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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号０６によってコードされる可変重（ＶＨ）鎖配列、および配列番号０７によって
コードされる可変軽（ＶＬ）鎖配列を有する、抗体またはその抗原結合断片であって、Ｍ
ＵＣ１６外部ドメインポリペプチド２（配列番号０２）に特異的に結合する、抗体または
その抗原結合断片。
【請求項２】
前記抗体は、モノクローナル抗体、キメラ抗体、組換え抗体、組換え抗体の抗原結合断片
、およびファージの表面にディスプレイされる抗体からなる群から選択される、請求項１
に記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項３】
前記抗体はキメラ抗体である、請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合断片。
【請求項４】
前記抗体は、モノクローナル抗体である、請求項１または２に記載の抗体またはその抗原
結合断片。
【請求項５】
第１の抗体の相補性決定領域をヒトフレームワークドメインの中に置き換えることによっ
て作製されるヒト化抗体またはその抗原結合断片であって、該第１の抗体は、配列番号０
６によってコードされる可変重（ＶＨ）鎖配列、および配列番号０７によってコードされ
る可変軽（ＶＬ）鎖配列を含み、該ヒト化抗体またはその抗原結合断片は、ＭＵＣ１６ポ
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リペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合し、該ＭＵＣ１６ポリペプチドは、ＴＬ
ＤＲＳＳＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲＮＥ（配列番号０２）である、ヒト化抗体またはその抗原
結合断片。
【請求項６】
前記ヒト化抗体のフレームワークドメイン残基の実質的にすべてが、ヒト免疫グロブリン
配列のものであり、そして、１つまたは複数の該フレームワークドメイン残基が、対応す
る非ヒト残基によって置き換えられる、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
前記抗原結合断片が、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、およびＦｖ断片からなる群から
選択される、請求項１に記載の抗原結合断片。
【請求項８】
前記抗体またはその抗原結合断片が、細胞傷害性物質、または細胞傷害性物質のプロドラ
ッグに共有結合により連結されている、請求項１～７のいずれかに記載の抗体またはその
抗原結合断片。
【請求項９】
前記抗体は、細胞内へ内部移行する、請求項５または６に記載のヒト化抗体またはその抗
原結合断片。
【請求項１０】
前記抗体は、グリコシル化ＭＵＣ１６細胞外ドメインへの特異的結合を欠く、請求項５ま
たは６に記載のヒト化抗体またはその抗原結合断片。
【請求項１１】
（ａ）請求項１～１０のいずれかに記載の抗体またはその抗原結合断片、および（ｂ）薬
学的に許容され得るキャリアを含む組成物。
【請求項１２】
請求項１に記載の抗体またはその抗原結合断片を産生する細胞。
【請求項１３】
ハイブリドーマである、請求項１２に記載の細胞。
【請求項１４】
配列番号０６によってコードされるＶＨ鎖配列と、配列番号０７によってコードされるＶ
Ｌ鎖配列とを含む、一本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）であって、該ｓｃＦｖは、ＭＵＣ１６ポ
リペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合し、該ＭＵＣ１６ポリペプチドは、ＴＬ
ＤＲＳＳＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲＮＥ（配列番号０２）である、ｓｃＦｖ。
【請求項１５】
請求項１４に記載のｓｃＦｖを含むキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）。
【請求項１６】
アミノ末端からカルボキシ末端の順に、ヒトＣＤ８リーダーペプチド、配列番号０６によ
ってコードされるＶＨ鎖配列および配列番号７によってコードされるＶＬ鎖配列を含むｓ
ｃＦｖ、ヒトＣＤ８ヒンジドメイン、ヒトＣＤ８膜貫通ドメイン、ならびにＣＤ３ζシグ
ナル伝達ドメインを含む、請求項１５に記載のＣＡＲ。
【請求項１７】
アミノ末端からカルボキシ末端の順に、（ａ）ヒトＣＤ８リーダーペプチド、（ｂ）配列
番号０６によってコードされるＶＨ鎖配列、スペーサーおよび配列番号７によってコード
されるＶＬ鎖配列を含むｓｃＦｖ、（ｃ）ヒトＣＤ８ヒンジドメイン、（ｄ）ヒトＣＤ８
膜貫通ドメイン、ならびに（ｅ）ＣＤ３ζシグナル伝達ドメインからなる、請求項１５に
記載のＣＡＲ。
【請求項１８】
アミノ末端からカルボキシ末端の順に、ヒトＣＤ８リーダーペプチド、配列番号０６によ
ってコードされるＶＨ鎖配列および配列番号７によってコードされるＶＬ鎖配列を含むｓ
ｃＦｖ、ヒトＣＤ２８膜貫通ドメイン、ヒトＣＤ２８細胞内ドメイン、ならびにＣＤ３ζ
シグナル伝達ドメインを含む、請求項１５に記載のＣＡＲ。
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【請求項１９】
アミノ末端からカルボキシ末端の順に、（ａ）ヒトＣＤ８リーダーペプチド、（ｂ）配列
番号０６によってコードされるＶＨ鎖配列、スペーサーおよび配列番号７によってコード
されるＶＬ鎖配列を含むｓｃＦｖ、（ｃ）ヒトＣＤ２８膜貫通ドメイン、（ｄ）ヒトＣＤ
２８細胞内ドメイン、ならびに（ｅ）ＣＤ３ζシグナル伝達ドメインからなる、請求項１
５に記載のＣＡＲ。
【請求項２０】
請求項１５～１９のいずれか一項に記載のＣＡＲを発現するＴ細胞。
【請求項２１】
ＭＵＣ１６が発現される癌を有する被験体を同定するための組成物であって、該組成物は
、請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体の治療上有効量を含み、該組成物は該被験
体に投与され、該組成物の存在および局在が該被験体において決定されるものであり、該
抗体が標識されていることを特徴とする、組成物。
【請求項２２】
前記癌が、卵巣癌および乳癌からなる群から選択される、請求項２１に記載の組成物。
【請求項２３】
請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体の、第１の被験体由来の第１の試料への結合
を、被験体がＭＵＣ１６が発現される癌を有する指標とするエキソビボの方法であって、
　（ａ）該第１の試料を、請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体を含む組成物と接
触させる工程、および
　（ｂ）該組成物が、該ＭＵＣ１６が発現される癌を欠く対照試料と比較して該第１の試
料への増加したレベルの結合を有するか否かを決定する工程
を含む、方法。
【請求項２４】
前記癌が、卵巣癌および乳癌からなる群から選択される、請求項２３に記載のエキソビボ
の方法。
【請求項２５】
前記決定が、免疫組織化学検査、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光活性化
細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）、ウェスタンブロット、免疫沈降、およびＸ線画像化から
なる群から選択される手段を用いて行われる、請求項２３に記載のエキソビボの方法。
【請求項２６】
ＭＵＣ１６が発現される癌を処置するための組成物であって、治療上有効量の請求項１～
１０のいずれか一項に記載の抗体またはその抗原結合断片を含む、組成物。
【請求項２７】
治療上有効量の請求項２０に記載のＴ細胞を含む、ＭＵＣ１６が発現される癌を処置する
ための組成物。
【請求項２８】
前記癌が、卵巣癌および乳癌からなる群から選択される、請求項２６に記載の組成物。
【請求項２９】
前記癌が卵巣癌である、請求項２７に記載の組成物。
【請求項３０】
前記組成物が、被験体に対して腹腔内投与または静脈内投与される、請求項２７に記載の
組成物。
【請求項３１】
前記癌の１つまたは複数の症状の軽減が、前記組成物が投与された後に検出される、請求
項２６に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２０１０年３月１６日に出願された同時係属中の米国仮特許出願第６１／３１
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７，９６４号への優先権を主張し、この米国仮特許出願はあらゆる目的のためにその全体
が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　本発明は、米国公衆衛生局（Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔ
ｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ；ＵＳ　ＰＨＳ）により授与されたＰＯ１－ＣＡ５２４７７－１６の
下、政府支援により成された。政府は本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は、ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体およびその抗原
結合断片であって、そのポリペプチドが、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド、ｂ
）ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチド、およびｃ）システインループポリペプチドを
含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドから選択される、抗体およびその抗原結
合断片に関する。本発明の抗体およびそれらを含有する組成物は、癌などのＭＵＣ１６が
過剰発現している疾患についての診断的および治療的適用に有用である。
【背景技術】
【０００４】
　発明の背景
　細胞表面マーカーおよび脱落抗原（ｓｈｅｄ　ａｎｔｉｇｅｎ）は、いくつかの癌の診
断に用いられる。例えば、ＯＣ１２５抗体によって認識されるＣＡ１２５抗原は、卵巣癌
に発現する組織特異的な循環抗原である。ＣＡ１２５抗原は、ＬｌｏｙｄおよびＹｉｎに
よってクローニングされたＭＵＣ１６遺伝子によってコードされる。その完全長遺伝子は
、おもに様々な婦人科系の組織、特に新生物に存在する複合連結型（ｃｏｍｐｌｅｘ　ｔ
ｅｔｈｅｒｅｄ）ムチンタンパク質を表す。ＯＣ１２５および他の関連抗体は、もっぱら
その分子の切断部分に存在するグリコシル化依存性抗原と反応する。
【０００５】
　血清アッセイは、多くの上皮卵巣癌患者において循環ＣＡ１２５抗原のレベルの上昇を
検出することができ、卵巣細胞系ＯＶＣＡ４３３を用いて引き出されたこの抗原は、ＯＣ
１２５抗体によって認識される（１～２）。血清中の循環ＣＡ１２５の検出は、卵巣癌患
者および臨床試験の管理にとって有用なツールであることがわかっている（３～４）。し
かしながら、ＣＡ１２５は、一般的な癌スクリーニングにとって十分感度が高いことも特
異的であることもない（５～６）。ＶＫ８およびＭ１１を含むＣＡ１２５に連結される様
々な抗体は、その後、卵巣癌細胞上に存在することが明かにされている（７～９）。これ
らの抗体は、卵巣癌における血清アッセイおよび様々な他の研究を開発するために用いら
れているが、それらは、スクリーニングまたは組織送達に臨床的に用いるには重大な欠陥
を有する。これらの抗体は、スクリーニングツールとして有用ではなく、またそれらは、
切断後の近位の残留ＭＵＣ１６タンパク質断片を検出することができない。このことによ
り、それらの診断的および治療的適用が制限されている。
【０００６】
　例えば、卵巣癌細胞抽出物に対して調製されたＯＣ１２５、Ｍ１１、およびたいていの
他の抗体は、複合グリコシル化依存性抗原に向けられる。これらの抗原は、もっぱらＭＵ
Ｃ１６の脱落部分に存在し、ＭＵＣ１６の近位部分の生物学的特徴をフォローするために
用いることができず、そのグリコシル化パターンは組織間で実質的に異なり得るため、組
織分布を正確には反映し得ない。ＯＣ１２５を含むＭＵＣ１６反応性抗体の大部分は、も
っぱらその分子の切断部分に存在するグリコシル化依存性抗原と反応するため、ＭＵＣ１
６発現の真の分布は知られていない（２１）。切断およびＣＡ１２５遊離後の残留ＭＵＣ
１６タンパク質断片の運命を追跡するのに利用可能な抗体は現在、存在しない。
【０００７】
　したがって、ＭＵＣ１６のペプチドバックボーンの配列に対して向けられ、かつＭＵＣ
１６が発現し、および／または過剰発現している癌の診断および処置に有用である、抗体
の同定が依然として必要とされている。
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体またはその抗原
結合断片であって、そのポリペプチドが、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド、ｂ
）ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチド、およびｃ）システインループポリペプチド：
ＣＱＶＳＴＦＲＳＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細
胞外ドメインポリペプチドの群から選択される、抗体またはその抗原結合断片を提供する
。一実施形態において、抗体は細胞内へ内部移行する。ＭＵＣ１６外部ドメインの特定の
配列に本発明を限定するつもりはないが、一実施形態において、ＭＵＣ１６外部ドメイン
ポリペプチドは、ポリペプチド１：ＮＦＳＰＬＡＲＲＶＤＲＶＡＩＹＥＥ（配列番号０１
）およびポリペプチド２：ＴＬＤＲＳＳＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲＮＥ（配列番号０２）の群
から選択されるポリペプチドを含む。別の実施形態において、抗体は、グリコシル化ＭＵ
Ｃ１６細胞外ドメインへの特異的結合を欠く。なおさらなる実施形態において、抗体は、
ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド２（配列番号０２）に特異的に結合
し、その抗体は、配列番号０６によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および配列番号０
７によってコードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。なお別の代替の実施形態において、抗
体は、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド２（配列番号０２）に特異的
に結合し、その抗体は、配列番号０４によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および配列
番号０５によってコードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。さらなる実施形態において、抗
体は、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド１（配列番号０１）に特異的
に結合し、その抗体は、配列番号０８によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および配列
番号０９および配列番号１０の少なくとも１つによってコードされる可変軽鎖（ＶＬ）を
含む。一実施形態において、ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチドは、ＶＴＴＲＲ　Ｒ
ＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号１８）を含む。より好ましくは、非限定的に、ＭＵ
Ｃ１６細胞質ドメインポリペプチドは、ポリペプチド３：ＣＧＶＬＶＴＴＲＲＲＫＫＥＧ
ＥＹＮＶＱＱＱ（配列番号０３）を含む。代替の実施形態において、システインループポ
リペプチドを含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドは、ＣＱＶＳＴＦＲＳＶＰ
ＮＲＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含む。より好ましくは、非限定的に、ＭＵＣ
１６細胞外ドメインポリペプチドは、ポリペプチド４：ＫＳＹＦ　ＳＤＣＱＶＳＴＦＲＳ
　ＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤ　ＳＬＣＮＦＳＰＬ（配列番号１５）を含む。なお別の代替の実
施形態において、抗体は、ＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドのポリペプチド４（配
列番号１５）に特異的に結合し、その抗体は、配列番号１１によってコードされる可変重
鎖（ＶＨ）および配列番号１２によってコードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。さらなる
代替の実施形態において、抗体は、キメラ抗体、モノクローナル抗体、組換え抗体、組換
え抗体の抗原結合断片、ヒト化抗体、およびファージの表面にディスプレイされる抗体の
群から選択される。別の実施形態において、抗原結合断片は、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）
２断片、およびＦｖ断片の群から選択される。代替の実施形態において、抗体またはその
抗原結合断片は、細胞傷害性物質または細胞傷害性物質のプロドラッグに共有結合により
連結される。好ましい実施形態において、抗体は、ハイブリドーマ細胞系によって産生さ
れるモノクローナル抗体である。
【０００９】
　本発明はまた、ハイブリドーマ細胞系によって産生される単離されたモノクローナル抗
体またはその抗原結合断片であって、その抗体がポリペプチドまたはその抗原性部分に特
異的に結合し、そのポリペプチドが、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド、ｂ）Ｍ
ＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチド、およびｃ）システインループポリペプチド：ＣＱ
ＶＳＴＦＲＳＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細胞外
ドメインポリペプチドの群から選択される、単離されたモノクローナル抗体またはその抗
原結合断片を提供する。一実施形態において、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドは、
ポリペプチド１（配列番号０１）を含み、抗体は、９Ｂ１１．２０．１６、１０Ａ２、２
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て、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドは、ポリペプチド２（配列番号０２）を含み、
抗体は、４Ｈ１１．２．５、１３Ｈ１、２９Ｇ９、９Ｃ９．２１．５．１３、２８Ｆ８、
２３Ｇ１２、９Ｃ７．６、１１Ｂ６、２５Ｇ４、５Ｃ２．１７、４Ｃ７、２６Ｂ２、４Ａ
５．３７、４Ａ２、２５Ｈ３、および２８Ｆ７．１８．１０の群から選択される。なおさ
らなる実施形態において、ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチドは、ポリペプチド３：
ＣＧＶＬＶＴＴＲＲＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱＱＱ（配列番号０３）を含み、抗体は、３１Ａ
３．５．１、１９Ｄ１、１０Ｆ６、２２Ｅ１０、２２Ｆ１、３Ｈ８、２２Ｆ１１、４Ｄ７
、２４Ｇ１２、１９Ｇ４、９Ａ５、４Ｃ２、３１Ｃ８、２７Ｇ４、および６Ｈ２の群から
選択される。別の代替の実施形態において、ＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドは、
ポリペプチド４：ＫＳＹＦ　ＳＤＣＱＶＳＴＦＲＳ　ＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤ　ＳＬＣＮＦ
ＳＰＬ（配列番号１５）を含み、抗体は、２４Ｂ３および９Ｃ７の群から選択される。
【００１０】
　本発明はさらに、（ａ）本明細書に記載されている抗体またはその抗原結合断片のいず
れか１つまたは複数、および（ｂ）薬学的に許容され得るキャリアを含む組成物を提供す
る。
【００１１】
　ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド、ｂ）ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチ
ド、およびｃ）システインループポリペプチド：ＣＱＶＳＴＦＲＳＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤ
ＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドの群から選択
される、ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合するモノクローナル抗体を産
生するハイブリドーマ細胞系もまた本発明によって提供される。
【００１２】
　本発明はさらに、被験体においてＭＵＣ１６の過剰発現を含む疾患を検出するための方
法であって、ａ）ｉ）被験体由来の試料およびｉｉ）本明細書に記載されている抗体また
はその抗原結合断片のいずれか１つまたは複数を供給する工程、ｂ）抗体のそれの抗原と
の特異的結合のための条件下で試料を抗体と接触させる工程、およびｃ）上記疾患を欠く
対照試料と比較した、抗体の試料への結合のレベルの増加を検出し、それによって被験体
において上記疾患を検出する工程を含む方法を提供する。一実施形態において、疾患は癌
である。好ましい実施形態において、癌は、卵巣癌および乳癌の群から選択される。検出
方法を限定するつもりはないが、一実施形態において、抗体の試料への結合を検出する方
法は、免疫組織化学検査、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光活性化細胞ソ
ーティング（ＦＡＣＳ）、ウェスタンブロット、免疫沈降、および／またはＸ線画像化で
ある。
【００１３】
　ＭＵＣ１６の過剰発現を含む疾患を処置するための方法であって、本明細書に記載され
ている抗体またはその抗原結合断片のいずれか１つまたは複数の治療上有効量を、上記疾
患を有する被験体に投与する工程を含む方法もまた本明細書において提供される。一実施
形態において、疾患は、卵巣癌および乳癌によって例示されるような癌である。
【００１４】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する単離
された抗体またはその抗原結合断片であって、ＭＵＣ１６ポリペプチドが
【００１５】
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【数１】

の群から選択される、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供する。一実施形態に
おいて、抗体は、モノクローナル抗体、キメラ抗体、組換え抗体、組換え抗体の抗原結合
断片、ヒト化抗体、およびファージの表面にディスプレイされる抗体の群から選択される
。好ましい実施形態において、抗体は、
【００１６】
【数２】

の群から選択されたハイブリドーマ細胞によって産生されるモノクローナル抗体である。
特定の実施形態において、ＭＵＣ１６ポリペプチドは、ＴＬＤＲＫＳＶＦＶＤＧＹＳＱＮ
ＲＤＤ（配列番号２１）であり、抗体は、ハイブリドーマ細胞１２Ｂ１０－３Ｇ１０によ
って産生されるモノクローナル抗体など、可変重鎖（ＶＨ）配列である配列番号２７、お
よび可変軽鎖（ＶＬ）配列である配列番号２９を含む。代替の実施形態において、抗原結
合断片は、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、およびＦｖ断片の群から選択される。より
好ましい実施形態において、抗体またはその抗原結合断片は、細胞傷害性物質および／ま
たは細胞傷害性物質のプロドラッグに共有結合により連結される。さらなる実施形態にお
いて、抗体は、ヒトＭＵＣ１６（配列番号２５）に特異的に結合する。別の実施形態にお
いて、抗体は細胞内へ内部移行する。代替の実施形態において、抗体は、グリコシル化Ｍ
ＵＣ１６細胞外ドメインへの特異的結合を欠く。
【００１７】
　本発明はまた、（ａ）本発明の抗体および／またはその抗原結合断片のいずれか１つま
たは複数、ならびに（ｂ）薬学的に許容され得るキャリアを含む組成物を提供する。
【００１８】
　本発明はさらに、ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗
体またはその抗原結合断片を産生するハイブリドーマ細胞であって、ＭＵＣ１６ポリペプ
チドが
【００１９】
【数３】
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の群から選択される、ハイブリドーマ細胞を提供する。
【００２０】
　本発明はまた、ＭＵＣ１６ポリペプチドに特異的に結合する抗体の可変重鎖（ＶＨ）配
列および可変軽鎖（ＶＬ）配列の少なくとも１つをコードするポリヌクレオチドを含む単
離されたヌクレオチド配列であって、ＭＵＣ１６ポリペプチドが
【００２１】
【数４】

の群から選択される、単離されたヌクレオチド配列を提供する。一実施形態において、Ｍ
ＵＣ１６ポリペプチドはＴＬＤＲＫＳＶＦＶＤＧＹＳＱＮＲＤＤ（配列番号２１）であり
、可変重鎖（ＶＨ）配列をコードするポリヌクレオチドは配列番号２６を含み、可変軽鎖
（ＶＬ）配列をコードするポリヌクレオチドは配列番号２８を含む。
【００２２】
　本発明はまた、
【００２３】
【数５】

の群から選択されるＭＵＣ１６ポリペプチドの免疫学的有効量を被験体に投与する工程を
含む、ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体を産生する
ための方法を提供する。
 
【００２４】
　本発明はさらに、本発明の抗体および／またはその抗原結合断片のいずれか１つまたは
複数の、ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分との特異的結合の、被験体由来の
試料におけるレベルを決定する工程を含む、疾患を有するとして被験体を同定するための
方法を提供する。一実施形態において、疾患は、卵巣癌および乳癌によって例示される癌
である。別の実施形態において、方法は、対照試料と比較した、抗体の試料への結合のレ
ベルの変化を検出する工程をさらに含む。必要に応じて、検出は、免疫組織化学検査、酵
素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）、ウ
ェスタンブロット、免疫沈降、およびＸ線画像化の群から選択される。
【００２５】
　　本発明はまた、疾患の１つまたは複数の症状を軽減するための方法であって、本発明
の抗体および／またはその抗原結合断片のいずれか１つまたは複数の治療上有効量を、そ
れを必要とする被験体に投与する工程を含む方法を提供する。一実施形態において、疾患
は、卵巣癌および乳癌によって例示される癌である。必要に応じて、方法は、投与工程後
、疾患の１つまたは複数の症状の軽減を検出する工程をさらに含む。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）　ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する単離され
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た抗体またはその抗原結合断片であって、該ＭＵＣ１６ポリペプチドが
【数１６】

からなる群から選択される、抗体またはその抗原結合断片。
（項目２）　モノクローナル抗体、キメラ抗体、組換え抗体、組換え抗体の抗原結合断片
、ヒト化抗体、およびファージの表面にディスプレイされる抗体からなる群から選択され
る、項目１に記載の抗体。
（項目３）　モノクローナル抗体である、項目２に記載の抗体。
（項目４）　前記モノクローナル抗体が、
【数１７】

からなる群から選択されるハイブリドーマ細胞によって産生される、項目３に記載の抗体
。
（項目５）　前記ＭＵＣ１６ポリペプチドがＴＬＤＲＫＳＶＦＶＤＧＹＳＱＮＲＤＤ（配
列番号２１）である、項目１に記載の抗体。
（項目６）　可変重鎖（ＶＨ）配列である配列番号２７および可変軽鎖（ＶＬ）配列であ
る配列番号２９を含む、項目５に記載の抗体。
（項目７）　ハイブリドーマ細胞１２Ｂ１０－３Ｇ１０によって産生されるモノクローナ
ル抗体である、項目６に記載の抗体。
（項目８）　前記抗原結合断片が、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、およびＦｖ断片か
らなる群から選択される、項目１に記載の抗体。
（項目９）　前記抗体またはその抗原結合断片が、細胞傷害性物質、または細胞傷害性物
質のプロドラッグに共有結合により連結されている、項目１に記載の抗体。
（項目１０）　ヒトＭＵＣ１６（配列番号２５）に特異的に結合する、項目１に記載の抗
体。
（項目１１）　細胞内へ内部移行する、項目１に記載の抗体。
（項目１２）　グリコシル化ＭＵＣ１６細胞外ドメインへの特異的結合を欠く、項目１に
記載の抗体。
（項目１３）　（ａ）項目１に記載の抗体またはその抗原結合断片、および（ｂ）薬学的
に許容され得るキャリアを含む組成物。
（項目１４）　ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体ま
たはその抗原結合断片を産生するハイブリドーマ細胞であって、該ＭＵＣ１６ポリペプチ
ドが
【数１８】

からなる群から選択される、ハイブリドーマ細胞。
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（項目１５）　ＭＵＣ１６ポリペプチドに特異的に結合する抗体の可変重鎖（ＶＨ）配列
および可変軽鎖（ＶＬ）配列のうちの少なくとも１つをコードするポリヌクレオチドを含
む単離されたヌクレオチド配列であって、該ＭＵＣ１６ポリペプチドが
【数１９】

からなる群から選択される、ヌクレオチド配列。
（項目１６）　前記ＭＵＣ１６ポリペプチドがＴＬＤＲＫＳＶＦＶＤＧＹＳＱＮＲＤＤ（
配列番号２１）である、項目１５に記載のヌクレオチド配列。
（項目１７）　前記可変重鎖（ＶＨ）配列をコードする前記ポリヌクレオチドが配列番号
２６を含み、かつ前記可変軽鎖（ＶＬ）配列をコードする前記ポリヌクレオチドが配列番
号２８を含む、項目１６に記載のヌクレオチド配列。
（項目１８）　
【数２０】

からなる群から選択される、免疫学的有効量のＭＵＣ１６ポリペプチドを被験体に投与す
る工程を含む、ＭＵＣ１６ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体を
産生するための方法。
（項目１９）　疾患を有するとして被験体を同定するための方法であって、項目１に記載
の抗体の前記ＭＵＣ１６ポリペプチドまたは前記その抗原性部分との特異的結合の、該被
験体由来の試料におけるレベルを決定する工程を含み、ここで、対照試料と比較して、該
特異的結合のレベルの変化を検出することにより、疾患を有するとして該被験体を同定す
る、方法。
（項目２０）　前記疾患が癌である、項目１９に記載の方法。
（項目２１）　前記癌が、卵巣癌および乳癌からなる群から選択される、項目２０に記載
の方法。
（項目２２）　対照試料と比較して、前記抗体の前記試料への結合のレベルの変化を検出
する工程をさらに含む、項目１９に記載の方法。
（項目２３）　前記検出が、免疫組織化学検査、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ
）、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）、ウェスタンブロット、免疫沈降、および
Ｘ線画像化からなる群から選択される、項目１９に記載の方法。
（項目２４）　疾患の１つまたは複数の症状を軽減するための方法であって、治療上有効
量の項目１に記載の抗体を、それを必要とする被験体に投与する工程を含む、方法。
（項目２５）　前記疾患が癌である、項目２４に記載の方法。
（項目２６）　前記癌が、卵巣癌および乳癌からなる群から選択される、項目２５に記載
の方法。
（項目２７）　前記投与する工程の後に前記疾患の１つまたは複数の症状の軽減を検出す
る工程をさらに含む、項目２４に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】３つのＭＵＣ１６カルボキシ末端ペプチドをＭＳＫＣＣ微量化学コア施設で合成
した。ポリペプチド１は、推定の切断部位の近くにあり、ポリペプチド２は膜貫通部の前
にあり、ポリペプチド３は、膜貫通部の内側にある内部ペプチドである。
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【図２】ＯＣ１２５（左パネル）および４Ｈ１１（右パネル）を用いた、高悪性度漿液性
卵巣癌腫の比較染色の図である。
【図３】高悪性度漿液性卵巣癌腫の組織マイクロアレイにおけるＯＣ１２５および４Ｈ１
１の免疫組織化学的スコア化の図である。膜および／または細胞質の染色のみが陽性とみ
なされた。スコア０：染色なし；スコア１：＜５％強いまたは弱い染色；スコア２：５～
５０％強いまたは弱い染色；スコア３：５１～７５％強いまたは５１～１００％弱い染色
；スコア４：７６～９９％強い染色；およびスコア５：１００％強い染色。図３Ａ：ＯＣ
１２５（スコア０）；図３Ｂ：ＯＣ１２５（スコア１）；図３Ｃ：ＯＣ１２５（スコア２
）；図３Ｄ：ＯＣ１２５（スコア３）；図３Ｅ：ＯＣ１２５（スコア４）；図３Ｆ：ＯＣ
１２５（スコア５）；図３Ｇ：４Ｈ１１（スコア０）；図３Ｈ：４Ｈ１１（スコア１）；
図３Ｉ：４Ｈ１１（スコア２）；図３Ｊ：４Ｈ１１（スコア３）；図３Ｋ：４Ｈ１１（ス
コア４）；図３Ｌ：４Ｈ１１（スコア５）。
【図４】ウェスタンブロット分析の図である。図４Ａ：ＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４融
合タンパク質のモノクローナル抗体９Ｃ９．２１．５．１３および４Ｈ１１．２．５での
ウェスタンブロット分析。図４Ｂ：ＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４お
よびＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ３３４タンパク質抽出物のウェスタンブ
ロット分析であり、モノクローナル抗体９Ｃ９．２１．５．１３および４Ｈ１１．２．５
で探索された。
【図５Ａ－１】図５Ａ：ＯＶＣＡＲ３細胞におけるＭＵＣ１６カルボキシ末端モノクロー
ナル抗体結合親和性（パネルＡ～Ｄ）。
【図５Ａ－２】図５Ａ：ＯＶＣＡＲ３細胞におけるＭＵＣ１６カルボキシ末端モノクロー
ナル抗体結合親和性（パネルＡ～Ｄ）。
【図５Ａ－３】図５Ａ：ＯＶＣＡＲ３細胞におけるＭＵＣ１６カルボキシ末端モノクロー
ナル抗体結合親和性（パネルＡ～Ｄ）。
【図５Ａ－４】図５Ａ：ＯＶＣＡＲ３細胞におけるＭＵＣ１６カルボキシ末端モノクロー
ナル抗体結合親和性（パネルＡ～Ｄ）。
【図５Ｂ】図５Ｂ：ＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ３３４安定形質移入細胞
における放射標識４Ｈ１１およびＯＣ１２５モノクローナル抗体の内部移行。
【図６Ａ】前立腺（２Ａ、一致）、肺（２Ｂ、不一致）、乳房（２Ｃ、不一致）、および
膵臓（２Ｄ、不一致）の癌を含有する組織マイクロアレイにおけるＯＣ１２５および４Ｈ
１１モノクローナル抗体の比較染色強度を示す図である。
【図６Ｂ】前立腺（２Ａ、一致）、肺（２Ｂ、不一致）、乳房（２Ｃ、不一致）、および
膵臓（２Ｄ、不一致）の癌を含有する組織マイクロアレイにおけるＯＣ１２５および４Ｈ
１１モノクローナル抗体の比較染色強度を示す図である。
【図６Ｃ】前立腺（２Ａ、一致）、肺（２Ｂ、不一致）、乳房（２Ｃ、不一致）、および
膵臓（２Ｄ、不一致）の癌を含有する組織マイクロアレイにおけるＯＣ１２５および４Ｈ
１１モノクローナル抗体の比較染色強度を示す図である。
【図６Ｄ】前立腺（２Ａ、一致）、肺（２Ｂ、不一致）、乳房（２Ｃ、不一致）、および
膵臓（２Ｄ、不一致）の癌を含有する組織マイクロアレイにおけるＯＣ１２５および４Ｈ
１１モノクローナル抗体の比較染色強度を示す図である。
【図７】材料および方法のセクションで記載されているようなＦＡＣＳ分析を、ＯＶＣＡ
Ｒ３野生型、ＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４およびＳＫＯＶ３－ｐｈ
ｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ３３４安定形質移入細胞系において市販の抗体およびＭＵＣ１
６カルボキシ末端モノクローナル抗体を用いて実施した。
【図８－１】抗体可変重鎖（ＶＨ）および抗体可変軽鎖（ＶＬ）をコードするヌクレオチ
ド配列を示す図である。（Ａ）４Ａ５　ＶＨ（配列番号０４）、（Ｂ）４Ａ５　ＶＬ（配
列番号０５）、（Ｃ）４Ｈ１１　ＶＨ（配列番号０６）、（Ｄ）４Ｈ１１　ＶＬ（配列番
号０７）、（Ｅ）９Ｂ１１　ＶＨ（配列番号０８）、（Ｆ）９Ｂ１１　ＶＬＡ（配列番号
０９）、（Ｇ）９Ｂ１１　ＶＬＢ（配列番号１０）、（Ｈ）２４Ｂ３　ＶＨ（配列番号ｌ
ｌ）、（Ｉ）２４Ｂ３　ＶＬ（配列番号１２）。
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【図８－２】抗体可変重鎖（ＶＨ）および抗体可変軽鎖（ＶＬ）をコードするヌクレオチ
ド配列を示す図である。（Ａ）４Ａ５　ＶＨ（配列番号０４）、（Ｂ）４Ａ５　ＶＬ（配
列番号０５）、（Ｃ）４Ｈ１１　ＶＨ（配列番号０６）、（Ｄ）４Ｈ１１　ＶＬ（配列番
号０７）、（Ｅ）９Ｂ１１　ＶＨ（配列番号０８）、（Ｆ）９Ｂ１１　ＶＬＡ（配列番号
０９）、（Ｇ）９Ｂ１１　ＶＬＢ（配列番号１０）、（Ｈ）２４Ｂ３　ＶＨ（配列番号ｌ
ｌ）、（Ｉ）２４Ｂ３　ＶＬ（配列番号１２）。
【図９－１】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図９－２】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図９－３】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図９－４】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図９－５】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図９－６】（Ａ）ヒトＭＵＣ１６（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿０７８９６６）（配列番号
１３）、（Ｂ）ポリペプチド１（配列番号０１）、（Ｃ）ポリペプチド２（配列番号０２
）、（Ｄ）ポリペプチド３（配列番号０３）、（Ｅ）膜貫通ドメイン（配列番号１４）、
（Ｆ）システインループポリペプチド（配列番号１９）を含有するポリペプチド４（配列
番号１５）。
【図１０】ＭＵＣ１６構造の概略図である。
【図１１】ＭＵＣ－ＣＤ標的化ＣＡＲの設計およびインビトロ分析を示す図である。（Ａ
）第１世代４Ｈ１１ｚおよび第２世代４Ｈ１１－２８ｚのレトロウイルスベクターの概略
図。４Ｈ１１ｓｃＦｖ：モノクローナル抗体４Ｈ１１の重鎖可変領域（ＶＨ）および軽鎖
可変領域（ＶＬ）由来のＭＵＣ１６特異的ｓｃＦｖ；ＣＤ８：ＣＤ８ヒンジドメインおよ
び膜貫通ドメイン；ＣＤ２８：ＣＤ２８膜貫通ドメインおよび細胞質シグナル伝達ドメイ
ン；ζ鎖：Ｔ細胞受容体ζ鎖細胞質シグナル伝達ドメイン；ＬＴＲ：長い末端反復配列；
黒色ボックス：ＣＤ８リーダー配列；灰色ボックス：（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３リンカー；矢
印は転写の開始を示す。（Ｂ）４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲかまたは１９ｚｌ　ＣＡＲのいずれか
を発現するようにレトロウイルスで形質導入されたヒトＴ細胞のＦＡＣＳ分析。（Ｃ）３
Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上で４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞は増殖するが、１９ｚ
ｌ＋Ｔ細胞は増殖しない。ＣＡＲ＋を、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ単層
上で、６ウェルプレートの各ウェルあたり３×１０６個のＣＡＲ＋Ｔ細胞で共培養した。
トリパンブルー排除アッセイによって評価した２日目、４日目、および７日目に得られた
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生存Ｔ細胞数と組み合わせて、ＣＡＲ＋画分についてのＦＡＣＳにより評価したＣＡＲ＋

Ｔ細胞画分に対して標準化された、ＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖。
【図１２】第１世代４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲを発現するように改変されたＴ細胞の、第２世代
の共刺激４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改変されたＴ細胞とのインビトロ比
較を示す図である。（Ａ）ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、Ｂ７．１を含む（右パネル）、または含ま
ない（左パネル）ＭＵＣ－ＣＤ単層上で共培養した。３×１０６個のＣＡＲ＋Ｔ細胞を、
６ウェル組織培養プレートにおいてサイトカインを含まない培地中、ＡＡＰＣ単層上で共
培養した。生存Ｔ細胞の総数を、トリパンブルー排除アッセイにより２日目、４日目、お
よび７日目に評価した。３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）ＡＡＰＣとの共培養により、４Ｈ１１ｚ
＋Ｔ細胞の場合と比較して、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、著しく増殖した（＊＊ｐ＝０
．００２３（４Ｈ１１－２８ｚと比較した４Ｈ１１ｚ））。対照的に、３Ｔ３（ＭＵＣ－
ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上で４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞と４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の両方が
同じように増殖した（ｐ＝０．０９（４Ｈ１１－２８ｚと比較した４Ｈ１１ｚ））。対照
１９－２８ｚ＋Ｔ細胞は、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）上（＊＊ｐ＝０．００５６（４Ｈ１１
ｚと比較した１９－２８ｚ）、＊＊ｐ＝０．００１１（４Ｈ１１－２８ｚと比較した１９
－２８ｚ））で、または３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）上（ｐ＝０．００２６（４Ｈ
１１ｚと比較した１９－２８ｚ）、＊＊ｐ＝０．００８７（４Ｈ１１－２８ｚと比較した
１９－２８ｚ））で増殖しなかった。（Ｂ）３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）ＡＡＰＣとの共培養
により、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞はＩＬ－２を分泌するが、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞は分泌
しない。３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）ＡＡＰＣ上での活性化後２日目における組織培養上清を
サイトカイン分泌について分析した。４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞とは対照的に、４Ｈ１１－２８
ｚ＋Ｔ細胞は、４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲによって媒介されるＴ細胞共刺激と一致して、
ＩＬ－２の分泌の増強を実証した。＊＊＊ｐ＝０．０００８（４Ｈ１１ｚと比較した１９
ｚｌまたは１９－２８ｚ）、＊＊ｐ＝０．００２６（４Ｈ１１－２８ｚと比較した１９ｚ
ｌまたは１９－２８ｚ）、＊＊ｐ＝０．００４６（４Ｈ１１－２８ｚと比較した４Ｈ１１
ｚ）。さらに、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞と４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞の両方が、ＩＦＮγを分
泌した。＊ｐ＝０．０１１（４Ｈ１１－２８ｚと比較した４Ｈ１１ｚ）。対照１９ｚｌお
よび１９２８ｚ形質導入化Ｔ細胞はＩＬ－２およびＩＦＮγのいずれも分泌しなかった。
＊＊ｐ＝０．００３４（４Ｈ１１ｚと比較した１９ｚｌ）、＊＊ｐ＝０．００３６（４Ｈ
１１ｚと比較した１９－２８ｚ）、＊＊＊ｐ＝０．０００８（４Ｈ１１－２８ｚと比較し
た１９－２８ｚ）。（Ｃ）３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）上での３サイクルの刺激後
のＣＡＲ＋Ｔ細胞の増殖。４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲかまたは４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲのいず
れかを発現するように形質導入されたヒトＴ細胞は、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）
ＡＡＰＣ上での２サイクルの刺激にわたって＞２ｌｏｇの増殖を実証した。矢印は、ＡＡ
ＰＣ上での１回目および２回目のサイクルの再刺激を示す。（Ｄ）それぞれの毎週のサイ
クルの刺激後に増加した４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞のＣＡＲ＋Ｔ細胞画分のＦＡＣＳ分析
。（Ｉ）最初の形質導入後のＦＡＣＳ、（ＩＩ）ＡＡＰＣ上での１回目の刺激後７日目に
おけるＦＡＣＳ、（ＩＩＩ）ＡＡＰＣ上での２回目の刺激後７日目におけるＦＡＣＳ。こ
れらのデータは、３つの異なる健常ドナーＴ細胞集団を用いた３つの異なる実験の１つを
代表しており、その３つの実験の全ては、類似した増殖およびサイトカイン分泌パターン
を示した。
【図１３】ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞は、特異的に増殖し、ＭＵＣ－ＣＤ＋腫瘍細胞を溶
解する。（Ａ）ＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞を標的にする４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞
および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の細胞傷害性アッセイは、第１および第２世代のＭＵＣ
－ＣＤ標的化ＣＡＲを発現するように改変された健常ドナー由来のＴ細胞により媒介され
た効率的な細胞傷害性を実証している。第１および第２世代のＣＤ１９標的化１９ｚｌ　
ＣＡＲおよび１９－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改変された対照Ｔ細胞は、標的腫瘍
細胞の有意な溶解を示さなかった。（Ｂ）４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改
変された健常ドナーＴ細胞は、対照１９－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改変されたＴ
細胞と比較して、原発性患者腹水由来ＭＵＣ－ＣＤ＋腫瘍細胞を同様に溶解する。このデ
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ータは、類似した結果をもつ３人の卵巣癌腫患者由来の原発性腫瘍細胞を標的にする３つ
の実験のうちの（ｏｒ）１つを代表する。（Ｃ）末梢血から単離された自己Ｔ細胞は、４
Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲで改変された場合、対照１９－２８ｚ＋自己Ｔ細胞と比較して、
自己ＭＵＣ－ＣＤ＋腹水由来腫瘍細胞の有意な溶解を示す。これらのデータは、類似した
結果をもつ３人の異なる卵巣癌腫患者由来のＴ細胞および自己腫瘍細胞を利用する３つの
実験のうちの１つを代表する。（Ｄ）ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞との共培
養後のＭＵＣ－ＣＤ標的化ＣＦＳＥ標識Ｔ細胞の抗原特異的増殖。ＣＦＳＥ標識ＣＡＲ＋

Ｔ細胞を、ＭＵＣ－ＣＤ発現ＯＶ－ＣＡＲ３腫瘍細胞と、１：１の比で５日間、共培養し
た。ＣＦＳＥ標識Ｔ細胞の増殖をＦＡＣＳによって評価し、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４
Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の両方が効率的に増殖するが、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞は効率
的に増殖しないことが実証された。（Ｅ）ＣＦＳＥの結果を、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－
ＣＤ）腫瘍細胞との共培養後２日目、４日目、および７日目に評価された絶対的Ｔ細胞数
によってさらに確認した。（Ｆ）ＯＶＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞における４－１ＢＢ
Ｌの発現のＦＡＣＳ分析。ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞を、抗ヒト４－１ＢＢＬ
抗体（太線）またはアイソタイプ対照（細線）を用いて染色した。ＦＡＣＳ分析から、Ｏ
Ｖ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞における４－１ＢＢＬの発現を実証した。さらな
るＦＡＣＳ分析は、共刺激リガンドＢ７．１、Ｂ７．２、またはＯＸ－４０Ｌの発現を明
らかにすることはできなかった。
【図１４】ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞の第１世代および第２世代を用いた腹腔内処置後の
ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍の根絶を示す図である。（Ａ）未処置のＳＣＩＤ－
ＢｅｉｇｅマウスにおけるＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍の腹腔内注射により、腹
部膨満および結節性腹膜腫瘍が生じる。ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスに３×１０６個のＯ
Ｖ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞を腹腔内に注射した。ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ
）腫瘍細胞の腹腔内注射後５週間目に、腫瘍を含まないマウス（左パネル）と比較して、
膨満した腹部（中央パネル）によって証明されるように、マウスは腹水（ａｓｃｉｔｉｅ
ｓ）を生じた。死後の腹膜の可視化により、腹腔内の結節性腫瘍塊（矢印）が実証された
（右パネル）。（Ｂ）４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内注射
は、腫瘍進行を遅らせるか、または疾患を完全に根絶するかのいずれかである。ＭＵＣ－
ＣＤ標的化Ｔ細胞の第１または第２世代で処置されたＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプ
ラン・マイヤー生存曲線。ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスに、１日目に３×１０６個のＯＶ
－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞、続いて２日目に３×１０７個の４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細
胞または４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を腹腔内に注入した。全ての未処置のマウスまたは対
照１９ｚｌ＋Ｔ細胞で処置されたマウスは、確立した腫瘍を発生し、５０日目までに犠牲
になった。対照的に、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞または４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞のいずれかで
処置されたマウスの２７％は、１２０日目まで、疾患の臨床的証拠を示さないままであっ
た。＊ｐ＝０．０１（１９ｚｌと比較した４Ｈ１１ｚ）、＊＊ｐ＝０．００２３（１９ｚ
ｌと比較した４Ｈ１１－２８ｚ）、ｐ＝０．６３（４Ｈ１１－２８ｚと比較した４Ｈ１１
ｚ）。
【図１５Ａ】ＭＵＣ－ＣＤ標的化４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、全身性静脈内注入後、腹
腔内のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍へ首尾良く移動し、そ
の結果、腹腔内に４Ｈ１１－２８ｚ＋処置された腫瘍担持マウスと比較して、同等に効率
的な抗腫瘍効力を生じた。（Ａ）４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を用いて腹腔内または静脈内
に処置されたＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプラン・マイヤー生存曲線。ＳＣＩＤ－Ｂ
ｅｉｇｅマウスに、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ
）腫瘍細胞を腹腔内に注射し、続いて３×１０７個の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を静脈内
かまたは腹腔内のいずれかに注入した。腫瘍根絶は、対照処置マウスと比較して、４Ｈ１
１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内または静脈内注入のどちらの後でも増強される。腹腔内およ
び静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスの両方が、１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置
対照コホートと比較して、統計的に増強した生存を示した（それぞれ、＊＊＊ｐ＜０．０
００１および＊＊ｐ＝０．００３８）。逆に、腹腔内と静脈内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細
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胞コホートの間での生存の差は、統計的に有意ではなかった（ｐ＝０．２２）。（Ｂ）代
表的な対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスにおける腫瘍進行のＢＬＩと比較して、最終
的進行性疾患を有する、腹腔内および静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置された代
表的なマウスの、処置後の腫瘍進行のＢＬＩ。（Ｃ）全身性に注射されたＣＦＳＥ染色４
Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、進行性腹腔内ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍へ移動す
る。進行性ＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍（７日早く注射された）を有するＳＣＩＤ
－Ｂｅｉｇｅマウスへの注入後１日目における静脈内注射されたＣＦＳＥ標識１９－２８
ｚ＋対照Ｔ細胞（左パネル）および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞（右パネル）の存在を、単
一細胞ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍懸濁物のＦＡＣＳ分析によって評価した場合
、腹膜のＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の顕著な集団
が明らかにされているが、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞は明らかにされない。
【図１５Ｂ】ＭＵＣ－ＣＤ標的化４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、全身性静脈内注入後、腹
腔内のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍へ首尾良く移動し、そ
の結果、腹腔内に４Ｈ１１－２８ｚ＋処置された腫瘍担持マウスと比較して、同等に効率
的な抗腫瘍効力を生じた。（Ａ）４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を用いて腹腔内または静脈内
に処置されたＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプラン・マイヤー生存曲線。ＳＣＩＤ－Ｂ
ｅｉｇｅマウスに、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ
）腫瘍細胞を腹腔内に注射し、続いて３×１０７個の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を静脈内
かまたは腹腔内のいずれかに注入した。腫瘍根絶は、対照処置マウスと比較して、４Ｈ１
１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内または静脈内注入のどちらの後でも増強される。腹腔内およ
び静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスの両方が、１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置
対照コホートと比較して、統計的に増強した生存を示した（それぞれ、＊＊＊ｐ＜０．０
００１および＊＊ｐ＝０．００３８）。逆に、腹腔内と静脈内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細
胞コホートの間での生存の差は、統計的に有意ではなかった（ｐ＝０．２２）。（Ｂ）代
表的な対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスにおける腫瘍進行のＢＬＩと比較して、最終
的進行性疾患を有する、腹腔内および静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置された代
表的なマウスの、処置後の腫瘍進行のＢＬＩ。（Ｃ）全身性に注射されたＣＦＳＥ染色４
Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、進行性腹腔内ＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍へ移動する
。進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍（７日早く注射された）を有するＳＣＩＤ
－Ｂｅｉｇｅマウスへの注入後１日目における静脈内注射されたＣＦＳＥ標識１９－２８
ｚ＋対照Ｔ細胞（左パネル）および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞（右パネル）の存在を、単
一細胞ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍懸濁物のＦＡＣＳ分析によって評価した場合
、腹膜のＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の顕著な集団
が明らかにされているが、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞は明らかにされない。
【図１５Ｃ】ＭＵＣ－ＣＤ標的化４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、全身性静脈内注入後、腹
腔内のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍へ首尾良く移動し、そ
の結果、腹腔内に４Ｈ１１－２８ｚ＋処置された腫瘍担持マウスと比較して、同等に効率
的な抗腫瘍効力を生じた。（Ａ）４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を用いて腹腔内または静脈内
に処置されたＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプラン・マイヤー生存曲線。ＳＣＩＤ－Ｂ
ｅｉｇｅマウスに、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ
）腫瘍細胞を腹腔内に注射し、続いて３×１０７個の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞を静脈内
かまたは腹腔内のいずれかに注入した。腫瘍根絶は、対照処置マウスと比較して、４Ｈ１
１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内または静脈内注入のどちらの後でも増強される。腹腔内およ
び静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスの両方が、１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置
対照コホートと比較して、統計的に増強した生存を示した（それぞれ、＊＊＊ｐ＜０．０
００１および＊＊ｐ＝０．００３８）。逆に、腹腔内と静脈内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細
胞コホートの間での生存の差は、統計的に有意ではなかった（ｐ＝０．２２）。（Ｂ）代
表的な対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスにおける腫瘍進行のＢＬＩと比較して、最終
的進行性疾患を有する、腹腔内および静脈内での４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞処置された代
表的なマウスの、処置後の腫瘍進行のＢＬＩ。（Ｃ）全身性に注射されたＣＦＳＥ染色４
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Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、進行性腹腔内ＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍へ移動する
。進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍（７日早く注射された）を有するＳＣＩＤ
－Ｂｅｉｇｅマウスへの注入後１日目における静脈内注射されたＣＦＳＥ標識１９－２８
ｚ＋対照Ｔ細胞（左パネル）および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞（右パネル）の存在を、単
一細胞ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍懸濁物のＦＡＣＳ分析によって評価した場合
、腹膜のＯＶ－ＣＡＲ（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍内の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の顕著な集団
が明らかにされているが、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞は明らかにされない。
【図１６Ａ】ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスにおける進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ
）腫瘍の、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内注入による根絶を示す図である。ＳＣＩＤ
－Ｂｅｉｇｅマウスに、３×１０７個の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞での腹腔内処置の７日
前に、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍細胞を
腹腔内に注射した。（Ａ）代表的な１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置対照マウスと比較して、再
発した疾患（中央の列）かまたは根絶した疾患（下の列）のいずれかを有する、４Ｈ１１
－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスのＢＬＩ。（Ｂ）４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞で腹腔内に処置
された、進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担持するＳ
ＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプラン・マイヤー生存曲線。全ての４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ
細胞処置マウスは、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスと比較して、生存が増強し（＊

＊ｐ＝０．００１１）、１２０日目において２５％の全体的な長期生存を有することが実
証された。
【図１６Ｂ】ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスにおける進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ
）腫瘍の、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹腔内注入による根絶を示す図である。ＳＣＩＤ
－Ｂｅｉｇｅマウスに、３×１０７個の４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞での腹腔内処置の７日
前に、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍細胞を
腹腔内に注射した。（Ａ）代表的な１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置対照マウスと比較して、再
発した疾患（中央の列）かまたは根絶した疾患（下の列）のいずれかを有する、４Ｈ１１
－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスのＢＬＩ。（Ｂ）４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞で腹腔内に処置
された、進行性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担持するＳ
ＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスのカプラン・マイヤー生存曲線。全ての４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ
細胞処置マウスは、対照１９－２８ｚ＋Ｔ細胞処置マウスと比較して、生存が増強し（＊

＊ｐ＝０．００１１）、１２０日目において２５％の全体的な長期生存を有することが実
証された。
【図１７】ＣＤ８リーダー配列、ＣＤ３ζ鎖細胞内ドメイン配列、（Ｇ４Ｓ）３　セリン
－グリシンリンカー配列、ＣＤ８膜貫通ドメイン配列、およびＣＤ２８膜貫通＋細胞内ド
メイン（－停止）配列を示す図である。
【図１８－１】ＳＦＧ＿４Ｈ１１ｚ配列を示す図である。
【図１８－２】ＳＦＧ＿４Ｈ１１ｚ配列を示す図である。
【図１８－３】ＳＦＧ＿４Ｈ１１ｚ配列を示す図である。
【図１８－４】ＳＦＧ＿４Ｈ１１ｚ配列を示す図である。
【図１８－５】ＳＦＧ＿４Ｈ１１ｚ配列を示す図である。
【図１９－１】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図１９－２】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図１９－３】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図１９－４】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図１９－５】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図１９－６】ＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ配列を示す図である。
【図２０Ａ】（Ａ）マウスＭＵＣ１６－ＣＤペプチド１（配列番号２１）、マウス第１の
システインループペプチド２（配列番号２２）、およびマウス第２のシステインループペ
プチド３（配列番号２３）。（Ｂ）マウスＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番号２４）およ
びヒトＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番号２５）のアラインメント。ＫＬＨとのより良い
結合体化のために、ペプチド１およびペプチド３のＮ末端においてペプチド配列にシステ
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インを付加した。
【図２０Ｂ】（Ａ）マウスＭＵＣ１６－ＣＤペプチド１（配列番号２１）、マウス第１の
システインループペプチド２（配列番号２２）、およびマウス第２のシステインループペ
プチド３（配列番号２３）。（Ｂ）マウスＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番号２４）およ
びヒトＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番号２５）のアラインメント。ＫＬＨとのより良い
結合体化のために、ペプチド１およびペプチド３のＮ末端においてペプチド配列にシステ
インを付加した。
【図２１】１：１０希釈のマウスＭＵＣ１６モノクローナルの一次上清を用いてのＩＤ８
抽出物を示す図である。
【図２２】１：１０希釈のマウスＭＵＣ１６モノクローナルの一次上清を用いてのＢＲ５
－ＦＶＢ１抽出物を示す図である。
【図２３－１】ＩＤ８細胞抽出物に対する３８個のハムスターのモノクローナル抗体上清
を示すウェスタンブロットを示す図である。
【図２３－２】ＩＤ８細胞抽出物に対する３８個のハムスターのモノクローナル抗体上清
を示すウェスタンブロットを示す図である。
【図２４】（Ａ）１２Ｂ１０－３Ｇ１０－ＶＨをコードするヌクレオチド配列（配列番号
２６）、（Ｂ）１２Ｂ１０－３Ｇ１０－ＶＨアミノ酸配列（配列番号２７）、（Ｃ）１２
Ｂ１０－３Ｇ１０－ＶＬをコードするヌクレオチド配列（配列番号２８）（ＶＬがクロー
ニングのためのプライマーによって付加された任意選択のＮｏｔＩ部位を有することに留
意されたい）、および（Ｄ）１２Ｂ１０－３Ｇ１０－ＶＬアミノ酸配列（配列番号２９）
。
【図２５】ＩＤ８細胞系（マウス）、ＯＶＣＡＲ－３細胞系（ヒト）、およびＢＲ５－Ｆ
ＶＢ１細胞系（マウス）に対して精製１２Ｂ１０－３Ｇ１０モノクローナル抗体を用いた
ＦＡＣＳ分析を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　定義
　本発明の理解を促すために、いくつかの用語を下記に定義する。
【００２８】
　本明細書に用いられる場合、用語「精製された」、「単離された」、およびその文法的
相当語句は、非限定的に、１０％から１００％まで、２０％から１００％まで、３０％か
ら１００％まで、４０％から１００％まで、５０％から１００％まで、６０％から１００
％まで、７０％から１００％まで、８０％から１００％まで、および９０％から１００％
までなどの、５％から１００％までの任意の数値のパーセンテージの低減を含む、試料か
らの少なくとも１つの望ましくない成分（例えば、細胞、タンパク質、核酸配列、糖質な
ど）の量の低減を指す。したがって、精製は、結果として、望ましい成分（細胞、タンパ
ク質、核酸配列、糖質など）の量の「富化」、すなわち、増加を生じる。
【００２９】
　用語「抗体」は、免疫グロブリン（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ
など）を指す。各抗体の基本的機能単位は、免疫グロブリン（Ｉｇ）モノマー（１つの免
疫グロブリン（「Ｉｇ」）単位のみを含有する）である。ポリクローナル抗体、モノクロ
ーナル抗体、およびキメラ抗体はこの定義内に含まれる。
【００３０】
　抗体の可変部はそれの「Ｖドメイン」（「可変領域」とも呼ばれる）であり、定常部は
、κ、λ、α、γ、δ、ε、およびμ定常領域などのそれの「Ｃドメイン」（「定常領域
」とも呼ばれる）である。「可変ドメイン」はまた、「Ｆｖ領域」とも呼ばれ、抗原への
結合に最も重要な領域である。より具体的には、軽鎖（ＶＬ）および重鎖（ＶＨ）上にそ
れぞれ３つある可変ループが、抗原への結合に関与する。これらのループは、「相補性決
定領域」、（「ＣＤＲ」、および「イディオタイプ」と呼ばれる。
【００３１】
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　抗体の免疫グロブリン（Ｉｇ）モノマーは、ジスルフィド架橋によって連結された４つ
のポリペプチド鎖：２つの軽鎖および２つの重鎖を含有する「Ｙ」形の分子である。
【００３２】
　軽鎖は、（λ）かカッパ（κ）のいずれかとして分類される。軽鎖は、２つの連続的な
ドメイン：１つの定常ドメイン（「ＣＬ」）および１つの可変ドメイン（「ＶＬ」）を有
する。可変ドメイン、ＶＬは、抗体の各型において異なり、特定の抗原と結合する分子の
活性部分である。軽鎖のおよその長さは、２１１～２１７個のアミノ酸である。
【００３３】
　各重鎖は、２つの領域である、定常領域および可変領域を有する。α、δ、ε、γ、お
よびμと表される５つの型の哺乳類Ｉｇ重鎖がある。存在する重鎖の型は、抗体のクラス
を定義する；これらの鎖は、ＩｇＡ抗体、ＩｇＤ抗体、ＩｇＥ抗体、ＩｇＧ抗体、および
ＩｇＭ抗体に、それぞれ見出される。別個の重鎖は、サイズおよび組成が異なる；αおよ
びγは約４５０個のアミノ酸を含有するが、μおよびεは約５５０個のアミノ酸を有する
。各重鎖は、２つの領域である、定常領域（「ＣＨ」）および可変領域（「ＶＨ」）を有
する。定常領域（ＣＨ）は、同じアイソタイプの全ての抗体において同一であるが、異な
るアイソタイプの抗体においては異なる。重鎖γ、α、およびδは、３つの直列型（一列
になった）Ｉｇドメイン、および可動性を加えるためのヒンジ領域で構成される定常領域
を有する。重鎖μおよびεは、４つの免疫グロブリンドメインで構成される定常領域を有
する。重鎖の可変領域（ＶＨ）は、異なるＢ細胞によって産生される抗体において異なる
が、単一のＢ細胞またはＢ細胞クローンによって産生される全ての抗体については同じで
ある。各重鎖の可変領域は、約１１０アミノ酸長である。
【００３４】
　２つの分子の結合（例えば、抗体と抗原など）に関する場合の用語「特異的に結合する
」および「特異的結合」は、その２つの分子の一方または両方における特定の構造の存在
に依存する２つの分子の相互作用を指す。例えば、抗体が、分子上のエピトープ「Ａ」に
特異的である場合には、標識「Ａ」およびその抗体を含有する反応物にエピトープＡを含
有するタンパク質（または遊離の非標識Ａ）が存在することにより、抗体に結合する標識
Ａの量を低下させる。
【００３５】
　第１の分子（例えば、抗体、ポリペプチド、糖タンパク質、核酸配列など）および第２
の分子（例えば、抗原、ポリペプチド、糖タンパク質、核酸配列など）との間の相互作用
に関する場合の用語「結合する能力がある」とは、第１の分子が、適切な塩濃度、ならび
に適切な温度およびｐＨの存在下で第２の分子に結合することを意味する。分子を結合す
るための条件は、日常的方法および／または市販の方法を用いて決定されてもよい。
【００３６】
　分子に関する場合の用語「抗原」、「免疫原」、「抗原性の」、「免疫原性の」、「抗
原活性がある」、「免疫性の」、および「免疫学的に活性がある」は、特定の体液性免疫
応答（可溶性抗体応答を誘発することを含む）および／または細胞媒介性免疫応答（ＣＴ
Ｌ応答を誘発することを含む）を誘導する能力がある任意の物質を指す。抗原性ペプチド
は、好ましくは、少なくとも５個、少なくとも６個、少なくとも７個、少なくとも８個、
少なくとも９個、およびより好ましくは、少なくとも１０個のアミノ酸を含有する。抗体
産生を誘発するために、一実施形態において、抗原は、キーホールリンペットヘモシアニ
ン（ＫＬＨ）に結合体化されてもよく、またはグルタチオン－Ｓ－転移酵素（ＧＳＴ）に
融合されてもよい。
【００３７】
　抗体に結合する抗原に関する場合の「同種抗原（ｃｏｇｎａｔｅ　ａｎｔｉｇｅｎ）」
とは、その抗体に特異的に結合する能力がある抗原を指す。
【００３８】
　一実施形態において、抗原はエピトープを含む。用語「エピトープ」および「抗原決定
基」とは、分子相補性の結果として抗体の結合部位またはＴ細胞受容体と相互作用する、
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抗原上の構造物を指す。エピトープは、抗体への結合について、それが由来する無傷の抗
原と競合し得る。
【００３９】
　本明細書で用いられる場合、核酸配列またはタンパク質配列に関する場合の用語「部分
」および「断片」とは、サイズが、それぞれ、２個の連続したヌクレオチドおよびアミノ
酸から、それぞれ、１個のヌクレオチドおよび１個のアミノ酸を引いた全配列までの範囲
であり得るその配列の一片を指す。
【００４０】
　本発明の方法から恩恵を受け得る「被験体」には、任意の多細胞動物、好ましくは哺乳
類が挙げられる。哺乳類の被験体には、ヒト、非ヒト霊長類、マウス、ヒツジ、ウシ、反
芻動物、ウサギ、ブタ、ヤギ、ウマ、イヌ、ネコ、鳥類などが挙げられる。したがって、
哺乳類の被験体は、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、フェレット、およびチン
チラによって例示される。本発明の組成物および方法はまた、疾患の「１つまたは複数の
症状を軽減することを必要とする」、例えば、癌転移を低下させることを必要とし、およ
び／または癌の１つもしくは複数の症状を軽減することを必要とする被験体にとって有用
であり、その被験体には、疾患の１つもしくは複数の症状を示し、および／またはその症
状を示すリスクがある被験体が挙げられる。例えば、被験体は、家族歴、遺伝因子、環境
因子などに基づくリスクがあり得る。この用語は、疾患の動物モデルを含む。したがって
、疾患を軽減し、および／または疾患の１つもしくは複数の症状を軽減することを必要と
する被験体に、（疾患を軽減し、および／または疾患の１つもしくは複数の症状を軽減す
る）組成物を投与することは、組成物の予防的（すなわち、疾患および／または疾患の１
つもしくは複数の症状が検出できる前の）投与および／または組成物の治療的（すなわち
、疾患および／または疾患の１つもしくは複数の症状が検出できた後の）投与を含む。本
発明の組成物および方法はまた、疾患に罹る素因がある、および／または疾患の１つもし
くは複数の症状を現す素因がある被験体を指す、疾患（癌など）の「リスクがある」被験
体にとって有用である。この素因は、遺伝的（例えば、遺伝性障害などの疾患の１つまた
は複数の症状を現す特定の遺伝的傾向など）であってもよいし、または他の因子（例えば
、環境条件、環境に存在する、発癌物質を含む有害な化合物への曝露など）によるもので
あってもよい。「リスクがある」被験体という用語は、「疾患を患う」被験体、すなわち
、疾患の１つまたは複数の症状を経験中である被験体を含む。本発明がいかなる特定の徴
候または症状にも限定されないものとする。したがって、本発明は、不顕性症状から末期
の疾患まで任意の範囲の疾患を経験中である被験体であって、疾患に関連した徴候（例え
ば、徴候および症状）の少なくとも１つを示す被験体を包含する。
【００４１】
　「癌細胞」とは、以前に記載されているように（Ｐｉｔｏｔら、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａ
ｌｓ　ｏｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ、１５－２８（１９７８））、多段階の新生物進行の初期
、中間期、または進行期に至る細胞を指す。これには、「前癌細胞」（すなわち、「過形
成細胞および異形成細胞」）を含む、新生物進行の初期、中間期、および進行期における
細胞、ならびに異形成細胞の新生物進行の進行期における新生物細胞が挙げられる。
【００４２】
　「転移性」癌細胞とは、原発癌部位（すなわち、癌細胞が正常細胞、過形成細胞、また
は異形成細胞から最初に形成された場所）から原発部位以外の部位へ移動している（ｔｒ
ａｎｓｌｏｃａｔｅｄ）癌細胞を指し、その原発部位以外の部位で、移動した癌細胞が留
まり、増殖する。
【００４３】
　「癌」とは、卵巣癌、乳癌、肺癌、前立腺癌、子宮頸癌、膵臓癌、結腸癌、胃癌、食道
癌、口腔癌、舌癌、歯肉癌、皮膚癌（例えば、黒色腫、基底細胞癌腫、カポジ肉腫など）
、筋肉癌、心臓癌、肝臓癌、気管支癌、軟骨癌、骨癌、精巣癌、腎臓癌、子宮内膜癌、子
宮癌、膀胱癌、骨髄癌、リンパ腫癌、脾臓癌、胸腺癌、甲状腺癌、脳癌、ニューロン癌、
中皮腫、胆嚢癌、眼癌（例えば、角膜の癌、ブドウ膜の癌、脈絡膜の癌、黄斑の癌、硝子
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体液癌など）、関節癌（滑膜癌など）、神経膠芽腫、リンパ腫、および白血病などの、転
移性であっても、転移性でなくてもよい複数の癌細胞を指す。
【００４４】
　本明細書で用いられる場合、「試料」および「検体」は、生物学的源、ならびに生体試
料または環境試料と接触する試料採取デバイス（例えば、スワブ）から得られ、および／
または由来する任意の組成物を含むように、それらの最も広い意味で用いられる。「生体
試料」には、体液（尿、血液、血漿、糞便、脳脊髄液（ＣＳＦ）、精液、痰、および唾液
など）ならびに固形組織を含む、被験体から得られるものが挙げられる。生体試料にはま
た、細胞（例えば、細胞系、組織から単離された細胞（単離された細胞は、組織からの単
離後、培養されていても、培養されていなくてもよい）、組織学的分析および／または免
疫組織化学的分析のために固定された細胞などの固定細胞）、組織（生検材料など）、細
胞抽出物、組織抽出物、ならびに細胞および／または組織から単離された核酸（例えば、
ＤＮＡおよびＲＮＡ）などが挙げられる。これらの例は例示であり、本発明に適用可能な
試料型を限定するものとして解釈されるべきではない。
【００４５】
　関心対象となる細胞（癌細胞など）による「ＭＵＣ１６の過剰発現」とは、対照細胞（
非癌性細胞、正常細胞など）と比較して、関心対象となる細胞によって発現するＭＵＣ１
６タンパク質および／またはｍＲＮＡのより高いレベルを指す。
【００４６】
　細胞に関する場合の「内部に取り込む」とは、細胞外媒体から細胞膜および／または細
胞質へ入ることを指す。
【００４７】
　配列（例えば、アミノ酸配列またはヌクレオチド配列）に関する場合の「グリコシル化
された」とは、１つ以上のサッカライドに共有結合により連結されている配列を指す。
【００４８】
　「薬学的」組成物および「生理学的に耐えられ得る」組成物とは、薬学的分子、すなわ
ち、被験体へまたは被験体上へ投与する能力があり、かつ被験体に投与された場合、例え
ば、有害反応またはアレルギー反応、めまい、胃の不調、毒性などの望ましくない作用を
実質的に生じない分子を含有する組成物を指す。好ましくはまた、薬学的分子は、本発明
の組成物の活性を実質的に低下させない。薬学的分子には、「希釈剤」（すなわち、「キ
ャリア」）分子および賦形剤が挙げられる。
【００４９】
　分子の「免疫原的有効」量および「抗原的有効」量とは、特定の体液性免疫応答（（可
溶性抗体応答を誘発することを含む））および／または細胞媒介性免疫応答（細胞傷害性
Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答を誘発することを含む）を誘導する能力がある分子の量を、交
換可能に指す。
【００５０】
　疾患を「処置する」とは、疾患の１つまたは複数の症状（客観的、主観的、病理学的、
臨床的、不顕性など）を軽減することを指す。
【００５１】
　第２の試料に対して（または第２の被験体に対して）、第１の試料における（または第
１の被験体における）任意の分子（例えば、アミノ酸配列および核酸配列、抗体など）、
細胞、および／または現象（例えば、疾患症状、分子への結合、２つの分子の結合の特異
性、２つの分子の結合の親和性、癌に対する特異性、癌に対する感度、結合の親和性、酵
素活性など）のレベルに関する場合の用語「低下させる」、「阻害する」、「減弱させる
」、「抑制する」、「減少させる」、および文法的相当語句（「より低い」、「より小さ
い」などを含む）とは、第１の試料における（または第１の被験体における）分子、細胞
、および／または現象の量が、第２の試料において（または第２の被験体において）より
、任意の技術分野容認の統計的解析方法を用いて統計的に有意である任意の量だけ低いこ
とを意味する。一実施形態において、第１の試料における（または第１の被験体における
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）分子、細胞、および／または現象の量が、第２の試料における（または第２の被験体に
おける）同じ分子、細胞、および／または現象の量より、少なくとも１０％低く、少なく
とも２５％低く、少なくとも５０％低く、少なくとも７５％低く、および／または少なく
とも９０％低い。別の実施形態において、第１の試料における（または第１の被験体にお
ける）分子、細胞、および／または現象の量が、第２の試料における（または第２の被験
体における）同じ分子、細胞、および／または現象の量より、非限定的に、１０％から１
００％まで、２０％から１００％まで、３０％から１００％まで、４０％から１００％ま
で、５０％から１００％まで、６０％から１００％まで、７０％から１００％まで、８０
％から１００％まで、および９０％から１００％まで低いなどの、５％から１００％まで
の任意の数値のパーセンテージだけ低い。一実施形態において、第１の被験体は、本発明
の組成物および／または方法を用いて操作されている被験体によって例示されるが、それ
に限定されない。さらなる実施形態において、第２の被験体は、本発明の組成物および／
または方法を用いて操作されていない被験体によって例示されるが、それに限定されない
。代替の実施形態において、第２の被験体は、第１の被験体と比較して、異なる投与量で
、および／または異なる持続期間で、および／または異なる投与経路を介して、本発明の
組成物および／または方法を用いて操作されている被験体によって例示されるが、それに
限定されない。一実施形態において、第１の被験体と第２の被験体は、本発明の組成物お
よび／または方法の異なる投与計画（例えば、投与量、持続期間、投与経路など）の効果
が１つの個体において決定されるように求められる場合など、同じ個体であってもよい。
別の実施形態において、第１の被験体と第２の被験体は、臨床試験に参加している１つの
個体と入院中の別の個体への本発明の組成物および／または方法の効果を比較する場合な
ど、異なる個体であってもよい。
【００５２】
　第２の試料に対して（または第２の被験体に対して）、第１の試料における（または第
１の被験体における）任意の分子（例えば、アミノ酸配列および核酸配列、抗体など）、
細胞、および／または現象（例えば、疾患症状、分子への結合、２つの分子の結合の特異
性、２つの分子の結合の親和性、癌に対する特異性、癌に対する感度、結合の親和性、酵
素活性など）のレベルに関する場合の用語「増加させる」、「上昇させる」、「上げる」
、および文法的相当語句（「より高い」、「より大きい」などを含む）とは、第１の試料
における（または第１の被験体における）分子、細胞、および／または現象の量が、第２
の試料において（または第２の被験体において）より、任意の技術分野容認の統計的解析
方法を用いて統計的に有意である任意の量だけ高いことを意味する。一実施形態において
、第１の試料における（または第１の被験体における）分子、細胞、および／または現象
の量が、第２の試料における（または第２の被験体における）同じ分子、細胞、および／
または現象の量より、少なくとも１０％多く、少なくとも２５％多く、少なくとも５０％
多く、少なくとも７５％多く、および／または少なくとも９０％多い。これには、非限定
的に、第２の試料における（または第２の被験体における）同じ分子、細胞、および／ま
たは現象の量より、少なくとも１０％多く、少なくとも１５％多く、少なくとも２０％多
く、少なくとも２５％多く、少なくとも３０％多く、少なくとも３５％多く、少なくとも
４０％多く、少なくとも４５％多く、少なくとも５０％多く、少なくとも５５％多く、少
なくとも６０％多く、少なくとも６５％多く、少なくとも７０％多く、少なくとも７５％
多く、少なくとも８０％多く、少なくとも８５％多く、少なくとも９０％多く、および／
または少なくとも９５％多い、第１の試料における（または第１の被験体における）分子
、細胞、および／または現象の量が挙げられる。一実施形態において、第１の被験体は、
本発明の組成物および／または方法を用いて操作されている被験体によって例示されるが
、それに限定されない。さらなる実施形態において、第２の被験体は、本発明の組成物お
よび／または方法を用いて操作されていない被験体によって例示されるが、それに限定さ
れない。代替の実施形態において、第２の被験体は、第１の被験体と比較して、異なる投
与量で、および／または異なる持続期間で、および／または異なる投与経路を介して、本
発明の組成物および／または方法を用いて操作されている被験体によって例示されるが、
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それに限定されない。一実施形態において、第１の被験体と第２の被験体は、本発明の組
成物および／または方法の異なる投与計画（例えば、投与量、持続期間、投与経路など）
の効果が１つの個体において決定されるように求められる場合など、同じ個体であっても
よい。別の実施形態において、第１の被験体と第２の被験体は、臨床試験に参加している
１つの個体と入院中の別の個体への本発明の組成物および／または方法の効果を比較する
場合など、異なる個体であってもよい。
【００５３】
　任意の分子および／または現象のレベルに関する場合の用語「変化させる」および「改
変する」とは、増加または減少を指す。
【００５４】
　本明細書における任意の数値的な範囲への言及は、その範囲によって包含されるそれぞ
れの数値（小数値および整数を含む）を含む。例として、非限定的に、本明細書における
「少なくとも５０」の範囲への言及は、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５
７、５８、５９、６０などの整数および小数値５０．１、５０．２、５０．３、５０．４
、５０．５、５０．６、５０．７、５０．８、５０．９などを含む。さらなる例において
、本明細書における「５０未満」の範囲への言及は、整数４９、４８、４７、４６、４５
、４４、４３、４２、４１、４０など、および小数値４９．９、４９．８、４９．７、４
９．６、４９．５、４９．４、４９．３、４９．２、４９．１、４９．０などを含む。な
お別の例において、本明細書における「５から１０まで」の範囲への言及は、５、６、７
、８、９、および１０の各整数、ならびに５．１、５．２、５．３、５．４、５．５、５
．６、５．７、５．８、５．９などの各小数値を含む。
【００５５】
　発明の説明
　本発明は、ポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合する抗体およびその抗原
結合断片であって、そのポリペプチドが、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド、ｂ
）ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペプチド、およびｃ）システインループポリペプチドを
含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドから選択される、抗体およびその抗原結
合断片を提供する。本発明の抗体およびそれらを含有する組成物は、癌などのＭＵＣ１６
が過剰発現している疾患についての診断的および治療的適用に有用である。
【００５６】
　合成ペプチドを用いて、本発明者らは、推定の切断部位に対して近位にある、細胞によ
って保持されるＭＵＣ１６のカルボキシ末端部分に対する新規の特異的抗体を産生させた
。これらの抗体を、蛍光活性化細胞ソーティング分析、酵素結合イムノアッセイ、ウェス
タンブロット分析、および免疫組織化学検査を用いて特徴づけた。選択されたモノクロー
ナル抗体のそれぞれは、組換えＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４タンパク質、およびＭＵＣ
１６を形質移入したＳＫＯＶ３細胞系に対して反応性であった。３つの抗体、４Ｈ１１、
９Ｃ９、および４Ａ５抗体は、形質移入したＳＫＯＶ３細胞のウェスタンブロット分析お
よび飽和結合研究によって高い親和性を実証し、抗体の内部移行を示した。新規抗体４Ｈ
１１に関して免疫組織化学的の陽性であることは、ＯＣ１２５と類似していたが、重要な
違いがあり、それには、小葉乳癌およびわずかなパーセンテージのＯＣ１２５陰性卵巣癌
腫におけるびまん性の陽性が挙げられ、それは強くかつびまん性の４Ｈ１１抗体結合を示
した。
【００５７】
　本発明の組成物および方法は、診断的および治療的適用に、加えて、膜受容体輸送およ
び細胞内事象などの生物学的研究に有用である。診断的適用には、例えば、免疫組織化学
検査、Ｘ線画像化、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、蛍光活性化細胞ソーティ
ング（ＦＡＣＳ）、ウェスタンブロット、および／または免疫沈降検出を用いる癌の検出
が挙げられる。
【００５８】
　本発明はさらに、（Ａ）ＭＵＣ１６、（Ｂ）先行技術の抗体、（Ｃ）本発明の抗体、（
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Ｄ）ハイブリドーマ細胞系、（Ｅ）細胞傷害性物質および／またはプロドラッグに連結さ
れた本発明の抗体のコンジュゲート、（Ｆ）Ｍｕｃ１６部分の検出および診断的適用、な
らびに（Ｇ）治療的適用の項目下で記載されている。
【００５９】
　Ａ．ＭＵＣ１６
　「ＭＵＣ１６」、「ＭＵＣ－１６」、および「ムチン１６」とは交換可能に、連結型ム
チンのファミリーの一部であるＩ型膜タンパク質を指す。Ｍｕｃ１６の概略図は図１０に
あり、例示的なヒトＭｕｃ１６アミノ酸配列（配列番号１３）は図９Ａに示されている。
マウスＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番号２４）とヒトＭＵＣ１６アミノ酸配列（配列番
号２５）のアラインメントは図２０Ｂに示されている。用語「１型タンパク質」とは、細
胞、およびウイルスなどの脂質二重層に少なくとも部分的に埋め込まれており、かつ細胞
、およびウイルスなどの脂質二重層に埋め込まれた膜貫通ドメイン（ＴＭ）配列を含有す
る「膜タンパク質」を指す。ＴＭドメインのＮＨ２末端側のそのタンパク質の部分は、膜
の外部側で露出しており、ＣＯＯＨ末端部分は細胞質側で露出している。
【００６０】
　最近、ＭＵＣ１６／ＣＡ１２５をコードするｃＤＮＡの配列が２００１年にＹｉｎおよ
びＬｌｏｙｄによって記載され、２００２年にＯ’Ｂｒｉｅｎによって完成された（１０
～１２）。完全なＭＵＣ１６タンパク質は、潜在的リン酸化部位を有する細胞質側尾部、
膜貫通ドメイン、および見かけ上の切断部位に対して近位にある外部ドメインからなる様
々な構成要素を有する。切断部位に対して遠位においては、遊離される外部のドメインが
、それぞれが多くの潜在的グリコシル化部位を有する、１５６個のアミノ酸の１６～２０
個のタンデムリピートを含有する（１１）。全体の反復配列構造（図１０）は、哺乳類に
わたってよく保存されているが、その反復配列は、正確なアミノ酸組成において完全に同
一というわけではない。
【００６１】
　ＭＵＣ１６タンパク質は、ＭＵＣ１とＭＵＣ４の両方を含む、連結型ムチンのファミリ
ーの一部である（１３）。ＭＵＣ１は、様々な組織に存在し、βカテニン経路を介してシ
グナル伝達し、ＥＧＦ受容体と相互作用するようであり、薬物抵抗性を媒介し、そして癌
遺伝子として作用することができる（１４～１７）。ＭＵＣ４タンパク質もまた、様々な
組織に発現しているが、胃腸管（ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｔｒａｃｋ）の新
生物によく見られる（１８～２０）。対照的に、ＣＡ１２５抗原は、その分布がより限定
されており、おもに、婦人科系の組織に存在し、ミュラー管新生物において過剰発現する
（２１）。しかしながら、ＯＣ１２５抗体によって認識されるＣＡ１２５抗原は、より大
きいＭＵＣ１６タンパク質のタンデムリピート領域に発現する、高度にグリコシル化され
た抗原である。この糖タンパク質は、典型的には、ＭＵＣ１６ペプチドバックボーンの細
胞外ドメインにおける推定の切断部位から脱落する。
【００６２】
　したがって、「ＭＵＣ１６」タンパク質は、（ａ）「細胞質ドメイン」、（ｂ）「膜貫
通ドメイン」、および（ｃ）「細胞外ドメイン」を含有する。ＭＵＣ１６細胞外ドメイン
は、タンデムリピートの非グリコシル化外部ドメインと大きなグリコシル化外部ドメイン
との間に切断部位を含有する。
【００６３】
　用語「細胞質ドメイン」、「細胞質側尾部」、および「ＣＴ」は、細胞、およびウイル
スなどの脂質二重層の細胞質側にあるタンパク質配列およびその部分を指すように交換可
能に用いられる。タンパク質のＣＴを決定するための方法は当技術分野において知られて
いる（Ｅｌｏｆｓｓｏｎら、（２００７）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．７６：１
２５－１４０；Ｂｅｒｎｓｅｌら、（２００５）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１４
：１７２３－１７２８）。
【００６４】
　用語「膜貫通ドメイン」および「ＴＭ」は、細胞、およびウイルスなどの脂質二重層に
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かかるタンパク質配列およびその部分を指すように交換可能に用いられる。タンパク質の
ＴＭを決定するための方法は当技術分野において知られている（Ｅｌｏｆｓｓｏｎら、（
２００７）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．７６：１２５－１４０；Ｂｅｒｎｓｅｌ
ら、（２００５）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１４：１７２３－１７２８）。
【００６５】
　用語「外部ドメイン」および「細胞外ドメイン」は、膜タンパク質に関する場合、細胞
、およびウイルスなどの脂質二重層の細胞外側で露出しているそのタンパク質の部分を指
すように交換可能に用いられる。タンパク質の外部ドメインを決定するための方法は当技
術分野において知られている（Ｓｉｎｇｅｒ（１９９０）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌ．６：２４７－２９６、およびＨｉｇｈら、（１９９３）Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ
ｌ．１２１：７４３－７５０、およびＭｃＶｅｃｔｏｒ　ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｏｘｆｏｒ
ｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ）。
【００６６】
　図９の例示的なＭｕｃ１６は、（ａ）細胞内シグナル伝達機構と相互作用する、アミノ
酸１４４７６から１４５０７まで：ｖｔｔｒｒ　ｒｋｋｅｇｅｙｎｖｑ　ｑｑｃｐｇｙｙ
ｑｓｈ　ｌｄｌｅｄｌｑ（配列番号１６）の「ＭＵＣ１６細胞質ドメイン」；（ｂ）原形
質膜にかかる、アミノ酸１４４５２から１４４７５まで：ｆｗａｖｉｌｉｇｌ　ａｇｌｌ
ｇｖｉｔｃｌ　ｉｃｇｖｌ（配列番号１４）の「ＭＵＣ１６膜貫通ドメイン」；および（
ｃ）タンデムリピートの非グリコシル化外部ドメインと大きなグリコシル化外部ドメイン
との間に切断部位を含有する、アミノ酸１～１４３９２（配列番号１３）の「ＭＵＣ１６
細胞外ドメイン」を含有する。「ＭＵＣ１６外部ドメイン」は、図９Ａの配列番号１３の
アミノ酸１４３９４から１４４５１まで：ｎｆｓｐｌａｒ　ｒｖｄｒｖａｉｙｅｅ　ｆｌ
ｒｍｔｒｎｇｔｑ　ｌｑｎｆｔｌｄｒｓｓ　ｖｌｖｄｇｙｓｐｎｒ　ｎｅｐｌｔｇｎｓｄ
ｌ　ｐ（配列番号１７）によって例示される。
【００６７】
　例示的なＭＵＣ１６外部ドメインは、ポリペプチド１（配列番号１３のアミノ酸１４３
９４から１４４１０までである、ｎｆｓｐｌａｒ　ｒｖｄｒｖａｉｙｅｅ（配列番号０１
））、およびポリペプチド２（配列番号１３のアミノ酸１４４２５から１４４４２までで
ある、ｔｌｄｒｓｓ　ｖｌｖｄｇｙｓｐｎｒ　ｎｅ（配列番号０２））の両方を含有し、
それらに対して、本発明の例示的な抗体が産生された。ポリペプチド３：ｃｇｖｌｖｔｔ
ｒｒ　ｒｋｋｅｇｅｙｎｖｑ　ｑｑ（配列番号０３）は、配列番号１３のアミノ酸１４４
７２から１４４９２までであり、膜貫通ドメイン部分（ｃｇｖｌ）および細胞質ドメイン
部分（ｖｔｔｒｒ　ｒｋｋｅｇｅｙｎｖｑ　ｑｑ（配列番号１８））の両方を含有する。
したがって、ＣＧＶＬは、それが膜貫通ドメインの一部であるので、配列番号０３におい
て任意選択である。
【００６８】
　ポリペプチド４（ｋｓｙｆ　ｓｄｃｑｖｓｔｆｒｓ　ｖｐｎｒｈｈｔｇｖｄ　ｓｌｃｎ
ｆｓｐｌ（配列番号１５））は、Ｍｕｃ１６細胞外ドメインの非グリコシル化部分に位置
し、配列番号１３のアミノ酸１４３６７から１４３９８までであり、システインループポ
リペプチド：ｃｑｖｓｔｆｒｓｖｐｎｒｈｈｔｇｖｄｓｌｃ（配列番号１３）を含有する
。
【００６９】
　Ｂ．先行技術の抗体
　ＭＵＣ１６／ＣＡ１２５抗原の発現は、長い間、婦人科系の組織と関連づけられてきた
。「ＣＡ１２５」、「ＣＡ－１２５」、「切断されたＣＡ１２５」、および「切断された
ＣＡ－１２５」は交換可能に、切断部位に対して遠位にある、連結型ムチンＭＵＣ１６の
グリコシル化外部ドメインを指す（Ｐａｙｎｅら、米国特許第７，２０２，３４６号）。
この遊離される外部のドメインは、それぞれが潜在的グリコシル化部位を有する、１５６
個のアミノ酸の１６～２０個のタンデムリピートを含有する。１９個のアミノ酸の見かけ
のシステインに基づいたジスルフィドループが、全ての反復配列に存在し、Ｎ末端は、高
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度にＯ－グリコシル化されているヘアブラシ構造を含有する（１１）。推定サイズは、タ
ンパク質部分について２．５ＭＤであり、糖質を加えると、これは５ＭＤまで増加し得る
（１０、２６）。
【００７０】
　ＣＡ１２５は、一般的なスクリーニングツールとして用いられるのに十分な感度も特異
性もないが、卵巣癌腫を有する患者をモニターするために日常的に用いられている。ＣＡ
１２５を測定するために用いられる試験は、診断を目的として免疫組織化学的染色が日常
的に実施されているように、抗体に基づいた検出方法である。ＭＵＣ１６に対する２６個
の抗体のエピトープ特異性は、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｏ
ｎｃｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＩＳ
ＯＢＭ）　ＴＤ－１　Ｗｏｒｋｓｈｏｐからの最初のレポートにおいて研究されており、
２２個の抗体の免疫組織化学への適用が、ＴＤ－１　Ｗｏｒｋｓｈｏｐからの２番目のレ
ポートにおいて報告された（７、２１）。既存の抗体は、ＯＣ１２５様、Ｍ１１様、また
はＯＶ１９７様として分類され、既知の抗体の全てが、推定の切断部位に対して遠位にあ
る、連結型ムチンＭＵＣ１６の外部のドメイン内の反復するグリコシル化エレメント中の
ＣＡ１２５エピトープを認識した。
【００７１】
　ＯＣ１２５を含むＭＵＣ１６反応性抗体の大部分は、もっぱらその分子の切断部分に存
在するグリコシル化依存性抗原と反応するため、ＭＵＣ１６発現の真の分布は知られてい
ない（２１）。切断およびＣＡ１２５遊離後の残留ＭＵＣ１６タンパク質断片の運命を追
跡するのに利用可能な抗体は現在、存在しない。
【００７２】
　Ｃ．本発明の抗体
　ヒトＭＵＣ１６の生物学的特徴をより良く探求するために、本発明者らは、推定の切断
部位に対して近位にある、ＭＵＣ１６－カルボキシ末端の細胞外部分に対するモノクロー
ナル抗体、ならびに内部の細胞質ドメインに対する１つのモノクローナル抗体を誘導した
。先行の抗体とは対照的に、これらは、ＭＵＣ１６のペプチドバックボーンに対して誘導
され、複合糖タンパク質エピトープに向けられていない。これらのエピトープは、切断部
位に対して近位にあるので、それらは、循環中に見出される可能性が低く、診断方法およ
び治療的介入に新規な標的を提供する。本明細書におけるデータは、ＭＵＣ１６ペプチド
バックボーンに対して発生した例示的な抗体の同定および特徴づけを実証している。
【００７３】
　本発明者らは、ＭＵＣ１６の切断されない、非グリコシル化のペプチドバックボーンに
向けられる新規の抗体を開発している。これらは、４Ｈ１１抗体および９Ｃ９抗体の両方
によって例示され、それらは、ＭＵＣ１６の切断されない外部ドメイン内のペプチド配列
と反応し、卵巣癌細胞系の表面で、およびヒト卵巣癌の外科標本由来のパラフィン固定組
織において、検出可能である。抗体は、高親和性を示し、ＭＵＣ１６の外部ドメインに結
合した場合、卵巣癌細胞によって内部へ容易に取り込まれる。これは、ＭＵＣ１６の近位
の部分が、ムチンのより遠位の切断される部分から独立した生物学的特徴を有することを
示唆する。それはまた、ＭＵＣ１６の近位の部分が、診断的および治療的介入に好都合の
標的を提供し得ることを示唆する。ＭＵＣ１６のペプチドバックボーンを標的にすること
により、遺伝子操作された細胞、リポソーム、または本発明の抗体との結合体化を含む抗
体コンジュゲートに、特異性の高い組織送達をもたらす。
【００７４】
　抗体４Ｈ１１によって例示される本発明の抗体は、免疫組織化学検査におけるツールと
して有用である。本明細書におけるデータは、４Ｈ１１が、高悪性度の漿液性卵巣癌腫に
対して相対的に特異性があることを示している。浸潤性小葉乳癌腫は、主な例外であり、
４Ｈ１１によって検出された場合、広範囲のＭＵＣ１６タンパク質を示す。乳房の小葉癌
腫は、漿膜表面へ転移する性向によって特徴づけられる独特な生物学的特徴を有する（２
７）。ＭＵＣ１６は、メソテリンの同種結合パートナーであるため、これは、小葉癌につ



(26) JP 5837567 B2 2015.12.24

10

20

30

40

50

いて重要な意味を有し得る（２８）。ＯＣ１２５と４Ｈ１１についての不一致率はまた、
４Ｈ１１が卵巣癌腫のサブセットにおいて、ＯＣ１２５から独立した、追加の情報を提供
する可能性があることを示唆する。ＯＣ１２５に関して陰性であるいくつかの腫瘍は、Ｍ
ＵＣ１６糖タンパク質の細胞質部分および細胞外部分を保持し、上記分子のそれらの部分
は、悪性表現型において潜在的に重要なシグナル伝達に関与する可能性がある。
【００７５】
　したがって、一実施形態において、本発明は、ポリペプチドまたはその抗原性部分に特
異的に結合する、単離された抗体またはその抗原結合断片であって、そのポリペプチドが
、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド（ＮＦＳＰＬＡＲ　ＲＶＤＲＶＡＩＹＥＥ　
ＦＬＲＭＴＲＮＧＴＱ　ＬＱＮＦＴＬＤＲＳＳ　ＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲ　ＮＥＰＬＴＧＮ
ＳＤＬ　Ｐ（配列番号１７）によって例示される）、ｂ）ＭＵＣ１６細胞質ドメインポリ
ペプチド（ＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号１８）によって例示され
、それは、
【００７６】

【数６】

のそれぞれの内に含有されている）、およびｃ）システインループポリペプチド：ＣＱＶ
ＳＴＦＲＳＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細胞外ド
メインポリペプチドによって例示される、単離された抗体またはその抗原結合断片を提供
する。
【００７７】
　本発明の抗体の１つの利点は、抗体が細胞の内部へ移行することであり、それにより、
疾患治療などの、細胞の内部への送達に適用するのに有用である。細胞によって内部移行
する分子に関する場合、「内部移行する」とは、細胞膜の細胞外表面と接触している分子
の、細胞膜を横切っての、細胞膜の細胞内表面および／または細胞の細胞質への通過を指
す。内部移行を決定するための方法は、本明細書に開示されており、それには、細胞の内
部での放射標識分子の検出が挙げられる（図５Ｂ）。
【００７８】
　一実施形態において、本発明の抗体は、ポリペプチド１：ＮＦＳＰＬＡＲＲＶＤＲＶＡ
ＩＹＥＥ（配列番号０１）およびポリペプチド２：ＴＬＤＲＳＳＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲＮ
Ｅ（配列番号０２）からなる群から選択されるポリペプチドを含むＭＵＣ１６外部ドメイ
ンポリペプチドに特異的に結合する。本明細書におけるデータは、本発明の抗体が、ＧＳ
Ｔ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４に特異的に結合することを示している（実施例２、表１Ａ）。
本発明の抗体の特異性は、ＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４精製タンパク質またはＳＫＯＶ
３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４細胞系の細胞溶解産物に結合しなかった先行技
術の抗体（例えば、ＶＫ８抗体、Ｍ１１抗体、およびＯＣ１２５抗体）とは対照的である
（実施例２、図２）。
【００７９】
　さらなる実施形態において、本発明の抗体は、Ｐａｙｎｅら、米国特許第７，２０２，
３４６号に記載された切断されたＣＡ－１２５によって例示される、グリコシル化ＭＵＣ
１６細胞外ドメインへの特異的結合を欠く。
【００８０】
　本発明の抗体のＶＬ領域およびＶＨ領域の配列を限定するつもりはないが、一実施形態
において、抗体は、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド２（配列番号０
２）に特異的に結合し、その抗体は、配列番号０６（すなわち、図８の抗体４Ｈ１１可変
重鎖（ＶＨ）アミノ酸配列）によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および配列番号０７
（すなわち、図８の抗体４Ｈ１１可変軽鎖（ＶＬ）アミノ酸配列）によってコードされる
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可変軽鎖（ＶＬ）を含む。特定の実施形態において、抗体はキメラであり、ＶＬ鎖および
ＶＨ鎖の少なくとも１つが、ヒト免疫グロブリン定常領域と融合している。
【００８１】
　同様に、本発明の抗体のＶＬ領域およびＶＨ領域の配列を限定するつもりはないが、一
実施形態において、抗体は、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド２（配
列番号０２）に特異的に結合し、その抗体は、配列番号０４（すなわち、図８の抗体４Ａ
５可変重鎖（ＶＨ）ヌクレオチド配列）によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および配
列番号０５（すなわち、図８の抗体４Ａ５可変軽鎖（ＶＬ）ヌクレオチド配列）によって
コードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。特定の実施形態において、抗体はキメラであり、
ＶＬ鎖およびＶＨ鎖の少なくとも１つが、ヒト免疫グロブリン定常領域と共有結合により
連結されている。
【００８２】
　なおまた、本発明の抗体のＶＬ領域およびＶＨ領域の配列を限定するつもりはないが、
一実施形態において、抗体は、ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドのポリペプチド１（
配列番号０１）に特異的に結合し、その抗体は、配列番号０８（すなわち、図８の抗体９
Ｂ１１可変重鎖（ＶＨ）ヌクレオチド配列）によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）およ
び配列番号０９（すなわち、図８の抗体９Ｂ１１可変軽鎖（ＶＬＡ）ヌクレオチド配列）
および配列番号１０（すなわち、図８の抗体９Ｂ１１可変軽鎖（ＶＬＢ）ヌクレオチド配
列）の少なくとも１つによってコードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。特定の実施形態に
おいて、抗体はキメラであり、ＶＬ鎖およびＶＨ鎖の少なくとも１つが、ヒト免疫グロブ
リン定常領域と共有結合により連結されている。
【００８３】
　本発明の抗体が結合する抗原源を制限するつもりはないが、一実施形態において、ＭＵ
Ｃ１６外部ドメインポリペプチドは、細胞によって発現する。本明細書におけるデータは
、本発明の例示的な抗体が、ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４を形質導入されたＳＫ
ＯＶ３細胞に結合することを示している（実施例２）。
【００８４】
　本発明の抗体が結合する抗原の配列を限定しないが、さらなる実施形態において、本発
明の抗体は、ＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号１８）を含むＭＵＣ１
６細胞質ドメインポリペプチドに特異的に結合する。特定の実施形態において、ＭＵＣ１
６細胞質ドメインポリペプチドは、ポリペプチド３：ＣＧＶＬＶＴＴＲＲＲＫＫＥＧＥＹ
ＮＶＱＱＱ（配列番号０３）を含む。いくつかの実施形態において、ＭＵＣ１６細胞質ド
メインポリペプチドは、細胞によって発現する。例えば、本明細書におけるデータは、本
発明の例示的な抗体が、ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４を形質導入されたＳＫＯＶ
３細胞に結合することを示している（実施例２）。特定の実施形態において、細胞は、抗
体の細胞への内部移行を促進するために透過処理され、その結果、抗体はそれの細胞質抗
原と接触する。
【００８５】
　なおまた、本発明の抗体が結合する抗原の配列を限定することなく、さらなる実施形態
において、本発明の抗体は、システインループポリペプチド：ＣＱＶＳＴＦＲＳＶＰＮＲ
ＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチド
に結合する。より好ましい実施形態において、ＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドは
、ポリペプチド４：ＫＳＹＦ　ＳＤＣＱＶＳＴＦＲＳ　ＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤ　ＳＬＣＮ
ＦＳＰＬ（配列番号１５）を含む。
【００８６】
　なおまた、本発明の抗体のＶＬ領域およびＶＨ領域の配列を限定するつもりはないが、
一実施形態において、抗体は、ＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプチドのポリペプチド４
（配列番号１５）に特異的に結合し、その抗体は、配列番号１１（すなわち、図８の抗体
２４Ｂ３可変重鎖（ＶＨ）アミノ酸配列）によってコードされる可変重鎖（ＶＨ）および
配列番号１２（すなわち、図８の抗体２４Ｂ３可変軽鎖（ＶＬ）アミノ酸配列）によって
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コードされる可変軽鎖（ＶＬ）を含む。
【００８７】
　本発明は、キメラ抗体（米国特許第７，６６２，３８７号参照）、モノクローナル抗体
、組換え抗体、組換え抗体の抗原結合断片、ヒト化抗体、およびファージの表面にディス
プレイされる抗体（米国特許第７，２０２，３４６号）を企図する。特に、本発明は、抗
体分子のイディオタイプ（「抗原結合領域」または「抗原結合断片」）を含有する抗体断
片を企図する。例えば、そのような抗原結合断片には、Ｆａｂ領域、Ｆ（ａｂ’）２断片
、ｐＦｃ’断片、およびＦａｂ’断片が挙げられるが、それらに限定されない。
【００８８】
　「Ｆａｂ領域」および「断片、抗原結合領域」は交換可能に、抗原を結合する場合に機
能する免疫グロブリン「Ｙ」の抗体アームの部分を指す。Ｆａｂ領域は、抗体の重鎖およ
び軽鎖、それぞれ由来の１つの定常ドメインおよび１つの可変ドメインで構成される。所
望の特異性をもつモノクローナルＦａｂ断片の迅速かつ簡単な同定を可能にするＦａｂ発
現ライブラリーの構築のための方法は、当技術分野において知られている（Ｈｕｓｅら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４６：１２７５－１２８１（１９８９））。別の実施形態において、
Ｆｃ断片およびＦａｂ断片は、免疫グロブリンモノマーを２つのＦａｂ断片およびＦｃ断
片へと切断する酵素パパインを用いることによって生成することができる。酵素ペプシン
は、ヒンジ領域より下を切断するので、「Ｆ（ａｂ’）２断片」および「ｐＦｃ断片」が
形成される。Ｆ（ａｂ’）２断片は、穏やかな還元によって２つの「Ｆａｂ’断片」へと
分裂することができる。
【００８９】
　本発明はまた、「一本鎖抗体」断片、すなわち、全抗体の可変領域または相補性決定領
域（ＣＤＲ）の少なくとも１つを有し、かつ抗体の定常ドメインの一部または全部を欠損
するアミノ酸配列を企図する。これらの定常ドメインは、抗原結合に必要ではないが、全
抗体の構造の主要な部分を構成する。一本鎖抗体断片は、全抗体より小さく、それゆえに
、全抗体より大きい毛細血管透過性を有し得、一本鎖抗体断片が局在化し、より効率的に
抗原結合部位を標的に結合することを可能にする。また、抗体断片は、原核生物細胞にお
いて相対的にラージスケールで産生することができ、したがって、それらの生成を促進す
ることができる。さらに、一本鎖抗体断片の相対的に小さいサイズにより、それらがレシ
ピエントにおいて免疫応答を誘発する可能性を全抗体より低くさせる。一本鎖抗体の作製
のための技術は知られている（米国特許第４，９４６，７７８号）。重鎖および軽鎖の可
変領域は、一緒に融合して、「一本鎖可変断片」（「ｓｃＦｖ断片」）を形成することが
でき、それはＦａｂ断片のサイズの半分だけであり、それでもなお、親免疫グロブリンの
元の特異性を保持する。
【００９０】
　「Ｆｃ領域」および「断片、結晶化可能領域」は交換可能に、免疫細胞活性を調節する
役割を果たす免疫グロブリン「Ｙ」の底部の部分を指す。Ｆｃ領域は、抗体のクラスに依
存して２つまたは３つの定常ドメインを与える２つの重鎖で構成される。特定のタンパク
質に結合することによって、Ｆｃ領域は、各抗体が所定の抗原に対して適切な免疫応答を
生じることを確実にする。Ｆｃ領域はまた、Ｆｃ受容体などの様々な細胞受容体、および
補体タンパク質などの他の免疫分子に結合する。これを行うことによって、Ｆｃ領域は、
オプソニン作用、細胞溶解、ならびにマスト細胞、好塩基球、および好酸球の脱顆粒を含
む異なる生理学的効果を媒介する。実験設定において、Ｆｃ断片およびＦａｂ断片は、免
疫グロブリンモノマーを酵素パパインで２つのＦａｂ断片およびＦｃ断片へ切断すること
によって、実験室内で生成することができる。
【００９１】
　本発明は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を企図する。「ポリクローナ
ル抗体」とは、複数種の単一クローンのプラズマ細胞から産生された免疫グロブリンを指
す；対照的に、「モノクローナル抗体」とは、単一クローンのプラズマ細胞から産生され
た免疫グロブリンを指す。所望のポリペプチドに特異的であるポリクローナル抗体および
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モノクローナル抗体を作製するための一般的な方法が利用できる。モノクローナル抗体お
よびポリクローナル抗体の産生について、様々な宿主動物を、本発明における関心対象と
なる任意の分子に対応するペプチドの注射によって免疫することができ、その宿主動物に
は、ハムスター、ウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギなどが挙げられるが、それらに
限定されない。モノクローナル抗体の調製について、細胞系の連続培養による抗体分子の
産生を与える任意の技術を用いてもよい（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ、ＮＹ参照）。これらには、ＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（Ｋｏｅｈｌｅ
ｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５－４９７（１９７５））によ
って最初に開発されたハイブリドーマ技術、無菌（ｇｅｒｍ－ｆｒｅｅ）動物を用いて、
ＰＣＴ／ＵＳ９０／０２５４５に記載されたものなどのテクノロジーを利用する技術、加
えて、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（例えば、Ｋｏｚｂｏｒら、Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ、４：７２（１９８３）参照）、およびヒトモノクローナル抗体
を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，
Ｉｎｃ．、７７－９６ページ（１９８５））が挙げられるが、それらに限定されない。本
発明のいくつかの特定の好ましい実施形態において、本発明はモノクローナル抗体を提供
する。
【００９２】
　キメラ抗体もまた企図される。本明細書に用いられる場合、用語「キメラ抗体」は、典
型的には２つの異なる種の、２つの異なる抗体の部分を含有する。例えば、Ｃａｂｉｌｌ
ｙらに対する米国特許第４，８１６，５６７号；Ｓｈｏｅｍａｋｅｒらに対する米国特許
第４，９７８，７４５号；Ｂｅａｖｅｒｓらに対する米国特許第４，９７５，３６９号；
およびＢｏｓｓらに対する米国特許第４，８１６，３９７号を参照されたい。キメラ抗体
は、一価、二価、または多価免疫グロブリンを含む。一価キメラ抗体は、キメラＬ鎖とジ
スルフィド架橋を介して結合したキメラＨ鎖によって形成されるダイマー（ＨＬ）である
。二価キメラ抗体は、少なくとも１つのジスルフィド架橋を介して結合した２つのＨＬダ
イマーによって形成されるテトラマー（Ｈ２Ｌ２）である。多価キメラ抗体もまた、例え
ば、凝集するＨｃ領域（例えば、ＩｇＭ　Ｈ鎖）を用いることによって、作製することが
できる。
【００９３】
　本発明はまた、「ヒト化抗体」、すなわち、ヒト抗体定常領域に実質的に、または独占
的に由来する定常領域、およびヒト以外の哺乳類由来の可変領域の配列に実質的に、また
は独占的に由来する可変領域を有するキメラ抗体を企図する。ヒト化抗体は、好ましくは
、対応するヒト抗体領域に実質的に、または独占的に由来する、定常領域、および相補性
（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）決定領域（ＣＤＲ）以外の可変領域、ならびにヒト以外の哺乳
類に実質的に、または独占的に由来するＣＤＲを有する。したがって、一実施形態におい
て、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域由来の残基が、所望の特異性、親和性、お
よび能力（ｃａｐａｃｉｔｙ）を有するマウス、ラット、ウサギ、または非ヒト霊長類な
どの非ヒト種の超可変領域（ドナー抗体）由来の残基によって置き換えられている、ヒト
免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのＦ
ｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基が、対応する非ヒト残基によって置き換えられている
。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体に見出されない残基を含ん
でもよい。これらの改変は、一般的に、抗体のパフォーマンスをさらに精巧にするために
行われる。一般的に、ヒト化抗体は、超可変ループの全部または実質的に全部が非ヒト免
疫グロブリンの超可変ループに対応し、かつＦＲ残基の全部または実質的に全部がヒト免
疫グロブリン配列のＦＲ残基である、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの
実質的に全部を含む。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型的には
ヒト免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでもよい。ヒト化抗体は、ヒトハ
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イブリドーマを用いること（Ｃｏｔｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．
Ｓ．Ａ．８０：２０２６－２０３０（１９８３））、またはインビトロでヒトＢ細胞をＥ
ＢＶウイルスで形質転換することによること（Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ、
７７－９６ページ（１９８５））を含む、当技術分野において知られた方法、例えば、Ｗ
ｉｎｔｅｒらに対する米国特許第５，２２５，５３９号を用いて作製されてもよい。追加
の方法として、例えば、ヒト免疫グロブリン鎖遺伝子を含有し、かつヒト免疫グロブリン
遺伝子によってコードされる様々なアイソタイプの抗体のレパートリーを作製するために
これらの遺伝子を発現する能力があるトランスジェニック非ヒト動物の作製が挙げられる
（米国特許第５，５４５，８０６号、同第５，５６９，８２５号、および同第５，６２５
，１２６号）。ヒト化抗体はまた、例えばマウス抗体の相補性決定領域をヒトフレームワ
ークドメインの中に置き換えることによって作製されてもよい（ＰＣＴ公開第ＷＯ９２／
２２６５３号）。
【００９４】
　重要なことには、抗体をヒト化するための初期の方法は、非ヒト抗体の出発材料より低
い親和性をもつ抗体を生じる場合が多かった。抗体をヒト化する、より最近のアプローチ
は、ＣＤＲに変更を加えることによってこの問題と取り組んでいる。参照により本明細書
に組み入れられている、米国特許出願第２００４０１６２４１３号を参照されたい。いく
つかの実施形態において、本発明のヒト化抗体は、ドナーのヘテロマー可変領域より同等
またはより高い抗原結合親和性を有する最適化されたヘテロマー可変領域（例えば、完全
抗体である他の分子（ａ　ｆｕｌｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｏｔｈｅｒ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ
）の部分であってもよいし、そうでなくてもよい）を含有し、上記ドナーのヘテロマー可
変領域が３つのドナーの軽鎖ＣＤＲを含み、かつその最適化されたヘテロマー可変領域が
、ａ）ｉ）４つの変化のないヒト生殖系列軽鎖フレームワーク領域、およびｉｉ）３つの
変化した軽鎖可変領域ＣＤＲを含む変化した軽鎖可変領域を含み、上記３つの変化した軽
鎖可変領域ＣＤＲのうちの少なくとも１つがドナーの軽鎖ＣＤＲ変異体であり、かつ上記
ドナーの軽鎖ＣＤＲ変異体が、上記３つのドナーの軽鎖ＣＤＲのうちの１つと比較してた
った１つ、２つ、３つ、または４つの位置において異なるアミノ酸を含む（例えば、少な
くとも１つのドナーの軽鎖ＣＤＲ変異体は、１個、２個、３個、または４個のアミノ酸の
違いを除いて、ドナーの軽鎖ＣＤＲのうちの１つと同一である）。
【００９５】
　ヒト抗体由来の定常領域に、または毒素に、または細胞傷害性効果をもつ分子に融合し
ているアミノ酸配列を含有するキメラ抗体は、当技術分野において知られている（例えば
、米国特許第７，５８５，９５２号；同第７，２２７，００２号；同第７，６３２，９２
５号；同第７，５０１，１２３号；同第７，２０２，３４６号；同第６，３３３，４１０
号；同第５，４７５，０９２号；同第５，５８５，４９９号；同第５，８４６，５４５号
；同第７，２０２，３４６号；同第６，３４０，７０１号；同第６，３７２，７３８号；
同第７，２０２，３４６号；同第５，８４６，５４５号；同第５，５８５，４９９号；同
第５，４７５，０９２号；同第７，２０２，３４６号；同第７，６６２，３８７号；同第
６，４２９，２９５号；同第７，６６６，４２５号；および同第５，０５７，３１３号）
。
【００９６】
　特定の抗原に特異的である抗体を、当技術分野において知られた方法（例えば、米国特
許第７，２０２，３４６号）および本明細書に開示された方法を用いてスクリーニングし
てもよい。例えば、抗体の産生において、所望の抗体のスクリーニングは、ラジオイムノ
アッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、「サンドイッチ」イムノアッセイ
、免疫放射線アッセイ、ゲル拡散沈降素反応（ｇｅｌ　ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ　ｐｒｅｃｉ
ｐｉｔｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ）、免疫拡散アッセイ、インサイチュイムノアッセイ（
例えば、コロイド金標識、酵素標識、または放射性同位元素標識を用いる）、ウェスタン
ブロット、沈降反応、凝集アッセイ（例えば、ゲル凝集アッセイ、血球凝集アッセイなど
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）、補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイ、および免疫電気泳動
アッセイなどによって達成することができる。
【００９７】
　一実施形態において、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出することによって検出され
る。別の実施形態において、一次抗体は、一次抗体への二次抗体または試薬の結合を検出
することによって検出される。さらなる実施形態において、二次抗体は標識される。イム
ノアッセイにおいて結合を検出するための多くの手段が当技術分野において知られており
、それらは本発明の範囲内である。当技術分野においてよく知られているように、免疫原
性ペプチドは、いかなる免疫プロトコールに用いられるキャリア分子も含まずに供給され
るべきである。例えば、ペプチドがＫＬＨに結合体化していたならば、スクリーニングア
ッセイにおいて、それをＢＳＡに結合体化してもよいし、または直接、用いてもよい。
【００９８】
　一実施形態において、本発明の抗体は、ハイブリドーマ細胞系によって産生されるモノ
クローナル抗体である。特定の実施形態において、モノクローナル抗体は、９Ｂ１１．２
０．１６、１０Ａ２、２Ｆ４、２３Ｄ３、３０Ｂ１、および３１Ｂ２（表１および２）か
らなる群から選択される抗体によって例示されるように、ポリペプチド１（配列番号０１
）を含むＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドに特異的に結合する。好ましい実施形態に
おいて、抗体は９Ｂ１１である。
【００９９】
　別の実施形態において、モノクローナル抗体は、ポリペプチド２（配列番号０２）を含
むＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチドに特異的に結合し、その抗体は、４Ｈ１１．２．
５、１３Ｈ１、２９Ｇ９、９Ｃ９．２１．５．１３、２８Ｆ８、２３Ｇ１２、９Ｃ７．６
、１１Ｂ６、２５Ｇ４、５Ｃ２．１７、４Ｃ７、２６Ｂ２、４Ａ５．３７、４Ａ２、２５
Ｈ３、および２８Ｆ７．１８．１０（表１および２）によって例示される。好ましい実施
形態において、抗体は、４Ｈ１１．２．５、４Ａ５．３７、９Ｃ９．２１．５．１３、２
８Ｆ７．１８．１０、９Ｃ７．６、および５Ｃ２．１７によって例示される。
【０１００】
　さらなる実施形態において、モノクローナル抗体は、ポリペプチド３：ＣＧＶＬＶＴＴ
ＲＲＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱＱＱ（配列番号０３）を含むＭＵＣ１６細胞質ドメインポリペ
プチドに特異的に結合し、その抗体は、３１Ａ３．５．１、１９Ｄ１、１０Ｆ６、２２Ｅ
１０、２２Ｆ１、３Ｈ８、２２Ｆ１１、４Ｄ７、２４Ｇ１２、１９Ｇ４、９Ａ５、４Ｃ２
、３１Ｃ８、２７Ｇ４、および６Ｈ２（表１および２）によって例示される。好ましい実
施形態において、抗体は３１Ａ３．５．１である。
【０１０１】
　別の実施形態において、モノクローナル抗体は、ポリペプチド４：ＫＳＹＦ　ＳＤＣＱ
ＶＳＴＦＲＳ　ＶＰＮＲＨＨＴＧＶＤ　ＳＬＣＮＦＳＰＬ（配列番号１５）を含むＭＵＣ
１６細胞外ドメインポリペプチドに特異的に結合し、その抗体は、２４Ｂ３および９Ｃ７
（表２）によって例示される。
【０１０２】
　本発明の抗体およびそれらを（診断的および治療的の両方に）用いるための方法は疾患
特異的である。「癌に対する特異性」（「癌特異性」と交換可能に用いられる）などの、
疾患に対する方法および／または分子の「特異性」とは、正しく同定される陰性者（すな
わち、疾患を有しない健康な個体）の割合（例えば、パーセンテージ、率など）、すなわ
ち、疾患を有しないと正しく同定される健康な被験体のパーセンテージを指す。特異性を
、以下の式に従って計算してもよい：
特異性＝真の陰性者の数／（真の陰性者の数＋偽陽性者の数）
　したがって、いくつかの実施形態において、本発明の組成物および／または方法は、５
２％、５３％、５４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６
２％、６３％、６４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７
２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８
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２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、および９９％などの５１％か
ら１００％までの任意の数値を含む、５０％より高い「癌特異性」を有する。１００％特
異性、すなわち、健康な群からの誰もが癌を有すると予測されないことが最も望ましいが
、必要ではない。本明細書におけるデータは、本発明の癌特異性を実証している（表３）
。
【０１０３】
　代替の実施形態において、特異性は、「受診者動作特性（ＲＯＣ）曲線」を用いること
などの二元分類試験のパフォーマンスの統計的尺度として（感度と共に）表される。いか
なる試験についても、通常、特異性と感度の間にトレードオフがある。例えば、ヒト被験
体の癌スクリーニング試験において、コストが高くかかるため、健康な人々が癌を有する
と誤って同定される（低特異性）リスクを負うことは望ましくない。これらのコストは物
理的（不必要なリスクを伴う手順）および財政的の両方である。このトレードオフは、Ｒ
ＯＣ曲線を用いてグラフに表すことができる。「受診者動作特性曲線」および「ＲＯＣ曲
線」とは、真の陰性率（ＡＫＡ１－特異性）に対する真の陽性率（ＡＫＡ感度）のプロッ
トを指す。試験の測定された結果は、ｘ軸に表され、ｙ軸は対照（例えば、健康な）被験
体または症例（例えば、癌）被験体の数を表す。任意の所定のカットポイント（ｘ軸に沿
った各点）について、アッセイの感度および特異性を測定することができる。任意の所定
のアッセイについての感度および特異性の範囲は、選択されたカットポイントに依存して
、０％から１００％までの範囲であり得る。このため、いくつかの好ましい実施形態にお
いて、アッセイの特異性および／または感度の標準尺度としてＡＵＣが用いられる。ＲＯ
Ｃ曲線プロットについての「曲線下面積」（「ＡＵＣ」）は、分類子（ｃｌａｓｓｉｆｉ
ｅｒ）が、無作為に選択された陽性の事例を無作為に選択された陰性の事例より高くラン
クづける確率と等しい。したがって、ＡＵＣは、症例（例えば、癌）被験体と対照（例え
ば、健康な）被験体の間を成功裏に識別する試験の能力の一般的な尺度である。偶然（ｒ
ａｎｄｏｍ　ｃｈａｎｃｅ）は、０．５のＡＵＣを生じる。それゆえに、一実施形態にお
いて、有用な試験は、好ましくは、０．５５から１．００まで、０．６０から１．００ま
で、０．６５から１．００まで、０．７０から１．００まで、０．７５から１．００まで
、０．８０から１．００まで、０．８５から１．００まで、０．９０から１．００まで、
０．９５から１．００まで、および最も好ましくは１．００などの０．５１から１．００
までの任意の値を含む、０．５０より大きいＡＵＣを有する。０．５０より大きいＡＵＣ
値には、０．５１、０．５２、０．５２、０．５４、０．５５、０．５６、０．５７、０
．５８、０．５９、０．６０、０．６１、０．６２、０．６３、０．６４、０．６５、０
．６６、０．６７、０．６８、０．６９、０．７０、０．７１、０．７２、０．７３、０
．７４、０．７５、０．７６、０．７７、０．７８、０．７９、０．８０、０．８１、０
．８２、０．８３、０．８４、０．８５、０．８６、０．８７、０．８８、０．８９、０
．９０、０．９１、０．９２、０．９３、０．９４、０．９５、０．９６、０．９７、０
．９８、および０．９９が挙げられる。
【０１０４】
　本発明の抗体およびそれらを（診断的および治療的の両方に）用いるための方法は疾患
の感度である。「癌に対する感度」（「癌の感度」と交換可能に用いられる）などの、疾
患に対する方法および／または分子の「感度」とは、正しく同定される陽性者（すなわち
、癌を有する個体）の割合（例えば、パーセンテージ、率など）（例えば、癌を有すると
同定される癌をもつ人々のパーセンテージ）を指す。感度を、以下の式に従って計算して
もよい：
感度＝真の陽性者の数／（真の陽性者の数＋偽陰性者の数）
　したがって、いくつかの実施形態において、本発明の組成物および／または方法は、５
２％、５３％、５４％、５５％、５６％、５７％、５８％、５９％、６０％、６１％、６
２％、６３％、６４％、６５％、６６％、６７％、６８％、６９％、７０％、７１％、７
２％、７３％、７４％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８
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２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９
２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、および９９％などの５１％か
ら１００％までの任意の数値を含む、５０％より高い「癌の感度」などの「疾患の感度」
を有する。１００％の感度（すなわち、癌の群からの全被験体が癌を有すると予測される
こと）が最も望ましいが、それは必要ではない。
【０１０５】
　代替の実施形態において、本発明の組成物および／または方法は、１％、２％、３％、
４％、６％、６％、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５
％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％、２１％、２２％、２３％、２４％、２５
％、２６％、２７％、２８％、２９％、３０％、３１％、３２％、３３％、３４％、３５
％、３６％、３７％、３８％、３９％、４０％、４１％、４２％、４３％、４４％、４５
％、４６％、４７％、４８％、および４９％などの０％から５０％までの任意の数値を含
む、５０％以下の「癌の感度」などの「疾患の感度」を有する。
【０１０６】
　いくつかの実施形態において、特異性に関して上記で論じられているように、感度は、
ＲＯＣ曲線のＡＵＣを用いることなどの二元分類試験のパフォーマンスの統計的尺度とし
て（特異性と共に）表される。
【０１０７】
　Ｄ．ハイブリドーマ細胞系
　本発明の新規な抗体に加えて、本発明はまた、これらの抗体を産生するハイブリドーマ
細胞系を提供する。「ハイブリドーマ細胞」とは、組織培養で成長するその能力について
、および抗体鎖を合成しないことについて選択される、骨髄腫（Ｂ細胞癌）細胞と特定の
抗体産生Ｂ細胞とを融合することによって産生される細胞系を指す。ハイブリドーマ細胞
によって産生される抗体は、全く単一の特異性であり、それゆえ、（ポリクローナル抗体
と対照的に）モノクローナル抗体である。
【０１０８】
　特定の実施形態において、本発明は、ａ）ＭＵＣ１６外部ドメインポリペプチド（例え
ば、ＮＦＳＰＬＡＲ　ＲＶＤＲＶＡＩＹＥＥ　ＦＬＲＭＴＲＮＧＴＱ　ＬＱＮＦＴＬＤＲ
ＳＳ　ＶＬＶＤＧＹＳＰＮＲ　ＮＥＰＬＴＧＮＳＤＬ　Ｐ（配列番号１７））、ｂ）ＭＵ
Ｃ１６細胞質ドメインポリペプチド（例えば、ＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ
（配列番号１８））、およびｃ）システインループポリペプチド：ＣＱＶＳＴＦＲＳＶＰ
ＮＲＨＨＴＧＶＤＳＬＣ（配列番号１９）を含有するＭＵＣ１６細胞外ドメインポリペプ
チドからなる群から選択されるポリペプチドまたはその抗原性部分に特異的に結合するモ
ノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞系を提供する。ＭＵＣ１６ポリペプチド
配列番号１８は、ＬＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号２０）内に含有
される。したがって、配列番号２０は、膜貫通ドメインアミノ酸（Ｌ）および細胞質ドメ
イン部分ＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号１８）の両方を含有する、
すなわち、Ｌは、それが膜貫通ドメインの一部であるため、任意選択である。ＭＵＣ１６
ポリペプチド配列番号１８はまた、ＣＧＶＬＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（
配列番号０３）内に含有される。したがって、配列番号０３は、膜貫通ドメイン部分（Ｃ
ＧＶＬ）および細胞質ドメイン部分ＶＴＴＲＲ　ＲＫＫＥＧＥＹＮＶＱ　ＱＱ（配列番号
１８）の両方を含有する、すなわち、ＣＧＶＬは、それが膜貫通ドメインの一部であるた
め、任意選択である。
【０１０９】
　Ｅ．細胞傷害性物質および／またはプロドラッグに連結された本発明の抗体のコンジュ
ゲート
　本発明はコンジュゲート抗体を企図する。「コンジュゲート」抗体とは、細胞傷害性物
質および／または細胞傷害性物質のプロドラッグに共有結合により連結された本発明の抗
体を指す。
【０１１０】
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　「細胞傷害性物質」とは、標的細胞の成長を低下させる能力、および／または標的細胞
を死滅させる能力がある任意の作用物質を指す。「プロドラッグ」は、活性化工程に付さ
れるまで細胞傷害性活性を実質的に欠く細胞傷害性物質の類似体を表す。活性化工程とし
て、酵素切断、還元剤への曝露などの化学的活性化工程、または光分解などの物理的活性
化工程を挙げることができる。
【０１１１】
　本発明の抗体と細胞傷害性物質またはプロドラッグとの間の共有結合性連結には、ジス
ルフィド結合などの切断可能な連結を挙げることができ、それは、有利には、標的細胞の
還元性環境内で共有結合性連結の切断を生じ得る。そのようなコンジュゲートは、腫瘍細
胞特異的治療剤として有用である。
【０１１２】
　一実施形態において、細胞傷害性物質は、低分子薬物である（Ｐａｙｎｅら、米国特許
第７，２０２，３４６号）。別の実施形態において、細胞傷害性物質は、マイタンシノイ
ド、マイタンシノイドの類似体、マイタンシノイドのプロドラッグ、またはマイタンシノ
イドの類似体のプロドラッグである（米国特許第６，３３３，４１０号；同第５，４７５
，０９２号；同第５，５８５，４９９号；同第５，８４６，５４５号；同第７，２０２，
３４６号）。別の実施形態において、細胞傷害性物質は、タキサン（米国特許第６，３４
０，７０１号および同第６，３７２，７３８号および同第７，２０２，３４６号参照）ま
たはＣＣ－１０６５類似体（米国特許第５，８４６，５４５号；同第５，５８５，４９９
号；同第５，４７５，０９２号、および同第７，２０２，３４６号参照）であってもよい
。
【０１１３】
　別の実施形態において、細胞傷害性物質は、アウリスタチン、ＤＮＡ副溝結合剤、ＤＮ
Ａ副溝アルキル化剤、エンジイン、デュオカルマイシン、マイタンシノイド、およびビン
カアルカロイドによって例示される（米国特許第７，６６２，３８７号）。
【０１１４】
　さらなる実施形態において、細胞傷害性物質は、抗チューブリン剤である（米国特許第
７，６６２，３８７号）。さらに別の実施形態において、細胞傷害性物質は、ジメチルバ
リン－バリン－ドライソロイイン－ドラプロイン－フェニルアラニン－ｐ－フェニレンジ
アミン（ＡＦＰ）、ドバリン－バリン－ドライソロイイン－ドラプロイン－フェニルアラ
ニン（ＭＭＡＦ）、およびモノメチルアウリスタチンＥ（ＭＡＥ）によって例示される（
米国特許第７，６６２，３８７号）。
【０１１５】
　追加の実施形態において、毒性物質は、放射性同位元素が放射する放射線、免疫調節物
質、レクチン、および毒素によって例示される（米国特許第６，４２９，２９５号）。特
に、放射性同位元素が放射する放射線は、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、および２１１Ａｔか
らなる群から選択されるα放射体、または１８６Ｒｅおよび９０Ｙからなる群から選択さ
れるβ放射体、またはγ放射体１３１Ｉである（米国特許第７，６６６，４２５号）。
【０１１６】
　代替の実施形態において、毒素は、リシン、リシンのＡ鎖、およびアメリカヤマゴボウ
抗ウイルスタンパク質によって例示される（米国特許第５，０５７，３１３号）。
【０１１７】
　さらに別の実施形態において、細胞傷害性物質は、メトトレキセート、５－フルオロウ
ラ徴候クロヘキシミド、ダウノマイシン、ドキソルビシン、クロラムブシル、トレニモン
、フェニレンジアミンマスタード、アドリアマイシン、ブレオマイシン、シトシンアラビ
ノシド、またはシクロホスファミドからなる群から選択される抗癌薬である（米国特許第
５，０５７，１３号）。
【０１１８】
　Ｆ．Ｍｕｃ１６部分の検出および診断的適用
　本発明は、被験体においてＭＵＣ１６の過剰発現を含む疾患を検出するための方法であ
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って、ａ）ｉ）被験体由来の試料、およびｉｉ）本発明の抗体のいずれか１つまたは複数
を供給する工程、ｂ）抗体のその同種抗原との特異的結合のための条件下で試料を抗体に
接触させる工程、ならびにｃ）疾患を欠く対照試料と比較して抗体の試料への結合のレベ
ルの増加を検出し、それによって被験体において疾患を検出する工程を含む方法を提供す
る。抗体を用いて疾患を検出するための一般的な方法は当技術分野において知られている
（Ｐａｙｎｅら、米国特許第７，２０２，３４６号）。本発明の方法は、卵巣癌および乳
癌などの癌を検出するのに特に有用である。
【０１１９】
　本発明の方法は、本発明の抗体のそれらの抗原への結合を検出するための特定のアプロ
ーチに限定されない。一実施形態において、本発明の抗体への結合を検出することは、典
型的には、放射性同位元素（例えば、３Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ、および／または１

２５Ｉ）、蛍光または化学発光化合物（例えば、フルオレセインイソチオシアネート、ロ
ーダミン、および／またはルシフェリン）、および／または酵素（例えば、アルカリフォ
スファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、および／または西洋ワサビペルオキシダーゼ）な
どの検出可能な部分で標識されている抗体を用いることを含む。
【０１２０】
　抗体を検出可能な部分に結合体化するための方法は、当技術分野において知られている
（例えば、Ｈｕｎｔｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ　１４４：９４５（１９６２）；Ｄａｖｉｄら
、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１３：１０１４（１９７４）；Ｐａｉｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．４０：２１９（１９８１）；およびＮｙｇｒｅｎ、Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃ
ｈｅｍ．ａｎｄ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．３０：４０７（１９８２））。
【０１２１】
　したがって、本発明の抗体を、免疫組織化学検査、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩ
ＳＡ）、蛍光活性化細胞ソーティング（ＦＡＣＳ）、およびウェスタンブロットを含む、
競合結合アッセイ、直接および間接サンドイッチアッセイ、および免疫沈降アッセイなど
のイムノアッセイに用いてもよい。
【０１２２】
　例えば、免疫組織化学的検出に関して、本明細書におけるデータは、高悪性度の漿液性
卵巣癌腫、小葉癌（２８）、およびＯＣ１２５について陰性であり、かつＭＵＣ１６糖タ
ンパク質の細胞質部分および細胞外部分を保持している卵巣癌腫のサブセットを検出する
のに抗体４Ｈ１１が有用であることを実証している。
【０１２３】
　本発明の抗体はまた、インビボのＸ線画像化に有用であり、放射線不透過性物質または
放射性同位元素などの検出可能な部分で標識された抗体が被験体に、好ましくは血流に投
与され、宿主における標識抗体の存在および位置がアッセイされる。この画像化技術は、
悪性腫瘍の病期診断および処置において有用である。
【０１２４】
　本発明の抗体はさらに、アフィニティー精製剤として有用である。このプロセスにおい
て、抗体は、Ｓｅｐｈａｄｅｘ樹脂または濾紙などの適切な支持体に、当技術分野におい
て周知の方法を用いて、固定化されて、本発明の抗体に特異的に結合する抗原を含有する
分子を捕獲および精製する。
【０１２５】
　Ｇ．治療的適用
　本発明は、ＭＵＣ１６の過剰発現を含む疾患を処置するための方法であって、上記疾患
を有する被験体に、本発明の抗体のいずれか１つまたは複数の治療上有効量を投与する工
程を含む方法を提供する。抗体を用いて疾患を処置するための一般的な方法は当技術分野
において知られている（Ｐａｙｎｅら、米国特許第７，２０２，３４６号）。本発明の方
法は、卵巣癌および乳癌などの癌を処置するのに特に有用である。これらの方法はまた、
原発癌、転移癌、および再発癌に適用可能である。
【０１２６】
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　被験体に「投与すること」という用語は、分子を被験体に供給することを意味する。こ
れは、当技術分野において知られた方法（例えば、Ｅｒｉｃｋｓｏｎら、米国特許第６，
６３２，９７９号；Ｆｕｒｕｔａら、米国特許第６，９０５，８３９号；Ｊａｃｋｏｂｓ
ｅｎら、米国特許第６，２３８，８７８号；Ｓｉｍｏｎら、米国特許第５，８５１，７８
９号）を用いて行われてもよい。本発明の組成物は、予防的に（すなわち、疾患症状が観
察される前に）、および／または治療的に（すなわち、疾患症状が観察された後に）投与
されてもよい。投与はまた、１つまたは複数の疾患症状の発現と同時で（すなわち、同じ
時点で、またはその間中）あってもよい。また、本発明の組成物は、別の型の薬物または
治療手段（例えば、手術）の投与の前、それと同時に、および／またはそれの後に、投与
されてもよい。本発明の組成物を投与する方法には、非限定的に、非経口、経口、腹腔内
、鼻腔内、局所的、および舌下の形での投与が挙げられる。非経口の投与経路には、例え
ば、皮下、静脈内、筋肉内、胸骨内（ｉｎｔｒａｓｔｅｍａｌ）の注射および注入の経路
が挙げられる。
【０１２７】
　一実施形態において、本発明の組成物は、リポソームとしての送達のための脂質を含む
。そのような組成物を作製するための方法は、当技術分野において知られている（Ｂｏｒ
ｇｈｏｕｔｓら、（２００５）Ｊ　Ｐｅｐｔ　Ｓｃｉ　１１、７１３－７２６；Ｃｈａｎ
ｇら、（２００９）ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ　４、ｅ４１７１；Ｆａｉｓａｌら、（２００９）
Ｖａｃｃｉｎｅ　２７、６５３７－６５４５；Ｈｕｗｙｌｅｒｅｔら、（２００８）Ｉｎ
ｔ　Ｊ　Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ　３、２１－２９；Ｓｏｎｇら、（２００８）Ｉｎｔ
　Ｊ　Ｐｈａｒｍ　３６３、１５５－１６１；Ｖｏｉｎｅａら、Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　
Ｍｅｄ　６、４６５－４７４）。
【０１２８】
　癌を有する人間の抗体処置は当技術分野において知られており、例えば、米国特許第５
，７３６，１３７号；同第６，３３３，４１０号；同第５，４７５，０９２号；同第５，
５８５，４９９号；同第５，８４６，５４５号；同第７，２０２，３４６号；同第６，３
４０，７０１号；同第６，３７２，７３８号；同第７，２０２，３４６号；同第５，８４
６，５４５号；同第５，５８５，４９９号；同第５，４７５，０９２号；同第７，２０２
，３４６号；同第７，６６２，３８７号；同第７，６６２，３８７号；同第６，４２９，
２９５号；同第７，６６６，４２５号；同第５，０５７，３１３号にある。
【０１２９】
　本発明の抗体は、薬学的に許容され得るキャリア、希釈剤、および／または賦形剤と共
に投与されてもよい。適切なキャリア、希釈剤、および／または賦形剤の例として、（１
）約１ｍｇ／ｍｌ～２５ｍｇ／ｍｌのヒト血清アルブミンを含有するＤｕｌｂｅｃｃｏの
リン酸緩衝食塩水、ｐＨ約７．４、（２）０．９％の食塩水（０．９％ｗ／ｖ　ＮａＣｌ
）、および（３）５％（ｗ／ｖ）のデキストロースが挙げられる。
【０１３０】
　本発明の抗体は、典型的には、治療的量で投与される。用語「治療的量」、「薬学的有
効量」、「治療上有効量」、および「生物学的有効量」は、定量的か定性的かに関わらず
、所望の結果を達成するのに十分である量を指すように、本明細書において交換可能に用
いられる。特に、薬学的有効量は、疾患に関連している望ましくない作用（病理学的、臨
床的、および生化学的など）の軽減、遅延、および／または除去をもたらす量である。例
えば、「癌を軽減する治療的量」は、癌の１つまたは複数の症状を軽減し、遅らせ、およ
び／または除去する量である。
【０１３１】
　例えば、「治療的量」の特定の「投薬量」は、投与経路、処置される被験体のタイプ、
および考慮される特定の被験体の身体特性に依存する。これらの因子、およびこの量を決
定するためのそれらの因子の関係は、医学、獣医学、および他の関連分野の熟練従事者に
よく知られている。この量および投与方法は、最適な効力を達成するように調整すること
ができるが、体重、食事、併用薬物療法、および他の因子のような因子に依存するもので
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あり、そのことを当業者は認識している。投薬の量および頻度は、実質的に有害な作用を
生じることなく、化合物の有効レベルを生むように選択される。
【０１３２】
　凍結乾燥されているよりむしろ、水性剤形で存在する場合、抗体は、典型的には、約０
．１ｍｇ／ｍｌ～１００ｍｇ／ｍｌの濃度で処方される。
【０１３３】
　疾患の型および重症度に依存して、例えば、１回もしくは複数回の別々の投与によるか
、または持続注入によるかに関わらず、患者体重の１ｋｇあたり約０．０１５～１５ｍｇ
の抗体が、患者への投与のための初回候補投薬量である。数日間またはそれを超える期間
にわたる反復投与については、状態に依存して、処置が、疾患症状の所望の抑制が起こる
まで繰り返される。
【０１３４】
　本発明の方法は、インビトロで、インビボで、またはエキソビボで実施することができ
る。
【実施例】
【０１３５】
　以下の実施例は、本発明の特定の好ましい実施形態および態様を例証する役割を果たし
、それらが本発明の範囲を限定するものと解釈されるべきではない。
【０１３６】
　実施例１
　材料および方法
　以下は、その後の実施例に用いられる例示的な材料および方法の簡単な記載である。
【０１３７】
　細胞培養：
　ＯＶＣＡＲ３、ＳＫＯＶ３、およびＡ２７８０細胞系を、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）から入
手し、ＡＴＣＣ文献に従い、培養で維持した。ＭＵＣ１６＋形質移入した細胞系の作製の
ために、ＭＵＣ１６　ｃＤＮＡのカルボキシ末端部分を、Ｖｉｔａｌｉｔｙ　ｐｈｒＧＦ
Ｐベクター発現系（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）を用いて、緑色蛍
光タンパク質融合タンパク質として導入した。それらのそれぞれの培地中にジェネティシ
ン（Ｇ４１８、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）を用いて安定
な細胞系を選択し、緑色蛍光タンパク質の発現によって単離した。安定なトランスフェク
タントを、それぞれ、それらの培地中Ｇ４１８の存在下で日常的に維持した。ΔＭＵＣ１
６ｃ１１４トランスフェクタントは、推定の切断部位からカルボキシ末端まで（アミノ酸
１７７６～１８９０）のＭＵＣ１６タンパク質の細胞表面発現を有する（１２）。
【０１３８】
　モノクローナル調製：
　ＭＵＣ１６配列を用いて、ΔＭＵＣ１６ｃ１１４アミノ酸配列のエレメントをコードす
るペプチド配列をＭｅｍｏｒｉａｌ　Ｓｌｏａｎ－Ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｃｅｎｔｅｒ（ＭＳＫＣＣ）微量化学コア施設で合成した。本発明者らは、３つのポリペ
プチド（図１）を合成し、ポリペプチド１およびポリペプチド２を、ＫＬＨへのより良い
結合体化のためにＮ末端においてシステインで修飾した。等濃度のＫＬＨ結合体化ペプチ
ドを混合し、その後、５匹のＢＡＬＢ／ｃマウスへの免疫原として用いた。本発明者らは
、ＥＬＩＳＡによって、血清が個々のペプチドに対して最も高い反応性を示した、５匹の
マウスのうちの１匹を選択し、ＭＳＫＣＣモノクローナル抗体コア施設は、融合を実施し
、標準プロトコールを用いて抗体を選択した。融合から１０日後、上清を選択し、個々の
合成ペプチドに対するＥＬＩＳＡにより、反応性についてスクリーニングした。
【０１３９】
　ＥＬＩＳＡ：
　個々のペプチドおよびＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４融合タンパク質に対する抗体の陽
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性を調べるために、ＥＬＩＳＡアッセイについての通例のコア施設プロトコールに従って
サンドイッチＥＬＩＳＡを実施した。
【０１４０】
　ＦＡＣＳ分析：
　付着標的細胞を、０．０５％のトリプシンおよび０．１％のＥＤＴＡによって取り出し
、洗浄し、血球計算器によってカウントした。細胞を、複数個のＥｐｐｅｎｄｏｒｆチュ
ーブへ、チューブあたり少なくとも０．５×１０６～１×１０６細胞で分配した。細胞を
、１％ＦＣＳおよび０．０２５％アジ化ナトリウムを含有するリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ
）（ＦＡＣＳ緩衝液）で洗浄した。内部のＦＡＣＳ染色のために、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆチ
ューブ内の細胞を、１：１０に希釈したＦＡＣＳ透過処理溶液２（ＢＤ　ＢｉｏＳｃｉｅ
ｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）を用いて室温で１０分間、透過処理し、その後、氷
冷ＦＡＣＳ緩衝液で２回、洗浄した。その後、それらを、氷上で３０分間、１μｇ／チュ
ーブのマウスＭＵＣ１６モノクローナルの生物反応性上清を含まずに（二次抗体の対照と
して）か、またはそれを含んでかのいずれかでインキュベートした。表面ＦＡＣＳ染色の
ために、細胞を、氷上で３０分間、１μｇ／チューブのマウスＭＵＣ１６モノクローナル
（９Ｂ１１．２０．１６、９Ｃ９．２１．５．１３、および４Ｈ１１．２．５）、マウス
抗ヒトＯＣ１２５（Ｍ３５１９）、マウス抗ヒトＭ１１（Ｍ３５２０）（ＤａｋｏＣｙｔ
ｏｍａｔｉｏｎ、Ｄａｋｏ　Ｎｏｒｔｈ　Ａｍｅｒｉｃａ　Ｉｎｃ．、Ｃａｒｐｉｎｔｅ
ｒｉａ、ＣＡ）、またはＶＫ８（ＭＳＫＣＣ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹのＢｅａｔｒｉｃ
ｅ　Ｙｉｎ博士およびＫｅｎ　Ｌｌｏｙｄ博士のご厚意により提供された）の生物反応性
上清を含まずに（二次抗体の対照として）か、またはそれを含んでかのいずれかでインキ
ュベートした。Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆチューブ内の細胞をまた、１μｇ／チューブの非特異
的アイソタイプ適合対照マウス抗体（ＭＳＫＣＣモノクローナルコア施設から入手された
、ＩｇＧｌモノクローナルについての１３Ｃ４およびＩｇＧ２ｂモノクローナルについて
の４Ｅ１１）で表面染色し、氷上で３０分間、インキュベートした。全ての細胞をＦＡＣ
Ｓ緩衝液で３回、洗浄した。細胞を、１μｇ／チューブの二次抗体ヤギ抗マウスＩｇＧ１
－ＰＥまたはＩｇＧ２ｂ－ＰＥと、氷上で３０分間、インキュベートし、その後、ＦＡＣ
Ｓ緩衝液で３回、洗浄した。細胞を、ＭＳＫＣＣフローサイトメトリーコア施設における
ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ機によって分析した。
【０１４１】
　ウェスタンブロット分析：
　安定な細胞系を、それらのそれぞれの培養培地を含む１０ｃｍのディッシュ中で培養し
、５％ＣＯ２、３７℃で３日間、インキュベートした。それらを、氷冷ＰＢＳで２回、洗
浄して、血清含有培地を除去した。付着細胞を、１～２ｍｌの氷冷ＰＢＳで掻爬し、細胞
を、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ遠心機において４℃で、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆチューブ内に遠心沈
殿させた。上清を捨て、細胞を、０．２ｍｌの改変Ｒｉｐａ溶解緩衝液（２０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣＬ；ｐＨ７．４；１５０ｍＭ　ＮａＣｌ；１％ＮＰ－４０；１ｍＭ　Ｎａ３Ｖ
Ｏ４；１ｍＭ　ＰＭＳＦ；１ｍＭ　ＤＴＴ；１０μｇ／ｍｌロイペプチン；および１０μ
ｇ／ｍｌアプロチニン）を用いて氷上で３０分間、溶解させ、４℃で１０分間、回転させ
た。可溶性溶液をチューブへと分離し、残渣のペレットを廃棄した。タンパク質濃度を、
Ｂｉｏ－Ｒａｄタンパク質アッセイ（ＢｉｏＲａＤ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｈｅｒ
ｃｕｌｅｓ、ＣＡ）を用いて測定した。等量のタンパク質（ＧＳＴ－ＭＵＣ１６－ＣＤ融
合タンパク質または安定な細胞系抽出物）を、ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）によって分離し、４℃の低温室においてＢｉｏＲａ
ｄ転写装置を用いてニトロセルロース膜へ転写した。膜を、０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０を
含むＰＢＳ（ＰＢＳＴ）中３％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）で４℃、一晩、ブロッキン
グした。膜を、室温で１時間、一次抗体（１：１０００希釈）で探索し、その後、ＰＢＳ
Ｔで３回、洗浄した。その後、対応する二次抗体である、ヒツジ由来の抗マウスＩｇＧ西
洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）連結型全抗体（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、ＵＫ
）（１：５０００希釈）を用いて、室温で１時間、膜を染色した。膜をＰＢＳＴで３回、
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洗浄し、Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｌｉｇｈｔｎｉｎｇ（登録商標）化学発光試薬（ＥＣＬ、Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）を用いて、室温で１～５分間、発色させ
、シグナルをＫｏｄａｋ　ＢｉｏＭａｘ　Ｆｉｌｍ上に現像した。
【０１４２】
　モノクローナル抗体に関する結合および内部移行の研究、ならびにＯＶＣＡＲ３および
ＳＫＯＶ３の安定なトランスフェクタント：
　精製されたモノクローナル抗体を、ヨードゲン法を用いて１３１Ｉで標識し、サイズ排
除クロマトグラフィーによって精製した（２２）。飽和結合研究を、無傷ＯＶＣＡＲ－３
細胞の基質を用いて放射標識抗体で実施した。簡単に述べれば、１０個の試験溶液を調製
し（３連で）、それらは、総体積５００μＬのＰＢＳ（０．２％ＢＳＡ；ｐＨ７．４）中
に漸増量の放射性ヨウ素標識抗体、３０００００～５０００００細胞を含有した。細胞を
、ガラス繊維膜を通す急速濾過によって単離し、氷冷トリス緩衝食塩水で洗浄した。細胞
を、加えられた総活性の標準物質と共に、ガンマカウンターにおいてカウントした。放射
標識抗体の各濃度について、非特異的結合を、１００ｎＭの非修飾抗体の存在下で決定し
た。データを、最小二乗回帰法（Ｏｒｉｇｉｎ、Ｍｉｃｒｏｃａｌ、Ｓｏｆｔｗａｒｅ　
Ｉｎｃ．、Ｎｏｒｔｈａｍｐｔｏｎ、ＭＡ）で分析し、Ｋｄ値およびＢｍａｘ値を決定し
、スキャッチャード変換を実行した。
【０１４３】
　抗体の細胞内部移行研究を、１３１Ｉ－４Ｈ１１モノクローナル抗体および１３１Ｉ－
ＯＣ１２５モノクローナル抗体、ならびにＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ３

３４の安定な形質移入細胞を用いて実施した。簡単に述べれば、２ｍＬの培地中の放射標
識抗体（３７０ＭＢｑ／ｍｇ、１００ｋｃｐｍ）を、６ウェルプレートに蒔かれたＳＫＯ
Ｖ３細胞に加えた。プレートを３７℃で２４時間までインキュベートした。様々な時点に
おいて、３つのウェルから培地を取り出し、細胞を２×２ｍＬ　ＰＢＳで洗浄した。その
後、細胞表面に結合した活性を、２×２ｍＬの氷冷酸洗浄（１００ｍＭ酢酸、１００ｍＭ
グリシン；ｐＨ３．０）でストリップし、収集した。その後、細胞を２×１ｍｌの１Ｍ　
ＮａＯＨで溶解し、収集した。研究の終わりに、全ての試料を、加えられた放射活性の最
初の量を表す標準物質と共に、ガンマカウンターでカウントした。全ての培地試料を、５
％ＴＣＡの移動相を用いてＩＴＬＣ－ＳＧによって分析し、結合していない１３１Ｉを決
定した。
【０１４４】
　組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）：
　組織マイクロアレイは、本発明者らの施設内で構築するか、または内部で入手できない
ならば、商業的研究所から購入するかのいずれかであった。簡単に述べれば、既存のパラ
フィン包埋組織のコア針生検を、いわゆるドナーブロックから入手し、その後、Ｋｏｎｏ
ｎｅｎら、および続いてＨｅｄｖａｔらによって改変された技術を用いることによって、
レシピエントパラフィンアレイ「マスター」ブロックへ再配置した（２３～２４）。Ｂｅ
ｅｃｈｅｒ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｉｎｃ．（Ｓｕｎ　Ｐｒａｉｒｉｅ、ＷＩ）製の
手動で操作されるＴｉｓｓｕｅ　Ａｒｒａｙｅｒ　ＭＴＡ－１を用いて、直径が０．６～
１．０ｍｍと測定された試料円形スポット（コア）を作製した。コアを、お互いから０．
３～０．４ｍｍ離してアレイした。対照組織の層を、エッジ効果を避けるために実際の組
織マイクロアレイの周りに戦略的に置いた。各組織マイクロアレイの特定の組成は、下記
に描写されている。卵巣癌、前立腺癌、肺腺癌、膵臓の粘液性新生物、ならびに浸潤性腺
管癌および浸潤性小葉乳癌腫についての組織マイクロアレイのスライドを、ホルマリン固
定パラフィン包埋組織から４ｕｍ切片を切ることによって調製した。正常な成人および胎
児の組織マイクロアレイを商業的供給源（Ｂｉｏｍａｘ、ＵＳ）から入手した。ＯＶＣＡ
Ｒ３細胞を陽性対照として用いた。
【０１４５】
　免疫組織化学検査：
　標準ＯＣ１２５（Ｖｅｎｔａｎａ、Ｔｕｓｃｏｎ、ＡＺ）および新規なモノクローナル
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抗体の両方に関して組織マイクロアレイで免疫組織化学検査を実施した。組織マイクロア
レイの切片を４ミクロンに切断し、Ｓｕｐｅｒｆｒｏｓｔ／Ｐｌｕｓ顕微鏡スライド（Ｆ
ｉｓｈｅｒ　ｂｒａｎｄ）上に置き、６０°のオーブンで少なくとも６０分間、焼いた。
その後、スライドを脱パラフィンし、蒸留水に水和させ、ｐＨ６．００におけるクエン酸
緩衝液中に９７℃で３０分間、浸漬し、流水で２～５分間、洗浄し、蒸留水に希釈された
３％過酸化水素中で５分間、インキュベートした。スライドを蒸留水で１分間、洗浄し、
リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）、ｐＨ７．２の浴槽へ移し、各５分間で２回交換し、ＰＢＳ
中に希釈された０．０５％ＢＳＡ中に最低１分間、置いた。組織切片の周囲を乾燥させた
後、正常血清を、２％ＢＳＡ／ＰＢＳ中に１：２０希釈で添加し、湿度チャンバー内、室
温で最低１０分間、インキュベートした。その後、血清を、切片を乾燥させないように、
吸い出し、１：１０００の希釈度における約１５０ラムダの新規抗体を組織上に置いた。
スライドを湿度チャンバー内、４℃で一晩（約１５～１８時間）、インキュベートした。
一次抗体を、各１０分間の３回のＰＢＳ交換を用いて洗い流した。二次抗体のＶｅｃｔｏ
ｒ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、Ｃａ）製のビオチン化α－マウ
スを、１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中１：５００希釈で添加し、湿度チャンバー内、室温で４５～
６０分間、インキュベートした。上記のように再び、３回のＰＢＳ交換を用いて上記抗体
を洗い流した。その後、スライドを、ＰＢＳ中に希釈されたジアミノベンジジン（ＤＡＢ
）の浴槽へ５～１５分間、移した。その後、スライドを水道水中で１分間、洗浄し、Ｈａ
ｒｒｉｓ改変ヘマトキシリン（Ｆｉｓｈｅｒ）を用いて対比染色し、１％酸アルコールで
脱色し、アンモニア水中で青色にし、各２分間のそれぞれが９５％エタノール、１００％
エタノール、およびキシレンの３回の交換で脱水し、永久封入剤を用いてカバーグラスで
覆った。
【０１４６】
　免疫組織化学検査のスコア化：
　ＯＣ１２５およびＭ１１などの市販されている抗体は、複合グリコシル化依存性エピト
ープを標的にする。本発明者らの仮説は、グリコシル化は組織特異的であるということで
ある；それゆえに、パラフィン固定組織におけるペプチド指向性抗体の利用を試験し、Ｍ
ＵＣ１６発現の存在率を調査することは重要であった。３つの候補抗体の４Ｈ１１、９Ｃ
９、および４Ａ５を、ＯＶＣＡＲ３細胞系ペレットを用いて特徴づけた。その３つのうち
、４Ｈ１１抗体は、最小量のバックグラウンド染色をもち、複数の希釈度において最も強
く、最もびまん性および一貫性が高い染色パターンを示し、したがって、それを、病理学
コア施設においてヒト組織に用いるために最適化した。
【０１４７】
　４Ｈ１１を使用して、本発明者らは、高病期、高悪性度の漿液性卵巣癌腫からの組織マ
イクロアレイを用いて染色し、陽性をスコア化した（図２）。これらの腫瘍は、西側先進
国において全卵巣癌腫の約８０～８５％に相当する（２５）、卵巣癌の最も一般的な型で
あった。新規な抗体の特異性を試験するために、本発明者らはまた、前立腺、肺、乳房、
および膵臓の癌の組織マイクロアレイを染色し、それらの染色強度をＯＣ１２５モノクロ
ーナル抗体のものと比較した（図６Ａ～Ｄ）。正常ヒト組織といくらかの交差反応性があ
るかどうかを決定するために、抗体をまた、正常なヒト成人および胎児ＴＭＡにおいて試
験した。
【０１４８】
　染色切片の全てが委託病理学者（ＫＪＰ）によって再検査された。不定の染色があった
コアのサブセットは、スコア化法における一貫性を確実にするために、二番目の病理学者
（ＲＡＳ）によって独立してスコア化された。細胞質染色および／または膜染色のみが陽
性とみなされた。細胞の一部が膜染色を示したならば、それは部分的染色とみなされた。
個々のコアにおける染色分布および強度の半定量的評価を提供するためにスコア化システ
ムを工夫した。同時に、染色分布および強度をＯＣ１２５と新規抗体との間で比較するの
に有用であるようにそれを設計した。スコアは、以下の標準に従って、細胞のパーセンテ
ージ、染色の強度およびパターンを組み入れた：スコア０：染色なし；スコア１：＜５％
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強いまたは弱い染色；スコア２：５～５０％強いまたは弱い染色；スコア３：５１～７５
％強いまたは５１～１００％弱い染色；スコア４：７６～９９％強い染色；およびスコア
５：１００％強い染色（図３）。病理学者はまず、ＯＣ１２５で染色された全ての組織マ
イクロアレイを再検査し、各コアをスコア化した。その後、ＯＣ１２５でのスコア化から
１～数日後、前の結果を参照することなく、新規抗体で染色された同じコアをスコア化し
た。全てのスコア化が完了した後初めて、各コアについての染色間のスコア化の直接比較
を行った。全ての非卵巣組織マイクロアレイについて同じプロセスを用いた。比較後、コ
ア染色を、ポイント差に基づいて一致、不定、または不一致であると決定した。一致した
コアは、０～１ポイントだけ異なり、不定のコアは２ポイントだけ異なり、不一致のコア
は３～５ポイントだけ異なった。このルールの１つの例外は、１ポイントの差が０と１の
スコアの間であったときであり、その場合、その差は不定とみなされた。これは、陰性症
例を、まさに限局的に陽性の症例から正確に区別するためであった。
【０１４９】
　実施例２
　抗ＭＵＣ１６モノクローナル抗体の生成および特徴づけ
　個々のペプチドおよび組換えＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４タンパク質の両方を用いる
ＥＬＩＳＡに基づいたスクリーニングによって、ＭＵＣ１６指向性モノクローナル抗体を
単離し、続いて、単一細胞クローンの連続サブクローニングを行った。
表１Ａおよび１Ｂ：ＭＵＣ１６カルボキシ末端モノクローナル抗体の、ＧＳＴ－ΔＭＵＣ
１６ｃ１１４に対する反応性を示すウェスタン分析、ＯＶＣＡＲ３野生型細胞におけるＦ
ＡＣ
Ｓ分析
【０１５０】
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　表２：ＭＵＣ１６の例示的な部分に特異的な抗体
【０１５１】
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【表２－１】

【０１５２】
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【表２－２】

【０１５３】
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【表２－３】

　同定されたモノクローナル抗体は表１Ａおよび表２に列挙されている。選択されたモノ
クローナル抗体のそれぞれは、ＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４に対して反応性であった。
市販のＭＵＣ１６指向性抗体（ＯＣ１２５、Ｍ１１、またはＶＫ８）は、ＥＬＩＳＡまた
はウェスタンブロッティングにおいてＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４に結合しなかった。
クローンを、ＯＶＣＡＲ３卵巣癌細胞に対するＦＡＣＳにおいて、およびＧＳＴ－ΔＭＵ
Ｃ１６ｃ１１４に対するウェスタンブロット分析において試験し（表１Ｂ）、選択された
精製モノクローナル抗体を単離した。
【０１５４】
　本発明者らは、ＯＶＣＡＲ３野生型およびｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４を形質
導入されたＳＫＯＶ３細胞を用いて、選択された抗体をＦＡＣＳ分析によって特徴づけた
。選択されたモノクローナル抗体の全ては、両方の細胞系に結合し、一方、市販のＶＫ８
、Ｍ１１、およびＯＣ１２５抗体はＯＶＣＡＲ３細胞に結合したが、ＳＫＯＶ３－ｐｈｒ
ＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４細胞系に結合しなかった。ポリペプチド３に対する抗体は
、それが内部エピトープであるため、透過処理を必要とした（図７）。
【０１５５】
　ＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４精製タンパク質を用いたウェスタンブロット分析は、４
Ｈ１１および９Ｃ９抗体との強い結合を示したが（図４Ａ）、他の選択された抗体は、よ
り弱い結合を示した。ＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４トランスフェク
タントもまた、４Ｈ１１および９Ｃ９抗体を用いたウェスタンブロット分析によって陽性
であった（図４Ｂ）。前述同様に、市販の抗体は、ＧＳＴ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４精製タ
ンパク質またはＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－ΔＭＵＣ１６ｃ１１４細胞系の細胞溶解産物
と相互作用しなかった。
【０１５６】
　６個のモノクローナル抗体のＯＶＣＡＲ３　ＭＵＣ１６に対する結合を、親和性結合研
究において調べた。多数のＭＵＣ１６結合部位を有する３つの抗体、９Ｃ７、５Ｃ２、お
よび２８Ｆ７は、これらの抗体のＯＶＣＡＲ３細胞への非特異的結合と比較して、わずか
なレベルの結合を示した。対照的に、４Ｈ１１、９Ｃ９、および４Ａ５モノクローナル抗
体は、図５Ａに示されているように、高特異的な結合親和性を示し、ＯＶＣＡＲ３細胞の
細胞表面エピトープに対して６．８～８．６ｎＭの結合親和性であった。本発明者らはま
た、細胞表面ＭＵＣ１６タンパク質に結合した抗体の内部移行を調べた。本発明者らは、
４Ｈ１１エピトープを含むＭＵＣ１６のカルボキシ末端、およびＯＣ１２５抗体と相互作
用する単一の縮重タンデムリピート配列を有する形質移入ＳＫＯＶ３－ｐｈｒＧＦＰ－Δ
ＭＵＣ１６ｃ３３４における内部移行を調べた。市販の抗体ＯＣ１２５、Ｍ１１、および
ＶＫ８は全て、この形質導入された細胞系の細胞表面に結合する。１３１Ｉ標識４Ｈ１１
は、高レベルでの迅速な内部移行を示したが、１３１Ｉ標識ＯＣ１２５抗体ははるかに低
い速度で内部移行した（図５Ｂ）。
【０１５７】
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　実施例３
　免疫組織化学検査の結果：
　高特異的結合親和性を示したため、抗体９Ｃ９、４Ａ５、および４Ｈ１１を、ＯＶＣＡ
Ｒ３細胞系を用いる免疫組織化学検査での有用性について特徴づけた。３つのうち、４Ｈ
１１抗体を、その他の２つの抗体と比較して、そのロバストで、高感度で、かつ特異的な
染色パターンに基づいて、選択し、ヒト組織に用いるために最適化した。
【０１５８】
　Ａ．卵巣
　４０人の患者由来の原発腫瘍、転移腫瘍、および再発腫瘍を表す４１９個のコアで構成
される２つの高病期、高悪性度の漿液性卵巣癌腫組織マイクロアレイスライドを、ＯＣ１
２５および４Ｈ１１モノクローナル抗体の両方を用いて染色した（図２）。ＯＣ１２５組
織マイクロアレイは、３～５染色を有する２７９個（６６％）のコア、１～２染色を有す
る９９個（２４％）のコア、および染色なしの４１個（１０％）のコアを示した。４Ｈ１
１組織マイクロアレイは、３～５染色を有する２３６個（５６％）、１～２染色を有する
９１個（２２％）、および染色なしの９２個（２２％）を示した。その２つの抗体は、２
３３個（５６％）のコアにおいて一致、１６１個（３８％）において不定、および２５個
（６％）において不一致であった。２５個の不一致のコアのうち、１２個（不一致の症例
の４８％、全症例の３％）は、ＯＣ１２５より高い４Ｈ１１の陽性を示した。９個は、４
ポイントの差だけ不一致であり、３個は５ポイントの差だけ不一致であった。不一致と不
定のコアが合わせて、合計１８６個あり、そのうちの４８個（２６％）が、４Ｈ１１に関
してＯＣ１２５より高い染色を示した。４Ｈ１１およびＯＣ１２５の両方の染色パターン
は細胞質および膜であったが、ＯＣ１２５の膜パターンは、症例の大部分において、４Ｈ
１１より強くかつより良く画定された。不一致の症例から、他の症例より４Ｈ１１のより
高いレベルを実証された。
【０１５９】
　Ｂ．乳癌
　４Ｈ１１の抗体の特異性を試験するために、４Ｈ１１染色について、様々な他の組織も
また調べた。乳房（患者の数は入手できなかった）の浸潤性腺管癌の５０個のコアのうち
、２個（４％）のみが４以上の４Ｈ１１染色のスコアを示し、ＯＣ１２５染色について３
～５のスコアを有するものはなかった。ＯＣ１２５に関する染色パターンはほとんど頂端
／管腔であり、いくらかの顆粒状細胞質染色があった。細胞質内管腔を有するいくつかの
腫瘍もまた、ＯＣ１２５染色に反応した。４Ｈ１１は、膜を染色強化することなしに、よ
りびまん性の細胞質濃染（ｂｌｕｓｈ）を示した。
【０１６０】
　対照的に、浸潤性小葉乳癌腫組織マイクロアレイ（生存腫瘍を有する１７９個のコアで
構成される、患者の数は入手できなかった）は、４Ｈ１１に関する高頻度のＭＵＣ１６染
色を生じた。この組織マイクロアレイにおいて、１６８個（９４％）のコアは、ＯＣ１２
５についての染色を示さず、５個（３％）は１～２染色を示し、６個（３％）だけが３の
染色強度を示した。４Ｈ１１染色は、分布パターンで異なり、４９個（２７％）が染色な
し、８１個（４５％）が１～２染色を示し、４９個（２７％）が３～４染色を示した。Ｏ
Ｃ１２５も４Ｈ１１も、５の染色強度をもつコアはなかった。染色パターンは、ＯＣ１２
５および４Ｈ１１の両方について、細胞質、管腔／膜、管腔内の染色パターンであった。
管腔内パターンは、両方の染色について強くかつ濃く、小葉癌腫において一般的に存在す
る細胞質内管腔を強調した。一致率は、３４％一致、４３％不定、および２３％不一致で
あった。不定と不一致の症例のうち、ＯＣ１２５が４Ｈ１１より高いものはなかった。全
ての４２個の不一致の症例、および７７個の不定の症例のうちの７６個は、ＯＣ１２５よ
り高い４Ｈ１１を有した。インサイチュの良性の乳管および小葉癌腫において４Ｈ１１に
ついて限局的な管腔染色もあった。
【０１６１】
　Ｃ．肺、膵臓、および前立腺の腺癌
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　他の器官由来の腫瘍はどちらの抗体とも反応性ではなかった。肺腺癌ＴＭＡは、生存腫
瘍を含有する８６人の患者由来の２３７個のコアを有した。膵臓ＴＭＡにおいて、腺管内
乳頭粘液性新生物（ＩＰＭＮ）および浸潤性腺管癌腫を含む膵臓粘液性腫瘍を含有する２
１人の患者由来の９２個のコアがあった。前立腺癌ＴＭＡにおいて、１６９個のコアがあ
った（患者の数は入手できなかった）。これらの癌組織マイクロアレイのいずれも、ＯＣ
１２５も４Ｈ１１のどちらに対しても有意な結合を生じなかった。この情報は表３に要約
されている。
表３．組織マイクロアレイにおける４Ｈ１１と比較したＯＣ１２５の染色強度
【０１６２】
【表３】

スコア０：０％染色；１：＜５％強いまたは弱い染色；２：５～５０％強いまたは弱い染
色；３：５１～７５％強い染色、または５１～１００％弱い染色；４：７６～９９％強い
染色；５：１００％強い染色
　Ｄ．正常組織
　正常な成人の結腸、直腸、子宮頸外部（ｅｃｔｏｃｅｒｖｉｘ）、小腸、卵巣、肝臓、
膵管、脾臓、腎臓、および皮膚においてＯＣ１２５または４Ｈ１１での染色はなかった。
ＯＣ１２５および４Ｈ１１の両方が、子宮頸管内腺（ｅｎｄｏｃｅｒｖｉｃａｌ　ｇｌａ
ｎｄ）（ＯＣ１２５管腔、４Ｈ１１細胞質で弱い）、食道腺（管腔）、気管支上皮（ＯＣ
１２５管腔、４Ｈ１１細胞質内顆粒）、および胸腺小体（細胞質）を染色した。４Ｈ１１
は、胃腺の、特に陰窩において、細胞質内顆粒状パターンで、弱～中程度の染色を実証し
た。４Ｈ１１のみでの斑状細胞質内染色を示した他の器官は、前立腺、精巣の精細管、お
よび膵臓の島細胞であった。膵島細胞における染色は特に強く、一貫していた。４Ｈ１１
での肝臓、腎臓、および脳の非特異的染色もあった。ＯＣ１２５で染色され、かつ４Ｈ１
１で染色されなかった症例はなかった。
【０１６３】
　同様に、胎児心臓、胆嚢、結腸、小腸、肝臓、直腸、副腎、甲状腺、脾臓、皮膚、骨、
精巣上体、脳、肺、筋肉、平滑筋、腎臓、眼、臍帯、および胎盤においてＯＣ１２５も４
Ｈ１１のどちらについても染色はなかった。ＯＣ１２５のみが、成体組織のものと類似し
たパターンで胸腺小体を染色した。４Ｈ１１は、胎児の膵内分泌細胞および子宮頸管内腺
の両方を、それらの成人の対応物のものと類似したパターンで染色した。島細胞は、顆粒
状細胞質パターンを示し、子宮頸管内腺は線状管腔パターンを示し、それは、成体組織に
おけるＯＣ１２５パターンにより類似していた。
【０１６４】
　実施例４
　ＭＵＣ１６抗原に向けて遺伝的に標的化されたＴ細胞の養子移入後のＳＣＩＤ－Ｂｅｉ
ｇｅマウスにおける確立した腹膜卵巣腫瘍の根絶の成功
　目的：卵巣癌と診断されたほとんどの患者は、最終的には彼らの疾患で死亡する。この
ため、この悪性腫瘍の処置への新規なアプローチが必要とされている。腫瘍関連抗原へ標
的化される、人工的Ｔ細胞受容体であるキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）をコードする遺伝子
の導入によりエキソビボで遺伝子改変された、患者自身のＴ細胞の養子移入は、卵巣癌の



(48) JP 5837567 B2 2015.12.24

10

20

30

40

50

処置に適用可能な癌治療への新規かつ有望なアプローチである。
【０１６５】
　実験設計：本発明者らは、大多数の卵巣癌腫で高度に発現する抗原である、ＭＵＣ－Ｃ
Ｄと名付けられたＭＵＣ１６の保持される細胞外ドメインへ標的化されるいくつかのＣＡ
Ｒを作製している。本発明者らは、標的ＭＵＣ－ＣＤ抗原を発現するように遺伝子改変さ
れたＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞から作製された人工の抗原提示細胞（ＡＡＰＣ）上での共培
養アッセイにより、ならびにヒトＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）卵巣腫瘍細胞系および
原発性の患者の腫瘍細胞を利用する細胞傷害性アッセイにより、これらのＣＡＲを発現す
るようにレトロウイルスにより形質導入されたヒトＴ細胞のインビトロの生物学的特徴を
調べる。最後に、本発明者らは、ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅの同所性の異種ＯＶ－ＣＡＲ３（
ＭＵＣ－ＣＤ）マウス腫瘍モデルにおいてＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞のインビボの抗腫瘍
効力を評価する。
【０１６６】
　この研究に用いられる例示的な配列は図１７～１９にある。
【０１６７】
　結果：健常ドナーおよび卵巣癌患者の両方由来のＣＡＲ改変ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞
は、ヒト卵巣細胞系ならびに原発卵巣癌腫細胞の両方に対して、効率的なインビトロの細
胞溶解活性を示した。ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞は、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）
ＡＡＰＣ上での複数回サイクルの共培養によってエキソビボでさらに増殖させてもよい。
腹腔内ヒトＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍を担持するＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウス
へ注入された増殖したＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞は、進行性疾患の状況においてさえも進
行を遅らせるか、または腫瘍を完全に根絶するかのいずれかであった。
【０１６８】
　結論：これらの有望な前臨床試験は、高リスクＭＵＣ－１６＋卵巣癌腫をもつ患者を処
置する臨床実践場面における潜在的な治療的アプローチとして、ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細
胞のさらなる研究を正当化している。
【０１６９】
　序論
　卵巣癌は、世界中で６番目に最も頻度の高い癌であり、女性における癌関連死亡原因の
第７位である（１、２）。手術および化学療法による複数様式（ｍｕｌｔｉｍｏｄａｌｉ
ｔｙ）治療にも関わらず、卵巣癌腫を有するたいていの患者は、予後が良くない。このた
め、この疾患を処置するための代わりとなるアプローチが緊急に必要とされている。
【０１７０】
　腫瘍細胞の表面に発現した抗原にエキソビボで遺伝子的に標的化された患者自身のＴ細
胞の注入は、癌の養子免疫治療への有望な新規のアプローチであり、臨床実践場面におい
て唯一、最近、真剣に探求されているものである。Ｔ細胞は、キメラ抗原受容体（ＣＡＲ
）と名付けられた人工的Ｔ細胞受容体をコードする遺伝子のレトロウイルスによる導入に
より、腫瘍関連抗原を標的にするように遺伝子改変されてもよい。細胞傷害性を腫瘍細胞
へ向ける人工的Ｔ細胞受容体を発現するためのＴ細胞の遺伝子改変は、癌細胞の免疫認識
および排除を増強する手段を提示する。ＣＡＲは、最も一般的には、ＴＣＲζ鎖細胞質シ
グナル伝達ドメインに融合した、膜貫通ドメイン（典型的には、ＣＤ８、ＣＤ２８、ＯＸ
－４０、および４－１ＢＢ）に融合した、所定の腫瘍関連抗原を標的にするマウスモノク
ローナル抗体に由来する一本鎖断片長抗体（ｓｃＦｖ）で構成される（３～１３）。Ｔ細
胞特異性を再プログラムするために用いられる場合、これらの融合受容体は、天然の抗原
の認識を可能にする。Ｔ細胞によって発現した場合、生じた構築物は、標的にされた抗原
との会合で、Ｔ細胞活性化、増殖、および標的細胞の溶解を誘導する。これらの融合受容
体は、一次Ｔ細胞において機能的な抗原依存性共刺激シグナルを伝達し、刺激シグナル伝
達のために内因性ＴＣＲおよびキメラ受容体の両方が会合した場合、持続性Ｔ細胞増殖を
可能にする。今まで、ＣＡＲ改変Ｔ細胞を利用する前臨床試験が、幅広い種類の悪性腫瘍
において有望な結果を実証している（３、４、１１、１４～１８）。最近になって、この
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アプローチは、第一相試験の形で臨床的に調査されている（６、１９～２１）。これらの
遺伝的アプローチは、癌細胞の免疫認識および排除を増強する手段を提供する。
【０１７１】
　卵巣癌腫は、患者の長期予後が腫瘍に対する内因性免疫応答の程度および質によって著
しく影響を及ぼされるという事実に基づいて、内因性免疫応答を誘導する能力がある比較
的、免疫原性腫瘍であるようにみえる。具体的には、卵巣癌腫瘍微小環境内の内因性エフ
ェクターＴ細胞の存在が、患者生存の長期化に直接的に相関することが実証づけられてい
る（２２～２５）。対照的に、腫瘍内の免疫抑制性ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉ制御Ｔ細胞（Ｔ
ｒｅｇ）の数の増加は、それが次におそらく浸潤性エフェクターＴ細胞の抗腫瘍活性を無
効にし、より短い患者生存と相関する（２６～２９）。実際、癌に対する内因性免疫応答
が患者にとって有益であるのか有害であるのかを最終的に示すのは、腫瘍微小環境内のＴ
ｒｅｇ対エフェクターＴ細胞の比率であることが明らかである（２４、２８）。この状況
において、後で患者へ注入して戻される、腫瘍標的化エフェクターＴ細胞の集団をエクビ
ボで生成し、次に増殖させる能力は、次には、Ｔｒｅｇ対エフェクターＴ細胞比を、疾患
を根絶するのにより有利なものへと傾け得る。
【０１７２】
　ムチンは、細胞恒常性および上皮表面の保護にとって重要な生体分子である。卵巣癌に
おけるムチンの発現の変化は、診断、予後、および処置に活用される可能性がある（１）
。ＭＵＣ１６は、たいていの卵巣癌腫に過剰発現する、そのようなムチンの１つであり、
卵巣癌の検出および進行についての確立された代用血清マーカー（ＣＡ－１２５）である
（３０～３３）。ＭＵＣ１６は、複数の反復配列からなる、ＣＡ－１２５と名付けられた
、大きな切断され、遊離されるドメイン、ならびに残留する非反復の細胞外断片、膜貫通
ドメイン、および細胞質側尾部を含む保持されるドメイン（ＭＵＣ－ＣＤ）で構成される
高グリコシル化ムチンである（３４）。その抗原は、別の方法で、子宮、子宮内膜、ファ
ロピウス管、卵巣、ならびに腹腔および胸腔の漿膜において低レベルで発現するのみであ
るため、ＭＵＣ１６は、免疫に基づいた治療にとって潜在的に魅力的な標的である。
【０１７３】
　しかしながら、ＭＵＣ１６の細胞外ドメインの大部分が切断され、分泌されるという事
実によって、卵巣癌腫における標的抗原としてのＭＵＣ１６の有用性は限定される。実際
、今まで、ＭＵＣ１６に対する全ての報告されたモノクローナル抗体は、その糖タンパク
質の大きな分泌されたＣＡ－１２５画分に存在するエピトープに結合し、その抗原の保持
される細胞外画分（ＭＵＣ－ＣＤ）に結合することが知られているものはない（３５～３
７）。その抗原のＭＵＣ－ＣＤ画分は、細胞表面に保持され、ＭＵＣ１６のこの部分に特
異的なＴ細胞を発生させることは、養子細胞免疫治療のための標的としてのＭＵＣ１６の
限界を大いに克服し得る。この目的を達成するために、本発明者らは、保持されるＭＵＣ
－ＣＤ細胞外ドメインに特異的な一連のマウスモノクローナル抗体を以前に生成している
（３８）。そのようなモノクローナル抗体の１つである４Ｈ１１を発現するハイブリドー
マを利用して、本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤ抗原に特異的ないくつかのＣＡＲを構築する
ことに成功している。この発明は、少なくともζ鎖、シグナル伝達領域、および選択され
た標的と特異的に相互作用する結合エレメントで構成されるキメラＴ細胞受容体をコード
する核酸、ならびに、ζ鎖部分、シグナル伝達領域、および結合エレメントを含むキメラ
Ｔ細胞受容体を提供する。
【０１７４】
　この報告書において、本発明者らは、これらのＭＵＣ－ＣＤ標的化ＣＡＲをヒトＴ細胞
へ高効率的にレトロウイルスにより形質導入し、生じたＴ細胞が、インビトロでＭＵＣ－
ＣＤ＋腫瘍細胞を特異的に標的にして溶解し得ることを実証している。さらに、本発明者
らは、ＭＵＣ－ＣＤおよび共刺激リガンドＢ７．１（ＣＤ８０）を発現するように遺伝子
改変されたＮＩＨ（３Ｔ３）線維芽細胞上での反復した共培養によって、インビトロでの
効率的なＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞増殖を実証している。改変Ｔ細胞の増殖の成功により
、本発明者らが次に、確立した腹腔内ＭＵＣ－ＣＤ＋ヒト卵巣腫瘍を担持する免疫無防備
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状態のＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスにおけるインビボ研究を行うのに十分なＴ細胞数を生
成することが可能になった。意義深いことには、これらの研究において、本発明者らは、
処置されていないマウスかまたは無関係の抗原に向けて標的化されたＣＡＲを担持するＴ
細胞で処置されたマウスのいずれかと比較した場合、直接的な腹腔内注射後ならびに静脈
内注射後のどちらも、ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞の著しい抗腫瘍効力を実証している。加
えて、本発明者らは、癌患者由来の一次腹水由来卵巣癌腫細胞を標的にする４Ｈ１１－２
８ｚ＋患者のＴ細胞および健常ドナーのＴ細胞の有意な細胞傷害性を実証している。
【０１７５】
　本発明者らの知る限りでは、これは、ＭＵＣ１６抗原へ遺伝的に標的化されたＴ細胞が
、インビトロまたはインビボのどちらでもＭＵＣ１６＋腫瘍に対して著しい抗腫瘍効力を
実証するという最初の報告である。これらのデータは、高リスク卵巣癌腫を有する患者に
おいてこのアプローチを利用する将来の臨床試験を提案するための原理的説明の役割を果
たす。
【０１７６】
　材料および方法
　細胞系およびＴ細胞
　ＯＶ－ＣＡＲ３腫瘍細胞系を、１０％熱不活化ＦＢＳ、非必須アミノ酸、ＨＥＰＥＳ緩
衝液、ピルビン酸塩、およびＢＭＥ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を補充したＲＰＭＩ　１６
４０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）中で培養した。ＰＧ１
３およびｇｐｇ２９レトロウイルスの産生細胞系を、１０％ＦＣＳを補充したＤＭＥＭ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で培養し、以前に記載された（３）ＮＩＨ－３Ｔ３人工の抗原
提示細胞（ＡＡＰＣ）を、１０％熱不活化ドナー仔ウシ血清を補充したＤＭＥＭ中で培養
した。Ｔ細胞を、ＢＤ　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ　ＣＰＴチューブ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）中に、製造業者の指示に従って、
ＩＲＢ承認プロトコール＃９５－０５４の下、健常ドナーの末梢血から採取した。全ての
培地に、２ｍｍｏｌ／ＬのＬ－グルタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、１００ユニット／
ｍＬのペニシリン、および１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）を補充した。Ｔ細胞を、２０ＩＵ／ｍｌのＩＬ－２（Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｅａｓｔ　Ｈａｎｏｖｅｒ、ＮＪ）を補充した上記のようなＲＰ
ＭＩ　１６４０で培養し、示される場合、培地に、１０ｎｇ／ｍＬのインターロイキン１
５（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）を補充した。
【０１７７】
　患者腹水由来癌細胞の単離
　原発性ヒト腹水由来癌細胞を、ＩＲＢ承認プロトコール＃９７－１３４の下、新たに診
断された進行性漿液性卵巣癌腫の手術を受けた卵巣癌患者から入手した。腫瘍細胞を、患
者の腹水から、室温で１０分間の６００ｇでの遠心分離によって単離した。細胞を、１×
ＰＢＳで１回、洗浄し、将来の分析のために、１０％ＦＢＳを補充したＲＰＭＩ　１６４
０培地中で培養した。
【０１７８】
　ＭＵＣ－ＣＤ標的化４Ｈ１１ｚおよび４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲの作製
　４Ｈ１１モノクローナル抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域は、ハイブリドーマ細
胞系４Ｈ１１に由来した。４Ｈ１１　ＲＮＡから作製したｃＤＮＡを利用して、本発明者
らは、他のところで記載されているように、改変型プライマーを利用するＲＡＣＥ　ＰＣ
ＲによってＶＨコード領域を単離した（３９、４０）。ＶＬ鎖可変領域を、Ｏｒｌａｎｄ
ｉらによって記載されているように改変型プライマーを利用する標準ＰＣＲによってクロ
ーニングした（４１、４２）。生じたＶＨおよびＶＬ断片を、ＴｏｐｏＴＡ　ＰＣＲ　２
．１クローニングベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）へサブクローニングし、配列決定し
た。その後、ＶＨおよびＶＬ断片を（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３スペーサードメインにライゲー
ションし、４Ｈ１１　ｓｃＦｖを作製し、それをオーバーラップＰＣＲによってヒトＣＤ
８リーダーペプチド（ＣＤ８Ｌ）に融合した（９、４１）。ＭＵＣ－ＣＤ標的化４Ｈ１１
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　ＣＡＲを構築するために、ＣＤ８Ｌ－４Ｈ１１　ｓｃＦｖのコード領域を、Ｔ細胞受容
体ＣＤ３ζシグナル伝達ドメインに融合した、ヒトＣＤ８ヒンジドメインおよび膜貫通ド
メインに融合し（４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲが生成）、または代替としてＣＤ２８膜貫通ドメイ
ンおよび細胞質シグナル伝達ドメインに融合した（４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲが生成）（
３、９、４３）。その後、生じたＣＡＲ構築物を、改変型ＭＭＬＶレトロウイルスベクタ
ーＳＦＧへサブクローニングした（４４）。形質導入されたｇｐｇ２９線維芽細胞由来の
ＶＳＶ－Ｇ偽型（ｐｒｅｕｄｏｔｙｐｅｄ）レトロウイルス上清を用いて、安定なＰＧ１
３テナガザル白血病ウイルス（ＧａＬ　Ｖ）エンベロープ偽型レトロウイルス産生細胞系
を構築した（４１）。
【０１７９】
　レトロウイルス遺伝子移入
　単離された健常ドナー末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）に対し、レロネクチン（ｒｅｔｒｏ
ｎｅｃｔｉｎ）をコーティングした非組織培養プレート上で、２μｇ／ｍｌの植物性血球
凝集素（ＰＨＡ）（Ｓｉｇｍａ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）で活性化し、レトロウイルス
で形質導入した（４５）。簡単に述べれば、６ウェル非組織培養プレート（ＢＤ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）をＲｅｔｒｏＮｅｃｔｉｎ（ＲＮ）（Ｔａ
ｋａｒａ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ、Ｏｔｓｕ、Ｊａｐａｎ）で、製造業者の指示に従っ
て、コーティングした。ＰＨＡ活性化から４８時間後、１ｍｌの補充されたＲＰＭＩ培地
中１×１０６個のＴ細胞のアリコートを、１ｍｌのＳＦＧレトロウイルス上清と共に、Ｒ
Ｎをコーティングしたプレートの各ウェルに入れた。Ｔ細胞を、毎日新鮮なレトロウイル
ス上清を加えながら、３日間連続して、毎日、３０℃で１時間、２０００ｇで遠心分離し
た（４５）。７日目に遺伝子移入をＦＡＣＳによって評価した。
【０１８０】
　関連のＮＩＨ－３Ｔ３マウス線維芽細胞の人工の抗原提示細胞を作製するために、ＭＵ
Ｃ－１６抗原の保持される細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、および細胞質ドメインをコ
ードするＭＵＣ－ＣＤ構築物を、最初にＳＦＧレトロウイルスベクターへサブクローニン
グした（ＳＦＧ（ＭＵＣ－ＣＤ））。ＳＦＧ（ＭＵＣ－ＣＤ）の野生型ＮＩＨ－３Ｔ３線
維芽細胞へのレトロウイルスによる形質導入を行なうことによって、３Ｔ３（ＭＵＣ－Ｃ
Ｄ）ＡＡＰＣを作製し、一方、以前に確立した３Ｔ３（Ｂ７．１）線維芽細胞をレトロウ
イルスによる形質導入を行なうことによって、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰ
Ｃを作製した（４１、４６）。高度に富化された細胞系をＦＡＣＳによって単離した。
【０１８１】
　ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞系およびＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ
－ＦＦＬｕｃ）細胞系を作製するために、本発明者らは、ＷＴ　ＯＶ－ＣＡＲ３ヒト卵巣
癌細胞系に、以前に記載されているような（４７）ＳＦＧ（ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）および
／または他のところで記載されているような（４４）ｇｐｇ２９線維芽細胞由来のＳＦＧ
（ＭＵＣ－ＣＤ）ＶＳＶ－Ｇ偽型レトロウイルスの上清を用いて、レトロウイルスによる
形質導入を行なった。生じた腫瘍細胞を、ＯＶＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞系について
はＭＵＣ－ＣＤ発現のみか、またはＯＶＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）
細胞系についてはＭＵＣ－ＣＤとＧＦＰの二重発現のいずれかをＦＡＣＳによって分別し
た。ＦＡＣＳによるＭＵＣ－ＣＤ発現を、４Ｈ１１モノクローナル抗体を用いて評価した
。
【０１８２】
　ＣＡＲ＋ヒトＴ細胞のインビトロ分析
　刺激による増殖およびサイトカイン放出をインビトロで評価するために、形質導入され
たＴ細胞を、６ウェル組織培養プレート（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）において、サ
イトカインを補充せずに１０％ＦＢＳを補充したＲＰＭＩ培地中、コンフルエントなＮＩ
Ｈ　３Ｔ３　ＡＡＰＣ上でレトロウイルスによる形質導入を行なった後７日間、共培養し
た。インビボ研究のための十分な数のＣＡＲ改変Ｔ細胞を生成するために、形質導入され
たＴ細胞を、以前に記載されているように、２０ＩＵ／ｍＬのＩＬ－２および１０ｎｇ／
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ｍＬのＩＬ－１５を補充したＲＰＭＩ培地中、Ｂ７．１＋ＡＡＰＣ（３Ｔ３（ＭＵＣ－Ｃ
Ｄ／Ｂ７．１））上で共培養した（３、４３）。患者Ｔ細胞を、ヒトＣＤ３／ＣＤ２８ビ
ーズ（ＤＹＮＡＬ（登録商標）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を用
いて、製造業者の指示に従い、活性化し、かつ増殖させた。
【０１８３】
　ＣＡＲ発現のウェスタンブロット分析
　０．１ｍｏｌ／ＬのＤＴＴ（Ｓｉｇｍａ）による還元条件下でのＴ細胞溶解産物のウェ
スタンブロット分析を、以前に記載されているように行った（４６）。簡単に述べれば、
形質導入されたＴ細胞を、ＰＢＳ中で洗浄し、ミニコンプリートプロテアーゼインヒビタ
ーを用いて、製造業者の指示に従い（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｉｎｄｉａ
ｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）、放射免疫沈降アッセイ（ＲＩＰＡ）緩衝液（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｂ
ｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ、ＭＡ）中に再懸濁した。生じたタンパク質
を、６×還元ローディング緩衝液（Ｂｏｓｔｏｎ　ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ、Ｗｏｒｃｅ
ｓｔｅｒ、ＭＡ）の添加および１００℃で１０分間の加熱後、１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥミ
ニゲル（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）で分離した。その後、分離されたタ
ンパク質を、Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ膜に転写し、抗ヒトＣＤ３ζ鎖モノクローナル抗体（Ｂ
Ｄ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて探索した。抗体結合を、ヤギ抗マウス西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ結合体化抗体でそのブロットを探索し、続いて、Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｌｉ
ｇｈｔｉｎｇ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｐｌｕｓ（Ｐｅ
ｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｂｏｓｔｏｎ、ＭＡ）を用いて製
造業者の指示に従って、発光を検出した。
【０１８４】
　細胞傷害性アッセイ
　インビトロでの改変Ｔ細胞の細胞傷害性を、ＤＥＬＦＩＡ（登録商標）ＥｕＴＤＡアッ
セイ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ　ＬＡＳ，Ｉｎｃ、Ｂｏｓｔｏｎ、ＭＡ）を用い、製造業
者の推奨に従って評価した。細胞傷害性を、示された比でのエフェクターＴ細胞対標的Ｏ
Ｖ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞または原発腫瘍細胞（Ｅ：Ｔ）において２時間で評価
した。これらのアッセイにおけるエフェクターＴ細胞はＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の数を表
す。
【０１８５】
　サイトカイン検出アッセイ
　サイトカインアッセイを、Ｌｕｍｉｎｅｘ　ＩＳ　１００システムを利用するＩＬ－２
およびＩＦＮγを検出するためのマルチプレックスＨｕｍａｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎアッセイ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｂｉｌｌｅｒ
ｉｃａ、ＭＡ）を用いて製造業者の仕様書に従って、実施した。サイトカイン濃度を、Ｉ
Ｓ　２．３ソフトウェア（Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．、Ａｕｓｔｉｎ、ＴＸ）を用いて
評価した。
【０１８６】
　インビボのＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウス腫瘍モデル
　全てのインビボ研究において、８～１２週齢のＦＯＸ　ＣＨＡＳＥ　Ｃ．Ｂ．－１７（
ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウス）（Ｔａｃｏｎｉｃ、Ｈｕｄｓｏｎ、ＮＹ）に最初、３×１
０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞か、または生物発光画像化（ＢＬＩ）
研究のために、３×１０６個のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫
瘍細胞のいずれかを腹腔内に注射した。その後、３×１０７個のＣＡＲ＋Ｔ細胞を、示さ
れている通り、腫瘍注射後１日目または７日目に、腹腔内または静脈内に注射した。腹囲
の増加、立毛、および刺激に対する応答の低下によって評価される苦痛（ｄｉｓｔｒｅｓ
ｓ）についてマウスをモニターした。苦しんでいるマウスを安楽死させた。全てのマウス
研究を、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏ
ｍｍｉｔｔｅｅ承認プロトコール（＃００－０５－０６５）の関係において行った。
【０１８７】
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　ＳＣＩＤ－ＢｅｉｇｅマウスにおけるＯＶＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕ
ｃ）腫瘍細胞の生物発光画像化（ＢＬＩ）
　ＢＬＩを、Ｌｉｖｉｎｇ　Ｉｍａｇｅソフトウェアを備えたＸｅｎｏｇｅｎ　ＩＶＩＳ
画像化システム（Ｘｅｎｏｇｅｎ；Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ）を用いて実施した。簡単に述
べれば、ＯＶＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担持するマウスに、
２００μｌのＰＢＳ中に懸濁されたＤ－ルシフェリン（１５０ｍｇ／ｋｇ；Ｘｅｎｏｇｅ
ｎ）を腹腔内に注射し、１０分後、２％イソフルラン麻酔下で画像化した。画像収集を、
２５ｃｍの視野において中間ビニングレベルで０．５分の露光時間で行った（３、４３）
。
【０１８８】
　フローサイトメトリー
　Ｔ細胞および腫瘍細胞の全てのフローサイトメトリー分析を、Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔソフ
トウェアを備えたＦＡＣＳｃａｎサイトメーター（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用
いて実施した。Ｔ細胞を、ＣＡＲ特異的ポリクローナルヤギＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６
４７抗体（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）、フィコエリトリ
ン標識抗ヒトＣＤ４、ＣＤ８、Ｂ７．１（Ｃａｌｔａｇ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂ
ｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）、Ｂ７．２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｍａｒｉｌｌｏ、
ＣＡ）、４－１ＢＢＬ、およびＯＸ４０抗体（Ａｎｃｅｌｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、
Ｂａｙｐｏｒｔ、ＭＮ）を用いて分析した。３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞およびＯＶ－Ｃ
ＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞を、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７標識４Ｈ１１抗体（Ｍ
ＳＫＣＣモノクローナル抗体コア施設において作製および標識された）で染色した。
【０１８９】
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞のＣＦＳＥ標識
　ＣＡＲ＋Ｔ細胞を、ＣｅｌｌＴｒａｃｅ（商標）ＣＦＳＥ細胞増殖キットを用いて製造
業者の推奨（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲ）に従って、ＣＦ
ＳＥで染色した。ＣＦＳＥ標識Ｔ細胞の増殖を、ＦＡＣＳによって分析した。ＣＦＳＥ標
識Ｔ細胞のインビボでの検出のために、卵巣腫瘍を４０μｍの細胞ストレーナー（ＢＤ　
Ｆａｌｃｏｎ、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）を介して解離させ、抗体染色およ
びＦＡＣＳ分析の前に２％ＦＢＳ／ＰＢＳで２回、洗浄した。
【０１９０】
　統計
　生存データを、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒ
ｉｓｍ　ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いる対数順位解析によって
評価した。サイトカインデータを、スチューデント片側ｔ検定によって解析した。
【０１９１】
　結果
　本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤ抗原に特異的なモノクローナル抗体を産生する４Ｈ１１ハ
イブリドーマを用いてＭＵＣ－ＣＤ抗原に対して標的とする第１世代（４Ｈ１１ｚ）およ
び第２世代（４Ｈ１１－２８ｚ）のＣＡＲをコードするＳＦＧレトロウイルスベクターを
構築している（図１１Ａ）。本発明者らは、ζ鎖特異的抗体で探索される、生じたＰＧ－
１３レトロウイルス産生細胞（ＳＦＧ－４Ｈ１１ｚおよびＳＦＧ－４Ｈ１１－２８ｚ）の
ウェスタンブロット分析によって、適切なサイズのＣＡＲタンパク質の発現を確認した（
データ未呈示）。
【０１９２】
　第１世代４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲの機能を評価するために、末梢血から単離された健常ドナ
ーＴ細胞にレトロウイルスで形質導入して、４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲおよび対照１９ｚｌ　Ｃ
ＡＲを発現させた（図１１Ｂ）。３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上での共培
養後の４Ｈ１１ｚ形質導入Ｔ細胞の増殖によって、４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲの機能を評価した
。結果は、１９ｚｌ改変Ｔ細胞と比較して、４Ｈ１１ｚ形質導入Ｔ細胞の特異的増殖を実
証している（図１１Ｃ）。これらのデータは、ＭＵＣ－ＣＤ抗原への４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲ
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媒介性特異的結合およびその後のＴ細胞活性化と一致している。
【０１９３】
　たいていの悪性腫瘍は、共刺激リガンドを発現しないため、本発明者らは４Ｈ１１ｚ　
ＣＡＲを、ＣＤ２８の膜貫通ドメインおよび細胞質共刺激シグナル伝達ドメインを発現す
るようにさらに改変し、第２世代の４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲを構築した（図１１Ａ）。
ヒトＴ細胞によって発現した場合、４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲが、ζ鎖を介しての一次活
性化シグナル（「シグナル１」と呼ばれる）ならびにＣＤ２８細胞質ドメインを介しての
共刺激シグナル（「シグナル２」と呼ばれる）（それは、次に、外因性共刺激リガンドの
非存在下で効率的なＴ細胞増殖を可能にする）の両方を生じる能力があるかどうかを評価
するために、本発明者らは、外因性サイトカインの非存在下で、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）
ＡＡＰＣ上または３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上のいずれかでの共培養後
のＴ細胞増殖を比較した。予想した通り、第２世代４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、３Ｔ３
（ＭＵＣ－ＣＤ）ＡＡＰＣとの共培養で、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞と比較して、著しく増殖し
た。対照的に、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、３Ｔ３（ＭＵＣ
－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上で同じように増殖した（図１２Ａ）。４Ｈ１１－２８ｚ　
ＣＡＲによって媒介される共刺激を、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）ＡＡＰＣ上での共培養実験
からの２日目の組織培養上清の分析によってさらに検証し、対照１９ｚｌ＋および１９－
２８ｚ＋Ｔ細胞、ならびに第１世代４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞と比較して、ＩＬ－２（Ｔ細胞共
刺激との関連において典型的に分泌されるサイトカイン）分泌の増強が実証された（図１
２Ｂ）。ＩＦＮγの分泌は、４Ｈ１１ｚ＋活性化Ｔ細胞と４Ｈ１１－２８ｚ＋活性化Ｔ細
胞の間で同等であった。
【０１９４】
　本発明者らは次に、外因性ＩＬ－２およびＩＬ－１５との関連において、３Ｔ３（ＭＵ
Ｃ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上での共培養による毎週の再刺激後にＭＵＣ－ＣＤ標的化
Ｔ細胞が増殖する能力を評価した（３）。４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋

Ｔ細胞の両方が３週間にわたって２ｌｏｇより多く増殖した（図１２Ｃ）。４Ｈ１１－２
８ｚを形質導入されたＴ細胞をさらに、ＡＡＰＣ上での最初の活性化後７日間の、および
ＡＡＰＣ上でのその後の２回の共刺激後７日間の、ＣＡＲ発現についてＦＡＣＳによって
分析し、ＣＡＲ＋Ｔ細胞画分の予想された富化が実証された（図１２Ｄ）。増殖した４Ｈ
１１ｚ＋Ｔ細胞に関して同様のデータが生じた（データ未呈示）。
【０１９５】
　ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）細胞および新鮮に単離された腹水由来卵巣腫瘍細胞と
の共培養後のＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞のインビトロの細胞傷害性および増殖
　４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞のヒト卵巣癌腫腫瘍を標的にし、
かつ溶解する能力を評価するために、本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤ抗原を発現するように
遺伝子改変されたヒトＯＶ－ＣＡＲ３細胞系を利用し、そのことにより、４Ｈ１１が標的
にするＭＵＣ－ＣＤ抗原を発現する臨床的卵巣腫瘍試料の大部分をより良く反映している
（４８）。本発明者らは、最初に、ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞による特異的な溶解を検証
し、無関係の第１世代および第２世代のＣＤ１９標的化１９ｚｌ　ＣＡＲおよび１９２８
ｚ　ＣＡＲを発現する対照Ｔ細胞と比較して、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞
を標的にする、４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲ改変Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲ改変Ｔ細
胞の類似した著しい細胞傷害活性が実証された（図１３Ａ）。４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲ
を発現するように改変された健常ドナーＴ細胞は同様に、１９－２８ｚ形質導入Ｔ細胞と
比較して、新鮮に単離された腹水由来ＭＵＣ－ＣＤ＋卵巣癌腫細胞の溶解を示した（図１
３Ｂ）。さらに、４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改変された患者の末梢血Ｔ
細胞は同様に、対照１９－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように改変されたＴ細胞と比較して
、同じ腹水試料由来の自己一次ＭＵＣ－ＣＤ＋腫瘍細胞を溶解した（図１３Ｃ）。
【０１９６】
　本発明者らはさらに、腫瘍との共培養後７日間にわたってのＣＦＳＥ標識Ｔ細胞のＦＡ
ＣＳならびに絶対的Ｔ細胞数により評価する場合の、健常ドナー由来の４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細
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胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞のＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）上での共培養後に
増殖する能力を評価した（図１３Ｄおよび１３Ｅ）。驚くべきことに、本発明者らは、４
Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の両方が、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－
ＣＤ）腫瘍細胞との共培養後、同等に十分に増殖し、この腫瘍細胞系の共刺激リガンドの
発現によりＴ細胞を共刺激する能力を示唆した。この可能性に取り組むために、本発明者
らはさらに、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞のＦＡＣＳ分析を行い、共刺激４
－１ＢＢＬリガンドは発現する（図１３Ｆ）が、Ｂ７．１、Ｂ７．２、またはＯＸ－４０
Ｌ共刺激リガンドは発現しないことが実証された（データ未呈示）。
【０１９７】
　ＳＣＩＤ－ＢｅｉｇｅマウスにおけるＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞のインビボ抗腫瘍活性
　４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞のインビボの抗腫瘍活性を評価す
るために、本発明者らは次に、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞のＳＣＩＤ－Ｂ
ｅｉｇｅマウスへの腹腔内注射によって、同所性異種移植卵巣癌腫瘍モデルを作製した。
未処置のままであった場合には、これらのマウスでは、腫瘍細胞注射後３週間までに、著
しい腹水および複数の結節性腹膜腫瘍が発生した（図１４Ａ）。未処置の腫瘍を担持する
全てのマウスは、腫瘍細胞注射後７週間までに苦痛の徴候により安楽死させなければなら
なかった。
【０１９８】
　ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞のインビボ抗腫瘍効力を評価するために、ＳＣＩＤ－Ｂｅｉ
ｇｅマウスに、１日目にＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍細胞
を腹腔内に注射し、続いて２日目に、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞または４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細
胞を腹腔内に注射した。陰性対照として、腫瘍を担持するマウスを、処置しないか、また
は無関係のＣＤ１９標的化ＣＡＲを発現するように改変されたＴ細胞で処置するかのいず
れかであった。まとめると、本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞で処置された全て
のマウスの２７％（３匹／１１匹のマウス）が、腫瘍注射から１２０日間、疾患の臨床的
証拠なしに生き続け、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞で処置された
コホートと比較して、生存において統計的有意差はない（図１４Ｂ）ことを見出した。対
照的に、両方のＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞で処置されたコホートにおいては、未処置対照
コホートおよび１９ｚｌ＋Ｔ細胞で処置された対照コホートと比較して、統計的に有意な
生存の増強が実証された。
【０１９９】
　全身性に注入されたＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞が腹腔内腫瘍にうまく輸送されるかどう
かを評価するために、本発明者らは次に、腹腔内にＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦ
Ｐ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担持するＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスにおいて４Ｈ１１－２８ｚ
＋Ｔ細胞の腹腔内注入を静脈内注入と比較した。腹腔内および静脈内４Ｈ１１－２８ｚ＋

Ｔ細胞処置マウスの両方が、全体的な生存（図１５Ａ）ならびに腫瘍進行のＢＬＩ（図１
５Ｂ）によって評価した場合、未処置対照コホートまたは１９－２８ｚ＋Ｔ細胞で処置さ
れた対照コホートと比較して、統計的に生存の増強を示した。さらに、本発明者らは、腹
腔内処置群と静脈内処置群との間での全体的な生存が対数順位解析によって統計的に等価
であることを見出した。これらのデータは、静脈内注入された４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞
の腹膜腫瘍への輸送の成功を意味している。本発明者らはさらに、解離されたＯＶ－ＣＡ
Ｒ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍の単一細胞懸濁物のＦＡＣＳ分析により、静脈内注入されたＣ
ＦＳＥ標識４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の腹膜への輸送を確認した（図１５Ｃ）。
【０２００】
　十分確立したＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担持するＳ
ＣＩＤ－ＢｅｉｇｅマウスにおけるＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞のインビボの抗腫瘍活性
　４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞が、より臨床的に関連した腫瘍負荷量を根絶することができ
るかどうかをさらに評価するために、本発明者らは、養子Ｔ細胞治療の７日前に注射され
た、十分確立した腹腔内ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕｃ）腫瘍を担
持するＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスを処置した。もう一度、本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤ
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標的化Ｔ細胞での治療が、全ての処置されたマウスにおいてＢＬＩ顕性疾患を著しく根絶
したことを見出し（図１６Ａ）、腫瘍細胞注入後１２０日間までのＢＬＩ画像化（未呈示
）により評価した場合、８匹の処置されたマウスのうち５匹が、最終的に、進行性疾患の
再発をおこし、３匹のマウスは疾患がないままであった（図１６Ｂ）。これらのデータは
、進行性疾患の状況においてさえもＭＵＣ－ＣＤ標的化Ｔ細胞により媒介される強力なイ
ンビボ抗腫瘍活性を実証している。
【０２０１】
　考察
　患者腫瘍試料の広範な分析に基づいて、卵巣癌腫は、比較的免疫原性腫瘍であるように
みえる。具体的には、研究者らは、手術および化学療法後の予後と、処置前の腫瘍試料に
おける腫瘍浸潤性エフェクターＴ細胞（ＴＩＬ）の量との間に直接的相関があることをそ
こに見出している（２５、４９、５０）。さらに、別の研究者らが、治療後の予後と、腫
瘍内のＴｒｅｇ（それらは、次に、おそらく、腫瘍特異的エフェクターＴＩＬの抗腫瘍機
能を抑制する（２６、２８、５１））の処置前レベルとの間の逆相関を記載している。こ
れらの所見のどちらも、最初の治療の前と後の両方での疾患進行の制御における、内因性
エフェクターＴ細胞の腫瘍に対する応答についての役割を意味し、卵巣癌腫が、卵巣腫瘍
細胞抗原に対して標的化した自己Ｔ細胞の養子注入による死滅化に感受性が高い可能性が
あるという主張を強く支持している。
【０２０２】
　内因性エフェクターＴＩＬが、推定される腫瘍特異的Ｔ細胞の１つの源であるが、養子
Ｔ細胞治療への代替のアプローチは、自己末梢血Ｔ細胞を単離することであり、そのＴ細
胞が、次に、腫瘍細胞抗原を標的にするようにエキソビボで遺伝子改変されてもよい。１
つのそのような遺伝的アプローチは、腫瘍に固有かまたは腫瘍によって過剰発現されるか
のいずれかである表面露出抗原に対して標的化したＣＡＲを患者Ｔ細胞にレトロウイルス
により形質導入することである。この目的を達成するために、他の悪性腫瘍においてこの
アプローチを利用する有望な前臨床試験が最近、臨床実践場面に移されている（６、１６
、１９、５２）。同様に、本発明者らは、正常Ｂ細胞ならびにたいていのＢ細胞悪性腫瘍
に発現したＣＤ１９抗原に対して標的化したＣＡＲを以前に作製しており、再発したＢ細
胞慢性リンパ性白血病および急性リンパ芽球性白血病を有する患者を、ＣＤ１９特異的Ｃ
ＡＲを発現するように改変された自己Ｔ細胞で処置する臨床試験を現在、行っている（５
３）。
【０２０３】
　このアプローチの卵巣癌腫への適用は、腫瘍細胞表面に発現する適切な標的抗原の同定
を必要とする。意義深いことには、他の研究者らが、前臨床実践場面および臨床実践場面
の両方においてこのアプローチを研究している（４、１１、５４～５７）。具体的には、
いくつかのグループが、皮下ヒト卵巣癌腫細胞系腫瘍に対する顕著な抗腫瘍応答を、これ
らの腫瘍細胞系に過剰発現したメソテリンおよびルイスＹ抗原に特異的なＣＡＲを発現す
るＴ細胞の腫瘍内および／または静脈内注入後、免疫無防備状態のマウスにおいて実証し
ている（５６、５８、５９）。さらに、Ｋｅｒｓｈａｗらは、α－葉酸受容体に特異的な
ＣＡＲを発現するように改変された自己Ｔ細胞を用いて、再発した卵巣癌腫を有する患者
を処置する第一相臨床試験の結果を最近、発表した（６）。この研究の著者らは、標的化
Ｔ細胞での治療は耐容性がよいことを見出したが、時間経過での改変Ｔ細胞の持続性の悪
さ、ならびに幾人かの処置された患者の血清中のまだ未決定のＴ細胞阻害因子に関連した
、これらの研究における抗腫瘍応答の不足を指摘した。
【０２０４】
　本発明者らの研究において、本発明者らは、大部分の卵巣癌腫で過剰発現するＭＵＣ－
１６糖タンパク質を標的にするように選択している（１、３０、３２、３３）。養子Ｔ細
胞治療のための標的抗原としてのＭＵＣ－１６の有用性は、この分子の細胞外部分の大部
分が腫瘍細胞によって切断され、分泌され、ＣＡ－１２５腫瘍マーカーとして血清中で検
出することができるという事実によって損なわれている。しかしながら、ＭＵＣ－１６の
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この分泌された画分の切断後、腫瘍表面に保持される、ＭＵＣ－ＣＤと名付けられた、そ
の糖タンパク質の残りの細胞外画分が残存し、それゆえに、免疫に基づいた治療にとって
魅力的な標的である。この目的を達成するために、本発明者らは、ＭＵＣ－ＣＤに特異的
なＣＡＲを構築するためにＭＵＣ－ＣＤ抗原に対して産生された一連のマウスハイブリド
ーマを利用した。これらのＣＡＲのうち、本発明者らは、４Ｈ１１ｚと名付けられた４Ｈ
１１マウスハイブリドーマから産生されたＣＡＲを同定し、それは、ヒトＴ細胞において
発現した場合、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ／Ｂ７．１）ＡＡＰＣ上での共培養後、ＡＡＰＣ単
層の迅速な破壊、ならびに著しい改変Ｔ細胞増殖を生じた。意義深いことには、４Ｈ１１
抗体に対する抗原は、免疫組織化学検査により評価した場合、本発明者らの施設で処置さ
れた患者から得られた、処置前の卵巣癌腫の外科的腫瘍試料の大部分において高度に発現
している（４８）。
【０２０５】
　最適なＴ細胞活性化は、一次Ｔ細胞受容体媒介性シグナルである「シグナル１」、加え
て共刺激「シグナル２」の両方を必要とする。古典的には、この共刺激シグナルは、標的
細胞上のＢ７．１（ＣＤ８０）かまたはＢ７．２（ＣＤ８６）のいずれかのＴ細胞共刺激
受容体ＣＤ２８とのライゲーションによって供給され得る。あるいは、共刺激は、標的細
胞上の４－１ＢＢＬまたはＯＸ－４０Ｌの、Ｔ細胞上のそれぞれの４－１ＢＢまたはＯＸ
－４０共刺激受容体とのライゲーションによって生じ得る（１２、６０、６１）。たいて
いの腫瘍細胞が共刺激リガンドを発現しないため、本発明者らおよび他の研究者らは、共
刺激受容体のＣＤ２８、４－１ＢＢ、および／またはＯＸ４０の細胞質シグナル伝達ドメ
インをさらに組み入れた第２世代ＣＡＲが、外因性共刺激リガンドの非存在下で、同種抗
原への結合により、シグナル１およびシグナル２の両方をＴ細胞へ供給する能力があるＣ
ＡＲを生じることを以前に実証している（７～１０、１２、１３、１５、１６、６２～６
５）。この目的を達成するために、本発明者らは、他のところで記載されているように、
ＣＤ２８の膜貫通および細胞質シグナル伝達ドメインを組み入れた、４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲ
由来の第２世代ＣＡＲを構築した（３、９、４３）。以前の研究と一致して、本発明者ら
は、得られた４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲを発現するように形質導入されたＴ細胞が、外因
性共刺激の非存在下で３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）線維芽細胞との共培養で効率的に増殖した
が、第１世代の４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲでは効率的に増殖せず、それは、シグナル１とシグナ
ル２の両方をＴ細胞へ送達する４Ｈ１１－２８ｚ　ＣＡＲの能力と一致しているというこ
とを見出した。この結論は、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞が、第１世代４Ｈ１１ｚ　ＣＡＲ
を発現するように形質導入されたＴ細胞と比較して、３Ｔ３（ＭＵＣ－ＣＤ）線維芽細胞
上での共培養により、有意により高いレベルのＩＬ－２（Ｔ細胞共刺激を示すサイトカイ
ン）を分泌したという所見によってさらに支持される。
【０２０６】
　本発明者らは次に、ヒト卵巣癌腫腫瘍細胞を標的にし、かつ溶解する４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細
胞および４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の能力を評価した。この目的を達成するために、本発
明者らは、最初に、ＯＶ－ＣＡＲ３ヒト卵巣癌細胞系を利用した。ＯＶ－ＣＡＲ３腫瘍細
胞系は４Ｈ１１抗体に弱く結合するため、本発明者らはさらに、臨床的卵巣癌腫腫瘍検体
の大部分が４Ｈ１１　ＭＵ－ＣＤ抗原を高度に発現する臨床実践場面をより良く模倣する
ために、ＭＵＣ－ＣＤを発現するようにその細胞系を遺伝子改変した（ＯＶ－ＣＡＲ３（
ＭＵＣ－ＣＤ））（４８）。本発明者らは、４Ｈ１１ｚかまたは４Ｈ１１－２８ｚのいず
れかを発現するように改変されたヒトＴ細胞が、インビトロでＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－
ＣＤ）腫瘍細胞を根絶することを実証し、驚くべきことに、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞および４
Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の両方が、インビトロで腫瘍との共培養後、増殖することを観察
した。この予期しない４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞増殖の原因を明らかにするために、本発明者ら
はさらに、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍細胞が共刺激リガンドを発現するかどう
かを評価し、この腫瘍細胞系が４－１ＢＢＬを発現することを見出し、そこことは、本発
明者らの実験所見、ならびに様々な癌腫細胞系による４－１ＢＢＬ発現を実証する以前に
発表された報告と一致した（６６～６８）。これらの所見の臨床的関連をさらに確証する
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ために、本発明者らは、その後、健常ドナー同種異系４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞ならびに
、より一層著しく自己性の４Ｈ１１－２８ｚ＋患者末梢血Ｔ細胞の両方による、未処置の
卵巣癌腫から単離された原発腹水由来腫瘍細胞の特異的インビトロでの溶解を実証した。
これらのデータは、自己４Ｈ１１に基づいたＣＡＲ＋Ｔ細胞での処置が、将来の臨床適用
において有望であるという主張を強く支持している。
【０２０７】
　本発明者らのインビトロでの所見のインビボでの関連性を評価するために、本発明者ら
は次に、ＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅマウスにおいてマウス同所性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－Ｃ
Ｄ）腫瘍モデルを作製した。本発明者らは、マウスに、ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）
腫瘍細胞を腹腔内に注射し、次の日、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞、４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞、
および対照１９ｚｌ＋Ｔ細胞を腹腔内に注入した。この処置のアプローチは、未処置のマ
ウスまたは無関係のＣＤ１９抗原に対して標的化した対照Ｔ細胞で処置されたマウスと比
較して、４Ｈ１１ｚ＋Ｔ細胞で処置されたコホートおよび４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞で処
置されたコホートの両方において、有意であるが類似した腫瘍進行の遅延および長期生存
を生じた。本発明者らは次に、同所性ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ／ＧＦＰ－ＦＦＬｕ
ｃ）を担持するマウスの４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞での腹腔内処置を静脈内処置と比較し
、Ｔ細胞の直接的な腹腔内注入または標的化Ｔ細胞の全身性静脈内注入のどちらに関して
も、時間とともに、類似した、統計的に有意なマウスの生存を見出した。意義深いことに
は、処置後１日目までに静脈内処置されたマウスは、標的化Ｔ細胞の腹膜への上首尾の輸
送を示した。これらのデータは、標的化Ｔ細胞での養子治療が、腹膜への直接的注入によ
って、または全身性静脈内注入を介してのどちらででも、等しく効力があり得ることを示
唆している。これらの所見は、疾患の局所的再発ならびに腹膜以外の部位への転移性再発
の両方を有する患者を処置することにおける、このアプローチの将来の臨床的潜在力をさ
らに支持している。
【０２０８】
　最後に、本発明者らは、改変Ｔ細胞の腹腔内注入を７日間、遅らせる（その場合、生物
発光画像化により評価して、マウスはより大きい確立した腫瘍負荷量を有した）ことによ
って、より一層確立した疾患を根絶させる４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞の能力を評価した。
この実験状況は、この養子Ｔ細胞アプローチが利用されることになる最初の臨床実践場面
をよりよく反映している。意義深いことには、著しく確立した疾患の状況にも関わらず、
４Ｈ１１－２８ｚ＋Ｔ細胞は、より大きい腫瘍負荷量を溶解し、腫瘍の再発を遅らせ、か
なりのパーセンテージのマウスにおいて、疾患を完全に根絶する能力を保持した。
【０２０９】
　本明細書に提示された研究において、本発明者らは、インビトロおよびインビボの両方
の抗腫瘍活性を評価するためにＣＤ４＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞とＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞の混合
集団を一貫して利用している。このために、進行中の研究は、このＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅ
　ＯＶ－ＣＡＲ３（ＭＵＣ－ＣＤ）腫瘍モデルでの疾患の根絶の成功における単離された
ＣＤ４＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞サブセットとＣＤ８＋ＣＡＲ＋Ｔ細胞サブセットの役割に取り組
む。これらの研究の結果は、この治療アプローチを臨床実践場面へ移行させることへの意
味合いを含み得る。さらに、本発明者らは、提示されたＳＣＩＤ－Ｂｅｉｇｅ腫瘍モデル
に関連した限界を認める。すなわち、これは、免疫無防備状態のマウスにおける異種移植
モデルである。このために、本発明者らの（ｏｒ）研究室における進行中の研究は、無傷
の免疫系という状況においてＭＵＣ－ＣＤ標的化ＣＡＲ改変Ｔ細胞の生物学的特徴および
抗腫瘍効力をより良く明確にするために、臨床的により一層関連性のある同系免疫適格性
腫瘍モデルを作製することに焦点をおいている。
【０２１０】
　結論として、本明細書において、本発明者らは、ＭＵＣ－１６抗原の保持されるＭＵＣ
－ＣＤ部分に対して標的化した遺伝子改変Ｔ細胞を用いた養子治療による、大多数の卵巣
癌腫に過剰発現する抗原である、ＭＵＣ－１６を標的にすることの実行可能性を実証する
最初の刊行されたデータを提示する。さらに、この報告は、卵巣癌の同所性の、臨床的に
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関連したマウスモデルにおいてＴ細胞の効率的なターゲティングを実証する最初のもので
あり、改変Ｔ細胞の腹腔内注入および静脈内注入の両方による効力を実証している。最後
に、これらのデータは、手術および化学療法での最初の治療後の遷延性または再発した卵
巣癌腫を有する患者における第一相臨床試験の形をとる臨床実践場面へのこのアプローチ
のさらなる移行を支持している。
【０２１１】
　実施例５
　マウスおよびハムスターにおけるマウスＭＵＣ１６モノクローナル抗体の産生
　本発明者らは、モノクローナル抗体がマウスおよびハムスターにおいて生じるための、
マウスＭＵＣ１６ゲノムの３つの異なる領域を選択した。マウスＭＵＣ１６の選択された
領域は、ペプチド１（配列番号２１、細胞質ドメインの外部領域）、ペプチド２（配列番
号２２、第１のシステインループ）、およびペプチド３（配列番号２３、第２のシステイ
ンループ）であり（図２０Ａ）、それのヒトＭＵＣ１６との比較は、図２０Ｂに示されて
いる。ＫＬＨとのより良い結合体化のために、ペプチド１（配列番号２１）およびペプチ
ド３（配列番号２３）のＮ末端のペプチド配列にシステインを付加した。個々のペプチド
を、Ｐｒｏｍｅｇａキットを用いてＫＬＨに結合体化した。これらの３つの結合体化され
たペプチドをプールし、５匹のマウスおよび４匹のハムスターへ免疫した。１回の免疫ご
とに３週間の間隔をあけて５回の免疫を施した。これらの動物由来の血清を、個々のペプ
チド（配列番号２１、２２、および２３）との特異的な反応性についてＥＬＩＳＡによっ
て試験した。陽性選択された動物を１ヶ月間、休ませ、その後、プールされたペプチド免
疫原（配列番号２１、２２、および２３）で静脈内にブーストし、４日後、脾臓を採取し
た。脾細胞をハイブリドーマパートナーと混合し、様々なクローン密度でマイクロタイタ
ープレートへ蒔いた。プレートを３７℃、５％ＣＯ２で１０日間、培養し、その後、クロ
ーンを選択した。これらの選択されたクローンからの上清を、個々のペプチド（配列番号
２１、２２、および２３）との特異的な反応性についてＥＬＩＳＡによって試験した。陽
性クローンの上清を、２つのマウス細胞系（ＩＤ８およびＢＲ５－ＦＶＢ１）およびヒト
細胞系（ＯＶＣＡＲ－３）を用いるＦＡＣＳ、ウェスタンブロット、および画像化により
試験した。
表４は、マウスＭＵＣ１６ペプチド抗原ペプチド１（配列番号２１）、ペプチド２（配列
番号２２）、およびペプチド３（配列番号２３）に対するマウスおよびハムスターのモノ
クローナル抗体の概要を示す。非常に強い抗原応答は、ペプチド１（配列番号２１）に関
して見られた。
【０２１２】
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【表４】

ペプチド１（配列番号２１）、ペプチド２（配列番号２２）、およびペプチド３（配列番
号２３）に対するマウスおよびハムスターのモノクローナル抗体の詳細は、それぞれ、表
５および表６に列挙されている。
【０２１３】
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【表５】

【０２１４】



(62) JP 5837567 B2 2015.12.24

10

20

30

40

50

【表６】

　ハムスター抗体２２Ｂ０５は、マウス（配列番号２２）およびまた対応するヒト配列（
配列番号１５）を認識する。
【０２１５】
　マウスＩＤ８およびＢＲ５－ＦＶＢ１細胞抽出物を用いるウェスタンブロット分析もま
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た、それぞれ、図２１および図２２に示されているように、全ての選択されたモノクロー
ナル抗体について実施した。
【０２１６】
　マウスＭＵＣ１６モノクローナル抗体の中から、本発明者らは、さらなるスクリーニン
グのために１２Ｂ１０－３Ｇ１０サブクローンのマウスモノクローナル抗体を選択した。
同様に、ハムスターのモノクローナル抗体である、１５Ａ８－２Ｅ１０、２２Ｂ５－２Ｇ
８、および４Ｈ１－２Ｅ１サブクローンをさらなるスクリーニングのために選択した。
【０２１７】
　ＩＤ８（マウス）、ＯＶＣＡＲ－３（ヒト）、ＢＲ５－ＦＶＢ１（マウス）細胞系、お
よび受精後１３．５日目の胚のパラフィン切片および凍結切片について免疫組織化学的分
析を実施した。パラフィン切片または凍結切片を、マウスＭＵＣ１６の初期発生を調べる
ために、マウス１２Ｂ１０モノクローナル抗体、ハムスター１５Ａ８モノクローナル抗体
、ハムスター２２Ｂ５モノクローナル抗体、およびハムスター４Ｅ１モノクローナル抗体
で探索した（図２３）。
【０２１８】
　１２Ｂ１０－３Ｇ１０サブクローンを、一本鎖Ｆｖ断片のためにさらに分析した。図２
４は、１２Ｂ１０－３Ｇ１０　ＶＨおよびＶＬのＤＮＡ配列ならびにアミノ酸配列を示し
ている。生物反応性上清および精製１２Ｂ１０－３Ｇ１０を、動物研究および他の特徴づ
け研究のために作製した。ＩＤ８細胞、ＯＶＣＡＲ３細胞、およびＢＲ５－ＦＶＢ１細胞
に関して精製１２Ｂ１０－３Ｇ１０を用いて、ＦＡＣＳ分析を実施し、マウスおよびヒト
の両方のＭＵＣ１６外部ドメイン断片に対して９０％を超える陽性を示した（図２５）。
【０２１９】
　明細書および実施例１～３で引用された文献
【０２２０】
【数７】

【０２２１】
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【数８】

【０２２２】
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【数９】

　実施例４で引用された文献
【０２２３】
【数１０】

【０２２４】
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【数１１】

【０２２５】
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【数１２】

【０２２６】
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【数１３】

【０２２７】
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【数１４】

【０２２８】
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【数１５】

　上記明細書において言及された、ありとあらゆる刊行物および特許は、全ての目的のた
めに全体として参照により本明細書に組み入れられている。記載された本発明の方法およ
び系の様々な改変およびバリエーションは、本発明の範囲および精神から逸脱することな
く、当業者にとって明らかである。本発明は、特定の実施形態に関連して記載されている
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が、主張されている本発明は、そのような特定の実施形態に不当に限定されるべきではな
い。実際、当技術分野およびそれに関連した分野の当業者にとって明白である、本発明を
実行するための記載された様式の様々な改変は、以下の特許請求の範囲の範囲内にあるも
のと意図されている。
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