれα、δ、ε、γ及びμと呼ばれる。イムノグロブリンの異なるクラスの
サブユニット構造及び三次元構造は、周知である。
【００４１】
　「抗体」なる語は最広義で用いられ、完全なモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
、少なくとも2の完全な抗体から形成されたマルチ特異性抗体（例えば二重特異性抗体）
、及び望ましい生物学的活性を示す範囲で抗体断片を特異的にカバーする。
【００４２】
　「抗体断片」には、完全な抗体の一部、一般的に完全な抗体の抗原結合領域または可変
領域が含まれる。抗体断片の例として、Fab,Fab',F(ab')２及びFv断片；ディアボディー
；直線状抗体(Zepata et al.Protein Eng.8(10):1057-1062(1995))；単一鎖抗体分子；及
び抗体断片から形成されたマルチ特異性抗体が含まれる。
【００４３】
　ここにおいて使用される「モノクローナル抗体」なる語は、実質的に均質な抗体、すな
わち母集団を含むそれぞれの抗体がわずかに存在してもよい天然に生じ得る変異を除いて
同等であるような母集団から得られる抗体を指す。モノクローナル抗体は高度に特異的で
あり、単一の抗原性部位を指向する。更に、典型的には異なる決定基（エピトープ）に向
けられた異なる抗体を含む慣用の（ポリクローナル）抗体調製物とは対照的に、各モノク
ローナル抗体は抗原上の単一の決定基に向けられている。それらの特異性に加えて、モノ
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クローナル抗体は他のイムノグロブリンで夾雑していないハイブリドーマ培養物により合
成される点においても有利である。「モノクローナル」なる修飾語は、実質的に均質な抗
体の母集団から得られ、いずれかの特定方法による産生を要求するものとも解されない抗
体の特徴を示す。例えば、本発明に従って使用されるべきモノクローナル抗体は、Kohler
等, Nature 256:495(1975)により最初に記述されたハイブリドーマ法により調製されてよ
く、あるいは組換えDNA法により調製されてもよい（米国特許第4,816,567号参照）。「モ
ノクローナル抗体」は、例えばClackson等, Nature 352:624-628 (1991)及びMarks等, J.
 Mol. Biol. 222:581-597 (1991)に記述される技術を使用してファージ抗体ライブラリー
からも単離され得る。
【００４４】
　ここにおけるモノクローナル抗体は、特定的には「キメラ」抗体（イムノグロブリン）
を含み、そのH及び／またはL鎖の一部は特定の種から誘導された抗体の対応する配列に同
等、若しくは相同的であるか、または特定の抗体種若しくは亜種に属するものであり、そ
の一方で鎖の残る部分は他の種から誘導された抗体の対応する配列に同等、若しくは相同
的であるか、または他の抗体種若しくは亜種に属するものであり、加えて、それらが所望
の生物学的活性を示す限りこのような抗体の断片も含む（Cabilly等, 前出文献；Morriso
n等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)）。
【００４５】
　非ヒト（例えばネズミ）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒトイムノグロブリンから誘導さ
れた最小の配列を含むキメラ性イムノグロブリン、イムノグロブリン鎖、またはその断片
(Fv、Fab、Fab'F(ab')２若しくは抗体の他の抗原結合配列等）である。ほとんどの部分に
ついてヒト化抗体はヒトイムノグロブリン（受容抗体）であり、そのレセプターの相補性
決定領域（CDR）の残基は、所望の特異性、親和性、及び容量を持ったマウス、ラットま
たはウサギ等の非ヒト種（提供側抗体）のCDRの残基により置換されている。ある例にお
いては、ヒトイムノグロブリンのFvフレームワーク領域（FR）は、対応する非ヒト残基に
より置換されている。更に、ヒト化抗体は、受容抗体にも、あるいは導入されるCDRまた
はフレームワーク配列にも見出されない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体の性
能を更に洗練させるかまたは最適化させるために行われる。一般的に、ヒト化抗体は実質
的に全て、または少なくとも１つ、典型的には２つの可変領域を有し、全てまたは実質的
に全てのCDR領域が非ヒトイムノグロブリンのものに対応し、また全てまたは実質的に全
てのFR領域がヒトイムノグロブリンのものである。ヒト化抗体は、最適にはイムノグロブ
リンの定常領域（Fc）、典型的にはヒトイムノグロブリンのものの少なくとも一部をも含
んでよい。更に詳細には、Jones等, Nature 321:522-525 (1986); Reichmann等, Nature 
332:323-329 (1988);及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)参照。ヒ
ト化抗体は、抗体の抗原結合部位が、マカクザルを興味ある抗原にて免疫して生成された
抗体から誘導された、PRIMATIZEDＴＭ抗体を含む。
【００４６】
　「一本鎖Fv」または「sFv」抗体断片は、それらのドメインが一本鎖ポリペプチド鎖に
存在する抗体のVＨおよびVＬドメインを含む。一般的に、FvポリペプチドはさらにVＨとV

Ｌドメインの間に、sFvが抗原に結合するために望ましい構造を形成できるようにするポ
リリンカーを含む。sFvの総論としては、Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal
 Antibodies, Vol.113, Rosenburg and Moore編, Springer-Verlag, New York, pp.269-3
15(1994)を参照のこと。
【００４７】
　「ディアボディー(diabodies)」とは、その断片が同一のポリペプチド鎖（VＨ-VＬ）で
軽鎖可変ドメイン（VＬ）と連結された重鎖可変ドメイン（VＨ）を含む、２つの抗原結合
性部位を持つ抗体小断片をいう。同一鎖上にある２つのドメイン間で対合するには短か過
ぎるリンカーを用いることにより、該ドメインは別の鎖の相補的ドメインと対合し、次い
でニ抗原部位を形成することを余儀なくされる。ディアボディー(diabodies)は例えば、E
P 404,097；WO 93/11161およびHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-644
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8(1993)にさらに十分に記載されている。
【００４８】
　「単離された」抗体は、その天然環境の構成要素から同定され及び分離され及び／また
は回収されているものを示す。その天然環境の混在した構成要素は、該抗体についての診
断的または治療上の使用を妨害し、それらには酵素、ホルモン、及び他のタンパク質性ま
たは非タンパク質性溶質が含まれよう。好ましい実施態様として、該抗体は(1) Lowry法
で測定したところ、抗体の重量当たり95%より大きく、最も好ましくは重量あたり99%より
大きく、(2) スピニングカップシークエネーターの使用によりN末端または内部アミノ酸
配列の少なくとも15残基を得るのに十分な程度に、または(3) クマシーブルーまたは好ま
しくは銀染色を用いた還元または非還元状態でのSDS-PAGEにより均質な程度に精製されよ
う。単離された抗体には、抗体の天然環境の少なくとも一構成要素が存在しないであろう
ため、in situでの組換え細胞内の抗体が含まれる。しかしながら普通は、単離された抗
体は少なくとも一の精製工程で調製されるであろう。
【００４９】
　本明細書に記載されるごとき「サルベージ受容体結合性エピトープ」とは、イン・ビボ
におけるIgG分子の血清半減期を増加させる役割を果たすIgG分子（例えば、IgG１,IgG２,
IgG３およびIgG４）のFc領域のエピトープをいう。
【００５０】
　「治療」とは、治療学上の治療および予防手段または防止手段の双方をいう。治療を要
するものとしては、既に疾患を持っているもの並びに疾患を防止すべきものがある。
　治療の対象としての「哺乳類」とは、ヒト、イヌ、ウマ、ネコ、ウシなどのごとき家畜
および飼育動物、並びに動物園動物、競技動物またはペット動物を始めとする哺乳類とし
て分類されている動物の何れもをいう。好ましくは哺乳類とはヒトである。
【００５１】
　「疾患」とは、抗ErbB3抗体を用いての治療から利益が得られるであろういかなる疾患
をもいう。これには当該疾患に哺乳動物を罹りやすくする病理学上の状態を含む慢性及び
急性の疾患または疾病が含まれる。ここで治療される疾患の非制限的な例として、良性及
び悪性腫瘍；白血病及びリンパ悪性疾患；ニューロン、グリア、星状細胞、視床下部及び
他の腺、マクロファージ、上皮、間質及び胞胚腔疾患；及び炎症性、血管由来及び免疫学
的疾患が含まれる。
【００５２】
　ここで用いられている「ガン」と「ガンの」なる語は、典型的に非制御細胞増殖によっ
て特徴付けられる哺乳動物内の生理学的病気を示しまたは表す。ガンの例としては、ガン
腫、リンパ腫、白血病、芽腫そして肉腫を含むがそれに限られない。該ガンのより好まし
い例としては、扁平上皮細胞ガン腫、小細胞肺ガン、非小細胞肺ガン、神経芽腫、脾臓ガ
ン、グリア芽腫多形、頚部ガン、胃ガン、膀胱ガン、肝腫瘍、乳ガン、大腸ガン、結腸直
腸ガン、子宮内膜ガン腫、唾液腺ガン腫、腎臓ガン、腎性ガン、前立腺ガン、外陰部ガン
、甲状腺ガン、肝臓ガン腫及びさまざまなタイプの頭と首のガンを含む。
【００５３】
　ここで用いられる「細胞毒性試薬」なる語は、細胞の機能を阻害または妨げ、及び／ま
たは細胞の破壊を引き起こす物質をいう。本用語は放射性活性アイソトープ(例えばI１３

１,I１２５,Y９０及びRe１８６)、化学療法試薬、及び細菌、菌類、植物または動物起源
の酵素学的に活性な毒素、またはその断片のような毒素を含むことを企図する。
【００５４】
　「化学療法試薬」なる語は、ガンの治療に有用な化学的化合物をいう。化学療法試薬の
例としては、アドリアマイシン、ドキソルビシン、5-フルオロウラシル、シトシンアラビ
ノシド("Ara-C")、シクロフォスファミド、チオテパ、ブスルファン、サイトキシン、タ
クソール、トクソテール(Toxotere)、メトトレキサート、シスプラチン、メルファラン、
ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、イフォスファミド(Ifosfamido)、マイト
マイシンＣ、ミトザントロン、ビンクレイスチン(Vincreistine)、ビノレルビン(Vinorel
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bine)、カルボプラチン、テニポシド(Teniposide)、ダウノマイシン、カルミノマイシン(
Carminomysin)、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシ
ン（米国特許第4,675,187号）、メルファラン及び他の関連するナイトロジェンマスター
ドが含まれる。タモキシフェン及びオナプリストーンのような腫瘍に対してホルモン機能
を調節または阻害するように機能するホルモン試薬もまた、この定義に含まれる。
【００５５】
　「増殖阻害試薬」とはここで用いられる場合、in vitroまたはin vivoのそれぞれで細
胞、特にErbB2過剰発現ガン細胞の増殖を阻害する化合物または組成物をいう。それ故増
殖阻害試薬は、S期におけるErbB2過剰発現細胞のパーセンテージを有意に減少するもので
ある。増殖阻害試薬の例としては、G1停止及びM期停止を誘導する試薬のような、細胞周
期進行（S期以外の期で）をブロックする試薬が含まれる。古典的なM期ブロッカーには、
ビンカ類（ビンクリスチン及びビンブラスチン）、タクソール、及びドクソルビシン、ダ
ウノルビシン、エトポシド並びにブレオマイシンのようなトポIIインヒビターが含まれる
。G1を停止する試薬はまた、S期停止において、例えばタモキシフェン、プレドニゾン、
ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、5-フルオロウラシル
、及びara-CのようなDNAアルキル化試薬を含む。さらなる情報は、The Molecular Basis 
of Cancer,Mendelsohn and Israel,編,Chapter 1,"Cell cycle regulation, oncogens, a
nd antineoplastic drugs",Murakami et al.(WB Saunders: Philadelphia,1995),特にp.1
3に見出されうる。4D5抗体（及びその機能的同等物）はまた、この目的のために用いられ
得る。
【００５６】
　「サイトカイン」なる用語は、細胞間媒体として他の細胞に作用するある細胞母集団か
ら放出されるタンパク質についての一般的用語である。このようなサイトカインの例は、
リンホカイン類、モノカイン類、及び伝統的ポリペプチドホルモン類である。サイトカイ
ンの内に含まれるものは、ヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニルヒト成長ホルモン、及びウ
シ成長ホルモン等の成長ホルモン類；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インスリン；プロ
インスリン；リラキシン；プロリラキシン；卵胞刺激ホルモン（FSH）、甲状腺刺激ホル
モン（TSH）、黄体形成ホルモン（LH）等の糖蛋白ホルモン類；肝細胞成長因子；線維芽
細胞成長因子；プロラクチン；胎盤性ラクトゲン；腫瘍壊死因子－α及び－β；ミュラー
阻害物質；マウスゴナドトロピン－会合ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成
長因子；インテグリン；トロンボポイエチン（TPO）；NGF-β等の神経成長因子；血小板
成長因子；TGF-α及びTGF-β等のトランスフォーミング成長因子（TGF）；インスリン様
成長因子－Ｉ及び－ＩＩ；エリスロポイエチン（EPO）；骨誘導因子；インターフェロン
ーα、－β及び－γ等のインターフェロン；マクロファージ-CSF（M-CSF）、顆粒球－マ
クロファージ-CSF（GM-CSF）及び顆粒球-CSF（G-CSF）等のコロニー刺激因子（ＣＳＦ）
；IL-1、IL-1α、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-11、IL-12等の
インターロイキン（IL）；並びに白血病阻害因子（LIF）及びキットリガンド（KL）等を
含む他のポリペプチド因子等である。ここにおいて使用されるように、サイトカインなる
用語は天然供給源由来または、組換え細胞培養物由来のタンパク質、及び天然配列サイト
カインの生物学的活性同等物を含む。　本出願において使用されるように「プロドラッグ
」なる用語は、医薬的に活性な物質の前駆体または誘導体形態を指し、親薬剤に比較して
腫瘍細胞に対する細胞毒性が低く、酵素的に活性化されるかまたはより活性な親の形態に
変換されうる。例えば、Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Soci
ety Transactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast (1986)及びStella et al.
, "Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug Deliv
ery, Borchardt et al.,(ed.), pp. 247-267, Human Press (1985)参照。本発明のプロド
ラッグは、限定されるものではないが、より活性な細胞毒性遊離薬剤に変換され得るリン
酸－含有プロドラッグ、チオリン酸－含有プロドラッグ、硫酸－含有プロドラッグ、ペプ
チド－含有プロドラッグ、Ｄ－アミノ酸－修飾プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ
、β－ラクタム－含有プロドラッグ、場合により置換されるフェノキシアセタミド－含有
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プロドラッグ、場合により置換されるフェニル－含有プロドラッグ、５－フルオロシトシ
ン及び５－フルオロウリジンプロドラッグを含む。本発明において使用するためにプロド
ラッグの形態に誘導されうる細胞毒性薬剤の例は、限定されるものではないが、上記の化
学療法剤を含む。
【００５７】
　「ラベル」なる語はここで用いられる場合、「ラベル化」抗体を生成するために、該抗
体に直接または間接に接合された検出可能な化合物または組成物をいう。該ラベルはそれ
自身として検出可能である（例えば放射性活性ラベルまたは蛍光ラベル）かまたは、酵素
ラベルの場合には検出可能な基質化合物または組成物の化学的循環を触媒し得る。
【００５８】
　「固相」とは、本発明の抗体が付着しうる非－水性担体を意味する。固相の例は、ガラ
ス（調節された多孔質ガラス）、ポリサッカライド（例えば、アガロース）、ポリアクリ
ルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及びシリコーンにより部分的または全体
が形成されるものを含む。ある実施態様において、内容に依存するが、固相はアッセイプ
レートのウエルを含むことが出来、他の態様ではそれは精製カラム（例えば、アフィニテ
ィクロマトグラフィーカラム）である。この用語は、米国特許第4,275,149号に記述され
るような、分散的粒子の非連続的固相も含む。
【００５９】
　「リポソーム」とは、さまざまなタイプの脂質、リン脂質、及び／または哺乳動物に薬
剤（ここで開示されている抗ErbB3抗体及び場合により化学療法試薬のような）の輸送に
有用である界面活性剤よりなる小さい小胞である。リポソームの構成要素は、二重相形成
で一般的に並んでおり、生体膜の脂質配列と同様である。
【００６０】
　「単離された」核酸分子は、同定され、かつ通常、抗体核酸の天然の供給源に伴う少な
くとも１種の夾雑核酸分子から分離された核酸分子である。単離された該核酸分子は、天
然に見出される形態または配置とは別のものである。従って、単離された該核酸分子は、
天然細胞中に存在する核酸分子とは区別される。しかしながら、該核酸分子は、例えば核
酸分子が天然細胞とは異なる染色体位置にある場合にも通常に抗体を発現する細胞中に含
まれる核酸分子を含む。
【００６１】
　「コントロール配列」なる表現は、特定の宿主中で機能的に連結されたコード配列を発
現するために必要なDNA配列を指す。原核生物に好適な制御配列は、例えばプロモータ、
場合によりオペレータ配列、リボソーム結合部位を含む。真核性細胞は、プロモータ、ポ
リアデニル化シグナル、及びエンハンサーを使用することが知られている。
【００６２】
　核酸は、他の核酸配列と機能的に関連して配置される場合に、「機能的に連結されてい
る」。例えば、先行配列または分泌リーダーのDNAは、それがポリペプチドの分泌に関与
する先行タンパク質として発現される場合にポリペプチドのDNAに機能的に連結され；ま
たプロモータ若しくはエンハンサーは、それが配列の転写に影響する場合にコード配列に
対して機能的に連結され；またリボソーム結合部位は、それが翻訳を促進するように位置
する場合にコード配列に機能的に連結されている。好ましくは、「機能的に連結」とは、
DNA配列が連続し、分泌リーダーの場合には連続かつ読み取りの位相内に連結されること
を意味する。しかしながら、エンハンサーは連続する必要はない。連活は、慣用の制限部
位においての連結により達成される。そのような部位が存在しない場合には、合成オリゴ
ヌクレオチドアダプタまたはリンカーが慣用の方法により使用される。
【００６３】
　ここにおいて使用されるように、「細胞」、「細胞系」及び「細胞カルチャー」なる表
現は、可換的に使用され、全てのこのような表記は子孫の細胞も含む。従って、「トラン
スフォーマント」及び「トランスフォームされた細胞」の用語は、最初の原因細胞及び形
質転換数に関わりなくそれから誘導される培養物を含む。また全ての子孫は、計画的また
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は不慮の変異のためにDNA含量において正確に同等である必要はないものと理解される。
元の形質転換細胞についてスクリーニングしたのと同様な機能及び生物学的活性を有する
変異子孫細胞が含まれる。別の指定が望まれる場合には内容から明確となるであろう。
【００６４】
Ａ．抗体調製
　以下の記述は請求項の抗体の生産のための例示的な方法として示される。抗体の生産の
ために用いられるErbB2抗原は例えば、ErbB2抗原の細胞外ドメインの可溶性形態；ドメイ
ン１ペプチドのようなペプチドまたはその一部（例えば7C2または7F3エピトープを含む）
である。代わりに、その細胞表面にErbB2を発現する細胞（例えばErbB2を過剰発現するよ
うにトランスフォームされたNIH-3T3細胞、以下の実施例１と２参照；またはSKBR3細胞の
ようなガン細胞系、Stancovski et al.PNAS(USA) 88:8691-8695(1991)参照）を、抗体を
生産するために用い得る。抗体を生産するために有用なErbB2の他の形態は、当業者に明
らかであろう。
【００６５】
(i).ポリクローナル抗体
　一般にポリクローナル抗体は、関連する抗原及びアジュバントの複数回の経皮的(sc)ま
たは腹腔内的(ip)注射により、動物に生じさせうる。関連する抗原を、免疫されるべき種
に対して免疫原性のタンパク質、例えばキーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブ
ミン、ウシチログロブリンまたはダイズトリプシンインヒビタ等と、二官能性または誘導
化試薬、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステル（システイン残基を
介しての接合）、N-ヒドロキシスクシンイミド（リジン残基を介して）、グルタルアルデ
ヒド、無水コハク酸、SOCl２、またはR及びR１が異なるアルキル基であるR１N=C=NRを使
用して接合させることは有用であろう。
【００６６】
　動物は、100μgまたは5μgのペプチドまたは接合体（それぞれウサギまたはマウス）を
３体積のフロイント完全アジュバントと合わせ、該溶液を複数部位に皮内的に注射するこ
とにより、抗原、免疫原性接合体または誘導体に対して免疫される。１ヶ月後に動物は、
フロイント完全アジュバント中のペプチドまたは接合体の基の量の１／５ないし１／１０
を用い、複数部位の経皮注射により追加免疫される。７～１４日後に、動物は採血され、
血清が抗体力価についてアッセイされる。動物は力価がプラトーにはいるまで追加免疫さ
れる。好ましくは動物は、同じ抗原の接合体であるが、異なるタンパク質に接合するか及
び／または異なった交差結合試薬を介して接合する接合体にて追加免疫される。接合体は
、タンパク質融合体として組み換え細胞培養においても調製されうる。アルム等の凝集剤
も、免疫応答を向上するために好適に使用される。
【００６７】
(ii).モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、実質的に均質な抗体の母集団、即ち母集団に含まれる個々の抗
体は、少量存在しうる自然に起こる可能性のある変異を除いて同等である母集団から得ら
れる。従って、修飾語「モノクローナル」は、異なる抗体の混合物ではないものとしての
抗体の特徴を示す。
【００６８】
　例えばモノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature 256:495 (1975)によって最初に
記述されたハイブリドーマ法を使用して作成されるか、または組換えＤＮＡ法（米国特許
第4,816,567号）によって作成されてもよい。ハイブリドーマ法において、マウスまたは
ハムスター等の適当な宿主動物は、免疫に使用したタンパク質に対して特異的に結合する
であろう抗体を産生するか、または産生しうるリンパ細胞を引き出すために、上述したよ
うにして免疫される。別法として、リンパ細胞はインビトロにおいて免疫される。次いで
、リンパ細胞は、ポリエチレングリコール等の適当な融合試薬を使用して、ミエローマ細
胞と融合され、ハイブリドーマ細胞が形成される（Goding, Monoclonal Antibodies: Pri
nciples and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)）。
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【００６９】
　斯くして調製されたハイブリドーマ細胞は、非融合の親ミエローマ細胞の生育または生
存を阻害する１種以上の物質を好ましくは含有する、適当な培養培地に播種され育成され
る。例えば親ミエローマ細胞が酵素ハイポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフ
ェラーゼ（HGPRTまたはHPRT）を欠く場合には、ハイブリドーマのための培地は、典型的
にはHGPRT-欠損細胞の生育を阻害する物質であるハイポキサンチン、アミノプテリン及び
チミジン（ＨＡＴ培地）を含むであろう。
【００７０】
　好ましいミエローマ細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞により安定した
高水準の抗体産生を支持し、かつＨＡＴ培地等の培地に感受性のものである。これらの内
で好ましいミエローマ細胞系は、Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego
, California USAから入手可能なＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウス腫瘍から誘導さ
れるもの、及びAmerican Type Culture Collection, Rockville, Maryland USAから入手
可能なＳＰ－２細胞等のネズミミエローマ系である。ヒトミエローマ及びマウス－ヒトヘ
テロミエローマも、ヒトモノクローナル抗体の産生に関して記述されている（Kozbor et 
al., J. Immunol. 133:3001(1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production 
Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc. New York, 1987)）。
【００７１】
　ハイブリドーマ細胞が生育する培養培地は、該抗原に対して向けられたモノクローナル
抗体の産生についてアッセイされる。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が、免疫沈殿または放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）若しく
は酵素結合免疫吸着剤アッセイ（ＥＬＩＳＡ）等のインビトロ結合アッセイにより測定さ
れる。
【００７２】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson et al., Anal. Biochem. 107:220 
(1980)のスキャッチャード（Scatchard）アッセイにより測定されうる。
【００７３】
　ハイブリドーマが、所望の特異性、親和性及び／または活性の抗体を産生することが同
定された後は、該クローンは限定希釈法によりサブクローン化され得、標準法により育成
される（Goding, 前出文献）。この目的のために適当な培地は、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭ
Ｉ－１６４０培地を含む。加えて、ハイブリドーマ細胞は、動物内で腹水腫瘍としてイン
ビボにおいて生育されうる。
【００７４】
　サブクローンから分泌されたモノクローナル抗体は、例えばタンパク質Ａ－セファロー
ス、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、透析またはアフィニティ
クロマトグラフィー等の慣用のイムノグロブリン精製方法により、培養培地、腹水または
血清から好適に分離される。
【００７５】
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、慣用方法により容易に単離され、配列決定
される（例えばネズミ抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合しうるオリ
ゴヌクレオチドプローブの使用により）。ハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好
ましい供給源として働く。一旦単離されれば、ＤＮＡは発現ベクターに入れられ、これは
次いで、E. coli細胞、霊長類ＣＯＳ細胞、モルモット卵巣（ＣＨＯ）細胞、またはイム
ノグロブリンタンパク質を別途産生しないミエローマ細胞にトランスフェクトさせ、組換
え宿主細胞においてモノクローナル抗体の合成を得る。抗体をコードするＤＮＡの最近に
おける組換え発現に関する総説は、Skerra et al., Curr. Opinion in Immunol. 5:256-2
62 (1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 130:151-188 (1992)を含む。
【００７６】
　更なる実施態様において、抗体または抗体断片は、McCafferty et al., Nature 348:55
2-554 (1990)に記述される技術を使用して生成された抗体ファージライブラリーから単離
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されうる。Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991)及びMarks et al., J. Mol. Bi
ol. 222:581-597 (1991)は、ファージライブラリーを使用して、ネズミ及びヒト抗体の単
離をそれぞれ記述している。引き続く文献は、鎖シャフルによる高親和性（ｎＭ範囲）ヒ
ト抗体の産生（Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992)）、並びに極めて大き
いファージライブラリー構築のための計画として組み合わせ感染及びインビボ組換え（Wa
terhouse et al. Nuc. Acids Res. 21:2265-2266 (1993)）を記述している。しかしてこ
れらの技術は、モノクローナル抗体の単離に関する伝統的モノクローナル抗体ハイブリド
ーマ技術に対して生存可能な別の技術であり得る。
【００７７】
　ＤＮＡも同種的ネズミ配列に代えて、ヒト重鎖及び軽鎖定常領域コード配列を置換する
ことにより（Cabilly et al.,前出文献；Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 81:6851 (1984)）、あるいはイムノグロブリンコード配列に非イムノグロブリンポリペ
プチドの全てまたは一部のコード配列を共有的に結合することにより修飾されうる。
【００７８】
　典型的なこのような非イムノグロブリンポリペプチドは、抗体の定常領域を置換するか
、またはそれらは抗体の一方の抗原結合部位の可変領域を置換して、抗原に対して特異性
を有する一つの抗原結合部位及び異なる抗原に特異性を有する他の抗原結合部位を有する
キメラ性二価抗体を創生する。
【００７９】
(iii).ヒト化及びヒト抗体
　非ーヒト抗体をヒト化する方法はこの分野で周知である。一般に、ヒト化抗体は、非－
ヒトである供給源から導入される１個以上のアミノ酸残基を有する。これらの非－ヒトア
ミノ酸残基は、しばしば“輸入”残基と称され、これは典型的には“輸入”可変領域から
採られる。ヒト化は、基本的には齧歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列を、対応するヒト抗体配
列で置換することにより、Winter及び共同研究者の方法に従って行われうる（Jones et a
l., Nature 321:522-525(1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1985);Verhoe
yen et al., Science 239: 1534-1536(1988)）。従って、このようなヒト化抗体は、キメ
ラ抗体（米国特許第4,816,567号）であり、実質的に身障の可変領域より少ない部分が非
－ヒト種からの対応する配列により置換されている。実際的には、ヒト化抗体は典型的に
はＣＤＲ残基のいくらか及び、たぶんＦＲのいくらかが、齧歯類抗体の類似部位からの残
基により置換されている。
【００８０】
　軽鎖及び重鎖の両方のヒト化抗体を作成するために使用される可変領域の選択は、抗原
性を低減するために重要である。いわゆる“最適化”方法に従えば、齧歯類抗体の可変領
域の配列が、既知のヒト可変領域配列の全ライブラリーに対してスクリーニングされる。
次いで齧歯類のものに最も近接したヒト配列が、ヒト化抗体のためのヒト骨格（ＦＲ）と
して認められる（Sims et al., J Immunol. 151:2296 (1993); Chothia et al., J Mol. 
Biol. 196:901 (1987)）。他の方法は、軽鎖または重鎖の特定のサブグループの全てのヒ
ト抗体の共通配列から誘導される特定の骨格を使用する。同じ骨格は、いくつかの異なる
ヒト化抗体についても使用され得る（Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:42
85 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993)）。
【００８１】
　抗体が、抗原に対する高い親和性及び他の好ましい生物学的性質を保ってヒト化される
ことは更に重要である。この目的を達成するために、好ましい方法に従えば、ヒト化抗体
は親及びヒト化配列の三次元モデルを使用して、親配列及び種々の概念的ヒト化生成物の
分析工程により調製される。三次元イムノグロブリンモデルは、一般に利用可能であり当
業者にはなじみがある。選択された候補のイムノグロブリン配列の可能な三次元配置構造
を描いて映し出すコンピュータプログラムが利用可能である。これらのディスプレーを見
ることは、候補のイムノグロブリン配列の機能における残基のそれらしい役割の分析、即
ち候補のイムノグロブリンの抗原に対する結合能力に影響を与える残基の分析を可能とす
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る。このようにして、ＦＲ残基が、標的抗原に対する増大した親和性等の所望の抗体特性
が達成される様に、共通及び輸入配列から選択され、組み合わされる。一般的に、ＣＤＲ
残基は、抗体結合への影響において、直接的かつ最も実質的に関与するものである。
【００８２】
　別法として、免疫により、内因性イムノグロブリン産生を伴わずに完全量のヒト抗体を
産生しうるトランスジェニック動物（例えばマウス）の作成が可能である。例えば、キメ
ラ及び生殖系列変異マウスにおける抗体重鎖結合領域（ＪＨ）遺伝子の同型接合的削除が
、内因性抗体の産生を完全に阻害することが記述されている。このような生殖系列変異マ
ウスへのヒト生殖系列イムノグロブリン遺伝子の並びの移送は、抗原の攻撃に対してヒト
抗体の産生を生じるであろう。例えば、Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362:255-258 (1993); Bruggermann et a
l., Year in Immuno. 7:33 (1993)参照。ヒト抗体は、ファージディスプレーライブラリ
ーにおいても産生されうる（Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227:381 (1991); Marks
 et al., J. Mol. Biol. 222:581 (1991)）。
【００８３】
(iv).抗体断片
　抗体断片の生産のための様々な方法が開発されている。伝統的には、これらの断片は完
全な抗体のタンパク質溶解性切断を介して由来する（例えば、Morimoto等,Jounal of Bio
chemical and Biophysical Methods 24:107-117(1992)及びBrennan等,Science,229:81(19
85)）。しかしながら、現在ではこれらの断片は、組換えホスト細胞によって直接的に生
産され得る。例えば、抗体断片を上記開示されている抗体ファージライブラリーから単離
し得る。代わりに、Fab'-SH断片を大腸菌から直接的に回収し得、F(ab')２断片を形成す
るために化学的に結合し得る(Carter等,Bio/Technology 10:163-167(1992))。さらなるア
プローチにしたがって、F(ab')２断片を組換えホスト細胞カルチャーから直接的に単離し
得る。抗体断片の生産のための他の方法も当業者には明白であろう。他の実施態様では、
選択物の抗体は単一鎖Fv断片(scFv)である。WO 93/16185参照。
【００８４】
(v).二重特異的抗体
　二重特異的抗体は少なくとも2の異なるエピトープに対する結合特異性を持つ抗体であ
る。例示的な二重特異的抗体として、ErbB2タンパク質の2の異なるエピトープに結合する
ものがあろう。例えば、一つの腕は7C2/7F3エピトープのようなErbB2のドメイン１におけ
るエピトープに結合し、他の腕は例えば4D5エピトープのような異なるErbB2エピトープに
結合する。他の上記抗体として、EGFR,ErbB3及び／またはErbB4に対する結合部位（類）
とErbB2結合部位を結びつけたものがあろう。代わりに、抗ErbB3腕を、ErbB3発現細胞に
対して細胞防御メカニズムを集中するために、Ｔ細胞受容体分子（例えばＣＤ２またはＣ
Ｄ３）の様な白血球上のトリガ分子、またはFcγRI(CD64)、FcγRII(CD32)及びFcγRIII(
CD16)といったIgG(FcγR)に対するFc分子に結合する腕と結びつけ得る。二重特異的抗体
はErbB2を発現する細胞に対して細胞毒性試薬を局在するためにも用いられ得る。これら
の抗体は、ErbB3結合腕及び細胞毒性試薬（例えばサポリン、抗インターフェロン-α、ビ
ンカアルカロイド、リシンA鎖、メトトレキサートまたは放射性活性アイソトープハプテ
ン）を結合する腕を所有する。二重特異的抗体はフルレングス抗体または抗体断片（例え
ばF(ab')２二重特異的抗体）のように調製され得る。
【００８５】
　二重特異的抗体の調製方法はこの技術において知られている。全長二重特異的抗体の伝
統的産生は、２種のイムノグロブリン重鎖－軽鎖対の同時発現に基づき、ここにおいて２
本の鎖は異なる特異性を有する（Milstein et al., Nature 305:537-539 (1983)）。イム
ノグロブリン重鎖及び軽鎖の無作為の寄せ集めのために、これらのハイブリドーマ（クォ
ドローマ：Quadromas）は、１種のみが正しい二重特異性構造を有する１０種の異なる異
なる抗体分子の可能な混合物を生じる。通常アフィニティクロマトグラフィー工程により
行われる正しい分子の精製は、かなり煩雑であり、また生成物の収率も低い。同様な手法
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は、WO 93/08829及びTraunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991)に開示されてい
る。
【００８６】
　別の方法に従うと、所望の結合特異性を持った抗体可変領域（抗体－抗原結合部位）は
、イムノグロブリン定常領域配列に融合される。融合物は、好ましくは少なくともヒンジ
の一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を有するイムノグロブリン重鎖定常領域を伴う。軽鎖結合
に必要な部位を含む、融合物の少なくとも一つに存在する第一の重鎖定常領域を有するこ
とが好ましい。イムノグロブリン重鎖融合物、及び所望によりイムノグロブリン軽鎖をコ
ードするＤＮＡが、別個の発現ベクターに挿入され、適当な宿主生物に同時インフェクシ
ョンする。これは、構築に使用される３種のポリペプチドの異なる比が至適収率を与える
場合に、実施態様において３種のポリペプチド断片の相対比の調節に大きな柔軟性を与え
る。しかしながら、少なくとも２種のポリペプチド鎖の同じ比率での発現が高収率をもた
らす場合、または比率が重要でない場合には、２種または３種全てのポリペプチド鎖のコ
ード配列を１個の発現ベクター中に挿入することも可能である。
【００８７】
　この方法の好ましい実施態様において、二重特異的抗体は、第一の結合特異性を一つの
アームに有するハイブリッドイムノグロブリン重鎖、及び他方のアームのハイブリッドイ
ムノグロブリン重鎖－軽鎖対（第二の結合特異性を与える）からなる。この非対称構造は
、二重特異的分子の半分のみにイムノグロブリン軽鎖が存在することが分離に容易な方法
を提供するため、所望の二重特異的化合物を望まれないイムノグロブリン鎖の組み合わせ
から分離することを容易にする。この方法は、WO 94/04690に開示されている。二重特異
的抗体の生成の更なる詳細は、例えば、Suresh et al., Methods in Enzymology 121:210
 (1986)参照。
【００８８】
　WO 96/27011に記載のもう一つのアプローチにしたがって、抗体分子のペアの間の界面
を、組換え細胞カルチャーから回収されるヘテロダイマーのパーセンテージを最大化する
ために操作し得る。好ましい界面には、抗体定常ドメインのCＨ3ドメインの少なくとも一
部が含まれる。この方法においては、第一の抗体分子の界面由来の一つ以上の小さなアミ
ノ酸側鎖が、より大きな側鎖（例えばチロシンまたはトリプトファン）を用いて置換され
る。大きい側鎖（類）に対する同一のまたは同様のサイズの埋め合わせとなる「空洞」は
、より小さなアミノ酸側鎖（例えばアラニンまたはトレオニン）を用いて大きいアミノ酸
側鎖を置換することによって第二の抗体分子の界面に作り出される。これはホモダイマー
のように他の望まれない最終産物以上にヘテロダイマーの収率を増大するためのメカニズ
ムを提供する。
【００８９】
　二重特異的抗体は、交差結合または“異種接合”抗体を含む。例えば、異種接合体の一
方の抗体はアビジンと結合され、他方がビオチンと結合されうる。このような抗体は、例
えば免疫系細胞を望ましからぬ細胞に向ける為（米国特許第4,676,980）及びＨＩＶ感染
の治療のため（WO 91/00360, WO 92/200373及びEP 03089）に提案された。異種接合抗体
は、都合よい交差結合方法により作成されうる。このような交差結合試薬は既知であり、
種々の交差結合方法と共に米国特許第4,676,980に開示されている。
【００９０】
　抗体断片から二重特異的抗体を生産する方法が文献に記載されている。例えば、二重特
異的抗体は化学的接合を用いて調製され得る。Brennan等,Science,229:81(1985)は、完全
な抗体をF(ab')２断片を生産するためにタンパク質溶解的に切断する方法を記載する。こ
れらの断片は、ビシナルジチオール(vicinal dithiols)を安定化し、分子内ジスルフィド
形成を妨げるために、ジチオール複合体化試薬亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元される。
それから生産されたFab'断片を、チオニトロベンゾエート(TNB)誘導体に変換する。Fab'-
TNB誘導体の一つをそれから、メルカプトエチルアミンを用いた還元反応によってFab'-チ
オールに再変換し、二重特異的抗体を形成するために等モル量の他のFab'-TNB誘導体と混
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合する。生産された二重特異的抗体を、選択された酵素の固定化のための試薬として用い
得る。
【００９１】
　最近の進歩により、大腸菌からFab'-SH断片の直接的な回収が容易になり、該断片は二
重特異的抗体を形成するために化学的に結合され得る。Shalaby等,J.Exp.Med.,175:217-2
25(1992)は、完全なヒト化二重特異的抗体F(ab')２分子の生産を記載する。それぞれのFa
b'断片は、大腸菌から別々に分泌され、二重特異的抗体を形成するためにin vitroで直接
的な化学的結合を受ける。それ故形成された二重特異的抗体は、HER2受容体及び通常ヒト
T細胞を過剰発現する細胞に結合し得、同様にヒト乳腫瘍ターゲットに対してヒト細胞傷
害性リンパ球の溶解活性を引き出し得る。
【００９２】
　組換え細胞培養物から直接に二価抗体断片を製造及び単離する種々の方法も記述されて
いる。例えば、二価異種二量体は、ロイシンジッパーを使用して調製された。Kostelny e
t al., J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Fos 及びJunタンパク質由来のロイシン
ジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２種のことなる抗体のFab'部分を連結している
。該抗体同種二量体は、ヒンジ領域にて還元されて単量体が形成され、次いで再度酸化さ
れて抗体異種二量体が形成された。Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444-6448 (1993)により記述されている「ディアボディ」技術は、BsAb断片を作成するた
めの別の機構を提供した。該断片は、リンカーにより軽鎖可変領域（ＶＬ）に連結する重
鎖可変領域（ＶＨ）を有し、リンカーは同じ鎖の２つの領域の間で対形性を許容するには
短すぎるものである。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬ領域は、他の断片の相補的Ｖｌ
及びＶＨ領域と対形性することを強いられ、これによって２個の抗原結合部位が形成され
る。単鎖Fv(sFv)二量体を使用してBsAbを作成する他の方法も報告されている。Gruber et
 al., J. Immunol. 152:5368 (1994)参照。
【００９３】
　２より大きい価数を持つ抗体が計画されている。例えば三重特異的抗体が調製され得る
。Tutt等,J.Immunol.147:60(1991)。
【００９４】
(vi).望ましい性質を持つ抗体のスクリーニング
　抗体を生産するための方法が上記記載されている。ここで記載される性質を持つ抗体が
選択される。
【００９５】
　細胞死を誘導する抗体について選択するために、例えばPI、トリパンブルーまたは7AAD
取り込みによって示される膜完全性の欠損をコントロールに対して評価する。好ましいア
ッセイは、「BT474細胞を用いたPI取り込みアッセイ」である。このアッセイにしたがっ
て、BT474細胞（American Type Culture Collection (Rockville,MD)から得られ得る）を
、10% 熱不活性化FBS(Hyclone)及び2mM L-グルタミンを補ったDulbecco's Modified Eagl
e Medium(D-MEM)：Ham's F-12 (50:50)に培養する。（それ故該アッセイは、相補物及び
免疫エフェクター細胞の不存在下で実施される）。該BT474細胞を、100 X 20mm皿におい
て皿当たり3 X 106の密度でまき、オーバーナイトで付着させる。それから該培地を除去
し、新鮮な培地単独、または10μg/mlの適切なMAbを含む培地におく。該細胞を３日間イ
ンキュベートする。各処理に引き続き、単一層をPBSを用いて洗浄し、トリプシン処理に
よって分離する。それから細胞を4℃で５分1200rpmで遠心分離し、該ペレットを３mlの氷
冷Ca２＋結合バッファー(10mM Hepes,pH7.4,140mM NaCl,2.5mM CaCl２)に再懸濁し、細胞
塊の除去のため35mm 濾過キャップ12 X 75チューブ（チューブ当たり１ml、処理群当たり
３チューブ）内に分割する。それからチューブにPI(10μg/ml)を与える。FACSCANＴＭフ
ローサイトメーター及びFACSCONVERTＴＭ CellQuestソフトウェアー(Becton Dickinson)
を用いてサンプルを分析する。PI取り込みによって測定された細胞死の実質的に有意なレ
ベルを誘導する抗体を選択する。
【００９６】
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　アポトーシスを誘導する抗体について選択するために、以下の実施例２に記載されてい
るような「BT474細胞を用いたアネキシン結合アッセイ」が有用である。BT474細胞を培養
し、上記パラグラフに議論されているさらに接種する。それから該培地を除去し、新鮮な
培地単独、または10μg/mlの適切なMAbを含む培地におく。３日間インキュベートに引き
続き、それから細胞を遠心分離し、Ca２＋結合バッファーに再懸濁し、細胞死アッセイに
ついて上記議論されているチューブ内に分割する。それからチューブにラベル化アネキシ
ン（例えばアネキシンＶ－FITC）(１μg/ml)。FACSCANＴＭフローサイトメーター及びFAC
SCONVERTＴＭ CellQuestソフトウェアー(Becton Dickinson)を用いてサンプルを分析する
。コントロールに対して実質的に有意なレベルのアネキシン結合を誘導する抗体が、アポ
トーシス誘導抗体として選択される。
【００９７】
　上記パラグラフに議論されているアネキシン結合アッセイに加えて、「BT474細胞を用
いたDNA染色アッセイ」が有用である。このアッセイを実施するために、上記2のパラグラ
フに記載されている興味ある抗体を用いて処理されたBT474細胞を、37℃で２時間で9μg/
mlのHOECHST 33342ＴＭを用いてインキュベートし、それからMODFITＴＭソフトウェアー(
Verity Software House)を用いてEPICS ELITHＴＭフローサイトメーター(Coulter Corpor
ation)上で分析する。非処理細胞より２倍以上（そして好ましくは３倍以上）大きいアポ
トーシス細胞のパーセンテージの変化を誘導する抗体（100%アポトーシス細胞まで）を、
このアッセイを用いてプロアポトーシス抗体として選択する。
【００９８】
　興味ある抗体によって結合されるErbB2上のエピトープに結合する抗体（例えばErbB3に
対する3-8B8抗体の結合をブロックするもの）をスクリーニングするために、Antibodies,
A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory,Harlow及びDavid Lane編(1988)に
記載されているような通常のクロスブロッキングアッセイを実施し得る。代わりに、実施
例２に記載されているエピトープマッピングを実施し得る。
【００９９】
　50-100%まで細胞カルチャーにおけるSKBR3細胞の増殖を阻害する抗ErbB2抗体を同定す
るために、WO 89/06692に記載されたSKBR3アッセイを実施得る。このアッセイにしたがっ
て、SKBR3細胞を10%胎児ウシ血清、グルタミン及びペニシリンストレプトマイシンを補っ
たF12とDMEM培地の1:1混合物において増殖させる。SKBR3細胞を35mm細胞カルチャー皿内
に20,000細胞でおく(2mls/35mm皿)。2.5μg/mlの抗ErbB2抗体を皿当たり加える。６日後
非処理細胞と比較した細胞の数を、電気的COULTERＴＭ細胞カウンターをもちいてカウン
トする。50-100%までSKBR3細胞の増殖を阻害する抗体を、望ましいアポトーシス抗体と組
み合わせるために選択する。
【０１００】
(vii).エフェクター機能エンジニアリング
　例えばガンを治療する抗体の機能を増大するために、エフェクター機能の観点から本発
明の抗体を修飾することは望ましいであろう。例えばシステイン残基（類）をFc領域に導
入し得、それによってこの領域で鎖内ジスルフィド結合形成が許容される。それ故生産さ
れたホモダイマー抗体を、内面化能及び／または増大された相補的介在性細胞殺傷及び抗
体依存性細胞媒介性細胞傷害(ADCC)の観点から改良しうる。Caron等,J.Exp Med.176:1191
-1195(1992)及びShopes,B.J.Immuno0l.148:2918-2922(1992)参照。増大された抗腫瘍活性
を持つホモダイマー抗体はまた、Wolff等,Cancer Research 53:2560-2565(1993)に記載さ
れたようなヘテロ二官能クロスリンカーを用いても調製され得る。代わりに、二重Fc領域
を持つ抗体を創作し得、それによって相補的溶解能及びADCC能を増大しうる。Stevenson
等,Anti-Cancer Drug Design 3:219-230(1989)参照。
【０１０１】
(viii).イムノ接合物
　本発明はまた、化学療法試薬、毒素（例えば細菌、植物または動物起源の酵素学的に活
性な毒素、またはそれらの断片）、または放射性活性アイソトープ（即ち放射性接合物）
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のような細胞傷害性試薬に接合されたここで記載された抗体を含むイムノ接合物にも関す
る。
【０１０２】
　上記イムノ接合物の生産に有用な化学療法試薬は、上記記載されている。用いられ得る
酵素学的に活性な毒素及びその断片には、ジフテリア毒素の非結合活性断片であるジフテ
リアA鎖、エキソトキシンA鎖（Pseudomonas aeruginosa由来）リシンA鎖、アブリンA鎖、
モデシン(modeccin)A鎖、アルファ－サルシン(sarcin)、Aleurites fordiiタンパク質、
ジアンチン(dianthin)タンパク質、Phytolaca americanaタンパク質(PAPI,PAPII及びPAP-
S)、モモルディカキャランティアインヒビター(momordica charantia inhibitor)、クル
シン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリオアオフィシナリスインヒビター(sapaona
ria officinalis inhibitor)、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レストリ
クトシン(restrictocin)、フェノマイシン、エノマイシン及びトリコテセン(the tricoth
ecenes)が含まれる。さまざまな放射性核種が、放射性接合物化抗ErbB2抗体の生産のため
入手可能である。例としては、２１２Bi,１３１I,１３１In,９０Y及び１８６Reが含まれ
る。
【０１０３】
　抗体及び細胞傷害性試薬の接合物は、N-スクシンイミジル-3-(2-ピリジルジチオール)
プロピオネート(SPDP)、イミノチオレーン(IT)、イミドエステルの二官能誘導体（ジメチ
ルアジピミデートHCLのような）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレートのよう
な）、アルデヒド（グルタルアルデヒドのような）、ビスアジド化合物（ビス(p-アジド
ベンゾイル)ヘキサンジアミンのような）、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス-(p-ジアゾ
ニウムベンゾイル)-エチレンジアミンのような）ジイソシアネート（トリエン2,6-ジイソ
シアネートのような）及び二活性フルオリン化合物（1,5-ジフルオロ-2,4-ジニトロベン
ゼンのような）といった様々な二官能タンパク質カップリング試薬を用いて作製される。
例えばリシンイムノトキシンは、Vitetta等,Science 238:1098(1987)に記載されているよ
うに調製され得る。炭素-14-ラベル化1-イソチオシアナトベンジル-3-メチルジエチレン
トリアミンペンタ酢酸(MX-DTPA)は、抗体に対する放射性核種の接合に対する例示的なキ
レート試薬である。WO 94/11026参照。
【０１０４】
　さらなる実施態様として、抗体を腫瘍プレターゲティングの使用のための「リセプター
」（ストレプタビジンのような）に接合し得、そこでは抗体－リセプター接合物を患者に
投与し、洗浄試薬を用いて循環からの非結合接合物の除去に引き続いて、それから細胞傷
害性試薬（例えば放射性核種）に接合された「リガンド」（例えばアビジン）の投与をす
る。
【０１０５】
(ix).イムノリポソーム
　ここで開示される抗ErbB2抗体はイムノリポソームとしても処方されうる。該抗体を含
有するリポソームは、Epstein等,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,82:3688(1985);Hwang等,Proc.
Natl.Acad.Sci.USA,77:4030(1980);及び米国特許第4,485,045号及び第4,544,545号に記載
されているように、本分野で周知の方法によって調整される。増大した循環期間を持つリ
ポソームは米国特許第5,013,556号に開示されている。
【０１０６】
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びPEG誘導化ホス
ファチジルエタノールアミン(PEG-PE)を含む脂質組成物を用いた逆相蒸発法を用いて調製
され得る。リポソームは望ましい直径を持つリポソームを生産するための限定されたポア
サイズのフィルターから排出される。本発明の抗体のFab'断片を、ジスルフィドインター
チェンジ反応を介して、Martin等,J.Biol.Chem.257:286-288(1982)に記載されているよう
にリポソームに接合しうる。化学療法試薬（Doxorubicinのような）は場合により、リポ
ソーム内に封入される。Gabizon等,J.National Cancer Inst.81(19)1484(1989)参照。
【０１０７】
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(x).抗体依存性酵素介在性プロドラッグ治療(ADEPT)
　本発明の抗体は、プロドラッグ（例えばペプチジル化学療法試薬、WO 81/01145）を活
性な抗ガン試薬に変換するプロドラッグ活性化酵素に該抗体を接合することにより、ADEP
Tでも用い得る。例えばWO 88/07378及び米国特許第4,975,278号参照。
【０１０８】
　ADEPTに対して有用なイムノ接合物の酵素成分は、プロドラッグをそのより活性で細胞
傷害性形態に変換するような上記方法においてプロドラッグに作用しうるいかなる酵素も
含まれる。
【０１０９】
　本発明の方法に有用である酵素には、リン酸含有プロドラッグを遊離ドラッグに変換す
るのに有用なアルカリホスファターゼ；イオウ含有プロドラッグを遊離ドラッグに変換す
るのに有用なアリルスルファターゼ；非毒性5-フルオロシトシンを抗ガン試薬、5-フルオ
ロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナーゼ；ペプチド含有プロドラッグを遊
離ドラッグに変換するのに有用である、セラチアプロテアーゼ、サーモリシン(themolysi
n)、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ及びカテプシン（カテプシンB及びLのような
）といったプロテアーゼ；Dアミノ酸置換体を含むプロドラッグを変換するのに有用なD-
アラニルカルボキシペプチダーゼ；グリコシル化プロドラッグを遊離ドラッグに変換する
のに有用なβ-ガラクトシダーゼ及びノイラミニダーゼのような酵素；β-ラクタムを用い
て誘導化されたドラッグを遊離ドラッグに変換するのに有用なβ-ラクタマーゼ；及びそ
のアミン窒素でそれぞれフェノキシアセチル基またはフェニルアセチル基を用いて誘導化
されたドラッグを遊離ドラッグに変換するのに有用な、ペニシリンVアミダーゼまたはペ
ニシリンGアミダーゼのようなペニシリンアミダーゼが制限されることなく含まれる。代
わりに、本分野で「アブザイム」として知られている酵素学的活性を持つ抗体を、本発明
のプロドラッグを遊離活性ドラッグに変換するために用い得る（例えばMassey,Nature 32
8:457-458(1987)参照）。抗体－アブザイム接合物を、腫瘍細胞集団へアブザイムの輸送
のためにここで記載されているように調製しうる。
【０１１０】
　本発明の酵素は、上記議論されているヘテロ二官能架橋試薬の使用のような本分野で周
知の方法によって抗ErbB2抗体に共有結合で結合しうる。代わりに、本発明の酵素の少な
くとも活性部分に結合された本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を含む融合タンパク
質を、本分野で周知の組換えDNA法を用いて構築しうる（例えばNeuberger等,Nature,312:
604-608(1984)参照）。
【０１１１】
(xi).抗体－サルベージ受容体結合エピトープ融合物
　本発明の特定の実施態様において、例えば腫瘍浸透を増大するために、完全な抗体より
もむしろ、抗体断片を用いることが望ましいであろう。この場合には、その血清半減期を
増大するために抗体断片を修飾することが望ましいであろう。これは例えば抗体断片内へ
のサルベージ受容体結合エピトープの取り込みによって成し遂げられよう（例えば抗体断
片における適切な領域のミューテーションによって、または末端または中央で抗体断片に
融合されるペプチドタグ内にエピトープを取り込ませること、例えばDNA合成またはペプ
チド合成によって）。
【０１１２】
　増大されたin vivo半減期を持つ上記抗体変異体を調製するための系統的な方法には、
いくつかの工程が含まれる。第一に、配列の同定及びIgG分子のFc領域のサルベージ受容
体結合エピトープの配置が含まれる。一度このエピトープが同定されると、興味ある抗体
の配列は、該配列と同定された結合エピトープの配置を含むように修飾される。配列がミ
ューテートされた後、該抗体変異体が元々の抗体のものより長いin vivo半減期を持つか
どうか確認するために試験される。もし該抗体変異体が試験の結果より長いin vivo半減
期を持たなかったならば、その配列は該配列と同定された結合エピトープの配置を含むよ
うにさらに改変される。改変された抗体はより長いin vivo半減期に対して試験され、こ
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の工程はより長いin vivo半減期を示す分子が得られるまで継続される。
【０１１３】
　それ故興味ある抗体内に取り込まれるサルベージ受容体結合エピトープは、上記定義さ
れたようにいかなる適した上記エピトープでもよく、その性質は例えば修飾される抗体の
タイプに依存するであろう。導入は、興味ある抗体が未だここに記載される生物学的活性
を所有するようになされる。
【０１１４】
　エピトープは一般的に、Fcドメインの一つまたは二つのループ由来の一つ以上のアミノ
酸残基が、抗体断片の類似位置に導入される領域を構成する。さらにより好ましくは、　
Fcドメインの一つまたは二つのループ由来の３以上の残基が導入される。さらにより好ま
しくは、該エピトープはFc領域の（例えばIgGの）CH2ドメインから得られ、該抗体のCH1,
CH3またはVＨ領域、あるいは上記領域の一つより多い領域に導入される。代わりに、該エ
ピトープはFc領域のCH2ドメインから得られ、抗体断片のCＬ領域またはVＬ領域あるいは
両者に導入される。
【０１１５】
　一つの好ましい実施態様として、サルベージ受容体結合エピトープは、以下の配列(5'
から3')：PKNSSMISNTP（配列番号５）を含み、場合によりさらにHQSLGTQ（配列番号６）
、HQNLSDGK（配列番号７）、HQNISDGK（配列番号８）またはVISSHLGQ（配列番号５）より
なる群から選択された配列をさらに含み、特にこの場合抗体断片はFabまたはF(ab')２で
ある。さらなる最も好ましい実施態様においては、サルベージ受容体結合エピトープは、
以下の配列（類）(5'から3')：HQNLSDGK（配列番号７）、HQNISDGK（配列番号８）または
VISSHLGQ（配列番号９）及び以下の配列：PKNSSMISNTP（配列番号５）を含むポリペプチ
ドである。
【０１１６】
Ｂ．ベクター、ホスト細胞及び組換え法
　本発明はまた、ここで記載される抗体をコードする単離された核酸、ベクター及び核酸
を含むホスト細胞、そして該抗体を生産するための組換え法を提供する。該抗体の組換え
生産に加えて、ここに開示される抗体をコードする核酸は、例えば1996年3月14日に印刷
されたWO 96/07321の教示にしたがってErbB2タンパク質の細胞表面を阻害するために用い
得る。例えば該抗体は、発現ベクター（ウイルスまたはプラスミドベクターのような）に
提供される単一鎖Fv断片であり、細胞内でErbB2タンパク質に結合し、それによって細胞
の死を誘導するように、該ベクターを細胞内に導入する。
【０１１７】
　該抗体の組換え生産のために、それをコードする核酸が単離され、さらなるクローニン
グ（DNAの増幅）または発現のため複製ベクター内に挿入される。モノクローナル抗体を
コードするDNAは容易に単離され、簡便な方法を用いて（例えば該抗体のH鎖及びL鎖をコ
ードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを用いることによって
）シークエンスされる。多くのベクターが入手可能である。該ベクター構成要素には、以
下のものの一つ以上が制限されることなく含まれる：シグナル配列、複製オリジン、一つ
以上のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列。
【０１１８】
(i).シグナル配列構成要素
　本発明の抗ErbB2抗体は直接だけでなく、ヘテロ構造のポリペプチドを用いた融合ポリ
ペプチドとしても組換え的に生産でき、そのヘテロ構造のポリペプチドは天然のタンパク
質またはポリペプチドのN末端に特異的な切断部位を持つシグナル配列または他のポリペ
プチドであり得る。選択されたヘテロ構造のシグナル配列は好ましくはホスト細胞によっ
て認識されそしてプロセッシングされるものである(すなわち、シグナルぺプチダーゼに
よって切断される。天然の抗ErbB2抗体シグナル配列を認識もプロセッシングもしない原
核生物ホスト細胞に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシ
リナーゼ、lppそして熱安定性エントロキシンIIリーダーの群から選択された原核生物の
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シグナル配列日関される。酵母の分泌のために天然のシグナル配列は、例えば酵母インベ
ルターゼリーダー、アルファーファクターリーダー(サッカロミセスとクルイベロミセス
αファクターリーダーを含む)、または酸性ホスファターゼリーダー、C.albicansグルコ
アミラーゼリーダー、またはWO 90/13646に記述されているシグナルで置換されうる。哺
乳動物細胞発現では、例えば単純ヘルペス糖タンパク質Dシグナルのようなウイルス分泌
リーダーと同様に、哺乳動物のシグナル配列が入手可能である。
【０１１９】
　該前駆体領域のためのDNAは、抗ErbB2抗体をコードするDNAに対するリーディングフレ
ーム内にライゲーションされる。
【０１２０】
(ii) 複製オリジン構成要素
　発現ベクターとクローニングベクターの両方が、一つかそれ以上の選択されたホスト細
胞内でベクターの複製を可能にする核酸配列を含む。一般的にクローニングベクターでは
この配列は、ベクターがホスト染色体DNAと非依存的に複製できるようにするものであり
、複製のオリジンまたは自律複製配列を含む。該配列は様々な細菌、酵母そしてウイルス
に対してよく知られている。プラスミドpBR322由来の複製オリジンは、ほとんどのグラム
ネガティブ細菌に対して適しており、2μプラスミドオリジンは酵母に適しており、そし
て様々なウイルスのオリジン(SV40，ポリオーマ,アデノウイルス,VSVまたはBPV)は哺乳動
物細胞内でのクローニングベクターに対して有用である。一般的に複製構成物のオリジン
は、哺乳動物発現ベクターに対しては必要でない(SV40オリジンは典型的にはそれが速い
プロモーターを含むため用いられる)。
【０１２１】
(iii) 選択遺伝子構成物
　発現ベクターおよびクローニングベクターは典型的には、選択遺伝子、選択マーカーと
も呼ばれるものを含む。典型的な選択遺伝子は、(a)例えばアンピシリン、ネオマイシン
、メトトレキセートまたはテトラサイクリンといった抗生物質または他の毒素に対して耐
性を示すタンパク質、(b)栄養要求性欠乏を補足するタンパク質、または(c)例えばバチル
スにとってのD-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子といった複雑な培地からは入手で
きない重大な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
【０１２２】
　選択スキームの一つの例として、ホスト細胞の成長を抑える薬剤の使用がある。ヘテロ
構造遺伝子を用いてうまくトランスフォームされた細胞は、薬剤耐性を示すタンパク質を
生産し、それゆえ選択摂生を生き残れる。該ドミナント選択の例として、薬剤としてネオ
マイシン、ミコフェノール酸またはハイグロマイシンを用いる。
【０１２３】
　哺乳動物細胞に対して適した選択マーカーのもう一つの例は、DHFRまたはチミジンキナ
ーゼ、メタロチオネイン-Ｉ及び-ＩＩ、好ましくは霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデ
ノシンデアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等のような、抗ErbB2抗体核酸を取
り込むのに適した細胞を同定できるものである。
【０１２４】
　例えばDHFR選択遺伝子を用いてトランスフォームされた細胞は、DHFRの競合的な拮抗剤
であるメトトレキセート(Mtx)を含む培地ですべてのトランスフォーマントを培養するこ
とによって最初に同定されるであろう。野生型DHFRを用いる場合に適したホスト細胞は、
DHFR活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(CHO)細胞系である。
【０１２５】
　代わりに、抗ErbB2抗体、野生型DHFRタンパク質そしてアミノグリコシド3'-ホスホトラ
ンスフェラーゼ(APH)のようなもう一つの選択マーカーをコードするDNA配列を用いてトラ
ンスフォームまたはコトランスフォームされたホスト細胞(特に外来性DHFRを含む野生型
ホスト)は、例えばカナマイシン、ネオマイシンまたはG418などのアミノグリコシド系抗
生物質のような選択マーカーに対する選択試薬を含む培地中での細胞成長によって選択で
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きる。米国特許第4,965,199号を参照。
【０１２６】
　酵母を用いる場合に適した選択遺伝子は、酵母プラスミドYRp7内に存在するtrp1遺伝子
である(Stinchcomb等，Nature,282:39(1979))。trp1遺伝子は、例えばATCC番号44076また
はPEP4-1のようなトリプトファン内で成長する能力を欠如した酵母のミュータント株のた
めの選択マーカーを提供する。Jones，Genetics,85:12(1977)。そこで酵母ホスト細胞ゲ
ノム内のtrp1領域の存在は、トリプトファンの非存在下での成長によってトランスフォー
メーションを検出するための効果的な環境を提供する。同様に、Leu2欠失酵母株(ATCC20,
622または38,626)は、Leu2遺伝子をもつ既知のプラスミドによって相補される。
【０１２７】
　加えて、1.6μm環状プラスミドpKD1由来のベクターは、クルイベロミセス酵母のトラン
スフォーメーションに対して用いられる。代わりに、組換え仔ウシキモシンの大規模生産
のための発現システムがK・ラクティスに対して報告されている。Van den Berg,Bio/Tech
nology,8:135(1990)。クルイベロミセスの工業的な株による成熟した組換えヒト血清アル
ブミンの分泌のための安定なマルチコピー発現ベクターもまた開示されている。Fleer等
，Bio/Technology,9:968-975(1991)。
【０１２８】
(iv) プロモーター構成要素
　発現ベクターおよびクローニングベクターは、通常ホスト生物によって認識され、抗Er
bB2抗体核酸配列に実施可能に結合されたプロモーターを含む。原核生物ホストを用いた
使用にとって適したプロモーターは、phoAプロモーター、β-ラクタマーゼとラクトース
プロモーターシステム、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(trp)プロモーターシ
ステムそしてtacプロモーターのようなハイブリッドプロモーターを含む。しかしながら
、他の既知の細菌プロモーターも適している。細菌システムで用いられるプロモーターも
また、抗ErbB2抗体をコードするDNAに実施可能に結合するシャインダルガノ(S.D.)配列を
含むであろう。
【０１２９】
　プロモーター配列は真核生物のためのものも知られている。事実上すべての真核生物の
遺伝子が、転写開始部位からおよそ25から30塩基上流に位置するATリッチ領域を持ってい
る。多くの遺伝子の転写の開始から70から80ベース上流に見出されるもう一つの配列は、
CNCAAT領域であり、ここでNはいかなるヌクレオチドをもさす。ほとんどの真核生物遺伝
子の3'末端には、AATAAA配列があり、それはコード配列の3'末端にポリAテールを付加す
るためのシグナルであり得る。これらの配列の全てが、真核生物発現ベクターに適するよ
うに挿入される。
【０１３０】
　酵母ホストを用いる場合の適したプロモーター配列の例として、3-ホスホグリセリン酸
キナーゼまたはエノラーゼ、グリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘクソキ
ナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-6-リン
酸イソメラーゼ、3-ホスホグリセリン酸ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースリン
酸イソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼそしてグルコキナーゼのような他の解糖
系の酵素の各プロモーターが含まれる。
【０１３１】
　成長コンディションによってコントロールされる転写という付加的な利点を有する誘発
性プロモーターである他の酵母プロモーターは、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソシ
トクロムＣ、酸性ホスファターゼ、窒素代謝と関連する分解酵素、メタロチオネイン、グ
リセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼそしてマルトースおよびガラクトース利用
に関わる酵素に対する各プロモーター領域がある。酵母発現に用いる適したベクターおよ
びプロモーターは、さらにEP 73,657に記述されている。酵母エンハンサーもまた酵母プ
ロモーターを用いて便利に使用される。
【０１３２】
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　哺乳動物ホスト細胞内のベクターからの抗ErbB2抗体は、例えばポリオーマイルス、鶏
頭ウイルス、アデノウイルス(アデノウイルス2のような)、ウシパピローマウイルス、ト
リ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、B型肝炎ウイルスそして好ましくはシミアンウ
イルス40(SV40)のようなウイルスのゲノムから得られるプロモーター、以下のプロモータ
ーがホスト細胞システムと両立できれば、例えばアクチンプロモーターまたは免疫グロブ
リンプロモーターなどのヘテロ構造哺乳動物プロモーター、またはヒートショックプロモ
ーターから得られるプロモーターによってコントロールされる。
【０１３３】
　SV40の速いおよび遅いプロモーターはSV40ウイルス複製オリジンも含むSV40制限断片と
して便利に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの極端に速いプロモーターはHindIIIE制
限断片として便利に得られる。ベクターとしてウシパピローマウイルスを用いた哺乳動物
ホスト内のDNA発現システムは、米国特許第4,419,446号に開示されている。このシステム
の変形は米国特許第4,601,978号に記述されている。Reyes等，Nature,297:598-601(1982)
の単純ヘルペス由来のチミジンキナーゼプロモーターのコントロールの下でのマウス細胞
でのヒトβ-インターフェロンcDNAの発現も参照。代わりに、ラウス肉腫ウイルスの長い
末端反復配列をプロモーターとして用い得る。
【０１３４】
(v) エンハンサーエレメント構成要素
　高等哺乳動物による本発明の抗ErbB2抗体をコードするDNAの転写は、ベクターにエンハ
ンサー配列を挿入することにより増大するであろう。多くのエンハンサー配列が哺乳動物
遺伝子(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテインそしてインスリン)
から現在では知られている。しかしながら典型的には、当業者は真核生物細胞ウイルス由
来のエンハンサーを用いる。例としては、複製オリジンの後ろ側(100-270bp)にSV40エン
ハンサー、サイトメガロウイルスの速いプロモーターエンハンサー、複製オリジンの後ろ
側にポリオーマエンハンサーそしてアデノウイルスエンハンサーが含まれる。真核生物プ
ロモーターの活性化のためのエンハンサーエレメントについてはYaniv，Nature,297:17-1
8(1982)も参照。エンハンサーは抗ErbB2抗体-コード配列に対して5'または3'の位置でベ
クターに挿入されるが、好ましくはプロモーターから5'部位に位置される。
【０１３５】
(vi) 転写終結構成要素
　真核生物ホスト細胞(酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒトまたは他の多核細胞生物由
来の核のある細胞)内で用いられる発現ベクターは、また転写の終結とmRNAの安定化のた
めに必要な配列を含むであろう。該配列は、真核生物またはウイルスのDNAまたはcDNAの
非翻訳領域の5'そして時には3'から共通して入手可能である。これらの領域は抗ErbB2抗
体をコードするmRNAの非翻訳領域内のポリアデニル化断片として転写される核酸部分を含
む。一つの有用な転写終結構成要素は、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。WO
 94/11026及びここで開示される発現ベクター参照。
【０１３６】
(vii).ホスト細胞の選択とトランスフォーメーション
　ここでベクター内のDNAをクローン化または発現するための適したホスト細胞は、上述
した原核生物、酵母、高等真核生物である。この目的のため適した原核生物は、グラムネ
ガティブまたはグラムポジティブ生物のような真正細菌を含み、例えば大腸菌のようなエ
シェリキア、エンテロバクター、エルヴィニア、クレブシエラ、プロテウス、ネズミチフ
ス菌のようなサルモネラ、霊菌のようなセラチアそしてシゲラといった腸内細菌、および
枯草菌とバチルスリケニフォルミス(例えば1989年4月12日に印刷されたDD266,710に開示
されているバチルスリケニフォルミス41P)のようなバチルス、緑膿菌のようなシュードモ
ナスそしてストレプトミセスも同様に含む。一つの好ましい大腸菌クローニングホストは
、大腸菌294(ATCC 31,446)であるが、大腸菌B、大腸菌X1776(ATCC 31,537)及び大腸菌W31
10(ATCC 27,325)も適している。これらの例は限定することよりもむしろ説明である。
【０１３７】
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　原核性細胞に加えて、糸状菌または酵母等の真核性微生物も、抗ErbB2抗体－コードベ
クターの好適なクローニングまたは発現ホストである。Saccharomyces cerevisiaeまたは
通常のベーカーズイーストは、下等真核性宿主微生物の内では最も通常に使用されている
。しかしながら、Schizosaccharomyces pombe ; 例えば、K. lactis , K. Fragilis (ATC
C 12,424), K. bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii (
ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906), K. thermotolerans,及びK. marxianus
; yarrowia (EP 402,226)等のKluyveromycesホスト；Pichia pastoris (EP 183,070); Ca
ndida; Trichoderma reesia (EP 244,234); Neurospora crassa ; Schwanniomyces occid
entalis 等のSchwanniomyces；並びに、例えばNeurospora, Penicillium, Tolypocladium
 、及びA. nidulans 及びA. niger 等のAspergillusホスト等、多くの他の属、種及び株
が一般的に入手可能であり、また有用である。
【０１３８】
　グリコシル化抗ErbB2抗体の発現のために好適な宿主細胞は、多細胞生物から誘導され
る。無脊椎動物細胞の例は、植物及び昆虫細胞である。多くのバキュロウイルス株及び変
異体、並びに対応する許容可能な昆虫宿主細胞が、Spodoptera frugiperda（イモ虫）、A
edes aegypti（蚊）、Aedes albopictus（蚊）、Drosophila melanogaster（ショウジョ
ウバエ）及びBombyx mori等の宿主から同定されている。例えばAutographa californixa 
NPVのL-1変異体及びBombyx mori NPVのBm-5株等のトランスフェクションのための多くの
ウイルス株が一般に入手可能であり、このようなウイルスは本発明におけるウイルスとし
て特にSpodoptera frugiperda細胞のトランスフェクトのために使用され得る。
【０１３９】
　綿、トウモロコシ、ポテト、ダイズ、ペチュニア、トマト及びタバコの植物細胞培養物
は、宿主として使用され得る。
【０１４０】
　しかしながら、最も興味あるのは脊椎動物細胞であり、培養物（組織培養物）中での脊
椎動物細胞の増殖は情報になっている。有用な哺乳動物細胞系の例は、ＳＶ４０により形
質転換されたサル腎臓ＣＶ１系（COS-7, ATCC CRL 1651）；ヒト胚腎細胞系（２９３また
は懸濁培養中の生育についてサブクロ－ンされた２９３細胞、Graham et al., J. Gen. V
irol. 36:59 (1977)）；仔ハムスター腎細胞（BHK, ATCC CCL 10）；モルモット卵巣細胞
／－ＤＨＦＲ（CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)）；
マウスセルトリ細胞（TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)）；サル腎細胞（
CV1 ATCC CCL 70）；アフリカミドリザル腎細胞（VERO-76, ATCC CRL-1587）；ヒト頸部
腫瘍細胞（HELA, ATCC CCL 2）；イヌ腎細胞（MDCK, ATCC CCL 34）；バッファローラッ
ト肝細胞（BRL 3A, ATCC CRL 1442）；ヒト肺細胞（W138, ATCC CCL 75）；ヒト肝細胞（
Hep G2, HB 8065）；マウス乳癌（MMT 060562, ATCC CCL 51）；ＴＲＩ細胞（Mather et 
al., Annal. N. Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982)）；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；並び
にヒト肝癌系（Hep G2）である。
【０１４１】
　宿主細胞は、抗ErbB2抗体生産のための上述した発現またはクローニングベクターによ
りトランスフォームされ、プロモーターの誘発、形質転換体の選択または所望の配列をコ
ードする遺伝子の増幅のために適切に修飾された慣用の栄養媒体中で培養される。
【０１４２】
(viii).ホスト細胞の培養
　本発明の抗ErbB2抗体を産生するために使用される宿主細胞は、種々の媒体中で培養さ
れうる。商業的に入手可能な、例えばHam's F10(Sigma)、最小必須培地（(MEM), Sigma）
、ＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇｍａ）及び、ダルベッコ修飾イーグル培地（(DMEM)、Sigm
a）が、宿主細胞の培養に好適である。加えて、Hma et al., Meth. Enz. 58:44 (1979, B
arns et la., Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第4,767,704; 4,657,866; 4,92
7,762; 4,562,655または5,122,469; WO90/03430; WO87/00195; 及び米国再審査特許30,98
5に記述されている何れかの培地も宿主細胞の培養培地として使用され得る。これらのい
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ずれの培地も、必要に応じてホルモン類及び／または多の成長因子（インスリン、トラン
スフェリン、または表皮成長因子等）、塩類（塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウ
ム及びリン酸等）、緩衝剤（HEPES等）、ヌクレオシド（アデノシン及びチミジン等）、
抗生物質（ゲンタマイシンＴＭ等）、微量元素（通常マイクロモルの最終濃度で存在する
無機化合物として定義される）、並びにグルコースまたは他の同等なエネルギー源が補充
されてもよい。その他の必要な補充物が、当業者に知られている適当な濃度をもって含ま
れてもよい。温度、ｐＨ等の培養条件は、発現のために選択された宿主について従来使用
されているとおりで、当業者には明らかであろう。
【０１４３】
(ix).抗ErbB2抗体の調製
　組換え法を用いた場合、該抗体は細胞内、ペリプラズム空間内に生産され、または直接
培地内に分泌される。もし該抗体が細胞内に生産されたならば、第一の工程として、ホス
ト細胞または溶解した断片などの特定の破片を、例えば遠心分離または超濾過によって除
去する。Carter等,Bio/Technology 10:163-167(1992)は、大腸菌のペリプラズム空間に分
泌された抗体を単離する方法を記載している。略記すると、細胞ペーストを酢酸ナトリウ
ム(pH3.5)、EDTA、及びフェニルメチルスルホニルフルオライド(PMSF)の存在下で約３０
分以上溶かす。細胞破片を遠心分離によって除去する。抗体が培地内に分泌された場合、
該発現系由来の上清を例えばAmidconまたはMillipore Pellicon超濾過ユニットといった
商業的に入手可能なタンパク質濃縮フィルターを用いて、一般的に最初に濃縮する。PMSF
のようなプロテアーゼインヒビターをタンパク質溶解を阻害するために以下の工程のいず
れにも含ませ、外来の混入物の成長を妨げるために抗生物質を含ませ得る。
【０１４４】
　該細胞から調製された抗体組成物を、例えばヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィ
ー、ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製し、アフ
ィニティークロマトグラフィーが好ましい精製法である。アフィニティーリガンドとして
プロテインAの適切性は、該抗体に存在するいかなる免疫グロブリンFcドメインの種及び
アイソタイプに依存する。プロテインAは、ヒトγ１，γ２またはγ４H鎖(Lindmark等,J.
Immunol.Meth.62:1-13(1983))に基づいている抗体を精製するために用い得る。プロテイ
ンGは、すべてのマウスアイソタイプ及びヒトγ３(Guss等,EMBO J.5:1567-1575(1986)) 
に対して好ましい。アフィニティーリガンドが付着するマトリックスは、最も一般的には
アガロースであるが、他のマトリックスも入手可能である。均質化されたポアガラスまた
はポリ（スチレンジビニル）ベンゼンのような機械的に安定なマトリックスは、アガロー
スを用いて成し遂げられ得る以上のより早い流速と、より短いプロセッシング時間を許容
する。該抗体がCＨ3ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.T.Baker,Phillipsbu
rg,NJ)が精製のために有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノール沈殿、逆相HP
LC、シリカ上でのクロマトグラフィー、ヘパリンSepharoseＴＭ上でのクロマトグラフィ
ー、アニオンまたはカチオン交換樹脂上でのクロマトグラフィー（ポリアスパラギン酸カ
ラムのような）、等電点電気泳動、SDS-PAGE、及び硫酸アンモニウム沈殿のような他のタ
ンパク質精製法も、回収される抗体に依存して利用可能である。
【０１４５】
　いかなる一時的精製工程（類）に引き続き、興味ある抗体とその他の物の混合物を、約
2.5-4.5のpHの溶出バッファーを用いて低pH疎水性相互作用クロマトグラフィーに受けさ
せ、好ましくは低塩濃度で実施する（例えば約0-0.25M塩）。
【０１４６】
Ｃ．製薬学的処方
　該抗体の治療上の処方は、所望により医薬上許容される担体、賦形剤または安定剤(Rem
ington's Pharmaceutical Science 16版、Osal, A.Ed(1980))を含んでもよい所望の純度
を有するアンタゴニストを混合することによって、凍結乾燥した処方かまたは水溶液の形
で保存用に調製される。許容される担体、賦形剤または安定剤は、使用される投与量およ
び濃度で受容者に毒性がなく、リン酸塩、クエン酸塩および他の有機酸類のごとき緩衝剤
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、アスコルビン酸及びメチオニンを始めとする抗酸化剤、保存料（オクタデシルジメチル
ベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロライド；ベンザルコニウムクロ
ライド；ベンゼトニウムクロライド；フェノール、ブチルまたはベンジルアルコール；メ
チルまたはプロピルパラベンのようなアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；
シクロヘキサノール；３－ペンタノール；及びｍ－クレゾールのような）、低分子量（約
１０残基より小さい）ポリペプチド、血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンの
ごときタンパク質、ポリビニルピロリドンのような親水性ポリマー、グリシン、グルタミ
ン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリジンのごときアミノ酸類、単糖類、
二糖類およびグルコース、マンノース、またはデキストリンを始めとする他の炭水化物類
、ＥＤＴＡのごときキレート剤、スクロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビ
トールのごとき糖アルコール類、ナトリウムのごとき塩形成カウンターイオン、金属複合
体（例えばZn-タンパク質複合体）および／またはTWEENＴＭ、PLURONICSＴＭまたはポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）のごとき非イオン性界面活性剤を含む。
【０１４７】
　ここで該処方は、治療される特定の病状に対して必要な一つ以上の活性化合物を含み得
、好ましくは該化合物はそれぞれ逆に作用しない相補的な活性を持つものである。例えば
、一つの処方にEGFR,ErbB2（例えばErbB2上の異なるエピトープに結合する抗体）,ErbB3,
ErbB4または血管内皮増殖因子(VEGF)に結合する抗体をさらに提供することが望ましいで
あろう。代わりに、またはさらに加えて、該組成物は化学療法試薬またはサイトカインを
含むであろう。該分子は企図される目的に有効な量で組み合わせて適切に存在する。
【０１４８】
　また有効成分も、例えばコアセルベーション技術または界面重合によって調製されたマ
イクロカプセル、それぞれコロイド薬剤送達系（例えば、リポソーム、アルブミン微小球
、マイクロエマルジョン、ナノ粒子およびナノカプセル）またはマクロエマルジョンにお
ける、例えばヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ
－（メチルメタシレート）マイクロカプセル中にトラップされてもよい。かかる技術は、
Remington's Pharmaceutical Science 16版,Osol, A.Ed(1980)に開示されている。
【０１４９】
　イン・ビボ投与のために用いられる処方は無菌でなければならない。このことは、凍結
乾燥および再構成の前または後に、除菌濾過膜を通す濾過によって容易に達成される。
【０１５０】
　放出を持続させる調製法が採られてよい。放出を持続させる調製法の適切な例としては
、ＣＤ１８またはＣＤ１１ｂアンタゴニストを含む固体疎水性ポリマーの半透性マトリッ
クスが挙げられ、このマトリックスは造形品、例えば被膜、またはマイクロカプセルの形
態である。放出を持続させるマトリックスの例としては、ポリエステル類、ヒドロゲル類
（例えば、ポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコ
ール））、ポリラクチド類（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ―グルタミン酸およ
びＬ－グルタミン酸γエチルの共重合体、非分解性エチレン－酢酸ビニル、LUPRON DEPOT
ＴＭ（乳酸－グリコール酸共重合体および酢酸ロイプロリドからなる注射可能な微小球）
のごとき分解性乳酸－グリコール酸共重合体、およびポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ
ブチル酸が挙げられる。エチレン－酢酸ビニルおよび乳酸－グリコ－ル酸のごときポリマ
ーは１００日にわたって分子の放出が可能であるが、あるヒドロゲル類はより短い期間で
タンパク質を放出する。カプセル化抗体が長時間体内に残っている場合には、３７℃で湿
気に曝された結果として変性または凝縮し、その結果生物学的活性の欠失および免疫原性
に変化が起こる可能性がある。関連機構に基づく安定化のための合理的な戦略を考案でき
る。例えば、凝縮機構がチオ－ジスルフィド交換を介した分子間Ｓ－Ｓ結合形成であるこ
とが発見された場合には、安定化は、スルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾
燥し、水分含量を調節し、適当な添加物を用いて特異的なポリマーマトリックス組成物を
開発することによって達成され得る。
【０１５１】
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Ｄ．該抗体の非治療上の使用
　本発明の抗体はアフィニティー精製試薬として用いられ得る。この目的において、該抗
体は本分野で周知の方法を用いて、Sephadex樹脂または濾紙のような固相上に固定化され
る。固定化された抗体は、精製されるErbB2タンパク質（またはその断片）を含むサンプ
ルと接触させられ、その後該支持体は固定化された抗体に結合したErbB2抗体を除いてサ
ンプル中の実質的にすべての物質を除去するであろう適切な溶媒で洗浄される。最後に該
支持体を該抗体からErbB2タンパク質を放出するであろうグリシンバッファー,pH5.0のよ
うなもう一つの適切な溶媒で洗浄される。
【０１５２】
　抗ErbB2抗体はまた、例えば特異的な細胞、組織または血清中でのその発現を検出する
ような、ErbB2タンパク質の診断アッセイにおいて有用であろう。それ故該抗体をヒト悪
性疾患の診断において用い得る（例えば米国特許第5,183,884号参照）。
【０１５３】
　診断の応用に対して、該抗体は典型的に検出可能な部分でラベルされるであろう。以下
のカテゴリーに一般的に分類可能な数多くのラベルが入手可能である：
(a) ３５S,１４C,１２５I,３H及び１３１Iのような放射性同位元素。該抗体を例えばCurr
ent Protocols in Immunology,Volumes1及び2,Coligen等,編,Wiley-Interscience,New Yo
rk,Pubs.,(1991)に記載された方法を用いて放射性同位元素でラベルし得、放射性活性を
シンチレーションカウンターを用いて測定しうる。
(b) 希土類キレート（ユーロピウムキレート）またはフルオレセイン及びその誘導体、ロ
ーダミン及びその誘導体、ダンシル、Lissamine、フィコエリスリン及びテキサスレッド
のような蛍光ラベルが使用可能である。蛍光ラベルを例えば、Current Protocols in Imm
unology,上記参照に開示されている方法を用いて該抗体に接合可能である。蛍光をフルオ
リメーターを用いて定量しうる。
(c) 様々な酵素－基質ラベルが利用可能であり、米国特許第4,275,149号はこれらのいく
つかのレビューを提供する。該酵素は一般的に様々な方法を用いて測定されうる色素基質
の化学的変化を触媒する。例えば該酵素は、基質における色素変化を触媒し得、それは分
光光度計的に測定されうる。代わりに、該酵素は基質の蛍光または化学ルミネセンスを改
変しうる。蛍光における変化を定量するための方法は、上記記載されている。化学ルミネ
センス基質は、化学反応によって電気的に励起され、それから測定されうる（例えばケミ
ルミノメーターを用いて）光を放出し、または蛍光アクセプターにエネルギーを伝達する
。酵素的ラベルの例として、ルシフェラーゼ（例えばホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシ
フェラーゼ；米国特許第4,737,456号）、ルシフェリン、2,3-ジヒドロフタラジンジオン
、マレートデヒドロゲナーゼ、ウレアーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRPO)のような
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ
、リゾチーム、サッカリドオキシダーゼ（例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトース
オキシダーゼ、及びグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ）、ヘテロサイクリックオ
キシダーゼ（ウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼのような）、ラクトペルオキシダー
ゼ、ミクロペルオキシダーゼ等が含まれる。抗体に酵素を接合する方法は、O'Sullivan等
,Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Imm
unoassay,In Methods in Enzym.(J.Langone & H.Van Vunakis編）,Academic press,New Y
ork,73:147-166(1981)に記載されている。
【０１５４】
　酵素－基質の組み合わせの例として例えば：
(i) 基質としてハイドロゲンペルオキシダーゼを用いる西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP
O)であり、そこではハイドロゲンペルオキシダーゼは色素前駆体を酸化する（例えばオル
トフェニレンジアミン(OPD)または3,3',5,5'-テトラメチルベンジジンハイドロクロライ
ド(TMB));
(ii) 色素基質としてパラ－ニトロフェニルリン酸を用いるアルカリホスファターゼ(AP);
及び
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(iii) 色素基質（例えばp-ニトロフェニル-β-D-ガラクトシダーゼ）または蛍光基質4-メ
チルアンベリフェリル(methylumbelliferyl)-β-D-ガラクトシダーゼを用いるβ-D-ガラ
クトシダーゼ(β-D-Gal)
が含まれる。
【０１５５】
　数多くの他の酵素－基質の組み合わせも当業者に利用可能である。これらの一般的なレ
ビューとして、米国特許第4,275,149号及び第4,318,980号参照。
【０１５６】
　時にはラベルは間接的に該抗体に接合される。当業者はこれを成し遂げるための様々な
方法に気がつくであろう。例えば、該抗体をビオチンと接合し得、上記した３の広いカテ
ゴリーのいずれもアビジン等と接合し得、逆もまた然りである。ビオチンは選択的にアビ
ジンと結合し、それ故該ラベルは間接的な方法で該抗体に接合し得る。代わりに、該抗体
を用いた該ラベルの間接的な接合を成し遂げるために、該抗体を小さなハプテン（例えば
ジゴキシン）と接合し、上記した異なるタイプのラベルの一つを抗ハプテン抗体（例えば
抗ジゴキシン抗体）を用いて接合する。それ故抗体を用いて該ラベルの間接的な接合は成
し遂げられ得る。
【０１５７】
　本発明のもう一つの実施態様は、抗ErbB2抗体をラベルする必要はなく、それらの存在
をErbB2抗体に結合するラベル化抗体を用いて検出しうる。
【０１５８】
　本発明の抗体は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サンドイッチアッセイ、及び免疫
沈降アッセイのような周知のアッセイ法に用い得る。Zola,Monoclonal Antibodies:A Man
ual of Techniques,pp.147-158(CRC Press,Inc.,1987)。
【０１５９】
　競合的結合アッセイは、制限された量の抗体と結合する試験サンプル分析物と競合する
ラベル化スタンダードの能力に依存する。試験サンプル中のErbB2抗体の量は、抗体に結
合されるようになるスタンダードの量に反比例する。結合されるスタンダードの量を測定
することを容易にするために、抗体に結合されるスタンダード及び分析物が非結合のまま
のスタンダード及び分析物から簡便に分離されるように、抗体は一般的に競合の前後で固
定化される。
【０１６０】
　サンドイッチアッセイは2の抗体の使用を含み、それぞれは検出されるタンパク質の異
なる免疫原性部分またはエピトープに結合可能である。サンドイッチアッセイにおいては
、試験サンプル分析物は固体支持体に固定化された第一の抗体によって結合され、その後
第二の抗体が結合し、それ故不溶性の３の部分の複合体が形成される。例えば米国特許第
4,376,110号参照。第二の抗体は検出可能な部分でそれ自体がラベルされている（直接サ
ンドイッチアッセイ）または検出可能な部分でラベルされている抗免疫グロブリン抗体を
用いて測定されうる（間接サンドイッチアッセイ）。例えば、サンドイッチアッセイの一
つのタイプがELISAアッセイであり、その場合には検出可能な部分は酵素である。
【０１６１】
　免疫組織化学に対しては、腫瘍サンプルは新鮮であるか凍結されており、またはパラフ
ィンに埋没され例えばホルマリンのような防腐剤で固定されているであろう。
【０１６２】
　該抗体はin vivo診断アッセイについても用いられ得る。一般的に該抗体は該腫瘍がイ
ムノシンチオグラフィーを用いて局在され得るように、放射性核種（１１１In,９９Tc,１
４C,１３１I,１２５I,３H,３２Pまたは３５Sのような）を用いてラベルされる。
【０１６３】
Ｅ．診断キット
　簡便な方法として、本発明の抗体はキット、即ち診断アッセイを実施するための説明書
と所定量の試薬のパッケージされた組み合わせにおいて提供されうる。抗体が酵素でラベ
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ルされる場合、キットは酵素に必要とされる基質及び補助因子を含むであろう（例えば検
出可能な色素因子または蛍光因子を提供する基質前駆体）。加えて安定剤、バッファー（
例えばブロックバッファーまたは溶解バッファー）等のような他の付加物が含まれる。様
々な試薬の相対的な量は、アッセイの感受性を実質的に最適化する試薬の溶液における濃
度を提供するために広く変化しうる。特に、該試薬は、通常凍結乾燥され乾燥パウダーと
して提供され、溶解した場合適切な濃度を持つ試薬溶液を提供するであろう賦形剤を含む
。
【０１６４】
Ｆ．該抗体の治療上の使用
　本発明の抗ErbB2抗体は、ErbB2レセプターの過剰発現及び／または活性化によって特徴
付けられるものを含む、様々な疾患を治療するために用いられることを企図される。ErbB
2抗体を用いて治療される疾病または疾患の例として、良性または悪性腫瘍（例えば腎臓
、肝臓、腎臓、膀胱、乳、胃、卵巣、大腸、前立腺、膵臓、肺、外陰部、甲状腺、肝臓ガ
ン腫；肉腫；グリア芽細胞腫；及び様々な頭と首のガン）；白血病及びリンパ悪性腫瘍；
神経、グリア、星状細胞、視床下部及び他の腺、マクロファージ、上皮、ストロマ、肺胞
腔の各疾患；及び炎症、血管由来及び免疫学的な各疾患が含まれる。
【０１６５】
　本発明の抗体は、ボーラスとしてまたは一定期間の継続的な点滴による静脈内への投与
、または筋肉内、動脈内、脳脊髄内、皮下、間接内、骨膜内、胞膜内、経口、局所的、ま
たは吸入の各経路によって、周知の方法に従って哺乳動物、好ましくはヒトに投与される
。該抗体の静脈内投与が好ましい。
　他の治療上の摂生を、本発明の抗ErbB2抗体の投与と結びつけうる。例えば、ここで開
示される抗体を用いて治療される患者は放射線治療を受けていてもよい。代わりに、また
は加えて、化学療法試薬を製品の説明書にしたがって、または当業者に経験的に測定され
るように用いてもよい。上記化学療法試薬の調製及び投与スケジュールは、Chemotherapy
 Service,M.C.Perry,編,Williams & Wilkins,Baltimore,MD(1992)にも記載されている。
化学療法試薬は該抗体の投与に先行しても引き続いてもよく、それらと同時に与えられて
もよい。
【０１６６】
　EGFR,ErbB2,ErbB4または血管内皮増殖因子(VEGF)に結合する抗体のような、他の腫瘍関
連性抗原に対して抗体を投与することも好ましいであろう。代わりに、または加えて、二
つ以上の抗ErbB2抗体を、患者に共投与することも可能である。場合により、一つ以上の
サイトカインを患者に投与することも可能である。好ましい実施態様として、該ErbB2抗
体は、増殖阻害試薬と共投与される。例えば該増殖阻害試薬は最初に投与され、その後Er
bB2抗体が引き続く。しかしながら、ErbB2抗体と同時の投与または最初にErbB2抗体を投
与することも企図される。増殖阻害試薬の適した投与量は現在用いられているものであり
、増殖阻害試薬と抗ErbB2抗体の組み合わせた機能（共同薬理効果）のために低いであろ
う。
【０１６７】
　疾患を予防又は治療するために、抗体の適当な投与量は、治療すべき上記の疾患のタイ
プ、疾患の重篤度及び原因、抗体が予防又は治療のいずれの目的で投与されるか、以前の
治療、患者の臨床経過及び抗体に対する反応、及び担当医師の判断による。抗体は、一度
にあるいは連続した治療に渡って患者に適当に投与される。
【０１６８】
　疾患のタイプ及び重篤度に応じて、約1μg/kgから15mg/kg（例えば0.1-20mg/kg)の抗体
が、例えば１またはそれ以上の別々の投与あるいは連続的な吸入のいずれであっても、患
者への投与の最初の候補となる投与量である。典型的な日常の投与量は、約1μg/kgから1
00μg/kgまたはそれ以上であり、状況に応じて、治療は、疾患の徴候に所定の抑制が生ず
るまで続けられる。この治療の進行は、従来の技術及び検定法によって容易に監視される
。



(35) JP 2008-188013 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

【０１６９】
Ｇ．製造品
　本発明の他の実施態様では、上述の状態の治療に有用な材料を含む製造品が提供される
。この製造品は、容器とラベルとを含んでなる。好ましい容器は、例えば、ボトル、ガラ
ス瓶、シリンジ、及び試験管を含む。この容器は、ガラスやプラスチックなどの種々の材
料から形成してよい。この容器は、状態を治療するのに有効な組成物を保有し、無菌の出
入り口を具備する（例えば、容器は、血管内溶液バッグまたは皮下用縫い針で貫通できる
ストッパーを有するガラス瓶であってもよい）。組成物中の活性剤は抗ErbB3抗体である
。容器上の又は添付されたラベルは、組成物が選択した状態の治療に用いられることを示
している。製造品は、リン酸塩緩衝塩水、リンガー溶液又は出来ストロース溶液などの生
理学的に許容されるバッファーを収容した第二の容器を有してもよい。さらに、製造物は
、他のバッファー、希釈液、フィルター、針、シリンジ、及び使用時に挿入されるパッケ
ージを含む、商業的又は使用者の立場から望ましい他の材料を具備してもよい。
【０１７０】
Ｈ．材料の寄託
　以下の生物学的材料は、American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, 
Rockville, MD, USA (ATCC) に寄託された。

抗体の表示　　　　　　　　　　　　 ＡＴＣＣ番号　　　　　　寄託日
7C2　　　　　　　　　　　　　　　 ATCC HB-12215　　　　 1996年10月17日
7F3　　　　　　　　　　　　　　　 ATCC HB-12216　　　　 1996年10月17日
4D5　　　　　　　　　　　　　　　 ATCC CRL 10463　　　　1990年5月24日
【０１７１】
　この寄託は、特許手続上の微生物寄託の国際的承認に関するブタペスト条約及びその規
則（ブタペスト条約）に従って行った。これは寄託日から３０年の間生存可能な培地を維
持することを保証する。寄託した各々の培地は、ジェネンテック社とＡＴＣＣとの合意を
条件として、ブタペスト条約の条件に従ってＡＴＣＣから入手可能であり、前記合意は（
ａ）培地への接近は、特許出願が係属中は、特許庁長官が37 CFR §1.14及び35 USC §12
2に基づいて認めたものに可能であり、（ｂ）このように寄託された培地の公衆への入手
可能性に対する制限は、特許された時点で取り除かれることを保証する。
【０１７２】
　特許出願の譲受人は、適当な条件で培養したときに、寄託に係る培地が脂肪又は喪失又
は破壊された場合、通知を受けたら速やかに、同じ培地の生存可能な標品と置き換えるこ
とに同意する。寄託された細胞系の入手可能性は、あらゆる政府の権威のある機関がその
特許法に従って許可した権利に反して発明を実施する許諾とは解釈されない。
【０１７３】
　上述の明細書は、当業者が本発明を実施するのに十分であると考える。機能的に同等な
いかなる抗体も本発明の範囲にあるので、本発明は寄託された抗体によってその範囲を制
限されることはない。この材料の寄託は、ここに含まれる詳細な説明が、本発明のベスト
モードを含む全ての態様を実施するのに不十分であることを容認するものではなく、請求
の範囲をそれが示す特定の例示に限定すると解釈すべきでもない。確かに、ここに示し述
べたものに加えて、本発明の種々の変形が、これまでの説明から当業者には明らかになり
、それらは添付した請求の範囲内にある。
【０１７４】
　以下の実施例は説明を目的として提供され、限定を目的としていない。本明細書におけ
る全ての引用文献の開示は参考としてここに明白に取り込まれる。
【実施例】
【０１７５】
　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１
　　　　　　　　　　　　　　　細胞死の誘導
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　細胞系：確立したヒト乳ガン細胞BT474及びMDA-MB-231（ATCCから入手可能）を、10% 
熱不活性化胎児ウシ血清(FBS)(HyClone,Logan,UT)、ピルビン酸ナトリウム、L-グルタミ
ン(2mM)、必須でないアミノ酸及び2Xビタミン溶液を補った最小必須培地(Gibco,Grand Is
land,NY)で成育させ、5% CO２で37℃で維持した(Zhang et al.Invas.& Metas.11(4):204-
215(1991)及びPrice et al.Cancer Res.50(3):717-721(1990))。
【０１７６】
　抗体：ErbB2の細胞外ドメインに対して特異的な抗ErbB2 IgG１κネズミモノクローナル
抗体4D5及び7C2を、Fendly et al.Cancer Research 50:1550-1558(1990)及びWO 89/06692
に記載されているように生産した。略記すると、Hudziak et al.Proc.Natl.Acad.Sci(USA
)84:7159(1987)に記載されているように生産されたNIH 3T3/HER2-3４００細胞（およそ1 
X 105ErbB2分子／細胞を発現する）を、25mM EDTAを含むリン酸緩衝生理食塩水(PBS)を用
いて回収し、BALB/cマウスを免疫化するために用いた。該マウスに、0,2,5及び7週で0.5m
l PBSにおいて107細胞の静脈内の注射を与えた。３２P-ラベルErbB2を免疫沈降する抗血
清を有するマウスに、9及び13週でコムギ胚芽凝集素-Sepharose(WGA)精製ErbB2膜抽出物
の静脈内注射を与えた。これに0.1mlのErbB2調製物の心室内注射が引き続き、脾臓細胞を
マウスミエローマ系X63-Ag8.653を用いて融合した。ハイブリドーマ上清を、ELISA及びラ
ジオイムノ沈降によってErbB2結合に対してスクリーニングした。MOPC-21(IgG1)(Cappell
,Durham,NC)を、アイソタイプマッチコントロールとして用いた。
【０１７７】
　細胞周期状態及び生存能の分析：FACSTAR PLUSＴＭ(Becton Dickinson Immunocytometr
y System USA,San Jose,CA)上のフローサイトメトリーによって生存能及び細胞周期状態
を調べるために、細胞を同時に調べた。乳ガン細胞をリン酸緩衝生理食塩水(PBS)を用い
て単一層を洗浄することによって回収し、0.05% トリプシン及び0.53mM EDTA(Gibso)内に
細胞をインキュベートし、そしてそれらを培養培地に再懸濁した。該細胞を1% FBSを含む
PBSをもちいて二度洗浄し、該ペレットを50μlの400μM 7アミノアクチノマイシンD(7AAD
)(Molecular Probes,Eugene,OR)、全ての透過性細胞を染色する生存色素を用いて氷上で3
0分インキュベートした。それから細胞を、1.0mlのPBS中に0.5% パラホルムアルデヒドを
用いて固定し、5% TWEEN 20ＴＭを含む220μlの10μg/ml HOECHST 33342ＴＭ色素（これ
もDNA結合色素である）を用いて4℃で16時間可溶化と染色を同時に実施した。
【０１７８】
　1 X 10４細胞由来のデータを集め、LYSYS IIＴＭソフトウェアーを用いて貯蔵し、PAIN
T-A-GATEＴＭソフトウェアー(Becton Dickinson)(Darzynkiewica et al.Cytometry 13:79
5-808(1992)及びPicker et al.J.Immunol.150(3):1105-1121(1993))を用いて分析した。
細胞周期の各段階における細胞の生存能及びパーセンテージを、それぞれ7AAD及びHoechs
t染色を用いてゲート化単一細胞で測定した。（細胞二量体は、Hoechstシグナルの広さ v
s 領域のパルス分析によって排除された。）細胞数を血球計算板を用いて測定した。
【０１７９】
　DNA合成：8 X 10３細胞／ウェルの三重のカルチャーを96穴平底プレートにおき、オー
バーナイトで接着させ、それから異なる期間抗ErbB2またはコントロールIgの存在下また
は不存在下で継続的にインキュベートした。培養の最後の12時間の間、ウェルを1μCi３H
-チミジン(Amersham,Arlington,VA)を用いてパルスした。
【０１８０】
　ErbB2の細胞外ドメインに対する結合のアフィニティー：放射性ヨウ素と結合した抗Erb
B2抗体を、Iodoge法によって調製した(Fracker et al.Biochem.Biophys.Res.Comm.80:849
-857(1978))。結合アッセイを、96穴組織カルチャープレートで培養されたBT474細胞の単
一層を用いて実施した(Falcon,Becton Dickenson Labware,Lincoln Park,N.J.)。該細胞
をトリプシン処理し、10４細胞／ウェルの密度で96穴プレートのウェルにまき、オーバー
ナイトで接着を許容した。該単一層を0.1%アジ化ナトリウムを補った冷却培養培地を用い
て洗浄し、それから氷上で４時間0.1%アジ化物を有する冷却培養培地で１２５I-抗－ErbB
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2抗体の連続希釈物の100μｌを用いて三重にインキュベートした。非特異的結合を100μl
の全容量で非放射性活性抗体の100倍の過剰量を用いて各サンプルの沈降によって見積も
った。非結合放射性活性を、0.1%アジ化ナトリウムを用いて冷却培地を用いた二度の洗浄
によって除去した。細胞関連放射性活性を、150μｌ 0.1M NaOH/ウェルを用いて該細胞の
可溶化の後ガンマカウンターで検出した。抗ErbB2結合定数(Kｄ)を、Scathcad分析によっ
て測定した。
【０１８１】
　結果：抗ErbB2抗体（7C2及び4D5）の結合アフィニティーを、Scatchard分析によって測
定した。結合定数(Kｄ)は、6.5 X 10－９M(4D5)及び2.9 X 10－９M(7C2)であった。結合
実験を、非ラベル抗体、引き続きFITC-7C2を用いて実施した。図２に示されているように
、4D5は7C2とは異なるエピトープと反応する。
【０１８２】
　それから、ErbB2を過剰発現するBT474ヒト乳ガン細胞の増殖に対するこれらの抗体の効
果を調べた。図３Ａは、アイソタイプマッチコントロールを用いてインキュベートした細
胞のフローサイトメトリー分析の結果を示す。該細胞の10-12%は死に、生存細胞の28%は
細胞周期のS-G２-M期であった。同様な結果は、該細胞を培地単独でインキュベートした
場合にも得られた。4D5を用いた処理（図３Ｂ）はコントロール細胞と比較して、前方光
錯乱によって測定される細胞サイズの減少、死細胞の割合の穏やかな増大(27.0%)及びG0/
G1の細胞の共同の増大(94%)を有するS-G2-Mの生存細胞の著しい減少(6.3%)を誘導する。
細胞カウントは46.7%まで減少した。いかなる理論に裏付けられているわけでもないが、4
D5はG0/G1における主要な細胞周期停止(CCA)を誘導するが、細胞の有意な割合の死もまた
誘導するようである。図３Ｃは、50μg/mlの7C2を用いたBT474細胞のインキュベートの結
果を示す。コントロール細胞と比較して残った生存細胞の前方光錯乱に変化はなく、死細
胞の割合の著しい増加(72%)及び細胞カウントの70%の減少が存在した（データは示されて
いない）。それ故生存細胞は85%まで減少した。サイクリング細胞のわずかな減少（21% v
s コントロールとして平均29%）が存在したが、過度の細胞死のため、サイクリング細胞
の優先的な欠損からCCAを区別することは困難であった。それ故7C2及び4D5は別々に細胞
に影響する；7C2は細胞死を優先的に誘導し、一夫で4D5はCCAを優先的に誘導する。図３
Ｄは、BT474細胞に50μg/ml 7C2及び１μg/ml 4D5を同時に加えた結果を示す。7C2単独を
用いて処理された細胞と比較して死細胞の割合に増加は存在しなかった（図３Ｃ）。しか
しながら残余の生存細胞の数はさらに50%まで減少した。加えて、浸透性膜及び有意に分
解したDNA(<1X)の両者を有する細胞の著しい増大が存在した。残余の生存細胞の少数の分
析により、4D5単独を用いて処理された細胞と比較してサイクリング細胞の同様な減少が
存在することが示された（図３Ｂと比較した図３Ｄ）。
【０１８３】
　ErbB2の通常のレベルを発現するさらなるコントロール、MDA-MB-231乳ガン細胞(Lewis 
et al.Cancer Immunol.Immunther.37:255-263(1993))を、4D5または7C2を用いて処理した
。コントロールと比較して、両抗体ともこれらの細胞の増殖に影響しなかった（S-G2-Mの
生存細胞の27-28%及び死細胞の12-13%）。
【０１８４】
　両抗体のさらなる効果は、4D5の最適以下の投与量(0.05μg/ml)が用いられた場合に明
白に示された。図４Ａは、チミジン取り込みが7C2及び4D5のそれぞれを用いて処理された
細胞において22.3%及び23%まで減少し、4D5及び7C2を用いて処理された細胞において58%
まで減少することを示す。20μg 7C2及び0.1μg 4D5を利用したさらなる実験は同様の結
果を与えた、即ちチミジン取り込みは7C2単独、4D5単独または4D5プラス7C2のそれぞれを
用いて処理された細胞において、41%,25%及び72%まで減少した。図４Ｂにおいて、生存細
胞カウントが示されている。全細胞カウントが測定され、FACS分析が生存細胞の数を確立
するために用いられた。生存細胞カウントは非処理コントロールと比較した場合、7C2,4D
5または組み合わせを用いて処理された細胞において、64%,29%及び84%まで減少した。
【０１８５】
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　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２
　　　　　　　　　　　　　 アポトーシスの誘導

　物質及び細胞カルチャー：全ての腫瘍細胞系は、American Type Culture Collection(R
ockville,MD)から得た。細胞を、10%熱不活性化胎児ウシ血清(FBS)(Hyclone)及び2mM L-
グルタミンを補ったDulbecco's Modified Eagle Medium(D-MEM):Ham's F-12(50:50)で培
養した。ヒト乳上皮細胞(HMEC)をCloneticsから得、ウシ下垂体抽出物を含むMEGM（乳上
皮増殖培地、Clonetics)で増殖させた。生化学試薬は以下のものを用いた：アネキシンＶ
－FITC(Bio Whittaker,Inc)、プロピジウムイオダイド(PI,Molecular Probes,Inc.)、及
びHOECHST 33342ＴＭ(Calbiochem)。抗ErbB2モノクローナル抗体(MAb)を、Fendly et al.
Cancer Research 50:1550-1558(1990)及びWO 89/06692に記載のように生産した（上記実
施例１参照）。試験された抗ErbB2 MAb配下の名称であった：4D5,7C2,7F3,3H4,2C4,2H11,
3E8及び7D3。アイソタイプマッチコントロールMAb 1766は、単純ヘルペスウイルス(HSV-1
)グリコプロテインＤに対して向けられている。
【０１８６】
　アポトーシスの誘導を測定するためのフローサイトメトリー分析：細胞を、100 X 20mm
皿に3 X 106／皿の密度でまき、オーバーナイトで付着させた。それから該培地を除去し
、新鮮な培地単独または10μg/mlの適切なMAbを含む培地と交換した。ほとんどの実験に
ついて、細胞を３日間インキュベートした。タイムコース研究のために細胞を、0.25,0.5
,1,2,24,72,96時間,7または10日間処理した。量応答性実験で用いられるMAbの濃度は、0.
01,0.1,1及び10μg/mlであった。各処理に引き続き、上清を個々に回収し、氷上におき、
単一層をトリプシン処理によって分離し、相当する上清を用いてプールした。それから細
胞を4℃で５分1200rpmで遠心分離し、該ペレット3ml冷氷Ca２＋結合バッファー(10mM Hep
es,pH7.4,140mM NaCl,2.5mM CaCl２)を再懸濁し、細胞凝集物の除去のために35mm濾過キ
ャップ12 X 75チューブ(1ml/チューブ、３チューブ／処理群)内に分割した。それから３
のチューブの各群に、アネキシンＶ－FITC（１μg/ml）またはPI（10μg/ml）またはアネ
キシンＶ－FITCプラスPIを与えた。サンプルを、FACSCANＴＭフローサイトメトリー及びF
ACSCONVERTＴＭ CellQuestソフトウェアー(Becton Dickinson)を用いて分析した。細胞周
期分析のために、細胞を37℃で２時間9μg/ml HOECHST 33342ＴＭを用いて分析し、それ
からMODFIT LTＴＭソフトウェアー(Verity Software House)を用いてEPICS ELITEＴＭフ
ローサイトメーター(Coulter Corporation)上で分析した。
【０１８７】
　血清除去実験を以下の方法で実施した。BT474乳ガン細胞を、100 X 20mm皿上で5 X 106
/皿の密度で培養培地にまいた。引き続く日、該培地を0.1% FBSを含む培地と交換し、該
細胞を３日間インキュベートした。それから細胞に0.1% FBSを補った新鮮な培地で10μg/
mlのMAb 7C2または4D5を与えた。３日間のインキュベーションの後、アネキシンＶ結合、
PI取り込み及び細胞周期進行の分析を上記記載のように実施した。非由来細胞に対する血
清枯渇細胞の増殖を比較するために、全ての時間時点で10% FBSを補った培地でインキュ
ベートされたBT474細胞の別々の皿をパラレルに研究した。
【０１８８】
　DNAラダー形成の検出：DNAのヌクレオソーム内断片化を測定するために、BT474乳ガン
細胞をまき、上記記載のように10μg/ml MAb 4D5または7C2を用いて３日間処理した。DNA
を抽出し、３２P末端ラベルし、5μg/mlのエチジウムブロマイドを含む2%アガロースゲル
で移動させた。それから該ゲルを乾燥させ、Kodakフィルムに露光した。アポトーシスの
指標であるDNAラダーの形成を、３日間10μg/ml MAb 7C2またはMAb 4D5を用いて処理した
BT474乳ガン細胞で観察した。
【０１８９】
　電気的ミクログラフィー研究：BT474細胞を３日間10μg/ml MAb 7C2を用いて処理し、
それから0.1M カコジル酸バッファーにおいて1.25% ホルムアルデヒド/1% グルタルアル
デヒドに固定した。固定後処理を、カコジル酸バッファーにおける2% オスミニウムテト
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ロキシドで実施した。それから固定化バッファーを酢酸ウラシルで末端ブロック染色し、
エタノールの勾配化濃度で脱水し、Eponetにおいた。切片をミクロトーンを利用してカッ
トし、Philips CM12ＴＭ電子顕微鏡の下で観察した。アポトーシス細胞の典型である核と
細胞質の凝縮を示す高凝集細胞を、MAb 7C2を用いた処理の後観察した。アポトーシス性
細胞は次第に、下にある細胞によって食作用された。
【０１９０】
　実施された実験の結果が、図５－１４に示されている。特定の抗ErbB2 MAbは、電子顕
微鏡、アネキシンＶ結合、DNA含有量の細胞周期分析、DNAラダー化及び維持露出ビデオミ
クログラフィーによって証明されるErbB2を過剰発現するヒト腫瘍細胞系におけるアポト
ーシスを誘導する。抗ErbB2 MAb 7C2及び7F3は、ErbB2細胞外ドメイン上の同じエピトー
プを認識し、最も効果的なプロアポトーシス効果を示す。抗ErbB2 MAb 4D5は、異なるErb
B2エピトープを認識し、増殖におけるその効果的な減少に加えて少量のアポトーシスを誘
導する。7C2または4D5によるアポトーシス性細胞死の誘導は、細胞周期とは独立のように
思われる。血清枯渇または4D5を用いた処理のそれぞれ、それに引き続く7C2を用いた処理
による増殖の阻害は、該培養物の完全な細胞死を引き起こしうる。
【０１９１】
　　　　　　　　　　　　　　　　実施例３
　　　　　　　　卵巣細胞のアポトーシス及び組み合わせ治療

　方法：SKOV3卵巣ガン細胞を20 X 100mm皿に10６/皿の密度でまき、2-3日間付着させた
。それから該培地を除去し、新鮮な培地単独または適切な抗HER2 MAbを含む培地と置換し
た。単一のMAbを用いた処理についての研究のため、細胞を３日間10μg/ml MAb 7C2また
は4D5を用いてインキュベートした。抗体組み合わせ処理のため、BT474細胞を0.25または
0.5μg/ml MAb 7C2を用いて２４時間最初に処理した。この処理に引き続き、10μg/ml MA
b 4D5を加え、該細胞を３日間以上インキュベートした。核処理に引き続き、上清を個々
に回収し、氷上におき、単一層をトリプシン処理によって分離し、相当する上清を用いて
プールした。それから細胞を4℃で５分1200rpmで遠心分離し、該ペレットを氷冷Ca２＋結
合バッファー(10mM Hepes,pH7.4,140mM NaCl,2.5mM CaCl２)において再懸濁し、35mm濾過
キャップ12 X 75チューブ内に分割した。細胞を１μg/mlアネキシンＶ－FITC及び10μg/m
lプロピジウムイオダイド（ぴ）を用いて染色し、FACSCONVERT CELLQUESTＴＭソフトウェ
アー(Becton Dickinson)を用いてFACScanフローサイトメーターで分析した。
【０１９２】
　卵巣細胞におけるアポトーシスの誘導：MAb 7C2を用いた処理の３日後残存生存（アネ
キシンＶネガティブ/PIネガティブ）のパーセントは、SKOV3卵巣ガン細胞系において48%
（アネキシンＶ結合における3.8倍の増大）まで減少した。
　組み合わせ治療：MAb 7C2及び4D5の連続的な添加によるアポトーシスの誘導は、それぞ
れの抗体単独と比較してさらなる効果を導く（図１６）。0.5μg/ml MAb 7C2、引き続き1
0μg/ml MAb 4D5を用いたBT474乳ガン細胞の処理は、MAb 4D5または7C2単独のそれぞれを
用いた68%または29.1%のそれぞれと比較して、12%に生存（アネキシンＶネガティブ/PIポ
ジティブ）細胞の減少を引き起こす。このさらなる効果はまた、最適以下の投与量のMAb 
7C2を用いても見られ、その場合0.25μg/ml 7C2プラス10μg/ml 4D5を用いた処理はMAb 4
D5単独に対して68%及び7C2単独に対して77%と比較して、37.5％まで生存細胞の減少を導
く。MAb 7C2及び4D5の同時の添加、または7C2の前にMAb 4D5の添加は、細胞死のさらなる
効果を導かないようである。それ故いかなる理論に支えられるわけではもないが、Mab 7C
2それからMAb 4D5の連続的な添加は、増大したアポトーシス効果を達成するために重要で
あろう。
【０１９３】
　　　　　　　　　　　　　　　　実施例４
　　　　　　　　　　　　抗HER2抗体のin vivo効果
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　HER2過剰発現ヒト乳ガンの異種移植片モデルを、HER2過剰発現腫瘍に関する抗HER2 MAb
の効果を評価するために確立した。該モデルは、ヌードマウスBT474M1における増殖のた
めにin vivoで選択されたBT474細胞系を用いる。腫瘍を有するマウスを一週間に二度、モ
ノクローナル抗体4D5，7C2または7F3あるいは7C2か7F3と4D5の組み合わせを用いて処理し
た。腫瘍増殖を一週間に二度腫瘍サイズを測定することによって評価した。4D5モノクロ
ーナル抗体は、BT474M1細胞系由来のHER2過剰発現異種移植片腫瘍に対して有意な増殖阻
害効果を有した。これらの結果は、以前に印刷された結果と同じである。モノクローナル
抗体7C2及び7F3は、試験された投与量でそれら自身に対して穏やかな増殖阻害効果を有し
、4D5の増殖阻害効果を有意に増大した。該抗体の全てが該動物に対していかなる毒性効
果をも示さなかった。
【０１９４】
　動物モデル：NDR.nu/nuマウス（同種接合体のメス、４週齢）を、腫瘍の増殖をサポー
トするために0.752mg持続放出17βエステラジオールペレットを用いて皮下に移植した。
動物をエストロゲン移植の後２４時間で、MATRIGELＴＭにおいて500万のBT474腫瘍細胞を
用いて皮下注射によってイノキュレートした。動物を健康状態について毎日モニターし、
腫瘍を週に二度測定した。腫瘍測定についての報告を、それらを集めるために提供した。
研究の間の毒性を評価するために、動物を毎日体重測定した。105の動物をイノキューレ
ートし、全ての動物が研究において評価された。
【０１９５】
　処理プロトコール：動物を7の処理群(15動物／群)の一つにランダムに分けた。処理を
腫瘍のイノキュレーションの後６日に始めた。全ての動物の腫瘍サイズ及び各処理群に対
する平均腫瘍サイズを、群の間で一致を確認するために治療の開始前に測定した。治療群
は以下の通りであった：
1) ビークルコントロール注射－週に二度腹腔内(IP)による100μl
2) 無関係の抗体(αgp120)(アイソタイプマッチ)－週に二度100μl IPで10mg/kg
3) MAb 7C2－週に二度IP注射による100μlで10mg/kg
4) MAb 7F3－週に二度IP注射による100μlで10mg/kg
5) MAb 4D5－週に二度IP注射による100μlで10mg/kg
6) MAb 7C2(10mg/kg)＋MAb 4D5(101mg/kg)－毎週IP注射による100μl中
7) MAb 7F3(10mg/kg)＋MAb 4D5(101mg/kg)－毎週IP注射による100μl中
【０１９６】
　全ての処理群を腹腔内注射によって全部で10処理を週に二度処理した。処理群1-4は、
大きな腫瘍細部のためこの時点で除去した。処理群5,6及び7は継続し、全部で16抗体治療
を受けた。該研究を通じて、動物をその健康状態について毎日、腫瘍測定について週に二
度、及び体重について毎週モニターした。個々の動物のデータ及び処理群による平均デー
タを、入手可能なように提供した。
【０１９７】
　実験の終結：治療の終結の後、治療群1-4の動物は、これらの治療群内の大きな腫瘍サ
イズのため除去した。腫瘍の大きさは、4gms(4,000mm３)を越えなかった。有意な体重の
減少を有する動物は観察されず、治療の開始時点の体重から体重の15％の減少より大きい
体重の減少をしたものは全く観察されなかった。実験の終結時に、全ての動物が除去され
た。
【０１９８】
　結果：HER2増殖因子レセプターに向けられたモノクローナル抗体4D5，7C2及び7F3が、H
ER2レセプターを過剰発現するマウス異種移植片モデルにおいて用いられた。抗体は単独
、及びアポトーシス抗体(7C2及び7F3)と増殖阻害抗体(4D5)の組み合わせにおいて用いら
れた。アポトーシス抗体(7C2及び7F3)は研究に早期において増殖阻害効果を有し、それは
後の時間点で失われた（図１７）。増殖阻害抗体4D5は、以前の研究で報告されているよ
うに該研究を通じて著しい増殖阻害効果を有した。7C2または7F3のそれぞれと4D5の組み
合わせは、増殖阻害効果を有意に発揮し、4D5/7C2が最良の組み合わせであった。4D5単独
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処理群での一つの完全な回復と、4D5/7C2処理群における一つの完全な回復が存在した。
抗体コントロール群(抗gp120 MAb)は、塩水処理コントロール群と同等であった。体重は
腫瘍イノキュレーションの後初めに増大し、それから該研究の残りを通じて維持されてい
た。該抗体は全て、該動物に対するいかなる毒性効果をも示さなかった。
【図面の簡単な説明】
【０１９９】
【図１】図１Ａ及びＢは、それぞれ細胞に対するアポトーシスの効果、及びアポトーシス
を測定する方法を示す。図１Ａは、プログラムされた細胞死（アポトーシス）を受ける細
胞で生じる生理学的変化を示す。図１Ｂは、細胞膜の内側葉状部から細胞の外側へのホス
ファチジルセリン(PS)の膜貫通を示す。このPS膜貫通は工程は、アポトーシスを受ける細
胞に対して特異的である。アネキシンＶはPSに対して特異的に結合し、それ故アポトーシ
スを測定する手段を提供する。
【図２】図２は、抗ErbB2抗体のエピトープ特異性を示す。mAbをBT474細胞に対する7C2の
結合をブロックするために用いた。50μgの抗ErbB2抗体で前処理されたものとされないも
ののBT474細胞(0.5 X 10６)（氷上で15分）を二度洗浄し、0.1mlの1% FBS/PBSに再懸濁し
、7C2抗体を接合した5μgのフルオレセインイソチオシアネート(FITC)を用いてインキュ
ベートした（氷上で15分）。インキュベーションに引き続き、非結合フルオロクロムを除
去するために該細胞懸濁液を1% FBS/PBSを用いて二度洗浄し、1% パラホルムアルデヒド
／PBSを用いて固定し、フローサイトメトリーによって分析した。
【図３】図３Ａ－Ｄは、ErbB2を過剰発現するヒト乳ガン細胞に対する抗ErbB2抗体の効果
を示す。回収の時間で通常の膜機能を有する細胞（「生存」細胞）はDNA色素7AADを排除
し、膜の透過性化の後好ましくはHoechstを用いて染色した。これらの細胞の分析により
、細胞周期のG０/G１期（メジャーピーク）及びS-G２-M期（ダブルの矢印で示されている
）での細胞を用いて古典的DNAプロフィール（最右のパネル）が明らかにされる。中央の
パネルにおいては、矢印によって示された細胞の集団は細胞死を表し、その中のあるもの
は回収時に異常な浸透性性質を有し、その核DNAを分解していた。4 X 10４ BT474細胞/ml
を、アイソタイプマッチコントロールIg（図３Ａ）、１μgのモノクローナル4D5（図３Ｂ
）、50μgのモノクローナル7C2（図３Ｃ）、または１μgの4D5抗体＋50μgの7C2抗体（図
３Ｄ）を含む培地中で72時間インキュベートした。死細胞のパーセンテージが中央のパネ
ルに示されており（7AADフルオレセイン vs Hoechstフルオレセイン）、細胞周期のS,G２
及びM期を組み合わせた生存細胞のパーセンテージが右のパネルに示されている（Hoechst
フルオレセイン vs 細胞カウント）。左のパネルは、前方及び右角度光スキャッターによ
って測定された細胞のサイズを示す。
【図４】図４Ａ及びＢは、DNA合成に対する4D5及び7C2抗体の付加効果、及びBT474細胞に
おける生存能を示す。2の実験の平均±S.D.が示されている。図４Ａにおいて、8 X 10３

細胞/0.2ml/ウェルが72時間かけて4D5(0.05μg/ml)及び／または7C2(50μg/ml)を用いて
処理され、最後の12時間で1μCi[3H]-チミジンを用いてパルスされた（三重で）。図４Ｂ
において、細胞生存能について、全細胞カウントが得られ、生存能がFACS分析によって測
定された。7C2及び7C2プラス4D5処理の両者に対する標準偏差は、図において示されない
ほど小さかった(1 X 10３細胞)。
【図５】図５Ａ－Ｆは、BT474乳ガン細胞における抗ErbB2 MAb 7C2及び4D5によるアポト
ーシスの誘導を示す。図５Ａ、５Ｃ及び５Ｅは、細胞サイズを示す前方スキャッター(FS)
 vs logFITC（アネキシンＶ結合を表す）のプロットを示す。図５Ｂ、Ｄ及びＦは、logFI
TC vs logプロピジウムイオダイン(PI)の四分割プロットであり、パーセントアネキシン
Ｖポジティブ細胞が第四分割に示され、パーセントアネキシンＶ/PIポジティブ細胞が第
二分割に示されている。非処理細胞は、いびつな円内に示されているように均一なサイズ
と蛍光シグナルを示し、85%生存である（図５Ａ）。低アネキシンＶ結合を示すのに加え
て、これらの細胞はPIを取り込まず、膜完全性において変化のないことを示す。10μg/ml
 MAb 7C2を用いた３日間の処理により生存細胞のパーセントの減少が引き起こされ（25.3
%に、図５Ｅ）、より小さいFITCポジティブ細胞集団へのほぼ完全な集団のシフトが引き
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起こされる（図５Ｅ）。図５Ｆに示されるようにMAb 7C2は、アネキシンＶポジティブ/PI
ポジティブ細胞のパーセントの7-8倍の増加を誘導し、アポトーシス性細胞死を示す。抗
増殖MAb、4D5は、小さい程度のアポトーシスを示す（コントロールの2.5倍、図５Ｃ及び
Ｄ）。
【図６】図６は、MAb 7C2の効果が量依存的であることを示す。アネキシンＶポジティブ
及びPIポジティブ細胞の数の増加によって測定される、MAb 7C2によるBT474乳ガン細胞の
アポトーシスの誘導は0.1μg/mlの濃度で明らかであり、最大1μg/mlに到達する。
【図７】図７Ａ及び７Ｂは、それぞれBT474及びSKBR3乳ガン細胞におけるMAb 7C2誘導ア
ポトーシスのタイムコースである。10μg/ml MAb 7C2を用いたBT474（図７Ａ）及びSKBR3
細胞（図７Ｂ）の処理は、処理の開始の後15分程度で生存細胞（アネキシンＶ及びPIネガ
ティブである細胞）のパーセントの減少を引き起こし、24時間で最大に到達する。BT474
細胞系は、SKBR3細胞と比較してMAb 7C2のプロアポトーシス効果に対してより感受性であ
る。
【図８－１】図８Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbに対する様々な細胞系の反応を示す。BT474,SKB
R3及びMCF7乳ガン細胞系、並びに通常ヒト乳上皮細胞(HMEC)（それぞれ図８Ａ－Ｄ）を、
抗ErbB2 MAb 4D5,3H4,7F3,7C2,2H11,3E8及び7D3；muMAb 4D5のヒト化バージョン(hu4D5)
；またはアイソタイプマッチ可逆的コントロールMAb 1766を用いてインキュベートした。
処理は10μg/mlのMAb濃度で３日間であった。データは2-9の別々の実験をプールし、コン
トロール細胞に対するアネキシンＶ結合の平均の倍の増大(+/-s.e.)で表される。MAb 7C2
及び4D5に対するBT474乳ガン細胞の反応は図５について記載されているものと同様である
（それぞれコントロールに対して9倍及び2.5倍）。BT474細胞に対するのと同様に高レベ
ルのErbB2を発現するSKBR3乳ガン細胞系におけるアポトーシスの誘導もまた、MAb 7C2（
及び同程度でMAb 4D5）を用いた処理の後生じる。さらにMAb 7F3は、BT474とSKBR3細胞系
の両者でアポトーシスを誘導する。通常のErbB2レベルを発現するMCF7乳ガン系、及びHME
Cは、抗ErbB2 MAbを用いた処理の後アネキシンＶの変化を示さなかった。これらの結果は
、ErbB2の過剰発現が抗ErbB2 MAbに対する応答性について必要とされることを示唆する。
図８Ｅでは、ErbB2を過剰発現する非小細胞肺ガン腫系、Calu3を、抗ErbB2 MAbによるア
ポトーシスの誘導について試験した。7C2または7F3を用いた処理により、アネキシンＶの
増大した結合が引き起こされた。
【図８－２】図８Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbに対する様々な細胞系の反応を示す。BT474,SKB
R3及びMCF7乳ガン細胞系、並びに通常ヒト乳上皮細胞(HMEC)（それぞれ図８Ａ－Ｄ）を、
抗ErbB2 MAb 4D5,3H4,7F3,7C2,2H11,3E8及び7D3；muMAb 4D5のヒト化バージョン(hu4D5)
；またはアイソタイプマッチ可逆的コントロールMAb 1766を用いてインキュベートした。
処理は10μg/mlのMAb濃度で３日間であった。データは2-9の別々の実験をプールし、コン
トロール細胞に対するアネキシンＶ結合の平均の倍の増大(+/-s.e.)で表される。MAb 7C2
及び4D5に対するBT474乳ガン細胞の反応は図５について記載されているものと同様である
（それぞれコントロールに対して9倍及び2.5倍）。BT474細胞に対するのと同様に高レベ
ルのErbB2を発現するSKBR3乳ガン細胞系におけるアポトーシスの誘導もまた、MAb 7C2（
及び同程度でMAb 4D5）を用いた処理の後生じる。さらにMAb 7F3は、BT474とSKBR3細胞系
の両者でアポトーシスを誘導する。通常のErbB2レベルを発現するMCF7乳ガン系、及びHME
Cは、抗ErbB2 MAbを用いた処理の後アネキシンＶの変化を示さなかった。これらの結果は
、ErbB2の過剰発現が抗ErbB2 MAbに対する応答性について必要とされることを示唆する。
図８Ｅでは、ErbB2を過剰発現する非小細胞肺ガン腫系、Calu3を、抗ErbB2 MAbによるア
ポトーシスの誘導について試験した。7C2または7F3を用いた処理により、アネキシンＶの
増大した結合が引き起こされた。
【図８－３】図８Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbに対する様々な細胞系の反応を示す。BT474,SKB
R3及びMCF7乳ガン細胞系、並びに通常ヒト乳上皮細胞(HMEC)（それぞれ図８Ａ－Ｄ）を、
抗ErbB2 MAb 4D5,3H4,7F3,7C2,2H11,3E8及び7D3；muMAb 4D5のヒト化バージョン(hu4D5)
；またはアイソタイプマッチ可逆的コントロールMAb 1766を用いてインキュベートした。
処理は10μg/mlのMAb濃度で３日間であった。データは2-9の別々の実験をプールし、コン
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トロール細胞に対するアネキシンＶ結合の平均の倍の増大(+/-s.e.)で表される。MAb 7C2
及び4D5に対するBT474乳ガン細胞の反応は図５について記載されているものと同様である
（それぞれコントロールに対して9倍及び2.5倍）。BT474細胞に対するのと同様に高レベ
ルのErbB2を発現するSKBR3乳ガン細胞系におけるアポトーシスの誘導もまた、MAb 7C2（
及び同程度でMAb 4D5）を用いた処理の後生じる。さらにMAb 7F3は、BT474とSKBR3細胞系
の両者でアポトーシスを誘導する。通常のErbB2レベルを発現するMCF7乳ガン系、及びHME
Cは、抗ErbB2 MAbを用いた処理の後アネキシンＶの変化を示さなかった。これらの結果は
、ErbB2の過剰発現が抗ErbB2 MAbに対する応答性について必要とされることを示唆する。
図８Ｅでは、ErbB2を過剰発現する非小細胞肺ガン腫系、Calu3を、抗ErbB2 MAbによるア
ポトーシスの誘導について試験した。7C2または7F3を用いた処理により、アネキシンＶの
増大した結合が引き起こされた。
【図９】図９Ａ－Ｉは、細胞周期進行及び細胞死に対するMAb 7C2及び4D5の効果を示す。
非処理BT474細胞は主にアネキシンＶネガティブ及びPIネガティブであり（図９Ａ、第三
分割）、通常の細胞周期DNAヒストグラムを示す（図９Ｂ及びＣ）。10μg/ml MAb 4D5を
用いて試験された細胞は、PIの取り込み及びアネキシンＶ－FITC結合の増大を示す（図９
Ｄ、第二分割）。ほとんどの主張される効果は細胞周期に関するものである一方、MAb 4D
5はほとんど完全にS期における細胞のパーセントを減少する（図９Ｅ及びＦ）。MAb 7C2
は、PI取り込み及びアネキシンＶ－FITC結合によって測定されるBT474における有意な量
の細胞死を誘導する（図９Ｇ、第二分割）。細胞周期分析により、サブG０/G１または低
二倍体集団の存在（図９Ｉ）、アポトーシス細胞の特徴が示され、該細胞が高レベルのア
ネキシンＶ結合を示した（図９Ｈ、第一分割）。
【図１０】図１０Ａ－Ｆは、図９Ａ－ＩのDNAヒストグラムの曲線フィット分析由来の結
果であり、コントロール細胞(61% S期細胞)と比較してMAb 7C2処理の後のS期(52%)におけ
る細胞の存在の変化がほとんどないことを示すが、Mab 4D5に応答してS期の細胞数の劇的
な減少(6%まで)を示す（それぞれ図１０Ｃ、ＡおよびＢ）。細胞のアポトーシス集団の分
析（第二分割由来のアネキシンＶ/PIポジティブ細胞、図９Ａ、Ｄ及びＧ）により、全細
胞集団と比較してパーセントS期細胞において差異がないことが明らかにされる（図１０
Ｄ、コントロール＝55%；図１０Ｅ、MAb 4D5＝7%；図１０Ｆ、MAb 7C2＝56%）。さらに、
G０/G１及びG２/M期は変化せず（図１０ＡとＤ、ＢとＥ、ＣとＦを比較）、細胞が全ての
周期で細胞周期を促進し、MAb誘導アポトーシス性細胞死が細胞周期特異性ではないこと
を示す。
【図１１】図１１Ａ及びＢは、MAb 7C2誘導性アポトーシスが増殖停止によって増大する
ことを示す。細胞周期研究由来のデータに加えて、ビデオによる時間的な記録から、MAb 
7C2処理細胞の集団が増殖を続ける一方、他の者はアポトーシスを受けることが観察され
た。それ故、細胞増殖の阻害がMAb 7C2のプロアポトーシス活性を増大するかどうかを測
定するための実験が実施された。BT474細胞は増殖停止を誘導するために３日間血清を枯
渇され、それから３日間10μg/mlのMAb 7C2または4D5を用いて処理され、生存能（アネキ
シンＶ－FITC結合及びPI取り込み）と同様に細胞周期効果を分析された。S期細胞の存在
が33%(10% FBS中)から10%に減少したことによって示されるように、血清枯渇（0.1%FBSを
補った培地でのインキュベーション）は増殖を効果的に減少した（図１１Ａ）。MAb 4D5
の潜在的な抗増殖活性は、以前の増殖停止によってさらには増大されない。MAb 7C2処理
細胞における血清枯渇の存在及び不存在でのS期における細胞の大きさはコントロールと
同様であった。図１１Ｂは、血清枯渇が非処理細胞の細胞生存能に逆方向に影響しないこ
とを示す。しかしながら生存能は、血清枯渇の期間の後10μg/ml MAb 4D5を用いて処理さ
れたBT474細胞において55%に減少する。さらに10μg/mlのMAb 7C2を用いた増殖停止細胞
の処理は、ほとんど完全に全カルチャーを全滅させ、その場合アネキシンＶネガティブ及
びPIネガティブ細胞のパーセントは10%に減少する。
【図１２】図１２は、ErbB2のドメイン１のアミノ酸配列を下線で示す（配列番号１）。
太字のアミノ酸は、欠失マッピングによって決定されたMAb 7C2及び7F3によって認識され
るエピトープの位置、即ち「7C2/7F3エピトープ」を示す（配列番号２）。
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【図１３】図１３は、トランケーションミュータント分析及びサイトディレクトミュータ
ジェネシスによって測定されるErbB2の細胞外ドメインのエピトープマッピングを示す(Na
kamura et al.J.of Virology 67(10):6179-6191(1993年10月);Renz et al.J.Cell Biol.1
25(6):1395-1406(1994年1月))。プロアポトーシス性MAb 7C2及び7F3はレセプターのN末端
でエピトープを結合し、一方で抗増殖MAb 4D5及び3H4は膜貫通ドメインに隣接して結合す
る。様々なErbB2-ECDトランケーションまたはポイントミューテーションが、ポリメラー
ゼ連鎖反応法を用いてcDNAから調節された。ErbB2ミューテーションは、哺乳動物発現プ
ラスミドにおけるgD融合タンパク質として発現された。この発現プラスミドは、SV40ター
ミネーションを有するサイトメガロウイルスプロモーター／エンハンサー、及び挿入され
たcDNAの下流に位置するポリアデニル化シグナルを用いる。プラスミドDNAを293S細胞内
にトランスフェクトした。トランスフェクションに引き続く日に該細胞を、1%透析ウシ血
清、並びに３５Ｓメチオニン及び３５Ｓシステインのそれぞれを25μCi含むメチオニン及
びシステインフリー低グルコースDMEMでオーバーナイトで代謝的にラベルした。上清を回
収し、ErbB2 MAbまたはコントロール抗体のそれぞれを該上清に加え、4℃で2-4時間イン
キュベートした。該複合体を沈降し、10-20% Tticine SDS勾配ゲルにアプライし、100Vで
電気泳動した。該ゲルを膜上に電気溶出し、オートラジオグラフィーによって分析した。
【図１４－１】図１４Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbの効果はエピトープ特異性であることを示
す。抗ErbB2 MAbの抗増殖またはプロアポトーシス効果がエピトープ特異性に関連してい
るかどうかを測定するために、BT474細胞を3日間異なるMAbを用いて処理し、細胞周期分
析のためにHoechst 33342を用いて染色した。該MAbは以下のものであった：ErbB2細胞外
ドメイン上のアミノ酸22-53（配列番号２）を結合する7C2及び7F3（それぞれ図１４Ｂ及
びＣ）；529-625残基（配列番号４）を結合する4D5（図１４Ｄ）；及びアミノ酸541-599
（配列番号３）を結合する3H4（図１４Ｅ）。7C2と7F3の両者はアポトーシスを誘導する
（細胞集団のそれぞれ60.5%及び53.4%まで）が、非処理細胞（52.5%；図１４Ａ）と比較
してS期細胞の集団を減少しなかった（それぞれ64.9%及び58.7%）。対照的にErbB2膜貫通
領域に隣接して結合するMAb 4D5及び3H4は潜在的な抗増殖活性を示す(それぞれ%S=5.4及
び10.5、コントロールS=52.5%)が、アポトーシス性細胞死を促進する点では7C2及び7F3の
ように効率的ではなかった(4D5に対する%アポトーシス=41.9、3H4=26.3、コントロール=1
5.8%)。
【図１４－２】図１４Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbの効果はエピトープ特異性であることを示
す。抗ErbB2 MAbの抗増殖またはプロアポトーシス効果がエピトープ特異性に関連してい
るかどうかを測定するために、BT474細胞を3日間異なるMAbを用いて処理し、細胞周期分
析のためにHoechst 33342を用いて染色した。該MAbは以下のものであった：ErbB2細胞外
ドメイン上のアミノ酸22-53（配列番号２）を結合する7C2及び7F3（それぞれ図１４Ｂ及
びＣ）；529-625残基（配列番号４）を結合する4D5（図１４Ｄ）；及びアミノ酸541-599
（配列番号３）を結合する3H4（図１４Ｅ）。7C2と7F3の両者はアポトーシスを誘導する
（細胞集団のそれぞれ60.5%及び53.4%まで）が、非処理細胞（52.5%；図１４Ａ）と比較
してS期細胞の集団を減少しなかった（それぞれ64.9%及び58.7%）。対照的にErbB2膜貫通
領域に隣接して結合するMAb 4D5及び3H4は潜在的な抗増殖活性を示す(それぞれ%S=5.4及
び10.5、コントロールS=52.5%)が、アポトーシス性細胞死を促進する点では7C2及び7F3の
ように効率的ではなかった(4D5に対する%アポトーシス=41.9、3H4=26.3、コントロール=1
5.8%)。
【図１４－３】図１４Ａ－Ｅは、抗ErbB2 MAbの効果はエピトープ特異性であることを示
す。抗ErbB2 MAbの抗増殖またはプロアポトーシス効果がエピトープ特異性に関連してい
るかどうかを測定するために、BT474細胞を3日間異なるMAbを用いて処理し、細胞周期分
析のためにHoechst 33342を用いて染色した。該MAbは以下のものであった：ErbB2細胞外
ドメイン上のアミノ酸22-53（配列番号２）を結合する7C2及び7F3（それぞれ図１４Ｂ及
びＣ）；529-625残基（配列番号４）を結合する4D5（図１４Ｄ）；及びアミノ酸541-599
（配列番号３）を結合する3H4（図１４Ｅ）。7C2と7F3の両者はアポトーシスを誘導する
（細胞集団のそれぞれ60.5%及び53.4%まで）が、非処理細胞（52.5%；図１４Ａ）と比較
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してS期細胞の集団を減少しなかった（それぞれ64.9%及び58.7%）。対照的にErbB2膜貫通
領域に隣接して結合するMAb 4D5及び3H4は潜在的な抗増殖活性を示す(それぞれ%S=5.4及
び10.5、コントロールS=52.5%)が、アポトーシス性細胞死を促進する点では7C2及び7F3の
ように効率的ではなかった(4D5に対する%アポトーシス=41.9、3H4=26.3、コントロール=1
5.8%)。
【図１５】図１５は、実施例３で測定されるようなSKOV3卵巣ガン細胞系における抗HER2 
MAb 7C2によるアポトーシスの誘導を示す。
【図１６】図１６は、抗HER2 MAb 7C2が抗HER2 MAb 4D5の前に投与される場合に、抗HER2
 MAbを用いた組み合わせ処理がBT474乳ガン細胞に対する増大されたアポトーシス効果を
引き起こすことを示す（実施例３参照）。
【図１７】図１７は、実施例４に記載されるヌードマウスにおける、平均腫瘍容量(mm3)+
/-1 BT474M1異種移植片のS.E.に対する、抗HER2 MAb単独または組み合わせの投与の効果
を示す。抗体は6日目から弱く始めて２度投与した。

【図１】 【図２】
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