
JP 2008-507253 A 2008.3.13

(57)【要約】
　ＡＦ－２０に特異的に結合する、新規なヒト化およびキメラ抗体、ヒト化抗体フラグメ
ント、そのような抗体またはその誘導体のポリペプチド配列、ならびにそれらの製造方法
を提供する。これらのヒト化およびキメラ抗体、抗体フラグメント、ならびにポリペプチ
ド配列は、ＡＦ－２０を発現する癌の治療において、ならびに診断の目的のために、たと
えば、ＡＦ－２０を発現する腫瘍またはガン細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ画像法のために、有用
である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＡＦ－２０と結合可能な抗体の重鎖または軽鎖可変領域由来の抗原結合領域を含んでな
る、組換え抗体分子。
【請求項２】
　ＡＦ－２０と結合する非ヒト抗体から得られた可変領域およびヒト定常領域を含んでな
るキメラ抗体。
【請求項３】
　ＡＦ－２０と結合するネズミ抗体から得られた可変領域およびヒト定常領域を含んでな
る、請求項２に記載のキメラ抗体。
【請求項４】
　ネズミ抗体がハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ９６８６により産生されるネズミ
モノクローナル抗体（ｍｏＡｂ）であり、およびヒト定常領域の、請求項３に記載のキメ
ラ抗体。
【請求項５】
　キメラ抗体ｃｈＮＹＲ－１００２。
【請求項６】
　ＡＦ－２０と結合するヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントであって、ＡＦ－２０
を結合する非ヒト抗体に由来する、前記ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項７】
　ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント（ｈｕｍｏＡｂ）が、ＡＦ－２０を結合する
ネズミモノクローナル抗体（ｍｏＡｂ）に由来する、請求項６に記載のヒト化抗体または
ヒト化抗体フラグメント。
【請求項８】
　ｈｕｍｏＡｂが、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ９６８６により産生されるネ
ズミｍｏＡｂに由来する、請求項７に記載のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項９】
　ヒト化抗体ｈｕＮＹＲ－１００２。
【請求項１０】
　ＡＦ－２０と結合する非ヒト抗体から得られた相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸残基
およびヒトフレームワーク領域（ＦＲ）アミノ酸残基を含んでなる、ＡＦ－２０を結合す
るヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項１１】
　相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸残基が、ＡＦ－２０を結合するネズミｍｏＡｂから
得られる、請求項１０に記載のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項１２】
　ＡＦ－２０と結合するネズミｍｏＡｂがハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ９６８
６により産生され、およびヒトフレームワーク領域（ＦＲ）アミノ酸残基の、請求項１１
に記載のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項１３】
　ＡＦ－２０を結合するヒト化抗体またはそのフラグメントであって、軽鎖可変領域の相
補性決定領域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）ならびに重鎖可変領域の相補性決定
領域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）が、以下のアミノ酸配列：
　軽鎖：
　ＣＤＲ１（配列番号　　）［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］
　ＣＤＲ２（配列番号　　）［ＹＡＳＥＳＩＳ］
　ＣＤＲ３（配列番号　　）［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］
　重鎖：
　ＣＤＲ１（配列番号　　）［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］
　ＣＤＲ２（配列番号　　）［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］
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　ＣＤＲ３（配列番号　　）［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］
を含んでなる、前記ヒト化抗体およびそのフラグメント。
【請求項１４】
　ヒトフレームワーク領域（ＦＲ）において、１またはそれより多くのアミノ酸の付加、
置換または欠失がなされている、請求項１３に記載のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグ
メント。
【請求項１５】
　可変領域において同定された潜在的なヒトヘルパーＴ細胞エピトープがアミノ酸残基の
置換、付加または欠失により除去されている、請求項１３に記載のヒト化抗体またはフラ
グメント。
【請求項１６】
　抗体が、ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントが由来する抗体のＡＦ－２０に対す
る抗原結合親和性の少なくとも１０％のＡＦ－２０に対する抗原結合親和性を有する、請
求項６に記載のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント。
【請求項１７】
　ａ）配列番号　　［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
　ｂ）配列番号　　［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；
　ｃ）配列番号　　［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］；
　ｄ）配列番号　　［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
　ｅ）配列番号　　［ＹＡＳＥＳＩＳ］；および
　ｆ）配列番号　　［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］；
からなる群の少なくとも一つから選択される配列を含んでなる、ポリペプチド配列。
【請求項１８】
　請求項１７に記載のポリペプチド配列をコードするＤＮＡ。
【請求項１９】
　請求項１３に記載のヒト化抗体またはフラグメントのアミノ酸配列をコードするＤＮＡ
分子。
【請求項２０】
　請求項６に記載の抗体の軽鎖またはフラグメントをコードするＤＮＡ分子。
【請求項２１】
　軽鎖ＣＤＲのヌクレオチド配列が以下：
　ＣＤＲ１（配列番号　　）［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
　ＣＤＲ２（配列番号　　）［ＹＡＳＥＳＩＳ］；および
　ＣＤＲ３（配列番号　　）［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］
である、請求項２０に記載のＤＮＡ分子。
【請求項２２】
　配列番号６に記載の抗体の重鎖またはフラグメントをコードするＤＮＡ分子。
【請求項２３】
　重鎖ＣＤＲのヌクレオチド配列が以下：
　ＣＤＲ１（配列番号　　）［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
　ＣＤＲ２（配列番号　　）［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；および
　ＣＤＲ３（配列番号　　）［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］
である、請求項２２に記載のＤＮＡ分子。
【請求項２４】
　発現ベクターの形である、請求項１９に記載のＤＮＡ分子。
【請求項２５】
　請求項２４に記載の発現ベクターで形質転換された宿主。
【請求項２６】
　請求項１３に記載の抗体または抗体フラグメントの軽鎖および重鎖をコードする組換え
発現系を含んでなる宿主細胞。
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【請求項２７】
　請求項２に記載のキメラ抗体を産生するハイブリドーマ細胞株。
【請求項２８】
　請求項６に記載のヒト化抗体または抗体フラグメントを産生するハイブリドーマ細胞株
。
【請求項２９】
　癌を治療するための組成物であって、治療有効量の請求項６に記載のヒト化抗体または
ヒト化抗体フラグメントを含んでなる、前期組成物。
【請求項３０】
　ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントが、直接的または間接的に、治療活性を有す
るエフェクター部分と付随または連結している、請求項２９に記載の組成物。
【請求項３１】
　エフェクター部分が、抗癌剤、化学療法剤、細胞毒素、放射性核種、治療用酵素、プロ
ドラッグ、サイトカイン、抗増殖剤、およびそれらの混合物からなる群より選択される、
請求項３０に記載の組成物。
【請求項３２】
　放射性核種が、３２Ｐ、４７Ｓｃ、６７Ｃｕ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、１２５Ｉ、１３１

Ｉ、１１７ｍＳｎ、１５３Ｓｍ、１６６Ｄｙ、１７５Ｙｂ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１

９４Ｏｓ、２１１Ａｔ、２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、２２５Ａｃ、およびそれらの混合物か
らなる群より選択される、請求項３１に記載の組成物。
【請求項３３】
　ＡＦ－２０を発現している癌を有する哺乳動物を治療する方法であって、当該哺乳動物
に治療有効量の請求項２９に記載の組成物を投与することを含んでなる、前期方法。
【請求項３４】
　組成物を手術後に投与する、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　癌を検出するための組成物であって、診断上有効量の請求項６に記載のヒト化抗体また
はヒト化抗体フラグメントを含んでなる、前期組成物。
【請求項３６】
　ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントが、直接的または間接的に、検出可能な標識
に付随または連結している、請求項３５に記載の組成物。
【請求項３７】
　検出可能な標識が、放射性核種、蛍光剤、酵素、酵素基質、酵素補助因子、酵素阻害剤
、リガンド、およびそれらの混合物からなる群より選択される、請求項４６に記載の組成
物。
【請求項３８】
　放射性核種が、３Ｈ、１１Ｃ、１４Ｃ、１８Ｆ、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、８６Ｙ、９９ｍ

Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１７７Ｌｕ、およびそれらの混合物からなる群より選択さ
れる、請求項３７に記載の組成物。
【請求項３９】
　ＡＦ－２０を発現している癌細胞の免疫検出のための方法であって、癌細胞を請求項３
５に記載の組成物と接触させることを含んでなる、前期方法。
【請求項４０】
　組成物のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントが固体担体に結合されている、請求
項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　哺乳動物におけるＡＦ－２０を発現している癌細胞の免疫検出のための方法であって、
当該哺乳動物に診断上有効量の請求項３５に記載の組成物を投与することを含んでなる、
前期方法。
【請求項４２】
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　免疫検出が、ｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍画像法である、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　癌を治療するための方法であって：（ｉ）放射性核種で標識した請求項６に記載のヒト
化抗体またはヒト化抗体フラグメントを静脈内に投与し；（ｉｉ）放射性核種活性プロー
ブを用いて腫瘍細胞を検出し；そして（ｉｉｉ）外科的切除（surgical excision）によ
り検出された腫瘍細胞を取り除く；ことを含んでなる、前期方法。
【請求項４４】
　放射性核種が、３Ｈ、１１Ｃ、１４Ｃ、１８Ｆ、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、８６Ｙ、９９ｍ

Ｔｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１７７Ｌｕ、およびそれらの混合物からなる群より選択さ
れる、請求項４３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　[0001]　本発明の実施態様は、癌細胞、及び特に肝癌細胞（hepatocarcinoma cell）、
ならびに結腸及び肺の腺癌細胞に関連する腺癌細胞抗原ＡＦ－２０に結合可能な、ヒト化
及びキメラ抗体、そのフラグメント、ポリペプチドまたは誘導体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　関連技術の説明
　[0002]　癌は、米国における死因の第２位である。現在までの進歩にもかかわらず、米
国の人口１００，０００人当たりの癌発生率は、１９５０年以降下降しておらず；実際に
は、わずかに増加している。したがって、効果的な癌治療の差し迫った必要性、ならびに
それに付随した、癌症例の診断、評価及びモニタリングに対する新たなアプローチの必要
性が、依然としてある。
【０００３】
　[0003]　特に必要とされるのは、予防及び／または治療のために転移を標的とする方法
である。癌の最も破壊的な側面の一つは、悪性新生物由来の細胞が、その原発部位から広
まり、そして遠隔器官に転移する性向である。原発新生物の外科的治療の進歩及び積極的
療法にもかかわらず、ほとんどの癌患者は、転移性疾患の結果として死亡する。動物試験
により、固形腫瘍由来の流血中癌細胞の約０．０１％が転移コロニーの確立に成功するこ
とが、示されている（Fidler、1993年）。腫瘍関連抗原に特異的なモノクローナル抗体（
以下、「ｍｏＡｂ」）は、癌の治療において、及び転移のターゲティングにおいて、大き
な有望性を提供する。
【０００４】
　[0004]　肝細胞癌（hepatocellular carcinoma）－肝細胞癌（以下、「ＨＣＣ」）は、
世界における主な癌関連死因の一つである。ＨＣＣは、肝臓癌（liver carcinoma）の８
０％よりも多くを占める。世界の異なる地域におけるＨＣＣの発生率には幅広いばらつき
があり、アジア及びアフリカでの発生率は、米国での発生率の少なくとも約１０倍である
。多くの要因が、この疾患の原因において潜在的に重要であると認識されている。慢性Ｂ
型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）もしくはＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）感染などの慢性肝疾患、
または肝硬変は、個体をＨＣＣにかかり易くする。世界の多くの地域、特にアジア及びア
フリカにおける高いＨＢＶ及びＨＣＶ感染率は、ＨＣＣが最も一般的なヒト悪性腫瘍の一
つであることの説明となってもよい。木の実及びピーナツなどの特定の食材に存在するア
フラトキシンもまた、個体をＨＣＣにかかり易くすると考えられる。肝臓癌は女性よりも
男性において２～４倍高頻度に発生することから、ホルモン要因が、ＨＣＣの原因におい
て重要な可能性がある。
【０００５】
　[0005]　ＨＣＣの予後は悪く、多くの場合、３～６ヶ月以内に死亡する結果となる。Ｈ
ＣＣと診断された者の約６％のみが、５年間生存するであろう。限局性のＨＣＣは、部分
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肝切除または肝移植を伴う全肝切除を介して、あるいは切除不可能な場合は、高周波アブ
レーション、凍結外科手術もしくは経皮的エタノール注射などの除去療法、または肝動脈
注入もしくは化学塞栓術により行われる化学療法を介して、外科的に治療されることが可
能である。全ＨＣＣ外科手術のうち、１０～２０％のみが、癌組織を完全に取り除くこと
に成功する。進行性のＨＣＣは、全身的な化学療法または放射線療法で治療されてもよい
が、しかし効果は限定され、かつほとんど成功しない。
【０００６】
　[0006]　ＨＣＣの症状は、典型的には疾患の後期になって初めて明らかとなり、このこ
とが治療をより難しくしている。診断学的検査には、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）血
液検査が含まれる。高ＡＦＰ検査は、肝臓癌の可能性を示すのみであって；これで診断を
確定することはできない。原発性肝臓癌を患う人々の５０～７５％は、高レベルのＡＦＰ
を有する。他の状態、特に肝硬変、慢性肝炎感染及びいくつかの他の癌でも、高レベルの
ＡＦＰが生じる。ＡＦＰ血液検査に加えて、酵素、ビリルビン及びタンパク質レベルを測
定する多くの他の検査が、肝機能障害の可能性を特定可能である。肝スキャン、コンピュ
ータ断層撮影（ＣＴ）スキャン、超音波画像法または磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）などの診
断用画像法は、潜在的な肝腫瘍、及び生検のための部位を特定することが可能である。こ
れらの検査のいずれもが、肝臓癌を診断するために単独で用いられることはない。肝生検
は、依然として、ＨＣＣの確定診断に到達するための最善の方法である。該手順は、０．
５％未満の症例において、いくつかの腫瘍が複数の血管と繋がっているために致命的な出
血が生じる可能性はあるが、概して非常に安全である。
【０００７】
　[0007]　肺癌－肺癌は、米国における癌による主な死因であり、かつ世界中で主な死因
の一つである。罹患した個体の全体的な５年生存率（約１３％）は、過去２５年間にわた
り有意に変化していない。劇的な増加後、長年の間、本疾患の発生率は、横ばい状態とな
っているようにみえる。タバコの喫煙は、男性の肺癌症例の約９０％、及び女性の症例の
約８０％の原因である。喫煙の量及び期間が大きいほど、肺癌発現リスクは大きくなる。
全喫煙者の約１０～１２％が、最終的には肺癌を発現する。
【０００８】
　[0008]　原発性肺癌は、二つの主な型：非小細胞癌及び小細胞癌に分けられる。非小細
胞癌は、より一般的であり、そして小細胞癌よりも予後が良好である。非小細胞肺癌には
三つの主な分類：扁平上皮癌（類表皮癌とも称される）、腺癌、及び大細胞癌がある。腺
癌は肺癌の最も一般的な型であり、全症例の３０～３５％を占める。
【０００９】
　[0009]　原発性肺癌の予後は、悪い。小細胞癌を有する個体の１％未満が、該疾患の診
断後５年間、生存する。対照的に、非小細胞癌を有する個体の予後は、癌の病期分類、及
び特に遠隔転移の有無に依存する。遠隔転移は、５％未満の５年生存率を伴っている。肝
組織は、このような転移の一般的な部位である。
【００１０】
　[00010]　小細胞癌は、現在、外科的切除、放射線療法及び化学療法の組合せによって
治療される。このような積極的治療にもかかわらず、該疾患の予後は、極めて悪い。肺の
非小細胞癌に対する最適な治療は、癌病変の外科的切除を伴う。残念なことに、このよう
な外科的手術は、該疾患の最初期段階においてのみ可能であり、そして外科手術を行って
さえも、５年生存率はおよそ２５％～４０％である。放射線療法を後期段階の非小細胞癌
の治療に適用することは可能であるが、この療法の予後は悪い。化学療法は、非小細胞癌
に対して有効性は限定されるが、しかし転移性非小細胞癌における生存期間を優位に増加
させることが可能である。
【００１１】
　[00011]　肺癌の診断及び検出は、とりわけ、胸部Ｘ線、肺のＣＴスキャン、気管支鏡
検査及び生検によって容易となる。
【００１２】
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　[00012]　結腸直腸癌－結腸癌及び直腸癌は、癌関連死因の第２位であり、米国におけ
る全癌死のおよそ２０％を占める。５年生存率は、およそ６３％であり；遠隔転移は、１
０％未満のはるかに低い生存率を伴っている。結腸直腸癌と診断されたこれらの患者のお
よそ６０％は、治療の最標準が依然として肝切除のままである肝転移を発現するであろう
。外科的治療にもかかわらず、肝切除後の患者の大半は再発を発現し、これらの再発のう
ちおよそ５０％が肝臓内であろう。ほとんどすべての直腸結腸癌は、腺癌である。
【００１３】
　[00013]　診断の遅れは、結腸直腸癌の予後に有意に影響を及ぼす。もし初期に検出さ
れるならば、結腸直腸癌は、多くの場合治療に成功し得る。このように、たとえば、腫瘍
が腸壁に限定される患者は、概して、外科的切除後の治癒の見込みが優れている（５年生
存率　＞９５％）。しかしながら、腫瘍が漿膜及び腸間膜脂肪にまで及ぶ場合、切除後の
５年生存率は８０％に下降する。リンパ節転移は５年生存率を４０％に低下させ、一方で
、遠隔転移（たとえば、肝臓、肺、骨、脳）は５年生存率を１０％未満に低下させる。結
腸直腸癌の症状は、疾患の初期段階では曖昧かつ非特異的なことが多いため、検出がしば
しば遅れる。結果として、積極的診断が行われる時までに癌が確立されていることが多い
ため、治癒は困難または不可能である。結腸直腸癌は、概して、化学療法に対する応答が
悪い。苦痛緩和が生じる可能性はあるが、化学療法は、特に疾患が広範囲に播種している
場合、結腸直腸癌を有すると診断された患者の生命を延長することを示していない。
【００１４】
　[00014]　米国予防医療専門委員会（U.S. Preventive Services Task Force）（ＵＳＰ
ＳＴＦ）は、臨床家が５０歳またはそれより高齢の男女を結腸直腸癌に関してスクリーニ
ングすることを強く推奨している。ＵＳＰＳＴＦは、定期的な糞便潜血検査（ＦＯＢＴ）
が結腸直腸癌による死亡率を低下させるという優れた証拠、及び、Ｓ状結腸鏡検査が単独
で、またはＦＯＢＴと組み合わせて死亡率を低下させるという有望な証拠を見いだした。
しかしながら、一般的に用いられる結腸直腸癌のスクリーニング検査は、偽陽性を生じる
可能性があり、かつ偽陰性による疾患の検出の遅れの一因となる可能性がある。例えば、
ＦＯＢＴは糞便中の潜血を検出するが、これは、結腸の悪性腫瘍が、検出される前に出血
期まで進行している必要がある。Ｓ状結腸鏡検査は、いずれの結腸直腸癌も目視可能なこ
とが必要であり、かつ診断が、痔、ポリープ及び直腸炎などの他の病変の存在によって困
難となる可能性がある。結腸鏡検査も同様の欠点がある。
【００１５】
　[00015]　腫瘍関連抗原に特異的なモノクローナル抗体（「ｍｏＡｂ」）は、癌の研究
、診断、モニタリング及び治療において大きな有望性を提供する。しかしながら、重大な
実施上の問題が、ヒト及び他の哺乳動物におけるその幅広いｉｎ　ｖｉｖｏ使用の妨げと
なっている。
【００１６】
　[00016]　主要な懸案事項は、非ヒト由来のモノクローナル抗体が免疫原性であること
が多く、それによってその有効性が限定され、そして時として危険なアレルギー反応を引
き起こされることである。ほとんどのｍｏＡｂはネズミ由来であり、かつ、ヒトに注射さ
れるときに免疫原性であることが概して見いだされている。このような外来性ｍｏＡｂに
対する免疫応答には、ｍｏＡｂに結合し、そしてその除去をもたらす特異的な高親和性抗
体の産生が含まれ、これによってｍｏＡｂの有効性を、体からのそれの排除を促進し、そ
して標的腫瘍関連抗原へのそれの結合能を阻害することにより、実質的に低下させる。
【００１７】
　[00017]　非ヒト抗体の免疫原性を低下させる可能性のある多くの方法が、公知である
。これらには、以下が含まれる：
・Cabillyらによる米国特許第4,816,567；Morrison, S. L.ら、Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 81:6851-6855（1984年）；Boulianne, G. L.ら、Nature 312;643-646（1984年）；Ne
uberger, M. S.ら、Nature 314:268-270（1985年）に記載のような、非ヒト抗体の重鎖及
び軽鎖内の可変領域をヒト抗体の定常領域上に結合させることによる、キメラ抗体の創出
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。
・Winterによる米国特許第5,225,539、及びJones, P.T.ら、Nature 321:522-525（1986年
）；Riechmann, L.ら、Nature 332:323-327（1988年）；Verhoeyen, M.ら、Science 239:
1534-1536（1988年）に記載のような、非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）またはＣＤＲ配
列を対応するヒト抗体の断片により置換すること（ＣＤＲ移植としても公知）による、ヒ
ト化抗体の創出。これはまた、例えばQueenらによる米国特許第5,530,101、第5,585,089
、第5,693,762、第6,180,370、Carterらによる米国特許第6,054,297、第6,407,213及び第
6,639,055、Adairによる米国特許第6,632,927、ならびにWinterによる米国特許第6,548,6
40に記載のように、抗原結合性を保持するために、ヒト抗体のいくつかのＦＲ残基を非ヒ
ト抗体の類似部位由来の残基により置換することを伴ってもよい。
・例えばPedersenらによる米国特許第5,639,641、Studnickaらによる米国特許第5,766,88
6及び第5,821,123、ならびにCarrらによる米国特許出願第10/300215に記載のような、非
ヒト抗体の可変領域内の残基を選択的に置換すること（ベニアリングまたは表面再構築化
としても公知）による、ヒト化抗体の創出。
・Jordanらによる米国特許第6,652,863に記載のような、抗体または抗体フラグメントと
、非ヒト抗体または抗体フラグメントの免疫原性を低下させる自己抗原配列との連結。
【００１８】
　[00018]　キメラもしくはヒト化抗体を創出する方法の数は、適切な抗体候補を開発す
る際に遭遇する困難を示唆している。得られる抗体が、標的の腫瘍関連抗原への親和性ま
たは特異性が非常に低く、好ましくない免疫応答をなお誘発し、実用的な量を発現するこ
とが非常に難しく、あるいは他の好ましくない特徴を有することを見いだすのは、まれな
ことではない。
【００１９】
　[00019]　別の主要な懸案事項は、抗体が標的とする腫瘍関連抗原に関する。治療の有
効性は、抗原の腫瘍に対する特異性、腫瘍増殖におけるその役割、及び腫瘍細胞によるそ
の発現に依存する。腫瘍関連抗原は、正常な組織において幅広く発現している可能性があ
り、それによってより高用量の治療有効用量が必要となり、かつ望ましくない副作用のリ
スクが増加する。該抗原は、わずかな比率の腫瘍のみで、任意の一腫瘍中のわずかな比率
の細胞のみで、あるいは双方で、発現している可能性がある。該抗原は、腫瘍細胞によっ
て分泌されるのみで、かつ腫瘍細胞表面上に発現していない可能性があり、このことが細
胞毒性療法のターゲティングを、不可能でないにしてもより難しくしている。細胞表面上
に発現している抗原に結合しても、細胞毒性剤の細胞内へのインターナリゼーション、及
び所望の機能阻害が生じない可能性がある。
【００２０】
　[00020]　これらの障壁にもかかわらず、かつ多くの試みの後に、少数のモノクローナ
ル抗体が、規制当局の承認を得た。承認された抗体に基づく治療法には、以下が含まれる
：
・ヒト上皮増殖因子２（ＨＥＲ２）と結合し、それによってＨＥＲ２を過剰発現している
転移性乳癌において腫瘍細胞の増殖及び遊走を阻害するヒト化モノクローナル抗体（ｍｏ
Ａｂ）である、トラスツズマブ（ハーセプチン（商標登録））。これは、現在、単独での
使用、またはＨＥＲ２タンパク質を過剰発現する転移性乳癌の治療用の化学療法剤である
パクリタキセルと組み合わせた使用に、適応されている。ハーセプチン（商標登録）は、
非転移性乳癌の治療に関して臨床試験中であり、そして、骨肉腫、非小細胞肺癌、ならび
に膵臓、唾液腺、結腸、前立腺、子宮内膜及び膀胱の癌を含む、ＨＥＲ－２タンパク質を
過剰発現する可能性のある他の種類の癌に関しても、臨床試験が行われているところであ
る。これは、ゲルダナマイシンなどの細胞毒素と複合体化している場合の使用についても
、研究されている。
・ＣＤ５２抗原と結合するヒト化ｍｏＡｂである、アレムツズマブ（Campath（商標登録
））。これは、現在、難治性のＢ細胞慢性リンパ球性白血病の治療のための使用に適応さ
れており、そして、他の慢性リンパ球性及び慢性骨髄性白血病の治療のための使用につい
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て研究されている。
・急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）症例の約９０％に発現するタンパク質であるＣＤ３３と結
合するヒト化ｍｏＡｂである、ゲムツズマブ（Mylotarg（商標登録））。Mylotarg（商標
登録）は、ＤＮＡ鎖の破壊及び細胞アポトーシスを誘導する細菌毒素カリケアマイシンと
複合体化している。これは、ＡＭＬ治療のための使用に適応されている。
・成熟Ｂ細胞表面上に見つけられる抗原であるＣＤ２０と結合し、それによって体の免疫
系による破壊のために細胞を標識するキメラｍｏＡｂである、リツキシマブ（リツキサン
（商標登録））。これは、再発性もしくは難治性、低悪性度または濾胞性のＢ細胞非ホジ
キンリンパ腫（ＮＨＬ）の治療のための使用に適応されている。これはまた、Ｂ細胞リン
パ腫及び慢性リンパ球性白血病の治療のための使用に関しても、研究中である。
・β線放射ラジオアイソトープであるイットリウム－９０（９０Ｙ）と複合体化しており
、またＣＤ２０とも結合し、そして標的及び近隣の細胞において細胞損傷を誘導するネズ
ミｍｏＡｂである、イブリツモマブ（Zevalin（商標登録））。これは、リツキサン（商
標登録）と併用したＮＨＬ治療のための使用に適応されている。
・ＣＤ２０とも結合し、そして別のラジオアイソトープであるヨウ素－１３１（１３１Ｉ
）と複合体化しているネズミｍｏＡｂである、トシツモマブ（Bexxar（商標登録））。こ
れは、リツキサン（商標登録）を用いた化学療法後の再発性ＮＨＬの治療のための使用に
適応されている。
・上皮細胞接着分子と結合するネズミｍｏＡｂである、エドレコロマブ（Panorex（商標
登録））。これは、結腸直腸癌の治療のための使用について、欧州で承認されており、そ
して米国では、結腸直腸癌及び乳癌の第ＩＩＩ相臨床試験中である。
【００２１】
　第ＩＩＩ相臨床試験中の他の治療用抗体には、以下が含まれる：
・上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）と結合し、そして頭頸部癌、非小細胞肺癌、結腸直腸
癌、乳癌、ならびに膵臓及び前立腺の癌の治療に関して研究中のキメラｍｏＡｂである、
セツキシマブ（Erbitux（商標登録））。
・血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）と結合し、そして転移性結腸直腸癌、乳癌及び非小細胞
肺癌の治療に関して研究中のヒト化ｍｏＡｂである、ベバシズマブ（Avastin（商標登録
））。
【００２２】
　[00021]　ヒト化抗体及び抗体フラグメントもまた、ファージディスプレイ、細菌もし
くは酵母細胞表面ディスプレイなどのその特徴及び性能を向上させるように設計された方
法（例えば、Kiekeら、米国特許第6,300,065、及びWittrupら、米国特許第6,423,538）、
ならびに他の関連する分子進化技術（例えば、Coら、米国特許第5,714,350）の応用を介
して、最適化された新たな治療法を生み出すのに、有用である。
【００２３】
　[00022]　キメラ及びヒト化抗体、ならびに抗体フラグメントはまた、癌の診断、病期
分類及び治療モニタリングにおいても使用される。Ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期の増強及び免疫
原性の低下により、放射性核種または共鳴画像剤などの検出可能な標識が抗体または抗体
フラグメントと複合体化している場合、ｉｎ　ｖｉｖｏ免疫画像法に対して潜在的にはよ
り実用的となる。このような抗体及び抗体フラグメントは、腫瘍が抗原を発現しているか
どうかの治療開始前における決定、抗体の局所的投与部位の決定、及び治療後の再発の検
査においても、使用される。他の抗体と同様に、このような抗体は、免疫組織診断及び免
疫アッセイにおいても使用される。
【００２４】
　[00023]　ＡＦ－２０腫瘍関連抗原は、ヒト肝細胞癌（ＨＣＣ）細胞上、ならびに肺腺
癌細胞及び結腸直腸癌細胞などの遠隔転移部に豊富に発現する、急速にインターナライズ
される１８０ｋＤａのホモ二量体型細胞表面糖タンパク質である。ＡＦ－２０抗原は、マ
ウスを肝細胞癌細胞株ＦＯＣＵＳで免疫し、そして細胞株パネル上でハイブリドーマを抗
体活性についてスクリーニングすることにより発見された高親和性ネズミモノクローナル
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抗体（ＡＦ－２０　ｍｏＡｂ）を用いて、見いだされた。ＡＦ－２０抗原は、ＨＣＣ組織
に隣接する正常な肝組織においても、副腎を除く他の正常組織においても、発現すること
が見いだされていない。低レベルのＡＦ－２０抗原の発現は、副腎球状帯の細胞亜集団上
、及び小腸管の腺窩細胞上に、見いだされている。（Wandsら、米国特許第5,703,213；Wi
lsonら、"Cell-surface changes associated with transformation of human hepatocyte
s to the malignant phenotype", Proc Natl Acad Sci U S A（1988年；85:3140-4）；Ta
kahashiら、"In vivo expression of two novel tumor-associated antigens and their 
use in immunolocalization of human hepatocellular carcinoma", Hepatology（1989年
；9:625-34）；Moradpourら、"Specific targeting of human hepatocellular carcinoma
 cells by immunoliposomes in vitro", Hepatology（1995年；22:1527-37）；Wandsら、
"Immunological approach to hepatocellular carcinoma", J Viral Hepat（1997年；4 S
uppl 2:60-74）；Mohrら、"Targeted gene transfer to hepatocellular carcinoma cell
s in vitro using a novel monoclonal antibody-based gene delivery system", Hepato
logy（1999年；29:82-9）；Yoonら、"Targeting a recombinant adenovirus vector to H
CC cells using a bifunctional Fab-antibody conjugate", Biochem Biophys Res Commu
n.（2000年；272:497-504）；Palumboら、"Human aspartyl (asparaginyl) beta-hydroxy
lase monoclonal antibodies: potential biomarkers for pancreatic carcinoma", Panc
reas（2002年；25:39-44）；Yoonら、"Targeted cancer therapy using chimeric immuno
toxin of AF-20 monoclonal antibody with Pseudomonas exotoxin for hepatocellular 
carcinoma"（非公表抄録、2002年6月）を参照されたい；これらの各々の開示は、参照に
よって本明細書に援用される。）
　[00024]　ＡＦ－２０　ｍｏＡｂは、免疫標的剤及び免疫画像剤の両方としての潜在性
を示している。１２５Ｉで放射性標識されているＡＦ－２０は、ｉｎ　ｖｉｖｏ放射性画
像法用ヌードマウスモデルにおいて、皮下腫瘍として増殖しているＢ型肝炎ウイルス関連
肝細胞癌細胞株（ＦＯＣＵＳ）の場所を見つけるために用いることに成功している。核画
像法研究は、腫瘍組織のはっきりとした視覚化を示し、潜在的な免疫ターゲティング剤ま
たは免疫画像剤としてのＡＦ－２０　ｍｏＡｂの良好な特異性及び感受性を実証した。
【００２５】
　[00025]　ＡＦ－２０　ｍｏＡｂは、ＨＣＣ細胞によって急速にインターナライズされ
ることが見いだされており、これにより、ＡＦ－２０抗原を発現している腫瘍細胞への細
胞毒性剤の標的化送達または遺伝子治療の優れた候補となっている。結合する腫瘍細胞内
にインターナライズすることができない腫瘍関連抗原に対する抗体は、細胞内のその作用
部位に到達できないことから、概して、このような標的化送達には有用でない。ある研究
（Yoon、2002年、同上）において、緑膿菌外毒素と複合体化したＡＦ－２０　ｍｏＡｂが
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてはＨＣＣ細胞で、そしてｉｎ　ｖｉｖｏにおいてはＨＣＣ異
種移植片を有するヌードマウスで、強力な抗腫瘍活性を有することが見いだされた。別の
アプローチ（Moradpour、同上）においては、ＡＦ－２０　ｍｏＡｂを、カルボキシフル
オレセインを含有するリポソームと共有結合によりカップリングさせた。ＡＦ－２０免疫
リポソームは、ＨＣＣ、及びＡＦ－２０抗原を発現している他のヒト癌細胞株に特異的に
結合し、そして３７℃にて急速にインターナライズした。ＡＦ－２０複合体化リポソーム
とこれらの細胞株との相互作用は、複合体化していないリポソームでのものよりも５～２
００倍大きかったが、一方で、無関係の抗体を保有する対照リポソームと複合体化してい
ないリポソームとの間に、違いは認められなかった。動力学解析により、ＡＦ－２０免疫
リポソームと標的細胞とが急速に会合し、６０分後に飽和状態に達することが、示された
。
【００２６】
　[00026]　ＡＦ－２０　ｍｏＡｂはまた、実験における標的化遺伝子送達システムを開
発するためにも用いられている。あるこのようなアプローチにおいて、二機能性Ｆａｂ－
抗体複合体（２Ｈｘ－２－ＡＦ－２０）からなる特異的なアデノウイルス遺伝子送達シス
テムを、ＡＦ－２０　ｍｏＡｂと抗ヘキソン抗体Ｆａｂフラグメントとの架橋によって作
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出した。ＡＦ－２０抗原陽性のＨＣＣ細胞において、複合体コンプレックスが３７℃にて
急速にインターナライズされることが見いだされ、かつレポーター遺伝子の発現レベルの
増強が認められたが、しかしＡＦ－２０抗原陰性の対照細胞においてはこのようなことは
みられなかった。別のアプローチにおいて、肝細胞癌（ＨＣＣ）細胞への遺伝子送達のた
めに、ＡＦ－２０　ｍｏＡｂを、ＤＮＡが結合しているカチオン性両親媒性物質コレステ
リル－スペルミンと結合させた。ＡＦ－２０－コレステリル－スペルミンの結合及びイン
ターナリゼーションを、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）標識抗マウスＩ
ｇＧ抗体を用いて、蛍光顕微鏡により確認した。ＡＦ－２０－コレステリル－スペルミン
と複合体を形成しているルシフェラーゼもしくはβ－ガラクトシダーゼレポーター遺伝子
をトランスフェクトしたところ、ＡＦ－２０抗原陽性の腫瘍細胞において高レベルの遺伝
子発現を生じた。
【００２７】
　[00027]　上記の考察が示すように、特に肝細胞癌、肺腺癌及び結腸直腸癌に対して癌
治療の差し迫った必要性がある。ネズミモノクローナル抗体ＡＦ－２０　ｍｏＡｂは、こ
れらの腫瘍及びその転移部に標的化療法を送達する手段として有望であるが、しかし効果
的であるためには、免疫原性を低下させるか、また好ましくは免疫原性をなくす必要があ
る。したがって、ＡＦ－２０抗原に対する親和性及び特異性を保持する、ＡＦ－２０　ｍ
ｏＡｂ由来のキメラ及びヒト化抗体の必要性がある。
【００２８】
　[00028]　公知の組成物、方法及びシステムに関連する不利点及び有害特性についての
本明細書での記載は、本発明の範囲をその除去に限定することを全く意図するものではな
い。実際に、本発明の実施態様には、一部の、または１もしくはそれより多くの公知の組
成物、方法及びシステムが、不利点及び有害特性を被ることなく含まれてもよい。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００２９】
　実施態様の概要
　[00029]　本発明の実施態様は、ＡＦ－２０との好ましい親和性を保持し、かつ少なく
とも三つの主要な破壊的な癌の治療への重要な新たなアプローチを提供するキメラ及びヒ
ト化抗体の、驚くべき発見および開発によって、利用可能となる。
【００３０】
　[00030]　本発明の一実施態様は、肝細胞癌、肺腺癌、結腸直腸癌及び他の癌に関連す
るＡＦ－２０抗原を認識可能なキメラ及びヒト化抗体ならびにそのフラグメント（「ＡＦ
－２０抗体」）を、包含する。本発明の好ましい実施態様は、キメラ抗体及び本明細書に
記載されるヒト化抗体に関し、ＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲポリペプチド、ならびにこれらをコ
ードするポリヌクレオチドの配列が含まれる。
【００３１】
　[00031]　本発明の別の実施態様は、非ヒトＡＦ－２０抗体及びヒト化ＡＦ－２０抗体
における本明細書に記載のＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲポリペプチド（「ＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲ
」）、ならびにそれをコードするポリヌクレオチドの他に、ＡＦ－２０抗原を認識可能な
新規の抗体及びポリペプチド組成物の創出におけるこれらのポリヌクレオチド及びポリペ
プチドの使用を、包含する。
【００３２】
　[00032]　本発明のさらなる実施態様は、ＡＦ－２０抗体ポリペプチド、ＶＲ、ＦＲ及
びＣＤＲをコードするポリヌクレオチドを提供する。プロモーター配列と機能可能に連結
されている、ＡＦ－２０抗体ならびにＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲをコードするポリヌクレオチ
ドを含んでなる種々の発現ベクターもまた、提供される。同様に、本発明の別の実施態様
は、ＡＦ－２０抗体、ＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲ発現用の発現ベクターで形質転換した宿主細
胞を、意図する。
【００３３】
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　[00033]　本発明の実施態様はまた、肝細胞癌、肺腺癌、結腸直腸癌、及びＡＦ－２０
抗原を発現する他の癌の診断、評価及び治療のためのＡＦ－２０抗体の使用にも、関連す
る。本発明のさらなる実施態様は、化学療法薬、ペプチドもしくは放射性核種などの細胞
毒性剤、サイトカインなどの免疫応答促進剤、プロドラッグまたは遺伝子治療の標的化送
達システムとしての、このような抗体の使用に、関する。
【００３４】
　[00034]　本発明の別の実施態様は、親和性、特異性、安定性または他の望ましい特徴
が増強されたポリペプチドを作出するための、ファージディスプレイまたは細菌もしくは
酵母細胞表面ディスプレイ技術などの関連する分子進化技術における、ヒト化ＡＦ－２０
抗体、ならびにそのＶＲ、ＦＲ及びＣＤＲの使用に関する。
【００３５】
　[00035]　本発明の他の目的、特性及び特徴は、以下の説明及び添付の特許請求の範囲
を考慮することによって明らかとなるであろう。
【００３６】
　詳細な説明
　[00047]　一般に、以下の言葉または言い回しは、説明、実施例及び特許請求の範囲に
おいて用いられる場合、示された定義を有する。
【００３７】
　[00048]　「ＡＦ－２０」または「ＡＦ－２０抗原」の表現は、米国特許第5,703,213に
記載され（ここでその開示は、その全体が参照によって本明細書に援用される）、かつ、
1988年4月12日にブダペスト条約のもとAmerican Type Culture Collection（「ＡＴＣＣ
」）に寄託され、そしてＡＴＣＣ寄託受入番号ＨＢ　９６８７を与えられたハイブリドー
マ細胞株によって産生されるネズミ抗体と結合可能な腺癌細胞抗原を、指す。
【００３８】
　[00049]　「ＡＦ－２０　ｍｏＡｂ」、「ＡＦ－２０抗体」または「ＡＦ－２０モノク
ローナル抗体」の表現は、ＡＦ－２０抗原と結合可能な非ヒト抗体及びそのフラグメント
を指す。これらの表現には、具体的には、米国特許第5,703,213に記載及び主張され、か
つ、1988年4月12日にブダペスト条約のもとAmerican Type Culture Collection（ＡＴＣ
Ｃ）に寄託され、そしてＡＴＣＣ寄託受入番号ＨＢ　９６８７を与えられたハイブリドー
マ細胞株により産生されるネズミ抗体が、含まれる。
【００３９】
　[00050]　本明細書では、「ＡＴＣＣ」とは、10801 University Boulevard, Manassas,
 Virginia, 20110-2209、米国にあるAmerican Type Culture Collection（ＡＴＣＣ）を
意味するものとする。「ＮＹＲ－１００２」は、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ
　９６８７により産生されるネズミ抗体を指す。
【００４０】
　[00051]　「定常領域」または「ＣＲ」という表現は、抗体と抗原との結合に直接的に
は関与しないが、しかし抗体の抗体依存性細胞毒性への関与などの種々のエフェクター機
能に関与する、抗体の定常ドメインを指す。
【００４１】
　[00052]　脊椎動物における抗体の一般的な構造は、現在、かなり解明されている（Ede
lman, G.M., Ann. N.Y.Acad.Sci. 190:5（1971年））。抗体は、分子量およそ２３，００
０ダルトンの２本の同一な軽ポリペプチド鎖（「軽鎖」）、及び分子量５３，０００～７
０，０００の２本の同一な重鎖（「重鎖」）からなる。４本の鎖は、ジスルフィド結合に
よって「Ｙ」形に連結され、ここで軽鎖は「Ｙ」形の口から重鎖と一括りとなっている。
「Ｙ」形の「枝分かれ」部はＦａｂ領域と命名され；「Ｙ」形の幹部はＦｃ領域と命名さ
れている。アミノ酸配列の配向は、「Ｙ」形上端のＮ末端から各鎖下端のＣ末端へと流れ
ている。Ｎ末端は、これを誘発する抗原への特異性を有する可変領域を有し、かつ、軽鎖
と重鎖との間、及び抗体間でわずかな差異はあるが、およそ１００アミノ酸長である。
【００４２】
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　[00053]　可変領域は、各鎖において、残りの鎖長の延長上にあって、かつ特定の抗体
クラス内で抗体の特異性（すなわち、それを誘発する抗原）によって変化しない定常領域
と、連結している。免疫グロブリン分子のクラスを決定する、五つの公知の主要なクラス
の定常領域がある（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥは、γ、μ、α、δ及び
ε（ガンマ、ミュー、アルファ、デルタまたはイプシロン）重鎖定常領域に対応する）。
定常領域またはクラスは、補体活性化（Kabat, E. A.、Structural Concepts in Immunol
ogy and Immunochemistry、第２版、413～436頁、Holt, Rinehart, Winston（1976年））
及び他の細胞応答（Andrews, D. W.ら、Clinical Immunobiology、1～18頁、W. B. Sande
rs（1980年）；Kohl, S.ら、Immunology, 48:187（1983年））を含む、引き続き起こる抗
体のエフェクター機能を定め；一方、可変領域は、それが反応するであろう抗原を定める
。軽鎖は、κ（カッパー）またはλ（ラムダ）のいずれかとして分類される。各重鎖クラ
スは、カッパーまたはラムダ軽鎖のいずれかとともに調製されることが可能である。免疫
グロブリンが、ハイブリドーマまたはＢ細胞のいずれかによって生成するとき、軽鎖及び
重鎖は互いと共有結合し、かつ２本の重鎖の「尾」部は、ジスルフィド共有結合によって
互いと結合している。
【００４３】
　[00054]　「可変領域」または「ＶＲ」の表現は、抗体と抗原との結合に直接的に関与
する、抗体における軽鎖と重鎖の各対内のドメインを指す。各重鎖は、一方の端に、多数
の定常ドメインに続く可変ドメイン（ＶＨ）を有する。各軽鎖は、一方の端に可変ドメイ
ン（ＶＬ）を、そしてもう一方の端に定常ドメインを有し；軽鎖の定常ドメインは、重鎖
の第一定常ドメインと並び、そして軽鎖可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと並んでい
る。
【００４４】
　[00055]　「相補性決定領域」、「超可変領域」または「ＣＤＲ」の表現は、抗体の軽
鎖もしくは重鎖の可変領域内に見つけられる超可変領域または相補性決定領域（ＣＤＲ）
の１またはそれより多くを指す（Kabat, E. A.ら、Sequences of Proteins of Immunolog
ical Interest、国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランド州（1987年）を参照されたい
）。これらの表現には、Kabatらにより定義された超可変領域（「Sequences of Proteins
 of Immunological Interest」、Kabat E.ら、米国保健省（US Dept. of Health and Hum
an Services）、1983年）、または抗体の三次元構造における超可変ループ（Chothia及び
Lesk、J Mol. Biol. 196 901-917（1987年））が含まれる。各鎖内のＣＤＲは、フレーム
ワーク領域に近接して保持され、そしてもう一方の鎖由来のＣＤＲとともに、抗原結合部
位の形成に寄与する。
【００４５】
　[00056]　「フレームワーク領域」または「ＦＲ」の表現は、抗体の軽鎖及び重鎖の可
変領域内のフレームワーク領域の１またはそれより多くを指す（Kabat, E. A.ら、Sequen
ces of Proteins of Immunological Interest、国立衛生研究所、ベセスダ、メリーラン
ド州（1987年）を参照されたい）。これらの表現には、抗体の軽鎖及び重鎖の可変領域内
のＣＤＲ間にあるそれらのアミノ酸配列領域が含まれる。
【００４６】
　[00057]　ＣＤＲ及びＦＲの残基は、標準的な配列定義（Kabatら、Sequences of Prote
ins of Immunological Interest, 国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランド州（1987年
））及び構造定義（Chothia及びLesk、J. Mot. Biol. 196:901-217（1987年）にあるよう
な）にしたがって決定される。これらの二つの方法が、わずかに異なるＣＤＲ同定を生じ
る結果となる場合は、構造定義のほうが好ましいが、しかし配列定義法により同定される
残基は、どのフレームワーク残基をコンセンサス配列に移入すべきかを決定するための重
要なＦＲ残基であると考えられる。
【００４７】
　[00058]　この説明全体において、Kabat, E. A.ら、Sequences of Proteins of Immuno
logical Interest（国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランド州（1987年）及び（1991年
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））による番号付けスキームを参照している。これらの概論において、Kabatは、各サブ
クラスにつき多くの抗体アミノ酸配列を掲載し、かつ、そのサブクラスにおける各残基の
位置に最も一般的に生じるアミノ酸を掲載している。Kabatは、掲載された配列において
、各アミノ酸に残基番号を割り当てるための方法を用い、そして残基番号を割り当てるた
めの本方法はこの分野における標準となっている。Kabat番号付けスキームは、この説明
に従っている。
【００４８】
　[00059]　Kabatの概論に含まれていない候補の抗体アミノ酸配列に残基番号を割り当て
る、本発明の目的のためには、以下の工程に従う。一般には、候補の配列を、Kabatにお
ける任意の免疫グロブリン配列または任意のコンセンサス配列と配列比較する。配列比較
は、手作業で行われてもよく、または一般に受け入れられているコンピュータープログラ
ムを用いてコンピューターにより行われてもよい。配列比較は、ほとんどのＦａｂ配列に
共通するいくつかのアミノ酸残基を用いることにより容易となってもよい。例えば、軽鎖
及び重鎖は、それぞれ、典型的には、同じ残基番号を持つ２個のシステインを有し；ＶＬ

ドメインでは、その２個のシステインは典型的には残基番号２３及び８８にあり、そして
ＶＨドメインでは、その２個のシステインは典型的には残基番号２２及び９２にある。
【００４９】
　[00060]　フレームワーク残基は、一般に、しかし常ではないが、ほとんど同じ残基番
号を有するが、しかしながらＣＤＲは大きさが様々であろう。例えば、配列比較を行うKa
batの配列内のＣＤＲよりも長い候補配列由来のＣＤＲの場合、典型的には、さらなる残
基の挿入を示すために、添え字を残基番号に加える。例えば、残基３４及び３６について
Kabat配列と配列比較するが、しかし残基３５と配列比較するための残基がその間にない
候補配列に関して、この番号３５は、単に残基に割り当てられない。
【００５０】
　[00061]　「抗体」の語は、最も広い意味にて用いられ、そして具体的には、単一のモ
ノクローナル抗体（アゴニスト及びアンタゴニスト抗体を含む）及び多エピトープ特異性
を有する抗体組成物を、網羅する。「抗体」の語には、明らかなバリアント、誘導体、ア
ナログ、フラグメント、ミメティックも含まれ、そのすべては、規定された抗体の結合の
特徴及び他の特性を実質的に保持する。
【００５１】
　[00062]　「モノクローナル抗体」（ｍｏＡｂ）の表現は、本明細書では、実質的に均
一の抗体集団から得られる抗体を指す。すなわち、該集団を構成する個々の抗体は、少数
存在する可能性のある起こりうる自然発生突然変異を除けば、同一である。モノクローナ
ル抗体は、高度に特異的であって、抗原の一つのエピトープ領域に対して指向する。さら
に、異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を典型的に含む慣用の（ポリクロー
ナル）抗体調製物とは対照的に、各ｍｏＡｂは、抗原上の一つの決定基に対して指向する
。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、それらがハイブリドーマ培養によって合
成可能であり、他の免疫グロブリンが混入していないという点で、好都合である。
【００５２】
　[00063]　「モノクローナル」との修飾語は、実質的に均一な抗体集団から得られるも
のとしての抗体の特徴を示し、かつ任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするもの
として解釈されるものではない。例えば、本発明にしたがって用いられるモノクローナル
抗体は、Kohlerら、Nature 256:495（1975年）により最初に記載されたハイブリドーマ法
によって作られてもよく、あるいは組換えＤＮＡ法（例えば、Cabillyらによる米国特許
第4,816,567を参照されたい）によって作られてもよい。「モノクローナル抗体」には、
例えば、Clacksonら、Nature 352:624-628（1991年）及びMarksら、J. Mol. Biol. 222:5
81-597（1991年）に記載される技術を用いてファージ抗体ライブラリから単離された、抗
原認識部位及び結合部位を含有する抗体フラグメントのクローン（Ｆｖクローン）もまた
、含まれる。
【００５３】
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　[00064]　「抗体フラグメント」及びすべての文法上のそのバリアントは、本明細書で
は、抗原結合部位を含んでなる無傷の抗体または無傷の抗体の可変領域の一部分として定
義され、ここで該一部分は、無傷の抗体のＦｃ領域の定常重鎖ドメイン（すなわち、抗体
アイソタイプに依存してＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４、）を含まない。抗体フラグメントの
例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖフラグメント；二
重特異性抗体（diabody）；隣接するアミノ酸残基の一つの中断されていない配列からな
る一次構造を有するポリペプチドである、任意の抗体フラグメント（本明細書では、「一
本鎖抗体フラグメント」または「一本鎖ポリペプチド」と称される）が含まれ、ここで後
者には非限定的に、（１）一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）分子；（２）付随する重鎖部分を含ま
ない、軽鎖可変ドメインを一つのみ含有する一本鎖ポリペプチド、または軽鎖可変ドメイ
ンの三つのＣＤＲを含有するそのフラグメント；及び、（３）付随する軽鎖部分を含まな
い、重鎖可変ドメインを一つのみ含有する一本鎖ポリペプチド、または重鎖可変ドメイン
の三つのＣＤＲを含有するそのフラグメントが含まれる。本発明の抗体フラグメントは、
前述の抗体フラグメントから形成される多特異的または多価構造を、さらに包含する。１
またはそれより多くの重鎖を含んでなる抗体フラグメントにおいて、重鎖は、以下のうち
の任意の一つを含有することが可能である：
・無傷の抗体の非Ｆｃ領域内に見つけられる、１またはそれより多くの定常ドメイン配列
（例えば、ＩｇＧアイソタイプにおけるＣＨ１）、及び／または、
・無傷の抗体内に見つけられる、任意のヒンジ領域配列、及び／または、
・ヒンジ領域配列もしくは重鎖の定常ドメイン配列と融合しているか、または該配列内に
位置する、ロイシンジッパー配列。適切なロイシンジッパー配列には、Kostelneyら、J. 
Immunol. 148:1547-1553（1992年）により教示されるｊｕｎ及びｆｏｓロイシンジッパー
、ならびに以下の実施例に記載するＧＣＮ４ロイシンジッパーが、含まれる。
【００５４】
　[00065]　「キメラ抗体」の表現は、別のタンパク質の少なくとも別の部分（好ましく
は、ヒト抗体の定常領域）と連結している、ＡＦ－２０と結合する非ヒト抗体の可変領域
を含んでなるポリペプチドを、指す。
【００５５】
　[00066]　「ヒト化」の語は、それが「ヒト化」抗体に関連する限りでは、ヒト抗体の
修飾された可変領域を含んでなるポリペプチドであって、当該可変領域の一部分（好まし
くは、無傷のヒト可変ドメインよりも実質的に少ない一部分）が非ヒト種由来の対応する
配列によって置換され、そして当該修飾された可変領域が別のタンパク質の少なくとも別
の部分（好ましくは、ヒト抗体の定常領域）と連結しているものを指す。「ヒト化抗体」
の表現には、一部もしくはすべてのＣＤＲ残基及び／または場合により一部のＦＲ残基が
、ＡＦ－２０抗原に結合可能なげっ歯類または他の非ヒト抗体における類似部位由来の残
基により置換されているヒト抗体が、含まれる。「ヒト化抗体」の表現には、ＡＦ－２０
抗原に結合可能であって、かつヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を実質的に有するＦＲ
領域、及び非ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を実質的に有するＣＤＲを含んでなる、
免疫グロブリンアミノ酸配列バリアントまたはそのフラグメントも、含まれる。
【００５６】
　[00067]　概して、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域のすべてまたは実質的にすべてが非ヒト
免疫グロブリンのものと対応し、かつＦＲ領域のすべてまたは実質的にすべてがヒト免疫
グロブリンのコンセンサス配列である、少なくとも一つ、そしてより好ましくは二つの可
変ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂｃ、Ｆｖ）の実質的にすべてを
含んでなるであろう。ヒト化抗体はまた、最適には、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の
少なくとも一部分（典型的にはヒト免疫グロブリンのもの）を含んでなるであろう。通常
、該抗体は、軽鎖と、重鎖の少なくとも可変ドメインの双方を、含有するであろう。該抗
体はまた、重鎖のＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３及びＣＨ４領域も含んでよい。ヒト化
抗体は、ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＥを含む任意のクラスの免疫グロブリ
ン、ならびにＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４を含む任意のアイソタイプから
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選択されてもよい。通常は、定常ドメインは、ヒト化抗体が細胞毒性活性を呈することが
望ましい場合、補体結合定常ドメインであり、かつクラスは典型的にはＩｇＧ、そして好
ましくはＩｇＧ１である。このような細胞毒性活性が望ましくない場合、定常ドメインは
、ＩｇＧ２クラスからなってもよい。ヒト化抗体は、１より多くのクラスまたはアイソタ
イプ由来の配列を含んでなってもよく、そして所望のエフェクター機能を最適化するため
に特定の定常ドメインを選択することは、当該技術分野における通常の技術の範囲内であ
る。ヒト化抗体のＦＲ及びＣＤＲ領域は、親配列に正確に対応する必要はなく、例えば、
移入ＣＤＲまたはコンセンサスＦＲを、その部位のＣＤＲまたはＦＲ残基がコンセンサス
または移入抗体のいずれとも対応しないように、１またはそれより多くの残基の置換、挿
入または欠失によって突然変異誘発させてもよい。しかしながら、このような突然変異は
、広範ではなく、かつ結合標的への抗体の結合に劇的には影響を及ぼさないであろう。
【００５７】
　[00068]　「ヒト化抗体」の表現には、抗ＡＦ－２０抗体の可変領域または１もしくは
それより多くのＣＤＲをスプライシングすることによって生成される、任意の異種タンパ
ク質とのハイブリッド及び組換え抗体ならびにポリペプチドも、ハイブリッド及び組換え
抗体ならびにポリペプチドが所望の生物学的活性を呈する限り、元の種、タンパク質の種
類、免疫グロブリンクラスまたはサブクラス指定にかかわらず、含まれる。
【００５８】
　[00069]　さらに、「ヒト化抗体」の表現には、抗体またはポリペプチドのアミノ酸配
列の少なくとも一部（好ましくは、非ヒト抗体のＶＨまたはＶＫ領域などの非ヒト由来の
その一部）を決定し、該アミノ酸配列内で１またはそれより多くのヒトＴ細胞に対する潜
在的なエピトープを同定し、そしてヒト免疫系に曝露する際にタンパク質またはその一部
分の免疫原性を除去するかまたは低下させるために、同定されたＴ細胞エピトープのうち
の少なくとも一つを除去するように１またはそれより多くのエピトープのアミノ酸配列を
修飾する方法によって、ヒトに対する免疫原性がないか、または自然抗体と比較してヒト
に対する免疫原性の低下した、抗体及びポリペプチドが、含まれる。ヒト化抗体の創出に
おいて、ヒト化抗体の残基の好ましくは約７５％、より好ましくは約９０％、そして最も
好ましくは約９５％超が、親ＦＲ及びＣＤＲ配列の残基と対応するであろう。
【００５９】
　[00070]　「Ｔ細胞エピトープ」の語句は、ＭＨＣクラスＩＩ分子に妥当な効率で結合
するか、あるいは、先のもしくは他の研究から、ＭＨＣクラスＩＩ分子上での提示を介し
たＴ細胞刺激能を示す、特定のペプチド配列を指す。しかしながら、すべてのこのような
ペプチド配列が、ＭＨＣクラスＩＩとの結合のための正しいＭＨＣクラスＩＩ細胞コンパ
ートメント内に送達されるわけではなく、あるいは続いて起こるＭＨＣクラスＩＩとの結
合のためにより大きな細胞タンパク質から適切に放出されるわけではないことが、理解さ
れよう。また、抗原提示細胞表面上のＭＨＣクラスＩＩによって提示されるこのようなペ
プチドさえも、特定のペプチド配列に対する適切なＴ細胞特異性及び免疫系による寛容の
欠如を含む理由により、Ｔ細胞応答を誘発することも、理解されよう。
【００６０】
　[00071]　「二機能性抗体」の表現は、腫瘍関連抗原などの一つの抗原部位に対する特
異性を有する一方のアームを有してもよい抗体を指し、一方でもう一方のアームは、例え
ば、抗原を保有する腫瘍細胞に対して致死的な薬剤であるか、またはそれと結合している
ハプテンなどの異なる標的を、認識する。あるいは、二機能性抗体は、各アームが、治療
学的または生物学的に修飾されるべき細胞の腫瘍関連抗原の異なるエピトープに対する特
異性を有するものであってもよい。いずれの場合においても、ハイブリッド抗体は、好ま
しくは、選択したハプテンに特異的な１またはそれより多くの結合部位、あるいは標的抗
原（例えば、腫瘍、感染性生物体または他の疾患状態に関連する抗原）に特異的な１また
はそれより多くの結合部位を持つ二重特異性を、有する。
【００６１】
　[00072]　生物学的な二機能性抗体は、例えば欧州特許出願EPA 0 105 360に記載され、
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該出願を当業者は参照する。このようなハイブリッドまたは二機能性抗体は、記載のよう
に、細胞融合技術により生物学的に、または化学的に（特に架橋剤またはジスルフィド架
橋形成試薬を用いて）得られてもよく、かつ、これらの抗体及び／またはそのフラグメン
トから構成されてもよい。このようなハイブリッド抗体を得るための方法は、例えば、19
83年10月27日に公開された国際公開第W083/03679、及び1987年4月8日に公開された欧州特
許出願EPA 0 217 577に開示されており、該出願の双方の開示は、その全体が参照によっ
て本明細書に援用される。特に好ましい二機能性抗体は、「ポリドーム（polydome）」ま
たは「クアドローマ（quadroma）」から生物学的に調製されるものか、あるいは、ビス－
（マレイミド（maleimideo））－メチルエーテル（「ＢＭＭＥ」）などの架橋剤または当
業者によく知られている他の架橋剤を用いて合成的に調製されるものである。
【００６２】
　[00073]　「複合体化している（conjugated）」の語は、ある分子が別の分子と、多数
の手段により（例えば、共有結合、非共有結合、イオン結合または非イオン結合により）
、直接的または間接的に連結することを意味する。共有結合には、チオエーテルリンカー
またはチオエステルリンカーなどの種々のリンカーによる結合が含まれる。直接的な連結
は、ある分子と目的の別分子との結合を伴う。間接的な連結は、ある分子と目的でない別
分子との結合を伴い、この別分子が橋としての役目を果たし、そして次に目的の分子と直
接的または間接的に結合する。
【００６３】
　[00074]　「細胞毒性剤」の表現は、細胞に有害な任意の薬剤を意味する。例には、メ
トトレキサート、アミノプテリン、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビ
ン、５－フルオロウラシル、デカルバジンなどの代謝拮抗剤；メクロレタミン、チオテパ
（thioepa）クロラムブシル、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）、マイトマイシ
ンＣ、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、１－メチルニトロソウレア、シクロホスファミド（cycl
othosphamide）、メクロレタミン、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾ
トシン、マイトマイシンＣ、ｃｉｓ－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラ
チン及びカルボプラチン（パラプラチン）などのアルキル化剤；ダウノルビシン（以前は
、ダウノマイシン）、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、デトルビシン、カルミノマ
イシン、イダルビシン、エピルビシン、ミトキサントロン及びビサントレンを含むアント
ラサイクリン系；ダクチノマイシン（アクチノマイシンＤ）、ブレオマイシン、カリケア
マイシン、ミトラマイシン及びアントラマイシン（ＡＭＣ）を含む抗生物質；ならびに、
ビンカアルカロイド系、ビンクリスチン及びビンブラスチンなどの有糸分裂阻害剤（anti
mytotic agent）が含まれる。他の細胞毒性剤には、パクリタキセル（タキソール）、リ
シン、緑膿菌外毒素、ゲムシタビン、シトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム
、エメチン、エトポシド、テノポシド、コルチシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、
１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカ
イン、プロプラノロール、ピューロマイシン、プロカルバジン、ヒドロキシウレア、アス
パラギナーゼ、副腎皮質ステロイド、ミトタン（Ｏ，Ｐ’－（ＤＤＤ））、インターフェ
ロン、ならびにこれらの細胞毒性剤の混合物が含まれる。
【００６４】
　[00075]　特に好ましい実施態様において、細胞毒性剤には、米国出願第10/153,334、
第10/198,070、第10/198,069及び第10/294,891に開示されるＮＴＰペプチドの１またはそ
れより多くが含まれ、該出願のそれぞれの開示は、その全体が参照によって本明細書に援
用される。これらのＮＴＰペプチド、ＮＴＰペプチドフラグメント等は、腫瘍細胞壊死を
促進するために、本明細書に記載されるヒト化抗体と結合していてもよい。
【００６５】
　[00076]　「オリゴヌクレオチド」は、本明細書では、公知の方法（1988年5月4日に公
開されたEP 266,032に記載されるものなどの固相技術を用いるか、またはFroehlerら、Nu
cl. Acids Res. 14:5399-2407（1986年）に記載されるようなデオキシヌクレオシド　Ｈ
－ホスホン酸塩中間体を介した、ホスホトリエステル、リン酸塩またはホスホラミダイト
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化学など）によって化学合成される、短い長さの一本鎖または二本鎖デオキシヌクレオチ
ドを示す。次いで、それらは、ポリアクリルアミドゲル上で精製される。
【００６６】
　[00077]　「ポリメラーゼ連鎖反応」または「ＰＣＲ」技術は、本明細書では、核酸、
ＲＮＡ及び／またはＤＮＡの微量の特定の一片を、1987年7月28日に発行された米国特許
第4,683,195に記載されるように増幅する手順を、一般に指す。一般には、目的の、また
はそれを超える領域の末端からの配列情報を、オリゴヌクレオチドプライマーを設計可能
なように利用可能である必要があり；該プライマーは、増幅する鋳型の逆鎖と配列が同一
であるか、または類似する。この二つのプライマーの５’末端ヌクレオチドは、増幅され
る材料の末端と一致してもよい。ＰＣＲを、特定のＲＮＡ配列、全ゲノムＤＮＡ由来の特
定のＤＮＡ配列、及び、全細胞ＲＮＡ、バクテリオファージまたはプラスミド配列等から
転写されたｃＤＮＡを増幅するために用いることが可能である。一般には、Mullisら、Co
ld Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263（1987年）；Erlich編集、PCR Technology
（Stockton Press社、ニューヨーク州、1989年）を参照されたい。本明細書では、ＰＣＲ
は、核酸試験試料を増幅するための核酸ポリメラーゼ反応法の一つの、しかし唯一ではな
い例であると考えられ、公知の核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）のプライマーとしての使用を
含んでなり、そして、核酸ポリメラーゼを利用して、核酸の特定の一片を増幅または作出
するか、あるいは特定の核酸と相補的な核酸の特定の一片を増幅または作出する。
【００６７】
　[00078]　 本明細書で用いる「治療」は、療法的な治療と予防的な（prophylactic）ま
たは予防的な（preventative）手段の双方を指す。治療の必要がある者には、すでに障害
を有している者、ならびに障害を有する傾向がある者または障害が予防されるべき者が含
まれる。
【００６８】
　[00079]　本明細書に記載される実施態様の特徴は、癌細胞、そして特に肝細胞癌細胞
ならびに結腸及び肺の腺癌細胞に関連する腺癌細胞抗原ＡＦ－２０と結合可能な、ヒト化
及びキメラ抗体、そのフラグメント、ポリペプチドまたは誘導体に関する。より具体的に
は、実施態様は、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ９６８７によって産生されるネ
ズミモノクローナル抗体、またはＡＦ－２０と特異的に結合する他の非ヒト抗体に由来す
る、ヒト化及びキメラ抗体、そのフラグメント、ポリペプチドまたは誘導体に関する。本
明細書に記載される実施態様はまた、本発明のヒト化及びキメラ抗体、そのフラグメント
、ポリペプチドまたは誘導体を発現する核酸配列、このようなＡＦ－２０に特異的なヒト
化及びキメラ抗体、フラグメント、ポリペプチド及び誘導体を産生するための方法、この
ようなヒト化及びキメラ抗体、フラグメント、ポリペプチド及び誘導体を用いてＡＦ－２
０に特異的な他のポリペプチド、バリアント及び誘導体を作出するための方法、このよう
なヒト化及びキメラ抗体を分泌可能な継続的なハイブリドーマ細胞株、このようなヒト化
もしくはキメラ抗体またはそのフラグメントもしくは誘導体を含有する医薬用及び診断用
組成物、ならびに癌の治療または診断のためのその使用法にも関する。
【００６９】
　[00080]　本明細書に記載される種々の実施態様は、ＡＦ－２０と結合可能なネズミＡ
Ｆ－２０抗体由来のキメラ及びヒト化抗体の創出によって生じる。驚くべきことに、キメ
ラ抗体ｃｈＮＹＲ－１００２及びヒト化抗体ｈｕＮＹＲ－１００２は、ＡＦ－２０抗原と
結合可能なことが判明した。
【００７０】
　[00081]　本発明の一実施態様は、ＮＹＲ－１００２のネズミ可変領域ＶＨ及びＶＫが
ヒトＩｇＧ１またはＫ定常領域上でそれぞれ連結している、ＡＦ－２０抗体のキメラ誘導
体ｃｈＮＹＲ－１００２を、提供する。他の実施態様には、ＮＹＲ－１００２のネズミ可
変領域ＶＨ及びＶＫと連結するために用いられるＩｇＧ２またはλ定常領域などの異なる
ヒト定常領域を有する、ＮＹＲ－１００２の他のキメラ誘導体が含まれる。
【００７１】
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　[00082]　別の実施態様は、潜在的なヒトＴ細胞エピトープが（ｃｈＮＹＲ－１００２
のＶＨ及びＶＫ領域のアミノ酸配列内に）同定されている、ｃｈＮＹＲ－１００２キメラ
抗体のヒト化誘導体であるｈｕＮＹＲ－１００２、ならびに、抗体の免疫原性を除去また
は低下させるために、同定されたＴ細胞エピトープの１またはそれより多くを除去するよ
う修飾された、推定されるＴ細胞エピトープのアミノ酸配列を、提供する。実施態様は、
ＩｇＧ２またはλ定常領域などの異なるヒト定常領域が、ｈｕＮＹＲ－１００２に含有さ
れるＮＹＲ－１００２のヒト化可変領域ＶＨ及びＶＫと連結するために用いられている、
ＮＹＲ－１００２のヒト化誘導体もまた、包含する。
【００７２】
　[00083]　さらなる実施態様は、ＮＹＲ－１００２のＶＨ及びＶＫ領域内に同定される
ＣＤＲのアミノ酸配列及びそれに対応する核酸配列：軽鎖のＣＤＲ１（配列番号）、ＣＤ
Ｒ２（配列番号）及びＣＤＲ３（配列番号）、ならびに重鎖のＣＤＲ１（配列番号）、Ｃ
ＤＲ２（配列番号）及びＣＤＲ３（配列番号）、を提供する。しかしながら、これらのＣ
ＤＲのアミノ酸配列を、修飾してもよい。各ＣＤＲのアミノ酸配列を、アミノ酸置換、挿
入及び／または欠失によって好ましくは１０％まで、より好ましくは２０％まで、より好
ましくは３０％まで、そしてよりいっそう好ましくは４０％まで、変化させてもよいが、
但し、該アミノ酸配列を含んでなる結果として得られるヒト化抗体が結合標的に対してそ
の結合特異性を維持する。したがって、各ＣＤＲは、１、２またはそれより多くのアミノ
酸置換、挿入及び／または欠失を含んでもよい。好ましくは、各ＣＤＲのアミノ酸配列は
、本発明に開示される特定のＣＤＲの配列と実質的には相同性である。当業者は、特定の
アミノ酸配列の列挙が、配列の活性及び有用性が実質的に保持される限り、その列挙内に
これらの修飾のすべてを本質的に含むことを理解するであろう。
【００７３】
　[00084]　本明細書に提供されるポリヌクレオチド及びポリペプチド配列は、例えば、
ヒト抗体の可変領域のＣＤＲ領域を置換することによって、他のヒト化抗体を作出するの
に、有用である。これらの配列は、ヒト抗体の可変領域内のＣＤＲ領域を置換することに
よって、ヒト可変領域がＮＹＲ－１００２のマウス可変領域と有意な相同性を共有してい
る、他のヒト化可変領域を作出するのにも、有用である。これらの配列は、ＡＦ－２０抗
原と結合可能なポリペプチドを創出するのにも、有用である。本明細書に提供されるポリ
ヌクレオチド及びポリペプチド配列は、このような抗体のライブラリまたはバンクに含有
されるものなどの、ヒトまたはヒト化抗体の有意に相同性のＣＤＲを同定するのにも、有
用である。実施態様は、ヒト化抗体における元のＣＤＲのうち１またはそれより多くが、
本明細書に記載されるＣＤＲによって置換されている、ヒト化抗体及び抗体フラグメント
を、さらに包含する。実施態様はまた、本発明のＣＤＲのうち１またはそれより多くを含
有する二重特異性抗体、抗体フラグメント及びポリペプチドも包含する。
【００７４】
　[00085]　本明細書に記載される実施態様には、本明細書に記載のヒト化抗体、抗体フ
ラグメント、ポリペプチド、可変領域及びＣＤＲと実質的に相同性のバリアント及び同等
物が、さらに含まれる。これらは、例えば、保存的置換の変異（すなわち、類似アミノ酸
による１またはそれより多くのアミノ酸の置換）を含有してもよい。例えば、保存的置換
は、同じ一般分類内の別のアミノ酸によるアミノ酸の置換（例えば、ある酸性アミノ酸の
別の酸性アミノ酸による置換、ある塩基性アミノ酸の別の塩基性アミノ酸による置換、ま
たはある中性アミノ酸の別の中性アミノ酸による置換）を指す。保存的アミノ酸置換の意
図するところは、当該技術分野において周知である。
【００７５】
　[00086]　「実質的に相同性」の語句は、本明細書では、対象の（オリゴペプチドもし
くはポリペプチド、またはタンパク質の）アミノ酸配列と、関連する参照アミノ酸配列と
の類似性に関して、用いられる。典型的には、この語句は、対象配列と参照配列とが「配
列比較」される場合（すなわち、対象配列及び／または参照配列中に、「空の」塩基の最
小数が、配列間で一致して存在する塩基数を最大にするように挿入されている場合）、対
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象配列と参照配列との間での少なくとも約７５％の「一致」（すなわち、同一のアミノ酸
残基が平行に位置する状態）として、定義される。「空の」塩基は、対象配列及び参照配
列の一部ではなく；また、対象配列中に挿入される「空の」塩基の最小数は、参照配列中
に挿入される最小数とは異なってもよい。この定義において、参照配列と対象配列とは、
双方のアミノ酸配列が、ＡＦ－２０との結合能を有するＡＦ－２０抗体、抗体フラグメン
トもしくはポリペプチドであるタンパク質またはタンパク質の一部分を構成する場合に、
「相関して」いると考えられる。これらのＡＦ－２０抗体、抗体フラグメントまたはポリ
ペプチドを含んでなるタンパク質のそれぞれは、独立して、抗体、抗体フラグメント、ポ
リペプチド、あるいは、例えば融合タンパク質、二機能性及び多機能性抗体、一本鎖抗体
もしくはその多量体等などの、二機能性または多機能性タンパク質であってもよい。
【００７６】
　[00087]　本発明のさらなる側面は、ｈｕＮＹＲ－１００２のヒト化ＶＨ及びＶＫ領域
のアミノ酸配列及び対応する核酸配列を、提供する。これらの配列は、例えばヒト抗体の
対応する可変領域に対する置換として、他のヒト化抗体を作出するのに、有用である。こ
れらの配列はまた、このような抗体のライブラリまたはバンクに含有されるものなどの、
ヒト抗体またはヒト化抗体の有意に相同性の可変領域を同定するのにも、有用である。こ
れらの配列はまた、ＡＦ－２０抗原と結合可能な抗体フラグメント及びポリペプチドを創
出するのにも、有用である。実施態様は、ヒト化抗体中の元の可変領域の１またはそれよ
り多くが本明細書に記載される可変領域により置換されている、ヒト化抗体及び抗体フラ
グメントを、さらに包含する。実施態様はまた、本明細書に記載されるヒト化可変領域の
１またはそれより多くを含有する、二重特異性抗体、抗体フラグメント及びポリペプチド
も、包含する。
【００７７】
　[00088]　本発明の実施態様はまた、ファージディスプレイ技術、ならびに細菌及び酵
母細胞表面ディスプレイ技術などの関連する分子進化技術に関して本明細書に記載される
、ヒト化抗体、抗体フラグメント、ＣＤＲ及びヒト化可変領域の使用も、包含する。ファ
ージディスプレイ技術（McCaffertyら、Nature 348:552（1990年））を用いて、新規のヒ
ト抗体及び抗体フラグメントを、可変領域の遺伝子、またはヒト化抗体もしくは抗体フラ
グメントをコードする遺伝子からｉｎ　ｖｉｔｒｏで産生することが可能である。この技
術にしたがって、抗体可変領域の遺伝子を、Ｍ１３またはｆｄなどの、繊維状バクテリオ
ファージの主要または主要でないコートタンパク質の遺伝子中にインフレームにクローニ
ングし、そしてファージ粒子表面に機能的な抗体フラグメントとして提示する。繊維状粒
子はファージゲノムの一本鎖ＤＮＡコピーを含有するため、抗体の機能的特性に基づいた
選択の結果として、これらの特性を呈する抗体をコードする遺伝子の選択も行われる。こ
のように、ファージは、Ｂ細胞の特性の一部を模倣する。
【００７８】
　[00089]　ファージディスプレイは、多様な形式にて行われることが可能であり；そし
て、その総説については、例えば、Johnsonら、Current Opinion in Structural Biology
 3:564（1993年）を参照されたい。可変遺伝子断片を、ファージディスプレイに用いるこ
とが可能である。Clacksonら（Nature 352:624（1991年））は、免疫化マウス脾臓由来の
可変領域遺伝子の小さなランダムコンビナトリアルライブラリから、多様な一連の抗オキ
サゾロン抗体を単離した。自然な免疫応答において、抗体遺伝子は、高率の突然変異（体
細胞超変異）を蓄積する。導入された変化の一部は、より高い親和性を授与するであろう
。そして高親和性の表面免疫グロブリンを提示しているＢ細胞は、それに続く抗原曝露の
間に、選択的に複製され、そして分化する。この自然の過程を、抗体遺伝子中に少数のラ
ンダム突然変異を導入する技術を用いることによって模倣することが可能である。この方
法では、ヒト化抗体の親和性、特異性、免疫原性または他の特徴を改良し、そしてＡＦ－
２０抗原と結合可能な新たなヒト化抗体、抗体フラグメント及びポリペプチドを発見する
ことが可能である。
【００７９】
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　[00090]　別の実施態様は、ＡＦ－２０と結合する他の非ヒトモノクローナル抗体に由
来する、キメラ及びヒト化抗体ならびに抗体フラグメントを、包含する。所望の抗原に対
するモノクローナル抗体の産生については、当該技術分野において周知である。米国特許
第5,703,213は、マウスをＦＯＣＵＳ　ＨＣＣ細胞で免疫することによってＡＦ－２０抗
原に対するマウスモノクローナル抗体を作出するある方法を、記載している。この方法は
、マウス及び他の非ヒト宿主動物から他のＡＦ－２０抗体を作出するのに、適用可能であ
る。
【００８０】
　[00091]　非ヒト抗体を作出する他の方法は、当該技術分野において周知であり、かつ
、ＦＯＣＵＳ　ＨＣＣ細胞による免疫、またはＡＦ－２０抗原が単離される場合もしくは
単離されるならば該抗原自体による免疫に、適用されることが可能である。モノクローナ
ル抗体は、Kohlerら、Nature 256:495（1975年）により最初に記載されたハイブリドーマ
法を用いて作られてもよく、あるいは組換えＤＮＡ法（米国特許第4,816,567）により作
られてもよい。ハイブリドーマ法では、マウス、またはハムスターもしくはマカクザルな
どの他の適切な宿主動物を、抗原、及びモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）／トレハロー
スジクリノマイコレート（ＴＤＭ）（Ribi Immunochem. Research, Inc.、ハミルトン、
モンタナ州）などのアジュバントを、複数部位に複数回皮下（ｓｃ）または腹腔内（ｉｐ
）注射することによって、免疫する。２週間後に、動物を追加免疫し、そして７～１４日
後に動物から血液を採取し、そして血清を抗原に対する力価についてアッセイする。動物
を、力価がプラトーに達するまで追加免疫する。血清を動物から回収し、そしてプロテイ
ンＡ－セファロースクロマトグラフィ、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、ゲルろ
過、透析または抗原アフィニティクロマトグラフィなどの慣用の免疫グロブリン精製手順
によって、ポリクローナル抗体を血清から単離する。
【００８１】
　[00092]　上述の方法は、免疫剤と特異的に結合するであろう抗体を産生するか、また
はこれを産生可能なリンパ球を誘発するために、用いられる。あるいは、リンパ球を、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで免疫してもよい。次いで、リンパ球を、ポリエチレングリコールなどの
適切な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させて、ハイブリドーマ細胞を形成することが可
能である（Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice、59～103頁（Aca
demic Press社、1986年））。
【００８２】
　[00093]　このように調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親骨髄腫細胞
の増殖または生存を阻害する１またはそれより多くの物質を好ましくは含有する適切な培
養培地中で、播種し、そして増殖させることが可能である。例えば、親骨髄腫細胞が酵素
ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ
）を欠損するならば、ハイブリドーマ用培養培地は、典型的には、ヒポキサンチン、アミ
ノプテリン及びチミジン（これらの物質は、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖を妨げる）を含有
するであろう（ＨＡＴ培地）。
【００８３】
　[00094]　好ましい骨髄腫細胞とは、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による
抗体の安定な高レベルの産生を補助し、かつＨＡＴ培地などの培地に感受性の細胞である
。これらのうち、好ましい骨髄腫細胞株は、ソーク研究所細胞分配センター、サンディエ
ゴ、カリフォルニア州、米国から入手可能なＭＯＰ－２１及びＭ．Ｃ．－１１マウス腫瘍
、ならびにＡＴＣＣから入手可能なＳＰ－２またはＸ６３－Ａｇ８－６５３細胞に由来す
るものなどの、マウス骨髄腫細胞株である。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトへテロ骨髄腫細
胞株もまた、ヒトモノクローナル抗体の産生に関して記載されている（Kozbor, J. Immun
ol. 133:3001（1984年）；Brodeurら、Monoclonal Antibody Production Techniques and
 Applications、51～63頁（Marcel Dekker,Inc.、ニューヨーク州、1987年））。
【００８４】
　[00095]　ハイブリドーマ細胞が増殖している培養培地を、抗原に対するモノクローナ
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ル抗体の産生についてアッセイすることが可能である。好ましくは、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の結合特異性を、免疫沈降、あるいはラジオイム
ノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）などのｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ結合アッセイによって、測定する。モノクローナル抗体の結合親和性を、例えば、
Munsonら、Anal. Biochem. 107:220（1980年）のスキャッチャード解析によって測定する
ことが可能である。ＡＦ－２０抗原に対する結合特異性を測定する一つのこのような方法
は、米国特許第5,703,213に記載されている。
【００８５】
　[00096]　本発明の実施態様の抗体はまた、ＡＦ－２０ポリペプチドへのその結合親和
性に関して記載または特定されてもよい。好ましい結合親和性には、解離定数またはＫｄ
が１μＭ未満、より好ましくは約１００ｎＭ未満、そして最も好ましくは約１ｎＭ未満の
ものが、含まれる。
【００８６】
　[00097]　所望の特異性、親和性及び／または活性を持つ抗体を産生するハイブリドー
マ細胞を同定した後、該クローンを、限界希釈手順によりサブクローニングし、そして標
準的な方法により増殖させてもよい（Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and 
Practice、59～103頁（アカデミックプレス社、1986年））。この目的に適した培養培地
には、例えば、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰＭＩ－１６４０培地が含まれる。加えて、ハイブリ
ドーマ細胞を、動物において腹水腫瘍としてｉｎ　ｖｉｖｏ増殖させてもよい。
【００８７】
　[00098]　サブクローンにより分泌されるモノクローナル抗体を、適切には、例えばプ
ロテインＡ－セファロース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィ、ゲル電気泳動、透
析またはアフィニティクロマトグラフィなどの慣用の免疫グロブリン精製手順によって、
培養培地、腹水または血清から分離することが可能である。
【００８８】
　[00099]　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡを、慣用の手順（例えば、モノクロ
ーナル抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチド
プローブを用いることによる）を用いて、容易に単離及び配列決定することが可能である
。ハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい源として働く。単離した後に、Ｄ
ＮＡを発現ベクター中に入れ、次いでそれを、組換え宿主細胞においてモノクローナル抗
体の合成を得るために、当該ベクターをトランスフェクトしなければ免疫グロブリンタン
パク質を産生しない大腸菌（E. Coli）細胞、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター
卵巣（ＣＨＯ）細胞または骨髄腫細胞などの宿主細胞内にトランスフェクトしてもよい。
抗体をコードするＤＮＡの細菌における組換え発現に関する総説論文には、Skerraら、Cu
rr. Opinion in Immunol. 5:256（1993年）及びPluckthun, Immunol. Revs. 130:151（19
92年）が含まれる。ＡＦ－２０抗原と結合可能な非ヒトモノクローナル抗体を作出する他
の方法もまた、存在する。
【００８９】
　[000100]　次いで、このように産生されたモノクローナル抗体、及びこのような抗体を
コードするＤＮＡを用いて、本発明に記載される方法または当業者に公知の他の方法にし
たがい、キメラ抗体、ヒト化抗体及び抗体フラグメントを産生することが可能である。
【００９０】
　[000101]　好ましい方法は、ヒトＴ細胞に対する１またはそれより多くの潜在的なエピ
トープの、抗体のアミノ酸配列の少なくとも一部（好ましくは、非ヒト抗体のＶＨまたは
ＶＫ領域などの、非ヒト由来のその部分）を決定し、そして該アミノ酸配列を、推定され
るＴ細胞エピトープの少なくとも一つを除去するように修飾し、それにより、ヒト免疫系
に曝露される時にタンパク質またはその一部の免疫原性を除去または低下させることによ
って、非ヒト抗体のヒトに対する免疫原性をなくすか、または低下させることである。こ
れらの方法に続いて、修飾抗体パネルを作出してもよい。次いで、得られた修飾抗体を、
発現レベル、ＡＦ－２０抗原に対する免疫原性及び親和性及び特異性、ならびに選択され
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る最良の候補について、スクリーニングすることが可能である。
【００９１】
　[000102]　キメラ抗体及びヒト化抗体を非ヒト抗体から作出する他の方法、または非ヒ
ト抗体の免疫原性を低下させる他の方法は、当業者に公知であり、そして非限定的に以下
を含む：
・Cabillyらによる米国特許第4,816,567；Morrison, S.L.ら、Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 81:6851-6855（1984年）；Boulianne, G.L.ら、Nature 312;643-646（1984年）；Neub
erger, M.S.ら、Nature 314:268-270（1985年）に記載のような、非ヒト抗体のの重鎖及
び軽鎖内の可変領域をヒト抗体の定常領域上に結合させることによる、キメラ抗体の創出
。
・Winterによる米国特許第5,225,539、及びJones, P.T.ら、Nature 321:522-525（1986年
）；Riechmann, L.ら、Nature 332:323-327（1988年）；Verhoeyen, M.ら、Science 239:
1534-1536（1988年）に記載のような、非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）またはＣＤＲ配
列を対応するヒト抗体の断片により置換することによる、ヒト化抗体の創出。これはまた
、例えばQueenらによる米国特許第5,530,101、第5,585,089、第5,693,762、第6,180,370
、Carterらによる米国特許第6,054,297、第6,407,213及び第6,639,055、Adairによる米国
特許第6,632,927、ならびにWinterによる米国特許第6,548,640に記載のように、抗原結合
性を保持するために、ヒト抗体中のいくつかのＦＲ残基を非ヒト抗体の類似部位由来の残
基により置換することを伴ってもよい。
・例えばPedersenらによる米国特許第5,639,641、Studnickaらによる米国特許第5,766,88
6及び第5,821,123、ならびにCarrらによる米国特許出願第10/300215に記載のような、非
ヒト抗体の可変領域内の残基を選択的に置換することによる、ヒト化抗体の創出。
・Jordanらによる米国特許第6,652,863に記載のような、抗体または抗体フラグメントと
、非ヒト抗体または抗体フラグメントの免疫原性を低下させる自己抗原配列との連結。
【００９２】
　[000103]　上述のように、目的のモノクローナル抗体または抗体フラグメントをコード
するＤＮＡを、そのハイブリドーマまたは元のファージディスプレイクローンから単離し
、次いで、ヒト化及び／または親和性成熟コンストラクトを創出するよう操作することが
、可能である。加えて、公知の技術を用いて、アミノ酸残基を抗体フラグメントのポリペ
プチド骨格上の任意の所望の位置に導入し（例えば、重鎖のヒンジ領域内にシステイン残
基を入れる）、それによって高分子の特異的結合部位を提供することが、可能である。一
実施態様において、通常は軽鎖と重鎖とを連結するジスルフィド架橋を形成する、抗体フ
ラグメントの軽鎖または重鎖いずれかにおける天然のシステイン残基を、セリンなどの別
のアミノ酸により置換するが、ここでこれは、遊離スルフヒドリル（suflhydryl）を伴う
反対側の鎖にあるパートナーのシステイン残基を、高分子の特異的連結用に残すためであ
る。
【００９３】
　[000104]　所望の抗体または抗体フラグメントをコードするクローンの構築に際して、
該クローンを、当業者に公知の方法を用いて、抗体または抗体フラグメントの組換え産生
のために用いることが可能である。最終的には、抗体または抗体フラグメントの産生物を
、当業者に公知の方法または本明細書に記載される方法を用いて、宿主細胞培養から回収
し、そして精製することが可能である。上述のようにシステイン残基を欠損するよう操作
された抗体を利用する実施態様の場合、好ましい組換え産生系には、当業者に公知の、ま
たは本明細書に記載される、細菌発現及び産生物回収の手順が、含まれる。全長抗体が産
生されるならば、当該技術分野において公知の方法にしたがって無傷の抗体を酵素消化に
かけることにより、所望の抗体フラグメントをそこから得ることが可能である。
【００９４】
　[000105]　該実施態様のキメラ及びヒト化抗体、フラグメントならびにポリペプチドを
、公知の方法にしたがって作ってもよい。産生のためのある詳細な方法を、実施例に記載
する。当業者が、同一または類似の結果を得るために、公知の慣用の技術を以下に記載さ
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れる技術の代わりに用いることが可能であろうことが、理解されるべきである。本明細書
に記載される実施態様のヒト化抗体を、以下の過程によって産生してもよい：
　[000106]　（ａ）　（２）ＣＤＲ、及び抗体結合特異性を保持するのに必要とされる可
変ドメインのフレームワーク領域のこのような最小部分が非ヒト抗体に由来し、かつ（３
）抗体鎖の残りの一部がヒト抗体に由来する、抗体重鎖をコードするＤＮＡ配列を有する
（１）オペロンを含有する発現ベクターを、慣用の技術によって構築し、それによって本
発明のベクターを作製すること。
【００９５】
　[000107]　（ｂ）　ＣＤＲ、及びドナー抗体結合特異性を保持するのに必要とされる可
変ドメインのフレームワーク領域のこのような最小部分が非ヒト抗体に由来し、かつ抗体
鎖の残りの一部がヒト抗体に由来する、相補的な抗体軽鎖をコードするＤＮＡ配列を有す
るオペロンを含有する発現ベクターを、慣用の技術によって構築し、それによって本発明
のベクターを作製すること。
【００９６】
　[000108]　（ｃ）　発現ベクターを、慣用の技術によって宿主細胞内にトランスフェク
トして、本発明のトランスフェクトされた宿主細胞を作製すること。
【００９７】
　[000109]　（ｄ）　トランスフェクトされた宿主細胞を慣用の技術によって培養して、
本発明の改変抗体を産生すること。
【００９８】
　[000110]　宿主細胞に、本発明の二つのベクターである、軽鎖由来ポリペプチドをコー
ドするオペロンを含有する第一ベクター、及び重鎖由来ポリペプチドをコードするオペロ
ンを含有する第二ベクターを、コトランスフェクトしてもよい。この二つのベクターは、
異なる選択マーカーを含有するが、しかし、抗体重鎖及び軽鎖をコードする配列以外は好
ましくは同一であり、望ましくは同程度に重鎖ポリペプチドと軽鎖ポリペプチドの発現が
得られる。あるいは、軽鎖ポリペプチドと重鎖ポリペプチドの双方をコードする配列を含
む、単一のベクターを用いてもよい。軽鎖及び重鎖のコード配列は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤ
ＮＡまたはその双方を含んでなってもよい。
【００９９】
　[000111]　本発明の改変抗体を発現させるために用いられる宿主細胞は、大腸菌（Esch
erichia coli）などの細菌細胞、または真核細胞のいずれであってもよい。特に好ましい
本発明の実施態様において、骨髄腫細胞またはチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細
胞などの、本目的に関して明らかとなっている種類の哺乳動物細胞を用いてもよい。
【０１００】
　[000112]　本発明のベクターが構築されてもよい一般的な方法、本発明の宿主細胞を作
製するのに必要とされるトランスフェクション方法、及び本発明の抗体をこのような宿主
細胞から産生するのに必要とされる培養方法には、すべて、慣用の技術が含まれる。以下
の実施態様では、あるこのような方法を提供する。ヒト化抗体を産生するために用いられ
る細胞株は、好ましくは哺乳動物細胞株ではあるものの、細菌細胞株または酵母細胞株な
どの任意の他の適切な細胞株を代わりに用いてもよい。具体的には、大腸菌由来細菌株を
用い得ることが想定される。
【０１０１】
　[000113]　同様に、本発明の実施態様のヒト化抗体を産生した後に、クロスフローろ過
、硫安沈殿、アフィニティカラムクロマトグラフィ、ゲル電気泳動等を含む、当該技術分
野の標準的な手順にしたがって、精製してもよい。
【０１０２】
　[000114]　実施態様のヒト化抗体が、同じ抗体の非ヒト化バージョンと同一または実質
的に類似の様式で機能することが、理解されるべきである。しかしながら、同じ抗体の非
ヒト化バージョンと比較する場合、ヒト化抗体は、好ましくはヒトにおいてより好都合に
用いられる。実施態様のヒト化抗体を、該抗体と同じ療法に有用であろうペプチド化合物
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または非ペプチド化合物（ミメティック）のいずれかの設計及び合成のために用いてもよ
く（Saragobiら、Science 253:792-795（1991年））、この内容は、その全体が参照によ
って本明細書に援用される。
【０１０３】
　[000115]　本発明の実施態様はまた、ＡＦ－２０抗原に結合可能なヒト化抗体のフラグ
メントも包含する。抗体フラグメントは、無傷の抗体に優る重要な利点、とりわけ、細菌
細胞発現系において組換え抗体フラグメントを作ることが可能であるとの事実を提供する
ことが可能である。細菌細胞発現系は、研究開発と産生物の製造段階の双方における時間
及び費用の低減を含む、哺乳動物細胞発現系に優るいくつかの利点を、提供する。
【０１０４】
　[000116]　抗体フラグメントを、当該技術分野において公知の、または本明細書に記載
の任意の方法によって作製することが可能である。一般に、抗体フラグメントは、無傷の
親抗体に由来する。所望の抗体フラグメントを、例えば、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを
無傷の抗体のペプシン切断によって作製し、そしてＦａｂフラグメントを無傷の抗体をパ
パインで簡単に消化することによって作製するなどの、慣用の酵素法によって、精製され
た抗体調製物から作出することが可能である。
【０１０５】
　[000117]　ある実施態様には、少なくとも二つの異なる抗原に対する特異性を有する、
二重特異性及びヘテロ複合性（heteroconjugate）抗体フラグメントの使用も、含まれる
。二重特異性及びヘテロ複合性抗体を、全長抗体として、または抗体フラグメント（例え
ば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体フラグメント）として調製することが可能である。二
価より多くを有する抗体フラグメント（例えば、三価またはそれより多価の抗体フラグメ
ント）もまた、本明細書における使用を考えられる。二機能性抗体、ヘテロ複合性抗体、
及び多価抗体を、当業者に公知の方法、または本明細書に記載される方法により調製する
ことが可能である。
【０１０６】
　[000118]　本発明の実施態様には、本明細書に記載されるヒト化抗体、抗体フラグメン
ト及びポリペプチドを含有する治療用組成物もまた含まれる。例えば、本明細書に記載さ
れるヒト化抗体、抗体フラグメント及びポリペプチドは、治療活性を有するエフェクター
部分と複合体化していてもよく、そしてＡＦ－２０抗原を発現している細胞を選択的に標
的とするために用いられてもよい。このような複合体は、ＡＦ－２０抗原に結合する際に
ＡＦ－２０抗体のインターナリゼーションを利用するであろう。多くのこのようなエフェ
クター部分は、当該技術分野において公知であって、かつこれには、細胞毒性剤、免疫応
答修飾因子、オリゴヌクレオチド、遺伝子、治療遺伝子を含有するウイルスベクター、遺
伝子もしくは細胞毒性剤を含有するリポソーム、またはプロドラッグまたは酵素が含まれ
る。
【０１０７】
　[000119]　多くの細胞毒性剤が、当業者に公知である。これらには、カルボプラチン、
シスプラチン、パクリタキセル、ゲムシタビン、カリケアマイシン、ドキソルビシン、５
－フルオロウラシル、マイトマイシンＣ、アクチノマイシンＤ、シクロホスファミド、ビ
ンクリスチン及びブレオマイシンなどの化学療法剤が含まれる。リシン、ジフテリア毒素
及び緑膿菌毒素などの、植物及び細菌由来の毒性酵素が、細胞の種類に特異的な致死剤を
作り出すために、本発明のヒト化抗体、抗体フラグメント及びポリペプチドと複合体化し
ていてもよい（Youleら、Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:5483（1980年）；Gillilandら
、Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 77:4539（1980年）；Krolickら、Proc. Nat'l Acad. Sci
. USA 77:5419（1980年））。他の細胞毒性剤には、Goldenbergによる米国特許第6,653,1
04に記載のような細胞毒性リボヌクレアーゼが含まれる。
【０１０８】
　[000120]　本発明の実施態様は、αまたはβ粒子を放つ放射性核種が、錯体形成剤の使
用の有無にかかわらず、安定に抗体、抗体フラグメントまたはポリペプチドと結合してい
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る、ラジオイムノ結合体にも関する。このような放射性核種には、リン－３２（３２Ｐ）
、スカンジウム－４７（４７Ｓｃ）、銅－６７（６７Ｃｕ）、ガリウム－６７（６７Ｇａ
）、イットリウム－８８（８８Ｙ）、イットリウム－９０（９０Ｙ）、ヨウ素－１２５（
１２５Ｉ）、ヨウ素－１３１（１３１Ｉ）、サマリウム－１５３（１５３Ｓｍ）、ルテチ
ウム－１７７（１７７Ｌｕ）、レニウム－１８６（１８６Ｒｅ）またはレニウム－１８８
（１８８Ｒｅ）などのβ放射体、ならびにアスタチン－２１１（２１１Ａｔ）、鉛－２１
２（２１２Ｐｂ）、ビスマス－２１２（２１２Ｂｉ）もしくは２１３（２１３Ｂｉ）、ま
たはアクチニウム－２２５（２２５Ａｃ）などのα放射体が含まれる。
【０１０９】
　[000121]　特に好ましい実施態様は、ＮＴＰペプチドまたはその誘導体のヒト化抗体へ
の複合体化を含んでなり、そして実施態様において有用なものとして考慮されるべきであ
る。
【０１１０】
　[000122]　治療用組成物を、ＡＦ－２０抗原を発現している腫瘍細胞内に免疫応答修飾
因子を導入し、かつそれによって、患者の免疫系による破壊のために該腫瘍細胞を直接的
または非直接的に標識するために、用いてもよい。治療用組成物を、ＡＦ－２０抗原を発
現している腫瘍細胞内に遺伝子配列を導入し、かつそれによって腫瘍細胞における該遺伝
子の発現を可能にするためにも、用いてよい。該遺伝子は、腫瘍細胞におけるその機能が
損なわれているかまたは存在しない遺伝子を置換または補充してもよく、それによってア
ポトーシスまたは他のメカニズムを介した細胞死を誘導するか、腫瘍細胞の増殖もしくは
遊走を阻害または防止するか、患者の免疫系による破壊のために腫瘍細胞を標識するか、
あるいは類似の治療効果または他の治療効果を有する。該遺伝子は、腫瘍細胞ゲノムに対
して外因性であってもよい。このような遺伝子は、細胞毒性タンパク質、またはプロドラ
ッグを細胞毒性部分へと切断可能な酵素を発現してもよい。このような遺伝子配列を、本
発明の治療用組成物と結合しているウイルスベクターまたはリポソームなどの遺伝子送達
システムによって、標的細胞に送達してもよい。
【０１１１】
　[000123]　同様に、治療用組成物を、ＡＦ－２０抗原を発現している腫瘍細胞内にオリ
ゴヌクレオチドを導入するために用いてもよい。このようなオリゴヌクレオチドには、腫
瘍細胞において標的ｍＲＮＡが機能することを阻害する、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ド；生存、増殖または遊走に必要な腫瘍細胞内タンパク質の発現を阻害する、短い干渉リ
ボ核酸（ｓｉＲＮＡ）；リボザイム；他の抗癌治療に対する腫瘍細胞の感受性を増加させ
る薬剤；及び、三重らせん形成オリゴヌクレオチドが含まれてもよい。
【０１１２】
　[000124]　実施態様はまた、それぞれが異なる抗体または異なるエフェクター部分のい
ずれかを有する、２またはそれより多くの異なる抗体結合体などの、異なる治療用組成物
を含有する医薬組成物を意図する。エフェクター部分には、治療用抗体のインターナリゼ
ーションの結果として腫瘍細胞内に導入される場合に、細胞アポトーシスの誘導；機能不
全遺伝子の置換；治療的に好ましいタンパク質の発現；等などの好ましい治療応答を供す
る、遺伝子または他のオリゴヌクレオチドが含まれてもよい。該遺伝子は、リポソームに
封入してもよく、またはウイルスなどの適切なベクターと結びつけてもよい。
【０１１３】
　[000125]　本発明の別の実施態様において、ＡＦ－２０に対する特異性、及び免疫原性
の低下によって、肝細胞癌、肺腺癌及び結腸直腸癌などの異なる癌型を検出するための検
出可能な標識と複合体化している場合に、本明細書に記載されるキメラ及びヒト化抗体の
診断剤としての使用が適切となる。このような組成物は、（ＡＦ－２０発現レベルに基づ
いた）ＡＦ－２０発現によって特徴付けられる癌の診断、適切な治療の評価、及び予後の
評価に有用である可能性があり；それらは、腫瘍画像剤として有用であるか、またはラジ
オイムノガイド手術ＲＴＭシステム（ＲＩＧＳ．ＲＴＭ．）における放射性標識抗体とし
て有用である可能性がある。Hinkleら、Antibody, Immunoconjugates and Radiopharmace
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uticals, 4(3):339-358（1991年）を参照されたい。
【０１１４】
　[000126]　抗体またはポリペプチドと複合体化していてもよい多くの検出可能な標識が
、当該技術分野において公知である。検出可能な標識には、３Ｈ、ＩｌＣ、１４Ｃ、１８

Ｆ、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、８６Ｙ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、また
は１７７Ｌｕなどの放射性核種が含まれる。このような標識を検出する方法には、ＰＥＴ
スキャン及びイムノシンチグラフィが含まれる。Ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイ用の検出可能な
標識には、セイヨウワサビペルオキシダーゼ；フルオロフォア；クロモフォア；化学発光
剤；放射性核種；キレート錯体；色素；金コロイドまたはラテックス粒子が含まれる。
【０１１５】
　[000127]　本実施態様の診断用組成物を、ヒトまたは動物がＡＦ－２０抗原を発現する
癌を有するかどうかを判定するためのｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにも用いてよい。このよ
うなアッセイは、癌の診断、病期分類及び治療評価に用いられることになる。好ましくは
、このようなアッセイは、患者または動物が、ＡＦ－２０抗原を発現している腫瘍細胞と
結合可能な治療用組成物での治療に対して感受性の癌を有するかどうかを判定するために
、用いられることになる。最も好ましくは、このようなアッセイは、患者または動物を本
発明の治療用組成物で治療するかどうか、そしてどのように治療するかを決定するのに、
用いられることになる。
【０１１６】
　[000128]　このようなアッセイを開発する方法は、当該技術分野において公知である。
アッセイの種類には、これに限定されないが、本発明の診断用組成物を用いた生検組織の
免疫組織アッセイ、及び組織または体液の試料を本発明の診断用組成物と接触させる免疫
アッセイが、含まれる。
【０１１７】
　[000129]　エフェクター部分または検出可能な標識を複合体化させる多くの方法が、当
業者に公知である。抗体の所望のエフェクターへの結合については、周知である。例えば
、Chengらによる米国特許第5,435,990を参照されたく、該出願の開示は、その全体が参照
によって本明細書に援用される。その上、このような結合を促進するための二機能性リン
カーは、当該技術分野において周知であり、かつ広く利用可能である。同様に、放射性核
種の連結を供するキレート化剤（被キレート（chelants）及びキレート（chelates））も
、当該技術分野において周知であり、かつ容易に利用可能である。
【０１１８】
　[000130]　治療用及び診断用組成物を、癌の診断及び治療に利用してもよい。好ましく
は、このような癌は腺癌であり、そして最も好ましくは、このような癌は肝細胞癌、肺腺
癌及び結腸直腸癌である。
【０１１９】
　[000131]　治療用組成物は、さらに、ＡＦ－２０抗原を発現する癌及び他の腫瘍の治療
に利用される。これらは、単独で、あるいは化学療法、免疫療法、放射線療法、外科的切
除もしくは除去療法などの他の抗癌治療または抗腫瘍治療と併せて、用いられてもよい。
【０１２０】
　[000132]　当業者は、特定の癌を治療するのに有効かつ非毒性であろう抗体、抗体フラ
グメントまたはポリペプチドの量を、（ルーチンの実験によって）決定可能であろう。し
かしながら、一般には、有効投与量は約０．０５～１００ｍｇ／ｋｇ体重／日、そして好
ましくは約０．５～約２５ｍｇ／ｋｇ体重／日であろう。
【０１２１】
　[000133]　本明細書に記載されるキメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメントまたは
ポリペプチドを、前述の治療方法にしたがって、治療もしくは予防効果を生じるのに十分
な量にてヒトまたは他の動物に投与してもよい。抗体を慣用の医薬的に許容可能なキャリ
アー、希釈剤及び／または賦形剤と組み合わせることによって公知の技術にしたがい調製
された慣用の投与剤形にて、抗体を、このようなヒトまたは他の動物に投与してもよい。



(28) JP 2008-507253 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

医薬的に許容可能なキャリアー、希釈剤及び／または賦形剤の形及び特徴は、それに組み
合わされる活性成分の量、投与経路、及び他の周知の変動要因によって決定付けられるこ
とが、当業者により認識されるであろう。
【０１２２】
　[000134]　医薬的に許容可能な処方物には、例えば、適切な溶媒、必要に応じてベンジ
ルアルコールなどの保存剤、及び緩衝液が含まれてもよい。有用な溶媒には、例えば、水
、水溶性アルコール、グリコール、ならびにホスホン酸エステル及び炭酸エステルが含ま
れてもよい。このような水溶液は、５０％容量を超えない有機溶媒を含有する。懸濁液型
処方物には、キャリアーとしての液体懸濁化剤（例えば、水溶性ポリビニルピロリドン、
植物油または高度に精製された鉱油などの不活性油、あるいは水溶性カルボキシメチルセ
ルロースなどの水溶性セルロースエーテル）が含まれてもよい。ゼラチンまたはアルギン
酸塩などの増粘剤もまた存在してよく、１またはそれより多くの、天然もしくは合成の界
面活性剤または消泡剤を用いてもよく、そして１またはそれより多くの、ソルビトールま
たは別の糖などの懸濁化剤をそれに用いてもよい。このような組成は、１またはそれより
多くのアジュバントを含有してもよい。
【０１２３】
　[000135]　本発明の抗体、フラグメントまたはポリペプチドの投与経路は、経口、非経
口、吸入または局所であってもよい。「非経口」の語は、本明細書では、血栓内、静脈内
、筋肉内、皮下、直腸、腟、または腹腔内投与を含む。非経口投与のうち血栓内、静脈内
及び筋肉内の形態が、好ましい投与経路である。
【０１２４】
　[000136]　本発明のヒト化抗体を予防的または治療的に用いるための、１日の非経口及
び経口投与レジメンは、一般には約０．００５～１００、しかし好ましくは約０．５～１
０ｍｇ／ｋｇ体重／日の範囲であろう。
【０１２５】
　[000137]　抗体を、吸入によっても投与してよい。「吸入」は、鼻腔内投与及び経口吸
入投与を示す。エアロゾル処方物または定量吸入器などのこのような投与に適切な投与剤
形を、慣用の技術によって調製してもよい。用いられるべき本発明の化合物の好ましい投
与量は、一般には、約０．１～約１００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲内、より好ましくは約１０
～１００ｍｇ／ｋｇ体重である。
【０１２６】
　[000138]　抗体を、局所的に投与してもよい。局所投与とは、非全身性投与を示す。こ
れには、ヒト化抗体（またはヒト化抗体フラグメント）処方物の、表皮または口腔への外
部からの投与、ならびにこのような抗体の耳、目または鼻、及びそれが有意に血流中に入
らない至る所への滴下が、含まれる。全身性投与は、経口、静脈内、腹腔内、皮下及び筋
肉内投与を示す。治療的、予防的または診断的な効果に必要とされる抗体の量は、当然な
がら、選択される抗体、治療されている状態の性質及び重症度、ならびに治療を受けてい
る動物によって異なり、そして最終的には医師の裁量による。本発明の抗体の適切な局所
用量は、一般には、１日約１～１００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲内であろう。
【０１２７】
　[000139]　本明細書に記載される抗体、フラグメントまたはポリペプチドは、単独で投
与されることが可能であるが、医薬処方物として示されることが好ましい。活性成分は、
局所投与に関しては、処方物重量の０．００１％～１０％ｗ／ｗ（例えば、１％～２％）
を含んでなってもよい。ただしこれは、処方物の１０％ｗ／ｗほどを含んでなってもよい
が、しかし好ましくは５％ｗ／ｗを超えず、そしてより好ましくは処方物の０．１％～１
％ｗ／ｗを含んでなってもよい。
【０１２８】
　[000140]　局所用処方物は、活性成分を、１またはそれより多くの許容可能なそのため
のキャリアー、及び所望による任意の他の治療成分とともに含んでなることが可能である
。キャリアーは、典型的には、処方物の他の成分と適合しているとの意味で「許容可能」
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であり、かつそのレシピエントに対して有害でない。局所投与に適した処方物には、糊膏
、ローション、クリーム、軟膏またはペーストなどの、治療が必要とされる部位への皮膚
を介した浸透に適した液体または半液体調製物、ならびに目、耳または鼻への投与に適し
た滴剤が、含まれる。
【０１２９】
　[000141]　滴剤は、無菌の水溶性もしくは油性の溶液または懸濁液を含んでなってもよ
く、そして活性成分を殺菌剤及び／もしくは殺真菌剤、ならびに／または任意の他の適切
な保存剤の適切な水溶液に溶解し、かつ好ましくは表面活性剤を含めることによって、調
製されてもよい。次いで、得られた溶液を、ろ過によって澄明及び無菌化し、そして無菌
技術により容器に移してもよい。滴剤に含めるのに適した殺菌剤及び殺真菌剤の例は、硝
酸フェニル水銀もしくは酢酸フェニル水銀（０．００２％）、塩化ベンザルコニウム（０
．０１％）及び酢酸クロルヘキシジン（０．０１％）である。油性溶液の調製に適した溶
媒には、グリセロール、希釈アルコール及びプロピレングリコールが含まれる。
【０１３０】
　[000142]　ローションには、皮膚または目への適用に適したものが含まれる。目薬（ey
e lotion）は、殺菌剤を含有していてもよい無菌水溶液を含んでなってもよく、そして滴
剤の調製方法に類似した方法によって調製されてもよい。皮膚に適用するためのローショ
ンまたは糊膏には、アルコールまたはアセトンなどの乾燥を速め、かつ皮膚を冷却する薬
剤、ならびに／あるいは、グリセロールまたは油（ヒマシ油またはラッカセイ油など）な
どの保湿剤もまた含まれてよい。
【０１３１】
　[000143]　クリーム、軟膏またはペーストは、典型的には、外用の活性成分の半固形処
方物である。これらを、単独の、あるいは溶液中、または水溶液もしくは非水溶液の懸濁
液中に溶解した、微細分割または粉末化された形状の活性成分を、適切な機械を用いて脂
肪性または非脂肪性基剤と混合することによって、製造してもよい。基剤は、硬、軟もし
くは液体パラフィンなどの炭化水素、グリセロール、蜜ろう、金属石鹸；粘液；アーモン
ド、コーン、ピーナッツ、ヒマシまたはオリーブ油などの天然由来の油；羊毛脂またはそ
の誘導体、あるいは、プロピレングリコールなどのアルコールまたはマクロゲルと併せた
、ステアリン酸またはオレイン酸などの脂肪酸を、含んでなってもよい。処方物は、アニ
オン性、カチオン性または非イオン性表面活性剤など（ソルビタンエステルまたはそのポ
リオキシエチレン誘導体など）の任意の適切な表面活性剤を組み入れてもよい。天然ゴム
などの懸濁化剤、セルロース誘導体、または珪質シリカなどの無機物質、及びラノリンな
どの他の成分もまた、含まれてよい。
【０１３２】
　[000144]　実施態様にしたがったキットには、それぞれ、解凍（これに続き、さらに希
釈してもよい）または（好ましくは、緩衝）液体ビヒクル中への懸濁によって再構成され
ることになる、凍結または凍結乾燥させた、キメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメン
トまたはポリペプチドが含まれる。該キットはまた、ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグ
メントと混合して、投与に適した処方物を作製するための、（液状または凍結状の）緩衝
液及び／または賦形剤の溶液－あるいは水で戻されることになる緩衝液及び／または賦形
剤の粉末調製物を含んでもよい。このように、キメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメ
ントまたはポリペプチドを含有するキットは、予め定められた量の熱、水、またはキット
中に提供される溶液を加えると、癌の治療または診断におけるｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ
　ｖｉｔｒｏ使用に有効な、十分な濃度及びｐＨの処方物を生じるような濃度にて、好ま
しくは、凍結、凍結乾燥、前希釈または前混合されている。
【０１３３】
　[000145]　好ましくは、このようなキットは、キメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグ
メントまたはポリペプチド組成物を再構成し、そして用いて癌を治療または検出するため
の取り扱い説明書も、含んでなるであろう。該キットはまた、再構成された活性組成物に
対して、２またはそれより多くのコンポーネント部分を含んでなってもよい。例えば、－
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キメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメントまたはポリペプチドに加えて－第二のコン
ポーネント部分は、ヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントと混合する際にこれととも
に共役系を形成する、二機能性キレート剤、二機能性キレート、あるいは放射性核種など
の治療剤であってもよい。上記の緩衝液、賦形剤及び他のコンポーネント部分は、キット
と別に、または併せて販売されることが可能である。
【０１３４】
　[000146]　本明細書に記載される実施態様のキメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメ
ントまたはポリペプチドの最適な個々の投与量及び投与間隔は、治療されている状態の性
質及び程度、形、投与経路及び投与部位、ならびに治療されている具体的な動物によって
決定され、そして、このような最適化が慣用の技術によって決定可能であることが、当業
者によって認識されるであろう。また、最適な治療コース、すなわち、１日当たり定めた
日数投与される、本発明のキメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメントまたはポリペプ
チドの投与回数を、当業者が慣用の治療決定検査コースを用いて確定可能であることが、
当業者により理解されるであろう。
【０１３５】
　[000147]　対象のキメラもしくはヒト化抗体、抗体フラグメントまたはポリペプチドを
、他の抗癌剤（例えば、他の抗体または薬物）とも組み合わせて投与してもよい。
【０１３６】
　[000148]　さらなる実施態様には、ＡＦ－２０と結合可能な抗体の重鎖または軽鎖可変
領域由来の抗原結合領域を有する組換え抗体分子が、含まれる。実施態様にはまた、ＡＦ
－２０と結合する非ヒト抗体から得られる可変領域とヒト定常領域とを含むキメラ抗体が
、含まれる。キメラ抗体の可変領域は、ＡＦ－２０と結合するネズミ抗体及びヒト定常領
域から、そしてより好ましくは、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ　９６８６によ
り産生されるネズミモノクローナル抗体（ｍｏＡｂ）及びヒト定常領域から得られること
が、好ましい。
【０１３７】
　[000149]　別の実施態様には、配列番号の可変重鎖配列または配列番号の可変軽鎖配列
のいずれか、あるいは双方を含んでなるキメラ抗体が含まれる。好ましくは、該キメラ抗
体は、ｃｈＮＹＲ－１００２である。
【０１３８】
　[000150]　他の実施態様は、ＡＦ－２０と結合するヒト化抗体またはヒト化抗体フラグ
メント（「ｈｕｍｏＡｂ」と総称する）を包含し、ここで該ヒト化抗体またはヒト化抗体
フラグメントは、ＡＦ－２０と結合する非ヒト抗体に由来する。好ましくは、ｈｕｍｏＡ
ｂは、ＡＦ－２０と結合するネズミモノクローナル抗体（ｍｏＡｂ）に由来し、そしてよ
り好ましくは、ｈｕｍｏＡｂは、ハイブリドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ　９６８６によ
り産生されるマウスｍｏＡｂに由来する。特に好ましいヒト化抗体は、ｈｕＮＹＲ－１０
０２である。
【０１３９】
　[000151]　さらなる実施態様には、ＡＦ－２０と結合する非ヒト抗体から得られる相補
性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸残基、及びヒトフレームワーク領域（ＦＲ）アミノ酸残基
を含んでなる、ＡＦ－２０と結合するヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントが、含ま
れる。好ましくは、ＣＤＲは、ＡＦ－２０と結合するネズミｍｏＡｂ、及びヒトフレーム
ワーク領域（ＦＲ）アミノ酸残基から得られ、そしてより好ましくは、ＣＤＲは、ハイブ
リドーマ細胞株ＡＴＣＣ指定ＨＢ　９６８６により産生されるネズミｍｏＡｂ、及びヒト
フレームワーク領域（ＦＲ）アミノ酸残基から得られる。
【０１４０】
　[000152]　特に好ましいヒト化抗体またはフラグメントには、軽鎖可変領域の相補性決
定領域（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３）及び重鎖可変領域の相補性決定領域（ＣＤＲ
１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３）が以下のアミノ酸配列を有する、ＡＦ－２０と結合するもの
が含まれる：
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軽鎖：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
ＣＤＲ２（配列番号　）［ＹＡＳＥＳＩＳ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］；
重鎖：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
ＣＤＲ２（配列番号　）［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］。
【０１４１】
　[000153]　本発明に記載される実施態様には、可変領域または定常領域内の１またはそ
れより多くのアミノ酸残基が他のアミノ酸残基により置換されている、上述のヒト化モノ
クローナル抗体または抗体フラグメントが含まれる。好ましくは、ＣＤＲまたはＦＲ内の
１またはそれより多くのアミノ酸残基が、他のアミノ酸残基によって置換されている。加
えて、該実施態様には、ヒトフレームワーク領域（ＦＲ）内に起こる１またはそれより多
くの付加、置換または欠失が、含まれる。
【０１４２】
　[000154]　本明細書に記載されるさらなる実施態様には、可変領域内に同定された潜在
的なヒトヘルパーＴ細胞エピトープがアミノ酸残基の置換、付加または欠失により除去さ
れている、上述のヒト化モノクローナル抗体またはそのフラグメントが、含まれる。好ま
しくは、ＣＤＲまたはＦＲ内に同定された潜在的なヒトヘルパーＴ細胞エピトープが、ア
ミノ酸残基の置換、付加または欠失により除去されている。
【０１４３】
　[000155]　本明細書に記載されるヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメント（「ｈｕｍ
ｏＡｂ」）は、好ましくは、ｈｕｍｏＡｂが由来する抗体の少なくとも１０％の、ＡＦ－
２０に対する抗原結合親和性を有する。特に好ましいｈｕｍｏＡｂは、配列番号のヒト化
可変重鎖配列または配列番号のヒト化可変軽鎖配列のいずれか、あるいは双方を、含んで
なる。より好ましくは、ｈｕｍｏＡｂは、配列番号のヒト化可変重鎖配列のバリアントま
たは配列番号のヒト化可変軽鎖配列のバリアント、あるいはその双方を含む。
【０１４４】
　[000156]　さらなる実施態様には、１またはそれより多くの以下のポリペプチドを含ん
でなるポリペプチド配列が、含まれる：
配列番号　　［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
配列番号　　［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；
配列番号　　［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］；
配列番号　　［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
配列番号　　［ＹＡＳＥＳＩＳ］；及び／または、
配列番号　　［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］。
【０１４５】
　[000157]　本明細書に記載される実施態様には、上述の抗体、ポリペプチドまたは抗体
フラグメント、及びその任意のフラグメント、バリアントまたは誘導体をコードするＤＮ
Ａもまた含まれる。好ましくは、該ＤＮＡ分子は、抗体またはフラグメントがそれによっ
て特異的にＡＦ－２０と結合する、ヒト化抗体またはそのフラグメントのアミノ酸配列を
コードし、ここで、軽鎖可変領域のＣＤＲ及び重鎖可変領域のＣＤＲは、以下のアミノ酸
配列を有している：
軽鎖：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
ＣＤＲ２（配列番号　）［ＹＡＳＥＳＩＳ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］；
重鎖：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
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ＣＤＲ２（配列番号　）［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］。
【０１４６】
　[000158]　実施態様には、上述のｈｕｍｏＡｂの軽鎖または重鎖のいずれかをコードす
るＤＮＡ分子もまた含まれる。好ましいＤＮＡ分子は、抗体またはフラグメントがそれに
よって特異的にＡＦ－２０と結合する、ヒト化抗体またはそのフラグメントのアミノ酸配
列をコードし、ここで、軽鎖可変領域のＣＤＲは、以下のアミノ酸配列を有している：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＲＡＳＱＳＩＧＴＳＩＨ］；
ＣＤＲ２（配列番号　）［ＹＡＳＥＳＩＳ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＱＱＳＳＳＷＰＦＴ］。
【０１４７】
　[000159]　別の好ましいＤＮＡ分子は、抗体またはフラグメントの重鎖をコードし、こ
こで、重鎖ＣＤＲのヌクレオチド配列は以下のとおりである：
ＣＤＲ１（配列番号　）［ＧＹＴＦＡＧＨＹＶＨ］；
ＣＤＲ２（配列番号　）［ＷＩＦＰＧＫＶＮＴＫＹＮＥＫＦＫＧ］；及び、
ＣＤＲ３（配列番号　）［ＶＧＹＤＹＦＹＹＦＤＹ］。
【０１４８】
　[000160]　好ましくは、ＤＮＡ分子は、発現ベクターの形態である。この文脈において
、実施態様には、発現ベクターで形質転換されている宿主がさらに含まれる。加えて、実
施態様には、上述のヒト化抗体またはヒト化抗体フラグメントの軽鎖及び重鎖をコードす
る組換え発現系を含んでなる宿主細胞が、含まれる。
【０１４９】
　[000161]　本発明の他の実施態様には、本明細書に記載されるキメラ抗体を発現する可
能性のある核酸配列が、含まれる。加えて、実施態様には、当該核酸配列を含んでなるベ
クターが含まれる。ベクターは、裸の核酸断片、キャリアーを伴う核酸断片、核タンパク
質、プラスミド、ウイルス、ウイロイドまたは転移因子であることが、好ましい。別の好
ましい実施態様には、本明細書に記載されるキメラ抗体を産生するハイブリドーマ細胞株
が、含まれる。
【０１５０】
　[000162]　さらなる実施態様には、上述のヒト化抗体、ヒト化抗体フラグメントまたは
ポリペプチドを発現する可能性のある核酸配列が、含まれる。この文脈において、実施態
様には、当該核酸配列を含んでなるベクターがさらに含まれる。好ましくは、ベクターは
、裸の核酸断片、キャリアーを伴う核酸断片、核タンパク質、プラスミド、ウイルス、ウ
イロイドまたは転移因子である。別の好ましい実施態様には、本明細書に記載されるヒト
化抗体、ヒト化抗体フラグメントまたはポリペプチドを産生するハイブリドーマ細胞株が
、含まれる。
【０１５１】
　[000163]　ある実施態様には、治療有効量の、本明細書に記載される任意のヒト化もし
くはキメラ抗体、ヒト化抗体フラグメントまたはポリペプチドを含んでなる、癌を治療す
るための組成物が、含まれる。好ましくは、ヒト化もしくはキメラ抗体、ヒト化抗体フラ
グメントまたはポリペプチドは、直接的または間接的に、治療活性を有するエフェクター
部分を付随または連結している。より好ましくは、エフェクター部分は、抗癌剤、化学療
法剤、細胞毒素、放射性核種、治療用酵素、プロドラッグ、サイトカインまたは抗増殖剤
である。好ましい放射性核種は、３２Ｐ、４７Ｓｃ、６７Ｃｕ、９０Ｙ、１０５Ｒｈ、１

２５Ｉ、１３１Ｉ、１１７ｍＳｎ、１５３Ｓｍ、１６６Ｄｙ、１７５Ｙｂ、１８６Ｒｅ、
１８８Ｒｅ、１９４Ｏｓ、２１１Ａｔ、２１２Ｂｉ、２ｌ３Ｂｉ、２２５Ａｃ、またはそ
の混合物もしくは組み合わせである。
【０１５２】
　[000164]　他の実施態様は、ＡＦ－２０を発現している癌を有する哺乳動物のｉｎ　ｖ
ｉｖｏ治療のための方法であって、治療有効量の上述の組成物を哺乳動物に投与すること
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を含んでなる前記方法を、包含する。好ましくは、該組成物は、手術後に投与される。
【０１５３】
　[000165]　さらなる実施態様には、癌のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ検出に
適した組成物が含まれ、ここで該組成物には、診断上有効量の、上述のヒト化もしくはキ
メラ抗体、ヒト化抗体フラグメントまたはポリペプチドが含まれる。好ましくは、ヒト化
もしくはキメラ抗体、ヒト化抗体フラグメントまたはポリペプチドは、直接的または間接
的に、検出可能な標識を付随または連結している。より好ましくは、検出可能な標識は、
放射性核種、蛍光剤、酵素、酵素基質、酵素補助因子、酵素阻害剤またはリガンドである
。好ましい放射性核種には、３Ｈ、ｌｌＣ、１４Ｃ、ｌ８Ｆ、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、８６

Ｙ、９９ｍＴｃ、１１１Ｉｎ、１２３Ｉ、１７７Ｌｕ、ならびにその混合物及び組み合わ
せが含まれる。
【０１５４】
　[000166]　さらなる実施態様には、ＡＦ－２０を発現している癌細胞をｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏで免疫検出するための方法であって、癌細胞を直上に記載の組成物と接触させることを
含んでなる前記方法が、含まれる。この実施態様において、該組成物のヒト化もしくはキ
メラ抗体、ヒト化抗体フラグメントまたはポリペプチドは、固体担体に結合されているこ
とが好ましい。
【０１５５】
　[000167]　別の好ましい方法には、哺乳動物におけるＡＦ－２０を発現している癌細胞
のｉｎ　ｖｉｖｏ免疫検出の方法であって、診断上有効量の、癌の検出に適した上述の組
成物を哺乳動物に投与することを含んでなる前記方法が、含まれる。好ましくは、免疫検
出の手順は、ｉｎ　ｖｉｖｏ腫瘍画像法である。
【０１５６】
　[000168]　さらなる実施態様には、癌のｉｎ　ｖｉｖｏ治療方法であって、（ｉ）放射
性核種で標識した抗体、抗体フラグメントまたはポリペプチドを静脈内投与し、（ｉｉ）
その後、放射性核種活性プローブを用いて腫瘍細胞を検出し、そして、（ｉｉｉ）その後
、検出された腫瘍細胞を外科的切除によって取り除くことを含んでなる前記方法が、含ま
れる。この方法では、抗体またはポリペプチドが、上述のヒト化もしくはキメラ抗体、ヒ
ト化抗体フラグメントまたはポリペプチドであることが好ましい。好ましくは、放射性核
種は、３Ｈ、１ｌＣ、１４Ｃ、１８Ｆ、６４Ｃｕ、７６Ｂｒ、８６Ｙ、９９ｍＴｃ、１１

１Ｉｎ、１２３Ｉ、１７７Ｌｕ、またはその混合物及び組み合わせである。
【０１５７】
　[000169]　本発明の実施態様には、上述のヒト化もしくはキメラ抗体、ヒト化抗体フラ
グメントまたはポリペプチド、あるいは上述のＤＮＡ分子を用いて、ＡＦ－２０と結合す
る、ポリペプチド、あるいは抗体、フラグメントもしくはポリペプチドのバリアントまた
は誘導体を作出する方法が、さらに含まれる。好ましくは、該ポリペプチド、バリアント
または誘導体を作出する方法は、ファージもしくは酵母ディスプレイ技術である。
【０１５８】
　[000170]　 これより、本発明の実施態様を、以下の非限定的な実施例に関して説明す
ることにする。
【実施例】
【０１５９】
　実施例１－ネズミ抗体遺伝子の配列決定
　[000171]　ネズミハイブリドーマＡＤ２０Ｄ４を、Ｇｌｕｔａｍａｘ　Ｉ（Invitrogen
 Corp., カタログ番号６１９６５－０２６、ロット番号３０７０６６３）を伴い、２０％
北アメリカ由来のウシ胎仔血清（Invitrogen Corp., カタログ番号１６０００－０４４、
バッチ番号１１３７９０７）および１ｍＭ　ピルビン酸ナトリウム（カタログ番号１１３
６０－０３９、ロット番号３０６９３７１）を補った、ダルベッコ変法イーグル培地中で
、指示に従って回復させ、そして培養した。
【０１６０】
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　[000172]　ＲＮＡｓｅの混入を避けるよう注意しながら、１０７個のハイブリドーマ細
胞から総ＲＮＡを調製した。ヌクレアーゼを含まない水を含めて、特別のＲＮＡｓｅを含
まない試薬を用いた。細胞を、ＭＳＥ２０００Ｒ冷却ベンチ遠心機（refrigerated bench
 centrifuge）中で１５００ｒｐｍで５分間、４℃でスピンダウンして回収し、そして氷
冷ＰＢＳで３回洗浄した。次いで細胞を、５μＬのＲＮＡｓｅＯＵＴを添加した６ｍＬの
氷冷ＲＮＡ溶解バッファー（０．１４Ｍ　ＮａＣｌ、１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ
　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．６、０．５％　ＮＰ－４０）中に再懸濁し、そして１０秒間ボルテ
ックスした。この溶液を、等容積の２４％（ｗ／ｖ）スクロースおよび１％　ＮＰ－４０
の上に重ね、そして５分間氷上で保管した。次いでこの溶液を、冷却ベンチ遠心機中で４
０００ｒｐｍで３０分間、４℃で遠心した。次いで上部の細胞質層を、等容積の２ｘＰＫ
バッファー（０．３Ｍ　ＮａＣｌ、０．０２５Ｍ　ＥＤＴＡ、０．２Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ
７．５、２％　ＳＤＳ）へと移し、そしてプロテイナーゼＫ（Life Technologiesカタロ
グ番号２５５３０－０４９）を最終濃度が２００μｇ／ｍＬとなるように加えた。この溶
液を３７℃で３０分間インキュベートした。
【０１６１】
　[000173]　次いで、この溶液を等容積のフェノール／クロロホルム（１：１（ｗ／ｖ）
）で抽出した。水相に、２．５容積の１００％エタノールを加え、そして当該溶液を－２
０℃で一晩保管した。ＲＮＡを遠心分離（４００ｒｐｍで３０分間）により回収し、次い
で真空デシケーター中で乾燥させた。ＲＮＡをＨ２Ｏ（Promegaカタログ番号Ｐ１１９Ｃ
）中に溶解し、そして分光法によりＡ２６０　１＝４０μｇ／ｍＬと仮定して濃度を測定
した。１－２μｇをＴＡＥ中の１．２％アガロースゲル上に流し、ＲＮＡの質を確認した
：良質のＲＮＡは、分解の証拠のない、シャープなリボソームのバンドを示すであろう。
【０１６２】
　[000174]　ＶＨおよびＶＫ　ｃＤＮＡを、マウスＩｇＧ定常領域およびマウスＫ定常領
域プライマーとともに逆転写酵素を用いて、ＲＮＡｓｅの混入を避けるよう注意を払いな
がら調製した。第一鎖可変領域ｃＤＮＡは、５μｇ　ＲＮＡ、１０μＬ　５ｘ逆転写酵素
バッファー（Promegaカタログ番号Ｍ３５１Ａ）、１μＬ　プライマー（水（Promegaカタ
ログ番号Ｐ１１９Ｃ）中、２５ｐｍｏｌ／μＬ、重鎖についてＭｕＩｇＧＶＨ３’（オリ
ゴ番号１５２）；軽鎖についてＭｕＩｇＫＶＬ３’（オリゴ番号１６０）を用いた）、２
μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰ溶液（１００ｍＭ　ストック溶液（Life Technologiesカタロ
グ番号１０２９７０１８）から、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰをそれぞれ１
０ｍＭ）、２μＬ　ＲＮＡｓｅＯＵＴ（Life Technologiesカタログ番号１０７７７０１
９）およびＨ２Ｏ（Promegaカタログ番号Ｐ１１９Ｃ）を、微量遠心チューブ中で混合す
ることにより調製した。溶液を７０℃で１０分間加熱し、次いで３７℃へとゆっくりと冷
却した。１００ユニットのＭ－ＭＬＶ逆転写酵素（Promegaカタログ番号Ｍ５３０Ａ）を
加え、そして溶液を３７℃で１時間インキュベートし、７０℃で１５分間加熱し、次いで
必要になるまで－２０℃で保管した。
【０１６３】
　[000175]　次いで、可変領域遺伝子の増幅およびクローニングを行った。微量遠心チュ
ーブ中で、５μＬ　第一鎖ｃＤＮＡ、５μＬ　１０ｘ　Ｔａｑポリメラーゼバッファー（
Life Technologiesカタログ番号４０２０２８）、１μＬ　３’プライマー（Ｈ２Ｏ中２
５ｐｍｏｌ／μＬ、重鎖についてＭｕＬｇＶＨ３’（オリゴ番号１５２）；軽鎖について
ＭｕＩｇＫＶＬ３’（オリゴ番号１６０）を用いた）、１μＬ　５’リーダープライマー
ミックス（ミックス中、各プライマーが２５ｐｍｏｌ／μＬ）、１μＬ　１０ｍＭ　ｄＮ
ＴＰ溶液、０．５μＬ　Ｔａｑポリメラーゼバッファー（Life Technologiesカタログ番
号１０３４２－０２０）およびＨ２Ｏを混合して５０μＬとした。Ｔａｑ酵素を除くすべ
ての試薬を、０．５ｍＬ薄壁ＰＣＲチューブ中で混合し、ＰＣＲブロック上で９４℃に加
熱した。Ｔａｑ酵素を加え、次いで試料をサイクルにかけた：９４℃／２分、そして９４
℃／３０秒、５０℃／３０秒、７２℃／２分を４０サイクル、７２℃で５分間で終了した
。各反応の５μＬをアガロースゲルにかけて、ＰＣＲが期待するサイズ（約３５０ｂｐ）
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の生成物を与えたかどうか確認した。残りの生成物を、１．５％低融点アガロースゲル上
にロードし、そしてＤＮＡバンドを切り出しそして精製した。ゲル精製したＶ領域ＤＮＡ
を、２μＬ　１０ｘＴ４　ＤＮＡリガーゼバッファー（Promegaカタログ番号Ｃ１２６Ｂ
）および１μＬ　Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（Promegaカタログ番号Ｍ１８０Ａ）と混合する
ことにより、１μＬ　ｐＧｅｍ　Ｔ－ｅａｓｙクローニングベクター（Promegaカタログ
番号Ａ１３６０）へとライゲートし、次いで１５から２０℃で２時間から一晩インキュベ
ートした。当該ベクターで、コンピテント大腸菌ＴＧ１を形質転換し、そしてＬＢ＋ＩＰ
ＴＧ＋ＸＧＡＬ＋アンピシリンプレート上に蒔いた。３ｍＬのＬＢ＋アンピシリンに対す
る白色コロニーを、ユニバーサルコンテナ中に拾い、３７℃で増殖させた。２ないし４時
間後に、試験ＰＣＲによって挿入物について確認した。５０μＬの培養物を、マイクロチ
ューブに移し、そして９５℃で５分間加熱した。次いでそれを微量遠心管中で５分間スピ
ンし、そして上清を新しいチューブに移した。１０μＬの上清中に、５μＬ　１０ｘ　Ｔ
ａｑポリメラーゼバッファー、１μＬ　Ｍ１３フォワードプライマー、１μＬ　Ｍ１３リ
バースプライマー、１μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、０．５μＬ　Ｔａｑポリメラーゼ、
およびＨ２Ｏを混合して、５０μＬとした。
【０１６４】
　[00176]　Ｔａｑ酵素を除くすべての試薬を０．５ｍＬ薄壁ＰＣＲチューブ中で
混合し、そしてＰＣＲブロック上で９４℃に加熱した。Ｔａｑ酵素を加え、次いでサンプ
ルをサイクルにかけた：９４℃／２分間、そして９４℃／３０秒、５０℃／３０秒、７２
℃／２分を４０サイクル、次いで７２℃で５分間で終了する。各反応の１０μＬをアガロ
ースゲルにかけて、挿入物（５００ｂｐのバンド）を確認した。培養物を一晩増殖させ、
そして、ＤＮＡ配列決定のためにＤＮＡを調製した。
【０１６５】
　[000177]　選択したクローン（ＰＣＲにより期待されたサイズの挿入物についてスクリ
ーニングしたＶＨおよびＶＫクローン）のＤＮＡ配列を、自動化ＤＮＡ配列決定により決
定した。スクリーニングした微生物（bacterial）ストックからプラスミドＤＮＡを調製
した。５ｍＬ培養物を、５０μｇ／ｍＬ（または必要に応じて）アンピシリンストック（
Sigmaカタログ番号Ａ－０１６６）（Ｈ２Ｏ中、５０ｍｇ／ｍＬ）を伴うルリアブロス（
ＬＢ）（１リットルのＨ２Ｏあたり、ＮａＣｌ　１０ｇ、トリプトン　１０ｇ、イースト
エクストラクト　５ｇ）中、ユニバーサルコンテナ中に用意した。培養物を、振盪しなが
ら一晩または少なくとも５時間培養した。培養物を、微量遠心管中でスピンダウンし、そ
してWizard Plus SV mini-prep kits（Promegaカタログ番号Ａ１４６０）を用いて、製造
元の説明書にしたがってＤＮＡを精製した。次いで、精製したＤＮＡを１００μＬ　Ｈ２

Ｏ中に再懸濁し、そして自動化ＤＮＡ配列決定装置を用いて配列決定した。
【０１６６】
　[000178]　ＮＹＲ－１００２重鎖Ｖ領域のＤＮＡおよびアミノ酸配列を図１に示した。
第一バッチの細胞からは、有益な（productive）重鎖遺伝子は単離されなかった。第二バ
ッチからは、１５の独立したクローンが、同一の完全な重鎖配列を与えた。ＣＤＲの位置
は、他の抗体配列を参照して決定した（Kabat EA et al., 1991）。ＣＤＲは、配列番号
　　（ＣＤＲ１）、　　（ＣＤＲ２）および　　（ＣＤＲ３）で与えられる。ＮＹＲ－１
００２　ＶＨアミノ酸配列を、マウス重鎖サブグループＩＩＢについてのコンセンサス配
列と比較し、そしてそのサブグループに割り当てた。
【０１６７】
　[000179]　ＮＹＲ－１００２軽鎖Ｖ領域のＤＮＡおよびアミノ酸配列を図２に示した。
各バッチの細胞からの５つのクローンは同一の配列を与えた。ＣＤＲの位置は、他の抗体
配列を参照して決定した（Kabat EA et al., 1991）。ＣＤＲは、配列番号　　（ＣＤＲ
１）、　　（ＣＤＲ２）および　　（ＣＤＲ３）で与えられる。ＮＹＲ－１００２　ＶＨ

アミノ酸配列を、マウスカッパ鎖サブグループＶについてのコンセンサス配列と比較し、
そしてそのサブグループに割り当てた。
【０１６８】
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　実施例２－キメラ抗体遺伝子およびキメラ抗体の作成
　[000180]　キメラ抗体を、上述の実施例１で同定したネズミ可変領域をヒト定常領域に
連結することにより作成した。ネズミ可変領域は、Ｏｒｌａｎｄｉら（１９８９）に記載
されたオーバーラッピングＰＣＲ組み換え法により付加した。Ｄａｕｇｈｔｅｒｔｙ　Ｂ
Ｌら（１９９１）も参照のこと。クローニングしたネズミＶＨおよびＶＫ遺伝子を増幅し
た。ベクターＶＨ－ＰＣＲ１およびＶＫ－ＰＣＲ１（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９９８）
を、５’フランキング配列、リーダーイントロンおよびネズミ免疫グロブリンプロモータ
ー、ならびにスプライス部位およびイントロン配列を含む３’フランキング配列を導入す
るためのテンプレートとして用いた。生成したＶＨおよびＶＫ発現カセットをｐＵＣ１９
にクローニングし、そして配列決定により全体のＤＮＡ配列が正しいことを確認した。Ｐ
ＣＲ増幅は以下のように行った：すべて２５ｐｍｏｌ／Ｌの、変異原性オリゴヌクレオチ
ドのセットを合成した。このセットは、ＤＮＡ配列が断片のセットとして増幅されるよう
に、変異導入される部位を包含した。変異導入される部位の数によって、隣接するオリゴ
ヌクレオチドを設計した。
【０１６９】
　[000181]　ＰＣＲ増幅は各プライマー対について用意した：１μＬ　テンプレートＤＮ
Ａを、５μＬ　１０ｘ　Ｐｆｕポリメラーゼバッファー（Stratageneカタログ番号６００
１５３－８２、またはPromegaカタログ番号Ｍ７７６Ａ）、１μＬ（２５ｐｍｏｌ／Ｌ）
　フォワードプライマー、１μＬ（２５ｐｍｏｌ／Ｌ）　リバースプライマー、２μＬ　
１０ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、０．５μＬ（１ユニット）　Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ（Stra
tageneカタログ番号６００２５２－５１、またはPromegaカタログ番号Ｍ７７４Ａ）およ
びＨ２Ｏ、と混合して５０μＬとした。これらの５’および３’プライマーは、末端１８
ｂｐのランダム配列を含んだ。Ｐｆｕ酵素を除くすべての試薬は０．５ｍＬ薄壁ＰＣＲチ
ューブ中で混合し、そしてＰＣＲブロック上で９４℃に加熱した。Ｐｆｕ酵素を加え、次
いでサンプルをサイクルにかけた：９４℃／２分、そして９４℃／３０秒、５０℃／３０
秒、７２℃／１分を１５～２０サイクル（伸張されることが求められる長さに応じて）、
そして７２℃、５分間で終了する。アニーリング温度は、オリゴのＴｍに応じて５０℃よ
り高く、または低く調整した。期待されたサイズの生成物を確認するために、各反応の５
μＬをアガロースゲルにかけた。もし生成していなければ、アニーリング温度を５℃低く
し、ＰＣＲのサイクル数を増やし、および／またはＭｇＣｌ２濃度を５ｍＭに増やした。
もしこのＰＣＲのサイクル数が複数のバンドを生じた場合は、正しいサイズのバンドをゲ
ル精製する必要があった。
【０１７０】
　[000182]　第一ラウンドのＰＣＲで付加した末端１８ｂｐを含んでなる第二ラウンド５
’および３’プライマーを用いて、生成物を第二のＰＣＲで結合させた。第二接合ＰＣＲ
のテンプレートは、およそ当量に加えるように調整された量の第一ラウンドで生成したフ
ラグメントである。第一ラウンドのＰＣＲの生成物を、５μＬ　１０ｘ　Ｐｆｕポリメラ
ーゼバッファー（Stratageneカタログ番号６００１５３－８２、またはPromegaカタログ
番号Ｍ７７６Ａ）、２μＬ（５０ｐｍｏｌ／Ｌ）　５’第二ラウンドプライマー、２μＬ
（５０ｐｍｏｌ／Ｌ）　３’第二ラウンドプライマー、２μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、
０．５μＬ（１ユニット）　Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ（Stratageneカタログ番号６０
０２５２－５１、またはPromegaカタログ番号Ｍ７７４Ａ）およびＨ２Ｏ、と混合して５
０μＬとした。Ｐｆｕ酵素を除くすべての試薬を０．５ｍＬ薄壁ＰＣＲチューブ中で混合
し、そしてＰＣＲブロック上で９４℃に加熱した。Ｐｆｕ酵素を加え、次いでサンプルを
サイクルにかけた：９４℃／２分、そして９４℃／３０秒、５０℃／３０秒、７２℃／１
分を１５サイクル（伸張されることが求められる長さに応じて）、そして７２℃、５分間
で終了する。期待されたサイズの生成物（ＶＨ発現カセットについて約８２０ｂｐ、ＶＫ

発現カセットについて約６５０ｂｐ）を確認するために、各反応の５μＬをアガロースゲ
ルにかけた。もし生成していなければ、第二ラウンドＰＣＲを、アニーリング温度を５℃
低くし、および／または、ＰＣＲのサイクル数を増やしてして繰り返した。ＰＣＲ産物を
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抽出し、そして、フェノール／クロロホルムおよびエタノール、またはQiagen MiniElute
 PCR Purification kit（カタログ番号２８００４）を用いて沈殿させた。得られた生成
物を、必要な酵素（発現カセットについてＨｉｎｄＩＩＩおよびＢａｍＨＩ）で消化し、
そして１．５％　低融点アガロースゲルに負荷した。正しいサイズのＤＮＡバンドを切り
出して精製した。ＤＮＡを配列決定して、当該配列が正しく、そして仮性変異（spurious
 mutation）が導入されていないことを確認した。
【０１７１】
　[000183]　重鎖および軽鎖Ｖ領域遺伝子を、それぞれヒトＩｇＧ１またはＫ定常領域お
よび哺乳動物細胞におけるセレクションのためのマーカーを含む発現ベクターｐＳＶｇｐ
ｔおよびｐＳＶｈｙｇに導入した。抗体重鎖発現ベクターは図６に図解した。図中、カッ
コ内の部位は除去した。重鎖発現ベクターｐＳＶｇｐｔＨｕＩｇＧ１は、ｐＳＶ２ｇｐｔ
（ＭｕｌｌｉｇａｎおよびＢｅｒｇ、Science (1980; 209:1422-1427)）に基づく。それ
は、細菌細胞におけるセレクションのためのアンピシリン耐性遺伝子、哺乳動物細胞にお
けるセレクションのためのｇｐｔ遺伝子、ネズミ重鎖免疫グロブリンエンハンサー領域、
ヒトＩｇＧ１定常領域遺伝子をコードするゲノム配列、およびＳＶ４０　ポリＡ配列を含
む。発現のための重鎖可変領域は、ＨｉｎｄＩＩＩからＢａｍＨ１のフラグメントとして
挿入する。この発現カセットはネズミ重鎖プロモーター、シグナルペプチドコード配列お
よびシグナル配列イントロン、ＶＨ遺伝子、Ｖ－Ｃスプライスドナー配列ならびにイント
ロン配列、を含む。
【０１７２】
　[000184]　抗体軽鎖発現ベクターは図７に図解した。図中、カッコ内の部位は除去した
。ＨｕＣκの内側に３つのＥｃｏＲ１部位がある。軽鎖発現ベクターｐＳＶｇｐｔＨｕＣ

κは、ベクターｐＳＶｈｙｇに基づく。それは、細菌細胞におけるセレクションのための
アンピシリン耐性遺伝子、哺乳動物細胞におけるセレクションのためのｈｙｇ遺伝子、ネ
ズミ重鎖免疫グロブリンエンハンサー領域、カッパエンハンサーを含むヒト　カッパ定常
領域遺伝子をコードするゲノム配列、およびＳＶ４０　ポリＡ配列を含む。発現のための
軽鎖可変領域は、ＨｉｎｄＩＩＩからＢａｍＨ１のフラグメントとして挿入する。この発
現カセットは、ネズミ重鎖プロモーター、シグナルペプチドコード配列およびシグナル配
列イントロン、Ｖκ遺伝子、Ｖ－Ｃスプライスドナー配列、ならびにイントロン配列を含
む。キメラ発現ベクターにおいて、ＶＨおよびＶκについてＤＮＡ配列が正しいことを確
認した。
【０１７３】
　[000185]　重鎖および軽鎖発現ベクターを、エレクトロポレーションによりＮＳ０細胞
（European Collection of Animal Cell Cultures, Porton, UK, ECACC No.85110503）に
同時トランスフェクトした。ｐＳＶｇｐｔＨｕＩｇＧ１およびｐＳＶｇｐｔＨｕＣプラス
ミドのそれぞれについて約３および６μｇをＰｖｕ１で消化する。消化したＤＮＡをエタ
ノール沈殿し、そして２０μＬ　ｄＨ２Ｏに溶解した。細胞を、セミコンフルエントの７
５ｃｍ３フラスコから再懸濁し、そして１０００ｒｐｍで５分間の遠心分離により回収し
た。上清を捨てた。細胞を、０．５ｍＬダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）中に再
懸濁し、そしてＧｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒキュベット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）へ移した。ＤＮＡ
を穏やかにピペッティングすることにより細胞と混合し、そして氷上に５分間置いた。キ
ュベットを、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒの電極の間に挿入し、そして１７
９Ｖ、９６０μＦの単一パルスを印加した。キュベットを２０分間、氷へ戻した。次いで
細胞懸濁液を、２０ｍＬ　ＤＭＥＭを含有する７５ｃｍ３フラスコに移し、そして１－２
日間回復させた。そして細胞を回収し、８０ｍＬの選択ＤＭＥＭ中に再懸濁し、そして９
６ウェルプレートの各ウェルに２００μＬをアリコートした。
【０１７４】
　[000186]　約１０日後に、各ウェルから２０μＬの培地を、ヒト抗体の存在についてア
ッセイし、そして抗体産生レベルおよびウェル中の細胞数に基づいて増殖させるウェルを
選択した。選択したウェルからの細胞をＧｉｌｓｏｎ　Ｐ２００ピペットのチップ（黄色
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チップで）表面をこすることにより再懸濁し、そして１．５ｍＬの新鮮な選択ＤＭＥＭを
含有する２４ウェル組織培養プレートのウェルへと培地を移した。ｇｐｔ遺伝子を発現す
るコロニーを、１０％ウシ胎仔血清、０．８μｇ／ｍＬ　ミコフェノール酸および２５０
μｇ／ｍＬキサンチンを補ったＤＭＥＭ中で選択した。トランスフェクトされたクローン
を、ヒトＩｇＧについてのＥＬＩＳＡによって、ヒト抗体の産生についてスクリーニング
した。抗体を分泌する細胞株を増殖させ、そして最も高産生する細胞株を選択し、液体窒
素中で凍結した。キメラ抗体を、Ｐｒｏｓｅｐ（登録商標）－Ａ（Millipore Corp.）を
用いて精製した。濃度は、ヒトＩｇＧ１κについてのＥＬＩＳＡによって決定した。
【０１７５】
　実施例３－　マウスＮＹＲ－１００２の可変領域中に含まれるヒトヘルパーＴ細胞エピ
トープの同定
　[000187]　実施例１で同定されたアミノ酸配列を、Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｔｈｒｅａｄｉｎ
ｇソフトウェア（Ｂｉｏｖａｔｉｏｎ）を用いて、可変領域のヒトＴ細胞エピトープマッ
プを作るために解析した。図５にこの解析結果を示す。解析結果は、全体で、ＮＹＲ－１
００２において１７、ＶＨにおいて９、そしてＶＫにおいて８の、潜在的なヒトＴ細胞エ
ピトープを示した。いずれの潜在的なＴ細胞エピトープも、ＣＤＲにおいて完全に同時に
起こることはなかった。
【０１７６】
　実施例４－　修飾抗体配列の設計
　[000188]　一次ＶＨおよびＶＫ変異体配列（ＮＹＤＩＶＨ１、ＮＹＤＩＶＫ１）は、潜
在的なヒトＴ細胞エピトープを除去しつつ、必要な場合は、重要なアミノ酸を保持するよ
うに、ネズミＡＦ－２０抗体の可変領域中のアミノ酸残基を置換することにより設計した
：図６、７、８および９を参照。一次ＶＨ領域のＤＮＡおよびアミノ酸配列は図８に示し
、一次ＶＫ領域については図９に示した。
【０１７７】
　[000189]　一次ＶＨおよびＶＫ変異体配列の生成には、最終ポリペプチドの結合に影響
を与えるかもしれないアミノ酸置換の数を少なくすることが求められたので、６つの他の
変異体ＶＨｓ（ＮＹＤＩＶＨ１Ａ、ＮＹＤＩＶＨ２、ＮＹＤＩＶＨ３、ＮＹＤＩＶＨ４、
ＮＹＤＩＶＨ５、およびＮＹＤＩＶＨ６と称する）および４つの他のＶＫｓ（ＮＹＤＩＶ
Ｋ２、ＮＹＤＩＶＫ３、ＮＹＤＩＶＫ４、およびＮＹＤＩＶＫ５と称する）を設計した。
ネズミおよび脱免疫化（DeImmunised）Ｖ領域のアミノ酸配列の比較を、ＶＨについて図
６に、ＶＫについて図７に示した。変異体ＶＨおよびＶＫについて変化させたアミノ酸配
列は、いくつかの潜在的なＴ細胞エピトープを再導入した（それぞれ図６および図７の表
１）。
【０１７８】
　実施例５　修飾抗体配列の構築
　[000190]　修飾可変領域を、Ｏｒｌａｎｄｉら（１９８９）に記載され、そして上記実
施例２に詳しく述べたように、オーバーラッピングＰＣＲ組み換えの方法により構築した
。クローニングしたネズミＶＨおよびＶＫ遺伝子を、要求された配列についてのフレーム
ワーク領域の突然変異誘発のためのテンプレートとして使用した。変化させる領域を包含
するように変異誘発性プライマー対を合成した。ベクター　ＶＨ－ＰＣＲ１およびＶＫ－
ＰＣＲ１（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９８８）を、リーダーシグナルペプチド配列を含む
５’フランキング配列、リーダーイントロンおよびネズミ免疫グロブリンプロモーター、
ならびにスプライス部位およびイントロン配列を含む３’フランキング配列を導入するた
めのテンプレートとして用いた。生成した修飾ＶＨおよびＶＫ発現カセットをｐＵＣ１９
にクローニングし、そして各修飾ＶＨおよびＶＫ配列が正しいことについて全体のＤＮＡ
配列を確認した。
【０１７９】
　[000191]　修飾重鎖および軽鎖Ｖ領域遺伝子をｐＵＣ１９から、ＨｉｎｄＩＩＩないし
ＢａｍＨＩ発現カセットとして切除した。これらを、それぞれヒトＩｇＧ１またはκ定常
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領域、および哺乳動物細胞における選択のためのマーカーを含む発現ベクターｐＳＶｇｐ
ｔおよびｐＳＶｈｙｇ（それぞれ図３および図４）に移した。当該発現ベクターにおいて
修飾ＶＨおよびＶＫ配列が正しいことについてＤＮＡ配列を確認した。
【０１８０】
　[000192]　抗体発現のための宿主細胞株はＮＳ０（免疫グロブリン非産生マウス骨髄腫
、European Collection of Animal Cell Cultures、英国ポートン（ＥＣＡＣＣ　Ｎｏ　
８５１１０５０３）より得た）であった。重鎖および軽鎖発現ベクターは、ＮＳ０細胞に
エレクトロポレーションにより同時トランスフェクションした（上述の実施例２を参照）
。ｇｐｔ遺伝子を発現しているコロニーを、１０％ウシ胎仔血清、０．８μｇ／ｍｌミコ
フェノール酸、および２５０μｇ／ｍｌキサンチンを補ったダルベッコ改変イーグル培地
（ＤＭＥＭ）中で選択した。トランスフェクトした細胞クローンはヒト抗体の産生につい
て、ヒトＩｇＧについてのＥＬＩＳＡによってスクリーニングした。抗体を分泌する細胞
株を増殖させ、そして産生量が最高のものを選択し、液体窒素中で凍結した。修飾抗体を
、Ｐｒｏｓｅｐ（登録商標）－Ａ（Bioprocessing Ltd）を用いて精製した。ヒトＩｇＧ
１κについてのＥＬＩＳＡにより濃度を決定した。抗体はまた、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによっ
て解析した。
【０１８１】
　実施例６　修飾抗体の発現
　[000193]　トランスフェクトした細胞クローンを抗体発現について試験した。最も重い
鎖および最も軽い鎖の組合せの産生は悪かった（図１０を参照）。ＮＹＤＩＶＫ２と組み
合わせた場合のＮＹＤＩＶＨ５は、最もよく産生され、精製された抗体を３．６ｍｇ産生
した。比較のために、キメラ抗体は０．６６ｍｇのタンパク質として得られた。ＮＹＤＩ
ＶＨ１Ａを軽鎖と組み合わせた場合はいずれも、抗体を産生しなかった。
【０１８２】
　[000194]　ＮＹＤＩＶＨ２／ＮＹＤＩＶＫ２、ＮＹＤＩＶＨ２／ＮＹＤＩＶＫ３を含む
抗体は、アッセイした際に最も成績がよく、ＮＹＤＩＶＨ４／ＮＹＤＩＶＫ５、ＮＹＤＩ
ＶＨ４／ＮＹＤＩＶＫ３は、それよりやや弱かった。ＮＹＤＩＶＨ２／ＮＹＤＩＶＫ２を
、リードヒト化抗体として選択した。
【０１８３】
　実施例７　修飾抗体およびキメラ抗体のヒトＴ細胞アッセイ
　[00195]　ヒト化抗体ＮＹＤＩＶＨ２／ＮＹＤＩＶＫ２（ｈｕＮＹＲ－１００２）とと
もにキメラ抗体（ｃｈＮＹＲ－１００２）をヒトＴ細胞増殖アッセイにおいて試験した。
健康なドナーからのバッフィーコートを、抗原提示細胞（ＡＰＣｓ）およびＴ細胞を含有
する末梢血単核細胞（ＰＭＢＣ）を単離するのに用いた。これらのドナーのＭＨＣクラス
ＩＩアロタイプを決定し、そして２０のドナーを選択し、コーカソイド集団について＞８
０％　ＨＬＡ　ＤＲＢ１アロタイプカバー率であった。図１１の表１に示すように、２０
のドナーはいずれも、ヒトＴ細胞増殖アッセイにおいて、ヒト化抗体、ｈｕＮＹＲ－１０
０２に対して有意な応答を示さなかった（刺激指数（Stimulation index），ＳＩ＞２）
。これに対し１２のドナーはネズミＩｇＧ、ｃｈＮＹＲ－１００２に対して、ＳＩ＞２で
応答したが、これらのドナーの５つは２～２．５のＳＩの境界域の応答を生じた（図１１
の表２）。ヒト化抗体に対する差次的な応答は、Ｔ細胞免疫原性を減少させることにおけ
る、ネズミ可変領域中のアミノ酸置換の効果を確認するものである。
【０１８４】
　実施例８　細胞毒性剤と複合化した修飾抗体の細胞毒性の有効性の決定
　[000196]　抗体（ｈｕＮＹＲ－１００２）を種々の公知の細胞毒性分子と複合化し、癌
細胞培養物における細胞毒性の効果について試験した。細胞毒性化合物（例えばメトトレ
キセートおよびドキソルビシン）を、スルホスクシンイミジル　４－［Ｎ－マレイミドメ
チル］－シクロヘキサン－１－カルボキシレートを用いたマレイミド活性化およびサイズ
排除クロマトフラフィーによる精製、により抗体と複合化した。１モルの抗体あたり２－
１０モルの化合物という置換率のものを使用した。
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【０１８５】
　－複合化の方法の変法が、本明細書で開示される態様に意図され、そして本明細書が提
供する指標を用いて当業者によりなされることができる；
　－複合化される細胞毒性分子についての種々の選択肢が、本明細書で開示される態様に
意図され、そして本明細書が提供する指標を用いて、当業者に十分に実施可能な範囲であ
る。
【０１８６】
　[000197]　９６ウェルプレートに、細胞（例えばＣＣＬ－１８５細胞）を１０３～１０
５細胞／ウェルで播種した。ブランクウェル対照に、化合物のみ、培地のみ、ならびに、
培地および化合物、を入れた。対照はまた、細胞プラス培地のみ、および細胞のみ、を含
んだ。化合物は、０．０１から０．２５μｇ／ｍＬ濃度範囲で試験した。プレートを４日
間インキュベートし、そして製造者の指示に従って、種々の生存性アッセイによって試験
した。（例えば、Ｃｅｌｌｔｉｔｅｒ　９６　Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏ
ｎ（ＭＴＳ））。細胞ウェルへの染色液またはリガンドの添加に続いて、プレートを３７
℃で１～４時間インキュベートし、数秒間混合し、そして次いでプレートリーダー上で吸
光度について読み取った。
【０１８７】
　結果：
　[000198]　新たに調製した化合物（抗体と細胞毒性分子の複合体）は、複合体化してい
ない細胞毒性化合物よりも、より細胞毒性（細胞毒性化合物１モルあたり）であることが
わかった。抗体と複合体化した化合物の増加した細胞毒性は、１０～１０４倍の範囲の有
効性であった（同等の細胞毒性効果のために、複合体化していない化合物は、抗体と複合
体化した化合物と比較して、１０～１０４倍多くの化合物分子を必要とした）。最大の効
果は、培養４日後に見られた。これらの結果は、１）抗体複合体は、より低い濃度の細胞
毒性化合物で同等の細胞毒性を提供し、抗体がより少なく結合する非癌性細胞および組織
に対するより低い毒性を示唆する；２）抗体複合体はより低い濃度でより細胞毒性であり
、癌細胞を死滅させることについてより高い有効性を示唆する；および、３）細胞毒性化
合物はモノクローナル抗体に捕捉および複合体化されており、抗体がより少なく結合する
非癌性細胞および組織に対してより毒性が低いことを示唆する。
【図面の簡単な説明】
【０１８８】
【図１】[00036]　図１は、ＮＹＲ－１００２　ＶＨ鎖のＤＮＡ及びアミノ酸配列を、そ
の中に同定された四つのＦＲ及び三つのＣＤＲとともに示す。
【図２】[00037]　図２は、ＮＹＲ－１００２可変軽鎖のＤＮＡ及びアミノ酸配列を、そ
の中に同定された四つのＦＲ及び三つのＣＤＲとともに示す。
【図３】[00038]　図３は、抗体重鎖の発現ベクターを示す。
【図４】[00039]　図４は、抗体軽鎖の発現ベクターを示す。
【図５】[00040]　図５は、ＮＹＲ－１００２の重鎖及び軽鎖可変領域において同定され
た潜在的なヒトＴ細胞エピトープを示す。
【図６－１】[00041]　図６は、ＮＹＲ－１００２のＶＨ領域のバリアントにおいて創出
されたアミノ酸変化及び潜在的なエピトープを示す。
【図６－２】[00041]　図６は、ＮＹＲ－１００２のＶＨ領域のバリアントにおいて創出
されたアミノ酸変化及び潜在的なエピトープを示す。
【図７－１】[00042]　図７は、ＮＹＲ－１００２のＶＫ領域のバリアントにおいて創出
されたアミノ酸変化及び潜在的なエピトープを示す。
【図７－２】[00042]　図７は、ＮＹＲ－１００２のＶＫ領域のバリアントにおいて創出
されたアミノ酸変化及び潜在的なエピトープを示す。
【図８】[00043]　図８は、第一のＮＹＤＩＶＨ１のＤＮＡ及びアミノ酸配列を示す。
【図９】[00044]　図９は、ＮＹＲ－１００２　ＶＫの第一バリアントであるＮＹＤＩＶ
Ｋ１のＤＮＡ及びアミノ酸配列を示す。
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【図１０】[00045]　図１０：産生された修飾抗体、及び１リットルの培養上清から得ら
れたプロテインＡ精製抗体の収量を、示す。
【図１１】[00046]　図１１：ヒトＴ細胞アッセイにおける、ＮＹＤＩＶＨ２／ＮＹＤＩ
ＶＫ２抗体及びＮＹＲ－１００２マウス抗体に対する２０名のドナーの応答。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６－１】 【図６－２】
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【図７－１】 【図７－２】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】
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