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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
エフリンＢ４の検出のための抗エフリンＢ４（抗ＥｐｈＢ４）抗体を含む製造物品または
キットであって、該検出は、生物学的試料中のエフリンＢ４－抗エフリンＢ４抗体複合体
を検出することを含み、該抗エフリンＢ４抗体は、以下：
　（ａ）各々が順に配列番号９、１１、１３、１、３及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；
　（ｂ）各々が順に配列番号１０、１２、１４、１、３及び８を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、Ｈ
ＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅ
ｐｈＢ４抗体；
　（ｃ）各々が順に配列番号９、１１、１５、２、４及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；
　（ｄ）各々が順に配列番号９、１１、１６、１、５及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；または
　（ｅ）各々が順に配列番号９、１１、１７、１、６及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体、
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からなる群より選択される、製造物品またはキット。
【請求項２】
前記抗ＥｐｈＢ４抗体が検出可能に標識される、請求項１に記載の製造物品またはキット
。
【請求項３】
前記生物学的試料が、癌、腫瘍および／または細胞増殖性障害を有する対象に由来する、
請求項１または２に記載の製造物品またはキット。
【請求項４】
前記生物学的試料が、脈管形成に関連する病理学的状態を有する対象に由来する、請求項
１または２に記載の製造物品またはキット。
【請求項５】
脈管形成に関連する前記病理学的状態が、癌、腫瘍および／または細胞増殖性障害である
、請求項４に記載の製造物品またはキット。
【請求項６】
脈管形成に関連する前記病理学的状態が、眼内血管新生疾患である、請求項４に記載の製
造物品またはキット。
【請求項７】
前記生物学的試料が、神経障害または神経変性の疾患を有する対象に由来する、請求項１
または２に記載の製造物品またはキット。
【請求項８】
対象における障害の施療的および／または予防的治療のための、抗エフリンＢ４（抗Ｅｐ
ｈＢ４）抗体を含む製造物品またはキットであって、該抗エフリンＢ４抗体は、以下：
　（ａ）各々が順に配列番号９、１１、１３、１、３及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；
　（ｂ）各々が順に配列番号１０、１２、１４、１、３及び８を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、Ｈ
ＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅ
ｐｈＢ４抗体；
　（ｃ）各々が順に配列番号９、１１、１５、２、４及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；
　（ｄ）各々が順に配列番号９、１１、１６、１、５及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体；または
　（ｅ）各々が順に配列番号９、１１、１７、１、６及び７を含む、ＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶ
Ｒ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含む、抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体、
からなる群より選択される、製造物品またはキット。
【請求項９】
抗脈管形成剤をさらに含む、請求項８に記載の製造物品またはキット。
【請求項１０】
前記抗脈管形成剤が血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）のアンタゴニストである、請求項９に
記載の製造物品またはキット。
【請求項１１】
前記ＶＥＧＦアンタゴニストが抗ＶＥＧＦ抗体である、請求項１０に記載の製造物品また
はキット。
【請求項１２】
前記抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである、請求項１１に記載の製造物品またはキット。
【請求項１３】
化学療法剤をさらに含む、請求項８～１２のいずれか一項に記載の製造物品またはキット
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。
【請求項１４】
前記障害が、癌、腫瘍および／または細胞増殖性障害である、請求項８～１３のいずれか
一項に記載の製造物品またはキット。
【請求項１５】
前記障害が、脈管形成に関連する病理学的状態である、請求項８～１３のいずれか一項に
記載の製造物品またはキット。
【請求項１６】
脈管形成に関連する前記病理学的状態が、癌、腫瘍および／または細胞増殖性障害である
、請求項１５に記載の製造物品またはキット。
【請求項１７】
脈管形成に関連する前記病理学的状態が、眼内血管新生疾患である、請求項１５に記載の
製造物品またはキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願への相互参照）
　この出願は、米国特許法§１１９の下、２００６年１月５日に出願された米国仮出願第
６０／７５６，８８９号および２００６年１月２０日に出願された米国仮出願第６０／７
６０，８９２号（これらの全体の内容は、参考として本明細書に援用される）への優先権
を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は一般的に分子生物学の分野に関する。より詳細には、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗
体及びその使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　血管供給の発生は多くの生理学的および病理学的な過程のための基礎的な要件である。
胚及び腫瘍のような活動的に生育している組織は十分な血液供給を必要とする。それらは
脈管形成と称される過程を介して新しい血管の形成を増進するプロ脈管形成因子を生産す
ることによりこの必要性を満足する。血管の形成は以下の過程、即ちａ）内皮細胞（ＥＣ
）が既存ＥＣから増殖するか、又は先祖細胞から分化し；ｂ）ＥＣが遊走して融着し、索
様の構造を形成し；ｃ）次に血管索が細管形成を起こして中央管腔を有する血管を形成し
；ｄ）既存の策又は血管が新芽を送り出すことにより二次血管が形成され；ｅ）原始血管
叢が更にリモデリング及び再形状化を起こし；そしてｆ）内皮周囲細胞がリクルートされ
て内皮管を包囲することにより血管に維持及び調節の機能を与え；そのような細胞には小
毛細管に対応する血管周囲細胞、大血管に対応する平滑筋細胞、及び心臓おける心筋が包
含される；の全て又は多くが関与した複雑であるが秩序のとれた生物学的事象である。Ｈ
ａｎａｈａｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ２７７：４８－５０（１９９７）；Ｈｏｇａｎ　＆　Ｋｏ
ｌｏｄｚｉｅｊ，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．３：５１３－２３（２００２）；Ｌｕｂ
ａｒｓｋｙ　＆　Ｋｒａｓｎｏｗ，Ｃｅｌｌ　１１２：１９－２８（２００３）。
【０００４】
　現在では種々の疾患の病因に脈管形成が関与している可能性があることが十分確立され
ている。これらには固形腫瘍及び転移、アテローム性動脈硬化症、水晶体後線維増殖、血
管腫、慢性炎症、眼内血管新生疾患、例えば増殖性網膜症、例えば糖尿病性網膜症、加齢
関連黄斑変性（ＡＭＤ）、血管新生性緑内障、移植角膜組織及び他の組織の免疫拒絶、慢
性関節リューマチ及び乾癬が包含される。Ｆｏｌｋｍａｎ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．
２６７：１０９３１－３４（１９９２）；Ｋｌａｇｓｂｒｕｎ等、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐ
ｈｙｓｉｏｌ．５３：２１７－３９（１９９１）；及びＧａｒｎｅｒ　Ａ．，”Ｖａｓｃ
ｕｌａｒ　ｄｉｓｅａｓｅｓ”，Ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｏｃｕｌａｒ　Ｄｉ
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ｓｅａｓｅ．Ａ　Ｄｙｎａｍｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｇａｒｎｅｒ　Ａ．，Ｋｌｉｎｔ
ｗｏｒｔｈ　ＧＫ，ｅｄｓ．，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，
ＮＹ，１９９４），ｐｐ１６２５－１７１０。
【０００５】
　腫瘍生育の場合は、脈管形成は過形成から新生物形成への推移のため、及び、腫瘍の生
育及び転移のための栄養を提供するために重要であると考えられる。Ｆｏｌｋｍａｎ等、
Ｎａｔｕｒｅ３３９：５８（１９８９）。血管新生は腫瘍細胞が正常細胞と比較して生育
の利点及び増殖上の自律性を獲得できるようにする。腫瘍は通常は使用可能な毛細管床か
らの距離のために数立方ミリメートルの大きさにしか増殖できない単一の異常な細胞とし
て発生し、そして長期間、更に生育及び播種することなく「休眠」し続けることができる
。その後一部の腫瘍細胞は脈管形成性の表現型に切り替わり、内皮細胞を活性化し、これ
が増殖して成熟し、新しい毛細血管となる。これらの新しく形成された血管は原発腫瘍の
生育の継続のみならず、転移腫瘍細胞の播種及び再コロニー化も可能とする。従って、乳
癌並びに数種の他の腫瘍における腫瘍断面中の微小血管の密度と患者の生存との間には相
関が観察されている。Ｗｅｉｄｎｅｒ等、Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２４：１－６（
１９９１）；Ｈｏｒａｋ等、Ｌａｎｃｅｔ　３４０：１１２０－２４（１９９２）；Ｍａ
ｃｃｈｉａｒｉｎｉ等、Ｌａｎｃｅｔ　３４０：１４５－４６（１９９２）。脈管形成の
切り替えを制御する厳密な機序は十分理解されていないが、腫瘍塊の血管新生は多数の脈
管形成の促進物質及び抑制物質の実質的な均衡から生じると考えられる（Ｆｏｌｋｍａｎ
，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．１（１）：２７－３１（１９９５））。
【０００６】
　血管の発生の過程は堅固に調節されている。今日まで、かなりの数の分子、大部分は包
囲している細胞により生産された分泌因子がＥＣの分化、増殖、遊走及び融着して索様構
造化することを調節することがわかっている。例えば、血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）は
脈管形成の刺激において、そして血管の透過性の誘導において関与している重要な因子と
して発見されている。Ｆｅｒｒａｒａ等、Ｅｎｄｏｃｒ．Ｒｅｖ．１８：４－２５（１９
９７）。たとえ単一のＶＥＧＦ対立遺伝子の損失も胚の致死をもたらすという発見は、血
管系の発生と分化におけるこの因子により果たされる代替不能な役割を示している。更に
又、ＶＥＧＦは腫瘍及び眼内障害に関連する血管新生の重要なメディエーターであること
がわかっている。Ｆｅｒｒａｒａ等、Ｅｎｄｏｃｒ．Ｒｅｖ．上出。ＶＥＧＦｍＲＮＡは
検査された人の腫瘍の大多数により過剰発現される。Ｂｅｒｋｍａｎ等、Ｊ．Ｃｌｉｎ．
Ｉｎｖｅｓｔ．９１：１５３－５９（１９９３）；Ｂｒｏｗｎ等、Ｈｕｍａｎ　Ｐａｔｈ
ｏｌ．２６：８６－９１（１９９５）；Ｂｒｏｗｎ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５３：４
７２７－３５（１９９３）；Ｍａｔｔｅｒｎ等、Ｂｒｉｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７３：９
３１－３４（１９９６）；Ｄｖｏｒａｋ等、Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１４６：１０２９
－３９（１９９５）。
【０００７】
　更に又、眼の流体中のＶＥＧＦの濃度レベルは糖尿病性及び他の虚血関連の網膜症を有
する患者における血管の活動性の増殖の存在と高度に相関している。Ａｉｅｌｌｏ等、Ｎ
．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３３１：１４８０－８７（１９９４）。更に又、ＡＭＤにより
影響を受けた患者における脈絡膜血管新生膜におけるＶＥＧＦの局在化が試験により明ら
かにされている。Ｌｏｐｅｚ等、Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．Ｖｉｓ．Ｓｃｉ
．３７：８５５－６８（１９９６）。
【０００８】
　抗ＶＥＧＦ中和抗体はヌードマウスにおいて種々のヒト腫瘍細胞系統の生育を抑制（Ｋ
ｉｍ等、Ｎａｔｕｒｅ　３６２：８４１－４４（１９９３）；Ｗａｒｒｅｎ等、Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９５：１７８９－９７（１９９５）；Ｂｏｒｇｓｔｒｏｍ等、Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５６：４０３２－３９（１９９６）；Ｍｅｌｎｙｋ等、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．５６：９２１－２４（１９９６）））し、そして、虚血性網膜症外のモデルに
おいても眼内脈管形成を抑制している（Ａｄａｍｉｓ等、Ａｒｃｈ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏ
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ｌ．１１４：６６－７１（１９９６））。従って、抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体又は他
のＶＥＧＦ作用の抑制剤は腫瘍及び種々の眼内血管新生障害の治療のための有望な候補で
ある。そのような抗体は例えば、１９９８年１月１４日に公開されたＥＰ８１７，６４８
；及び共に１９９８年１０月１５日に公開されたＷＯ９８／４５３３１及びＷＯ９８／４
５３３２に記載されている。１つの抗ＶＥＧＦ抗体であるベバシツマブは、転移結腸直腸
癌（ＣＲＣ）を治療するための化学療法プログラムと組み合わせた使用に関してＦＤＡに
認可されている。そしてベバシツマブは種々の癌の適応症を治療するために多くの進行中
の臨床治験において調査されている。
【０００９】
　ＥｐｈＢ４受容体（「ＥｐｈＢ４」又は「ＥｐｈＢ４Ｒ」）はヒトゲノムにおけるチロ
シンキナーゼ受容体の最大のファミリーであるｅｐｈ受容体ファミリーのメンバーである
（Ｄｏｄｅｌｅｔ，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９：５６１４－５６１９，２０００にて考察さ
れている）。ヒトｅｐｈ受容体チロシンキナーゼはエフリンと称される相当するＡ型およ
びＢ型のリガンドを有するＡクラス及びＢクラスに配列同一性により分類されている。シ
グナリングは受容体チロシンキナーゼがリガンドにより活性化されるフォワード態様にお
いて、そして、膜貫通エフリンＢリガンドが受容体との相互作用により活性化されるリバ
ース態様において起こることができる。Ｅｐｆ受容体リガンド相互作用は広範な生物学的
機能、例えば軸索ガイダンス、組織境界の形成、脈管形成及び細胞運動性への関与を示唆
されている（非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３）。ＥｐｈＢ４はエフリン－Ｂ
１、エフリン－Ｂ２及びエフリン－Ｂ３のようなリガンドに結合する。ＥｐｈＢ４受容体
はそのアミノ末端側半分に渡って伸長するシステインリッチのモチーフとそれに続くフィ
ブロネクチンＩＩ型モチーフ２つを有する細胞外領域を有している。保存されたキナーゼ
領域及び膜貫通ドメインを特徴とする細胞内ドメインが存在する。
【００１０】
　治療薬として開発するために最適である臨床的属性を有する薬剤がなお必要とされ続け
ていることは明白である。本明細書に記載した本発明はこの必要性に合致し、そして他の
利益も提供する。
【００１１】
　本明細書において引用する全ての参考文献、例えば特許出願及び公開物は参照により全
体が本明細書に組み込まれる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｋｕｌｌａｎｄｅｒ等、Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ
．（２００２）３：４７５－４８６
【非特許文献２】Ｃｈｅｎｇ等、Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅ
ｖ．（２００２）１３：７５－８５
【非特許文献３】Ｃｏｕｌｔｈａｒｄ等、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．（２００２）
４６：３７５－３８４
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は部分的にはＥｐｈＢ４結合剤（例えばイムノコンジュゲート、抗体及びそのフ
ラグメント）の種々のものの同定に基づいている。ＥｐｈＢ４は重要で好都合な治療薬と
して提示され、そして本発明は結合ＥｐｈＢ４に基づいた組成物及び方法を提供する。本
発明のＥｐｈＢ４結合剤は本明細書に記載する通り、ＥｐｈＢ４－ＥｐｈＢ４リガンド経
路の発現及び／又は活性化に関連する病理学的状態をターゲティングする場合に使用する
ための重要な治療薬および診断薬を提供する。従って、本発明はＥｐｈＢ４結合に関連す
る方法、組成物、キット及び製造物品を提供する。
【００１４】
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　本発明はＥｐｈＢ４に結合（例えば特異的に結合）する抗体を提供する。
【００１５】
　１つの特徴において、本発明は単離された抗ＥｐｈＢ４抗体を提供し、ここで抗体の完
全長ＩｇＧ型は約５０ｐＭより良好な結合親和性でヒトＥｐｈＢ４に特異的に結合する。
当該分野で良く知られている通り、リガンドのその受容体に対する結合親和性は種々の試
験の何れかを用いて測定でき、そして種々の定量値の項目において表示できる。従って、
１つの実施形態において、結合親和性はＫｄ値で表示され、そして固有の結合親和性を反
映している（例えば最小限のアビディティを有するもの）。一般的に、そして好ましくは
、結合親和性は無細胞または細胞系のセッティングにおいてインビトロで計測される。当
該分野で知られた多くの試験の何れか、例えば本明細書に記載するもの、例えばＢｉａｃ
ｏｒｅ、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）及びＥＬＩＳＡを使用することにより結合親和
性の測定値を得ることができる．
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４のリガンド結合領域に結合する単離された抗
体を提供する。一部の実施形態においては、単離された抗体はＥｐｈＢ４細胞外ドメイン
を含むか、これよりなるか、本質的にこれよりなるポリペプチドに結合する。
【００１６】
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の結合に関してＥｐｈＢ４リガンドと競合す
る単離された抗ＥｐｈＢ４抗体を提供する。
【００１７】
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４活性を抑制、低減及び／又はブロックする単
離された抗ＥｐｈＢ４抗体を提供する。一部の実施形態においては、ＥｐｈＢ４の自己ホ
スホリル化が抑制、低減及び／又はブロックされる。
【００１８】
　１つの特徴において、本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は、以下：
（ａ）以下：
（ｉ）配列Ａ１－Ａ１１を含むＨＶＲ－Ｌ１、ここでＡ１－Ａ１１はＲＡＳＱＤＶＳＴＡ
ＶＡ（配列番号９）であるもの、
（ｉｉ）配列Ｂ１－Ｂ７を含むＨＶＲ－Ｌ２、ここでＢ１－Ｂ７はＳＡＳＦＬＹＳ（配列
番号１１）であるもの、
（ｉｉｉ）配列Ｃ１－Ｃ９を含むＨＶＲ－Ｌ３、ここでＣ１－Ｃ９はＱＥＳＴＴＴＰＰＴ
（配列番号１５）であるもの、
（ｉｖ）配列Ｄ１－Ｄ１０を含むＨＶＲ－Ｈ１、ここでＤ１－Ｄ１０はＧＦＳＩＳＮＹＹ
ＬＨ（配列番号２）であるもの、
（ｖ）配列Ｅ１－Ｅ１８を含むＨＶＲ－Ｈ２、ここでＥ１－Ｅ１８はＧＧＩＹＬＹＧＳＳ
ＳＥＹＡＤＳＶＫＧ（配列番号４）であるもの、及び、
（ｖｉ）配列Ｆ１－Ｆ１７を含むＨＶＲ－Ｈ３、ここでＦ１－Ｆ１７はＡＲＧＳＧＬＲＬ
ＧＧＬＤＹＡＭＤＹ（配列番号７）であるもの、
からなる群より選択される超可変領域（ＨＶＲ）配列少なくとも１、２、３、４又は５つ
；及び、
（ｂ）変異体ＨＶＲ少なくとも１つ、ここで変異体ＨＶＲ配列は配列番号１～１７に示す
配列の残基少なくとも１つの修飾を含むもの；
を含む。
【００１９】
　１つの特徴において、本発明は１、２、３、４、５又は６つのＨＶＲを含む単離された
抗ＥｐｈＢ４抗体であって、各ＨＶＲが配列番号１～１７からなる群より選択される配列
を含むか、これよりなるか、本質的にこれよりなるものであり、そして配列番号９又は１
０がＨＶＲ－Ｌ１に相当し、配列番号１１又は１２がＨＶＲ－Ｌ２に相当し、配列番号１
３、１４、１５、１６又は１７がＨＶＲ－Ｌ３に相当し、配列番号１又は２がＨＶＲ－Ｈ
１に相当し、配列番号３、４、５又は６がＨＶＲ－Ｈ２に相当し、そして配列番号７又は
８がＨＶＲ－Ｈ３に相当する上記単離された抗ＥｐｈＢ４抗体を提供する。
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【００２０】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３
、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々は順に配列番号９、１１、
１３、１、３及び７を含む。
【００２１】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３
、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々は順に配列番号１０、１２
、１４、１、３及び８を含む。
【００２２】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３
、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々は順に配列番号９、１１、
１５、２、４及び７を含む。
【００２３】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３
、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々は順に配列番号９、１１、
１６、１、５及び７を含む。
【００２４】
　１つの実施形態において、本発明の抗体はＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３
、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々は順に配列番号９、１１、
１７、１、６及び７を含む。
【００２５】
　本発明の抗体における変異体ＨＶＲはＨＶＲ内に１つ以上の（例えば２、３、４、５又
はそれより多い）残基の修飾を有することができる。
【００２６】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｌ１変異体は以下の位置：Ａ６（Ｖ又はＳ）、Ａ７
（Ｓ又はＥ）、Ａ８（Ｔ又はＩ）、Ａ９（Ａ又はＦ）及びＡ１０（Ｖ又はＬ）の何れかの
組み合わせにおいて１～５（１、２、３、４又は５）置換を含む。
【００２７】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｌ２変異体は以下の位置：Ｂ４（Ｆ又はＮ）及びＢ
６（Ｙ又はＥ）の何れかの組み合わせにおいて１～２（１又は２）置換を含む。
【００２８】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｌ３変異体は以下の位置：Ｃ２（Ｑ、Ｅ又はＫ）、
Ｃ３（Ｓ又はＴ）、Ｃ４（Ｙ、Ｎ、Ｔ、Ｅ又はＡ）、Ｃ５（Ｔ、Ａ又はＱ）、Ｃ６（Ｔ、
Ｖ又はＩ）、Ｃ８（Ｐ、Ｌ又はＥ）及びＣ９（Ｔ又はＳ）の何れかの組み合わせにおいて
１～７（１、２、３、４、５、６又は７）置換を含む。
【００２９】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｈ１変異体は以下の位置：Ｄ３（Ｔ又はＳ）、Ｄ６
（Ｇ又はＮ）及びＤ９（Ｉ又はＬ）の何れかの組み合わせにおいて１～３（１、２又は３
）置換を含む。
【００３０】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｈ２変異体は以下の位置：Ｅ５（Ｐ又はＬ）、Ｅ７
（Ｓ又はＧ）、Ｅ８（Ｇ又はＳ）、Ｅ１０（Ｔ、Ｓ又はＲ）及びＥ１１（Ｄ、Ｅ又はＧ）
の何れかの組み合わせにおいて１～５（１、２、３、４又は５）置換を含む。
【００３１】
　１つの実施形態において、ＨＶＲ－Ｈ３変異体は以下の位置：Ｆ３（Ｇ又はＳ）におい
て１置換を含む。各位置に後続するカッコ内の文字は代表的な置換（即ち置き換え）のア
ミノ酸を差し；当該分野で知られる通り、本明細書に関する場合、置換アミノ酸としての
他のアミノ酸の適当性は当該分野で知られた及び／又は本明細書に記載する手法を用いて
定型的に試験できる。１つの特徴において、本発明は配列番号１又は２の配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｈ１領域を含む抗体を提供する。１つの特徴において、本発明は配列番号３、４、５
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又は６の配列を含むＨＶＲ－Ｈ２領域を含む抗体を提供する。１つの特徴において、本発
明は配列７又は８の配列を含むＨＶＲ－Ｈ３領域を含む抗体を提供する。１つの実施形態
において、本発明は配列番号９又は１０の配列を含むＨＶＲ－Ｌ１領域を含む抗体を提供
する。１つの実施形態において、本発明は配列番号１１又は１２の配列を含むＨＶＲ－Ｌ
２領域を含む抗体を提供する。１つの実施形態において、本発明は配列番号１３、１４、
１５、１６又は１７の配列を含むＨＶＲ－Ｌ３領域を含む抗体を提供する。
【００３２】
　１つの特徴において、本発明は下記：
（ｉ）配列番号２の配列を含むＨＶＲ－Ｈ１配列；
（ｉｉ）配列番号４の配列を含むＨＶＲ－Ｈ２配列；
（ｉｉｉ）配列番号７の配列を含むＨＶＲ－Ｈ３配列；
の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は３つ全てを含む抗体を提供する。
【００３３】
　１つの特徴において、本発明は下記：
（ｉ）配列番号９の配列を含むＨＶＲ－Ｌ１配列；
（ｉｉ）配列番号１１の配列を含むＨＶＲ－Ｌ２配列；
（ｉｉｉ）配列番号１５の配列を含むＨＶＲ－Ｌ３配列；
の少なくとも１つ、少なくとも２つ又は３つ全てを含む抗体を提供する。
【００３４】
　配列番号１～１７のアミノ酸配列は図１に示すとおり個々のＨＶＲ（即ちＨ１、Ｈ２又
はＨ３）に関してナンバリングされており、ナンバリングは後に記載するＫａｂａｔのナ
ンバリングシステムに合致している。
【００３５】
　１つの特徴において、本発明は図１に示す重鎖ＨＶＲ配列を含む抗体を提供する。
【００３６】
　１つの特徴において、本発明は図１に示す軽鎖ＨＶＲ配列を含む抗体を提供する。
【００３７】
　本発明の抗体の一部の実施形態は、下記の配列番号１８に示す通り、ヒト化４Ｄ５抗体
（ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８）（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標），Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉ
ｎｃ．，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）（米国特許６，４０
７，２１３及びＬｅｅ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（２００４），３４０（５）：１０７
３－９３においても言及されている）の軽鎖可変ドメインを含む
【００３８】
【化１】

（配列番号１８）（ＨＶＲ残基は下線）。
【００３９】
　１つの実施形態において、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８軽鎖可変ドメインは３０、６６及び９
１位の１つ以上においてｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８軽鎖可変ドメイン配列は修飾されている（
それぞれ上記において太字／斜体で示したＡｓｎ、Ａｒｇ及びＨｉｓ）。１つの実施形態
において、修飾されたｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８配列は３０位にＳｅｒ、６６位にＧｌｙ及び
／又は９１位にＳｅｒを含んでいる。従って、１つの実施形態において、本発明の抗体は
下記の配列番号５２に示す配列を含む軽鎖可変ドメインを含む
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【００４０】
【化２】

（配列番号５２）（ＨＶＲ残基は下線）
ｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８に関する置換された残基は上記において太字／斜体で示してある。
【００４１】
　本発明の抗体はＥｐｈＢ４への結合活性が実質的に保持されている限り、如何なる適当
なフレームワーク可変ドメイン配列を含むこともできる。例えば一部の実施形態において
は、本発明の抗体はヒトサブグループＩＩＩ重鎖フレームワークコンセンサス配列を含む
。これらの抗体の１つの実施形態において、フレームワークコンセンサス配列は７１，７
３及び／又は７８位に置換を含む。これらの抗体の１つの実施形態において、７１、７３
及び／又は７８位はＡである。１つの実施形態においてこれらの抗体はｈｕＭＡｂ４Ｄ５
－８（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標），Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｓｏｕｔｈ　
Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）（米国特許６，４０７，２１３＆５，８２
１，３３７及びＬｅｅ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（２００４），３４０（５）：１０７
３－９３においても言及されている）の重鎖可変ドメインフレームワーク配列を含む。１
つの実施形態において、これらの抗体は更にヒトκＩ軽鎖フレームワークコンセンサス配
列を含む。１つの実施形態において、抗体はｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８（ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ
（登録商標），Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃ
ｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）（米国特許６，４０７，２１３＆５，８２１，３３７及びＬｅｅ等、
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（２００４），３４０（５）：１０７３－９３においても言及さ
れている）の軽鎖可変ドメイン配列を含む。
【００４２】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワ
ーク配列は配列番号１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２
９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６及び／又は３７の配列を含み、そしてＨ
ＶＲ　Ｈ１、Ｈ２およびＨ３配列はそれぞれ配列番号９、１１及び／又は１５である。１
つの実施形態において、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワーク
配列は配列番号３８、３９、４０及び／又は４１の配列を含み、そしてＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ
２及びＬ３配列はそれぞれ配列番号２、４及び／又は７である。
【００４３】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワ
ーク配列は配列番号４６、４７、４８及び／又は４９の配列を含み、そしてＨＶＲＨ１、
Ｈ２およびＨ３配列はそれぞれ配列番号２、４及び／又は７である。１つの実施形態にお
いて、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワーク配列は配列番号４
２、４３、４４及び／又は４５の配列を含み、そしてＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ２及びＬ３配列は
それぞれ配列番号９、１１び／又は１５である。
【００４４】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワ
ーク配列は配列番号４６、４７、５１及び／又は４９の配列を含み、そしてＨＶＲ　Ｈ１
、Ｈ２およびＨ３配列はそれぞれ配列番号２、４及び／又は７である。１つの実施形態に
おいて、本発明の抗体は軽鎖可変ドメインを含み、ここでフレームワーク配列は配列番号
４２、４３、５０及び／又は４５の配列を含み、そしてＨＶＲ　Ｌ１、Ｌ２及びＬ３配列
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はそれぞれ配列番号９、１１び／又は１５である。
【００４５】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は所望の標的結合親和性を得るために親和性成
熟化される。１つの例において、本発明の親和性成熟化抗体は以下のアミノ酸位、即ちＨ
２８、Ｈ３１、Ｈ３４、Ｈ５２ａ、Ｈ５４、Ｈ５５、Ｈ５７、Ｈ５８、Ｈ９５、Ｌ２９、
Ｌ３０、Ｌ３１、Ｌ３２、Ｌ３３、Ｌ５３、Ｌ５５、Ｌ９０、Ｌ９１、Ｌ９２、Ｌ９３、
Ｌ９４、Ｌ９６、Ｌ９７の１つ以上において置換を有する。１つの例においては、本発明
の親和性成熟化抗体は以下の置換、即ち（ａ）重鎖において、Ｔ２８Ｓ、Ｇ３１Ｎ、Ｉ３
４Ｌ、Ｐ５２ａＬ、Ｓ５４Ｇ、Ｇ５５Ｓ、Ｔ５７Ｓ又はＲ、Ｄ５８、Ｅ又はＧ、Ｇ９５Ｓ
、又は（ｂ）軽鎖において、Ｖ２９Ｓ、Ｓ３０Ｅ、Ｔ３１Ｉ、Ａ３２Ｆ、Ｖ３３Ｌ、Ｆ５
３Ｎ、Ｙ５５Ｅ、Ｑ９０Ｅ又はＫ、Ｓ９１Ｔ、Ｙ９２Ｎ　Ｔ　Ｅ又はＡ、Ｔ９３Ｖ又はＩ
、Ｔ９４Ｖ又はＩ、Ｐ９６Ｌ又はＥ、又はＴ９７Ｓを含む。
【００４６】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５３の配列を含む重鎖可変ドメイン
を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５４の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５３の配列を含む重鎖
可変ドメイン及び配列番号５４の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００４７】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５５の配列を含む重鎖可変ドメイン
を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５６の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５５の配列を含む重鎖
可変ドメイン及び配列番号５６の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００４８】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５７の配列を含む重鎖可変ドメイン
を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５８の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５７の配列を含む重鎖
可変ドメイン及び配列番号５８の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００４９】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５９の配列を含む重鎖可変ドメイン
を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号６０の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号５９の配列を含む重鎖
可変ドメイン及び配列番号６０の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００５０】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号６１の配列を含む重鎖可変ドメイン
を含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号６２の配列を含む軽鎖可変ド
メインを含む。１つの実施形態において、本発明の抗体は配列番号６１の配列を含む重鎖
可変ドメイン及び配列番号６２の配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００５１】
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４への結合に関して上記抗体の何れかと競合す
る抗体を提供する。１つの特徴において、本発明は上記抗体の何れかとＥｐｈＢ４上で同
じエピトープに結合する抗体を提供する。
【００５２】
　当該分野で知られる通り、そして後に詳述する通り、抗体の超可変領域を明確化するア
ミノ酸位／境界は当該分野で知られており、内容及び種々の定義により変動する場合があ
る（後述）。可変ドメイン内の一部の位置は、それらの位置が１つのセットの基準の下に
超可変領域内にあると推定されるが、別のセットの基準下では超可変領域外にあると推定
される点においてハイブリッド超可変位置とみなしてよい。これらの位置の１つ以上は又
、伸長された超可変領域内に存在することもできる（後に詳述）。
【００５３】
　一部の実施形態においては、抗体はモノクローナル抗体である。一部の実施形態におい
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ては、抗体はポリクローナル抗体である。一部の実施形態においては、抗体はキメラ抗体
、親和性成熟化抗体、ヒト化抗体及びヒト抗体からなる群より選択される。一部の実施形
態においては、抗体は抗体フラグメントである。一部の実施形態においては、抗体はＦａ
ｂ、Ｆａｂ’、　Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２又はｓｅＦｖである。
【００５４】
　１つの実施形態において、抗体はキメラ抗体、例えば、非相同非ヒト、ヒト又はヒト化
配列（例えばフレームワーク及び／又は定常ドメイン配列）にグラフトした非ヒトドナー
由来の抗原結合配列を含む抗体である。１つの実施形態において、非ヒトドナーはマウス
である。１つの実施形態において、抗原結合配列は合成によるもの、例えば、突然変異誘
発（例えばファージディスプレイスクリーニング等）により得られたものである。１つの
実施形態において、本発明のキメラ抗体はマウスＶ領域及びヒトＣ領域を有する。１つの
実施形態において、マウス軽鎖Ｖ領域はヒトカッパ軽鎖に融合されている。１つの実施形
態において、マウス重鎖Ｖ領域はヒトＩｇＧ１Ｃ領域に融合されている。
【００５５】
　本発明のヒト化抗体はＦＲにおけるアミノ酸置換を有するもの、及び、グラフトしたＣ
ＤＲにおける変化を有する親和性成熟変異体を包含する。ＣＤＲまたはＦＲにおける置換
されたアミノ酸はドナー又はレシピエントの抗体内に存在するものに限定されない。他の
実施形態において、本発明の抗体は更に増強されたＣＤＲ及び／又はＡＤＣＣ機能及びＢ
細胞殺傷を包含する向上したエフェクター機能をもたらすＦｃ領域におけるアミノ酸残基
の変化を含む。本発明の他の抗体は安定性を向上させる特定の変化を有するものを包含す
る。１つの実施形態において、本発明の抗体は、低下したエフェクター機能、例えば低下
したＣＤＲ及び／又はＡＤＣＣ機能及び／又は低下したＢ細胞殺傷をもたらすＦｃ領域に
おけるアミノ酸残基の変化を含む。一部の実施形態においては、本発明の抗体はナチュラ
ルキラー（ＮＫ）細胞上のヒト補体因子Ｃ１ｑ及び／又はヒトＦｃ受容体への結合を低減
すること（結合の非存在等）により特徴づけられる。一部の実施形態においては、本発明
の抗体はヒトＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩＡ及び／又はＦｃγＲＩＩＩＡへの結合を低減す
ること（結合の非存在等）により特徴づけられる。一部の実施形態においては、本発明の
抗体はＩｇＧクラスのもの（例えばＩｇＧ１またはＩｇＧ４）であり、そして、Ｅ２３３
、Ｌ２３４、Ｇ２３６、Ｄ２６５、Ｄ２７０、Ｎ２９７、Ｅ３１８、Ｋ３２０、Ｋ３２２
、Ａ３２７、Ａ３３０、Ｐ３３１及び／又はＰ３２９（ナンバリングはＥＵ索引による）
における突然変異少なくとも１つを含む。一部の実施形態においては、抗体は突然変異Ｌ
２３４Ａ／Ｌ２３５Ａ又はＤ２６５Ａ／Ｎ２９７Ａを含む。
【００５６】
　１つの特徴において、本発明は本明細書において提供される抗原結合配列の何れかを含
む抗ＥｐｈＢ４ポリペプチドを提供し、ここで、抗ＥｐｈＢ４ポリペプチドはＥｐｈＢ４
に特異的に結合する。
【００５７】
　本発明の抗体はＥｐｈＢ４に結合（例えば特異的に結合）し、そして一部の実施形態に
おいては、ＥｐｈＢ４関連作用の特徴１つ以上、例えば限定しないが、ＥｐｈＢ４活性化
、ＥｐｈＢ４下流分子シグナリング、ＥｐｈＢ４リガンド活性化、ＥｐｈＢ４リガンド下
流分子シグナリング、ＥｐｈＢ４に結合するリガンド（例えばエフリン－Ｂ１、エフリン
－Ｂ２及び／又はエフリン－Ｂ３）の途絶、ＥｐｈＢ４ホスホリル化及び／又はＥｐｈＢ
４の多量体化、及び／又はＥｐｈＢ４リガンドのホスホリル化、及び／又は、何れかの生
物学的に関連するＥｐｈＢ４及び／又はＥｐｈＢ４リガンドの生物学的経路の途絶、脈管
形成の抑制、及び／又は、腫瘍、細胞増殖性障害又は癌の治療及び／又は防止；及び／又
はＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性（例えば増大したＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性）
に関連する障害の治療又は防止をモジュレートしてよい。一部の実施形態においては、本
発明の抗体はＥｐｈＢ４に特異的に結合する。一部の実施形態においては、抗体はＥｐｈ
Ｂ４の細胞外ドメイン（ＥＣＤ）に特異的に結合する。一部の実施形態においては、抗体
はＥｐｈＢ４の細胞外ドメインよりなるか本質的になるポリペプチドに特異的に結合する
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。一部の実施形態においては、抗体は約５０ｐＭのＫＤにおいて、又はそれより強力にＥ
ｐｈＢ４に特異的に結合する。一部の実施形態においては、本発明の抗体はインビボ及び
／又はインビトロでＥｐｈＢ４の活性を低下、抑制及び／又はブロックする。一部の実施
形態においては、抗体はＥｐｈＢ４の自己ホスホリル化を低下、抑制及び／又はブロック
する。一部の実施形態においては、抗体はＥｐｈＢ４リガンドと結合に関して競合する（
ＥｐｈＢ４へのＥｐｈＢ４リガンドの結合を低下及び／又はブロックする）。
【００５８】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の抗体の使用を提供する。一
部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。
【００５９】
　１つの特徴において、本発明は脈管形成の抑制のための医薬の製造における本発明の抗
体の使用を提供する。
【００６０】
　１つの特徴において、本発明は本発明の抗体１つ以上及び担体を含む組成物を提供する
。１つの実施形態において、担体は製薬上許容される。
【００６１】
　１つの特徴において、本発明は本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体をコードする核酸を提供する
。
【００６２】
　１つの特徴において、本発明は本発明の核酸を含むベクターを提供する。
【００６３】
　１つの特徴において、本発明は本発明の核酸１個以上及び担体を含む組成物を提供する
。１つの実施形態において、担体は製薬上許容される。
【００６４】
　１つの特徴において、本発明は本発明の核酸又はベクターを含む宿主細胞を提供する。
ベクターは何れかの型、例えば組み換えベクター、例えば発現ベクターであることができ
る。種々の宿主細胞の何れかを使用できる。１つの実施形態において、真核生物の細胞、
例えばＥ．ｃｏｌｉである。１つの実施形態において、宿主細胞は真核生物の細胞、例え
ば哺乳類細胞、例えばチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞である。
【００６５】
　１つの特徴において、本発明は本発明の抗体を作製する方法を提供する。例えば、本発
明は抗ＥｐｈＢ４抗体（これは本明細書において定義する通り、完全長及びそのフラグメ
ントを包含する）又はイムノコンジュゲートを作成する方法を提供し、該方法は該抗体（
またはそのフラグメント）をコードする本発明の組み換えベクターを適当な宿主細胞内で
発現させ、そして該抗体を回収することを包含する。
【００６６】
　１つの特徴において、本発明は容器；及び容器内に含有される組成物を含む製造物品を
提供し、ここで組成物は本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体１つ以上を含む。１つの実施形態にお
いて組成物は本発明の核酸を含む。１つの実施形態において、抗体を含む組成物は更に、
担体を含み、これは一部の実施形態においては製薬上許容される。１つの実施形態におい
て、本発明の製造物品は対象に組成物（例えば抗体）を投与するための説明書（例えば本
明細書に記載した方法の何れかに関する説明書）を更に含む。
【００６７】
　１つの特徴において、本発明は本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体１つ以上を含む組成物を含む
第１の容器；及び緩衝役を含む第２の容器を含むキットを提供する。１つの実施形態にお
いて緩衝役は製薬上許容される。１つの実施形態において、抗体を含む組成物は更に、担
体を含み、これは一部の実施形態においては製薬上許容される。１つの実施形態において
は、キットは更に対象に組成物（例えば抗体）を投与するための説明書を含む。
【００６８】
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　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体の使用を
提供する。一部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部
の実施形態においては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００６９】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の核酸の使用を提供する。一
部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部の実施形態に
おいては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００７０】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の発現ベクターの使用を提供
する。一部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部の実
施形態においては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００７１】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の宿主細胞の使用を提供する
。一部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部の実施形
態においては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００７２】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明の製造物品の使用を提供する
。一部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部の実施形
態においては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００７３】
　１つの特徴において、本発明は癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性障害のような障害の施療
的及び／又は予防的治療のための医薬の製造における本発明のキットの使用を提供する。
一部の実施形態においては、障害は神経障害又は神経変性の疾患である。一部の実施形態
においては、疾患は脈管形成に関連する病理学的状態である。
【００７４】
　本発明はＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性、例えば増大または低減された発現及び／又
は活性又は望ましくない発現及び／又は活性に関連する疾患状態をモジュレートするため
に適する方法及び組成物を提供する。
【００７５】
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の増大した発現及び／又は活性に関連する腫
瘍、癌及び／又は細胞増殖性障害を治療及び／又は防止するための方法を提供し、方法は
そのような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む。
【００７６】
　１つの特徴において、本発明は細胞（例えば癌又は腫瘍細胞）を殺傷するための方法を
提供し、方法はそのような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与すること
を含む。
【００７７】
　１つの特徴において、本発明は腫瘍又は癌の生育を低減、抑制、ブロック又は防止する
ための方法を提供し、方法はそのような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を
投与することを含む。
【００７８】
　１つの特徴において、本発明は神経障害又は神経変性の疾患を治療又は防止するため、
又は損傷した神経細胞を修復するための方法を提供し、方法はそのような治療を要する対
象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む。
【００７９】
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　１つの特徴において、本発明はニューロンの発生、増殖、維持又は再生を増進するため
の方法を提供し、方法はそのような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与
することを含む。
【００８０】
　１つの特徴において、本発明は脈管形成を抑制するための方法を提供し、それは、その
ような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む。
【００８１】
　１つの特徴において、本発明は脈管形成に関連する病理学的状態を治療するための方法
を提供し、それは、そのような治療を要する対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与する
ことを含む。一部の実施形態においては、脈管形成に関連する病理学的状態は腫瘍、癌及
び／又は細胞増殖性障害である。一部の実施形態においては、脈管形成に関連する病理学
的状態は眼内血管新生疾患である。
【００８２】
　本発明の方法は何れかの適当な病理学的状態に影響するために使用できる。例示される
障害は本明細書に記載したものであり、そして小細胞肺癌、神経芽腫、黒色腫、乳癌、胃
癌、結腸直腸癌（ＣＲＣ）及び肝細胞癌からなる群より選択される癌を包含する。
【００８３】
　１つの実施形態において、本発明の方法においてターゲティングされる細胞は癌細胞で
ある。例えば癌細胞は乳癌細胞、結腸直腸癌細胞、肺癌細胞、乳頭状癌細胞、結腸癌細胞
、卵巣癌細胞、子宮頸癌細胞、中枢神経系癌細胞、骨原性肉腫細胞、腎癌細胞、肝細胞癌
細胞、膀胱癌細胞、胃癌細胞、頭部頚部扁平上皮癌細胞、黒色腫細胞、白血病細胞及び結
腸腺腫細胞からなる群より選択されるものであることができる。１つの実施形態において
、本発明の方法においてターゲティングされる細胞は増殖亢進性及び／又は過形成の細胞
である。１つの実施形態において、本発明の方法においてターゲティングされる細胞は形
成不全細胞である。更に別の実施形態において、本発明の方法においてターゲティングさ
れる細胞は転移細胞である。
【００８４】
　本発明の方法は更に別の治療工程を含むことができる。例えば１つの実施形態において
、方法は更にターゲティングされた細胞及び／又は組織（例えば癌細胞）が放射線治療又
は化学療法剤に曝露される工程を含む。
【００８５】
　１つの特徴において、本発明は別の治療薬（例えば抗脈管形成剤）の有効量と組み合わ
せた抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量の投与含む。例えば、抗ＥｐｈＢ４抗体は、種々の新生物
性または非新生物性の状態を治療するために、抗癌剤又は抗脈管形成剤と組み合わせて使
用される。１つの実施形態において、新生物性又は非新生物性の状態は脈管形成に関連す
る病理学的状態である。一部の実施形態においては、他の治療薬は抗脈管形成剤、抗新生
物剤、及び／又は、化学療法剤である。
【００８６】
　抗ＥｐｈＢ４抗体は同じ組成物中、又は別個の組成物中の何れかにおいて、これらの目
的のために有効な他の治療薬と、逐次的に、又は組み合わせて、投与することができる。
抗ＥｐｈＢ４抗体及び他の治療薬（例えば抗癌剤、抗脈管形成剤）の投与は、同時に、例
えば単一の組成物として、又は２つ以上の個別の組成物として、同じか又は異なる投与経
路を用いながら行うことができる。或いは、又は追加的に、投与は何れかの順序において
逐次的に行うことができる。或いは、又は追加的に、工程は何れかの順序において逐次的
および同時の両方の組み合わせとして実施することができる。特定の実施形態においては
、数分～数日、～数週間～数か月の範囲の時間間隔が２種以上の組成物の投与の間に存在
できる。例えば、抗癌剤を最初に、そしてその後に抗ＥｐｈＢ４抗体を投与してよい。し
かしながら、同時投与又は抗ＥｐｈＢ４抗体を最初に投与することも意図される。従って
、１つの特徴において、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体の投与とその後の抗脈管形成剤（例え
ば抗ＶＥＧＦ抗体、例えばベバシツマブ）の投与を含む方法を提供する。特定の実施形態
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においては、数分～数日、～数週間～数か月の範囲の時間間隔が２種以上の組成物の投与
の間に存在できる。
【００８７】
　特定の実施形態においては、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体及び／又は脈管形成抑制剤及び
１つ以上の化学療法剤の有効量を投与することによる障害（例えば腫瘍、癌及び／又は細
胞増殖性障害）の治療方法を提供する。種々の化学療法剤を本発明の複合治療方法におい
て使用してよい。意図される化学療法剤の例示される非限定的な列挙物は「定義」の下で
本明細書に記載している。抗ＥｐｈＢ４抗体及び化学療法剤の投与は、同時に、例えば単
一の組成物として、又は２つ以上の個別の組成物として、同じか又は異なる投与経路を用
いながら行うことができる。或いは、又は追加的に、投与は何れかの順序において逐次的
に行うことができる。或いは、又は追加的に、工程は何れかの順序において逐次的および
同時の両方の組み合わせとして実施することができる。特定の実施形態においては、数分
～数日、～数週間～数か月の範囲の時間間隔が２種以上の組成物の投与の間に存在できる
。例えば、化学療法剤を最初に、そしてその後に抗ＥｐｈＢ４抗体を投与してよい。しか
しながら、同時投与又は抗ＥｐｈＢ４抗体を最初に投与することも意図される。従って、
１つの特徴において、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体の投与とその後の化学療法剤の投与を含
む方法を提供する。特定の実施形態においては、数分～数日、～数週間～数か月の範囲の
時間間隔が２種以上の組成物の投与の間に存在できる。
【００８８】
　１つの特徴において、本発明は脈管形成に関連する病理学的状態を有する対象における
抗脈管形成剤の薬効を増強する方法を提供し、これは抗脈管形成剤と組み合わせて抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体の有効量を対象に投与することにより該抗脈管形成剤の抑制活性を増強するこ
とを含む。
【００８９】
　別の特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の検出のための方法を提供し、方法は試料中の
ＥｐｈＢ４－抗ＥｐｈＢ４抗体複合体を検出することを含む。「検出」という用語は本明
細書においては、対照との比較対象を伴うか伴わない定性的及び／又は定量的な検出（計
測レベル）を包含する。
【００９０】
　別の特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性に関連する障害を診断す
るための方法を提供し、方法は障害を有するか有することが疑われる患者に由来する生物
学的試料中のＥｐｈＢ４－抗ＥｐｈＢ４抗体複合体を検出することを含む。一部の実施形
態においては、ＥｐｈＢ４の発現は増大した発現又は異常な発現である。一部の実施形態
においては、障害は腫瘍、癌及び／又は細胞増殖性障害である。
【００９１】
　別の特徴において、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体が検出可能な標識を含む本明細書に記載
した抗ＥｐｈＢ４抗体の何れかを提供する。
【００９２】
　別の特徴において、本発明は本明細書に記載した抗ＥｐｈＢ４抗体の何れかとＥｐｈＢ
４の複合体を提供する。一部の実施形態においては、複合体はインビトロ又はインビボに
ある。一部の実施形態においては、複合体は癌細胞を含む。一部の実施形態においては、
抗ＥｐｈＢ４抗体は検出可能に標識されている。
　例えば、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
以下：
（ａ）以下：
（ｉ）配列Ａ１－Ａ１１を含むＨＶＲ－Ｌ１、ここでＡ１－Ａ１１はＲＡＳＱＤＶＳＴＡ
ＶＡ（配列番号９）であるもの、
（ｉｉ）配列Ｂ１－Ｂ７を含むＨＶＲ－Ｌ２、ここでＢ１－Ｂ７はＳＡＳＦＬＹＳ（配列
番号１１）であるもの、
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（ｉｉｉ）配列Ｃ１－Ｃ９を含むＨＶＲ－Ｌ３、ここでＣ１－Ｃ９はＱＥＳＴＴＴＰＰＴ
（配列番号１５）であるもの、
（ｉｖ）配列Ｄ１－Ｄ１０を含むＨＶＲ－Ｈ１、ここでＤ１－Ｄ１０はＧＦＳＩＳＮＹＹ
ＬＨ（配列番号２）であるもの、
（ｖ）配列Ｅ１－Ｅ１８を含むＨＶＲ－Ｈ２、ここでＥ１－Ｅ１８はＧＧＩＹＬＹＧＳＳ
ＳＥＹＡＤＳＶＫＧ（配列番号４）であるもの、及び、
（ｖｉ）配列Ｆ１－Ｆ１７を含むＨＶＲ－Ｈ３、ここでＦ１－Ｆ１７はＡＲＧＳＧＬＲＬ
ＧＧＬＤＹＡＭＤＹ（配列番号７）であるもの、
からなる群より選択される超可変領域（ＨＶＲ）配列少なくとも１、２、３、４又は５つ
；及び、
（ｂ）変異体ＨＶＲ少なくとも１つ、ここで該変異体ＨＶＲの配列は配列番号１～１７に
示す配列の残基少なくとも１つの修飾を含むもの；
を含む単離された抗ＥｐｈＢ抗体。
（項目２）
ＨＶＲ－Ｌ１変異体が以下の位置：Ａ６（Ｖ又はＳ）、Ａ７（Ｓ又はＥ）、Ａ８（Ｔ又は
Ｉ）、Ａ９（Ａ又はＦ）及びＡ１０（Ｖ又はＬ）の何れかの組み合わせにおいて１～５（
１、２、３、４又は５）置換を含む項目１記載の抗体。
（項目３）
ＨＶＲ－Ｌ２変異体が以下の位置：Ｂ４（Ｆ又はＮ）及びＢ６（Ｙ又はＥ）の何れかの組
み合わせにおいて１～２（１又は２）置換を含む項目１記載の抗体。
（項目４）
ＨＶＲ－Ｌ３変異体が以下の位置：Ｃ２（Ｑ、Ｅ又はＫ）、Ｃ３（Ｓ又はＴ）、Ｃ４（Ｙ
、Ｎ、Ｔ、Ｅ又はＡ）、Ｃ５（Ｔ、Ａ又はＱ）、Ｃ６（Ｔ、Ｖ又はＩ）、Ｃ８（Ｐ、Ｌ又
はＥ）及びＣ９（Ｔ又はＳ）の何れかの組み合わせにおいて１～７（１、２、３、４、５
、６又は７）置換を含む項目１記載の抗体。
（項目５）
ＨＶＲ－Ｈ１変異体が以下の位置：Ｄ３（Ｔ又はＳ）、Ｄ６（Ｇ又はＮ）及びＤ９（Ｉ又
はＬ）の何れかの組み合わせにおいて１～３（１、２又は３）置換を含む項目１記載の抗
体。
（項目６）
ＨＶＲ－Ｈ２変異体が以下の位置：Ｅ５（Ｐ又はＬ）、Ｅ７（Ｓ又はＧ）、Ｅ８（Ｇ又は
Ｓ）、Ｅ１０（Ｔ、Ｓ又はＲ）及びＥ１１（Ｄ、Ｅ又はＧ）の何れかの組み合わせにおい
て１～５（１、２、３、４又は５）置換を含む項目１記載の抗体。
（項目７）
ＨＶＲ－Ｈ３変異体が以下の位置：Ｆ３（Ｇ又はＳ）において１置換を含む項目１記載の
抗体。
（項目８）
１、２、３、４、５又は６つのＨＶＲを含む単離された抗ＥｐｈＢ４抗体であって、各Ｈ
ＶＲが配列番号１～１７からなる群より選択される配列を含むか、これよりなるか、本質
的にこれよりなるものであり、そして配列番号９又は１０がＨＶＲ－Ｌ１に相当し、配列
番号１１又は１２がＨＶＲ－Ｌ２に相当し、配列番号１３、１４、１５、１６又は１７が
ＨＶＲ－Ｌ３に相当し、配列番号１又は２がＨＶＲ－Ｈ１に相当し、配列番号３、４、５
又は６がＨＶＲ－Ｈ２に相当し、そして配列番号７又は８がＨＶＲ－Ｈ３に相当する、単
離された抗ＥｐｈＢ４抗体。
（項目９）
上記抗体がＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及
びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々が順に配列番号９、１１、１３、１、３及び７を含む項目８
記載の抗体。
（項目１０）
上記抗体がＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及
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びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々が順に配列番号１０、１２、１４、１、３及び８を含む項目
８記載の抗体。
（項目１１）
上記抗体がＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及
びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々が順に配列番号９、１１、１５、２、４及び７を含む項目８
記載の抗体。
（項目１２）
上記抗体がＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及
びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々が順に配列番号９、１１、１６、１、５及び７を含む項目８
記載の抗体。
（項目１３）
上記抗体がＨＶＲ－Ｌ１、ＨＶＲ－Ｌ２、ＨＶＲ－Ｌ３、ＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２及
びＨＶＲ－Ｈ３を含み、各々が順に配列番号９、１１、１７、１、６及び７を含む項目８
記載の抗体。
（項目１４）
フレームワーク配列の少なくとも一部分がヒトコンセンサスフレームワーク配列である項
目１～１３の何れかに記載の抗体。
（項目１５）
上記修飾が置換、挿入又は欠失である項目１記載の抗体。
（項目１６）
上記抗体がヒトκサブグループコンセンサスフレームワーク配列を含む項目１～１５の何
れかに記載の抗体。
（項目１７）
上記抗体が重鎖ヒトサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク配列を含む項目１～
１５の何れかに記載の抗体。
（項目１８）
上記抗体が７３、７３又は７８位の１つ以上において置換を含む項目１７記載の抗体。
（項目１９）
上記置換がＲ７１Ａ、Ｎ７３Ｔ又はＮ７８Ａの１つ以上である項目１８記載の抗体。
（項目２０）
項目１～１９に記載の何れかの抗体をコードするポリヌクレオチド。
（項目２１）
項目２０に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
（項目２２）
上記ベクターが発現ベクターである項目２１記載のベクター。
（項目２３）
項目２１又は２２に記載のベクターを含む、宿主細胞
（項目２４）
上記宿主細胞が原核生物である項目２３記載の宿主細胞。
（項目２５）
上記宿主細胞が真核生物である項目２３記載の宿主細胞。
（項目２６）
上記宿主細胞が哺乳類細胞である項目２５記載の宿主細胞。
（項目２７）
抗ＥｐｈＢ４抗体を作製するための方法であって、該方法が（ａ）適当な宿主細胞内で項
目２２のベクターを発現させること、及び（ｂ）該抗体を回収することを含む、方法。
（項目２８）
抗ＥｐｈＢ４イムノコンジュゲートを作成するための方法であって、該方法が（ａ）適当
な宿主細胞内で項目２２のベクターを発現させること、及び（ｂ）該抗体を回収すること
を含む、方法。
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（項目２９）
上記宿主細胞が原核生物である項目２７又は２８記載の方法。
（項目３０）
上記宿主細胞が真核生物である項目２７又は２８記載の方法。
（項目３１）
ＥｐｈＢ４の検出のための方法であって、該方法が生物学的試料中のＥｐｈＢ４－抗Ｅｐ
ｈＢ４抗体複合体を検出することを含み、ここで該複合体中の該抗ＥｐｈＢ４抗体は項目
１～１９の何れかの抗ＥｐｈＢ４抗体である、方法。
（項目３２）
ＥｐｈＢ４発現に関連する疾患を診断するための方法であって、該方法が該疾患を有する
かまたは有することが疑われる患者に由来する生物学的試料中のＥｐｈＢ４－抗ＥｐｈＢ
４抗体複合体を検出することを含み、ここで該複合体中の該抗ＥｐｈＢ４抗体は項目１～
１９の何れかに記載の抗ＥｐｈＢ４抗体である、方法。
（項目３３）
上記抗ＥｐｈＢ４抗体が検出可能に標識される項目３１～３２の何れかに記載の方法。
（項目３４）
項目１～１９の何れかに記載の抗ＥｐｈＢ４抗体を含む組成物。
（項目３５）
項目２０～２２の何れかに記載のポリヌクレオチドを含む組成物。
（項目３６）
さらに担体を含む項目３４又は３５記載の組成物。
（項目３７）
脈管形成を抑制する方法であって、そのような治療を要する対象に項目１～１９の何れか
に記載の抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む、方法。
（項目３８）
有効量の抗脈管形成剤を上記対象に投与することを更に含む、項目３７記載の方法。
（項目３９）
上記抗脈管形成剤を上記抗ＥｐｈＢ４抗体の投与の前又は後に投与する、項目３８記載の
方法。
（項目４０）
上記抗脈管形成剤を上記抗ＥｐｈＢ４抗体と同時に投与する項目３８記載の方法。
（項目４１）
上記抗脈管形成剤が血管内皮細胞成長因子（ＶＥＧＦ）である項目３８～４０の何れかに
記載の方法。
（項目４２）
上記ＶＥＧＦ拮抗剤が抗ＶＥＧＦ抗体である項目４１記載の方法。
（項目４３）
上記抗ＶＥＧＦ抗体がベバシズマブである項目４２記載の方法。
（項目４４）
有効量の化学療法剤を投与することを更に含む項目３７～４３の何れかに記載の方法。
（項目４５）
癌、腫瘍及び／又は細胞増殖性疾患を治療する方法であって、そのような治療を要する対
象に項目１～１９の何れかに記載の抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む、方
法。
（項目４６）
疾患の治療的及び／又は予防的処置のための医薬の製造における項目１～１９の何れかの
抗ＥｐｈＢ４抗体の使用。
【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１】図１：抗ＥｐｈＢ４抗体の重鎖及び軽鎖のＨＶＲループ配列。図は重鎖ＨＶＲ配
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列、Ｈ１、Ｈ２及びＨ３、及び軽鎖ＨＶＲ配列、Ｌ１、Ｌ２及びＬ３を示す。配列のナン
バリングは以下の通り、即ち：クローン３０．３５（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号１であり；
ＨＶＲ－Ｈ２は配列番号３であり；ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号７であり；ＨＶＲ－Ｌ１は配
列番号９であり；ＨＶＲ－Ｌ２は配列番号１１であり；ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号１３であ
る）；クローン３０．３５．１Ｄ２（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号１であり；ＨＶＲ－Ｈ２は
配列番号３であり；ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号８であり；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号１０であ
り；ＨＶＲ－Ｌ２は配列番号１２であり；ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号１４である）；クロー
ン３０．３５．２Ｄ８（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号２であり；ＨＶＲ－Ｈ２は配列番号４で
あり；ＨＶＲ－Ｈ３は配列番号７であり；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号９であり；ＨＶＲ－Ｌ
２は配列番号１１であり；ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号１５である）；クローン３０．３５．
２Ｄ１２（ＨＶＲ－Ｈ１は配列番号１であり；ＨＶＲ－Ｈ２は配列番号５であり；ＨＶＲ
－Ｈ３は配列番号７であり；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号９であり；ＨＶＲ－Ｌ２は配列番号
１１であり；ＨＶＲ－Ｌ３は配列番号１６）；及びクローン３０．３５．２Ｄ１３（ＨＶ
Ｒ－Ｈ１は配列番号１であり；ＨＶＲ－Ｈ２は配列番号６であり；ＨＶＲ－Ｈ３は配列番
号７であり；ＨＶＲ－Ｌ１は配列番号９であり；ＨＶＲ－Ｌ２は配列番号１１であり；Ｈ
ＶＲ－Ｌ３は配列番号１７）である　アミノ酸位は後に記載する通り、Ｋａｂａｔのナン
バリングシステムに従ってナンバリングしている。
【図２Ａ】図２Ａは以下の通り配列識別子を用いて本発明を実施する場合に使用するため
の例示されるアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を示す。可変重鎖（ＶＨ
）コンセンサスフレームワーク（図２Ａ及び２Ｂ）ヒトＶＨサブグループＩコンセンサス
フレームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号１９）ヒトＶＨサブグループＩコン
センサスフレームワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号２０～２２）ヒトＶＨ
サブグループＩＩコンセンサスフレームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号２３
）ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸長された超可変領域
（配列番号２４～２６）ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワークマイナ
スＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号２７）ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレーム
ワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号２８～３０）ヒトＶＨアクセプターフレ
ームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号３１）ヒトＶＨアクセプターフレームワ
ークマイナス伸長された超可変領域（配列番号３２～３３）ヒトＶＨアクセプター２フレ
ームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号３４）ヒトＶＨアクセプター２フレーム
ワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号３５～３７）。
【図２Ｂ】図２Ｂは以下の通り配列識別子を用いて本発明を実施する場合に使用するため
の例示されるアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を示す。可変重鎖（ＶＨ
）コンセンサスフレームワーク（図２Ａ及び２Ｂ）ヒトＶＨサブグループＩコンセンサス
フレームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号１９）ヒトＶＨサブグループＩコン
センサスフレームワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号２０～２２）ヒトＶＨ
サブグループＩＩコンセンサスフレームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号２３
）ヒトＶＨサブグループＩＩコンセンサスフレームワークマイナス伸長された超可変領域
（配列番号２４～２６）ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワークマイナ
スＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号２７）ヒトＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレーム
ワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号２８～３０）ヒトＶＨアクセプターフレ
ームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号３１）ヒトＶＨアクセプターフレームワ
ークマイナス伸長された超可変領域（配列番号３２～３３）ヒトＶＨアクセプター２フレ
ームワークマイナスＫａｂａｔＣＤＲ（配列番号３４）ヒトＶＨアクセプター２フレーム
ワークマイナス伸長された超可変領域（配列番号３５～３７）。
【図３】図３は以下の通り配列識別子を用いて本発明を実施する場合に使用するための例
示されるアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を示す。可変軽鎖（ＶＬ）コ
ンセンサスフレームワーク（図３）ヒトＶＬカッパサブグループＩコンセンサスフレーム
ワーク（配列番号３８）ヒトＶＬカッパサブグループＩＩコンセンサスフレームワーク（
配列番号３９）ヒトＶＬカッパサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク（配列番
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号４０）ヒトＶＬカッパサブグループＩＶコンセンサスフレームワーク（配列番号４１）
。
【図４】図４はｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８軽鎖及び重鎖のフレームワーク領域配列を示す。上
付き／太字の数はＫａｂａｔによるアミノ酸位を示す。
【図５】図５はｈｕＭＡｂ４Ｄ５－８軽鎖及び重鎖の修飾された／変異体のフレームワー
ク領域配列を示す。上付き／太字の数はＫａｂａｔによるアミノ酸位を示す。
【図６】図６は抗体クローン３０．３５、３０．３５．１Ｄ２、３０．３５．２Ｄ８、３
０．３５．２Ｄ１２及び２０．２５．２Ｄ１３の重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を示す。
【図７】図７：抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体は細胞系試験においてＥｐｈＢ４受容体
シグナリングをブロックしている。
【発明を実施するための最良の形態】
【００９４】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は本明細書において例えばＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性、例えば増大した発
現及び／又は活性又は望ましくない発現及び／又は活性に関連する疾患状態の治療又は防
止のために有用な抗ＥｐｈＢ４抗体を提供する。一部の実施形態においては、本発明の抗
体は腫瘍、癌及び／又は細胞増殖性障害を治療するために使用される。
【００９５】
　別の特徴において、本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は種々の組織及び細胞の型におけるＥｐ
ｈＢ４の検出のような、ＥｐｈＢ４の検出及び／又は単離のための試薬として有用性を有
する。
【００９６】
　本発明は更に、抗ＥｐｈＢ４抗体を作製する方法及び抗ＥｐｈＢ４抗体をコードするポ
リヌクレオチドを提供する。
全般的手法
　本明細書に記載又は参照した手法及び操作法は一般的に、当業者により、十分理解され
ており、そして従来の方法論、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ等、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　３ｒｄ．ｅｄｉｔｉｏｎ（２００
１）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　Ｉ
Ｎ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ等、編（２００３）
）；シリーズＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｉｎｃ．）：ＰＣＲ２：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ（Ｍ．Ｊ．Ｍ
ａｃＰｈｅｒｓｏｎ，Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｇ．Ｒ．Ｔａｙｌｏｒ　ｅｄｓ．（
１９９５）），Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，ｅｄｓ．（１９８８）ＡＮＴＩＢＯＤ
ＩＥＳ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，ａｎｄ　ＡＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬ　
ＣＵＬＴＵＲＥ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編（１９８７））に記載の方法論を用いなが
ら共通して使用されている。
定義
　「単離された」抗体とは、その天然の環境の成分から発見され、そして分離及び／又は
回収されたものである。その天然の環境の夾雑物成分は抗体の診断又は治療上の使用に干
渉する可能性があり、そして、酵素、ホルモン及び他の蛋白性又は非蛋白性の溶質を包含
する。好ましい実施形態においては抗体の精製は（１）Ｌｏｗｒｙ法で測定した場合に抗
体９５重量％超、最も好ましくは９９重量％超まで、（２）スピニングカップシーケンサ
ーの使用によりＮ末端又は内部のアミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るために十分な
程度まで、又は（３）クーマシーブルー又は好ましくは銀染色を用いた還元又は非還元条
件下のＳＤＳ－ＰＡＧＥで均質となるまで行う。単離された抗体は、抗体の天然の環境の
少なくとも１つの成分も存在しなくなるため、組み換え細胞内のインサイチュの抗体を包
含する。しかしながら通常は単離された抗体は少なくとも１つの精製工程により製造する
。
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【００９７】
　「単離された」核酸分子は自身が通常抗体核酸の天然の原料中で会合している夾雑核酸
分子少なくとも１つから識別され、分離されている核酸分子である。単離された核酸分子
は自身が天然に存在する形態または周囲状況にはないものである。従って単離された核酸
分子はそれが天然の細胞中に存在する状態の核酸分子からは区別される。しかしながら、
単離された核酸分子は、例えば核酸分子が天然の細胞とは異なる染色体位置にある抗体を
通常発現する細胞内に含有される核酸分子を包含する。
【００９８】
　「Ｋａｂａｔにおける可変ドメイン残基ナンバリング」又は「Ｋａｂａｔにおけるアミ
ノ酸位置ナンバリング」という用語及びその変形例は、Ｋａｂａｔ等、Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｓｔ，５
ｔｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓ
ｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１）における
抗体の編集の重鎖可変ドメイン又は軽鎖可変ドメインに関して使用されているナンバリン
グシステムを指す。このナンバリングシステムを用いれば、実際の線状アミノ酸配列は、
可変ドメインのＦＲ又はＣＤＲの短鎖化又はそれの内部への挿入に相当する過少な、又は
付加的なアミノ酸を含有してよい。例えば、重鎖可変ドメインはＨ２の残基５２の後に単
一のアミノ酸インサート（Ｋａｂａｔによれば残基５２ａ）及び重鎖ＦＲ残基８２の後に
挿入された残基（Ｋａｂａｔによれば残基８２ａ、８２ｂ及び８２ｃ等）を含んでよい。
残基のＫａｂａｔナンバリングは、所定の抗体について、「標準的な」Ｋａｂａｔ番号配
列を有する抗体の配列の相同性の領域におけるアライメントにより決定してよい。
【００９９】
　「実質的に同様」又は「実質的に同じ」という用語は、本明細書においては、２つの数
値（一般的には１つは本発明の抗体に関わるものであり、もう１つは参照物／比較物の抗
体に関わるもの）の間の差が、その数値（例えばＫｄ値）が尺度となる生物学的特徴の観
点内で、殆ど又は全く生物学的及び／又は統計学的に有意でないと当業者が考えるほど十
分高い程度の２つの数値間の同様性を指す。このような２つの数値の差は好ましくは、参
照物／比較物抗体の数値の関数として、約５０％未満、好ましくは約４０％未満、好まし
くは約３０％未満、好ましくは約２０％未満、好ましくは約１０％未満である。
【０１００】
　「結合親和性」とは一般的に分子（例えば抗体）の単一の結合部位とその結合相手（例
えば抗原）との間の非共有結合性の相互作用の合計の強度を指す。特段の記載が無い限り
本明細書においては、「結合親和性」とは結合対（例えば抗体と抗原）の間の１：１の相
互作用を反映している内因性の結合親和性を指す。分子Ｘのその相手Ｙに対する親和性は
一般的に解離定数（Ｋｄ）により表すことができる。親和性は本明細書に記載するものの
ような当該分野で知られた一般的な方法により測定できる。低親和性抗体は一般的に緩徐
に抗原に結合し、そして容易に解離する傾向にあるのに対し、高親和性抗体は一般的に急
速に抗原に結合し、より長時間結合状態で残存する傾向がある。結合親和性を測定する種
々の方法が当該分野で知られており、その何れも本発明の目的のために使用できる。特定
の例示される実施形態は後に記載する。
【０１０１】
　１つの実施形態において、「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」とは、本発明によれば、目的の抗体
のＦａｂ型とその抗原を用いながら、抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性を測定する後
述の試験により説明される通り、未標識の抗原の段階力価物の存在下（１２５Ｉ）標識抗
原の最小濃度でＦａｂを平衡化させ、次に、抗Ｆａｂ抗体コーティングプレートを用いて
結合抗原をキャプチャーすることにより測定する（Ｃｈｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９９
）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２９３：８６５－８８１）。試験の条件を確立するために、マ
イクロプレート（Ｄｙｎｅｘ）を５０ｍＭ炭酸ナトリウム（ｐＨ９．６）中キャプチャー
用抗Ｆａｂ抗体（Ｃａｐｐｅｌ　Ｌａｂｓ）５ｕｇ／ｍｌで一夜コーティングし、そして
その後、室温で２～５時間（約２３℃）ＰＢＳ中２％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミンでブ
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ロッキングした。非吸着プレート（Ｎｕｎｃ＃２６９６２０）中、１００ｐＭ又は２６ｐ
Ｍ［１２５Ｉ］－抗原を目的のＦａｂの連続希釈物と混合する（例えばＰｒｅｓｔａ等、
（１９９７）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５７：４５９３－４５９９の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａ
ｂ－１２の試験と合致）。次に目的のＦａｂを一夜インキュベートするが、インキュベー
トは確実に平衡が達成されるようにより長時間（例えば６５時間）継続してよい。その後
、混合物を室温インキュベーション（例えば１時間）のためにキャプチャープレートに移
す。次に溶液を取り出し、プレートｗＰＢＳ中０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０で８回洗浄する
。プレートが乾燥した時点で、シンチラント（ＭｉｃｒｏＳｃｉｎｔ－２０；Ｐａｃｋａ
ｒｄ）１５０ｕｌ／ウェルを添加し、プレートをＴｏｐｃｏｕｎｔガンマカウンター（Ｐ
ａｃｋａｒｄ）で１０分間計数する。最大結合の２０％以下を与える各Ｆａｂの濃度を競
合的結合試験で使用するために選択する。別の実施形態によれば、Ｋｄ又はＫｄ値は～１
０応答単位（ＲＵ）において固定化された抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃においてＢＩ
ＡｃｏｒｅＴＭ－２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３０００（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ
．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を用いた表面プラズモン共鳴試験により測定する。慨
すればカルボキシメチル化でキストランバイオセンサーチップ（ＣＭ５、ＢＩＡｃｏｒｅ
，Ｉｎｃ．）を入手元の取扱説明書に従って塩酸Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミ
ノプロピル）－カルボジイミド（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）
で活性化する。抗原を５ｕｇ／ｍｌ（～０．２ｕＭ）まで１０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ４
．８で希釈した後に５ｕｌ／分の流量で注入し、約１０応答単位（ＲＵ）のカップリング
蛋白を達成する。抗原注入後、１Ｍエタノールアミンを注入して未反応の基をブロッキン
グする。動態の測定のために、Ｆａｂの２倍連続希釈物（０．７８ｎＭ～５００ｎＭ）を
０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ（ＰＢＳＴ）中で２５℃流量約２５ｕｇ／分で注入
する。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）は会合及び解離のセンサーグラムを
同時にフィットさせることにより単純な１対１のラングミュア結合モデル（ＢＩＡｃｏｒ
ｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン３．２）を用いて計算する。平
衡解離定数（Ｋｄ）は比ｋｏｆｆ／ｋｏｎとして計算する。例えばＣｈｅｎ，Ｙ．，ｅｔ
　ａｌ．，（１９９９）Ｊ．Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２９３：８６５－８８１を参照できる。
上記した表面プラズモン共鳴試験によるｏｎの速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を超過する場合
は、ｏｎ速度は、攪拌赤色キュベットを有するストップフロー装着分光光度計（Ａｖｉｖ
　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）又は８０００シリーズＳＬＭ－Ａｍｉｎｃｏ分光光度計（Ｔｈ
ｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）のような分光計において測定した場合の抗原の漸増濃度
の存在下ＰＢＳｐＨ７．２中２０ｎＭ抗抗原抗体（Ｆａｂ型）の２５℃における蛍光発光
強度の増大又は低減を測定する蛍光クエンチングの手法（励起＝２９５ｎｍ、発光＝３４
０ｎｍ、１６ｎｍバンドパス）により測定することができる。
【０１０２】
　本発明による「ｏｎ速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」はまた
～１０応答単位（ＲＵ）において固定化された抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃において
ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－２０００又はＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３０００（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉ
ｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を用いた上記表面プラズモン共鳴試験により測定
する。慨すればカルボキシメチル化でキストランバイオセンサーチップ（ＣＭ５、ＢＩＡ
ｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．）を入手元の取扱説明書に従って塩酸Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメ
チルアミノプロピル）－カルボジイミド（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキシスクシンイミド（
ＮＨＳ）で活性化する。抗原を５ｕｇ／ｍｌ（～０．２ｕＭ）まで１０ｍＭ酢酸ナトリウ
ムｐＨ４．８で希釈した後に５ｕｌ／分の流量で注入し、約１０応答単位（ＲＵ）のカッ
プリング蛋白を達成する。抗原注入後、１Ｍエタノールアミンを注入して未反応の基をブ
ロッキングする。速度論的測定のために、Ｆａｂの２倍連続希釈物（０．７８ｎＭ～５０
０ｎＭ）を０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０含有ＰＢＳ（ＰＢＳＴ）中で２５℃流量約２５ｕｇ
／分で注入する。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）は会合及び解離のセンサ
ーグラムを同時にフィットさせることにより単純な１対１のロングミュア結合モデル（Ｂ
ＩＡｃｏｒｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅバージョン３．２）を用いて計
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算する。平衡解離定数（Ｋｄ）は比ｋｏｆｆ／ｋｏｎとして計算する。例えばＣｈｅｎ，
Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ｊ．Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２９３：８６５－８８１を参
照できる。しかしながら上記した表面プラズモン共鳴試験によるｏｎの速度が１０６Ｍ－

１Ｓ－１を超過する場合は、ｏｎ速度は、攪拌キュベットを有するストップフロー装着分
光光度計（Ａｖｉｖ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）又は８０００シリーズＳＬＭ－Ａｍｉｎｃ
ｏ分光光度計（ＴｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）のような分光計において測定した場
合の抗原の漸増濃度の存在下ＰＢＳｐＨ７．２中２０ｎＭ抗抗原抗体（Ｆａｂ型）の２５
℃における蛍光発光強度の増大又は低減を測定する蛍光クエンチングの手法（励起＝２９
５ｎｍ、発光＝３４０ｎｍ、１６ｎｍバンドパス）により測定することができる。
【０１０３】
　「ベクター」という用語は本明細書においては、自身が連結されている別の核酸を輸送
することができる核酸分子を指す。１つの型のベクターは「プラスミド」であり、これは
更に別のＤＮＡセグメントがライゲーションされていてよい環状の２本鎖ＤＮＡループを
指す。別の型のベクターはウィルスベクターであり、その場合更に別のＤＮＡセグメント
がウィルスゲノム内にライゲーションされていてよい。特定のベクターは自身が導入され
ている宿主細胞内において自己複製することができる（例えば複製の細菌起点を有する細
菌ベクター及びエピソーム哺乳類ベクター）。他のベクター（例えば非エピソーム哺乳類
ベクター）は宿主細胞内への導入により宿主細胞のゲノム内に組み込まれることができ、
これにより宿主細胞ゲノムとともに複製される。更にまた特定のベクターは自身が作動可
能に連結されている遺伝子の発現を指向することができる。このようなベクターは本明細
書においては、「組み換え発現ベクター」（又は単に「組み換えベクター」）と称する。
一般的に、組み換えＤＮＡ手法において利用される発現ベクターはプラスミドの形態であ
る場合が多い。本明細書においては、「プラスミド」及び「ベクター」は、プラスミドが
ベクターの最も一般的に使用されている形態であるため、互換的に使用してよい。
【０１０４】
　「ポリヌクレオチド」又は「核酸」とは、本明細書においては、何れかの長さのヌクレ
オチドの重合体を指し、ＤＮＡ及びＲＮＡを包含する。ヌクレオチドはデオキシヌクレオ
チド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又は、その類縁体、
又はＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼにより、又は合成反応により重合体に取り込まれるこ
とができる何れかの基質であることができる。ポリヌクレオチドは修飾されたヌクレオチ
ド、例えばメチル化ヌクレオチド及びその類縁体を含んでよい。存在する場合は、ヌクレ
オチド構造に対する修飾は重合体の組み立ての前又は後に付与してよい。ヌクレオチドの
配列は非ヌクレオチド成分により中断されていてよい。ポリヌクレオチドは合成後に更に
例えば標識とのコンジュゲーションにより修飾されてよい。他の型の修飾は、例えば天然
に存在するヌクレオチド１つ以上の類縁体による「キャップ」置換、ヌクレオチド間修飾
、例えば未荷電連結による（例えばメチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホロ
アミデート、カーバメート等）、及び、荷電連結（例えばホスホロチオエート、ホスホロ
ジチオエート等）によるもの、懸垂部分を含有するもの、例えば蛋白（例えばヌクレアー
ゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジン等）、インターカレーターを有す
るもの（例えばアクリジン、ソラレン等）、キレート形成剤を含有するもの（例えば金属
、放射活性金属、ホウ素、酸化性金属等）、アルキル化剤を含有するもの、修飾された連
結部を有するもの（例えばアルファ芳香族核酸等）、並びに、未修飾形態のポリヌクレオ
チドを包含する。更にまた、糖に通常存在するヒドロキシル基の何れかは、例えばホスホ
ネート基、ホスフェート基により置き換えられているか、標準的な保護基により保護され
ているか、又は、別のヌクレオチドへの追加的連結部を作成するために活性化されていて
よく、或いは、固体又は半固体の支持体にコンジュゲートされていてよい。５’及び３’
末端のＯＨはホスホリル化されるか、又は、アミン又は炭素原子１～２０個の有機キャッ
ピング基部分により置換されていることができる。他のヒドロキシルはまた標準的保護基
に誘導体化されていてよい。ポリヌクレオチドはまた当該分野で一般的に知られたリボー
ス又はデオキシリボース糖の類縁体形態、例えば２’－Ｏ－メチル－、２’－Ｏ－アリル
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、２’－フルオロ－又は２’－アジド－リボース、炭素環糖類縁体、アルファ－アノマー
糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース又はリキソース、ピラノース糖、フラ
ノース糖、セドヘプツロース、非環状類縁体及び非塩基性類縁体、例えばメチルリボシド
を含有してよい。１つ以上のホスホジエステル連結部が別の連結基により置き換えられて
いてよい。これらの代替的連結基は、例えばホスフェートがＰ（Ｏ）Ｓ（「チオエート」
）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（「ジチオエート」）、（Ｏ）ＮＲ２（「アミデート」）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、
Ｐ（Ｏ）ＯＲ’、ＣＯ又はＣＨ２（「ホルムアセタール」）で置き換えられている実施形
態を包含し、ここで各Ｒ又はＲ’は独立して、Ｈ又は場合によりエーテル（－Ｏ－）結合
を含有する置換又は未置換のアルキル（１～２０Ｃ）、アリール、アルケニル、シクロア
ルキル、シクロアルケニル又はアラルキルである。ポリヌクレオチド中の全連結部が同一
である必要はない。前期はＲＮＡ及びＤＮＡを包含する本明細書に記載する全てのポリヌ
クレオチドに適用する。
【０１０５】
　「オリゴヌクレオチド」とは本明細書においては、必然ではないが一般的に約２００ヌ
クレオチド長未満の短鎖の一般的には１本鎖の一般的には合成されたポリヌクレオチドを
一般的に指す。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」という用語は相互に排
他的ではない。ポリヌクレオチドに関して上記したものは等しく、そして完全にオリゴヌ
クレオチドに適用できる。
【０１０６】
　ペプチド又はポリペプチドの配列に関して「パーセント（％）アミノ酸配列同一性」と
は、配列をアラインし、そして必要に応じてギャップを導入することにより最大パーセン
ト配列同一性を達成した後の、そして何れかの保存的置換も配列同一性の部分とはみな佐
内場合の、特定のペプチド又はポリペプチド配列内のアミノ酸残基と同一である候補配列
におけるアミノ酸残基のパーセンテージとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一
性を測定する目的のためのアライメントは例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧ
Ｎ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような市販されているコンピ
ューターソフトウエアを用いながら、当該分野で知られた種々の方法において達成するこ
とができる。アライメントを測定するための適切なパラメーター、例えば比較される配列
の完全長にわたる最大アライメントを達成するために必要な何れかのアルゴリズムは問う
業者が決定できる。しかしながら本明細書の目的のためには、％アミノ酸同一性の値は配
列比較コンピュータープログラムＡＬＩＧＮ－２を使用して得られるものであり、その場
合、ＡＬＩＧＮ－２プログラムのための完全なソースコードは以下の表Ａに示す通りであ
る。ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータープログラムはＧｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．
により著作されたものであり、以下の表Ａに示すソースコードは米国著作権登録番号ＴＸ
Ｕ５１００８７の下にそれが登録されている米国著作権局（Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　Ｄ．
Ｃ．，２０５５９）内にユーザードキュメンテーションとともに提出されている。ＡＬＩ
ＧＮＢ－２プログラムはＧｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎ
ｃｉｓｃｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａを通じて公的に入手できる。ＡＬＩＧＮ－２プログラ
ムはＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登
録商標）Ｖ４．０Ｄ上での使用のためにコンパイルしなければならない。全ての配列比較
パラメーターはＡＬＩＧＮ－２プログラムにより設定され、そして変化しない。
【０１０７】
　ＡＬＩＧＮ－２をアミノ酸配列比較のために使用する状況においては、所定のアミノ酸
Ａの、所定のアミノ酸Ｂに対する又はそれとの又はそれに対向する％アミノ酸配列同一性
（これは所定のアミノ酸Ｂに対する又はそれとの又はそれに対向する所定の％アミノ酸配
列同一性を有するか含む所定のアミノ酸配列Ａと表現することもできる）は以下の通り計
算する：
分数Ｘ／Ｙの１００倍
式中、Ｘは配列アライメントプログラムＡＬＩＧＮ－２により、ＡとＢのそのプログラム
アライメントにおいて、同一マッチとスコアされたアミノ酸残基の数であり、そしてＹは
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Ｂ中のアミノ酸残基の総数である。アミノ酸配列Ａの長さはアミノ酸配列Ｂの長さと等し
くない場合は、Ｂに対するＡの％アミノ酸配列同一性はＡに対するＢの％アミノ酸配列同
一性と等しくならない。
【０１０８】
　特段の記載が無い限り、本明細書において使用する全ての％アミノ酸配列同一性の値は
ＡＬＩＧＮ－２コンピュータープログラムを用いながら直前のパラグラフにおいて記載し
た通りに得た。
【０１０９】
　「ＥｐｈＢ４」という用語（互換的に「ＥｐｈＢ４Ｒ」とも称する）は、本明細書にお
いては、特段または内容上の別様の記載が無い限り、ネイティブ又は変異体（ネイティブ
または合成に関わらず）のＥｐｈＢ４ポリペプチドを指す。「ネイティブ配列」という用
語は特に、天然に存在するトランケーションされた、又は分泌された形態（例えば細胞外
ドメイン配列）、天然に存在する変異体形態（例えばオルタナティブスプライシング形態
）及び天然に存在する対立遺伝子変異体を包含する。「野生型ＥｐｈＢ４」という用語は
一般的に天然に存在するＥｐｈＢ４中に存在するアミノ酸配列を成すポリペプチドを指す
。「野生型ＥｐｈＢ４」という用語は一般的に天然に存在するＥｐｈＢ４中に存在するア
ミノ酸配列を指す。
【０１１０】
　「抗体」及び「免疫グロブリン」という用語は最も広範な意味において互換的に使用さ
れ、そしてモノクローナル抗体’例えば完全長又は未損傷のモノクローナル抗体）、ポリ
クローナル抗体、多価抗体、多重特異性抗体（例えば所望の生物学的活性を示す限りにお
いて二重特異性抗体）を包含し、そして特定の抗体フラグメント（本明細書においてより
詳述する）も包含してよい。抗体はヒト、ヒト化及び／又は親和性成熟のものであること
ができる。
【０１１１】
　「可変」という用語は可変ドメインの特定の部分が抗体間で配列において広範に異なっ
ている事実を指し、そして各々の特定の抗体のその特定の抗原に対する結合及び特異性に
おいて使用される。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメイン全体に渡って均一に分布
しているわけではない。それは共に軽鎖及び重鎖の可変ドメイン内の相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）または超可変領域と称される３セグメント内に濃縮されている。可変ドメインのよ
り高度に保存された部分はフレームワーク（ＦＲ）と称される。ネイティブの重鎖及び軽
鎖の可変ドメインは各々、βシート構造を連結し、そして一部の場合にはその部分を形成
するループを形成する３ＣＤＲにより連結されたβシート配置を概ね採用している４つの
ＦＲ領域を含む。各鎖のＣＤＲはＦＲ領域により、そして他の鎖に由来するＣＤＲと共に
、近接して保持されており、抗体の抗原結合の形成に寄与している（Ｋａｂａｔ等、Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔ
ｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏ
ｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ（１９９１）参照）。定常ドメインは抗原へ
の抗体の結合には直接関与していないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細
胞毒性における抗体の関わりを示す。
【０１１２】
　抗体のパパイン消化は各々が単一の抗原結合部位を有する「Ｆａｂ」フラグメントと称
される２つの同一の抗原結合フラグメント及び容易に結晶化する自身の能力を反映した名
前を有する残余の「Ｆｃ」フラグメントを生成する。ペプシン処理は２つの抗原複合部位
を有し、なお抗原に交差結合できるＦ（ａｂ’）２フラグメントをもたらす。
【０１１３】
　「Ｆｖ」は完全な抗原認識及び結合部位を含有する最小の抗体フラグメントである。２
本鎖Ｆｖ種においては、この領域は堅固な非共有結合の会合における１重鎖及び２軽鎖可
変ドメインの２量体よりなる。１本鎖Ｆｃ種においては、軽鎖及び重鎖が２本差Ｆｖ種の
ものと類似の「２量体」構造において会合できるように、フレキシブルなペプチドリンカ
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ーにより共有結合されることができる。各可変ドメインの３ＣＤＲが相互作用してＶＨ－
ＶＬ２量体の表面上の抗原結合部位を定義するのは、この配置においてである。併せて考
えると、６ＣＤＲが抗原結合特異性を抗体に付与している。しかしながら、たとえ単一の
可変ドメイン（または抗原に対して特異的な僅か３ＣＤＲを含むＦｖの半分）であっても
、完全な結合部位よりは低い親和性においてであるが、抗原を認識して結合する能力を有
する。
【０１１４】
　Ｆａｂフラグメントはまた軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１
）を含有する。Ｆａｂ’フラグメントは抗体ヒンジ領域由来のシステイン１つ以上を包含
する重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端における数残基の付加によりＦａｂフラグメン
トとは異なっている。Ｆａｂ’－ＳＨは定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール
基を担持しているＦａｂ’に関する本明細書における表記である。Ｆ（ａｂ’）２抗体フ
ラグメントは当初はそれらの間にヒンジシステインを有するＦａｂ’フラグメントの対と
して作成された。抗体フラグメントの他の化学的カップリングも知られている。
【０１１５】
　何れかの脊椎動物種に由来する抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」はその定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいてカッパ（κ）及びラムダ（λ）と称される２つの明確に異なる
型の一方に割りつけられる。
【０１１６】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異なるクラスに割
りつけられる。免疫グロブリンの５つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭが存在し、そしてこれらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例えば
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２に分割できる。免疫グ
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
称される。免疫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の配置はよく知
られている。
【０１１７】
　「抗体フラグメント」は未損傷の抗体の一部分のみを含み、その部分は好ましくは未損
傷の抗体中に存在する場合にその部分に通常関わる機能の少なくとも１つ、好ましくは大
部分又は全てを保持している。抗体フラグメントの例はＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）
２及びＦｖフラグメント；ダイアボディー；線状抗体；１本鎖抗体分子；及び抗体フラグ
メントから形成した多重特異性抗体を包含する。１つの実施形態において、抗体フラグメ
ントは未損傷の抗体の抗原結合部位を含み、そしてこれにより、抗原に結合する能力を保
持している。別の実施形態においては、抗体フラグメント、例えばＦｃ領域を含むものは
、未損傷の抗体中に存在する場合にＦｃ領域に通常関わる生物学的機能、例えばＦｃＲｎ
結合、抗体半減期モジュレーション、ＡＤＣＣ機能及び補体結合等の少なくとも１つを保
持する。１つの実施形態において、抗体フラグメントは未損傷の抗体と実質的に同様のイ
ンビボ半減期を有する１価の抗体である。例えばそのような抗体フラグメントはフラグメ
ントにインビボ安定性を付与することができるＦｃ配列に連結した結合アームを抗原上に
含んでよい。
【０１１８】
　「超可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」という用語は、本明細書においては、配列内
で超可変であり、及び／又は、構造的に定義されたループを形成する抗体可変止めの領域
を指す。一般的に、抗体は６超可変領域；３つをＶＨ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）内に、そして
３つをＶＬ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）内に含む。多くの超可変領域の定義が使用されており、
本明細書に包含される。Ｋａｂａｔ相補性決定領域（ＣＤＲ）は配列の可変性に基づいて
おり、そして、最も一般的に使用されている（Ｋａｂａｔ等、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅ
ｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕ
ｒｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ．（１９９１））。Ｃｈｏｔｈｉａ
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は代わりに構造ループの位置に言及している（Ｃｈｏｔｈｉａ　ａｎｄ　Ｌｅｓｋ　Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７））。ＡｂＭの超可変領域はＫａ
ｂａｔのＣＤＲとＣｈｏｔｈｉａの構造ループの間の折衷を示し、そしてＯｘｆｏｒｄ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ’ｓ　ＡｂＭ抗体モデリングソフトウエアにより使用されている。「
接触」超可変領域は使用可能な複合体結晶構造の分析に基づいている。これらの超可変領
域の各々に由来する残基を以下に示す。
【０１１９】
【化３】

　超可変領域は以下の通り、即ち：ＶＬ内の２４－３６又は２４－３４（Ｌ１）、４６－
５６又は５０－５６（Ｌ２）及び８９－９７（Ｌ３）、及びＶＨ内の２６－３５（Ｈ１）
、５０－６５又は４９－６５（Ｈ２）及び９３－１０２、９４－１０２又は９５－１０２
（Ｈ３）の「伸長超可変領域」を含んでよい。可変ドメイン残基はこれらの定義の各々に
つき上記Ｋａｂａｔ等の定義に従ってナンバリングされている。
【０１２０】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基とは、本明細書において定義する超可変領域残基
以外の可変ドメイン残基である。
【０１２１】
　非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」形態は非ヒト免疫グロブリンから誘導された
最小配列を含有するキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの
超可変領域に由来する残基が、所望の特異性、親和性及び能力を有するマウス、ラット、
ウサギ又は非ヒト霊長類のような非ヒト種（レシピエント抗体）の超可変領域由来の残基
により置き換えられているヒト免疫グロブリンである（レシピエント抗体）。一部の例に
おいては、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）の残基は相当する非ヒト残
基により置き換えられている。更に又、ヒト化抗体はレシピエント抗体内にもドナー抗体
内にも存在しない残基を含んでよい。このような修飾は抗体の性能を更に精鋭化させるた
めに行われる。一般的に、ヒト化抗体は、超可変ループの全て又は実質的に全てが非ヒト
免疫グロブリンのそれに相当し、そしてＦＲの全て又は実質的に全てがヒト免疫グロブリ
ン配列のそれである少なくとも１つ、そして典型的には２つの可変ドメインの実質的に全
てを含むことになる。ヒト化抗体は場合により、典型的にはヒト免疫グロブリンのもので
ある免疫グロブリンの定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部分を含むことになる。詳細につ
いてはＪｏｎｅｓ等、Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈ
ｍａｎｎ等、Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２９（１９８８）；及びＰｒｅｓｔａ，
Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５９３－５９６（１９９２）を参照でき
る。更に又以下の文献：Ｖａｓｗａｎｉ　ａｎｄ　Ｈａｍｉｌｔｏｎ，Ａｎｎ．Ａｌｌｅ
ｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ　＆　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１：１０５－１１５（１９９８）；ＩＩａ
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ｒｒｉｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　２３：１０３５－１０
３８（１９９５）；Ｈｕｒｌｅ　ａｎｄ　Ｇｒｏｓｓ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ
．５：４２８－４３３（１９９４）及びそこに引用されている参考文献を参照できる。
【０１２２】
　「キメラ」抗体（免疫グロブリン）は特定の種から誘導した、又は、特定の抗体のクラ
スまたはサブクラスに属する抗体における相当する配列と同一又は相同である重鎖及び／
又は軽鎖の一部分を有し、鎖の残余は、別の種から誘導した、又は、別の抗体のクラスま
たはサブクラスに属する抗体並びにそのような抗体のフラグメントにおける相当する配列
と、それらが所望の生物学的活性を示す限り、同一又は相同である（米国特許４，８１６
，５６７；及びＭｏｒｒｉｓｏｎ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８１：６８５１－６８５５（１９８４））。本明細書において使用するヒト化抗体はキメ
ラ抗体のサブセットである。
【０１２３】
　「１本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体フラグメントは抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含
み、ここでこれらのドメインは単一のポリペプチド鎖内に存在する。一般的にｓｃＦｖポ
リペプチドは更にｓｃＦｖが抗原結合のための所望の構造を形成することができるように
するＶＨ及びＶＬドメインの間のポリペプチドリンカーを含む。ｓｃＦｖに関する考察に
ついては、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍ
ｏｏｒｅ　ｅｄｓ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．２６
９－３１５（１９９４）を参照できる。
【０１２４】
　「抗原」とは抗体が選択的に結合する所定の抗原である。標的抗原はポリペプチド、炭
水化物、核酸、脂質、ハプテン又は他の天然に存在する又は合成の化合物であってよい。
好ましくは、標的抗原はポリペプチドである。
【０１２５】
　「ダイアボディー」という用語は２つの抗原結合部位を有する小型抗体フラグメントを
指し、そのフラグメントは同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）において軽鎖可変ドメイン
（ＶＬ）に連結した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上の２ドメインの間の対形
成を可能とするには短すぎるリンカーを使用することにより、ドメインはもう一方の鎖の
相補ドメインと強制的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を生じさせる。ダイアボデ
ィーは例えばＥＰ４０４０９７；ＷＯ９３／１１１６１；及びＨｏｌｌｉｎｇｅｒ等、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４８（１９９３）
により詳細に説明されている。
【０１２６】
　「ヒト抗体」はヒトにより生産される抗体に相当する、及び／又は、本明細書に開示す
るヒト抗体を製造するための手法の何れかを用いて作成されたアミノ酸配列を有するもの
である。ヒト抗体のこの定義は特に非ヒト抗原結合残基を含むヒト化抗体を特に除外する
。
【０１２７】
　「親和性成熟」抗体は、１つ以上の改変をそのＣＤＲ１つ以上内に有するものであり、
これによりそのような改変を保有しない親抗体と比較して抗原に対する抗体の親和性が向
上しているものである。好ましい親和性成熟抗体は標的抗原に対してナノモル、或いは更
にピコモルレベルの親和性を有することになる。親和性成熟抗体は当該分野で知られた操
作法により製造される。Ｍａｒｊｓ等、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－
７８３（１９９２）はＶＨ及びＶＬドメインシャフリングによる親和性成熟を記載してい
る。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基のランダム突然変異誘発はＢａｒｂａｓ等、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：３８０９－３８１３（１９９４）
；Ｓｃｈｉｅｒ等、Ｇｅｎｅ　１６９：１４７－１５５（１９９５）；Ｙｅｌｔｏｎ等、
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５：１９９４－２００４（１９９５）ｌＪａｃｋｓｏｎ等、Ｊ
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．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４（７）：３３１０－９（１９９５）；及びＨａｗｋｉｎｓ等、
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２６：８８９－８９６（１９９２）により記載されている。
【０１２８】
　抗体の「エフェクター機能」とは抗体のＦｃ領域（ネイティブ配列Ｆｃ領域又はアミノ
酸配列変異体Ｆｃ領域）に帰属する生物学的活性を指し、抗体アイソタイプにより変動す
る。抗体エフェクター機能の例はＣ１ｑ結合および補体依存性細胞毒性；Ｆｃ受容体結合
；抗体依存性細胞媒介細胞毒性（ＡＤＣＣ）；貪食作用；細胞表面受容体（例えばＢ細胞
受容体）のダウンレギュレーション；及びＢ細胞の活性化を包含する。
【０１２９】
　「抗体依存性細胞媒介細胞毒性」即ち「ＡＤＣＣ」とは、特定の細胞毒性細胞（例えば
ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃ受容体（
ＦｃＲ）に結合している分泌Ｉｇにより、これ等の細胞毒性エフェクター細胞が抗原担持
標的細胞に特異的に結合し、そしてその後、細胞毒素により標的細胞を殺傷することがで
きるようになるという細胞毒性の形態を指す。抗体は細胞毒性細胞を「武装」させ、そし
てそのような殺傷のために絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞であ
るＮＫ細胞はＦｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ
及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞上のＦｃＲの発現はＲａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　
Ｋｉｎｅｌ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．９：４５７－９２（１９９１）の４６
４ページの表３に総括されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を試験するためには、米国
特許５，５００，３６２又は５，８２１，３３７又は米国特許６，７３７，０５６に記載
されているようなインビトロのＡＤＣＣ試験を実施してよい。このような試験のための有
用なエフェクター細胞は末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細
胞を包含する。或いは、又は追加的に、目的の分子のＡＤＣＣ活性は例えばＣｌｙｎｅｓ
等、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）９５：６５２－６５６（１９９８）に開示されているような動物
モデルにおいてインビボで試験してよい。
【０１３０】
　「ヒトエフェクター細胞」とは１つ以上のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を示す白
血球である。好ましくは、細胞は少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、そしてＡＤＣＣ機
能を示す。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例は末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュ
ラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞毒性Ｔ細胞及び好中球を包含し；ＰＢＭＣ及びＮＫ
細胞が好ましい。エフェクター細胞はネイティブの原料から、例えば血液から単離してよ
い。
【０１３１】
　「Ｆｃ受容体」即ち「ＦｃＲ」とは、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を説明するもの
である。好ましいＦｃＲはネイティブ配列のヒトＦｃＲである。更に又、好ましいＦｃＲ
はＩｇＧ抗体に結合するもの（ガンマ受容体）であり、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦ
ｃγＲＩＩＩのサブクラスの受容体を包含し、これ等の受容体の対立遺伝子変異体及びオ
ルタナティブスプライス型も包含される。ＦｃγＲＩＩ受容体はＦｃγＲＩＩＡ（「活性
化受容体」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「抑制受容体」）を包含し、これ等はその細胞質ドメ
インにおいて主に異なっている同様のアミノ酸配列を有する。活性化受容体ＦｃγＲＩＩ
Ａはその細胞質ドメインに免疫受容体チロシン系活性化モチーフ（ＩＴＡＭ）を含有する
。抑制受容体ＦｃγＲＩＩＢはその細胞質ドメインに免疫受容体チロシン系抑制モチーフ
（ＩＴＩＭ）を含有している（Ｄａｅｒｏｎ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５
：２０３－２３４（１９９７）の考察Ｍ参照）。ＦｃＲはＲａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉ
ｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ　９：４５７－９２（１９９１）；Ｃａｐｅ
ｌ等、Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｈｏｄｓ　４：２５－３４（１９９４）；及びｄｅ　Ｈａａｓ
等、Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌｉｎ．Ｍｅｄ．１２６：３３０－４１（１９９５）において考察さ
れている。将来発見されるものを含む他のＦｃＲは本明細書においては用語「ＦｃＲ」に
包含される。用語は又胎児への母体ＩｇＧの移行の原因となり（Ｇｕｙｅｒ等、Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１１７：５８７（１９７６）及びＫｉｍ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：２
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４９（１９９４））、そして免疫グロブリンのホメオスタシスを調節する新生児受容体、
ＦｃＲｎも包含する。ＷＯ００／４２０７２（Ｐｒｅｓｔａ）は向上した、又は低下した
ＦｃＲへの結合を有する抗体変異体を記載している。その特許公開の内容は参照により本
明細書に組み込まれる。更に又、Ｓｈｉｅｌｄｓ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．９（２）
：６５９１－６６０４（２００１）も参照できる。
【０１３２】
　ＦｃＲｎへの結合を計測する方法は知られている（例えばＧｈｅｔｉｅ　１９９７，Ｈ
ｉｎｔｏｎ　２００４参照）。インビボにおけるヒトＦｃＲｎへの結合およびヒトＦｃＲ
ｎ高親和性結合ポリペプチドの血清中半減期は例えばヒトＦｃＲｎを発現するトランスジ
ェニックマウス又はトランスフェクトされたヒト細胞系統において、又はＦｃ変異体ポリ
ペプチドを投与された霊長類において試験できる。
【０１３３】
　「補体依存性細胞毒性」即ち「ＣＤＣ」は補体の存在下における標的細胞の溶解を指す
。古典的な補体経路の活性化はその同属体抗原に結合している（適切なサブクラスの）抗
体への補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）の結合により開始される。補体活性化を試験するため
には、例えばＧａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏ等、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２
０２：１６３（１９９６）に記載されているもののようなＣＤＣ試験を実施してよい。
【０１３４】
　改変されたＦｃ領域アミノ酸配列及び増大又は低減されたＣ１ｑ結合能力を有するポリ
ペプチド変異体は米国特許６，１９４，５５１Ｂ１及びＷＯ９９／５１６４２に記載され
ている。これらの特許公開の内容は特に参照により本明細書に組み込まれる。更に又、Ｉ
ｄｕｓｏｇｉｅ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６４：４１７８－４１８４（２０００）も参
照できる。
【０１３５】
　「Ｆｃ領域包含ポリペプチド」という用語はＦｃ領域を含む抗体又はイムノアドヘシン
（後述する定義参照）のようなポリペプチドを指す。Ｆｃ領域のＣ末端リジン（ＥＵナン
バリングによれば残基４４７）は例えばポリペプチドの精製の間、又は、ポリペプチドを
コードする核酸を組み換え操作することにより、除去してよい。従って、本発明によるＦ
ｃ領域を有するポリペプチドを含む組成物はＫ４４７を有する、全Ｋ４４７が除去されて
いるポリペプチド、又はＫ４４７残基を有するポリペプチド及び有さないものの混合物を
含むことができる。
【０１３６】
　「ブロッキング」抗体又は「拮抗剤」抗体はそれが結合する抗原の生物学的活性を抑制
又は低減するものである。好ましいブロッキング抗体又は拮抗剤抗体は抗原の生物学的活
性を実質的又は完全に抑制する。
【０１３７】
　「アゴニスト抗体」とは本明細書においては、目的のポリペプチドの機能的活性の少な
くとも１つを模倣する抗体である。
【０１３８】
　「アクセプターヒトフレームワーク」とは、本明細書の目的のためには、ヒト免疫グロ
ブリンフレームワークから、又は、ヒトコンセンサスフレームワークから誘導されたＶＬ
又はＶＨフレームワークのアミノ酸配列を含むフレームワークである。ヒト免疫グロブリ
ンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク「から誘導された」アクセプター
ヒトフレームワークはそれと同じアミノ酸配列を含んでよく、又は、既存のアミノ酸配列
の変化を含有していてよい。既存のアミノ酸変化が存在する場合は、好ましくは５以下、
好ましくは４以下又は３以下の既存のアミノ酸変化が存在する。既存のアミノ酸変化がＶ
Ｈに存在する場合は、好ましくはそのような変化は７１Ｈ、７３Ｈおよび７８Ｈ位の僅か
３、２又は１つにのみあり；例えば、そのような位置にあるアミノ酸残基は７１Ａ、７３
Ｔおよび７８Ａであってよい。１つの実施形態において、ＶＬアクセプターヒトフレーム
ワークは配列においてＶＬヒト免疫グロブリンフレームワーク配列又はヒトコンセンサス
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フレームワーク配列に同一である。
【０１３９】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」は一部のヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレー
ムワーク配列において最も一般的に存在するアミノ酸残基を示すフレームワークである。
一般的にその一部のヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列は可変ドメイン配列のサブグル
ープに由来する。一般的に配列のサブグループはＫａｂａｔ等のサブグループである。１
つの実施形態において、ＶＬについては、サブグループはＫａｂａｔ等の場合のようにサ
ブグループカッパである。１つの実施形態において、ＶＨについては、サブグループはＫ
ａｂａｔ等の場合のようにサブグループＩＩＩである。
【０１４０】
　「ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワーク」はＫａｂａｔ等の可変重鎖サ
ブグループＩＩＩのアミノ酸配列から得られたコンセンサス配列を含む。１つの実施形態
において、ＶＨサブグループＩＩＩコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は以下の配
列：ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＧＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬＳＣＡＡＳ（配列番号４２）－Ｈ１－Ｗ
ＶＲＱＡＰＧＫＧＬＥＷＶ（配列番号４３）－Ｈ２－ＲＦＴＩＳＲＤＮＳＫＮＴＬＹＬＱ
ＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＶＹＹＣ（配列番号４４）－Ｈ３－ＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配列
番号４５）の各々の少なくとも一部分又は全てを含む。
【０１４１】
　「ＶＬサブグループＩコンセンサスフレームワーク」はＫａｂａｔ等の可変軽鎖カッパ
サブグループＩのアミノ酸配列から得られたコンセンサス配列を含む。１つの実施形態に
おいて、ＶＨサブグループＩコンセンサスフレームワークアミノ酸配列は以下の配列：Ｄ
ＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣ（配列番号４６）－Ｌ１－ＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹ（配列番号４７）－Ｌ２－ＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩ
ＳＳＬＱＰＥＤＦＡＴＹＹＣ（配列番号４８）－Ｌ３－ＦＧＱＧＴＫＶＥＩＫ（配列番号
４９）の各々の少なくとも一部分又は全てを含む。
【０１４２】
　「障害」又は「疾患」とは本発明の物質／分子又は方法による治療から利益を被る何れ
かの状態である。これには問題となる障害に哺乳類を罹患し易くしている病理学的状態を
包含する慢性及び急性の障害又は疾患が包含される。本明細書において治療されるべき障
害の非限定的な例は、悪性又は良性の腫瘍；癌腫、芽腫及び肉腫を包含する。
【０１４３】
　「細胞増殖性障害」及び「増殖性障害」という用語はある程度の異常な細胞増殖を伴う
障害を指す。１つの実施形態において、細胞増殖性障害は癌である。
【０１４４】
　「腫瘍」とは、本明細書においては、悪性又は良性に関わらず全ての新生物性の細胞の
成育及び全ての前癌性および癌性の細胞及び組織を指す。「癌」、「癌性」、「細胞増殖
性障害」、「増殖性障害」及び「腫瘍」は本明細書において言及する限り相互に排除され
ない。
【０１４５】
　「癌」及び「癌性」という用語は典型的には調節できない細胞の成育／増殖を特徴とす
る哺乳類における生理学的状態を指すか描写するものである。癌の例は、癌腫、リンパ腫
、芽腫、肉腫及び白血病を包含する。このような癌のより特定の例は、扁平上皮細胞癌、
小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平上皮癌、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵
臓癌、神経膠芽細胞腫瘍、頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、結
腸直腸癌、子宮内膜又は子宮の癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝臓癌、前立腺癌、外陰部癌、甲
状腺癌、肝臓癌腫、胃癌、黒色腫及び種々の型の頭部及び頚部の癌を包含する。脈管形成
の脱調節は本発明の組成物及び方法により治療できる多くの障害をもたらす場合がある。
これらの障害は非新生物性及び新生物性の状態の両方を包含する。新生物は例えば上記し
たものを包含する。非新生物性の障害は例えば望ましくない、又は、異常な肥大、関節炎
、慢性関節リューマチ（ＲＡ）、乾癬、乾癬性プラーク、サルコイドーシス、アテローム
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性動脈硬化症、アテローム性動脈硬化性プラーク、糖尿病性及び他の増殖性の網膜症、例
えば未熟児網膜症、水晶体後腺維増殖症、血管新生緑内障、加齢関連黄斑変性、糖尿病性
斑状浮腫、角膜血管新生、角膜グラフト血管新生、角膜グラフト拒絶、網膜／脈絡膜血管
新生、角の血管新生（皮膚紅潮）、眼の血管新生性疾患、血管再狭窄、動脈静脈奇形（Ａ
ＶＭ）、髄膜腫、血管腫、血管腺維腫、甲状腺肥大（グレーブス病を含む）、角膜及び他
の組織の移植、慢性炎症、肺炎症、急性肺傷害／ＡＲＤＳ、敗血症、一次肺高血圧症、悪
性肺滲出、脳水腫（例えば急性卒中／閉鎖性頭部傷害／外傷に関連）、滑膜炎症、ＲＡに
おけるパンヌス形成、骨化性筋炎、肥大性骨形成、骨関節炎（ＯＡ）、難治性腹水、多嚢
胞性卵巣症、子宮内膜炎、体液サードスペース形成疾患（膵炎、コンパートメント症候群
、熱傷、腸疾患）、子宮線維症、早産、慢性炎症、例えばＩＢＤ（クローン病及び潰瘍性
結腸炎）、腎臓同種移植片拒絶、炎症性腸疾患、ネフローゼ症候群、望ましくない、又は
、異常な組織嵩増大（非癌）、血友病性関節、肥大瘢痕、毛髪増殖抑制、オースラー‐ウ
ェーバー症候群、化膿性肉芽腫、水晶体後線維増殖、硬皮症、トラコーマ、血管接着、滑
膜炎、皮膚炎、子癇前症、腹水、心内膜液浸出（例えば心内膜炎に関連するもの）及び胸
水を包含する。
【０１４６】
　本明細書においては、「治療」とは治療すべき個体又は細胞の本来の過程を改変させる
試みにおける臨床介入を指し、予防のため、又は臨床病理過程の間の何れかに実施できる
。治療の望ましい作用は、疾患の発症又は再発の防止、症状の緩解、何れかの直接又は間
接的な疾患帰結の軽減、転移の防止、疾患進行速度の低減、疾患状況の緩和又は沈静化、
及び、予後の軽快又は改善を包含する。一部の実施形態においては、本発明の抗体は疾患
又は障害の発症を遅延するために使用される。
【０１４７】
　「神経変性疾患」及び「神経変性障害」という用語は、病理学的特徴にニューロンの変
性及び／又は機能不全が関与している全ての障害を包含する最も広範な意味において使用
され、限定しないが、末梢神経障害；運動ニューロン障害、例えば筋萎縮性側索硬化症（
ＡＬＳ、ルー・ゲーリグ病）、ベル麻痺、及び脊髄筋肉の委縮又は麻痺が関与する種々の
状態；及び他の人の神経変性障害、例えばアルツハイマー病、パーキンソン病、癲癇、多
発性硬化症、ハンチントン舞踏病、ダウン症候群、感音難聴及びメニエール病が包含され
る。
【０１４８】
　「末梢神経障害」とは末梢神経に作用する神経変性障害であり、最も頻繁には運動、感
覚、感覚運動又は自律神経の機能不全の１つまたは組み合わせとして顕在化する。末梢神
経障害は例えば遺伝的に獲得されるか、全身疾患に起因するか、又は毒性物質、例えば神
経毒性薬物、例えば抗新生物剤、又は産業上または環境の汚染物質により誘導される場合
がある。「末梢感覚神経障害」は末梢感覚ニューロンの変性を特徴とし、これは特発性で
あるか、例えば糖尿病（糖尿病性神経障害）、癌における細胞増殖抑制剤療法（例えば化
学療法剤、例えばビンクリスチン、シスプラチン、メトトレキセート、３’－アジド－３
’－デオキシチミジン又はタキサン類、例えばパクリタキセル［ＴＡＸＯＬ（登録商標）
、Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｅｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉｎｃｅｔｏ
ｎ，Ｎ．Ｊ．］及びドキセタキセル［ＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏ
ｕｌｅｎｅ　Ｒｏｒｅｒ，Ａｎｔｏｎｙ，Ｆｒａｎｃｅ］）、アルコール中毒、後天性免
疫不全症候群（ＡＩＤＳ）又は遺伝的素因の結果として生じる場合がある。遺伝的に獲得
された末梢神経障害は、例えばレフサム病、クラッベ病、異染性白質萎縮症、ファブリー
病、ドゥジュリーヌ－ソッタ病、無β－リポ蛋白血症、シャルコー－マリー－ツース（Ｃ
ＭＴ）病（腓骨筋萎縮症又は遺伝性運動感覚神経障害（ＨＭＳＮ）としても知られている
）を包含する。大部分の型の末梢神経障害は数カ月又は数年の過程に渡って緩徐に発症す
る。臨床慣行においてはそのような神経障害は慢性と称される。場合により末梢神経障害
は数日の過程にわたって急速に発症し、急性と称される。末梢神経障害は通常は感覚及び
運動神経に共に影響し、これにより、混合感覚運動神経障害を誘発するが、純粋な運動神
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経障害もまた知られている。
【０１４９】
　「個体」とは脊椎動物、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトである。哺乳類は限定
しないが、牧場動物（例えばウシ）、競技用動物、愛玩動物（例えばネコ、イヌ及びウマ
）、霊長類、マウス及びラットを包含する。
【０１５０】
　「哺乳類」とは、治療目的の為には哺乳類として分類される何れかの動物を指し、ヒト
、家畜及び牧場動物、及び、動物園、競技用または愛玩用の動物、例えばイヌ、ウマ、ネ
コ、ウシ等を包含する。好ましくは哺乳類はヒトである。
【０１５１】
　「有効量」とは所望の治療又は予防上の結果を達成するために、必要な用量及び時間に
おいて、有効である量を指す。
【０１５２】
　本発明の物質／分子、アゴニスト又は拮抗剤の「治療有効量」は個体の疾患状況、年齢
、性別及び体重、及び、物質／分子、アゴニスト又は拮抗剤が個体において所望の応答を
誘発する能力のような要因に従って変動する。治療有効量は又、物質／分子、アゴニスト
又は拮抗剤の何れかの毒性又は有害な作用よりも治療上有益な作用が勝っているものであ
る。「予防有効量」は所望の予防結果を達成するために、必要な用量及び時間において、
有効である量を指す。必然ではないが典型的には、予防用量は疾患の前又は早期の段階に
おいて対象において使用されるため、予防有効量は治療有効量よりも低値となる。
【０１５３】
　「細胞毒性剤」という用語は本明細書においては、細胞の機能を抑制又は防止、及び／
又は細胞の破壊を誘発する物質を指す。用語は放射性同位体（例えばＡｔ２１１、Ｉ１３

１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２及び
Ｌｕの放射性同位体）、化学療法剤、例えばメトトレキセート、アドリアマイシン、ビン
カアルカロイド（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メ
ルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他のインタカレー
ション剤、酵素及びそのフラグメント、例えば核溶解酵素、抗生物質及び毒素、例えば小
分子毒素又は細菌、カビ、植物又は動物起源の酵素的に活性な毒素並びにそのフラグメン
ト及び／又は変異体、及び、以下に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を包含する。他の細
胞毒性剤は以下に記載する。殺腫瘍性の薬剤は腫瘍細胞の破壊を誘発する。
【０１５４】
　「化学療法剤」とは癌の治療において有用な化学物質である。化学療法剤の例はアルキ
ル化剤類、例えばチオテパ及びＣＹＴＯＸＡＮ（登録商標）シクロホスファミド；アルキ
ルスルホネート類、例えばブスルファン、イムプロスルファン及びピポスルファン；アジ
リジン類、例えばベンゾドパ、カルボコン、メツレドパ及びウレドパ；エチレンイミン類
及びメチラメラミン類、例えばアルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレンホ
スホアミド、トリエチレンチオホスホアミド及びトリメチロールオメラミン；アセトゲニ
ン類（特にブラタシン及びブラタシノン）；デルタ－９－テトラヒドロカンナビノール（
ドロナビノール、ＭＡＲＩＮＯＬ（登録商標））；ベータ－ラパコン；ラパコール；コル
ヒチン類；ベツリン酸；カンプトテシン（例えば合成類縁体トポテカン（ＨＹＣＡＭＴＩ
Ｎ（登録商標））、ＣＰＴ－１１（イリノテカン、ＣＡＭＰＴＯＳＡＲ（登録商標））、
アセチルカンプトテシン、スコポレクチン及び９－アミノカンプトテシン）；ブリオスタ
チン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５（例えばアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシ
ン合成類縁体）；ポドフィロトキシン；ポドフィリン酸；テミポシド；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（例えば合成類縁体、ＫＷ－２１８９及びＣＢ１－ＴＭ１）；エレウテロビン；パン
クラチスタチン；サルコジクチン；スポンジスタチン；窒素マスタード類、例えばクロラ
ンブシル、クロマファジン、クロロホスファミド、エストラムスチン、イフォスファミド
、メクロレタミン、塩酸酸化メクロレタミン、メルファラン、ノべンビチン、フェネステ
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リン、プレドニムスチン、トロフォスファミド、ウラシルマスタード；ニトロソ尿素類、
例えばカルムスチン、クロロゾトシン、ホテムスチン、ロムスチン、ニムスチン及びラニ
ムヌスチン；抗生物質、例えばエネジン抗生物質（例えばカリケアマイシン、特にカリケ
アマイシンガンマＩＩ及びカリケアマイシンオメガＩＩ（例えばＡｇｎｅｗ，Ｃｈｅｍ　
Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．，３３：１８３－１８６（１９９４）参照）；ジネマイシン
、例えばジネマイシンＡ；クスペラマイシン；並びにネオカルジノスタチン発色団及び関
連の色素蛋白エネジン抗生物質発色団）、アクラシノマイシン類、アクチノマイシン、オ
ーソラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カラビシン、カルミ
ノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイシン類、ダクチノマイシン、ダウノルビシン
、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ（
登録商標）ドキソルビシン（例えばモルホリノドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキ
ソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシン及びデオキシドキソルビシン）、エピルビシ
ン、エソルビシン、イダルビシン、マルセロマイシン、マイトマイシン類、例えばマイト
マイシンＣ、マイコフェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、
ポトフィロマイシン、ピューロマイシン、ケラマイシン、ロドルビシン、ストレプトニグ
リン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメックス、ジノスタチン、ゾルビシン；
代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート及び５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）；葉酸類縁
体、例えばデノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメトレキセート；プ
リン類縁体、例えばフルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン
；ピリミジン類縁体、例えばアンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフ
ル、シタラビン、ジデオキシウリジン、デキシフルリジン、エノシタビン、フロクスリジ
ン；アンドロゲン類、例えばカルステロン、ドロモスタノロンプロピオネート、エピチオ
スタノール、メピチオスタン、テストラクトン；抗アドレナル類、例えばアミノグルテチ
ミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸補給剤、例えばフロリン酸；アセグラトン；アルド
ホスファミドグリコシド；アミノェブリン酸；エニルラシル；アムサクリン；ベストラブ
シル；ビスアントレン；エダトラキセート；デホファミン；デメコルシン；ジアジクオン
；エルホミチン；酢酸エリプチニウム；エポチロン；エトグシド；硝酸ガリウム；ヒドロ
キシ尿素；レンチナン；ロニダイニン；マイタンシノイド類、例えばマイタンシン及びア
ンサミトシン類；マイトグアゾン；マイトキサトロン；モピダンモル；ニトラエリン；ペ
ントスタチン；フェナメト；ピアルビシン；ロソキサントロン；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　Ｐｒｏｄ
ｕｃｔｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）；ラゾキサン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲル
マニウム；テヌアゾン酸；トリアジコン；２，２’，２”－トリクロロトリエチルアミン
；トリコテセン（特にＴ－２毒素、べラクリンＡ、ロリジンＡ及びアングイジン）；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；マイトブロニトール；ピポブロマン；ガシトシン；アラ
ビノシド（Ａｒａ－Ｃ）；チオテパ；タキソイド類、例えばＴＡＸＯＬ（登録商標）パク
リタキセル（Ｂｒｉｓｔｏｌ－Ｍｙｅｒｓ　Ｓｑｕｉｂｂ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉｎ
ｂｃｅｔｏｎ，Ｎ．Ｊ．）、ＡＢＲＡＸＡＮＥＴＭＣｒｅｍｏｐｈｏｒ－非含有、パクリ
タキセルのアルブミン操作ナノ粒子製剤（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ，Ｓｃｈａｕｍｂｅｒｇ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）及びＴＡＸＯＴＥ
ＲＥ（登録商標）ドキセタキセル（Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ，Ａｎｔｏ
ｎｙ，Ｆｒａｎｃｅ）；クロランブシル；ゲムシタビン（ＧＥＭＺＡＲ（登録商標））；
６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；白金類縁体、例えばシスプラ
チン及びカルボプラチン；ビンブラスチン（ＶＥＬＢＡＮ（登録商標））；白金；エトポ
シド（ＶＰ－１６）；イソフォスファミド；マイトキサントロン；ビンクリスチン（ＯＮ
ＣＯＶＩＮ（登録商標））；オキサリプラチン；ロイコボビン；ビノレルビン（ＮＡＶＥ
ＬＢＩＮＥ（登録商標））；ノヴァントロン；エダトレキセート；ダウノマイシン；アミ
ノプテリン；イバンドロネート；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメ
チロルニチン（ＤＭＦＯ）；レチノイド類、例えばレチン酸；カペシタラビン（ＸＥＬＯ



(35) JP 6234962 B2 2017.11.22

10

20

30

40

50

ＤＡ（登録商標））；上記物質の何れかの製薬上許容しうる塩、酸又は誘導体；並びに上
記物質の二者以上の組み合わせ、例えばＣＨＯＰ、即ち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ソロンの複合療法の略称、及びＦＯＬＦＯＸ、即ち５
－ＦＵ及びロイコボビンと組み合わせたオキサリプラチン（ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ）を用
いた治療用法の略称等、を包含する。
【０１５５】
　この定義に同様に包含されるものは癌の生育を促進することが可能であるホルモンの作
用を調節、低減、ブロック又は抑制する作用を有し、そして、全身投与又は身体全体投与
の形態となる場合が多い抗ホルモン剤である。それらはそれら自体がホルモンであってよ
い。例示されるものは、抗エストロゲン及び選択的エストロゲン受容体モジュレーター（
ＳＥＲＭ）、例えばタモキシフェン（例えばＮＯＬＶＡＤＥＸ（登録商標）タモキシフェ
ン）、ＥＶＩＳＴＡ（登録商標）ラロキシフェン、ドロロキシフェン、４－ヒドロキシタ
モキシフェン、トリオキシフェン、ケオキシフェン、ＬＹ１１７０１８、オナプリストン
及びＦＡＲＥＳＴＯＮ（登録商標）トレミフェン；抗プロゲステロン類；エストロゲン受
容体ダウンレギュレート剤（ＥＲＤ）；卵巣を抑制又はシャットダウンする機能を有する
薬剤、例えば黄体形成ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ）アゴニスト、例えばＬＵＰＲＯ
Ｎ（登録商標）及びＥＬＩＧＡＲＤ（登録商標）酢酸ロイプロリド、酢酸ゴセレリン、酢
酸ブセレリン及びトリプテレリン；他の抗アンドロゲン類、例えばフルタミド、ニルタミ
ド及びビカルタミド；及び副腎におけるエストロゲン生産を調節する酵素アロマターゼを
阻害するアロマターゼ阻害剤、例えば４（５）－イミダゾール類、アミノグルテチミド、
ＭＥＧＡＳＥ（登録商標）酢酸メゲステロール、ＡＲＯＭＡＳＩＮ（登録商標）エキセメ
スタン、ホルメスタニー、ファドゾロール、ＲＩＶＩＳＯＲ（登録商標）ボロゾール、Ｆ
ＥＭＡＲＡ（登録商標）レトロゾール及びＡＲＩＭＩＤＥＸ（登録商標）アラストロゾー
ルを包含する。更に又、化学療法剤のこのような定義にはビスホスホネート類、例えばク
ロドロネート（例えばＢＯＮＥＦＯＳ（登録商標）又はＯＳＴＡＣ（登録商標））、ＤＩ
ＤＲＯＣＡＬ（登録商標）エチロロネート、ＮＥ－５８０９５、ＺＯＭＥＴＡ（登録商標
）ゾレドロン酸／ゾレドロネート、ＦＯＳＡＭＡＸ（登録商標）アレンドロネート、ＡＲ
ＥＤＩＡ（登録商標）パミドロネート、ＳＫＥＬＩＤ（登録商標）チルドロネート又はＡ
ＣＴＯＮＥＬ（登録商標）リセドロネート；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類縁体）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に、例えばＰ
ＫＣ－アルファ、Ｒａｆ、Ｈ－Ｒａｓ及び表皮成長因子受容体（ＥＧＦ－Ｒ）のような異
常な細胞増殖に関与するとされるシグナリング経路内の遺伝子の発現を抑制するもの；ワ
クチン類、例えばＴＨＥＲＡＴＯＰＥ（登録商標）ワクチン及び遺伝子療法ワクチン類、
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；ＬＵＰＴＯＴＥＣＡＮ（登録商標）トポイ
ソメラーゼ１阻害剤；ＡＢＡＲＥＬＩＸ（登録商標）ｍＲＨ；ラパチニブジトシレート（
ＥｒｂＢ－２及びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤、別名ＧＷ５７２０１６）
；及び上記物質の何れかの製薬上許容しうる塩、酸又は誘導体も包含される。
【０１５６】
　「生育抑制剤」とは、本明細書において使用する場合は、インビトロ又はインビボの何
れかにおいて細胞（例えばＥｐｈＢ４を発現する細胞）の成育を抑制する化合物又は組成
物を指す。即ち、生育抑制剤はＳ期における細胞（例えばＥｐｈＢ４を発現する細胞）の
パーセンテージを有意に低減するものであってよい。生育抑制剤の例は細胞周期の進行を
（Ｓ期以外の位置において）ブロックする薬剤、例えばＧ１停止及びＭ期停止を誘導する
薬剤を包含する。伝統的なＭ期ブロッカーはビンカ類（ビンクリスチン及びビンブラスチ
ン）、タキサン類及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エピルビシ
ン、ダウノルビシンエトポシド及びブレオマイシンを包含する。Ｇ１を停止させる薬剤は
またＳ期停止にまで作用を派生させるものがあり、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタ
モキシフェン、プレドニソン、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が挙げられる。更に詳細な説明は、Ｍｕ
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ｒａｋａｍｉ等によるＴｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｃａｎｃｅｒ，
Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎ　ａｎｄ　Ｉｓｒａｅｌ，ｅｄｓ．，Ｃｈａｐｔｅｒ　１の表題「
Ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｏｎｃｏｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ａｎｔｉ
ｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　ｄｒｕｇ」、Ｎｙｒａｊａｎｕ等（ＷＢ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ：Ｐ
ｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，１９９５），ｐ．１３に記載されている。タキサン類（パクリ
タキセル及びドセタキセル）は共にイチイの木から誘導される抗癌剤である。ヨーロッパ
イチイから誘導されたドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（登録商標）、Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏ
ｕｌｅｎｃ　Ｒｏｒｅｒ）はパクリタキセル（ＴＡＸＯＬ（登録商標）、Ｂｒｉｓｔｏｌ
－Ｍｅｙｅｒ　Ｓｑｕｉｂｂ）の半合成類縁体である。パクリタキセル及びドセタキセル
はチュブリン２量体からの微小管の組み立てを促進し、そして脱重合を防止することによ
り微小管を安定化させ、これが細胞における有糸分裂を抑制する。
【０１５７】
　「ドキソルビシン」はアントラサイクリン抗生物質である。ドキソルビシンの完全な化
学名は（８Ｓ－シス）－１０－［（３－アミノ－２，３，６－トリデオキシ－α－Ｌ－リ
キソ－ヘキサピラノシル）オキシ］－７，８，９，１０－テトラヒドロ－６，８，１１－
トリヒドロキシ－８－（ヒドロキシアセチル）－１－メトキシ－５，１２－ナフタセンジ
オンである。
【０１５８】
　「抗新生物組成物」という用語は活性な治療薬、例えば「抗癌剤」少なくとも１つを含
む癌を治療する場合に有用な組成物を指す。治療薬（抗癌剤、本明細書においては「抗新
生物剤」とも称する）の例は、限定しないが、例えば化学療法剤、成長抑制剤、細胞毒性
剤、放射線療法に使用される薬剤、抗脈管形成剤、アポトーシス剤、抗チュブリン剤、毒
素及び癌を治療するための他の薬剤、例えば抗ＶＥＧＦ中和抗体、ＶＥＧＦ拮抗剤、抗Ｈ
ＥＲ－２、抗ＣＤ２０、表皮生育因子受容体（ＥＧＦＲ）拮抗剤（例えばチロシンキナー
ゼ阻害剤）、ＨＥＲ１／ＥＧＦＲ抑制剤、エルロチニブ、ＣＯＸ－２阻害剤（例えばセレ
コキシブ）、インターフェロン、サイトカイン、ＥｐｈＢ２、ＥｐｈＢ３、ＥｐｈＢ４ま
たはＶＥＧＦ受容体の１つ以上に結合する拮抗剤（例えば中和抗体）、血小板誘導成長因
子（ＰＤＧＦ）及び／又は幹細胞因子（ＳＣＦ）に関する受容体チロシンキナーゼに対す
る阻害剤（例えばイマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標）Ｎｏｖａｒｔｉｓ
））、ＴＲＡＩＬ／Ａｐｏ２及び他の生物活性及び有機化学の薬剤等を包含する。
【０１５９】
　「プロドラッグ」という用語は本明細書においては、親薬剤と比較して腫瘍細胞に対し
て低細胞毒性であるが酵素的に活性化されるか、又はより活性な親化合物型に変換される
ことができる薬学的に活性な物質の前駆体又は誘導体の型を指す。例えばＷｉｌｍａｎ，
，１９８６，“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ”，
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，１４，ｐｐ．３
７５－３８６，６１５ｔｈ　Ｍｅｅｔｉｎｇ　Ｂｅｌｆａｓｔ；及び、Ｓｔｅｌｌａ等、
１９８５，“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ：Ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａ
ｒｇｅｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，”Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ，Ｂｏｒｃｈａｒｄｔ等、（ｅｄ．，），ｐｐ．２４７－２６７，Ｈｕｍａｎａ
　Ｐｒｅｓｓを参照できる。本発明のプロドラッグは限定しないが、より活性な細胞毒性
の遊離の薬剤に変換されることができるホスフェート含有プロドラッグ、チオホスフェー
ト含有プロドラッグ、スルフェート含有プロドラッグ、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たフェノキシアセトアミド含有プロドラッグ又は場合により置換さ
れたフェニルアセトアミド含有プロドラッグ、５－フルオロシトシン及び他の５－フルオ
ロウリジンプロドラッグを包含する。本発明で使用するためのプロドラッグ型に誘導でき
る細胞毒性剤の例は限定しないが上記した化学療法剤を包含する。
【０１６０】
　「抗脈管形成剤」または「脈管形成抑制剤」とは、直接又は間接的に、脈管形成、脈管
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形成又は望ましくない血管の透過性を抑制する、小分子量物質、ポリヌクレオチド、ポリ
ペプチド、単離された蛋白、組み換え蛋白、抗体又はそのコンジュゲート又は融合蛋白を
指す。例えば、抗脈管形成剤は上記定義した脈管形成剤に対する抗体又は他の拮抗剤、例
えば、ＶＥＧＦに対する抗体、ＶＥＧＦ受容体に対する抗体、ＶＥＧＦ受容体シグナリン
グをブロックする小分子（例えばＰＴＫ７８７／ＺＫ２２８４、ＳＵ６６６８、ＳＵＴＥ
ＮＴ／ＳＵ１１２４８（リンゴ酸スニチニブ）、ＡＭＧ７０６）である。抗脈管形成剤は
また、ネイティブの脈管形成抑制剤、例えばアンジオスタチン、エンドスタチン等を包含
する。例えばＫｌａｇｓｂｒｕｎ　ａｎｄ　Ｄ’Ａｍｏｒｅ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｐｈｙ
ｓｉｏｌ．，５３：２１７－３９（１９９１）；Ｓｔｒｅｉｔ　ａｎｄ　Ｄｅｔｍａｒ，
Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２２：３１７２－３１７９（２００３）（例えば悪性黒色腫における
抗脈管形成療法を列挙している表３）；Ｆｅｒｒａｒａ　＆　Ａｌｉｔａｌｏ，Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　５（１２）：１３５９－１３６４（１９９９）；Ｔｏｎｉｎｉ
等、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２２：６５４９－６５５６（２００３）（例えば抗脈管形成因子
を列挙している表２）；及び　Ｓａｔｏ　Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，８：２
００－２０６（２００３）（例えば臨床治験において使用されている抗脈管形成剤を列挙
している表１）を参照できる。
【０１６１】
　本発明の組成物及びその製造方法
　本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体；及び抗ＥｐｈＢ４抗体をコードする配列を含むポリヌクレ
オチドを含む医薬組成物を包含する組成物を包含する。本明細書においては、組成物はＥ
ｐｈＢ４に結合する抗体１つ以上、及び／又は、ＥｐｈＢ４に結合する抗体１つ以上をコ
ードする配列を含むポリヌクレオチド１つ以上を含む。これらの組成物は更に、適当な担
体、例えば製薬上許容しうる賦形剤、例えば緩衝剤を含んでよく、これらは当該分野で良
く知られている。
【０１６２】
　本発明は又単離された抗体及びポリヌクレオチドの実施形態も包含する。本発明はまた
実質的に純粋な抗体及びポリヌクレオチドの実施形態も包含する。
【０１６３】
　本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は好ましくはモノクローナルである。本発明の範囲に同様に
包含されるものは、本明細書において提供される抗ＥｐｈＢ４抗体のＦａｂ、Ｆａｂ’、
　Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントである。これらの抗体フラグメントは伝
統的な集団、例えば酵素消化により作成することができ、又は、組み換え手法により形成
してもよい。このような抗体フラグメントはキメラ又はヒト化されていてよい。これらの
フラグメントは後述する診断及び治療目的のために有用である。
【０１６４】
　モノクローナル抗体は実質的に均質な抗体の集団から得られ、即ち、集団に属する個々
の抗体は僅かの量のみ存在してよい可能な天然に存在する突然変異を除き同一である。即
ち、「モノクローナル」という修飾語は個別の抗体の混合物ではないものとして抗体の特
徴を示している。
【０１６５】
　本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体はＫｏｈｌｅｒ等、Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７
５）により最初に記載されたハイブリドーマ法を用いて作成することができ、又は組み換
えＤＮＡ法により作成してよい（米国特許４，８１６，５６７）。
【０１６６】
　ハイブリドーマ法においては、マウス又は他の適切な宿主動物、例えばハムスターを、
免疫化に使用される蛋白に特異的に結合する抗体を製造するか、製造することができるリ
ンパ球を誘発するように免疫化する。ＥｐｈＢ４に対する抗体は一般的にＥｐｈＢ４及び
アジュバントの多数回の皮下（ｓｃ）または腹腔内（ｉｐ）注射により動物において育成
する。ＥｐｈＢ４は当該分野で良く知られている方法を用いて製造してよく、その一部は
更に本明細書に記載する通りである。例えば、ＥｐｈＢ４の組み換え生産を以下に記載す
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る。１つの実施形態において、免疫グロブリン重鎖のＦｃ部分に融合させたＥｐｈＢ４の
細胞外ドメイン（ＥＣＤ）を含有するＥｐｈＢ４の誘導体で動物を免疫化する。好ましい
実施形態においては、ＥｐｈＢ４－ＩｇＧ１融合蛋白で動物を免疫化する。動物を通常通
り免疫原性コンジュゲート又はＥｐｈＢ４の誘導体に対し、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＰ
Ｌ）／トレハロースジクリノミクレート（ＴＤＭ）（Ｒｉｂｉ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍ．
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）で免疫化し、そして溶液を多数
部位において比内注射する。２週間後、動物をブーストする。７～１４日後、動物を出血
させ、血清の抗ＥｐｈＢ４価を試験する。抗体価が定常状態となるまで動物をブーストす
る。
【０１６７】
　或いは、リンパ球をインビトロで免疫化してよい。次にリンパ球をポリエチレングリコ
ールのような適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成す
る（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｐｐ．５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，
１９８６））。
【０１６８】
　このようにして製造したハイブリドーマ細胞は、未融合の親骨髄腫細胞の生育又は生存
を抑制する物質１つ以上を好ましくは含有する適当な培地中に播種して生育させる。例え
ば、親骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ｈ
ＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）を欠いている場合、ハイブリドーマ用の培地は典型的には、ＨＧ
ＰＲＴ欠損細胞の生育を抑制す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
ンを含有することになる（ＨＡＴ培地）。
【０１６９】
　好ましい骨髄腫細胞は効率的に融合し、選択された抗体生産細胞による抗体の安定した
高レベルの生産を支援し、そしてＨＡＴ培地のような培地に対して感受性のものである。
これらのうち、好ましい骨髄腫細胞系統はマウス骨髄腫系統、例えばＳａｌｋ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ＵＳＡより入手可能なＭＯＰＣ－２１及びＭＰＣ－１１マウス
腫瘍から誘導されたもの、及び、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａｒｙｌａｎｄ　ＵＳＡから入手可能なＳＰ－
２又はＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞である。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細
胞系統もまた、ヒトモノクローナル抗体の製造のために記載されている（Ｋｏｚｂｏｒ，
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ等、Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｐｐ．５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ
．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８７））。
【０１７０】
　ハイブリドーマ細胞を生育させる培地をＥｐｈＢ４に対して施行されたモノクローナル
抗体の生産に関して試験する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により生産されたモノク
ローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降により、または、インビトロの結合試験、例えば
ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着試験（ＥＬＩＳＡ）により測定
する。
【０１７１】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Ｍｕｎｓｏｎ等、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のスカッチャード分析により測定できる。
【０１７２】
　所望の特異性、親和性及び／又は活性の抗体を生産するハイブリドーマ細胞が発見され
た後、クローンを限界希釈法によりサブクローニングし、そして標準的方法により生育さ
せてよい（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，ｐｐ．５９－１０３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
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ｓｓ，１９８６））。この目的のための適当な培地は、例えば、Ｄ－ＭＥＭ及びＲＰＭＩ
－１６４０培地である。更に又、ハイブリドーマ細胞は動物における腹水腫瘍としてイン
ビボで生育させてよい。
【０１７３】
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は従来の免疫グロブリン精製操作法
、例えばプロテイン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、又はアフィニティーにティークロマトグラフィーにより培地、復水又は
血清から適宜分離する。
【０１７４】
　本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は所望の活性を有する合成抗体クローンを得るスクリーニン
グのためのコンビナトリアルなライブラリを用いることにより作成できる。原則として、
合成抗体クローンは、ファージ皮膜蛋白に融合した抗体可変領域（Ｆｖ）の種々のフラグ
メントをディスプレイするファージを含有するファージライブラリをスクリーニングする
ことにより選択される。そのようなファージライブラリは所望の抗原に対するアフィニテ
ィークロマトグラフィーによりパニングされる。所望の抗原に結合することができるＦｖ
フラグメントを発現するクローンは抗原に吸着され、これによりライブラリ中の非結合ク
ローンから分離される。次に結合クローンを抗原から溶出させ、そして抗原吸着／溶出の
追加的サイクルにより更にリッチ化することができる。本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体の何れ
かは目的のファージクローンが選択されるように適当な抗原スクリーニング操作法を設計
し、その後、目的のファージクローン由来のＦｖ配列及びＫａｂａｔ等、Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ
，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　９１－３２４２，Ｂ
ｅｔｈｅｓｄａ　ＭＤ（１９９１），ｖｏｌｓ．１－３に記載されている適当な定常領域
（Ｆｃ）配列を用いながら、完全長の抗ＥｐｈＢ４抗体クローンを構築することにより得
ることができる。
【０１７５】
　抗体の抗原結合ドメインは両方が３つの超可変ループまたは相補性決定領域（ＣＤＲ）
を呈する軽鎖（ＶＬ）及び重鎖（ＶＨ）に各々１つが由来する約１１０アミノ酸の２つの
可変（Ｖ）領域から形成される。可変ドメインは、Ｗｉｎｔｅｒ等、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．，１２：４３３－４５５（１９９４）に記載される通り、ＶＨ及びＶＬが
短いフレキシブルなペプチドを介して共有結合的に連結している１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）
として、又は、各々が定常ドメインに融合して非共有結合的に相互作用するＦａｂフラグ
メントとして、ファージ上に機能的にディスプレイすることができる。本明細書において
は、ｓｃＦｖコードファージクローン及びＦａｂコードファージクローンは総称して「Ｆ
ｖファージクローン」又は「Ｆｖクローン」と称する。
【０１７６】
　ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により別個にク
ローニングし、そして、ファージライブラリ内でランダムに組み換えすることができ、こ
れを次にＷｉｎｔｅｒ等、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１２：４３３－４５５（
１９９４）に記載される通り、抗原結合クローンを得るための検索に付すことができる。
免疫化された原料に由来するライブラリはハイブリドーマの構築を必要とすることなく免
疫原に対して高親和性の抗体を提供する。或いは、Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ等、ＥＭＢＯ　Ｊ
，１２：７２５－７３４（１９９３）の記載する通り、ナイーブのレパートリーをクロー
ニングすることにより何れの免疫化も行うことなく非自己及び自己抗原の広範な種類に対
するヒト抗体の単一の原料を提供することができる。最終的に、ナイーブのレパートリー
は、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：
３８１－３８８（１９９２）に記載の通り、幹細胞由来の未再配置のＶ遺伝子セグメント
をクローニングすること、及び、高度に可変であるＣＤＲ３領域をコードするため、及び
、インビトロにおける再配置を達成するためにランダムな配列を含有するＰＣＲプライマ
ーを使用することにより合成的に作成することもできる。
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【０１７７】
　マイナーコート蛋白ｐＩＩＩへの融合により抗体フラグメントをディスプレイするため
にフィラメントファージを用いる。抗体フラグメントはＭａｒｋｓ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載の通りフレキシブルなポリペプチド
スペーサーにより同じポリペプチド鎖上でＶＨとＶＬが連結されている１本鎖Ｆｖフラグ
メントとして、又はＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ等、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９：
４１３３－４１３７（１９９１）に記載の通り一方の鎖がｐＩＩＩに融合し、そしてもう
一方が野生型のコート蛋白の一部を排除することによりファージ表面上に標示されること
になるＦａｂコート蛋白構造のアセンブリである細菌宿主細胞のペリプラズム内に他方が
分泌されるＦａｂフラグメントとしてディスプレイすることができる。
【０１７８】
　一般的に抗体遺伝子フラグメントをコードする核酸はヒトまたは動物から採取された免
疫細胞から得られる。抗ＥｐｈＢ４クローンを優先するように偏ったライブラリが望まし
い場合、対象をＥｐｈＢ４で免疫化して抗体応答を発生させ、そして脾細胞及び／又は循
環Ｂ細胞他の末梢血リンパ球（ＰＢＬ）をライブラリ構築のために回収する。好ましい実
施形態においては、抗ＥｐｈＢ４クローンを優先するように偏ったヒト抗体遺伝子フラグ
メントライブラリは、ＥｐｈＢ４免疫化がＥｐｈＢ４に対するヒト抗体を生産するＢ細胞
を生じさせるように機能的ヒト免疫グロブリン遺伝子アレイを担持する（そして機能的内
因性抗体生産系を欠いている）トランスジェニックマウスにおいて抗ＥｐｈＢ４抗体応答
を発生させることにより得られる。ヒト抗体生産トランスジェニックマウスの作成は後に
記載する。
【０１７９】
　抗ＥｐｈＢ４反応性細胞集団の別のリッチ化は、適当なスクリーニング操作法を用いて
ＥｐｈＢ４特異的膜結合抗体を発現するＢ細胞を単離することにより、例えばＥｐｈＢ４
アフィニティークロマトグラフィーによる細胞分離、又は蛍光色素標識ＥｐｈＢ４への細
胞の吸着とその後のフロー活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）により、得ることができ
る。
【０１８０】
　或いは、脾細胞及び／又はＢ細胞または免疫化ドナー由来の他のＰＢＬの使用により、
可能な抗体レパートリーのより良好な提示ができ、そして又、ＥｐｈＢ４が抗原性ではな
い何れかの動物（ヒトまたは非ヒト）種を用いた抗体ライブラリの構築が可能となる。イ
ンビトロの抗体遺伝子構築を取り込んだライブラリについては、幹細胞を対象から採取し
て、未再配置の抗体遺伝子セグメントをコードする核酸を提供する。目的の免疫細胞は種
々の動物種、例えば、ヒト、マウス、ラット、ウサギ、オオカミ、イヌ、ネコ、ブタ、ウ
シ、ウマ及びトリの種等から得ることができる。
【０１８１】
　抗体可変遺伝子セグメント（ＶＨ及びＶＬセグメントを包含する）をコードする核酸を
目的の細胞から回収して増幅させる。再配置したＶＨ及びＶＬ遺伝子のライブラリの場合
は、所望のＤＮＡは、Ｏｒｌａｎｄｉ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（Ｕ
ＳＡ），８６：３８３３－３８３７（１９８９）に記載の通り、リンパ球からゲノムＤＮ
Ａ又はｍＲＮＡを単離し、その後、再配置したＶＨ及びＶＬ遺伝子の５’及び３’末端に
マッチするプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を行うことにより得るこ
とができ、これにより、発現のための多様なＶ遺伝子レパートリーを作成することができ
る。Ｏｒｌａｎｄｉ等（１９８９）及びＷａｒｄ等、Ｎａｔｕｒｅ，３４１：５４４－５
４６（１９８９）に記載の通り、成熟Ｖドメインをコードするエクソンの５’末端におけ
るリバースプライマー及びＪセグメント内を基にするフォワードプライマーを用いながら
、Ｖ遺伝子をｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡから増幅することができる。しかしながら、ｃＤ
ＮＡから増幅するためには、リバースプライマーはＪｏｎｅｓ等、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．，９：８８－８９（１９９１）に記載の通りリーダーエクソンを基にすることもでき、
そしてフォワードプライマーはＳａｓｔｒｙ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
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．（ＵＳＡ），８６：５７２８－５７３２（１９８９）に記載の通り定常領域内を基にす
ることができる。相補性を最大にするためには、Ｏｒｌａｎｄｉ等、（１９８９）ｏｒ　
Ｓａｓｔｒｙ等、（１９８９）に記載の通りプライマー中に縮重を取り込むことができる
。好ましくは、ライブラリの多様性は例えばＭａｒｋｓ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２
２２：５８１－５９７（１９９１）に記載の通り、又はＯｒｕｍ等、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２１：４４９１－４４９８（１９９３）に記載の通り、免疫細胞核
酸試料中に存在する全ての使用可能なＶＨ及びＶＬの配置を増幅するために各Ｖ遺伝子フ
ァミリーにターゲティングされたＰＣＲプライマーを使用することにより最大とする。発
現ベクター内への増幅されたＤＮＡのクローニングの為には、稀少制限部位をＯｒｌａｎ
ｄｉ等、（１９８９）に記載の通り一端におけるタグとしてＰＣＲプライマー内に導入す
ることができ、又は、Ｃｌａｃｋｓｏｎ等、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１
９９１）に記載の通りタグ付けされたプライマーを用いた更に別のＰＣＲ増幅によること
もできる。
【０１８２】
　合成的に再配置されたＶ遺伝子のレパートリーはＶ遺伝子セグメントからインビトロで
誘導できる。大部分のヒトＶＨ遺伝子セグメントがクローニングされ、そして配列決定さ
れ（Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：７７６－７９８（１９９
２）において報告）、そしてマッピングされており（Ｍａｔｓｕｄａ等、Ｎａｔｕｒｅ　
Ｇｅｎｅｔ．，３：８８－９４（１９９３））；これらのクローニングされたセグメント
（Ｈ１及びＨ２ループの主要なコンホーメーション全てを含む）はＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ
　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：３８１－３８８（１９９２
）に記載の通り多様な配列及び長さのＨ３ループをコードするＰＣＲプライマーを用いて
多様なＶＨ遺伝子レパートリーを作成するために使用することができる。ＶＨレパートリ
ーはまたＢａｒｂａｓ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４４
５７－４４６１（１９９２）に記載の通り単一の長さの長いＨ３ループに着目した全ての
配列多様性を有するように作成できる。ヒトＶκ及びＶλセグメントはクローニング及び
配列決定されており（Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，２３：１４５６－１４６１（１９９３）において報告）、そして合成の軽鎖レ
パートリーを作成するために使用できる。ある範囲のＶＨ及びＶＬの折り畳み、及びＬ３
及びＨ３の長さに基づいた合成Ｖ遺伝子レパートリーはかなりの構造多様性の抗体をコー
ドすることになる。Ｖ遺伝子コードＤＮＡの増幅の後、生殖細胞系統のＶ遺伝子のセグメ
ントをＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７
：３８１－３８８（１９９２）の方法に従ってインビトロで再配置させることができる。
【０１８３】
　抗体フラグメントのレパートリーは数種の方法においてＶＨ及びＶＬ遺伝子レパートリ
ーをともに組み合わせることにより構築できる。各レパートリーは異なるベクターないに
おいて作成でき、そして、ベクターをＨｏｇｒｅｆｅ等、Ｇｅｎｅ，１２８：１１９－１
２６（１９９３）に記載の通りインビトロで、又はＷａｔｅｒｈｏｕｓｅ等、Ｎｕｃｌ．
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２１：２２６５－２２６６（１９９３）に記載の通りコンビナト
リアルな感染、例えばｌｏｘＰ系によりインビボで、組み換えることができる。インビボ
組み換えの方策はＥ．ｃｏｌｉ形質転換効率により決定されるライブラリサイズに対する
制限を克服するためのＦａｂフラグメントの２本鎖の性質を利用している。ナイーブなＶ
Ｈ及びＶＬレパートリーは、一方はファージミド内に、他方はファージベクター内に別個
にクローニングする。次に２つのライブラリを、各々の細胞が異なる組み合わせを含有し
、そしてライブラリのサイズが存在する細胞の数のみ（約１０１２クローン）により制限
されるように、ファージミド含有細菌のファージ感染により組み合わせる。両方のベクタ
ーは、ＶＨ及びＶＬ遺伝子が単一のレプリコン上に組み換えられ、そしてファージビリオ
ン内に同時パッケージされるように、インビボ組み換えを含有する。これらの巨大なライ
ブラリは良好な親和性（約１０－８ＭのＫｄ

－１）の多様な抗体を多数提供する。
【０１８４】
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　或いはレパートリーはＢａｒｂａｓ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ，８８：７９７８－７９８２（１９９１）に記載の通り同じベクター内に逐次的にクロ
ーニングするか、又は、Ｃｌａｃｋｓｏｎ等、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（
１９９１）に記載の通りＰＣＲにより共に組立て、そして次にクローニングしてよい。Ｐ
ＣＲ組み立ては又、１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）レパートリーを形成するためにフレキシブル
ペプチドスペーサーをコードするＤＮＡにＶＨ及びＶＬのＤＮＡを連結するために使用で
きる。さらに別の手法においては、Ｅｍｂｌｅｔｏｎ等、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．，２０：３８３１－３８３７（１９９２）に記載の通り「細胞内ＰＣＲ組み立て」を用
いながら、ＶＨとＶＬの遺伝子をリンパ球内でＰＣＲにより組み合わせ、次に連結した遺
伝子のレパートリーをクローニングする。
【０１８５】
　ナイーブのライブラリにより製造された抗体（天然又は合成の何れか）は中程度の親和
性のもの（約１０６～１０７Ｍ－１のＫｄ

－１）のものであることができるが、親和性成
熟もまた上出のＷｉｎｔｅｒ等（１９９４）に記載の通り二次ライブラリから構築及び再
選択することにより模倣できる。例えば、突然変異は、Ｈａｗｋｉｎｓ等、Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．，２２６：８８９－８９６（１９９２）の方法において、又はＧｒａｍ等、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ，８９：３５７６－３５８０（１９９２）
の方法において、易錯誤型（ｅｒｒｏｒ－ｐｒｏｎｅ）のポリメラーゼを使用することに
よりインビトロでランダムに導入できる（Ｌｅｕｎｇ等、Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，１：１１
－１５（１９８９）において報告）。更に又、親和性成熟は、例えば選択された個々のＦ
ｖクローンにおいて目的のＣＤＲに渡ってランダム配列を担持するプライマーによるＰＣ
Ｒを用いながらＣＤＲ１つ以上をランダムに突然変異させること、及び、より高い親和性
のクローンを求めてスクリーニングすることにより、実施できる。ＷＯ９６０７７５４（
１９９６年３月１４日公開）は軽鎖遺伝子のライブラリを作成するために免疫グロブリン
の軽鎖の相補性決定領域内で突然変異誘発を誘導するための方法を記載している。別の効
果的な方策は、Ｍａｒｋｓ等、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１０：７７９－７８３（１９９
２）に記載の通り、未免疫化ドナーから得られた天然に存在するＶドメイン変異体のレパ
ートリーを有するファージディスプレイにより選択されたＶＨまたはＶＬドメインを組み
換え、そして、鎖リシャフリングの数ラウンドにおいてより高い親和性を求めてスクリー
ニングすることである。この手法は１０－９Ｍ範囲の親和性を有する抗体及び抗体フラグ
メントの製造を可能にする。
【０１８６】
　ＥｐｈＢ４核酸及びアミノ酸配列は当該分野で知られている。ＥｐｈＢ４をコードする
核酸配列はＥｐｈＢ４の所望の領域のアミノ酸配列を用いながら設計できる。或いは現バ
ンク水性セッション番号ＮＭ＿００４４４４又は米国特許５，６３５，１７７に開示され
ているｃＤＮＡ配列（又はそのフラグメント）を使用できる。ＥｐｈＢ４をコードするＤ
ＮＡは当該分野で知られた種々の方法により製造できる。方法は限定しないが、Ｅｎｇｅ
ｌｓ等、Ａｇｎｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．，２８：７１６－７３４（１
９８９）に記載されている方法の何れかによる化学合成、例えばトリエステル、ホスファ
イト、ホスホロアミダイト及びＨ－ホスホネート法を包含する。１つの実施形態において
発現宿主細胞により好まれるコドンをＥｐｈＢ４コードＤＮＡの設計において使用する。
或いはＥｐｈＢ４コードＤＮＡはゲノム又はｃＤＮＡライブラリから単離できる。
【０１８７】
　ＥｐｈＢ４コードＤＮＡ分子の構築の後、ＤＮＡ分子をプラスミドのような発現ベクタ
ー中の発現制御配列に作動可能に連結し、この場合制御配列はベクターで形質転換された
宿主細胞により認識される。一般的にプラスミドベクターは宿主細胞に適合する種から誘
導された複製及び制御の配列を含有する。ベクターは通常は複製部位並びに形質転換され
た細胞における表現型選択をもたらすことができる蛋白をコードする配列を担持している
。原核生物及び真核生物の宿主細胞における発現のための適当なベクターは当該分野で知
られており、一部は本明細書において更に説明する。真核生物、例えば酵母又は哺乳類の
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ような多細胞生物から誘導された細胞を使用してよい。
【０１８８】
　場合により、ＥｐｈＢ４をコードするＤＮＡは、培地中への宿主細胞による発現産物の
分泌をもたらす分泌リーダー配列に作動可能に連結させる。分泌リーダー配列の例はｓｔ
ＩＩ、エコチン、ｌａｍＢ、ヘルペス、ＧＤ、ｌｐｐ、アルカリホスファターゼ、インベ
ルターゼ及びアルファ因子を包含する。更に又本発明において使用するのに適するものは
プロテインＡの３６アミノ酸リーダー配列である（Ａｂｒａｈｍｓｅｎ等、ＥＭＢＯＪ．
，４：３９０１（１９８５））。
【０１８９】
　宿主細胞は本発明の上記発現又はクローニングベクターによりトランスフェクト及び好
ましくは形質転換され、そしてプロモーターの誘導、形質転換体の選択、又は所望の配列
をコードする遺伝子の増幅のために適宜変性された従来の栄養培地中で培養する。
【０１９０】
　トランスフェクションとは何れかのコーディング配列が実際に発現されるか否かに関わ
らず、宿主細胞による発現ベクターの取り込みを指す。トランスフェクションの多くの方
法は当業者の知る通りであり、例えばＣａＰＯ４沈殿及びエレクトロポレーションを包含
する。良好なトランスフェクションはこのベクターの作動を示す何らかのものが宿主細胞
内に生じた場合に一般的に認識される。トランスフェクションのための方法は当該分野で
良く知られており、一部は本明細書において更に説明する。
【０１９１】
　形質転換とは染色体外エレメントとして、又は染色体組み込み体により、ＤＮＡが複製
されるように有機体内にＤＮＡを導入することを意味する。使用する宿主細胞に応じて、
形質転換はそのような細胞に適切である標準的な手法を用いて行う。形質転換のための方
法は当該分野で良く知られており、一部は本明細書において更に説明する。
【０１９２】
　ＥｐｈＢ４を製造するために使用される原核生物宿主細胞は上出のＳａｍｂｒｏｏｋ等
に一般的に記載されている通り培養できる。
【０１９３】
　ＥｐｈＢ４を製造するために使用される哺乳類宿主細胞は種々の培地中で培養でき、そ
れらはは当該分野で良く知られており、一部は本明細書において更に説明する。
【０１９４】
　本開示において言及する宿主細胞はインビトロ培養物中の細胞並びに宿主動物内にある
細胞を包含する。
【０１９５】
　ＥｐｈＢ４の精製は当該分野で知られた方法により行ってよく、一部は本明細書におい
て更に説明する。
【０１９６】
　精製されたＥｐｈＢ４はファージディスプレイクローンのアフィニティークロマトグラ
フィー分離において使用するために、適当なマトリックス、例えばアガロースビーズ、ア
クリルアミドビーズ、ガラスビーズ、セルロース、種々のアクリル系共重合体、ヒドロキ
シルメタクリレートゲル、ポリアクリル系及びポリメタクリル系の共重合体、ナイロン、
中性及びイオン性の担体などに結合させることができる。ＥｐｈＢ４蛋白のマトリックス
への結合はＭｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．４４（１９７６）に
記載の方法により行うことができる。多糖類マトリックス、例えばアガロース、デキスト
ラン又はセルロースに蛋白リガンドを結合させるために一般的に使用されている手法ハロ
ゲン化シアンによる担体の活性化及びその後のペプチドリガンドの第１脂肪族又は芳香族
のアミンの活性化マトリックスへのカップリングを包含する。
【０１９７】
　或いは、ＥｐｈＢ４は吸着プレートのウェルをコーティングするために使用され、吸着
プレートに固定された宿主細胞上で発現させ、又は、ストレプトアビジンコーティングビ
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ーズによるキャプチャーのためにビオチンにコンジュゲートされるか、又は、ファージデ
ィスプレイライブラリのパニングのための何れかの他の当該分野で知られた方法において
使用することができる。
【０１９８】
　ファージライブラリ試料は吸着材とのファージ粒子の少なくとも一部分の結合のために
適する条件下に固定化されたＥｐｈＢ４と接触させる。通常はｐＨ、イオン強度、温度な
どを包含する条件は生理学的状態を模倣するように選択する。固相に結合したファージは
洗浄し、次に例えばＢａｒｂａｓ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ，
８８：７９７８－７９８２（１９９１）に記載の通り酸により、又はＭａｒｋｓ等、Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）に記載の通りアルカリにより
、または例えばＣｌａｃｋｓｏｎ等、Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４－６２８（１９９１
）の抗原競合法と類似の操作法におけるＥｐｈＢ４抗原競合により、溶離させる。ファー
ジは選択の単一のラウンドにおいて２０～１，０００倍リッチ化することができる。更に
又、リッチ化されたファージは細菌培養において生育させ、そして更に選択ラウンドに付
すことができる。
【０１９９】
　選択の効率は多くの要因、例えば洗浄中の解離の動態、及び、単一のファージ上の多数
の抗体フラグメントが同時に抗原と契合するかどうかにより異なる。高速の解離動態（及
び弱い結合親和性）を有する抗体は短時間の洗浄、多価のファージディスプレイ及び固相
中の抗原の高いコーティング密度を用いることにより保持することができる。高い密度は
多価の相互作用を介してファージを安定化させるのみならず、解離したファージの再結合
にも好都合となる。緩徐な解離動態（及び良好な結合親和性）を有する抗体の選択は、Ｂ
ａｓｓ等、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，８：３０９－３１４（１９９０）及びＷＯ９２／０９６９
０に記載の通り長時間の洗浄と１価のファージ、及び、Ｍａｒｋｓ等、Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．，１０：７７９－７８３（１９９２）に記載の通り抗原の低コーティング密度を使
用することにより増進することファミリーできる。
【０２００】
　僅かにしか親和性に差がない場合であっても、ＥｐｈＢ４を異なる親和性のファージ抗
体の間で選択することも可能である。しかしながら、選択された抗体のランダムな突然変
異（例えば上記した親和性成熟の手法の一部において実施されるもの）は大部分が抗原に
結合する多くの突然変異体を生じさせ、より高い親和性を有するものは僅かとなる可能性
がある。ＥｐｈＢ４を制限すれば、希少な高親和性のファージは駆逐される可能性がある
。高親和性の突然変異体の全てを保持するためには、ファージを過剰のビオチニル化Ｅｐ
ｈＢ４と共に、ただし、ビオチニル化ＥｐｈＢ４はＥｐｈＢ４に対する目標モル親和性定
数よりも低モルの濃度としながら、インキュベートすることができる。次に高親和性の結
合ファージを、ストレプトアビジンコーティング常磁性体ビーズでキャプチャーすること
ができる。そのような「平衡キャプチャー」により、低親和性を有するファージの大過剰
量から、２倍高値親和性もの低値において突然変異体クローンの単離を可能にする選択性
で、結合のそれらの親和性に従って抗体を選択できるようになる。固相に結合しているフ
ァージの洗浄において使用する条件もまた、解離の動態に基づいて判別するために操作で
きる。
【０２０１】
　抗ＥｐｈＢ４クローンは活性選択してよい。１つの実施形態において本発明はＥｐｈＢ
４リガンド（例えばエフリン－Ｂ１、エフリン－Ｂ２及び／又はエフリン－Ｂ３）とＥｐ
ｈＢ４との間の結合をブロックするが、ＥｐｈＢ４リガンドと第２の蛋白（例えばＥｐｈ
Ｂ１、ＥｐｈＢ３、ＥｐｈＢ４、ＥｐｈＢ５及び／又はＥｐｈＢ６）との間の結合はブロ
ックしない抗ＥｐｈＢ４抗体を提供する。そのような抗ＥｐｈＢ４抗体に相当するＦｖク
ローンは（１）上記した通りファージライブラリから抗ＥｐｈＢ４クローンを単離するこ
と、及び、場合により、適当な宿主中で集団を生育させることによりファージクローンの
単離集団を増幅すること；（２）それぞれに対しブロッキング及び非ブロッキング活性が
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望ましいＥｐｈＢ４及び第２の蛋白を選択すること；（３）ＥｐｈＢ４を固定化するため
に抗ＥｐｈＢ４ファージクローンを吸着させること；（４）第２の蛋白の結合決定基と重
複するか、それを共有しているＥｐｈＢ４結合決定基を認識する何れかの望ましくないク
ローンを溶離させるために第２の蛋白の過剰量を使用すること；及び（５）工程（４）の
後に吸着されて残存しているクローンを溶離させること、により選択できる。場合により
、望ましいブロッキング／非ブロッキング特性を有するクローンは更に、一回以上本明細
書に記載する選択操作法を反復することにより、リッチ化することができる。
【０２０２】
　本発明のハイブリドーマ誘導モノクローナル抗体又はファージディスプレイＦｖクロー
ンをコードするＤＮＡは従来の操作法を用いながら（例えばハイブリドーマ又はファージ
ＤＮＡ鋳型から目的の重鎖及び軽鎖コーディング領域を特異的に増幅するように設計され
たオリゴヌクレオチドプライマーを使用することにより）容易に単離され、そして配列決
定される。単離後、ＤＮＡを発現ベクター中に入れ、次にこれを宿主細胞、例えばＥ．ｃ
ｏｌｉ、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞又は別様には免疫
グロブリン蛋白を生産しない骨髄腫細胞内にトランスフェクトすることにより、組み換え
宿主細胞内で所望のモノクローナル抗体の合成を達成できる。抗体コードＤＮＡの細菌中
での組み換え発現に関する考察文献はＳｋｅｒｒａ等、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，５：２５６（１９９３）及びＰｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｒｅｖｓ，１３０：１５１（１９９２）を包含する。
【０２０３】
　本発明のＦｖクローンをコードするＤＮＡは重鎖及び／又は軽鎖の完全長又は部分をコ
ードするクローンを形成するために重鎖及び／又は軽鎖定常領域をコードする既知のＤＮ
Ａ配列（例えば適切なＤＮＡ配列は上出のＫａｂａｔ等から得ることができる）と組み合
わせることができる。当然ながら、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥを包含す
る何れのアイソタイプの定常領域もこの目的のために使用することができ、そして、その
ような定常領域は何れかのヒト又は動物種から得ることができる。ある動物（例えばヒト
）の可変ドメインＤＮＡから誘導され、そして次に別の動物種の定常領域ＤＮＡに融合さ
せることにより「ハイブリッド」で完全長の重さ及び／又は軽鎖に関するコーディング配
列を形成したＦｖクローンは本明細書においては「キメラ」及び「ハイブリッド」抗体の
定義に包含される。好ましい実施形態においては、ヒト可変ＤＮＡから誘導されたＦｖク
ローンをヒト定常領域ＤＮＡに融合させることにより、全ヒトの、完全長又は部分の重鎖
及び／又は軽鎖に関するコーディング配列を形成する。
【０２０４】
　本発明のハイブリドーマから誘導した抗ＥｐｈＢ４抗体をコードするＤＮＡは又、例え
ば、ハイブリドーマクローンから誘導された相同マウス配列の代わりにヒト重鎖及び軽鎖
定常領域に関するコーディング配列を置き換えることにより修飾することもできる（例え
ばＭｏｒｒｉｓｏｎ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：６８５
１－６８５５（１９８４）の方法の場合）。ハイブリドーマ又はＦｖクローン誘導抗体又
はフラグメントをコードするＤＮＡは更に、非免疫グロブリンポリペプチドに関するコー
ディング配列の全て又は部分を免疫グロブリンコーディング配列に共有結合的に連結する
ことにより更に修飾できる。この態様において、本発明のＦｖクローン又はハイブリドー
マクローン誘導抗体の結合特異性を有する「キメラ」又は「ハイブリッド」抗体を製造す
る。
【０２０５】
　抗体フラグメント
　本発明は抗体フラグメントを包含する。特定の状況において、完全な抗体よりも抗体フ
ラグメントを使用することが有利となる。より小型のフラグメントは急速なクリアランス
を可能にし、固形腫瘍への接触を向上させる場合がある。
【０２０６】
　抗体フラグメントの製造の為には多くの手法が開発されている。伝統的にはこれらのフ
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ラグメントは未損傷の抗体の蛋白分解性消化を介して誘導されている（例えばＭｏｒｉｍ
ｏｔｏ等、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉ
ｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２４：１０７－１１７（１９９２）；及びＢｒｅｎｎａｎ等、
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２２９：８１（１９８５）参照）。しかしながらこれらのフラグメント
は現在では組み換え宿主細胞により直接製造できる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体フラ
グメントは全てＥ．ｃｏｌｉ内で発現され、それから分泌させることができるため、これ
らのフラグメントの大量生産が容易となる。抗体フラグメントは上記考察した抗体ファー
ジライブラリから単離できる。或いは、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントをＥ．ｃｏｌｉから
直接回収し、そして化学的にカップリングさせてＦ（ａｂ’）２フラグメントを形成する
こともできる（Ｃａｒｔｅｒ等、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６３－１６７
（１９９２））。別の方策によれば、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを組み換え宿主細胞培
養物から直接単離できる。サルベージ受容体結合エピトープ残基を含むインビボ半減期の
増大したＦａｂ及びＦ（ａｂ’）２フラグメントは米国特許５，８６９，０４６に記載さ
れている。抗体フラグメントの製造のための他の手法は当該分野で良く知られている。他
の実施形態においては、選択される抗体は１本鎖Ｆｖフラグメント（ｓｃＦｖ）である。
ＷＯ９３／１６１８５；米国特許５，５７１，８９４；及び５，５８７，４５８を参照で
きる。Ｆｖ及びｓＦｖは定常領域を有さない未損傷複合化部位を有する唯一の種であり；
従って、それらはインビボの使用中の低減した非特異的結合のために適している。ｓＦ融
合蛋白はｓＦｖのアミノ又はカルボキシ末端の何れかにおいてエフェクター蛋白の融合を
もたらすように構築してよい。上記したＢｏｒｒｅｂａｅｃｋ編のＡｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅ
ｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇを参照できる。抗体フラグメントはまた例えば米国特許５，６４１
，８７０に記載される通り、「線状抗体」であってもよい。そのような線状抗体フラグメ
ントは単一特異性又は二重特異性であってよい。
【０２０７】
　ヒト化抗体
　本発明はヒト化抗体を包含する。非ヒト抗体をヒト化するための種々の方法が当該分野
で知られている。例えば、ヒト化抗体は非ヒトである原料からそこに導入されたアミノ酸
残基１つ以上を有することができる。これらの非ヒトアミノ酸残基は頻繁には「インポー
ト」残基と称され、これは典型的には「インポート」可変ドメインに由来する。ヒト化は
本質的にはヒト抗体の相当する配列の超可変領域配列を置換することにより、Ｗｉｎｔｅ
ｒ等の方法に従って実施することができる（Ｊｏｎｅｓ等（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３
２１：５２２－５２５；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ等（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２
３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ等（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１
５３６）に従って実施することができる。従ってそのような「ヒト化」抗体は、未損傷の
ヒト可変ドメインより実質的に少ない部分が非ヒト種の相当する配列により置換されてい
るキメラ抗体（米国特許４，８１６，５６７）である。実際、ヒト化抗体は典型的には、
一部の超可変領域残基及びおそらくは一部のＦＲ残基がげっ歯類抗体における類似の部位
に由来する残基により置換されているヒト抗体である。
【０２０８】
　ヒト化抗体の作成において使用すべき軽鎖及び重鎖の両方のヒト可変ドメインの選択は
抗原性を低減するためには極めて重要である。いわゆる「ベストフィット」法に従えば、
げっ歯類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全ライブラリに対し
てスクリーニングする。次にげっ歯類のものに最も近かったヒト配列がヒト化抗体のため
のヒトフレームワークとして許容される（Ｓｉｍｓ等（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１５１：２２９６；Ｃｈｏｔｈｉａ等（１９８７）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０
１）。別の方法は軽鎖又は重鎖の特定のサブグループの全ヒト抗体のコンセンサス配列か
ら誘導した特定のフレームワークを使用する。同じフレームワークを数種の異なるヒト化
抗体に対して使用してよい（Ｃａｒｔｅｒ等（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９：４２８５；Ｐｒｅｓｔａ等（１９９３）Ｊ．Ｉｍｕｎｏｌ．，
１５１：２６２３）。



(47) JP 6234962 B2 2017.11.22

10

20

30

40

50

【０２０９】
　抗原に対する高い親和性及び他の望ましい生物学的特性を保持しながら抗体をヒト化さ
せることが更に重要である。この目標を達成するためには、１つの方法によれば、親配列
及び種々の概念的ヒト化産物の分析の過程により、親及びヒト化配列の三次元モデルを用
いながら、ヒト化抗体を製造する。三次元の免疫グロブリンモデルは市販されており、当
業者のよく知るものである。選択された候補免疫グロブリン配列の推定三次元コンホーメ
ーション構造を説明してディスプレイするコンピュータープログラムが使用できる。これ
らのディスプレイを精査することにより、候補免疫グロブリン配列の機能における残基の
推定される役割の分析、即ち候補免疫グロブリンがその抗原に結合する能力に影響する残
基の分析が可能になる。このようにして、ＦＲ残基を選択し、レシピエント及びインポー
ト配列から、標的抗原に対する増大した親和性のような所望の抗体特性が達成されるよう
に組み合わせることができる。一般的に超可変領域残基は、抗原結合への影響においては
直接、そして最も大きく関与している。
【０２１０】
　ヒト抗体
　本発明のヒト抗ＥｐｈＢ４抗体は上記した通り既知のヒト定常ドメイン配列にヒト誘導
ファージディスプレイライブラリから選択したＦｖクローン可変ドメイン配列を組み合わ
せることにより構築できる。或いは本発明のヒトモノクローナル抗ＥｐｈＢ４抗体はハイ
ブリドーマ法により作成できる。ヒトモノクローナル抗体の製造のためのヒト骨髄腫及び
マウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞系統は例えばＫｏｚｂｏｒ　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３
３：３００１（１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ等、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
，ｐｐ．５１－６３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９
８７）；及びＢｏｅｒｎｅｒ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７：８６（１９９１）に記
載されている。
【０２１１】
　現在では、免疫化により、内因性免疫グロブリン生産の非存在下においてヒト抗体の完
全なレパートリーを製造することができるトランスジェニック動物（例えばマウス）を製
造できる。例えばキメラ及び生殖細胞系統突然変異体マウスにおける抗体重鎖連結領域（
ＪＨ）のホモ接合欠失が内因性抗体生産の完全な抑制をもたらすことがわかっている。そ
のような生殖細胞系統突然変異体マウスにおけるヒト生殖細胞系統免疫グロブリン遺伝子
アレイの転移は抗原攻撃によりヒト抗体の生産をもたらすことになる。例えばＪａｋｏｂ
ｏｖｉｔｓ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ，９０：２５５１（１９
９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ等、Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５（１９９３）；Ｂｒｕ
ｇｇｅｒｍａｎｎ等、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，７：３３（１９９３）を参照
できる。
【０２１２】
　遺伝子シャフリングもまた、非ヒト、例えばげっ歯類の抗体からヒト抗体を誘導するた
めに使用することができ、その場合、ヒト抗体は原料の非ヒト抗体と同様の親和性及び特
異性を有する。「エピトープインプリンティング」とも称されるこの方法によれば、上記
したファージディスプレイ手法により得られる非ヒト抗体フラグメントの重鎖又は軽鎖可
変領域の何れかをヒトＶドメイン遺伝子のレパートリーと置き換えることにより、非ヒト
鎖／ヒト鎖ｓｃＦＶ又はＦａｂキメラの集団を作成できる。抗原を用いた選択により、非
ヒト鎖／ヒト鎖キメラｓｃＦＶ又はＦａｂの単離がもたらされ、その場合、ヒト鎖は一次
ファージディスプレイクローン内の相当する非ヒト鎖の除去により破壊された抗原結合部
位を回復し、即ち、エピトープがヒト鎖パートナーの選択を支配（インプリント）する。
プロセスを反復することにより残存する非ヒト鎖を置き換える場合、ヒト抗体が得られる
（１９９３年４月１日公開のＰＣＴ　ＷＯ９３／０６２１３　参照）。ＣＤＲグラフティ
ングによる非ヒト抗体の伝統的なヒト化とは異なり、この手法は非ヒト起源のＦＲ及びＣ
ＤＲを有さない完全にヒト型の抗体を提供する。
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【０２１３】
　二重特異性抗体
　二重特異性抗体は少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有するモノ
クローナル、好ましくはヒト型又はヒト化された、抗体である。この例においては、結合
特異性の１つはＥｐｈＢ４に対するものであり、そしてもう１つは何れかの他の抗原に対
するものである。例示される二重特異性抗体はＥｐｈＢ４蛋白の２つの異なるエピトープ
に結合してよい。二重特異性抗体はまたＥｐｈＢ４を発現する細胞に細胞毒性剤を局在化
させるために使用してよい。これらの抗体はＥｐｈＢ４結合アーム及び細胞毒性剤（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、メトトレキセ
ート又は放射性同位体ハプテン））に結合するアームを保有している。二重特異性抗体は
完全長抗体又は抗体フラグメント（例えばＦ（ａｂ’）２二重特異性抗体）として製造で
きる。
【０２１４】
　二重特異性抗体を作製するための方法は当該分野で知られている。伝統的には、二重特
異性抗体の組み換え製造は、２つの免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の同時発現に基づいてお
り、その場合、２つの重鎖は異なる特異性を有する（ＭｉｌｌｓｔｅｉｎおよびＣｕｅｌ
ｌｏ、Ｎａｔｕｒｅ　３０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫グロブリン重鎖及び
軽鎖のランダムな取合せのため、これ等のハイブリドーマ（クアドローマ）は１０種の異
なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、そのうち僅か１種のみが正しい二重特異性構造を
有する。通常はアフィニティー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
は面倒であり、そして生成物収率は低値である。同様の操作法がＷＯ９３／０８８２９及
びＴｒａｕｎｅｃｋｅｒ等、ＥＭＢＯ．Ｊ，１０：３６５５（１９９１）に開示されてい
る。
【０２１５】
　異なる、そしてより好ましい方策によれば、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイ
ン（抗体－抗原複合化部位）を免疫グロブリンの定常ドメイン配列に融合させる。好まし
くは、融合は少なくとも一部のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖
定常ドメインと行う。融合の少なくとも１つにおいて存在する軽鎖結合に必要な部位を含
有する第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合
物及び所望により免疫グロブリン軽鎖をコードするＤＮＡを別個の発現ベクターに挿入し
安定な宿主有機体に同時トランスフェクトする。これにより、構築において使用した３種
のポリペプチド鎖の等しくない比率が最適な収率をもたら場合の実施形態において、３種
のポリペプチドフラグメントの相互の割合を調節する場合に大きな柔軟性がもたらされる
。しかしながら、等しい比率における少なくとも２つのポリペプチド鎖の発現が高収率を
もたらす場合、又は、比率が特に意味を有さない場合は、１つの発現ベクター内に２つ又
は３つ全てのポリペプチド鎖に関するコーディング配列を挿入することが可能である。
【０２１６】
　この方法の好ましい実施形態において、二重特異性抗体は一方のアームに第１の結合特
異性を有するハイブリッド免疫グロブリン重鎖及び他方のアームにハイブリッド免疫グロ
ブリン重鎖－軽鎖対（第２の結合特異性をもたらす）を有する。この非対称の構造は、二
重特異性分子の半片方にのみ免疫グロブリン軽鎖が存在することは分離の効率的方法とな
るため、望ましくない免疫グロブリン鎖の組合せからの所望の二重特異性化合物の分離を
容易にすることがわかっている。この方法はＷＯ９４／０４６９０に開示されている。二
重特異性抗体の形成の更に詳細な説明は例えばＳｕｒｅｓｈ等、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）を参照できる。
【０２１７】
　別の方法によれば、抗体分子対の間の界面を操作することにより組み換え細胞培養から
回収されるヘテロ２量体の割合を最大限にすることができる。好ましい界面は抗体定常ド
メインのＣＨ３ドメインの少なくとも部分を含む。この方法においては、第１の抗体分子
の界面に由来する小型アミノ酸側鎖１つ以上をより大きい鎖（例えばチロシン又はトリプ
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トファン）で置き換える。大型のアミノ酸側鎖をより小さいもの（例えばアラニン又はス
レオニン）と置き換えることにより第２の抗体分子の界面上には大型の側鎖と同一又は同
様のサイズの補償「空洞」が形成される。これはホモ２量体のような他の望ましくない最
終生成物を超えてヘテロ２量体の収率を増大させるための機序を与える。
【０２１８】
　二重特異性抗体は交差結合又は「ヘテロコンジュゲート」抗体を包含する。例えば、ヘ
テロコンジュゲートにおける抗体の一方をアビジンに、そして他方をビオチンにカップリ
ングすることができる。このような抗体は例えば望ましくない細胞に免疫系細部をターゲ
ティングすること（米国特許４，６７６，９８０）及びＨＩＶ感染の治療のため（ＷＯ９
１／００３６０、ＷＯ９２／２００３７３及びＥＰ０３０８９）に提案されている。ヘテ
ロコンジュゲート抗体は何れかの好都合な交差結合法を用いて作成してよい。適当な交差
結合剤は当該分野で良く知られており、そして多くの交差結合の手法と共に米国特許４，
６７６，９８０に開示されている。
【０２１９】
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を形成するための手法もまた文献に記載されてい
る。例えば二重特異性抗体はキメラ連結を用いて製造できる。Ｂｒｅｎｎａｎ等、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２９９：８１（１９８５）はＦ（ａｂ’）２フラグメントを形成するために未
損傷の抗体を蛋白分解的に切断する操作法を記載している。これ等のフラグメントをジチ
オール複合体形成剤、亜ヒ酸ナトリウムの存在下に還元することにより、隣接ジチオール
を安定化させ、分子間ジスルフィドの形成を防止する。次に形成されたＦａｂ’フラグメ
ント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
１つは次にメルカプトエチルアミンで還元することによりＦａｂ’－チオールに再変換し
、等モル量の他のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合することにより二重特異性抗体を形成す
る。生成した二重特異性抗体は酵素の選択的固定化のための試薬として使用できる。
【０２２０】
　最近の進歩により、化学的にカップリングすることにより二重特異性抗体を形成できる
Ｅ．ｃｏｌｉからのＦａｂ’－ＳＨフラグメントの直接の回収が容易になった。Ｓｈａｌ
ａｂｙ等、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１７５：２１７－２２５（１９９２）は完全にヒト化
された二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の製造を記載している。各Ｆａｂ’フラグメン
トを別個にＥ．ｃｏｌｉから分泌させ、インビトロの指向性化学カップリングに付すこと
により、二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体はＨＥＲ
２受容体を過剰発現する細胞及び正常ヒトＴ細胞に結合することができ、同時にヒト乳房
腫瘍標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性をトリガーすることができる。
【０２２１】
　組み換え細胞培養物より直接二重特異性抗体フラグメントを作成して単離する種々の手
法も報告されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを用いて製造されてい
る。Ｋｏｓｔｅｌｎｙ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４８（５）：１５４７－１５５３（
１９９２）。Ｆｏｓ及びＪｕｎ蛋白由来のロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により
２種の異なる抗体のＦａｂ’部分に連結している。抗体のホモ２量体をヒンジ領域で還元
することによりモノマーを形成し、次に、再酸化して抗体ヘテロ２量体を形成している。
この方法は又抗体ホモ２量体の製造の為にも利用できる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ等、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）に記
載の「ダイアボディー」手法は二重特異性抗体フラグメントを作成するための代替機序を
与えている。フラグメントは同じ鎖の２ドメイン間の対形成を可能とするには短すぎるリ
ンカーにより軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。
従って、１つのフラグメントのＶＨ及びＶＬドメインが別のフラグメントの相補ＶＬ及び
ＶＨドメインに強制的に対形成させられ、これにより２つの抗原結合部位が形成される。
一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）２量体の使用により二重特異性抗体フラグメントを作成するための
別の方策も報告されている。Ｇｒｕｂｅｒ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５２：５３６８
（１９９４）を参照できる。
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【０２２２】
　２価より多価の抗体も意図される。例えば３重特異性抗体を作製できる。Ｔｕｔｔ等、
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）。
【０２２３】
　多価抗体
　多価抗体は抗体が結合する相手の抗原を発現する細胞により、２価抗体よりも急速に内
在化（及び／又は異化）される場合がある。本発明の抗体は３つ以上の抗原結合部位を有
する多価抗体（ＩｇＭクラス以外である）（例えば４価抗体）であることができ、これは
抗体のポリペプチド鎖をコードする核酸の組み換え発現により容易に製造できる。多価抗
体は２量化ドメイン及び３つ以上の抗原結合部位を含むことができる。好ましい２量化ド
メインはＦｃ領域又はヒンジ領域を含む（又はそれよりなる）。この設定においては、抗
体はＦｃ領域及びＦｃ領域に対してアミノ末端側に３つ以上の抗原結合部位を含むことに
なる。好ましい多価抗体は本発明においては、３～約８個、好ましくは４個の抗原結合部
位を含む（又はそれよりなる）。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖（及び好ま
しくは２つのポリペプチド鎖）を含み、ここでポリペプチド鎖は２つ以上の可変ドメイン
を含む。例えば、ポリペプチド鎖はＶＤ１－（Ｘ１）ｎ－ＶＤ２－（Ｘ２）ｎ－Ｆｃを含
んでよく、式中ＶＤ１は第１の可変ドメイン、ＶＤ２は第２の可変ドメイン、ＦｃはＦｃ
領域の１つのポリペプチド鎖であり、Ｘ１およびＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを示し
、ｎは０又は１である。例えば、ポリペプチド鎖はＶＨ－ＣＨ１－フレキシブルリンカー
－ＶＨ－ＣＨ１－Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１－Ｆｃ領域鎖を含んでよ
い。本発明の多価抗体は好ましくは更に少なくとも２つ（好ましくは４つ）の軽鎖可変ド
メインポリペプチドを含む。本発明の多価抗体は例えば約２～約８つの軽鎖可変ドメイン
ポリペプチドを含んでよい。本明細書において意図される軽鎖可変ドメインポリペプチド
は軽鎖可変ドメインを含み、そして場合により更にＣＬドメインを含む。
【０２２４】
　抗体変異体
　一部の実施形態においては、本明細書に記載した抗体のアミノ酸配列の修飾が意図され
る。例えば抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を向上させることが望まれる場
合がある。抗体のアミノ酸配列変異体は抗体核酸に適切なヌクレオチドの変化を導入する
ことによるか、又は、ペプチド合成により製造される。このような修飾は、例えば、抗体
のアミノ酸配列内の残基の欠失及び／又は挿入及び／又は置換を包含する。欠失、挿入及
び置換の何れかの組み合わせが最終コンストラクトに到達するまで行ってよいが、ただし
最終コンストラクトは所望の特性を保有しなければならない。アミノ酸の改変は配列が作
成される時点で対象となる抗体のアミノ酸配列に導入してよい。
【０２２５】
　突然変異誘発のために好ましい位置である抗体の特定の残基又は領域の発見のための有
用な方法はＣｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ，２
４４：１０８１－１０８５により記載される通り「アラニンスキャニング突然変異誘発」
と称される。ここでは、残基又は標的残基の群を発見（例えばａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、
ｌｙｓ及びｇｌｎのような荷電残基）し、そして中性又は逆に荷電したアミノ酸（最も好
ましくはアラニン又はポリアラニン）で置き換えることにより抗原とのアミノ酸の相互作
用に影響を与える。次に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を、置
換の位置において、又はそのための、追加的又は別の変異体を導入することにより精査す
る。即ち、アミノ酸配列変異を導入するための部位が予め決定されるが、突然変異そのも
のの性質は予め決定されなくてよい。例えば、所定の部位における突然変異の性能を分析
するためには、ａｌａスキャ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にお
いて実施し、そして発現された免疫グロブリンで所望の活性を有するものをスクリーニン
グする。
【０２２６】
　アミノ酸配列の挿入は、１残基～１００以上の残基を含有するポリペプチドの長さの範
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囲のアミノ及び／又はカルボキシ末端の融合、並びに、単一又は複数のアミノ酸残基の配
列内の挿入を包含する。末端挿入の例はＮ末端メチオニル残基を有する抗体又は細胞毒性
ポリペプチドに融合した抗体を包含する。抗体分子の他の挿入による変異体は、血清中の
抗体の半減期を増大させる酵素（例えばＡＤＥＰＴ）又はポリペプチドに対する抗体のＮ
又はＣ末端への融合を包含する。
【０２２７】
　ポリペプチドのグリコシル化は典型的にはＮ連結又はＯ連結となる。Ｎ連結とはアスパ
ラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を指す。トリペプチド配列アスパラギン－Ｘ－
セリン及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン、ここでＸはプロリン以外の何れかのアミノ酸
であるものは、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素的結合に関する認識配列である
。即ちこれらのトリペプチド配列の何れかのポリペプチド中の存在が潜在的グリコシル化
部位を生じさせる。Ｏ連結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
はスレオニンへの糖類Ｎ－アセチルグルコサミン、ガラクトース又はキシロースの１つの
結合を指すが、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリジンも使用してよい。
【０２２８】
　グリコシル化部位の抗体への付加は、好都合には、アミノ酸配列を、それが上記したト
リペプチド配列の１つ以上を含有するように改変することにより達成される（Ｎ連結グリ
コシル化部位の場合）。改変は又、元の抗体の配列に対する、セリン又はスレオニン残基
の１つ以上の付加または置換により行ってよい（Ｏ連結リコシル化部位の場合）。
【０２２９】
　抗体がＦｃ領域を含む場合、それに結合している炭水化物は改変してよい。例えば抗体
のＦｃ領域に結合したフコースを欠いている成熟炭水化物構造を有する抗体は米国特許出
願２００３／０１５７１０８（Ｐｒｅｓｔａ，Ｌ．）に記載されている。また、米国特許
出願２００４／００９３６２１（Ｋｙｏｗａ　Ｈａｋｋｏ　Ｋｏｇｙｏ　Ｃｏ．，Ｌｔｄ
）も参照できる。抗体のＦｃ領域に結合した炭水化物中に二分割Ｎ－アセチルグルコサミ
ン（ＧｌｃＮａｃ）を有する抗体は、ＷＯ２００３／０１１８７８，Ｊｅａｎ－Ｍａｉｒ
ｅｔ等及び米国特許６，６０２，６８４，Ｕｍａｎａ等において参照されている。抗体の
Ｆｃ領域に結合したオリゴ糖内にガラクトース少なくとも１つを有する抗体はＷＯ１９９
７／３００８７，Ｐａｔｅｌ等に記載されている。更に又自身のＦｃ領域に連結した改変
された炭水化物を有する抗体に関するＷＯ１９９８／５８９６４（Ｒａｊｕ，Ｓ．）及び
ＷＯ１９９９／２２７６４（Ｒａｊｕ，Ｓ．）も参照できる。また修飾されたグリコシル
化による抗原結合分子に関するＷＯ２００５／０１２３５４６（Ｕｍａｎａ等）も参照で
きる。
【０２３０】
　好ましいグリコシル化変異体は本明細書においては、Ｆｃ領域に結合した炭水化物構造
がフコースを欠いているＦｃ領域を含む。そのような変異体は向上したＡＤＣＣ機能を有
する。場合により、Ｆｃ領域は更にそこにＡＤＣＣをさらに向上させるアミノ酸置換１つ
以上、例えばＦｃ領域の２９８、３３３及び／又は３３４位の置換を含む（Ｅｕの残基ナ
ンバリング）。「脱フコシル化」又は「フコース欠損」抗体に関する公開物の例は、ＵＳ
２００３／０１５７１０８；ＷＯ２０００／６１７３９；ＷＯ２００１／２９２４６；Ｕ
Ｓ２００３／０１１５６１４；ＵＳ２００２／０１６４３２８；ＵＳ２００４／００９３
６２１；ＵＳ２００４／０１３２１４０；ＵＳ２００４／０１１０７０４；ＵＳ２００４
／０１１０２８２；ＵＳ２００４／０１０９８６５；ＷＯ２００３／０８５１１９；ＷＯ
２００３／０８４５７０；ＷＯ２００５／０３５５８６；ＷＯ２００５／０３５７７８；
ＷＯ２００５／０５３７４２；Ｏｋａｚａｋｉ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３３６：１２
３９－１２４９（２００４）；Ｙａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ等、Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏ
ｅｎｇ．８７：６１４（２００４）を包含する。脱フコシル化抗体を生産する細胞系統の
例は蛋白フコシル化を欠損しているＬｅｏ１３　ＣＨＯ細胞（Ｒｉｐｋａ等、Ａｒｃｈ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２４９：５３３－５４５（１９８６）；米国特許出願
２００３／０１５７１０８　Ａ１，Ｐｒｅｓｔａ，Ｌ；及びＷＯ２００４／０５６３１２
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　Ａ１，Ａｄａｍｓ等、特に実施例１１）、及びノックアウト細胞系統、例えばアルファ
－１，６－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８ノックアウトＣＨＯ細胞（（Ｙ
ａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ等、Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．８７：６１４（２００４
））を包含する。
【０２３１】
　変異体の別の型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で置き換え
られた抗体分子内のアミノ酸残基少なくとも１つを有する。置換突然変異誘発の最大の関
心部位は超可変領域を包含するが、ＦＲ改変もまた意図される。保存的な置換は「好まし
い置換」と題して表１に示すものである。このような置換が生物学的活性の変化をもたら
す場合は、表１において「例示される置換」と命名されたもの、又はアミノ酸のクラスに
関して後述するような、より実質的な変化を導入して産物をスクリーニングしてよい。
【０２３２】
　表１
【０２３３】

【化４】

　抗体の生物学的特性における実質的な修飾は（ａ）例えばシート又はらせん状のコンホ
ーメーションとしての、置換の領域におけるポリペプチドの骨格の構造、（ｂ）標的部位
における分子の電荷又は疎水性、又は、（ｃ）側鎖の嵩、を維持することに対するその作
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用において有意に異なる置換を選択することにより達成される。天然に存在する残基を共
通側鎖の特性に基づいて、下記の通りグループ分けしてよい。
（１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
（２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
（４）塩基性：ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
（５）鎖の方向に影響する残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；
（６）芳香族：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０２３４】
　非保存的置換はこれらのクラスの一方のメンバーを別のクラスと交換することを包含す
る。
【０２３５】
　置換変異体の１つの型では、親抗体（例えばヒト化又はヒト抗体）の超可変領域残基の
１つ以上が置換される。一般的に、得られた変異体でその後の開発のために選択されるも
のはそれらが形成される元となった親抗体と相対比較して向上した生物学的特性を有する
ことになる。そのような置換変異体を形成するための好都合な方法では、ファージディス
プレイを用いたアフィニティー成熟化を行う。慨すれば、幾つかの超可変領域部位（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形成する。
このようにして形成された抗体を、フィラメントファージ粒子から、各粒子内にパッケー
ジされたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融合物としてディスプレイする。ファージディス
プレイされた変異体を次に、本明細書に開示したその生物学的活性（例えば結合親和性）
に関してスクリーニングする。修飾に関する候補超可変領域部位を発見するためには、ア
ラニンスキャニング突然変異誘発を実施することにより抗原結合に大きく寄与している超
可変領域残基を発見することができる。或いは、又は追加的に、抗体と抗原の間の接触店
を発見するために抗原－抗体複合体の結晶構造を分析することが有益である場合がある。
このような接触残基及び近隣の残基は本発明において考案した手法により置換のための候
補である。このような変異体を形成した後、変異体のパネルを本明細書に記載する通りス
クリーニングに付し、そして該当する試験１つ以上において優れた特性を有していた抗体
を選択してその後の開発に付す。
【０２３６】
　抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は当該分野で知られた種々の方法によ
り製造される。これらの方法は、例えば天然原料（天然に存在するアミノ酸配列変異体の
場合）からの単離、又は、オリゴヌクレオチド媒介（又は部位指向性）突然変異誘発、Ｐ
ＣＲ突然変異誘発及び以前に作成された抗体変異体又は非変異体型のカセット突然変異誘
発による作成を包含する。
【０２３７】
　本発明の免疫グロブリンポリペプチドのＦｃ領域内にアミノ酸修飾１つ以上を導入する
ことにより、Ｆｃ領域変異体を形成することが望ましい場合がある。Ｆｃ領域変異体はヒ
ンジシステインを包含するアミノ酸位置１つ以上においてアミノ酸修飾（例えば置換）を
含むヒトＦｃ領域配列（例えばヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４Ｆｃ領域
）を含んでよい。本明細書の記載及び当該分野の教示に従って、一部の実施形態において
は、本発明の方法で使用する抗体は例えばＦｃ領域において野生型の対応する抗体と比較
して改変１つ以上を含んでよいことを意図している。これらの抗体はしかしなお、その対
応野生型と比較して治療利用性のために必要な実質的に同じ特性を保持している。例えば
改変された（即ち向上した、又は低減した）Ｃｌｑ結合及び／又は補体依存細胞毒性）（
ＣＤＣ）をもたらすように、例えばＷＯ９９／５１６４２に記載する通り、特定の改変を
Ｆｃ領域において行うことができる。同様にＦｃ領域変異体の別の例に関わるＤｕｎｃａ
ｎ　＆　Ｗｉｎｔｅｒ　Ｎａｔｕｒｅ　３２２：７３８－４０（１９８８）；米国特許５
，６４８，２６０；米国特許５，６２４，８２１；及びＷＯ９４／２９３５１も参照でき
る。ＷＯ００／４２０７２（Ｐｒｅｓｔａ）及びＷＯ２００４／０５６３１２（Ｌｏｗｍ



(54) JP 6234962 B2 2017.11.22

10

20

30

40

50

ａｎ）はＦｃＲへの向上した、又は減衰した結合を有する抗体変異体を記載している。こ
れらの特許公開の内容は特に参照により本明細書に組み込まれる。更に又、Ｓｈｉｅｌｄ
ｓ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．９（２）：６５９１－６６０４（２００１）も参照でき
る。増加した半減期及び胎児への母性ＩｇＧの転移を担っている（Ｇｕｙｅｒ等、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１１７：５８７（１９７６）及びＫｉｍ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２４：
２４９（１９９４））新生児Ｆｃ受容体への向上した結合を有する抗体は米国特許出願２
００５／００１４９３４Ａ１（Ｈｉｎｔｏｎ等）に記載されている。これらの抗体はＦｃ
ＲｎへのＦｃ領域の結合を向上させる置換１つ以上を自身内に有するＦｃ領域を含む。改
変されたＦｃアミノ酸配列及び増加又は低下したＣ１結合能力を有するポリペプチド変異
体は米国特許６，１９４，５５１Ｂ１，ＷＯ９９／５１６４２に記載されている。これら
の特許公開の内容は特に参照により本明細書に組み込まれる。更に又Ｉｄｕｓｏｇｉｅ等
、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６４：４１７８－４１８４（２０００）も参照できる。
【０２３８】
　抗体誘導体
　本発明の抗体誘導体は、当該分野で知られ容易に入手できる別の非蛋白性部分を含有す
るように更に修飾することができる。好ましくは、抗体の誘導体化に適する部分は水溶性
重合体である。水溶性重合体の非限定的な例は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、エ
チレングリコール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセルロース、デ
キストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラ
ン、ポリ－１，３，６－トリオキソラン、エチレン／無水マレイン酸共重合体、ポリアミ
ノ酸（単独重合体又はランダム共重合体の何れか）及びデキストラン又はポリ（ｎ－ビニ
ルピロリドン）ポリエチレングリコール、プロピレングリコール単独重合体、プロピレン
オキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール（例えばグリセロ
ール）、ポリビニルアルコール及びこれらの混合物を包含する。ポリエチレングリコール
プロピオンアルデヒドはその水中での安定性のために製造において好都合である。重合体
は何れかの分子量のものであってよく、そして分枝鎖又は未分枝鎖であってよい。抗体に
結合する重合体の数は変動してよく、そして、１つより多い重合体が結合する場合は、そ
れらは同じか又は異なる分子であることができる。一般的に、誘導体化に使用する重合体
の数及び／又は種類は、例えば向上させるべき抗体の特定の特性又は機能、抗体誘導体を
特定の条件下の治療に使用するのか等を考慮しながら決定することができる。
【０２３９】
　所望の特性を有する抗体を得るためのスクリーニング
　本発明の抗体は当該分野で知られた種々の試験によりその物理的／化学的及び生物学的
な機能に関して特性化することができる。一部の実施形態においては、抗体はＥｐｈＢ４
活性の低減又はブロッキング、ＥｐｈＢ４下流分子シグナリングの低減又はブロッキング
、ＥｐｈＢ４リガンド活性化の低減又はブロッキング、ＥｐｈＢ４リガンド下流分子シグ
ナリングの低減又はブロッキング、ＥｐｈＢ４に結合するリガンド（例えばエフリン－Ｂ
１、エフリン－Ｂ２及び／又はエフリン－Ｂ３）の途絶またはブロッキング、ＥｐｈＢ４
ホスホリル化及び／又はＥｐｈＢ４多量体化、及び／又はＥｐｈＢ４リガンドホスホリル
化、及び／又は腫瘍、細胞増殖性障害又は癌の治療及び／又は防止；及び／又はＥｐｈＢ
４発現及び／又は活性（例えば増大したＥｐｈＢ４発現及び／又は活性）に関連する障害
の治療又は防止の何れか１つ以上について特性化できる。
【０２４０】
　精製された抗体は更に、一連の試験、例えば限定しないが、Ｎ末端配列決定、アミノ酸
分析、非変性サイズエクスクルージョン高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、質量
スペクトル、イオン交換クロマトグラフィー及びパパイン消化により特性化することがで
きる。
【０２４１】
　本発明の特定の実施形態においては、本明細書において製造される抗体をその生物活性
に関して分析する。一部の実施形態においては、本発明の抗体はその抗原結合活性に関し
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て試験する。当該分野で知られ、そして本発明において使用できる抗原結合試験は例えば
限定しないが、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫
吸着試験）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降試験、蛍光イムノアッセイ、及
びプロテインＡイムノアッセイの手法を用いた何れかの直接又は競合的結合試験を包含す
る。代表的な抗原結合試験を実施例のセクションにおいて後に説明する。
【０２４２】
　更に別の実施形態において本発明はＥｐｈＢ４への結合に関して３０．３５、３０．３
５．１Ｄ２及び／又は３０．３５２Ｄ８抗体と競合する抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体
を提供する。このような競合抗体は抗体３０．３５、３０．３５．１Ｄ２及び／又は３０
．３５２Ｄ８により認識されるＥｐｈＢ４エピトープと同じか重複するＥｐｈＢ４エピト
ープを認識する抗体を包含する。そのような競合抗体は標識された３０．３５、３０．３
５．１Ｄ２及び／又は３０．３５２Ｄ８抗体との競合において固定化されたＥｐｈＢ４へ
の結合に関して抗ＥｐｈＢ４ハイブリドーマ上澄みをスクリーニングすることにより得ら
れる。競合抗体を含有するハイブリドーマ上澄みは非関連（または無）抗体を含有する対
照結合混合物において検出される結合標識抗体の量と比較して、対象となる競合結合混合
物において検出される結合標識抗体の量を低減することになる。本明細書に記載した競合
結合試験の何れかが上記した操作法における使用に適している。
【０２４３】
　別の特徴において、本発明は３０．３５、３０．３５．１Ｄ２及び／又は３０．３５２
Ｄ８抗体のＨＶＲ１つ以上（例えば２、３、４、５及び／又は６つ）を含む抗ＥｐｈＢ４
モノクローナル抗体を提供する。３０．３５、３０．３５．１Ｄ２及び／又は３０．３５
２Ｄ８のＨＶＲ１つ以上を含む抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体は、３０．３５、３０．
３５．１Ｄ２及び／又は３０．３５２Ｄ８のＨＶＲ１つ以上を鋳型抗体配列上、例えば親
抗体の相当するマウス配列に最も近似しているヒト抗体配列上、又は、親抗体の軽鎖又は
重さの特定のサブグループ中の全ヒト抗体のコンセンサス配列上にグラフトし、そして、
得られたキメラ軽鎖及び／又は重さの可変領域配列を、付随する定常領域配列の存在かま
たは非存在下に、本明細書に記載した組み換え宿主細胞内で発現させることにより構築で
きる。
【０２４４】
　本明細書に記載したユニークな特性を保有する本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は何れかの好
都合な方法により所望の特性に関して抗ＥｐｈＢ４ハイブリドーマクローンをスクリーニ
ングすることにより得ることができる。例えばＥｐｈＢ４へのＥｐｈＢ４リガンドの結合
をブロックする、又はブロックしない抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体が望まれる場合、
候補抗体を結合競合試験、例えば競合的ＥＬＩＳＡにおいて試験することができ、その場
合、プレートウェルをＥｐｈＢ４でコーティングし、そして目的のＥｐｈリガンドの過剰
量の抗体の溶液をコーティングプレート上に積層し、そして結合抗体を酵素的に、例えば
結合抗体をＨＲＰコンジュゲート抗Ｉｇ抗体又はビオチニル化抗Ｉｇ抗体と接触させるこ
と、そして、ＨＲＰ発色反応を、例えばプレートをストレプトアビジン－ＨＰＲ及び／又
は過酸化水素で発色させることにより生じさせること、及び、ＨＲＰ発色反応をＥＬＩＳ
Ａプレートリーダーを用いて４９０ｎｍにおいてスペクトル分析により検出することによ
り検出する。
【０２４５】
　ＥｐｈＢ４活性化を抑制又は活性化する抗ＥｐｈＢ４抗体が望まれる場合、候補抗体は
ＥｐｈＢ４ホスホリル化試験において試験できる。そのような試験は当該分野で知られて
おり、そのような試験の一つを本明細書において更に説明する。
【０２４６】
　細胞の生育を抑制する抗ＥｐｈＢ４抗体が望まれる場合、候補抗体は細胞生育の抑制を
計測するインビトロ及び／又はインビボの試験において試験できる。そのような試験は当
該分野で知られており、本明細書において更に説明し、例示する。
【０２４７】
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　１つの実施形態において、本発明は、インビボの抗体の半減期は重要であるが、特定の
エフェクター機能（例えば補体及びＡＤＣＣ）は不必要又は有害である多くの用途に対し
て、自身を望ましい候補とする、一部であるが全てではないエフェクター機能を保有する
改変された抗体を意図する。特定の実施形態においては、生成した免疫グロブリンのＦｃ
活性を計測することにより、所望の特性のみが維持されていることを確実なものとする。
インビボ及び／又はインビトロの細胞毒性試験を実施することによりＣＤＣ及び／又はＡ
ＤＣＣ活性の低減／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃ受容体（ＦｃＲ）結合試
験を実施することにより抗体がＦｃγＲ結合を欠いている（従ってＡＤＣＣ活性を欠いて
いる可能性がある）が、ＦｃＲｎ結合能力は保持していることを確実なものとすることが
できる。ＡＤＣＣ媒介のための主要な細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現
するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細
胞上のＦｃＲの発現は、Ｒａｖｅｔｃｈ　ａｎｄ　Ｋｉｎｅｔ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　９：４５７－９２（１９９１）の４６４ページの表３に集約されている。目
的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロ試験の例は、米国特許５，５００，
３６２又は５，８２１，３３７に記載されている。このような試験のための有用なエフェ
クター細胞は末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞を包含する
。或いは、又は追加的に、目的の分子のＡＤＣＣ活性はインビボで、例えばＣｌｙｎｅｓ
等、ＰＮＡＳ（ＵＳＡ）９５：６５２－６５６（１９９８）に開示されているもののよう
な動物モデルにおいて試験してよい。Ｃ１ｑ結合試験は又抗体がＣ１ｑに結合不能であり
、それ故にＣＤＣ活性を欠いていることを確認するために実施してよい。補体活性化を試
験するためには、例えばＧａｚｚａｎｏ－Ｓａｎｔｏｒｏ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　２０２：１６３（１９９６）に記載のＣＤＣ試験を実施してよい。ＦｃＲｎ
結合及びインビボのクリアランス／半減期の測定もまた、当該分野で知られた方法、例え
ば実施例のセクションに記載するものを用いて実施できる。
【０２４８】
　ベクター、宿主細胞及び組み換え方法
　本発明の抗体の組み換え製造のためには、それをコードする核酸を単離し、そして複製
可能なベクターに挿入してその後のクローニング（ＤＮＡの増幅）に付すか、又は、発現
に付す。抗体をコードするＤＮＡは従来の操作法（例えば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することができるオリゴヌクレオチドプローブを使用することに
よる等）を用いながら容易に単離して配列決定される。多くのベクターが使用可能である
。ベクターの選択は部分的には使用する宿主細胞による。一般的に、好ましい宿主細胞は
原核生物又は真核生物（一般的に哺乳類）起源の何れかのものである。当然ながら、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥを包含する如何なるアイソタイプの定常領域も、
この目的のために使用することができ、そしてそのような定常領域は何れかのヒト又は動
物の種から得ることができる。
【０２４９】
　ａ．原核生物の宿主細胞を用いた抗体の作成
　ｉ．ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードするポリヌクレオチド配列は標準的な組み換
え手法を用いて得ることができる。ハイブリドーマ細胞のような抗体生産細胞から所望の
ポリヌクレオチド配列を単離して配列決定する。或いは、ポリヌクレオチドはヌクレオチ
ド合成装置又はＰＣＲ手法を用いて合成することができる。得られた後、ポリペプチドを
コードする配列を原核生物宿主内で複製し、非相同ポリヌクレオチドを発現することがで
きる組み換えベクター内に挿入する。当該分野で入手可能であり知られている多くのベク
ターを本発明の目的のために使用できる。適切なベクターの選択はベクターに挿入すべき
核酸の大きさ、及び、ベクターで形質転換すべき特定の宿主細胞により主に決定されるこ
とになる。各ベクターは、その機能（非相同ポリヌクレオチドの増幅又は発現又は両方）
及びそれが入る特定の宿主細胞とのその適合性に応じて、種々の成分を含有する。ベクタ
ー成分は一般的に、例えば複製起点、選択マーカー遺伝子、プロモーター、リボソーム結



(57) JP 6234962 B2 2017.11.22

10

20

30

40

50

合部位（ＲＢＳ）、シグナル配列、非相同核酸インサート及び転写終止配列を包含する。
【０２５０】
　一般的にレプリコン及び宿主細胞と適合する種から誘導される制御配列を含有するベク
ターをその宿主と組み合わせて使用する。ベクターは通常は複製部位、並びに、形質転換
された細胞における表現型選択をもたらすことができるマーキング配列を担持している。
例えばＥ．ｃｏｌｉは典型的にはＥ．ｃｏｌｉ種から誘導されるプラスミドであるｐＢＲ
３２２を用いて形質転換される。ｐＢＲ３２２はアンピシリン（Ａｍｐ）及びテトラサイ
クリン（Ｔｅｔ）耐性をコードする遺伝子を含有しており、従って、形質転換された細胞
を発見するための簡便な手段を提供する。ｐＢＲ３２２、その誘導体又は他の微生物プラ
スミド又はバクテリオファージはまた、内因性蛋白の発現のために微生物により使用され
ることができるプロモーターを含有するか、含有するように修飾されていてよい。特定の
抗体の発現のために使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はＣａｒｔｅｒ等の米国特許５，
６４８，２３７に詳細に記載されている。
【０２５１】
　更に又、レプリコン及び宿主微生物と適合する制御配列を含有するファージベクターを
それらの宿主と組み合わせて形質転換ベクターとして使用することができる。例えば、λ
ＧＥＭ．ＴＭ．－１１のようなバクテリオファージは、Ｅ．ｃｏｌｉＬＥ３９２のような
感受性宿主細胞を形質転換するために使用できる組み換えベクターを作成するときに利用
してよい。
【０２５２】
　本発明の発現ベクターはポリペプチド成分の各々をコードする２つ以上のプロモーター
－シストロン対を含んでよい。プロモーターはその発現をモジュレートするシストロンの
上流（５’）に位置する未翻訳調節配列である。原核生物のプロモーターは典型的には２
つのクラス、即ち誘導及び構成プロモーターに属する。誘導プロモーターは例えば栄養の
有無又は温度変化のような培養条件の変化に応答してその制御下にシストロンの転写の増
大した水準を開始するプロモーターである。
【０２５３】
　種々の潜在的な宿主細胞により認識される多数のプロモーターがよく知られている。選
択されたプロモーターは、制限酵素消化を介して原料ＤＮＡからプロモーターを取り出す
こと、及び、本発明のベクター内への単離されたプロモーター配列を挿入することにより
、軽鎖又は重鎖をコードするシストロンＤＮＡに作動可能に連結することができる。ネイ
ティブのプロモーター配列及び多くの非相同のプロモーターの両方が標的遺伝子の直接の
増幅及び／又は発現を指向するために使用してよい。一部の実施形態においては、非相同
のプロモーターは、ネイティブ標的ポリペプチドプロモーターと比較して、一般的により
高値の転写および発現された標的遺伝子のより高値の収率を可能にすることから、これら
が利用されている。
【０２５４】
　原核生物を用いる場合の使用に適するプロモーターはＰｈｏＡプロモーター、β－ガラ
クタマーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系及
びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターを包含する。しかし
ながら、細菌内で機能する他のプロモーター（例えば他の既知の細菌又はファージのプロ
モーター）が同様に適している。そのヌクレオチド配列は公開されており、これにより当
業者であればそれらを、何れかの必要な制限部位を供給するためにリンカー又はアダプタ
ーを用いながら標的の軽鎖及び重鎖をコードするシストロンに作動可能にライゲーション
することが可能である（Ｓｉｅｂｅｎｌｉｓｔ等、（１９８０）Ｃｅｌｌ　２０：２６９
）。
【０２５５】
　本発明の１つの特徴において、組み換えベクター内の各シストロンは膜を通過する発現
されたポリペプチドの転座を指向する分泌シグナル配列成分を含む。一般的にシグナル配
列はベクターの成分であってよく、又は、ベクター内に挿入される標的ポリペプチドＤＮ
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Ａの部分であってよい。本発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞により
認識されプロセシングされる（即ちシグナルペプチダーゼにより切断される）ものでなけ
ればならない。非相同ポリペプチドに対してネイティブであるシグナルペプチドを認識又
はプロセシングしない原核生物宿主細胞の場合は、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、Ｉｐｐ又は熱安定性エンテロロキシンＩＩ（ＳＴＩＩ）リ
ーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群より選択される
原核生物シグナル配列により置換される。本発明の１つの実施形態において、発現系の両
シストロンにおいて使用されるシグナル配列はＳＴＩＩシグナル配列又はその変異体であ
る。
【０２５６】
　別の特徴においては、本発明の免疫グロブリンの製造は宿主細胞の原形質内において起
こることができ、従って各シストロン内の分泌シグナル配列の存在を必要としない。その
点に監視、免疫グロブリンの軽鎖及び重鎖は原形質内において発現され、折り畳まれ、そ
して組み立てられて機能的免疫グロブリンを形成する。特定の宿主細胞（例えばＥ．ｃｏ
ｌｉ　ｔｒｘＢ系統）はジスルフィド結合の形成に好都合な原形質条件を提供し、これに
より、発現された蛋白サブユニットの適切な折り畳み及び組み立てを可能にする。Ｐｒｏ
ｂａ　ａｎｄ　Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　Ｇｅｎｅ，１５９：２０３（１９９５）。
【０２５７】
　本発明の抗体を発現するために適する原核生物宿主細胞は例えばグラム陰性又はグラム
陽性の生物のような原始細菌及び真正細菌を包含する。有用な細菌の例はエシェリシア（
例えばＥ．ｃｏｌｉ）、バチルス（例えばＢ・サブチルス）、腸内細菌、シュードモナス
種（例えばＰ．アエルギノーサ）、サルモネラ・チフィムリウム、セラチア・マルクレブ
シエラ、プロテウス、シゲラ、リゾビア、ビトレオシラ又はパラコッカスを包含する。１
つの実施形態において、グラム陰性菌体を使用する。１つの実施形態において、Ｅ．ｃｏ
ｌｉ菌体を本発明の宿主として使用する。Ｅ．ｃｏｌｉ菌株の例は、菌株Ｗ３１１０（Ｂ
ａｃｈｍａｎｎ，Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖ
ｏｌ．２（Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．：Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏ
ｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１９８７），ｐｐ．１１９０－１２１９；ＡＴＣＣ寄託
番号２７，３２５）及びその誘導体、例えば遺伝子型Ｗ３１１０　ΔｆｈｕＡ（Δｔｏｎ
Ａ）ｐｔｒ３　ｌａｃ　Ｉｑ　ｌａｃＬ８　ΔｏｍｐＴΔ（ｎｍｐｃ－ｆｅｐＥ）ｄｅｇ
Ｐ４１ｋａｎＲを有する菌株３３Ｄ３を包含する（米国特許５，６３９，６３５）。他の
菌株及びその誘導体、例えばＥ．ｃｏｌｉ　２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）、Ｅ．ｃｏ
ｌｉ　Ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉλ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）及びＥ．ｃｏｌｉ　ＲＶ３
０８（ＡＴＣＣ３１，６０８）もまた適している。これらの例は例示的なものであり、限
定するものではない。所定の遺伝子型を有する上記した細菌の何れかの誘導体を構築する
ための方法は当該分野で知られており、そして例えばＢａｓｓ等、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，８
：３０９－３１４（１９９０）に記載されている。細菌の菌体内のレプリコンの複製能力
を考慮しながら適切な細菌を選択することが一般的に必要である。例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ
、セラチア又はサルモネラ種はｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＡＣＹＣ１７７又はｐＫ
Ｎ４１０のようなよく知られたプラスミドを用いてレプリコンを供給する場合には、宿主
として使用するのに適している。典型的には、宿主細胞は最小量の蛋白分解酵素を分泌し
なければならず、そして細胞培養物には追加的なプロテアーゼ阻害剤を配合することが望
ましい。
【０２５８】
　ｉｉ．抗体の製造
　宿主細胞は上記した発現ベクターで形質転換し、そしてプロモーターの誘導、形質転換
体の選択又は所望の配列をコードする遺伝子の増幅のために適宜調整された従来の栄養培
地中で培養する。
【０２５９】
　形質転換とは、ＤＮＡが染色体外エレメントとして、又は染色体組込物により複製可能
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であるように厳格細胞の宿主内にＤＮＡを導入することを意味する。使用する宿主細胞に
応じて、形質転換はそのような細胞に適する標準的な手法を用いて行う。塩化カルシウム
を使用するカルシウム処理は一般的にはかなりの細胞壁バリアを含有する細菌細胞に対し
て使用されている。形質転換の別の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを使用する
。更に別の手法はエレクトロポレーションである。
【０２６０】
　本発明のポリペプチドを製造するために使用する原核生物の細胞は当該分野で知られ、
そして選択された宿主細胞の培養に適する培地中で成育させる。適当な培地の例はルリア
培地（ＬＢ）＋必要な栄養補給物である。一部の実施形態においては、培地は又発現ベク
ターを含有する原核生物の細胞の成育を選択的に可能にするために、発現ベクターの構築
に基づいて選ばれた選択物質を含有してよい。例えば、アンピシリンをアンピシリン耐性
遺伝子を発現する細胞の成育のための培地に添加してよい。
【０２６１】
　炭素、窒素及び無機物リン酸塩の補給源に加えて何れかの必要な補給物も単独で導入す
るか、又は他の補給物又は培地との混合物として、例えば複合窒素源として、適切な濃度
において含んでよい。場合により、培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリスリトール及びジチオスレイトールからなる群より選択される
１つ以上の還元剤を含有してよい。
【０２６２】
　原核生物宿主細胞は適当な温度で培養する。Ｅ．ｃｏｌｉの生育のためには、例えば好
ましい温度は約２０℃～約３９℃の範囲、より好ましくは約２５℃～約３７℃、更に好ま
しくは約３０℃である。培地のｐＨは主に宿主生物に応じて約５～約９の範囲である。Ｅ
．ｃｏｌｉの場合、ｐＨは好ましくは約６．８～約７．４、更に好ましくは約７．０であ
る。
【０２６３】
　誘導プロモーターを本発明の発現ベクター中において使用する場合、蛋白の発現はプロ
モーターの活性化に適する条件下に誘導する。本発明の１つの特徴において、ＰｈｏＡプ
ロモーターをポリペプチドの転写を制御するために使用する。従って、形質転換された宿
主細胞は導入のためのホスフェート制限培地中で培養する。好ましくは、ホスフェート制
限培地はＣ．Ｒ．Ａ．Ｐ培地である（例えばＳｉｍｍｏｎｓ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ（２００２），２６３：１３３－１４７参照）。種々の他のインデューサー
も当該分野で知られる通り、使用されるベクターコンストラクトに応じて使用してよい。
【０２６４】
　１つの実施形態において、本発明の発現されたポリペプチドは宿主細胞のペリプラズム
内に分泌させ、それより回収する。蛋白の回収では、典型的には細胞の破壊を、一般的に
は浸透圧ショック、超音波又は細部溶解のような手段により行う。細胞が破壊された後に
細胞の破砕物又は全細胞を遠心分離又は濾過により分離してよい。蛋白は例えばアフィニ
ティー樹脂クロマトグラフィーにより更に精製してよい。或いは、蛋白を培地中に移しそ
こで単離することもできる。生成した蛋白を更に精製するために、細胞を培地から除去し
、培養上澄みを濾過し、濃縮してよい。発現されたポリペプチドは更に、ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）及びウエスタンブロットのような一般的に知られた方法を
用いて単離及び同定することができる。
【０２６５】
　本発明の１つの特徴において、抗体の製造は醗酵法により大量に実施される。種々の大
規模供給バッチ醗酵賞作法が組み換え蛋白の製造のために使用できる。大規模醗酵は少な
くとも１０００リットルの容量、好ましくは約１，０００～１００，０００リットルの容
量を有する。これらの醗酵器は酸素と栄養物、特にグルコース（好ましい炭素原子／エネ
ルギー源）を分散させるために攪拌羽根車を使用する。小規模醗酵とは一般的に約１００
リットル以下の容量であり、約１リットル～約１００リットルの範囲であることができる
醗酵器内の醗酵を指す。
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【０２６６】
　醗酵過程においては、蛋白発現の誘導は典型的には細胞が所望の密度、例えば細胞が早
期定常期である約１８０～２２０のＯＤ５５０となるまで適当な条件下に生育させた後に
開始する。当該分野で知られる通り、そして、上記した通り、使用されるベクターコンス
トラクトに応じて種々のインデューサーを使用してよい。細胞は誘導の前に短時間生育さ
せてよい。細胞は通常は約１２～５０時間誘導するが、より長時間又は短時間も使用して
よい。
【０２６７】
　本発明のポリペプチドの製造収率及び品質を向上させるためには、種々の醗酵条件を変
更できる。例えば、分泌された抗体ポリペプチドの適切な組み立て及び折り畳みを向上さ
せるためには、追加的なベクター過剰発現シャペロン蛋白、例えばＤｓｂ蛋白（ＤｓｂＡ
、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、ＤｓｂＤ及び／又はＤｓｂＧ）又はＦｋｐＡ（シャペロン活性を
有するペピチジルプロピルシストランス－イソメラーゼ）を使用して宿主原核生物細胞を
同時形質転換することができる。シャペロン蛋白は宿主細胞内で生産された非相同蛋白の
適切な折り畳み及び溶解性を促進することがわかっている。Ｃｈｅｎ等．（１９９９）Ｊ
　Ｂｉｏ　Ｃｈｅｍ　２７４：１９６０１－１９６０５；Ｇｅｏｒｇｉｏｕ等の米国特許
６，０８３，７１５；Ｇｅｏｒｇｉｏｕ等の米国特許６，０２７，８８８；Ｂｏｔｈｍａ
ｎｎ　ａｎｄ　Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ（２０００）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７５：１７
１００－１７１０５；Ｒａｍｍ　ａｎｄ　Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ（２０００）Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２７５：１７１０６－１７１１３；Ａｒｉｅ等．（２００１）Ｍｏｌ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ．３９：１９９－２１０。
【０２６８】
　発現された非相同蛋白（特に蛋白分解的に感受性であるもの）の蛋白分解を最小限にす
るためには、蛋白分解酵素に関して欠損である特定の宿主系統を本発明のために使用でき
る。例えば、宿主細胞系統はプロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ、Ｔｓｐ、プロテ
アーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及びその組み合わせの
ような知られた細菌性プロテアーゼをコードする遺伝子内で遺伝子突然変異が起こるよう
に修飾してよい。一部のＥ．ｃｏｌｉプロテアーゼ欠損の系統が使用可能であり、例えば
Ｊｏｌｙ等．（１９９８）、上出；Ｇｅｏｒｇｉｏｕ等の米国特許５，２６４，３６５；
Ｇｅｏｒｇｉｏｕ等の米国特許５，５０８，１９２；Ｈａｒａ等、Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　
Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，２：６３－７２（１９９６）に記載されている。
【０２６９】
　１つの実施形態において、蛋白分解酵素について欠損であり、そしてシャペロン蛋白１
つ以上を過剰発現するプラスミドで形質転換されているＥ．ｃｏｌｉ菌株が本発明の発現
系における宿主細胞として使用される。
【０２７０】
　ｉｉｉ．抗体の精製
　当該分野で知られた標準的な蛋白精製方法を使用することができる。以下の操作法、即
ち、免疫アフィニティー又はイオン交換カラム上の分画、エタノール沈降法、逆相ＨＰＣ
Ｌ、シリカゲル上又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥ上のクロマトグラフィー、等電
点クロマトグラフィー、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降法及び例えばセファデ
ックスＧ－７５を用いたゲル濾過等が適当な精製操作法の例である。
【０２７１】
　１つの特徴において、固相上に固定化されたプロテインＡを本発明の完全長抗体産物の
免疫アフィニティー精製のために使用する。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高親和性で
結合するスタフィロコッカス・アウレウス由来の４１ｋＤの細胞壁蛋白である。Ｌｉｎｄ
ｍａｒｋ等．（１９８３）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．６２：１－１３。プロテイン
Ａを固定化する固相は好ましくはガラス又はシリカの表面を含むカラム、より好ましくは
制御された細孔を有するガラスカラム又はケイ酸カラムである。一部の適用例においては
、カラムは、夾雑物の非特異的結合を防止するために、試薬、例えばグリセロールでコー
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ティングされている。
【０２７２】
　精製の第１工程として、上記した細胞培養物から誘導された調製物をプロテインＡ固定
化固相上に適用し、プロテインＡへの目的の抗体の特異的結合を行う。次に固相を洗浄し
て固相に非特異的に結合した夾雑物を除去する。最後に溶出により固相から目的の抗体を
回収する。
【０２７３】
　ｂ．真核生物宿主細胞を用いた抗体の作成
　ベクター成分は限定的ではないが一般的にはシグナル配列、複製起点、マーカー遺伝子
１つ以上、エンハンサーエレメント、プロモーター及び転写終止配列の１つ以上を含む。
【０２７４】
　（ｉ）シグナル配列成分
　真核細胞宿主細胞において使用するためのベクターもまた目的の成熟蛋白又はポリペプ
チドのＮ末端に特異的切断部位を有するシグナル配列又は他のポリペプチドを含有してよ
い。好ましく選択される非相同のシグナル配列は宿主細胞により認識されプロセシングさ
れる（即ちシグナルペプチダーゼにより切断される）ものである。哺乳類細胞発現におい
ては、哺乳類シグナル配列、並びに、ウィルス分泌リーダー、例えば単純疱疹ｇＤシグナ
ルが使用できる。
【０２７５】
　このような前駆体領域のＤＮＡは、抗体をコードするＮＤＡに読み枠内でライゲーショ
ンされる。
【０２７６】
　（ｉｉ）複製起点
　一般的に複製起点成分は哺乳類発現ベクターには必要ではない。例えばＳＶ４０起点は
典型的には、それが早期プロモーターを含有しているためにのみ使用してよい。
【０２７７】
　（ｉｉｉ）選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは選択遺伝子、即ち選択可能なマーカーとも称されるも
のを含有してよい。典型的な選択遺伝子は（ａ）抗生物質又は他の毒素、例えばアンピシ
リン、ネオマイシン、メトトレキセート又はテトラサイクリンに対する耐性を付与するか
（ｂ）該当する場合は栄養要求性欠損を補充するか、又は（ｃ）複合培地からは得られな
い重要な栄養を補給する蛋白をコードする。
【０２７８】
　選択スキームの他の例は宿主細胞の生育を停止させる薬剤を利用する。非相同遺伝子で
良好に形質転換された細胞は薬剤耐性を付与する蛋白を生産し、そしてこのため、選択環
境において生存することができる。このような優性選択の例は薬剤ネオマイシン、マイコ
フェノール酸及びハイグロマイシンを使用する。
【０２７９】
　哺乳類細胞に対する適当な選択可能なマーカーの別の例は、ＤＨＦＲ、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、オルニチンカルボキシラーゼ等のような、抗体核酸を取り込む能力
を有する細胞の発見を可能にするものである。
【０２８０】
　例えばＤＨＦＲ選択遺伝子で形質転換された細胞は、ＤＨＦＲの競合的拮抗剤であるメ
トトレキセート（Ｍｔｘ）を含有する培地中で全形質転換体を培養することによりまず発
見される。野生型ＤＨＦＲを使用する場合の適切な宿主細胞は、ＤＨＦＲ活性を欠損した
チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系統である（例えばＡＴＣＣ　ＣＲＬ－９０
９６）。
【０２８１】
　或いは、抗体、野生型ＤＨＦＲ蛋白及び他の選択可能なマーカー、例えばアミノグリコ
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シド３’－ホスホトランスフェラーゼ（ＡＰＨ）をコードするＤＮＡ配列で形質転換又は
同時形質転換された宿主細胞（特に内因性ＤＨＦＲを含有する野生型宿主）は、アミノグ
リコシド抗生物質、例えばカナマイシン、ネオマイシン又はＧ４１８のような選択可能な
マーカーに関する選択剤を含有する培地中における細胞生育により選択できる。米国特許
４，９６５，１９９を参照。
【０２８２】
　（ｉｖ）プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常は宿主生物により認識されるプロモーターを含有
しそして抗体ポリペプチド核酸に作動可能に連結している。プロモーター配列は真核生物
について知られている。実質的に全ての真核生物遺伝子が転写が開始される部位から約２
５～３０塩基上流に位置するＡＴリッチ領域を有する。多くの遺伝子の転写開始から７０
～８０塩基上流に存在する別の配列はＣＮＣＡＡＴ領域であり、ここでＮは何れかのヌク
レオチドである。大部分の真核生物遺伝子の３’末端は、コーディング配列の３’末端へ
のポリＡテールの付加のためのシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列である。これらの配列は
全て真核生物の発現ベクターに挿入するのに適する。
【０２８３】
　哺乳類宿主細胞内のベクターからの抗体ポリペプチド転写は、例えば、ポリオーマウィ
ルス、鶏痘ウィルス、アデノウィルス（例えばアデノウィルス２）、ウシパピローマウィ
ルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及
びシミアンウィルス４０（ＳＶ４０）のようなウィルスのゲノムから、非相同哺乳類プロ
モーター、例えばアクチンプロモーター、又は免疫グロブリンプロモーターから、熱ショ
ックプロモーターから得られたプロモーターにより、これらのプロモーターが宿主細胞系
と適合する限りにおいて、制御される。
【０２８４】
　ＳＶ４０ウィルスの早期及び後期プロモーターは、好都合には複製のＳＶ４０ウィルス
起点を同様に含有するＳＶ４０制限フラグメントとして得られる。ヒトサイトメガロウィ
ルスの最初期プロモーターは好都合にはＨｉｎｄＩＩＩＥ制限フラグメントとして得られ
る。ベクターとしてウシパピローマウィルスを使用する哺乳類宿主内でＤＮＡを発現する
ための系は米国特許４，４１９，４４６に開示されている。この系の修飾は米国特許４，
６０１，９７８に記載されている。或いは、ラウス肉腫ウィルス長末端リピートをプロモ
ーターとして使用できる。
【０２８５】
　（ｖ）エンハンサーエレメント成分
　高等真核生物による本発明の抗体ポリペプチドをコードするＤＮＡの転写はベクター内
にエンハンサー配列を挿入することにより増大する場合が多い。哺乳類遺伝子由来の多く
のエンハンサー配列が現在知られている（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フ
ェトプロテイン及びインスリン）。しかしながら典型的には真核細胞ウィルス由来のエン
ハンサーを使用することにある。例示されるものは複製起点の後期側のＳＶ４０エンハン
サー（ｂｐ１００～２７０）、サイトメガロウィルス早期プロモーターエンハンサー、複
製起点の後期側のポリオーマエンハンサー、及び、アデノウィルスエンハンサーを包含す
る。真核生物プロモーターの活性化のための増強エレメントに関してはＹａｎｉｖ，Ｎａ
ｔｕｒｅ　２９７：１７－１８（１９８２）も参照できる。エンハンサーは抗体－ポリペ
プチドをコードする配列に対して５’又は３’側の位置においてベクター内にスプライシ
ングしてよいが、好ましくはプロモーターから５’側の部位に位置する。
【０２８６】
　（ｖｉ）転写終止成分
　真核生物宿主細胞内で使用される発現ベクターは典型的には転写の終止のため、及び、
ｍＲＮＡの安定化のために必要な配列も含有する。このような配列は真核生物又はウィル
スのＤＮＡ又はｃＤＮＡの一般的には５’側、そして場合により３’側の未翻訳領域が得
られる。これらの領域は抗体をコードするｍＲＮＡの未翻訳部分におけるポリアデニル化
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フラグメントとして転写されたヌクレオチドセグメントを含有する。１つの有用な転写終
止成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化領域である。ＷＯ９４／１１０２６及びそこに
開示されている発現ベクターを参照できる。
【０２８７】
　（ｖｉｉ）宿主細胞の選択及び形質転換
　ベクター内でＤＮＡをクローニング又は発現するための適当な宿主細胞はここでは本明
細書に記載した高等真核生物の細胞、例えば脊椎動物の宿主細胞を包含する。培養物（組
織培養）中の脊椎動物の細胞の増殖は類型的な操作法になっている。有用な哺乳類宿主細
胞系統の例はＳＶ４０で形質転換されたサル腎臓ＣＶ１系統（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　Ｃ
ＲＬ　１６５１）；ヒト胚性腎臓系統（２９３又は懸濁培養物中での生育のためにサブク
ローニングされた２９３細胞、Ｇｒａｈａｍ等、Ｊ．Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ．３６：５９（
１９７７））；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１０）；チャイ
ニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨＯ、Ｕｒｌａｎｂ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ７７：４２１６（１９８０））；マウスセルトーリ細胞（Ｔ
Ｍ４，Ｍａｔｈｅｒ，　Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐｒｏｄ．２３：２４３－２５１（１９８０）、
サル腎臓細胞（ＣＶ１ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０）；アフリカグリーンモンキー腎臓細胞（
ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７）；ヒト頸癌細胞（ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ　
ＣＣＬ　２）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒト肝臓細胞（Ｈｅ
ｐＧ２、ＨＢ　８０６５）；マウス乳癌（ＭＭＴ０６０５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　５１
）；ＴＲＩ細胞（Ｍａｔｈｅｒ等、Ａｎｎａｌｓ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．３８３：
４４－６８（１９８２））；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝細胞癌系統（Ｈｅｐ
Ｇ２）である。
【０２８８】
　宿主細胞は抗体製造のための上記した発現又はクローニングベクターで形質転換し、そ
してプロモーターの誘導、形質転換体の選択又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従来の栄養培地中で培養する。
【０２８９】
　（ｖｉｉｉ）宿主細胞の培養
　本発明の抗体を製造するために使用する宿主細胞は種々の培地中で培養してよい。Ｈａ
ｍ’ｓ　Ｆ１０（Ｓｉｇｍａ）、最小必須培地（（ＭＥＭ）、（Ｓｉｇｍａ）、ＲＰＭＩ
－１６４０（Ｓｉｇｍａ）及びダルベッコ変性イーグル培地（（ＤＭＥＭ），Ｓｉｇｍａ
）のような市販の培地が宿主細胞を培養するために適している。更に又Ｈａｍ等、Ｍｅｔ
ｈ．Ｅｎｚ．５８：４４（１９７９），Ｂａｒｎｅｓ等、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１
０２：２５５（１９８０）、米国特許４，７６７，７０４；４，６５７，８６６；４，９
２７，７６２；４，５６０，６５５；又は５，１２２，４６９；ＷＯ９０／０３４３０；
ＷＯ８７／００１９５；又は米国特許Ｒｅ．３０，９８５に記載の培地の何れも宿主細胞
のための培地として使用してよい。これらの培地の何れも必要に応じてホルモン類及び／
又は他の成長因子（例えばインスリン、トランスフェリン又は表皮成長因子）、塩類（例
えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸塩）、干渉物質（例えばＨＥ
ＰＥＳ）、ヌクレオチド（例えばアデノシン及びチミジン）、抗体（例えばＧＥＮＴＡＭ
ＹＣＩＮＴＭ剤）、微量元素（マイクロモル範囲の終濃度で通常存在する無機の化合物と
して定義される）及びグルコース又は等価なエネルギー源を補給してよい。何れかの他の
必要な補給物もまた当業者の知るとおり適切な濃度で含有させてよい。培養条件、例えば
温度、ｐＨ等は発現のために選択された宿主細胞とともに以前に使用したものであり、そ
して当業者には容易に想到されるものである。
【０２９０】
　（ｉｘ）抗体の精製
　組み換え手法を用いる場合、抗体は細胞内に生産させるか、又は、培地に直接分泌させ
ることができる。抗体が細胞内に生産される場合は、第１工程年、宿主細胞又は溶菌破断
物である粒状の破砕物を例えば遠心分離又は限外濾過により除去する。抗体を培地に分泌
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させる場合は、そのような発現系の上澄みを一般的にはまず市販の蛋白濃縮フィルター、
例えばＡｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏｎ限外濾過ユニットを用い
て濃縮する。プロテアーゼ阻害剤、例えばＰＭＳＦを上記工程の何れかにおいて使用する
ことにより蛋白分解を抑制してよく、そして、抗生物質を添加して偶発的な夾雑菌の生育
を防止してよい。
【０２９１】
　細胞から調製された抗体組成物は例えば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、透析及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製することができ、
ここではアフィニティークロマトグラフィーが好ましい精製手法である。アフィニティー
リガンドとしてのプロテインＡの妥当性は抗体内に存在する何れかの免疫グロブリンＦｃ
ドメインの種及びアイソタイプによるものである。プロテインＡはヒトγ１、γ２又はγ
４の重鎖に基づく抗体を精製するために使用できる（Ｌｉｎｄｍａｒｋ等、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．６２：１－１３（１９８３））。プロテインＧは全てのマウスのアイ
ソタイプ及びヒトγ３に対して推奨される（Ｇｕｓｓ等、ＥＭＢＯ　Ｊ．５：１５６７１
５７５（１９８６））。アフィニティーリガンドを結合させるマトリックスは最も頻繁に
はアガロースであるが、他のマトリックスも使用できる。機械的に安定なマトリックス、
例えば制御された細孔を有するガラス又はポリ（スチレンジビニル）ベンゼンはアガロー
スで達成できるものよりも早い流量及び短い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメイ
ンを含む場合は、Ｂａｋｅｒｂｏｎｄ　ＡＢＸＴＭ樹脂（Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ，Ｐｈｉｌ
ｌｉｐｓｂｕｒｇ，ＮＪ）が精製のために適している。蛋白精製のための他の手法、例え
ばイオン交換カラム上の分画、エタノール沈降法、逆相ＨＰＣＬ、シリカゲル上のクロマ
トグラフィー、ヘパリンＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭ上のクロマトグラフィー、アニオン又は
カチオン交換樹脂（例えばポリアスパラギン酸カラム）上のクロマトグラフィー、等電点
クロマトグラフィー、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び硫酸アンモニウム沈降法もまた回収すべき抗
体に応じて使用される。
【０２９２】
　何れかの予備的精製工程の後、目的の抗体及び夾雑物を含む混合物を、好ましくは低塩
濃度（例えば約０～０．２５Ｍの塩）において実施される約２．５～４．５のｐＨの溶出
を用いた低ｐＨの疎水性相互作用クロマトグラフィーに付す。
【０２９３】
　イムノコンジュゲート（ｉｍｍｕｎｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）
　本発明はまた細胞毒性剤、例えば化学療法剤、薬剤、成長抑制剤、毒素（例えば細菌、
カビ、植物又は動物起源の酵素的に活性な毒素又はそのフラグメント）又は放射性同位体
（例えば放射性コンジュゲート）にコンジュゲートした本明細書に記載したんちＯＸ４０
Ｌ抗体を含むイムノコンジュゲート（互換的に「抗体薬剤コンジュゲート」即ち「ＡＤＣ
」と称する）を提供する。
【０２９４】
　細胞毒性又は細胞生育抑制性の薬剤、即ち癌治療において腫瘍細胞を殺傷する薬剤（Ｓ
ｙｒｉｇｏｓ　ａｎｄ　Ｅｐｅｎｅｔｏｓ（１９９９）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　１９：６０５－６１４；Ｎｉｃｕｌｅｓｃｕ－Ｄｕｖａｚ　ａｎｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ（１９９７）Ａｄｖ．Ｄｒｇ　Ｄｅｌ．Ｒｅｖ．２６：１５１－１７２；米国特
許４，９７５，２７８）の局所送達のための抗体－薬剤コンジュゲートの使用は、理論的
には、腫瘍への薬剤部分のターゲティングされた送達及びそこにおける細胞内蓄積を可能
にし、その場合、これらのコンジュゲート薬剤の全身投与は正常細胞並びに排除しようと
する腫瘍細胞に許容できない水準の毒性をもたらす可能性がある（Ｂａｌｄｗｉｎ等、（
１９８６）Ｌａｎｃｅｔ　ｐｐ．（Ｍａｒ．１５，１９８６）：６０３－０５；Ｔｈｏｒ
ｐｅ，（１９８５）“Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　
Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ，”Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｋ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　’８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉａｔｉｏｎｓ，Ａ．Ｐｉｎｃｈｅｒａ等．（ｅｄ．ｓ），ｐｐ．４
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７５－５０６）。このため最小限の毒性で最大の薬効とすることが求められている。ポリ
クローナル抗体及びモノクローナル抗体はともにこれらの方策において有用であることが
報告されている（Ｒｏｗｌａｎｄ等、（１９８６）Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２１：１８３－８７）。これらの方法において使用されている薬剤
はダウノルビシン、ドキソルビシン、メトトレキセート及びビンデシンである（Ｒｏｗｌ
ａｎｄ等、（１９８６）上出）。抗体－毒素コンジュゲートにおいて使用される毒素は細
菌性毒素、例えばジフテリア毒素、植物性毒素、例えばリシン、小分子毒素、例えばゲル
ダナマイシン（Ｍａｎｄｌｅｒ等（２０００）Ｊｏｕｒ．ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔ．Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．９２（１９）：１５７３－１５８１；Ｍａｎｄｌｅｒ等（２０００）
Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ　１０：１０２５－１０
２８；Ｍａｎｄｌｅｒ等（２００２）Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１３：７８
６－７９１）、マイタンシノイド（ＥＰ１３９１２１３；Ｌｉｕ等、（１９９６）Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：８６１８－８６２３）及びカリケアマ
イシン（Ｌｏｄｅ等（１９９８）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５８：２９２８；Ｈｉｎｍａｎ
等（１９９３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５３：３３３６－３３４２）を包含する。毒素は
、チュブリン結合、ＤＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害を包含する機序によりその細胞
毒性及び細胞増殖抑制作用を示す。一部の細胞毒性剤は大型の抗体又は蛋白の受容体リガ
ンドにコンジュゲートされると不活性化されるか、活性が低下する傾向を示す。
【０２９５】
　ＺＥＶＡＬＩＮ（登録商標）（イブリツモマブチウキセタン、Ｂｉｏｇｅｎ／Ｉｄｅｃ
）はチオ尿素リンカーキレーターにより結合された正常及び悪性のＢリンパ球の表面上に
存在するＣＤ２０抗原に対して指向されたマウスＩｇＧ１カッパモノクローナル抗体と１

１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体よりなる抗体－放射性同位体コンジュゲートである（Ｗ
ｉｓｅｍａｎ等（２０００）Ｅｕｒ．Ｊｏｕｒ．Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．２７（７）：７６６
－７７；Ｗｉｓｅｍａｎ等（２００２）Ｂｌｏｏｄ　９９（１２）：４３３６－４２；Ｗ
ｉｔｚｉｇ等（２００２）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２０（１０）：２４５３－６３；
Ｗｉｔｚｉｇ等（２００２）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２０（１５）：３２６２－６９
）。ＺＥＶＡＲＩＮはＢ細胞非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）に対して活性を有するが、投
与により重度及び長期間の血球減少症が大部分の患者において起こる。カリケアマイシン
に連結されたｈｕＣＤ３３抗体よりなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＹＬＯＴＡＲＧ
ＴＭ（ゲムツズマブオゾガマイシン、Ｗｙｅｔｈ　Ｐａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）は注
射による急性骨髄性白血病の治療のために２０００年に認可されている（Ｄｒｕｇｓ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　Ｆｕｔｕｒｅ（２０００）２５（７）：６８６；米国特許４９７０１９８；
５０７９２３３；５５８５０８９；５６０６０４０；５６９３７６２；５７３９１１６；
５７６７２８５；５７７３００１）。マイタンシノイド薬剤部分ＤＭ１にジスルフィドリ
ンカーＳＰＰを介して連結されたｈｕＣ２４２抗体よりなる抗体薬剤コンジュゲートであ
るカンツズマブメトラシン（Ｉｍｕｎｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．）は結腸癌、膵臓癌、胃癌及び
その他のようなＣａｎＡｇを発現する癌の治療のための第ＩＩ相治験段階に入っている。
マイタンシノイド薬剤部分ＤＭ１に連結された抗前立腺特異性膜抗原（ＰＳＭＡ）モノク
ローナル抗体よりなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ－２７０４（Ｍｉｌｌｅｎｎ
ｉｕｍ　Ｐｈａｒｍ，ＢＺＬ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ　Ｉｎｃ．）は
前立腺癌の潜在的治療のために開発中である。オーリスタチンペプチド、オーリスタチン
Ｅ（ＡＥ）、モノメチルオーリスタチンＥ（ＭＭＡＥ）及びドラスタチンの合成類縁体は
キメラモノクローナル抗体ｃＢＲ９６（癌腫上のＬｅｗｉｓ　Ｙに特異的）及びｃＡＣ１
０（血液悪性疾患上のＣＤ３０に特異的）（Ｄｏｒｏｎｉｎａ等．（２００３）Ｎａｔｕ
ｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２１（７）：７７８－７８４）にコンジュゲートさ
れており、そして治療薬開発中である。
【０２９６】
　イムノコンジュゲートの形成に有用な化学療法剤は本明細書に記載する通りである（例
えば上記）。使用できる酵素的に活性な毒素及びそのフラグメントはジフテリアＡ鎖、ジ
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フテリア毒素の非結合活性フラグメント、エキソトキシンＡ鎖（シュードモナス・アエル
ギノーサ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌ
ｅｕｒｉｔｅｓ　Ｆｏｒｄｉｉ蛋白、ジアンシン蛋白、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉ
ｃａｎａ蛋白（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及びＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒ
ａｎｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉ
ｓ阻害剤、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン及
びトリコテセンを包含する。例えば１９９３年１０月２８日公開のＷＯ９３／２１２３２
を参照できる。種々の放射性核種が放射性コンジュゲート抗体の製造のために使用できる
。例は２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅを包含する。抗体及び
細胞毒性剤のコンジュゲートは種々の２官能性蛋白カップリング剤、例えばＮ－スクシン
イミジル３－（２－ピリジルチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ
）、イミドエステルの２官能性誘導体（例えばジメチルアジピミデートＨＣｌ）、活性エ
ステル（例えばジスクシンイミジルズベレート）、アルデヒド（例えばグルタルアルデヒ
ド）、ビス－アジド化合物（例えばビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、
ビスジアゾニウム誘導体（例えばビス（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）エチレンジアミン
）、ジイソシアネート（例えばトルエン２，６－ジイソシアネート）及びビス活性フッ素
化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）を用いて作成される。
例えば、リシン免疫毒はＶｉｔｅｔｔａ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３８：１０９８（１９８
７）に記載の通り製造できる。炭素－１４－標識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ノペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は抗体への放射性核種のコンジ
ュゲーションのための例示されるキレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照できる
。
【０２９７】
　抗体及び１つ以上の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、マイタンシノイド、ドラス
タチン、オーロスタチン、トリコテセン及びＣＣ１０６５及び毒素活性を有するこれらの
毒素の誘導体のコンジュゲートもまた本発明において意図している。
【０２９８】
　ｉ．マイタンシン及びマイタンシノイド
　１つの実施形態において、イムノコンジュゲートはマイタンシノイド分子１つ以上にコ
ンジュゲートされた本発明の抗体（完全長又はフラグメント）を含む。
【０２９９】
　マイタンシノイドはチュブリン重合を抑制することにより機能する有糸分裂抑制剤であ
る。マイタンシンは東アフリカの潅木であるＭａｙｔｅｎｕｓ　ｓｅｒｒａｔａから最初
に単離された（米国特許３，８９６，１１１）。その後、特定の微生物もまたマイタンシ
ノイド、例えばマイタンシノール及びＣ－３マイタンシノールエステルを生産することが
発見された（米国特許４，１５１，０４２）。合成のマイタンシノール及びその誘導体及
び類縁体は例えば米国特許４，１３７，２３０；４，２４８，８７０；４，２５６，７４
６；４，２６０，６０８；４，２６５，８１４；４，２９４，７５７；４，３０７，０１
６；４，３０８，２６８；４，３０８，２６９；４，３０９，４２８；４，３１３，９４
６；４，３１５，９２９；４，３１７，８２１；４，３２２，３４８；４，３３１，５９
８；４，３６１，６５０；４，３６４，８６６；４，４２４，２１９；４，４５０，２５
４；４，３６２，６６３；および４，３７１，５３３に開示されている。
【０３００】
　マイタンシノイド薬剤部分は、それらが（ｉ）発酵又は化学修飾、発酵生成物の誘導体
化により比較的製造しやすく、（ｉｉ）抗体への非ジスルフィドリンカーを介したコンジ
ュゲーションに適する官能基を用いた誘導体化に適しており、（ｉｉｉ）血漿中で安定で
あり、そして（ｉｖ）種々の腫瘍細胞系統に対して有効であることから、抗体薬剤コンジ
ュゲートにおける着目すべき薬剤部分である。
【０３０１】
　マイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その製造方法及びその治療用途は
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例えば参照により本明細書に組み込まれる米国特許５，２０８，０２０、５，４１６，０
６４及び欧州特許ＥＰ０４２５２３５Ｂ１に開示されている。Ｌｉｕ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：８６１８－８６２３（１９９６）はヒト結腸直
腸癌に対して指向されたモノクローナル抗体Ｃ２４２に連結したＤＭ１と指名されたマイ
タンシノイドを含むイムノコンジュゲートを記載している。コンジュゲートは培養された
結腸癌細胞に対しては高度に細胞毒性であることがわかり、そしてインビボの腫瘍生育試
験において抗腫瘍活性を示している。Ｃｈａｒｉ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
５２：１２７－１３１（１９９２）はヒト結腸癌細胞系統上の抗原に結合するマウス抗体
Ａ７に、又は、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ癌遺伝子に結合する別のマウスモノクローナル抗体Ｔ
Ａ．１にジスルフィドリンカーを介してマイタンシノイドをコンジュゲートしているイム
ノコンジュゲートを記載している。ＴＡ．１－マイタンシノイドコンジュゲートの細胞毒
性は細胞当たり３ｘ１０５ＨＥＲ－２表面抗原を発現するヒト乳癌細胞系統ＳＫ－ＢＲ－
３に対してインビトロで試験されている。薬剤コンジュゲートは有利のマイタンシノイド
薬剤と同様の細胞毒性の程度を達成しており、これは抗体分子当たりのマイタンシノイド
分子の数を増大させることにより増大させることができた。Ａ７－マイタンシノイドコン
ジュゲートはマウスにおいて低い全身細胞毒性を示した
　抗体－マイタンシノイドコンジュゲートは抗体又はマイタンシノイド分子の何れかの生
物学的活性を有意に低下させること無くマイタンシノイド分子に抗体を化学的に連結する
ことにより製造する。米国特許５，２０８，０２０を参照できる（その開示内容は参照に
より本明細書に組み込まれる）。抗体分子当たり平均３～４個のマイタンシノイド分子を
コンジュゲートすると抗体の機能又は溶解性に悪影響を及ぼすことなく標的細胞の細胞毒
性を増強する場合に有効であることがわかっているが、１分子毒素／抗体であっても抗体
単独の使用よりも細胞毒性を増強できることが期待される。マイタンシノイドは当該分野
でよく知られており、そして知られた手法により合成するか、又は、天然原料から単離す
ることができる。適当なマイタンシノイドは例えば米国特許５，２０８，０２０に、そし
て、上記した他の特許又は非特許の公開物に開示されている。好ましいマイタンシノイド
はマイタンシノール及び芳香環において、又は、マインタンシノール分子の他の位置にお
いて修飾されているマインタンシノール類縁体、例えば種々のマインタンシノールエステ
ルである。
【０３０２】
　抗体－マイタンシノイドコンジュゲートを作成するための当該分野で知られた連結基は
多数存在し、例えば米国特許５，２０８，０２０又は欧州特許ＥＰ０４２５２３５Ｂ１及
びＣｈａｒｉ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２）
及び開示内容が参照により全体が本明細書に組み込まれる２００４年１０月８日出願の米
国特許出願１０／９６０，６０２に開示されているもの等が挙げられる。リンカー成分Ｓ
ＭＣＣを含む抗体－マイタンシノイドコンジュゲートは２００４年１０月８日出願の米国
特許出願１０／９６０，６０２に開示されている通り製造してよい。連結基は上記特許に
開示されている通りジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペ
プチダーゼ不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基を包含するが、ジスルフィド及びチ
オエーテル基が好ましい。別の連結器は本明細書に記載及び例示する通りである。
【０３０３】
　抗体とマイタンシノイドのコンジュゲートは種々の２官能性蛋白カップリング剤、例え
ばＮ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、Ｎ－ス
クシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（
ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの２官能性誘導体（例えばジメチ
ルアジピミデートＨＣｌ）、活性エステル（例えばジスクシンイミジルズベレート）、ア
ルデヒド（例えばグルタルアルデヒド）、ビス－アジド化合物（例えばビス（ｐ－アジド
ベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビスジアゾニウム誘導体（例えばビス（ｐ－ジアゾニ
ウムベンゾイル）エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えばトルエン２，６－ジイ
ソシアネート）及びビス活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニト
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ロベンゼン）を用いて作成してよい。特に好ましいカップリング剤は、ジスルフィド結合
を与えるためのＮ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルチオ）プロピオネート（ＳＰＤ
Ｐ）（Ｃａｒｌｓｓｏｎ等、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．１７３：７２３－７３７（１９７８）
）及びＮ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルジチオ）ペンタノエート（ＳＰＰ）を包
含する。
【０３０４】
　リンカーは連結部の型に応じて種々の位置においてマイタンシノイド分子に結合してよ
い。例えば、エステル結合は従来のカップリング手法を用いてヒドロキシル基との反応に
より形成してよい。反応はヒドロキシル基を有するＣ３位、ヒロドキシメチルで修飾され
たＣ１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ１５位及びヒドロキシル基を有するＣ２０位
において起こってよい。好ましい実施形態においては、連結はマイタンシノール又はマイ
タンシノール類縁体のＣ３位において形成される。
【０３０５】
　ｉｉ．オーリスタチン及びドラスタチン
　一部の実施形態においては、イムノコンジュゲートはドラスタチン又はドロスタチンペ
プチド類縁体及び誘導体、オーリスタチン（米国特許５６３５４８３；５７８０５８８）
にコンジュゲートした本発明の抗体を含む。ドラスタチン及びオーリスタチン微小管の力
学的特徴、ＧＴＰ加水分解及び核及び細胞の分裂に干渉し（Ｗｏｙｋｅ等（２００１）Ａ
ｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．４５（１２）：３５
８０－３５８４）、そして、抗がん作用（米国特許５６６３１４９）及び抗カビ活性（Ｐ
ｅｔｔｉｔ等（１９９８）Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．
４２：２９６１－２９６５）を有することがわかっている。ドラスタチン又はオーリスタ
チン剤はペプチド薬剤部分のＮ（アミノ）末端またはＣ（カルボキシ）末端を介して抗体
に結合させてよい（ＷＯ０２／０８８１７２）。
【０３０６】
　例示されるオーリスタチンの実施形態は参照により開示内容全体が本明細書に組み込ま
れる２００４年１１月５日出願の米国出願１０／９８３，３４０の「Ｍｏｎｏｍｅｔｈｙ
ｌｖａｌｉｎｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ
　ｔｏ　Ｌｉｇａｎｄｓ」に開示されているＮ末端連結モノメチルオーリスタチン薬剤部
分ＤＥ及びＤＦを包含する。
【０３０７】
　典型的にはペプチド系薬剤部分は、２つ以上のアミノ酸及び／又はペプチドフラグメン
トの間にペプチド結合を形成することにより製造できる。そのようなペプチド結合は、例
えば、ペプチド化学の分野で良く知られている液相合成法に従って製造できる（Ｅ．Ｓｃ
ｈｒoｄｅｒ　ａｎｄ　Ｋ．Ｌuｂｋｅ，“Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ”，ｖｏｌｕｍｅ　
１，ｐｐ７６－１３６，１９６５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ参照）。オーリスタチ
ン／ドラスタチン剤部分は米国特許５６３５４８３；米国特許５７８０５８８；Ｐｅｔｔ
ｉｔ等（１９８９）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１１：５４６３－５４６５；Ｐｅｔ
ｔｉｔ等（１９９８）Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ　１３：２４３
－２７７；Ｐｅｔｔｉｔ，Ｇ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，１９９６，７１
９－７２５；ａｎｄ　Ｐｅｔｔｉｔ等（１９９６）Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｔｒａｎｓ．１　５：８５９－８６３に記載の方法に従って製造してよい。更に又、参
照により全体が本明細書に組み込まれるＤｏｒｏｎｉｎａ（２００３）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ　２１（７）：７７８－７８４；“Ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｖａｌｉｎｅ　Ｃ
ｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｌｉｇａｎ
ｄｓ”，ＵＳ　Ｓｅｒ．Ｎｏ．１０／９８３，３４０，ｆｉｌｅｄ　Ｎｏｖ．５，２００
４（例えばリンカー及びリンカーにコンジュゲートされたＭＭＡＥ及びＭＭＡＦのような
モノメチルバリン化合物の製造方法を開示している）も参照できる。
【０３０８】
　ｉｉｉ．カリケアマイシン
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　別の実施形態において、イムノコンジュゲートはカリケアマイシン分子１つ以上にコン
ジュゲートした本発明の抗体を含む。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはピコモル
未満の濃度において２本鎖ＤＮＡ切断をもたらすことができる。カリケアマイシンファミ
リーのコンジュゲートの製造に関しては米国特許５，７１２，３７４、５，７１４，５８
６、５，７３９，１１６、５，７６７，２８５、５，７７０，７０１、５，７７０，７１
０、５，７７３，００１、５，８７７，２９６を参照することができる（全てＡｍｅｒｉ
ｃａｎ　Ｃｙａｎａｍｉｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ）。使用してよいカリケアマイシンの構造的
類縁体は例えばγ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ－アセチル－γ１
Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ

ｌ（
Ｈｉｍｍａｎ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３：３３３６－３３４２（１９９
３）、Ｌｏｄｅ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５８：２９２５－２９２８（１９
９８）及び上記したＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａｍｉｄへの米国特許）。抗体をコンジ
ュゲートできる別の抗腫瘍剤は抗葉酸エステルであるＱＦＡである。カリケアマイシン及
びＱＦＡは両方とも細胞内作用部位を有し、原形質膜を容易に通過しない。従って、抗体
媒介内在を介したこれらの薬剤の細胞内取り込みはその細胞毒性作用を大きく増大させる
。
【０３０９】
　ｉｖ．他の細胞毒性剤
　本発明の抗体にコンジュゲートできる他の抗腫瘍剤はＢＣＮＵ、ストレプトゾシン、ビ
ンクリスチン及び５－フルオロウラシル、米国特許５，０５３，３９４、５，７７０，７
１０に記載の総称ＬＬ－Ｅ３３２８８複合体として知られる薬剤ファミリー、並びに、エ
スペラマイシン（米国特許５，８７７，２９６）を包含する。
【０３１０】
　使用できる酵素的に活性な毒素及びそのフラグメントは、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア
毒素の非結合活性フラグメント、エキソトキシンＡ鎖（シュードモナス・アエルギノーサ
由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、Ａｌｅｕｒｉ
ｔｅｓ　Ｆｏｒｄｉｉ蛋白、ジアンシン蛋白、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ
蛋白（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及びＰＡＰ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉ
ａ阻害剤、クルシン、クロチン、ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻害剤
、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン及びトリコ
テセンを包含する。例えば１９９３年１０月２８日に公開されたＷＯ９３／２１２３２を
参照できる。
【０３１１】
　本発明は更に抗体と核溶解活性を有する化合物との間に形成される免疫コンジュゲート
を意図している（例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエンドヌクレアーゼ、例えばデオキ
シリボヌクレアーゼ；ＤＮａｓｅ）。
【０３１２】
　腫瘍の選択的破壊のためには、抗体は高度に放射性の原子を含んでよい。種々の放射性
同位体が放射性コンジュゲート抗体の製造のために使用される。例示されるものはＡｔ２

１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２

、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体を包含する。検出のためにコンジュゲート
を使用する場合は、それはシンチグラフィー試験のための放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ

又はＩ１２３、又は核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像化（時期共鳴画像化ｍｒｉとしても知られ
ている）のためのスピン標識、例えばヨウ素－１２３、更にヨウ素－１３１、インジウム
－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニウム、マンガ
ン又は鉄を含んでよい。
【０３１３】
　放射標識又は他の方式を知られた方法でコンジュゲートに取り込ませてよい。例えば、
水素の代わりにフッ素－１９を含む適当なアミノ酸前駆体を用いながら、ペプチドを性合
成するか、又はアミノ酸化学合成法により合成してよい。ｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、Ｒｅ
１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１のような標識をペプチド内のシステイン残基を介して
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結合することができる。イットリウム－９０はリジン残基を介して結合できる。ＩＯＤＯ
ＧＥＮ法（Ｆｒａｋｅｒ等（１９８７）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏ
ｍｍｕｎ．８０：４９－５７）を用いてヨウ素－１２３を取り込むことができる。Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｓｃｉｎｔｉｇｒａｐｈｙ
（Ｃｈａｔａｌ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　１９８９）は他の方法を詳細に説明している。
【０３１４】
　抗体と細胞毒性剤のコンジュゲートは種々の２官能性の蛋白カップリング剤、例えば、
Ｎ－スクシンイミジル３－（２－ピリジルチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシン
イミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣ
Ｃ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの２官能性誘導体（例えばジメチルアジ
ピミデートＨＣｌ）、活性エステル（例えばジスクシンイミジルズベレート）、アルデヒ
ド（例えばグルタルアルデヒド）、ビス－アジド化合物（例えばビス（ｐ－アジドベンゾ
イル）ヘキサンジアミン）、ビスジアゾニウム誘導体（例えばビス（ｐ－ジアゾニウムベ
ンゾイル）エチレンジアミン）、ジイソシアネート（例えばトルエン２，６－ジイソシア
ネート）及びビス活性フッ素化合物（例えば１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベン
ゼン）を用いて作成してよい。例えば、リシン免疫毒はＶｉｔｅｔｔａ等、Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２３８：１０９８（１９８７）に記載の通り製造できる。炭素－１４－標識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ノペンタ酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）
は抗体への放射性核種のコンジュゲーションのための例示されるキレート剤である。ＷＯ
９４／１１０２６を参照できる。リンカーは細胞内での細胞毒性剤の放出を容易にする「
切断可能なリンカー」であってよい。例えば酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ感受性リ
ンカー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカー（Ｃｈａ
ｒｉ等、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２）；米国特
許５，２０８，０２０）を使用してよい。
【０３１５】
　本発明の化合物は例えば、市販されている（例えばＰｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡより）交差結合剤：ＢＭＰＳ、Ｅ
ＭＣＳ、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、
ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スル
ホ－ＫＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ及びスルホ－ＳＭ
ＰＢ及びＳＶＳＢ（スクシンイミジル－（４－ビニルスルホン）ベンゾエート）を用いて
製造されたＡＤＣも意図している。例えば２００３－２００４　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ａｎｄ　Ｃａｔａｌｏｇ、ｐ４６７－４９８を参照できる。
【０３１６】
　ｖ．抗体薬剤コンジュゲートの製造
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート（ＡＤＣ）においては、抗体（Ａｂ）を１つ以上の薬
剤部分（Ｄ）、例えば抗体当たり約１～約２０薬剤部分にリンカー（Ｌ）を介してコンジ
ュゲートする。式Ｉ：
Ａｂ-（Ｌ-Ｄ）ｐ　　　　　Ｉ
のＡＤＣは、数種類の経路により、当業者の知る有機化学の反応、条件及び試薬を用いな
がら、例えば（１）共有結合を介したＡｂ－Ｌを形成するための２価リンカー試薬との抗
体の親核基の反応、及び、その後の薬剤部分Ｄとの反応；及び（２）共有結合を介したＤ
－Ｌを形成するための２価リンカー試薬との薬剤部分の親核基の反応、及び、その後の抗
体の親核基との反応、により製造してよい。ＡＤＣの製造のための別の方法は本明細書に
記載する通りである。
【０３１７】
　リンカーは１つ以上のリンカー成分を含んでよい。例示されるリンカー成分は６－マレ
イミドカプロイル（ＭＣ）、マレイミドプロパノイル（ＭＰ）、バリン－シトルリン（ｖ
ａｌ－ｃｉｔ）、アラニン－フェニルアラニン（ａｌａ－ｐｈｅ）、ｐ－アミノベンジル
オキシカルボニル（ＰＡＢ）、Ｎ－スクシンイミジル４－（２－ピリジルチオ）ペンタノ
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エート（ＳＰＰ）、Ｎ－スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン
－１カルボキシレート（ＳＭＣＣ）及びＮ－スクシンイミジル（４－ヨードアセチル）ア
ミノベンゾエート（ＳＩＡＢ）を包含する。追加的なリンカー成分は当該分野で知られて
おり、一部は本明細書において更に説明する。更に又内容が参照により本明細書に組み込
まれる２００４年１１月５日出願の米国出願１０／９８３，３４０の「Ｍｏｎｏｍｅｔｈ
ｙｌｖａｌｉｎｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　Ｃａｐａｂｌｅ　ｏｆ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏ
ｎ　ｔｏ　Ｌｉｇａｎｄｓ」も参照できる。
【０３１８】
　一部の実施形態においては、リンカーはアミノ酸残基を含んでよい。例示されるアミノ
酸リンカー成分はジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドを包含
する。例示されるジペプチドは、バリン－シトルリン（ｖｃ又はｖａｌ－ｃｉｔ）、アラ
ニン－フェニルアラニン（ａｆまたはａｌａ－ｐｈｅ）を包含する。例示されるトリペプ
チドは、グリシン－バリン－シトルリン（ｇｌｙ－ｖａｌ－ｃｉｔ）及びグリシン－グリ
シン－グリシン（ｇｌｙ－ｇｌｙ－ｇｌｙ）を包含する。アミノ酸リンカー成分を含むア
ミノ酸残基は天然に存在するもの、並びに少量存在するアミノ酸及び天然に存在しないア
ミノ酸類縁体、例えばシトルリンを包含する。アミノ酸リンカー成分は特定の酵素、例え
ば、腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ、又はプラスミンプロテアーゼによ
る酵素的切断に関するそれらの選択性において設計され、最適化されることができる。
【０３１９】
　抗体上の親核基は例えば、（ｉ）Ｎ末端アミン基、（ｉｉ）側鎖アミン基、例えばリジ
ン、（ｉｉｉ）側鎖チオール基、例えばシステイン、及び（ｉｖ）糖ヒドロキシル又はア
ミノ基であって抗体がグリコシル化されるところを包含する。アミン、チオール及びヒド
ロキシル基は親核性であり、（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエス
テル、ハロホルメート及び酸ハライド；（ｉｉ）アルキル及びベンジルハライド、例えば
ハロアセトアミド；（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド基を包
含するリンカー部分及びリンカー試薬上の親電子基と共有結合を形成するように反応する
ことができる。特定の抗体は還元性の鎖間ジスルフィド、即ちシステイン架橋を有する。
抗体はＤＴＴ（ジチオスレイトール）のような還元剤による処理によりリンカー試薬との
コンジュゲーションのために反応性としてよい。即ち各システイン架橋は理論的には２つ
の反応性チオール親核物質を形成することになる。２－イミノチオラン（Ｔｒａｕｔ試薬
）とのリジンの反応を介して抗体に別の親核基を導入することができ、これによりアミン
からチオールへの変換がもたらされる。反応性のチオール基は１、２、３、４つ以上のシ
ステイン残基を導入することにより抗体（又はそのフラグメント）内に導入してよい（例
えば非ネイティブのシステインアミノ酸残基１つ以上を含む突然変異体抗体を製造する）
。
【０３２０】
　本発明の抗体薬剤コンジュゲートはまたリンカー試薬又は薬剤の上の親核性置換基と反
応することができる親電子部分を導入するための抗体の修飾により製造してもよい。グリ
コシル化抗体の糖は例えば過ヨウ素酸塩の酸化剤で酸化することによりアルデヒド又はケ
トン基とし、これをリンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応させてよい。形成される
イミンシッフ塩基の基は安定な連結部を形成するか、又は、例えばボロハイドライド試薬
で還元することにより、安定なアミン連結部を形成してよい。１つの実施形態において、
ガラクトースオキシダーゼ又はｍ－過ヨウ素酸ナトリウムの何れかとのグリコシル化抗体
の炭水化物部分の反応により薬剤上の適切な基と反応できる蛋白中のカルボニル（アルデ
ヒド又はケトン）基を形成してよい（Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ）。別の実施形態においては、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を
含有する蛋白をｍ－過ヨウ素酸ナトリウムと反応させることにより、第１のアミノ酸の代
わりにアルデヒドの形成を行う（Ｇｅｏｇｈｅｇａｎ　＆　Ｓｔｒｏｈ，（１９９２）Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．３：１３８－１４６；米国特許５３６２８５２）。こ
のようなアルデヒドは薬剤部分又はリンカー親核物質と反応することができる。
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【０３２１】
　同様に、薬剤部分上の親核基は、例えば、（ｉ）活性エステル、例えばＮＨＳエステル
、ＨＯＢｔエステル、ハロホルメート及び酸ハライド；（ｉｉ）アルキル及びベンジルハ
ライド、例えばハロアセトアミド；（ｉｉｉ）アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマ
レイミド基を包含するリンカー部分及びリンカー試薬上の親電子基と共有結合を形成する
ように反応することができるアミン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、
ヒドラジン、チオセミカルバゾン、ヒドラジンカルボキシレート及びアンヒドラジド基を
包含する。
【０３２２】
　或いは、抗体及び細胞毒性剤を含む融合蛋白、例えば組み換え手法又はペプチド合成に
より、作成してよい。ＤＮＡの長さは、相互に隣接するか、又は、コンジュゲートの所望
の特性を破壊しないリンカーペプチドをコードする領域により分断されたコンジュゲート
の２つの部分をコードする該当領域を含む。
【０３２３】
　更に別の実施形態においては、抗体は腫瘍のプレターゲティングにおいて利用するため
の「受容体」（例えばストレプトアビジン）にコンジュゲートしてよく、その場合、抗体
－受容体コンジュゲートを患者に投与し、その後、キレート剤を用いて循環系から未結合
のコンジュゲートを除去し、そして次に細胞毒性剤（例えば放射性核種）にコンジュゲー
トされた「リガンド」（例えばアビジン）を投与する。
【０３２４】
　医薬品製剤
　本発明の抗体を含む治療用製剤は、水溶液、凍結乾燥又は他の乾燥した製剤の形態にお
いて、任意の生理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔ
ｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，２０ｔｈ
　ｅｄｉｔｉｏｎ（２０００））に所望の程度の純度を有する抗体を混合することにより
保存用に製造される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は使用される用量及び濃度に
おいてレシピエントに非毒性であり、そして、緩衝物質、例えばリン酸塩、酢酸塩、ヒス
チジン又は他の有機酸；抗酸化剤、例えばアスコルビン酸及びメチオニン；保存料（例え
ばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリド；塩
化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール
；アルキルパラベン、例えばメチル又はプロピルパラベン；セタノール；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）；低分子量（約１０残
基未満）のポリペプチド；蛋白、例えば血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン；
親水性重合体、例えばポリビニルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、
アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリジン；単糖類、２糖類及び他の炭水化物、
例えばグルコース、マンノース又はデキストリン；キレート剤、例えばＥＤＴＡ；糖類、
例えばスクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール；塩形成対イオン、例
えばナトリウム；金属複合体（例えばＺｎ－蛋白複合体）；及び／又は非イオン性界面活
性剤、例えばＴＷＥＥＮＴＭ、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭ又はポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）を包含する。
【０３２５】
　本発明の製剤は又、治療すべき特定の適応症のために必要に応じて１つより多い活性化
合物、好ましくは相互に悪影響を及ぼさない補足的な活性を有するものを含有してよい。
このような分子は適宜、意図する目的のために有効である量において、組み合わせて存在
する。
【０３２６】
　活性成分はまた例えばコアセルベーション法によるか、又は、界面重合により製造され
たマイクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロ
カプセル及びポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達
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、ナノ粒子及びナノカ
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プセル）中、又はマクロエマルジョン中に捕獲させてもよい。このような手法はＲｅｍｉ
ｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｙ，２０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ（２０００）に記載されている。
【０３２７】
　インビボ投与のために使用されるべき製剤は滅菌されていなければならない。これは滅
菌濾過メンブレンを通過する濾過により容易に達成される。
【０３２８】
　持続放出製剤を製造してよい。持続放出製剤の適当な例は本発明の免疫グロブリンを含
有する固体疎水性重合体の半透過性マトリックスを包含し、そのようなマトリックスは形
状付与された物品、例えばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。持続放出マトリ
ックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲル（例えばポリ（２－ヒドロキシエチル－メタク
リレート）、又はポリ（ビニルアルコール））、ポリラクチド（米国特許３，７７３，９
１９）、Ｌ－グルタミン酸及びγエチル－Ｌ－グルタメートの共重合体、非分解性エチレ
ン－酢酸ビニル、分解性乳酸－グリコール酸共重合体、例えばＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴ
ＴＭ（乳酸－グリコール酸共重合体及び酢酸ロイプロリドよりなる注射可能な微小球）及
びポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸を包含する。エチレン－酢酸ビニル及び乳酸－
グリコール酸のような重合体は１００日間にわたる分子の放出を可能にするが、特定のヒ
ドロゲルはより短い時間に蛋白を放出する。カプセル化免疫グロブリンが身体内に長時間
残存する場合、それらは、３７℃の水分への曝露の結果として、変性するか凝集し、生物
学的活性を消失するか、又は、免疫原性が変化する可能性がある。合理的な方策は関与す
る機序に応じて安定化のために考案することができる。例えば、凝集の機序がチオ－ジス
ルフィド交換を介した分子間Ｓ－Ｓ結合の形成であることが発見されれば、スルフィドリ
ル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加物の使用、及び
、特定の重合体マトリックス組成物の開発により安定化を達成してよい。
【０３２９】
　用途
　本発明の抗体は例えばインビトロ、エクスビボ及びインビボの治療方法において使用し
てよい。
【０３３０】
　１つの特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の増大した発現及び／又は活性に関連する腫
瘍、癌及び／又は細胞増殖性障害を治療または防止するための方法を提供し、方法はその
ような治療の必要な対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む。
【０３３１】
　１つの特徴において、本発明は腫瘍又は癌の生育を低減、抑制又は防止するための方法
を提供し、方法はそのような治療の必要な対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与するこ
とを含む。
【０３３２】
　ＥｐｈＢ４は発生中の胚における運動軸索ガイダンス及び神経堤細胞の遊走に関与する
ことが示唆されている。従って、本発明の抗体は病因に細胞の変性又は機能不全が関与し
ている障害の治療（防止を含む）、例えば種々の（慢性の）神経変性障害及び急性の神経
細胞の傷害においても有用である。そのような神経変性障害は、限定しないが、末梢神経
障害；運動ニューロン障害、例えば筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ、ルー・ゲーリグ病）、
ベル麻痺、及び脊髄筋肉の委縮又は麻痺が関与する種々の状態；及び他の人の神経変性障
害、例えばアルツハイマー病、パーキンソン病、癲癇、多発性硬化症、ハンチントン舞踏
病、ダウン症候群、感音難聴及びメニエール病、及び、例えば外傷又は脊髄の傷害に起因
する急性神経細胞傷害を包含する。
【０３３３】
　本発明の抗体は又脈管形成を抑制するためにも有用である。一部の実施形態においては
、脈管形成の部位は腫瘍又は癌である。
【０３３４】
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　１つの特徴において、本発明は脈管形成の抑制のための方法を提供し、これはそのよう
な治療の必要な対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与することを含む。
【０３３５】
　１つの特徴において、本発明は脈管形成に関連する病理学的状態を治療するための方法
を提供し、これはそのような治療の必要な対象に抗ＥｐｈＢ４抗体の有効量を投与するこ
とを含む。一部の実施形態においては、脈管形成に関連する病理学的状態は腫瘍、癌及び
／又は細胞増殖性障害である。一部の実施形態においては、脈管形成に関連する病理学的
状態は眼内血管新生性の疾患である。
【０３３６】
　更に又、本発明の抗体の少なくとも一部は他の種由来の抗原に結合することができる。
従って、本発明の抗体は例えば抗原を含有する細胞培養物において、ヒト対象において、
又は、本発明の抗体が交差反応する抗原を有する他の哺乳類対象（例えばチンパンジー、
ヒヒ、マーモセット、カニクイザル及びアカゲザル、ブタ又はマウス）において、特定の
抗原活性に結合するために使用できる。１つの実施形態において、本発明の抗体は抗原活
性が抑制されるように抗原に抗体を接触させることにより抗原活性を抑制すために使用で
きる。好ましくは、抗原はヒト蛋白分子である。
【０３３７】
　１つの実施形態において、本発明の抗体は、対象内の抗原が結合するように本発明の抗
体を対象に投与することを含む、増大した抗原発現及び／又は活性に関連する障害に罹患
した対象における抗原に結合するための方法において使用することができる。好ましくは
、抗原はヒト蛋白分子であり、そして対象はヒト対象である。或いは、対象は本発明の抗
体が結合する抗原を発現する哺乳類であることができる。更に又、対象は抗原が導入され
ている（例えば抗原の投与によるか、又は、抗原トランスジーンの発現による）哺乳類で
あることができる。本発明の抗体は治療目的のためにヒト対象に投与することができる。
更に又、本発明の抗体は獣医科用途のため、又は、ヒト疾患の動物モデルとしての、免疫
グロブリンが交差反応する抗原を発現する非ヒト哺乳類（例えば霊長類、ブタ又はマウス
）に投与できる。後者に関しては、そのような動物モデルは本発明の抗体の治療薬効を評
価する（例えば用量及び投与の時間的過程の試験）ために有用である。
【０３３８】
　本発明の抗体は抗原分子１つ以上の発現及び／又は活性に関連する疾患、障害又は状態
の治療、抑制、進行遅延、再発の防止／遅延、緩解又は防止のために使用できる。
【０３３９】
　例示される障害は、癌腫、リンパ腫、芽種、肉腫及び白血病又はリンパ様悪性疾患を包
含する。そのような癌のより特定の例は扁平上皮細胞癌（例えば上皮扁平上皮細胞癌）、
肺癌、例えば小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌及び肺の扁平上皮癌、肝細胞癌、胃又
は腹部の癌、例えば胃腸の癌、膵臓癌、神経膠芽腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、膀胱癌、
尿道の癌、ヘパトーマ、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮の癌腫、
唾液腺癌腫、腎臓癌、前立腺癌、外陰部癌、甲状腺癌、肝癌腫、肛門癌腫、陰茎癌腫、黒
色腫、多発性骨髄腫及びＢ細胞リンパ腫、脳並びに頭部頚部の癌、及び関連する転移を包
含する。一部の実施形態においては、癌は小細胞肺癌、神経芽腫、黒色腫、乳癌、胃癌、
結腸直腸癌（ＣＲＣ）及び肝細胞癌からなる群より選択される。
【０３４０】
　特定の実施形態においては、細胞毒性剤１つ以上とコンジュゲートした抗体を含むイム
ノコンジュゲートを患者に投与する。一部の実施形態においては、それが結合するイムノ
コンジュゲート及び／又は抗原は細胞により内在化され、これによりそれが結合している
標的細胞の殺傷におけるイムノコンジュゲートの治療薬効の増大をもたらす。１つの実施
形態において、細胞毒性剤は標的細胞内の核酸をターゲティングまたは妨害する。１つの
実施形態において、細胞毒性剤は微小管重合をターゲティングまたは妨害する。そのよう
な細胞毒性剤の例は本明細書に記載した化学療法剤の何れか（例えばマイタンシノイド、
オーリスタチン、ドラスタチン又はカリケアマイシン）、放射性同位体、リボヌクレアー
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ゼ又はＤＮＡエンドヌクレアーゼを包含する。
【０３４１】
　本発明の抗体は治療において単独又は他の組成物との組み合わせにおいて使用できる。
例えば本発明の抗体は他の抗体、化学療法剤（化学療法剤のカクテルを包含する）、他の
細胞毒性剤、抗脈管形成剤、サイトカイン、及び／又は、生育抑制剤と同時投与してよい
。本発明の抗体が腫瘍生育を抑制する場合、やはり腫瘍生育を抑制する他の治療薬１つ以
上とそれを組み合わせることが特に望ましい場合がある。或いは、又は追加的に、患者は
複合放射線療法を受けてよい（例えば外部からの線照射又は放射標識された薬剤、例えば
抗体を用いた療法）。上記したそのような複合療法は複合投与（２種以上の薬剤を同じか
別個の製剤中に含有させる）、及び、本発明の抗体の投与を併用治療薬の投与の前、及び
／又は後に行う個別投与を包含する。
【０３４２】
　複合療法
　上記した通り、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体を他の治療薬と共に投与する複合療法を提供
する。例えば抗ＥｐｈＢ４抗体を抗癌剤又は抗血管新生剤と組み合わせて使用することに
より、種々の新生物又は非新生物性の状態を治療する。１つの実施形態において、新生物
又は非新生物性の状態は異常又は望ましくない脈管形成に関連する病理学的障害により特
徴づけられる。抗ＥｐｈＢ４抗体は同じ組成物中において、又は別個の組成物として、こ
れらの目的のために有効である別の薬剤と逐次的又は組み合わせて投与できる。或いは、
又は追加的に、ＥｐｈＢ４の多重抑制剤を投与できる。
【０３４３】
　抗ＥｐｈＢ４抗体の投与は同じか又は異なる投与経路を用いながら単一の組成物として
、又は２種以上の異なる組成物として、同時に行うことができる。或いは、又は追加的に
、投与は何れかの順序で逐次的に行うことができる。特定の実施形態においては数分～数
日、～数週間～数か月の範囲の時間間隔を２種以上の組成物の投与の間に設けることがで
きる。例えば、抗癌剤をまず投与し、その後ＥｐｈＢ４抑制剤を投与してよい。しかしな
がら、同時投与又は抗ＥｐｈＢ４抗体を最初に投与することも意図される。
【０３４４】
　抗ＥｐｈＢ４抗体と組み合わせて投与される治療薬の有効量は医師又は獣医師の判断に
よる。投与及び調節は治療すべき状態の最大の管理が達成されるように行う。用量は更に
使用される治療薬の型及び治療される特定の患者のような要因に応じたものとなる。抗癌
剤の適当な用量は現在使用されているものであり、そして、抗癌剤と抗ＥｐｈＢ４抗体の
複合作用（相乗作用）のためにより低値化できる。特定の実施形態においては、抑制剤の
組み合わせは単一の抑制剤の薬効を強化する。「強化する」という用語は、治療薬の、そ
の一般的又は認可された用量における、薬効の向上をさす。
【０３４５】
　典型的には、抗ＥｐｈＢ４抗体及び抗癌剤は腫瘍の生育及び癌細胞の生育のような病理
学的障害をブロックまたは低減するために同じまたは同様の疾患に対して適している。１
つの実施形態において、抗癌剤は抗脈管形成剤である。
【０３４６】
　癌に関連した脈管形成療法は腫瘍の生育を支援する栄養を供給するために必要な腫瘍の
欠陥の発生を防止することを目的としている癌の治療方策である。脈管形成は原発腫瘍の
生育及び転移の両方に関与しているため、本発明により提供される脈管形成治療は原発部
位において腫瘍の新生物生育を抑制すること、並びに、二次的な部位における腫瘍の転移
を防止することができ、従って、別の治療薬による腫瘍の攻撃を可能とする。
【０３４７】
　本明細書に記載したもの、例えば定義の下に列挙したもの、及び、例えばＣａｒｍｅｌ
ｉｅｔ　ａｎｄ　Ｊａｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　４０７：２４９－２５７（２０００）；Ｆｅ
ｒｒａｒａ等、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ：Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ，３：３
９１－４００（２００４）；及びＳａｔｏ　Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．，８：
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２００－２０６（２００３）により報告されたものも含めて、多くの抗脈管形成剤が発見
され、当該分野で知られている。更に又米国特許出願ＵＳ２００３００５５００６も参照
できる。１つの実施形態において、抗ＥｐｈＢ４抗体は抗ＶＥＧＦ中和抗体（又はフラグ
メント）及び／又は別のＶＥＧＦ拮抗剤又はＶＥＧＦ受容体拮抗剤、例えば限定しないが
、可溶性ＶＥＧＦ受容体（例えばＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３、ニ
ユーロピリン（例えばＮＲＰ１、ＮＲＰ２））フラグメント、ＶＥＧＦ又はＶＥＧＦＲを
ブロックすることができるアプタマー、中和抗ＶＥＧＦＲ抗体、ＶＥＧＦＲチロシンキナ
ーゼ（ＲＴＫ）の低分子量阻害剤、ＶＥＧＦに対するアンチセンス法、ＶＥＧＦ又はＶＥ
ＧＦ受容体に対するリボザイム、ＶＥＧＦの拮抗剤変異体；及びこれらの何れかの組み合
わせと組み合わせて使用する。或いは、又は追加的に、２種以上の脈管形成抑制剤を場合
によりＶＥＧＦ拮抗剤及び他の薬剤に加えて患者に同時投与してよい。特定の実施形態に
おいては、１つ以上の追加的治療薬、例えば抗癌剤を抗ＥｐｈＢ４抗体、ＶＥＧＦ拮抗剤
及び抗脈管形成剤と組み合わせて投与できる。
【０３４８】
　本発明の特定の特徴において、抗ＥｐｈＢ４抗体との複合腫瘍療法の為に有用な他の治
療薬は、他の癌療法（例えば手術、放射線治療（例えば放射性物質の照射又は投与を包含
する）、化学療法、本明細書に列挙した、そして当該分野で知られた抗がん剤による治療
及び又はこれらの組み合わせ）を包含する。或いは、又は追加的に、本明細書に開示した
同じか２種以上の異なる抗原に結合する抗体２種以上を患者に同時投与できる。場合によ
り患者にサイトカイン１つ以上も投与することが有利である。
【０３４９】
　化学療法剤
　特定の特徴において、本発明は癌に罹患し易い、又は癌と診断された患者に、ＥｐｈＢ
４の拮抗剤及び／又は脈管形成抑制剤及び１つ以上の化学療法剤の有効量を投与すること
による、腫瘍生育又は癌細胞の生育をブロックまたは低減する方法を提供する。種々の化
学療法剤を本発明の複合治療方法において使用してよい。意図される化学療法剤の例示に
よる非限定的な列挙物は「定義」の下に本明細書に記載した通りである。
【０３５０】
　当業者の知る通り、化学療法剤の適切な用量は一般的に、化学療法剤が単独または他の
化学療法剤と組み合わせて投与される臨床療法において既に使用されているものの近傍と
なる。用量の変動は、治療すべき状態に応じて行われる。治療を管理する医師は個々の対
象に対する適切な用量を決定することができる。
【０３５１】
　回帰性の腫瘍生育
　本発明は又、回帰性の腫瘍の生育又は回帰性の癌細胞の生育を抑制または防止するため
の方法及び組成物を提供する。回帰性の腫瘍生育又は回帰性の癌細胞の生育とは、現在使
用可能な療法１つ以上（例えば癌療法、例えば化学療法、放射線療法、手術、ホルモン療
法、及び／又は、生物学的療法／免疫療法、抗ＶＥＧＦ抗体療法、特に特定の癌に対する
標準的な療法用法）を受けているかそれにより治療されている患者が患者を治療するため
に臨床的に不十分であるか、又は、患者が追加的な有効療法を必要とするように治療から
何れかの有利な作用を受けることがもはや無い状況を指す。本明細書においては、その表
現は又、例えば、治療に応答する患者がなお副作用に罹患している、抵抗性を発生させて
いる、治療に応答しない、治療に十分応答しない等を説明する「非応答性／難治性」患者
の状態を指す場合がある。種々の実施形態において、癌は回帰性の腫瘍生育又は回帰性の
癌細胞の生育であり、その場合、癌細胞の数は有意に低減していないか、又は増大してお
り、或いは、腫瘍の大きさが有意に低減していないか、又は増大しており、或いは、癌細
胞の大きさ又は数における如何なるそれ以上の低減も不可能である。癌細胞が回帰性の腫
瘍生育又は回帰性の癌細胞の生育であるかどうかの判断は、そのような関連において、「
回帰性」又は「難治性」又は「非応答性」の当該分野で許容されている意味を用いながら
、癌細胞に対する治療の有効性を試験するための、当該分野で知られた何れかの方法によ
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り、インビボ又はインビトロの何れかで行うことができる。抗ＶＥＧＦ治療に抵抗性の腫
瘍は回帰性の腫瘍生育の一例である。
【０３５２】
　本発明は対象における回帰性の腫瘍生育又は回帰性の癌細胞の生育をブロック又は低減
するために抗ＥｐｈＢ４抗体１つ以上を投与することによる対象における回帰性の腫瘍生
育又は回帰性の癌細胞の生育をブロック又は低減する方法を提供する。特定の実施形態に
おいては、拮抗剤は癌治療薬の後に投与できる。特定の実施形態においては、抗ＥｐｈＢ
４抗体は癌治療薬と同時に投与する。或いは、又は追加的に、抗ＥｐｈＢ４抗体療法は他
の癌療法と交互に行ってよく、それは何れかの順序において実施できる。本発明は又、癌
を有する素因がある患者における癌の発症又は再発を防止するために抑制性抗体１つ以上
を投与するための方法を包含する。一般的に、対象は癌療法を同時に進行させていたか、
させている。１つの実施形態において、癌療法は抗脈管形成剤、例えばＶＥＧＦ拮抗剤を
用いた治療である。抗脈管形成剤は当該分野で知られたもの及び本明細書における定義の
下に記載したものを包含する。１つの実施形態において、抗脈管形成剤は抗ＶＥＧＦ中和
抗体又はフラグメント（例えば、ヒト化Ａ４．６．１，ＡＶＡＳＴＩＮ（登録商標）（Ｇ
ｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ），Ｙ０３１７，Ｍ
４，Ｇ６，Ｂ２０，２Ｃ３等）である。例えば米国特許６，５８２，９５９，６，８８４
，８７９，６，７０３，０２０；ＷＯ９８／４５３３２；ＷＯ９６／３００４６；ＷＯ９
４／１０２０２；ＥＰ　０６６６８６８Ｂ１；米国特許出願２００３０２０６８９９，２
００３０１９０３１７，２００３０２０３４０９及び２００５０１１２１２６；Ｐｏｐｋ
ｏｖ等、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２８８
：１４９－１６４（２００４）；及びＷＯ２００５０１２３５９を参照できる。回帰性の
腫瘍生育又は回帰性の癌細胞の生育をブロック又は低減するためにＶＥＧＦ拮抗剤及び抗
ＥｐｈＢ４抗体と組み合わせて別の薬剤を投与することができ、例えば本明細書における
複合療法と題されたセクションを参照できる。
【０３５３】
　本発明の抗体（及び副次的治療薬）は何れかの適当な手段、例えば非経腸、皮下、腹腔
内、肺内及び鼻内、及び、所望により局所投与、患部内投与により投与される。非経腸注
入は筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内又は皮下投与を包含する。更に又、抗体は適宜、特
に抗体の漸減用量によるパルス注入により投与される。投薬は何れかの適当な経路、例え
ば注射、例えば静脈内又は皮下注射により行うことができ、これは部分的には投与が短期
であるか長期であるかにより決まる。
【０３５４】
　本発明の抗体組成物は良好な医療上の慣行に合致した態様において製剤され、容量決定
され、そして投薬される。この観点において考慮すべき要因は、治療すべき特定の障害、
治療すべき特定の哺乳類、個々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤送達部位、投与方法
、投与日程及び医療従事者が知る他の要因を包含する。抗体は必然ではないが場合より問
題となる障害の防止又は治療のために現在使用中の薬剤１つ以上とともに製剤される。そ
のような他剤の有効量は製剤中に存在する本発明の抗体の量、障害又は治療の種類及び上
記した他の要因に応じたものである。これらは一般的には以前に使用されていたものと同
じ用量及び投与経路において、又は、以前に使用されていた用量の１～９９％で使用され
る。
【０３５５】
　疾患の予防又は治療のためには、本発明の抗体の適切な用量（単独使用、又は、化学療
法剤のような他剤との組み合わせにおいて）は治療すべき疾患の種類、抗体の種類、疾患
の重症度及び経過、抗体を予防又は治療目的のいずれにおいて投与するか、以前の治療、
患者の臨床的履歴及び抗体に対する応答性、及び担当医の判断に応じて変動する。抗体は
適宜、患者に対し、単回、又は一連の治療に渡って投与する。疾患の種類及び重症度に応
じて、例えば一回以上の別個の投与によるか、連続注入によるかに関わらず、抗体約１μ
ｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇ）が患者への投与
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のための初期候補用量である。１つの典型的な一日当たり用量は上記した要因に応じて約
１μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲である。数日間以上に渡る反復投与の場合に
は、状態に応じて、投与は所望の疾患症状の抑制が起こるまで持続する。１つの例示され
る抗体用量は約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの範囲である。即ち、約０．５ｍ
ｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの１つ以上の用量（
又はこれらの何れかの組み合わせ）を患者に投与してよい。このような用量は間歇的に、
例えば毎週又は３週毎（例えば患者が約２～約２０、例えば約６抗体投薬を受けるように
）投与してよい。初期の高値の負荷用量の後、１つ以上の低用量を投与してよい。例示さ
れる用量用法は約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷用量を投与した後、抗体約２ｍｇ／ｋｇの週当
たり維持用量を含む。しかしながら、他の用量用法も使用してよい。この治療法の進行は
従来の手法及び試験により容易にモニタリングされる。
【０３５６】
　本発明の抗ＥｐｈＢ４抗体は、抗体が後述するように標識される、及び／又は、不溶性
マトリックスに固定化される、特異的な細胞又は組織におけるＥｐｈＢ４発現を検出する
試験（例えば診断又は予後試験）において有用である。
【０３５７】
　別の特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の検出のための方法を提供し、方法は試料中の
ＥｐｈＢ４－抗ＥｐｈＢ４抗体複合体を検出することを含む。「検出」という用語は本明
細書においては、対照との比較対照を行うか行わない、定性的及び／又は定量的な検出（
レベルの計測）を包含する。
【０３５８】
　別の特徴において、本発明はＥｐｈＢ４の発現及び／又は活性に関連する障害を診断す
るための方法を提供し、方法は障害を有するか有することが疑われる患者に由来する生物
学的試料中のＥｐｈＢ４－抗ＥｐｈＢ４抗体複合体を検出することを含む。一部の実施形
態においては、ＥｐｈＢ４の発現は増大した発現又は異常な（望ましくない）発現である
。一部の実施形態においては、障害は、腫瘍、癌及び／又は細胞増殖性障害である。
【０３５９】
　別の特徴において、本発明は抗ＥｐｈＢ４抗体が検出可能なレベルを有する場合の本明
細書に記載した抗ＥｐｈＢ４抗体の何れかを提供する。
【０３６０】
　別の特徴において、本発明は何れかの本明細書に記載した抗ＥｐｈＢ４抗体及びＥｐｈ
Ｂ４の複合体を提供する。一部の実施形態においては、複合体はインビボ又はインビトロ
にある。一部の実施形態においては、複合体は癌細胞を含む。一部の実施形態においては
、抗ＥｐｈＢ４抗体は検出可能に標識される。
【０３６１】
　抗ＥｐｈＢ４抗体は多くの良く知られた検出試験方法の何れか１つにおいてＥｐｈＢ４
の検出のために使用できる。例えば、生物学的試料は、所望の原料に由来する試料を得る
こと、試料に抗ＥｐｈＢ４抗体を添加混合して混合物中にＥｐｈＢ４が存在する場合は抗
体がそれと抗体／ＥｐｈＢ４複合体を形成できるようにすること、及び、混合物中に抗体
／ＥｐｈＢ４複合体が存在すればそれを検出することにより、ＥｐｈＢ４に関して試験し
てよい。生物学的試料は特定の試料に対して適当である当該分野で知られた方法により試
験のために調製してよい。試料と抗体を添加混合する方法及び抗体／ＥｐｈＢ４複合体を
検出する方法は使用する試験の型に応じて選択する。そのような試験は免疫組織化学的分
析、競合的及びサンドイッチ試験及び立体抑制試験を包含する。
【０３６２】
　ＥｐｈＢ４に関する分析方法は全て以下の試薬、即ち、標識されたＥｐｈＢ４類縁体、
固定化されたＥｐｈＢ４類縁体、標識された抗ＥｐｈＢ４抗体、固定化された抗ＥｐｈＢ
４抗体及び立体コンジュゲートの１つ以上を使用する。標識された試薬は「トレーサー」
としても知られている。
【０３６３】
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　使用される標識はＥｐｈＢ４及び抗ＥｐｈＢ４抗体の結合を妨害しない何れかの検出可
能な官能性のものである。イムノアッセイにおける使用のための多くの標識が知られてお
り、その例としては、直接検出してよい部分、例えば蛍光色素、ケミルミネセント及び放
射性の標識、並びに、検出されるためには反応又は誘導隊化しなければならない部分、例
えば酵素が包含される。そのような標識の例は以下のものを包含する。使用される標識は
ＥｐｈＢ４及び抗ＥｐｈＢ４抗体の結合を妨害しない何れかの検出可能な官能性のもので
ある。イムノアッセイにおける使用のための多くの標識が知られており、その例としては
、直接検出してよい部分、例えば蛍光色素、ケミルミネセント及び放射性の標識、並びに
、検出されるためには反応又は誘導隊化しなければならない部分、例えば酵素が包含され
る。そのような標識の例は放射性同位体３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ、
蛍光団、例えば希土類のキレート又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、ウンベリフェロン、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４，７３７，４５６）、ルシフェリン、２，３－ジヒ
ドロフタラジンジオン、セイヨウワサビパーオキシダーゼ（ＨＲＰ）、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、リソザイム、糖類オキシダーゼ、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－ホスフェ
ートデヒドロゲナーゼ、複素環オキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダ
ーゼ、ただしＨＲＰ、ラクトパーオキシダーゼ又はミクロパーオキシダーゼのような染料
前駆体を酸化するために過酸化水素を使用する酵素とカップリングさせたもの、ビオチン
／アビジン、スピン標識、バクテリオファージ標識、安定なフリーラジカル等を包含する
。
【０３６４】
　これらの標識を蛋白オアポリペプチドに共有結合させるためには従来の方法が使用され
る。例えばカップリング剤、例えばジアルデヒド、カルボジイミド、ジマレイミド、ビス
イミデート、ビスジアゾ化ベンジジン等を用いることにより、上記した蛍光、ケミルミネ
セント及び酵素標識で抗体をタグ付けしてよい。例えば米国特許３，９４０，４７５（蛍
光分析）及び３，６４５，０９０（酵素）；Ｈｕｎｔｅｒ等、Ｎａｔｕｒｅ，１４４：９
４５（１９６２）；Ｄａｖｉｄ等、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１３：１０１４－１０２
１（１９７４）；Ｐａｉｎ等、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，４０：２１９－２
３０（１９８１）；及びＮｙｇｒｅｎ，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｃｙｔｏｃｈ
ｅｍ．，３０：４０７－４１２（１９８２）を参照できる。本明細書における好ましい標
識はセイヨウワサビパーオキシダーゼ及びアルカリホスファターゼのような酵素である。
そのような標識、例えば酵素の抗体へのコンジュゲーションはイムノアッセイ手法におけ
る当業者にとって標準的に操作できる操作法である。例えばＯ’Ｓｕｌｌｉｖａｎ等、“
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ－ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ｆｏｒ　Ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ，”Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，ｅｄ．Ｊ．Ｊ．Ｌａ
ｎｇｏｎｅ　ａｎｄ　Ｈ．Ｖａｎ　Ｖｕｎａｋｉｓ，Ｖｏｌ．７３（Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８１），ｐｐ．１４７－１６６
を参照できる。
【０３６５】
　試薬の固定化が特定の試験方法には必要である。固定化は溶液中に遊離して残存してい
るＥｐｈＢ４がある場合はそれから抗ＥｐｈＢ４抗体を分離することを伴う。これは好都
合には、試験の操作法の前に抗ＥｐｈＢ４抗体又はＥｐｈＢ４類縁体を、例えば水不溶性
マトリックス又は表面への吸着（Ｂｅｎｎｉｃｈ等、米国特許３，７２０，７６０）によ
るか、共有結合カップリング（例えばグルタルアルデヒド交差結合を用いる）により不溶
性化するか、又はその後に抗ＥｐｈＢ４抗体又はＥｐｈＢ４類縁体を例えば免疫沈降によ
り不溶性化することによるかの何れかにより、達成される。
【０３６６】
　試料中の蛋白の発現は免疫組織化学及び染色のプロトコルを用いながら調べてよい。組
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であることがわかっている。免疫組織化学（ＩＨＣ）の手法は一般的に発色性または蛍光
による方法により、インサイチュで細胞抗原をプローブして可視化するために抗体を利用
している。試料調製の為には哺乳類（典型的にはヒト患者）由来の組織または細胞の試料
を使用してよい。試料の例は限定しないが、癌細胞、例えば結腸癌、乳癌、前立腺癌、卵
巣癌、肺癌、胃癌、膵臓癌、リンパ腫及び白血病の癌細胞を包含する。試料は当該分野で
知られた種々の操作法、例えば限定しないが、外科的摘出、吸引又は生検により得ること
ができる。組織は新鮮又は凍結されていてよい。１つの実施形態において試料はパラフィ
ン等に固定化及び包埋する。組織試料は従来の方法により固定（即ち保存）してよい。当
業者の知る通り、固定剤の選択は試料を組織学的に染色又は別様に分析する目的により決
定される。当該分野で知られる通り、固定の長さは組織試料の大きさ及び使用する固定剤
による。
【０３６７】
　ＩＨＣは別の手法、例えば形態学的染色及び／又は蛍光インサイチュハイブリダイゼー
ションと組み合わせて実施してよい。ＩＨＣの２つの一般的方法；直接及び間接的な試験
が使用できる。第１の試験によれば、標的抗原（例えばＥｐｈＢ４）への抗体の結合を直
接測定する。この直接測定は標識された試薬、例えば蛍光タグまたは酵素標識一次抗体を
使用し、これはそれ以上の抗体相互作用を伴うことなく可視化することができる。典型的
な間接的試験においては、未コンジュゲートの抗体を酵素標識にコンジュゲートし、色素
原性又は蛍光原性の基質を添加することにより抗原の可視化を行う。シグナル増幅が起こ
る理由は、数種の二次抗体が一次抗体の異なるエピトープと反応する場合があるためであ
る。
【０３６８】
　免疫組織化学のために使用される一次及び／又は二次抗体は典型的には検出可能な部分
で標識される。後述するカテゴリーに一般的にグループ分けすることができる多くの標識
が使用できる。
【０３６９】
　上記考察した試料調製の操作法のほかに、ＩＨＣの前、最中又は後に組織切片を更に処
理することが望ましい場合があり、例えば、クエン酸緩衝液中で組織試料を加熱する等の
エピトープ回復方法を行ってよい（例えばＬｅｏｎｇ等、Ａｐｐｌ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
ｔｏｃｈｅｍ．４（３）：２０１（１９９６）参照）。
【０３７０】
　任意のブロッキング工程の後、組織試料中の標的蛋白抗原に一次抗体が結合するような
十分な時間及び適当な条件下において、組織切片を一次抗体に曝露する。これを達成する
ための適切な条件は定型的実験により決定できる。試料への抗体の結合の程度は上記考察
した検出可能な標識の何れか１つを用いることにより測定される。好ましくは、標識は３
，３’－ジアミノベンジジン色素原のような色素原性の基質の化学的改変を触媒する酵素
標識（例えばＨＲＰＯ）である。好ましくは、酵素標識は一次抗体に特異的に結合する抗
体にコンジュゲートされる（例えば一次抗体はウサギポリクローナル抗体であり、そして
二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である）。
【０３７１】
　このようにして調製された標本をマウントし、カバーガラスで覆ってよい。次にスライ
ドガラスの評価を、例えば顕微鏡を用いながら行い、そして、当該分野で定型的に使用さ
れている染色強度基準を用いてよい。染色強度基準は以下の通り評価してよい。
【０３７２】
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【化５】

　典型的には、ＩＨＣにおいて約２＋以上の染色パターンスコアが診断的及び／又は予後
的なものとなる。一部の実施形態においては、約１＋以上の染色パターンスコアが診断的
及び／又は予後的なものとなる。他の実施形態においては約３以上の染色パターンスコア
が診断的及び／又は予後的なものとなる。腫瘍または結腸の腺癌に由来する細胞及び／又
は組織をＩＨＣで検査する場合、染色は一般的に腫瘍細胞及び／又は組織において測定ま
たは評価される（試料中に存在する場合がある間質性又は周囲の組織とは異なる）。
【０３７３】
　競合的又はサンドイッチ試験として知られている他の試験法は十分確立されており、そ
して商業的な診断薬産業において広範に使用されている。
【０３７４】
　競合的試験は抗ＥｐｈＢ４抗体抗原結合部位の限定された数に対して被験試料ＥｐｈＢ
４と競合するトレーサーＥｐｈＢ４類縁体の能力に依存している。抗ＥｐｈＢ４抗体は一
般的に競合の前又は後に不溶性化され、そして次にトレーサー及び抗ＥｐｈＢ４抗体に結
合したＥｐｈＢ４を未結合のトレーサー及びＥｐｈＢ４から分離する。この分離は傾瀉（
結合相手が予め不溶性化されている場合）によるか、又は、遠心分離（結合相手が競合的
反応の後に沈殿している場合）により行う。被験試料のＥｐｈＢ４の量はマーカー物質の
量により測定した場合の結合トレーサーの両に反比例する。ＥｐｈＢ４の既知量による用
量応答曲線を作成し、そして被験試料の結果と比較することにより被験試料中に存在する
ＥｐｈＢ４の量を定量的に測定する。これらの試験は酵素が検出可能なマーカーとして使
用される場合にはＥＬＩＳＡ系と称する。
【０３７５】
　競合定期試験の別の種類は「均質性」試験と称され、相分離を必要としない。ここでは
、抗ＥｐｈＢ４抗体がＥｐｈＢ４に結合する場合に抗ＥｐｈＢ４抗体の存在が酵素活性を
変調させるように、ＥｐｈＢ４との酵素のコンジュゲートを作成して使用する。この場合
、ＥｐｈＢ４又はその免疫学的に活性なフラグメントをパーオキシダーゼのような酵素に
二官能性の有機の架橋を用いてコンジュゲートする。コンジュゲートは、抗ＥｐｈＢ４抗
体の結合が標識の酵素活性を阻害又は強化するように、抗ＥｐｈＢ４抗体との使用のため
に選択する。この方法自体はＥＭＩＴの名称の下に広範に実施されている。
【０３７６】
　立体コンジュゲートは均質性試験のための立体障害法において使用される。これらのコ
ンジュゲートは、ハプテンに対する抗体が抗ＥｐｈＢ４抗体と同時にはコンジュゲートに
結合することが実質的に不可能であるように小型ＥｐｈＢ４フラグメントに低分子量ハプ
テンを共有結合することにより合成する。この試験の操作法の下においては、被験試料中
に存在するＥｐｈＢ４は抗ＥｐｈＢ４抗体に結合することになり、これにより、抗ハプテ
ンがコンジュゲートに結合できるようにし、コンジュゲートハプテンの特徴に変化、例え
ばハプテンが蛍光団である場合は蛍光に変化が生じる。
【０３７７】
　サンドイッチ試験は特にＥｐｈＢ４又は抗ＥｐｈＢ４抗体の測定のために有用である。
逐次的サンドイッチ試験の場合は、固定化された抗ＥｐｈＢ４抗体を用いて被験試料Ｅｐ
ｈＢ４を吸着し、被験試料を洗浄により除去し、結合ＥｐｈＢ４を用いて第２の標識され
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た抗ＥｐｈＢ４抗体を吸着し、そして次に結合した物質を残留トレーサーから分離する。
結合トレーサーの量は被験試料ＥｐｈＢ４に直接的に比例する。「同時」サンドイッチ試
験においては被験試料は標識された抗ＥｐｈＢ４の添加の前には分離されない。１つの抗
体として抗ＥｐｈＢ４モノクローナル抗体を、もう１つの抗体としてポリクローナル抗Ｅ
ｐｈＢ４抗体を用いる逐次的サンドイッチ試験がＥｐｈＢ４の試料を試験する場合に有用
である。
【０３７８】
　上記はＥｐｈＢ４に関する単なる例示される検出試験である。ＥｐｈＢ４の測定のため
に抗ＥｐｈＢ４抗体を使用する現在または将来開発される他の方法も、本明細書に記載し
たバイオアッセイを含めてその範囲に包含される。
【０３７９】
　製造物品
　本発明の別の特徴において、上記した疾患の治療、予防及び／又は診断のために有用な
物質を含有する製造物品が提供される。製造物品は容器及び容器上又はそれに伴ったラベ
ル又はパッケージインサートを含む。適当な容器は例えばビン、バイアル、シリンジ等を
包含する。容器は種々の材料、例えばガラス又はプラスチックから形成してよい。自身、
又は他の組成物と組み合わせた場合に状態の治療、予防及び／又は診断に有効となる組成
物を容器が保持しており、そして滅菌された接触口を有してよい（例えば容器は静脈内投
与用の溶液バッグ又は皮下注射針により穿刺可能な蓋つきのバイアルであってよい）。組
成物中の少なくとも１つの活性剤は本発明の抗体である。ラベル又はパッケージインサー
トは組成物が例えば癌のような選択された状態の治療のために使用されることを示す。更
に又、製造物品は（ａ）その中に含有される組成物の入った第１の容器、ここで組成物は
本発明の抗体を含むもの、及び（ｂ）その中に含有される組成物の入った第２の容器、こ
こで組成物は別の細胞毒性剤を含むもの、を含んでよい。本発明のこの実施形態における
製造物品は更に第１及び第２の抗体組成物を例えば癌のような特定の状態の治療のために
使用できることを示すパッケージインサートを含んでよい。或いは、又は追加的に、製造
物品は更に製薬上許容しうる緩衝液、例えば注射用殺菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸塩緩衝食
塩水、リンゲル液及びデキストロース溶液を含む第２（又は第３）の容器を含んでよい。
それは更に商業上又は使用者の観点から望ましい他の物質、例えば他の緩衝物質、希釈剤
、フィルター、針及びシリンジを含んでよい。
【０３８０】
　以下に記載するものは本発明の方法及び組成物の実施例である。上記の一般的説明によ
り、種々の他の実施形態も実施できると理解される。
【実施例】
【０３８１】
　実施例１：抗ＥｐｈＢ４抗体の形成
　抗ＥｐｈＢ４抗体はファージ選択のためにＥｐｈＢ４－Ｈｉｓ蛋白を使用しながら、フ
ァージディスプレイを用いて形成した。目的の抗体を得ることができるファージディスプ
レイライブラリを形成するための種々の方法が当該分野で知られている。目的の抗体を形
成する１つの方法は、Ｌｅｅ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（２００４），３４０（５）：
１０７３－９３に記載されている通り、ファージ抗体ライブラリの使用を介するものであ
る。ファージディスプレイを用いて選択されたクローンはファージＥＬＩＳＡを用いなが
らＥｐｈＢ４－Ｈｉｓに対してスクリーニングした。ユニークなクローンを選択してその
後のファージ競合的ＥＬＩＳＡ及びブロッキング試験による特性化に付すことにより、フ
ァージ抗体クローンがＥｐｈＢ４－エフリンＢ２相互作用をブロックできるか否かを調べ
た。クローン３０．３５は良好に機能し、その後の分析のために選択された。クローン３
０．３５の親和性を向上させるために、ソフト又はハードランダム化に対して各々が選択
されたＨＶＲをターゲティングするＹＷ３０．３５のバックグラウンドにおいてファージ
ディスプレイライブラリを形成した。選択されたクローンをファージＥＬＩＳＡによりス
クリーニングし、そして次に、Ｆａｂ蛋白として発現させ、そしてその親和性をＢｉａｃ
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ｏｒｅを用いて測定した。選択されたクローンを完全長ＩｇＧとして再フォーマットし、
そしてそれらの親和性をＢｉａｃｏｒｅを用いて測定した。親クローン３０．３５及び親
和性成熟クローンの配列は図１に示す通りである。
【０３８２】
　実施例２：抗ＥｐｈＢ４抗体の特性化
　抗ＥｐｈＢ４Ｍａｂの結合親和性を測定するために、ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ－３０００に
よる表面プラズモン共鳴（ＳＲＰ）測定を用いた（ＢＩＡｃｏｒｅ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃ
ａｔａｗａｙ，ＮＪ）。慨すれば、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチッ
プ（ＣＭ５、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｃ．）を、製造元の説明書に従って、塩酸Ｎ－エチル
－Ｎ‘－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキ
シスクシンイミド（ＮＨＳ）で活性化した。抗ＥｐｈＢ４抗体を５ｕｇ／ｍｌとなるよう
に１０ｍＭ酢酸ナトリウムｐＨ４．８で希釈した後に、５ｕｌ／分の流量で注入すること
によりカップリングした抗体の約５００応答単位（ＲＵ）を達成した。次に、１Ｍエタノ
ールアミンを注入することにより未反応の基をブロックした。動態の測定のためには、ヒ
ト又はマウスＥｐｈＢ４－Ｈｉｓ分子の何れかの２倍連続希釈物（０．７ｎＭ～５００ｎ
Ｍ）を２５ｕｌ／分の流量で２５℃において０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ
中に注入した。会合速度（ｋｏｎ）及び解離速度（ｋｏｆｆ）は単純な１対１のラングミ
ュアの結合モデルを用いて計算した（ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　Ｓｏｆｔ
ｗａｒｅバージョン３．２）。平衡解離定数（Ｋｄ）は比ｋｏｎ／ｋｏｆｆとして計算し
た。この実験の結果を表３に示す。「ＮＡ」は測定が実施されなかったことを意味する。
【０３８３】

【化６】

　異なる実験において、抗ＥｐｈＢ４抗体クローン３０．３５の交差反応性を他のＥｐｈ
Ｂ受容体に対して試験した。慨すればＣＯＳ７細胞を完全長ヒトＥｐｈＢ１、ヒトＥｐｈ
Ｂ２、ヒトＥｐｈＢ４又はヒトＥｐｈＢ６を発現するプラスミドで一過性にトランスフェ
クトした。トランスフェクションの２４時間後、細胞をＦＡＣＳ分析に付すことにより抗
ＥｐｈＢ４抗体による結合があればそれを検出した。抗ＥｐｈＢ４クローン３０．３５は
ヒトＥｐｈＢ１、ヒトＥｐｈＢ２、ヒトＥｐｈＢ３又はヒトＥｐｈＢ６と交差反応しなか
った。
【０３８４】
　実施例３：細胞系試験におけるＥｐｈＢ４受容体シグナリングを抗ＥｐｈＢ４抗体がブ
ロックした。
【０３８５】
　膜結合エフリンＢ２及びＥｐｈＢ４の相互作用をブロックする抗ＥｐｈＢ４抗体の能力
を明らかにするために、本発明者等は異なる細胞型によりＥｐｈＢ４及びエフリンＢ２が
提示された細胞系試験を実施した。ヒトエフリンＢ２を過剰発現する３Ｔ３細胞を用いて
ＥｐｈＢ４の発現は高レベルであるがエフリンＢ２は低レベルであるＨＵＶＥＣ細胞を刺
激し、そして、ＥｐｈＢ４活性化を抑制する抗ＥｐｈＢ４抗体の能力を試験した。
【０３８６】
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　ヒトエフリン２を過剰発現する３Ｔ３細胞は以下の通り製造した。即ち、製造元のマニ
ュアルに従って、ヒト完全長エフリンＢ２をｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴベクター（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）にクローニングし、そしてその後、３Ｔ３．Ｆｌｐ細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）を用いて安定な細胞系統を形成した。
【０３８７】
　ヒトエフリン２を過剰発現する３Ｔ３細胞を抗ＥｐｈＢ４抗体の存在下又は非存在下に
１５又は３０分間ＨＵＶＥＣ細胞上に積層した。ＥｐｈＢ４受容体の活性化は、ＥｐｈＢ
４蛋白を免疫沈降させ、そして次にウエスタンブロットにより抗ホスホチロシン抗体（抗
体４Ｇ１０；Ｕｐｓｔａｔｅ）を用いて受容体チロシンホスホリル化の存在又は非存在を
検出することにより試験した。慨すれば、細胞をＲＩＰＡ緩衝液で溶解した。細胞溶解物
を遠心分離により清澄化し、そして抗ＥｐｈＢ４抗体３５．２Ｄ８を５ｕｇ／試料で添加
した。２時間４℃でインキュベートした後、免疫複合体をプロテインＡアガロースを用い
てプルダウンした。ＥｐｈＢ４のホスホリル化は１ｕｇ／ｍｌの濃度において抗ホスホチ
ロシン抗体４Ｇ１０（Ｕｐｓｔａｔｅ）を用いたウエスタンブロットにより分析した。
【０３８８】
　この実験の結果を図７に示す。ＨＵＶＥＣ細胞上の３Ｔ３細胞の積層はＥｐｈＢ４の劇
的なチロシンホスホリル化をもたらした（レーン４及び５）。抗ＥｐｈＢ４抗体（クロー
ン３５．２Ｄ８、５ｕｇ／ｍｌ）とともにＨＵＶＥＣを３０分間予備インキュベートする
ことにより、３Ｔ３－エフリンＢ２細胞の積層により誘導されたＥｐｈＢ４チロシンホス
ホリル化は効果的に根絶された（レーン６）。これとは対照的に、抗ＥｐｈＢ４単独によ
るＨＵＶＥＣ細胞の処理はＨＵＶＥＣにおけるＥｐｈＢ４の活性化をもたらさず（レーン
２及び３）、そして未処理のＨＵＶＥＣはＥｐｈＢ４活性化を示さなかった。これらの結
果は直接の細胞－細胞の接触の意味においてリガンド－受容体の相互作用を抗ＥｐｈＢ４
抗体がブロックしたことを明らかにしている。
【０３８９】
　上記した本発明は理解の明確化の目的のために解説及び例示により一部詳細に説明した
が、説明及び実施例は本発明の範囲を限定するものとみなしてはならない。
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