
JP 2017-200924 A 2017.11.9

10

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】皮下注射のための薬学的に活性なリツキシマブ、オクレリズマブ等の抗ＣＤ２０
抗体、又はかかる抗体分子の混合物の高度に濃縮された安定な薬学的製剤の提供。
【解決手段】約５０～３５０ｍｇ／ｌ好ましくは１００～１５０ｍｇ／ｍｌより好ましく
は、１２０±２０ｍｇ／ｍｌの量の抗ＣＤ２０抗体に加えて、約１０００～約１６０００
Ｕ／ｍｌ、好ましくは約２０００～１２０００Ｕ／ｍｌ量の少なくとも一のヒアルロニダ
ーゼ酵素を組み合わせ、更にｐＨが５．５±２．０を与えるヒスチジンバッファー等の少
なくとも一の緩衝剤、１～５００ｍＭの安定剤又は二以上の安定剤の混合物（例えば糖、
例えばα，α－トレハロース二水和物又はスクロースと、場合によっては第二安定剤とし
てメチオニン）と０．０１～０．１％の非イオン性界面活性剤を含有する薬学的製剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．約５０から３５０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；
　ｂ．５．５±２．０のｐＨを与える約１から１００ｍＭの緩衝剤；
　ｃ．約１から５００ｍＭの安定剤又は二以上の安定剤の混合物；
　ｄ．約０．０１から０．１％の非イオン性界面活性剤；及び
　ｅ．場合によっては有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素
を含有する、薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体の高度に濃縮された安定な薬学的製剤。
【請求項２】
　抗ＣＤ２０抗体濃度がそれぞれ１００から１５０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１２０±２０
ｍｇ／ｍｌである請求項１に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項３】
　約１０００から約１６０００Ｕ／ｍｌ、好ましくは約２０００Ｕ／ｍｌ又は１２０００
Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵素を含有する請求項１又は２に記載の高度に濃縮された安
定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項４】
　緩衝剤が１から５０ｍＭの濃度である請求項１から３の何れか一項に記載の高度に濃縮
された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項５】
　緩衝剤が、好ましくは５．５、６．０、６．１及び６．５からなる群から選択される、
５．５から６．５のｐＨを与える請求項１から４の何れか一項に記載の高度に濃縮された
安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項６】
　緩衝剤がヒスチジンバッファーである請求項１から５の何れか一項に記載の高度に濃縮
された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項７】
　安定剤が糖、例えばα，α－トレハロース二水和物又はスクロースである請求項１から
６の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項８】
　安定剤が１５から２５０ｍＭの濃度にある請求項１から７の何れか一項に記載の高度に
濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項９】
　メチオニンが第二安定剤として使用される請求項７又は８に記載の高度に濃縮された安
定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１０】
　メチオニンが５から２５ｍＭの濃度で存在する請求項９に記載の高度に濃縮された安定
な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１１】
　非イオン性界面活性剤が、好ましくはポリソルベート２０、ポリソルベート８０、及び
ポリエチレン・ポリプロピレン共重合体からなる群から選択される、ポリソルベートであ
る請求項１から１０の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体
製剤。
【請求項１２】
　ポリソルベートの濃度がそれぞれ０．０２％（ｗ／ｖ）から０．０８％（ｗ／ｖ）であ
る請求項１１に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１３】
　ヒアルロニダーゼ酵素がｒＨｕＰＨ２０である請求項１から１２の何れか一項に記載の
高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１４】
　抗ＣＤ２０抗体が、リツキシマブである請求項１から１３の何れか一項に記載の高度に
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濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１５】
　抗ＣＤ２０抗体が、オクレリズマブである請求項１から１３の何れか一項に記載の高度
に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１６】
　抗ＣＤ２０抗体が、ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞である請求項１から１３の何れか一項に記
載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１７】
　凍結及び解凍時に安定である請求項１から１６の何れか一項に記載の高度に濃縮された
安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１８】
　皮下又は筋肉内投与のための請求項１から１７の何れか一項に記載の高度に濃縮された
安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項１９】
　液体形態である請求項１から１８の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的
抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項２０】
　凍結乾燥形態である請求項１から１９の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬
学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
【請求項２１】
　被検体における癌又は非悪性疾患等の抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる疾患又
は障害の治療に有用な医薬の調製における請求項１から２０の何れか一項に記載の製剤の
使用であって、上記疾患又は障害を治療するのに有効な量でここに記載の製剤を被検体に
投与することを含む使用。
【請求項２２】
　製剤が化学療法剤と同時に又は順次に同時投与される請求項２１に記載の使用。
【請求項２３】
　１２００ｍｇから約２２００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とする被検
体に投与される請求項２１又は２２に記載の使用。
【請求項２４】
　約１２００ｍｇから約１８００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とする被
検体に投与される請求項２１又は２２に記載の使用。
【請求項２５】
　１６００ｍｇから約２２００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とする被検
体に投与される請求項２１又は２２に記載の使用。
【請求項２６】
　被検体における癌又は非悪性疾患等の抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる疾患又
は障害を治療する方法において、上記疾患又は障害を治療するのに有効な量で請求項１か
ら２５の何れか一項に記載の製剤を被検体に投与することを含む方法。
【請求項２７】
　製剤が化学療法剤と同時に又は順次に同時投与される請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、皮下注射のための薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体又はかかる抗体分子の混合
物の高度に濃縮された安定な薬学的製剤に関する。かかる製剤は、多くの量の抗ＣＤ２０
抗体又はその混合物に加えて、緩衝剤、安定剤又は二以上の安定化剤の混合物、非イオン
性界面活性剤及び有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素を含有する。本発明は上
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記製剤の調製方法とかかる製剤の使用にも関する。
【背景技術】
【０００２】
　抗体の医薬品としての使用は過去数年にわたり増加している。多くの例では、かかる抗
体は静脈内（ＩＶ）経路を介して注射され又は注入される。不幸にも、静脈内経路を介し
て投与されうる抗体の量は、抗体の物理化学的性質、特に適切な液体製剤におけるその溶
解度及び安定性と注入液の体積により制限される。代替の投与経路は皮下又は筋肉内注射
である。これらの注射経路は注射される最終溶液中において高いタンパク質濃度を必要と
する［Shire, S.J., Shahrokh, Z.等, “Challenges in the development of high prote
in concentration formulations”, J. Pharm. Sci. 2004; 93(6): 1390-1402；Roskos, 
L.K., Davis C.G.等, “The clinical pharmacology of therapeutic antibodies”, Dru
g Development Research 2004; 61(3): 108-120］。皮下的に安全にかつ快適に投与され
うる体積と、それによって治療用量を増加させるため、抗体製剤が注入されうる間質空間
を増加させるためにグリコサミノグリカナーゼ酵素を使用することが提案されている［国
際公開第２００６／０９１８７１号］。
【０００３】
　現在市場にある治療用途の薬学的に活性な抗体の安定製剤の例は次の通りである：
【０００４】
　リツキサン（登録商標）／ＭＡＢＴＨＥＲＡＲ（登録商標）(リツキシマブ)はＢ細胞上
のＣＤ２０抗原に結合するキメラ抗体である。市販製剤は静脈内（ＩＶ）投与のための滅
菌で透明無色の保存料を含まない液体濃縮物である。リツキシマブは１００ｍｇ又は５０
０ｍｇ（５０ｍＬ）の頓用バイアルに１０ｍｇ／ｍＬ（１０ｍＬ）の濃度で供給される。
製品９ｍｇ／ｍＬの塩化ナトリウム、７．３５ｍｇ／ｍＬのクエン酸ナトリウム二水和物
、０．７ｍｇ／ｍＬのポリソルベート８０、及び注射用水で製剤化される。ｐＨは６．５
に調整されている。ＩＶ投与に適したリツキシマブの代替液体製剤は米国特許第６９９１
７９０号に開示されている。
【０００５】
　ハーセプチン（商標）（トラスツズマブ）は、およそ２１ｍｇ／ｍｌの注射用量を得る
ために注射用水を用いて注入のために再構成しなければならない１５０ｍｇの凍結乾燥粉
末（抗体、α，α－トレハロース二水和物、Ｌ－ヒスチジン及びＬ－ヒスチジン塩酸塩及
びポリソルベート２０を含む）の形態で欧州において現在市販されているＨＥＲ２レセプ
ターに対するモノクローナル抗体（抗ＨＥＲ２）である。合衆国及び多くの他の国では、
４４０ｍｇのトラスツズマブを含む複数用量のバイアルが市販されている。
【０００６】
　アバスチン（商標）（ベバシズマブ）は、ａ）４ｍｌに１００ｍｇのベバシズマブと、
ｂ）１６ｍｌに４００ｍｇのベバシズマブで、次の賦形剤：トレハロース二水和物、リン
酸ナトリウム及びポリソルベート２０を含む注射用水に２５ｍｇ／ｍｌの最終濃度をそれ
ぞれもたらす二つのタイプのバイアルの液体製剤として欧州において現在市販されている
血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）に対するモノクローナル抗体である。
【０００７】
　上記抗体製剤は静脈内投与に適していることが見出されているが、皮下注射のための治
療的に活性な抗体の高度に濃縮された安定な薬学的製剤が提供されることが望まれている
。皮下注射剤の利点は、患者へのかなり短い治療処置で開業医師がそれを実施することが
可能になる点である。更に、患者は皮下注射を自分で実施するように訓練を受けることが
できる。通常、皮下経路を介した注射はおよそ２ｍｌに限られている。複数用量を必要と
する患者では、幾つかの単位投薬製剤が体表面の複数部位に注射されうる。
【０００８】
　皮下投与のための次の二つの抗体製品は既に市場に出ている。
【０００９】
　ヒュミラ（商標）（アダリムマブ）は、皮下投与のための０．８ｍｌ注射量中、４０ｍ
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ｇ用量の形態（濃度：５０ｍｇ抗体／ｍｌ注射量）で欧州において現在市販されている腫
瘍壊死因子α（ＴＮＦα）に対するモノクローナル抗体である。
【００１０】
　ゾレア（商標）（オマリズマブ）は、１２５ｍｇ／ｍｌの注射用量を得るために皮下注
射用水を用いて再構成しなければならない１５０ｍｇの凍結乾燥粉末（抗体、スクロース
、及びヒスチジン及びヒスチジン塩酸塩一水和物及びポリソルベート２０を含む）の形態
で現在市販されている免疫グロブリンＥに対するモノクローナル抗体（抗ＩｇＥ抗体）で
ある。
【００１１】
　皮下投与に適したそれほど濃縮されていない安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤は現在市
場で入手できる。従って、皮下注射のための治療的に活性な抗体の高度に濃縮された安定
な薬学的製剤が提供されることが望まれている。
【００１２】
　皮下組織中への非経口薬の注射は、皮下（ＳＣ）組織における水伝導性に対する粘弾性
耐性のため、注射時に生成された背圧のため[Aukland K.及びReed R., “Interstitial-L
ymphatic Mechanisms in the control of Extracellular Fluid Volume”, Physiology R
eviews”, 1993; 73:1-78]、並びに疼痛の知覚のために２ｍｌ未満の量に一般に限られて
いる。
【００１３】
　高濃度タンパク質製剤の調製はかなりやりがいがあるものであり、各々のタンパク質は
異なった凝集挙動を有しているので、使用される特定のタンパク質に各製剤を適合させる
必要がある。凝集体は事例の少なくとも幾つかにおいて治療用タンパク質の免疫原性を引
き起こしやすい。タンパク質又は抗体凝集体に対する免疫原性反応は、治療用タンパク質
又は抗体を効果がないようにしうる抗体の中和を生じうる。タンパク質凝集体の免疫原性
は皮下注射に関連して最も問題であり、繰り返しの投与は免疫応答のリスクを増加させる
と思われる。
【００１４】
　抗体は非常に類似した全体構造を有しているが、かかる抗体はアミノ酸組成（特に抗原
への結合の原因のＣＤＲ領域中）及びグリコシル化パターンが異なる。更に、電荷及びグ
リコシル化変異体のような翻訳後修飾がまた存在しうる。
【発明の概要】
【００１５】
　本発明は、好ましくは皮下注射のための、薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体又はそのよう
な抗体分子の混合物の高度に濃縮された安定な薬学的製剤を提供する。
【００１６】
　より詳細には、本発明の薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体製剤の高度に濃縮された安定な
薬学的製剤は、
　－　約２０から３５０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；
　－　５．５±２．０のｐＨを与える約１から１００ｍＭの緩衝剤；
　－　約１から５００ｍＭの安定剤又は二以上の安定剤の混合物（これによって、場合に
よってはメチオニンが、好ましくは５から２５ｍＭの濃度で、第二の安定剤として使用さ
れる）；
　－　０．０１から０．１％の非イオン性界面活性剤；及び
　－　好ましくは有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素
を含有する。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　ここでの「抗体」なる用語は最も広義に使用され、完全長抗体、モノクローナル抗体の
ような遺伝子操作抗体、又は組換え抗体、ポリクローナル抗体、少なくとも二の完全長抗
体から形成される多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、キメラ抗体、ヒト化抗体、
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完全ヒト抗体、並びにそれらが所望の生物学的活性を示す限り、抗体断片を特に包含する
。
【００１８】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られた抗体を指し、すなわち、集団を構成する個々の抗体が、一般に微量に存在してい
る変異体など、モノクローナル抗体の生産中に生じ得る可能な変異体を除いて同一であり
、及び／又は同じエピトープに結合する。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗
体を典型的には含むポリクローナル抗体調製物とは異なり、各モノクローナル抗体は、抗
原上の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、
それらが他の免疫グロブリンによって汚染されなていない点で有利である。「モノクロー
ナル」との修飾語句は、実質的に均一な抗体の集団から得たものとしての抗体の性質を示
すものであり、抗体が何か特定の方法による生産を必要とするものと解釈されるべきでは
ない。例えば、本発明で使用されるモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature 256
: 495 (1975)よって記載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換
えＤＮＡ法によって作製されうる（例えば米国特許第４８１６５６７号を参照）。「モノ
クローナル抗体」はまた例えばClackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及びMarks等, J
. Mol. Biol., 222:581-597(1991)に記載された技術を使用するファージ抗体ライブラリ
ーから単離することもまたできる。ここで使用される「モノクローナル抗体」又は「モノ
クローナル抗体組成物」なる用語は、単一のアミノ酸組成の抗体分子の調製物を意味する
。従って、「ヒトモノクローナル抗体」なる用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に
由来する可変及び定常領域を有し、単一の結合特異性を示す抗体を意味する。一実施態様
では、ヒトモノクローナル抗体は、不死化細胞に融合したヒト重鎖導入遺伝子及びヒト軽
鎖導入遺伝子を含むゲノムを有するトランスジェニック非ヒト動物、例えばトランスジェ
ニックマウスから得られたＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生される。ここで「モ
ノクローナル抗体」なる用語は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種から誘導された又
は特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一又は相同であるが
、鎖の残りが他の種から誘導された又は特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の
対応する配列と同一又は相同であるいわゆるキメラ抗体、並びにそれらが所望の生物学的
活性を示す限りそのような抗体の断片である（米国特許第４８１６５６７号；及びMorris
on等 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。キメラ抗体は、非ヒト霊長類
（例えば旧世界ザル又は類人猿）由来の可変ドメイン抗原結合配列とヒト定常領域配列を
含む「プリマタイズ」抗体を含む。
【００１９】
　「抗体断片」は、完全長抗体の一部、一般には少なくともその抗原結合部分又は可変領
域を含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイア
ボディ、単鎖抗体分子、免疫毒素、及び抗体断片から形成される多重特異性抗体を含む。
また抗体断片は、ＶＨ鎖の特性、つまりＣＤ２０抗原に結合するＶＬ鎖と集合することが
できる特性を有する単鎖ポリペプチドを含む。「抗体断片」はまたそれ自体はエフェクタ
ー機能（ＡＤＣＣ／ＣＤＣ）をもたらすことができないが、適切な抗体定常ドメインと組
み合わされた後に本発明に従った形でこの機能をもたらすことができる断片を含む。
【００２０】
　「完全長抗体」は、抗原結合可変領域並びに軽鎖定常ドメイン（ＣＬ）及び重鎖定常ド
メインＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列定常ドメイ
ン（例えばヒト天然配列定常ドメイン）又はそのアミノ酸配列変異体でありうる。好まし
くは、完全長抗体は一又は複数のエフェクター機能を有する。
【００２１】
　ここでの「アミノ酸配列変異体」抗体は、主な種抗体と異なるアミノ酸配列を有する抗
体である。通常、アミノ酸配列変異体は、主な種抗体と少なくとも約７０％の相同性を有
し、好ましくは、それらは主な種抗体と少なくとも約８０％、より好ましくは少なくとも
約９０％の相同性である。アミノ酸配列変異体は、主な種抗体のアミノ酸配列内又は隣接
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して、所定の位置で置換、欠失及び／又は付加を有する。ここでのアミノ酸配列変異体の
例には、酸性変異体(例えば脱アミド化された抗体変異体)、塩基性変異体、抗体の一又は
二の軽鎖上にアミノ末端リーダー伸展(例えばＶＨＳ-)を有する抗体、抗体の一又は二の
重鎖上にＣ末端リジン残基を有する抗体などが含まれ、重鎖及び／又は軽鎖のアミノ酸配
列に対する変異の組合せが含まれる。ここで特に関心のある抗体変異体は、抗体の一又は
二の軽鎖上にアミノ末端リーダー伸展を含み、場合によっては主な種抗体に対して他のア
ミノ酸配列及び／又は糖鎖付加（グリコシル化）の相違を更に含んでなる抗体である。
【００２２】
　ここでの「糖鎖付加（グリコシル化）変異体」抗体は、主な種抗体に結合した一又は複
数の炭水化物部分と異なる一又は複数のそれに結合した炭水化物部分を有する抗体である
。ここでの糖鎖付加変異体の例には、そのＦｃ領域に結合した、Ｇ０オリゴ糖構造の代わ
りにＧ１又はＧ２オリゴ糖構造を有する抗体、その一又は二の軽鎖に結合した一又は二の
炭水化物部分を有する抗体、抗体の一又は二の重鎖に結合した炭水化物がない抗体等、及
び糖鎖付加変異の組合せを有する抗体が含まれる。更に、「糖鎖付加変異体」なる用語は
例えば欧州特許出願公開第１３３１２６６号及び米国特許第７５１７６７０号に記載され
たもののような糖鎖工学操作した抗体も含む。
【００２３】
　抗体「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配列
変異体Ｆｃ領域）に起因し得る生物学的活性の機能を意味する。抗体エフェクター機能の
例は、Ｃ１ｑ結合；補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）；Ｆｃレセプター結合；抗体依存性
細胞媒介性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）；食作用；細胞表面レセプターの下方制御（例えばＢ
細胞レセプター；ＢＣＲ）等を含む。
【００２４】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、完全長抗体は異なる「クラス
」に分類できる。完全長抗体の五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及
びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更に「サブクラス」(アイソタイプ)、例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分類される。抗体の異なるクラ
スに対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα[アルファ]、δ[デルタ]、ε[イプシロン]、
γ[ガンマ]及びμ[ミュー]と呼ばれる。免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構
造及び三次元構造はよく知られている。
【００２５】
　ここでのモノクローナル抗体の「生物学的活性」は抗原に結合し、インビトロ又はイン
ビボで測定することができる測定可能な生物学的応答を生じる抗体の能力を意味する。そ
のような活性はアンタゴニスト作用（例えば抗体がＣＤ２０抗体である場合）又はアゴニ
スト作用でありうる。
【００２６】
　「ヒト化抗体」なる用語は、そのフレームワーク又は「相補性決定領域」（ＣＤＲ）が
、親免疫グロブリンのものと比較して、異なった特異性の免疫グロブリンのＣＤＲを含む
よう修飾されている抗体を意味する。好ましい実施態様では、マウスＣＤＲは、「ヒト化
抗体」を調製するためにヒト抗体のフレームワーク領域中に移植される。特に好ましいＣ
ＤＲはキメラ及び二機能性抗体に対して以下に記載される抗原を認識するを表すものに対
応する。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域の残基が、マウ
ス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の特異性、親和性及び能力を有する非
ヒト種（ドナー抗体）の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト免疫グロブリン（
レシピエント抗体）である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（
ＦＲ）残基は対応する非ヒト残基によって置換される。更に、ヒト化抗体は、レシピエン
ト抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これらの修飾は抗体の
特性を更に洗練するためになされる。一般に、ヒト化抗体は、全て又は実質的に全ての高
頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全て又は実質的に全てのＦＲ残
基がヒト免疫グロブリン配列の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
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ンの実質的に全てを含むであろう。ヒト化抗体はまた場合によっては免疫グロブリン定常
領域（Ｆｃ）、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む（例
えばRiechmann, L.等, Nature 332 (1988) 323-327；及びNeuberger, M.S.等, Nature 31
4 (1985) 268-270を参照）。
【００２７】
　「キメラ抗体」なる用語は、一つの供給源又は種に由来する可変領域、すなわち結合領
域と、別の供給源又は種に由来する定常領域の少なくとも一部分を含む、通常は組換えＤ
ＮＡ技術によって調製されるモノクローナル抗体を意味する。マウス可変領域及びヒト定
常領域を含むキメラ抗体が特に好ましい。このようなマウス／ヒトキメラ抗体は、マウス
免疫グロブリン可変領域をコードするＤＮＡセグメントとヒト免疫グロブリン定常領域を
コードするＤＮＡセグメントを含む免疫グロブリン遺伝子を発現させた産物である。本発
明によって包含される「キメラ抗体」の他の形態は、クラス又はサブクラスが元の抗体の
ものから改変又は変化せしめられたものである。このような「キメラ」抗体は、「クラス
スイッチ抗体」とも称される。キメラ抗体を作製するための方法は、一般的な組換えＤＮ
Ａ及び当該技術分野で今はよく知られている遺伝子トランスフェクション技術を含む（例
えば、Morrison, S.L.等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855；米国特許
第５２０２２３８号及び米国特許第５２０４２４４号を参照のこと）。
【００２８】
ここで使用される「ヒト抗体」なる用語は、ヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する
可変及び定常領域を有する抗体を含むことが意図される。ヒト抗体は従来からよく知られ
ている（van Dijk, M.A.及びvan de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 3
68-374）。かかる技術に基づいて、非常に様々な標的に対するヒト抗体を製造できる。ヒ
ト抗体の例は例えばKellermann, S.A.等, Curr Opin Biotechnol. 13 (2002) 593-597に
記載されている。
【００２９】
　ここで使用される「組換えヒト抗体」なる用語は、組換え手段によって調製され、発現
され、創製され又は単離された全てのヒト抗体、例えばヒト免疫グロブリン遺伝子に対し
てトランスジェニックである動物（例えばマウス）に由来するか又はＮＳ０細胞又はＣＨ
Ｏ細胞のような宿主細胞から単離された抗体又は宿主細胞に形質移入された組換え発現ベ
クターを使用して発現される抗体を含むことが意図される。このような組換えヒト抗体は
、再編成された形態のヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する可変及び定常領域を有
する。本発明に係る組換えヒト抗体は、インビボ体細胞突然変異に供されている。よって
、組換え抗体のＶＨ及びＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列ＶＨ及びＶＬ配列に由
来し、これらに関するものであるが、インビボでヒト抗体生殖系列レパートリー内に天然
に存在しない場合がある配列である。
【００３０】
　ここで使用される場合、「特異的結合」又は「特異的に結合する」なる用語は、ＣＤ２
０抗原に特異的に結合する抗体を意味する。好ましくは、結合親和性は１０－９ｍｏｌ／
ｌ以下（例えば１０－１０ｍｏｌ／ｌ）のＫｄ値、好ましくは　１０－１０ｍｏｌ／ｌ以
下（例えば１０－１２ｍｏｌ／ｌ）のＫｄ値である。結合親和性は、表面プラズモン共鳴
法（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標））のような標準的な結合アッセイで決定される。
【００３１】
　ここで使用される「核酸分子」なる用語は、ＤＮＡ分子及びＲＮＡ分子を含むことが意
図される。核酸分子は一本鎖又は二本鎖でありうるが、好ましくは二本鎖ＤＮＡである。
【００３２】
　「定常ドメイン」は抗原に対する抗体の結合には直接的には関与しないがエフェクター
機能（ＡＤＣＣ、補体結合、及びＣＤＣ）に関与している。
【００３３】
　ここで使用される「可変領域」（軽鎖（ＶＬ）の可変領域、重鎖（ＶＨ）の可変領域）
は、抗原への抗体の結合に直接関与する軽鎖及び重鎖の各対を示す。ヒト軽鎖及び重鎖の
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高頻度可変領域」（又は相補性決定領域、ＣＤＲ）によって連結された４つのフレームワ
ーク（ＦＲ）領域を含む。フレームワーク領域はβシート高次構造を採用し、ＣＤＲはβ
シート構造を連結するループを形成しうる。各鎖のＣＤＲは、フレームワーク領域によっ
てその三次元構造に維持され、他の鎖のＣＤＲと一緒になって抗原結合部位を形成する。
抗体重鎖及び軽鎖ＣＤＲ３領域は本発明に係る抗体の結合親和性／親和性において特に重
要な役割を果たしており、よって本発明の更なる目的を提供する。
【００３４】
　「高頻度可変領域」又は「抗体の抗原結合部分」なる用語は、ここで使用される場合、
抗原結合を担っている抗体のアミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は、「相補性決定
領域」又は「ＣＤＲ」に由来するアミノ酸残基を含む。「フレームワーク」又は「ＦＲ」
領域は、ここで定義される高頻度可変領域残基以外の可変ドメイン領域である。よって、
抗体の軽鎖及び重鎖は、Ｎ末端からＣ末端に向かって、ドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ
２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、及びＦＲ４を含む。特に、重鎖のＣＤＲ３は、抗原結
合に最も寄与する領域である。ＣＤＲ及びＦＲ領域は、Kabat等, Sequences of Proteins
 of Immunological Interest, 5版 Public Health Service, National Institutes of He
alth, Bethesda, MD. (1991)の標準的な定義に従って決定され、及び／又は「高頻度可変
ループ」からの残基である。
【００３５】
　「ＣＤ２０」及び「ＣＤ２０抗原」という用語はここでは互換的に使用され、細胞によ
り天然に発現される、又はＣＤ２０遺伝子を形質移入した細胞で発現されるヒトＣＤ２０
の任意の変異体、アイソフォーム及び種ホモログを含む。本発明の抗体のＣＤ２０抗原へ
の結合は、ＣＤ２０の不活性化によるＣＤ２０発現細胞（例えば腫瘍細胞）の死滅を媒介
する。ＣＤ２０発現細胞の死滅は、次の機構の一又は複数によって生じうる：抗体依存性
細胞傷害性（ＡＤＣＣ）細、補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）、誘導細胞死及び／又はア
ポトーシス、ホモタイプ凝集等。
【００３６】
　当該技術分野で認識されているＣＤ２０の同意語には、Ｂ－リンパ球抗原ＣＤ２０、Ｂ
－リンパ球表面抗原Ｂ１、Ｌｅｕ－１６及びＢｐ３５が含まれる。
【００３７】
　本発明に係る「抗ＣＤ２０抗体」なる用語は、ＣＤ２０抗原に特異的に結合する抗体で
ある。抗ＣＤ２０抗体のＣＤ２０抗原への結合特性及び生物活性に応じて、Cragg, M.S.
等, Blood 103 (2004) 2738-2743；及びCragg, M.S.等, Blood 101 (2003) 1045-1051に
従い、２つのタイプの抗ＣＤ２０抗体（Ｉ型及びＩＩ型抗ＣＤ２０抗体）に区別できる。
表１を参照のこと。
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【００３８】
　Ｉ型及びＩＩ型抗ＣＤ２０抗体の一つの本質的な性質はその結合態様である。而して、
Ｉ型及びＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は、リツキシマブと比較して上記抗ＣＤ２０抗体のラジ（
Ｒａｊｉ）細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）上のＣＤ２０に対する結合能の比によって
分類することができる。
【００３９】
　ここで使用される場合、「抗ＣＤ２０抗体」はＩ型又はＩＩ型抗体のいずれかでありう
る。好ましくはそれはＩ型抗体であり、最も好ましくはリツキシマブである。
【００４０】
　Ｉ型抗ＣＤ２０抗体は、０．８から１．２、好ましくは０．９から１．１のリツキシマ
ブと比較した上記抗ＣＤ２０抗体のラジ細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）上のＣＤ２０
に対する結合能の比を有している。かかるＩ型抗ＣＤ２０抗体の例は、例えば、欧州特許
第２０００１４９Ｂ１号（Anderson等，例えば図４及び５を参照）リツキシマブ、１Ｆ５
 ＩｇＧ２ａ（ＥＣＡＣＣ，ハイブリドーマ；Press等, Blood 69/2:584-591 (1987)）、
ＨＩ４７ ＩｇＧ３（ＥＣＡＣＣ，ハイブリドーマ）、２Ｃ６ ＩｇＧ１（国際公開第２０
０５／１０３０８１号に開示）、２Ｆ２ ＩｇＧ１又はオファツムマブ（国際公開第２０
０４／０３５６０７号及び国際公開第２００５／１０３０８１号に開示）及び２Ｈ７ Ｉ
ｇＧ１（国際公開第２００４／０５６３１２号に開示）及び国際公開第２００６／０８４
２６４号（例えば表１及び２に開示された変異体）を含む。好ましくは、上記Ｉ型抗ＣＤ
２０抗体は、リツキシマブと同じエピトープに結合するモノクローナル抗体である。
【００４１】
　ＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は、０．３から０．６、好ましくは０．３５から０．５５、より
好ましくは０．４から０．５のリツキシマブと比較した上記抗ＣＤ２０抗体のラジ細胞（
ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）上のＣＤ２０に対する結合能の比を有している。かかるＩＩ
型抗ＣＤ２０抗体の例は、例えば、トシツモマブ（Ｂ１ ＩｇＧ２ａ）、ヒト化Ｂ－Ｌｙ
１抗体ＩｇＧ１（国際公開第２００５／０４４８５９号に開示されたキメラヒト化ＩｇＧ
１抗体）、１１Ｂ８ ＩｇＧ１（国際公開第２００４／０３５６０７号に開示）、及びＡ
Ｔ８０ ＩｇＧ１を含む。好ましくは、上記ＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は、ヒト化Ｂ－Ｌｙ１
抗体（国際公開第２００５／０４４８５９に開示）と同じエピトープに結合するモノクロ
ーナル抗体である。
【００４２】
　「リツキシマブと比較した抗ＣＤ２０抗体のラジ細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）上
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のＣＤ２０に対する結合能の比」は、ラジ細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）と共にＦＡ
ＣＳＡｒｒａｙ（Becton Dickinson）においてＣｙ５がコンジュゲートした上記抗ＣＤ２
０抗体とＣｙ５がコンジュゲートしたリツキシマブを使用して、直接免疫蛍光測定法 (平
均蛍光強度(MFI)を測定)によって決定され、次のようにして計算される：

【００４３】
　ＭＦＩは平均蛍光強度である。ここで使用される「Ｃｙ５標識比」は分子抗体当たりの
Ｃｙ５標識分子の数を意味する。
【００４４】
　典型的には、上記Ｉ型抗ＣＤ２０抗体は、０．８から１．２、好ましくは０．９から１
．１のリツキシマブと比較した上記第一の抗ＣＤ２０抗体のラジ細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣ
Ｌ－８６）上のＣＤ２０に対する結合能の比を有している。
【００４５】
　典型的には、上記ＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は、０．３から０．６、好ましくは０．３５か
ら０．５５、より好ましくは０．４から０．５のリツキシマブと比較した上記第二抗ＣＤ
２０抗体のラジ細胞（ＡＴＴＣ番号ＣＣＬ－８６）上のＣＤ２０に対する結合能の比を有
している。
【００４６】
　好ましい実施態様では、上記ＩＩ型抗ＣＤ２０抗体、好ましくはヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体
は、増加した抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有している。
【００４７】
　「増加した抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有する抗体」は、該用語がここで定義
されるように、当業者に知られる任意の適切な方法により決定されて、増加したＡＤＣＣ
を有する抗体を意味する。一つの許容されるインビトロＡＤＣＣアッセイは、次の通りで
ある：
１）該アッセイは、抗体の抗原結合領域により認識される標的抗原を発現することが知ら
れている標的細胞を使用する；
２）該アッセイは、エフェクター細胞として、無作為に選択された健常なドナーの血液か
ら単離されたヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を使用する；
３）該アッセイは、次のプロトコルに従って実施される：
　ｉ）標準的な密度遠心分離手順を使用してＰＢＭＣを単離し、５×１０６細胞／ｍｌの
濃度でＲＰＭＩ細胞培養培地に懸濁させる；
　ｉｉ）標準的な組織培養法により標的細胞を増殖させ、生存率が９０％以上の対数増殖
期に回収し、ＲＰＭＩ細胞培養培地中で洗浄し、１００マイクロキュリーの５１Ｃｒで標
識し、細胞培養培地で２回洗浄し、１０５細胞／ｍｌの密度で細胞培養培地に再懸濁させ
る；
　ｉｉｉ）上記１００マイクロリットルの最終的な標的細胞懸濁物を９６ウェルのマイク
ロタイタープレートの各ウェルに移す；
　ｉｖ）抗体を細胞培養培地で４０００ｎｇ／ｍから０．０４ｎｇ／ｍｌに連続希釈し、
５０マイクロリットルの得られた抗体溶液を９６ウェルマイクロタイタープレート中の標
的細胞に添加し、上記の全濃度範囲をカバーする様々な抗体濃度で３回試験する；
　ｖ）最大放出（ＭＲ）コントロールに対して、標識された標的細胞を含むプレート中の
更なる３つのウェルに、抗体溶液（上記のｉｖ項）に代えて、５０マイクロリットルの非
イオン性洗浄剤（Nonidet, Sigma, St. Louis）の２％（ＶＮ）水溶液を添加する；
　ｖｉ）自然放出（ＳＰ）コントロールに対して、標識された標的細胞を含むプレート中
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の更なる３つのウェルに、抗体溶液（上記のｉｖ項）に代えて、５０マイクロリットルの
ＲＰＭＩ細胞培養培地を添加する；
　ｖｉｉ）ついで、９６ウェルマイクロタイタープレートを５０ｘｇで１分間遠心分離し
、１時間４℃でインキュベートする；
　ｖｉｉｉ）標的細胞に対するエフェクターの比が２５：１となるように各ウェルに５０
マイクロリットルのＰＢＭＣ懸濁液（上記のｉ項）を添加して、該プレートを３７℃、５
％ＣＯ２のインキュベーター中に４時間配する；
　ｉｘ）各ウェルから無細胞の上清を回収し、ガンマカウンターを使用して、実験的に放
出された放射能（ＥＲ）を定量する；
　ｘ）特定の細胞溶解の割合を、各抗体濃度について、式（ＥＲ－ＭＲ）／（ＭＲ－ＳＲ
）×１００に従って計算する。ここで、ＥＲは、各抗体濃度で定量（上記のｉｘ項）され
た平均放射能であり、ＭＲは、ＭＲコントロール（上記のｖ項）において定量（上記のｉ
ｘ項）された平均放射能であり、ＳＲは、ＳＲコントロール（上記のｖｉ項）において定
量（上記のｉｘ項）された平均放射能である；
４）「増加したＡＤＣＣ」は、上記の試験された抗体濃度範囲内で観察される特定の細胞
溶解の最大割合の増加、及び／又は上記の試験された抗体濃度範囲内で観察される特定の
細胞溶解の最大割合の半分を達成するのに必要な抗体濃度の減少の何れかとして定義され
る。ＡＤＣＣの増加は、上記アッセイで測定され、当業者に知られている同じ標準的な生
産、精製、製剤化及び保存法を使用して同じ種類の宿主細胞により産生された同じ抗体に
より媒介されるものであるが、ＧｎＴＩＩＩを過剰発現するように操作された宿主細胞に
より産生されたものではないＡＤＣＣと比較したものである。
【００４８】
　前記「増加したＡＤＣＣ」は、前記抗体の糖操作により得ることができ、これは、Uman
a, P.等, Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180及び米国特許第６６０２６８４号に記
載されたそのオリゴ糖類成分の操作によるモノクローナル抗体の前記天然の細胞媒介性エ
フェクター機能の亢進を意味する。
【００４９】
　「補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）」なる用語は、補体存在下での本発明に係る抗体に
よるヒト腫瘍標的細胞の溶解を意味する。ＣＤＣは、好ましくは、補体の存在下で本発明
に係る抗ＣＤ２０抗体を用いたＣＤ２０発現細胞の調製物の処理により測定される。ＣＤ
Ｃは、抗体が、１００ｎＭの濃度で４時間後に腫瘍細胞を２０％以上溶解（細胞死）させ
るかどうかにより見出される。該アッセイは、好ましくは、５１Ｃｒ又はＥｕ標識腫瘍細
胞で、放出された５１Ｃｒ又はＥｕの測定により実施される。コントロールは、抗体を含
まないで補体と腫瘍標的細胞をインキュベーションすることを含む。
【００５０】
　典型的には、ＩｇＧ１アイソタイプのＩ型及びＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は特徴的なＣＤＣ
特性を示す。Ｉ型抗ＣＤ２０抗体は、互いに比較して増加したＣＤＣ（ＩｇＧ１アイソタ
イプならば）を、ＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は、減少したＣＤＣ（ＩｇＧ１アイソタイプなら
ば）を有している。好ましくはＩ型及びＩＩ型抗ＣＤ２０抗体は共にＩｇＧ１アイソタイ
プ抗体である。
【００５１】
　「リツキシマブ」抗体は、ヒトＣＤ２０抗原に対する遺伝子操作キメラヒトガンマ１マ
ウス定常ドメイン含有モノクローナル抗体である。このキメラ抗体は、ヒトガンマ１定常
ドメインを含み、欧州特許第２０００１４９Ｂ１号（Andersen等、図４及び５を参照）に
「Ｃ２Ｂ８」という名称で特定されている。リツキシマブは、再発性又は難治性の低悪性
度又は濾胞性のＣＤ２０陽性Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫の患者の治療に対して承認されて
いる。インビトロ作用機序研究は、リツキシマブがヒト補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）
を示すことを示している（Reff等, Blood 83(2) 435-445(1994)）。加えて、リツキシマ
ブは、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）を測定するアッセイにおいて有意な活性を示す。
【００５２】
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　「ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体」なる用語は、国際公開第２００５／０４４８５９号に開示さ
れたヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体を意味し、これらは、マウスモノクローナル抗ＣＤ２０抗体の
Ｂ－Ｌｙ１（マウス重鎖（ＶＨ）の可変領域：配列番号１；マウス軽鎖（ＶＬ）の可変領
域：配列番号２；Poppema, S.及びVisser, L., Biotest Bulletin 3 131-139(1987)を参
照のこと）を、ＩｇＧ１由来のヒト定常ドメインを用いてキメラ化され、ついでヒト化す
ることにより取得された（国際公開第２００５／０４４８５９号を参照のこと）。これら
の「ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体」は、国際公開第２００５／０４４８５９号に詳細に開示され
ている。
【００５３】
　好ましくは、「ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体」は、配列番号３から配列番号２０の群から選択
される重鎖（ＶＨ）の可変領域を有する（国際公開第２００５／０４４８５９のＢ－ＨＨ
２からＢ－ＨＨ９及びＢ－ＨＬ８からＢ－ＨＬ１７）。特に好ましいのは、配列番号３、
４、７、９、１１、１３及び１５である（国際公開第２００５／０４４８５９号のＢ－Ｈ
Ｈ２、ＢＨＨ－３、Ｂ－ＨＨ６、Ｂ－ＨＨ８、Ｂ－ＨＬ８、Ｂ－ＨＬ１１及びＢ－ＨＬ１
３）。最も好ましくは上記ＶＨはＢＨＨ６である。好ましくは、「ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体
」は、国際公開第２００５／０４４８５９号の配列番号２０（Ｂ－ＫＶｌ）の軽鎖（ＶＬ
）の可変領域を有する。更に、ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体は好ましくはＩｇＧ１抗体である。
好ましくは、かかるヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体は、国際公開第２００５／０４４８５９号、国
際公開第２００４／０６５５４０号、Umana, P.等, Nature Biotechnol. 17:176-180(199
9)及び国際公開第９９／１５４３４２号に記載された手順に従ってＦｃ領域において糖鎖
操作（ＧＥ）される。殆どの糖操作されたヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体は、Ｆｃ領域において改
変されたグリコシル化パターンを有しており、好ましくは、フコース残基のレベルが低下
している。好ましくは、Ｆｃ領域のオリゴ糖の少なくとも４０％以上（一実施態様では、
４０％と６０％の間、他の実施態様では、少なくとも５０％、更に他の実施態様では、少
なくとも７０％以上）がフコシル化されていない。更に、Ｆｃ領域のオリゴ糖は好ましく
は二分されている。最も好ましくは、「ヒト化Ｂ－Ｌｙ１抗体」は国際公開第２００５／
０４４８５９号のＶＨ Ｂ－ＨＨ６及びＶＬ Ｂ－ＫＶ１を含む。ここで使用される場合、
上記抗体はまた「ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞」とも称される。上記抗体はＩＮＮアフツズマ
ブと命名された。他の最も好ましい実施態様では、上記抗体は上述のように減少したレベ
ルのフコース残基を有しており、及び／又はＦｃ領域のオリゴ糖は最も好ましくは二分さ
れている。更に他の最も好ましい実施態様では、上記抗体は増加したここで定義されたＡ
ＤＣＣを示す。
【００５４】
　オリゴ糖成分は、物理的安定性、プロテアーゼ攻撃に対する耐性、免疫系との相互作用
、薬物動態、及び特定の生物活性を含む、治療用糖タンパク質の効能に関連した特性に有
意に影響し得る。そのような性質は、オリゴ糖の有無だけでなく、その特定の構造にも依
存しうる。オリゴ糖構造と糖タンパク質機能との間のある一般化を図ることができる。例
えば、所定のオリゴ糖構造は、特定の糖結合タンパク質との相互作用を通じての血流から
の糖タンパク質の迅速な排除を媒介する一方、他のものは抗体に結合し、望まれない免疫
反応を惹起させる（Jenkins, N.等, Nature Biotechnol. 14：975-981 (1996)）。
【００５５】
　哺乳動物細胞は、ヒトへの応用に最も適合性のある形態にタンパク質をグリコシル化す
るその能力のために治療用糖タンパク質生産のための好ましい宿主である（Cumming等, G
lycobiology 1:115-30 (1991)；Jenkins, N.等, Nature Biotechnol. 14：975-981(1996)
）。細菌はタンパク質を非常に希にしかグリコシル化せず、酵母、糸状真菌、昆虫及び植
物細胞等の他のタイプの一般的な宿主と同様に、血流からの迅速な排除、望ましくない免
疫相互作用、ある特定の場合では、生物活性の低下に関与するグリコシル化パターンを生
じる。哺乳動物細胞の中で、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞は、最近２０年
間に最も一般的に使用されている。適切なグリコシル化パターンを与えるのに加えて、こ
れらの細胞は、遺伝的に安定で、高度に生産性のクローン細胞系の一貫した産生を可能と
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する。これらは、簡単なバイオリアクター中で、無血清培地を使用して高密度で培養する
ことが可能で、安全かつ再現可能なバイオプロセスの開発を可能にする。他の一般的に使
用される動物細胞は、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、ＮＳ０－及びＳＰ２／０－
マウスミエローマ細胞を含む。より最近では、トランスジェニック動物からの生産もまた
試験されている。（Jenkins等, Nature Biotechnol. 14:975-981(1996)）。
【００５６】
　全ての抗体は、重鎖定常領域の保存位置に炭水化物構造を含み、各アイソタイプは、Ｎ
結合型炭水化物構造の別個のアレイを有し、これらはタンパク質構築、分泌又は機能的活
性に様々に影響する（Wright, A.及びMonison, S.L., Trends Biotech. 15:26-32(1997)
）。結合したＮ結合炭水化物の構造は、プロセシングの度合いに応じてかなり変化し、高
マンノースの多重に分岐した、並びに二分岐複合体オリゴ糖を含みうる。典型的には、特
定のグリコシル化部位で結合したコアオリゴ糖構造の不均一なプロセシングが存在し、モ
ノクローナル抗体であっても複数の糖形態として存在する。同様に、細胞株の間で抗体の
グリコシル化において大きな差異が生じることが示されており、異なる培養条件下で増殖
した与えられた細胞株に対して更に僅かな差異が見られる（Lifely, M.R.等, Glycobiolo
gy 5(8):813-22(1995)）。
【００５７】
　単純な生産プロセスを維持し、有意な望ましくない副作用を潜在的に回避しながら、効
力を大きく増加させる一つの方法は、Umana, P.等, Nature Biotechnol. 17:176-180(199
9)及び米国特許第６６０２６８４号に記載されるように、そのオリゴ糖成分を操作するこ
とにより、モノクローナル抗体の天然の細胞媒介性エフェクター機能を亢進させることで
ある。癌免疫療法において最も一般的に使用される抗体であるＩｇＧ１型抗体は、各ＣＨ
２ドメインのＡｓｎ２９７に保存されたＮ結合型グリコシル化部位を有する糖タンパク質
である。Ａｓｎ２９７に結合した２つの複合した２分岐オリゴ糖は、ＣＨ２ドメイン間に
埋まり、ポリペプチド主鎖との広範な接触を形成し、その存在は、抗体が抗体依存性細胞
傷害性（ＡＤＣＣ）等のエフェクター機能を媒介するのに必須である（Lifely, M.R.等, 
Glycobiology 5:813-822(1995)；Jefferis, R.等, Immunol. Rev. 163:59-76(1998)；Wri
ght, A.及びMorrison, S.L., Trends Biotechnol. 15:26-32(1997)）。
【００５８】
　２分岐オリゴ糖の形成を触媒するグリコシルトランスフェラーゼであるβ（ｌ，４）－
Ｎ－アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼＩＩＩ（「ＧｎＴＩＩＩ」）のチャイニ
ーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞における過剰発現が、操作されたＣＨＯ細胞により生
産される抗神経芽細胞腫キメラモノクローナル抗体（ｃｈＣＨ７）のインビトロＡＤＣＣ
活性を有意に増加させることが既に示されている（その全内容が出典明示によりここに援
用されるUmana, P.等, Nature Biotechnol. 17:176-180(1999)；及び国際公開第９９／１
５４３４２号を参照）。抗体ｃｈＣＥ７は、高い腫瘍親和性及び特異性を有するが、Ｇｎ
ＴＩＩＩ酵素を欠く標準的な工業用細胞株において生産された場合、殆ど効力を有さず臨
床的に有用ではない非コンジュゲートモノクローナル抗体の大きなクラスに属する（Uman
a, P.等, Nature Biotechnol. 17:176-180(1999)）。その研究は、２分岐非フコシル化オ
リゴ多糖を含む、定常領域（Ｆｃ）に結合した２分岐のオリゴ糖の割合の増加をまた引き
起こす、ＧｎＴＩＩＩを発現するように、抗体産生細胞を操作することにより、天然に生
じる抗体に見出されるレベルを超えて、ＡＤＣＣ活性の大幅な増加が達成されうることを
最初に示したものである。
【００５９】
　「ＣＤ２０抗原の発現」なる用語は、腫瘍又は癌のそれぞれに由来し、好ましくは非固
形腫瘍に由来する細胞、好ましくはＢ細胞の細胞表面、より好ましくはＢ細胞にＣＤ２０
抗原の有意なレベルの発現を示すことを意図する。「ＣＤ２０発現癌」の患者は、当該技
術分野で知られている標準的なアッセイにより判定されうる。「ＣＤ２０抗原の発現」は
、自己免疫疾患において、細胞、好ましくはＢ細胞の細胞表面、より好ましくはＢ細胞に
ＣＤ２０抗原の有意なレベルの発現を示すことをまた好ましくは意図する。ＣＤ２０抗原
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の発現は、例えば免疫組織化学（ＩＨＣ）検出、ＦＡＣＳ又は対応するｍＲＮＡのＰＣＲ
に基づく検出を介して測定される。
【００６０】
　「患者」又は「被検体」は本発明に係る症状又は疾患を被っている任意の哺乳動物であ
り、好ましくはヒトである。
【００６１】
　ここで使用される「ＣＤ２０発現癌」なる用語は、好ましくはリンパ腫（好ましくはＢ
細胞非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ））及びリンパ性白血病を意味する。かかるリンパ腫及
びリンパ性白血病には、例えば（ａ）濾胞性リンパ腫、（ｂ）小非切断細胞リンパ腫／バ
ーキットリンパ腫（風土性バーキットリンパ腫、散発性バーキットリンパ腫及び非バーキ
ットリンパ腫を含む）、（ｃ）辺縁帯リンパ腫（節外性辺縁帯Ｂ細胞リンパ腫（粘膜関連
リンパ組織リンパ腫、ＭＡＬＴ）、結節性辺縁帯Ｂ細胞リンパ腫及び脾臓性辺縁帯リンパ
腫を含む）、（ｄ）マントル細胞リンパ腫（ＭＣＬ）、（ｅ）大細胞リンパ腫（Ｂ細胞び
まん性大細胞リンパ腫（ＤＬＣＬ）、びまん性混合細胞リンパ腫、免疫芽球性リンパ腫、
原発性縦隔Ｂ細胞リンパ腫、血管中心性肺Ｂ細胞リンパ腫を含む）、（ｆ）ヘアリーセル
白血病、（ｇ）リンパ性リンパ腫、ワルデンストレームマクログロブリン血症、（ｈ）急
性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、小リンパ性リンパ腫（Ｓ
ＬＬ）、Ｂ細胞前リンパ球性白血病、（ｉ）形質細胞新生物、形質細胞骨髄腫、多発性骨
髄腫、形質細胞腫及び（ｊ）ホジキン病を含む。
【００６２】
　好ましくは、ＣＤ２０発現癌は、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫（ＮＨＬ）である。ＣＤ２
０発現癌の他の例は、マントル細胞リンパ腫（ＭＣＬ）、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）
、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、Ｂ細胞びまん性大細胞リンパ腫（ＤＬＣＬ）、バーキ
ットリンパ腫、ヘアリーセル白血病、濾胞性リンパ腫、多発性骨髄腫、辺縁帯リンパ腫、
移植後リンパ増殖性障害（ＰＴＬＤ）、ＨＩＶ関連リンパ腫、ワルデンストレームマクロ
グロブリン血症、又は原発性ＣＮＳリンパ腫である。
【００６３】
　ここでの「自己免疫疾患」は、個人自身の組織又は器官から、またこれらに対して生じ
る疾患又は障害に関する。自己免疫疾患又は障害の例には、限定されないが、関節炎（関
節リウマチ、若年性関節リウマチ、骨関節炎、乾癬性関節炎)、乾癬、皮膚炎、多発性筋
炎／皮膚筋炎、中毒性上皮性表皮壊死症、全身性硬皮症及び硬化症、炎症性腸疾患と関連
している反応、クローン病、潰瘍性大腸炎、呼吸窮迫症候群、成人呼吸窮迫症候群（ＡＲ
ＤＳ）、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、大腸炎、糸球体腎炎、アレルギー性症状、湿疹、喘
息、Ｔ細胞浸潤及び慢性の炎症性反応を伴う症状、アテローム性動脈硬化症、自己免疫心
筋炎、白血球癒着不全、全身エリテマトーデス（ＳＬＥ）、若年型糖尿病、多発性硬化症
、アレルギー性脳脊髄炎、サイトカイン及びＴリンパ球によって媒介される急性及び遅延
過敏症と関連している免疫反応、結核、類肉腫症、ウェーゲナー肉芽腫症を含む肉芽腫症
、無顆粒球症、脈管炎（ＡＮＣＡを含む）、無形成性貧血、ダイアモンドブラックファン
貧血症、自己免疫溶血性貧血（ＡＩＨＡ）を含む免疫性の溶血性貧血、悪性貧血、赤芽球
癆（ＰＲＣＡ）、第ＶＩＩＩ因子欠乏、血友病Ａ、自己免疫好中球減少症、汎血球減少症
、白血球減少症、白血球血管外遊出を伴っている疾患、中枢神経系（ＣＮＳ）炎症性疾患
、多臓器損傷症候群、重症筋無力症、抗原抗体複合体媒介疾患、抗糸球体基底膜抗体病、
抗リン脂質抗体症候群、アレルギー性神経炎、ベーチェット病、キャッスルマン病、グッ
ドパスチャー症候群、ランバート・イートン筋無力症候群、レイノー症候群、シェーグレ
ン症候群、スティーブンス・ジョンソン症候群、類天疱瘡水疱、天疱瘡、自己免疫多腺性
内分泌障害、腎症、ＩｇＭ多発神経障害又はＩｇＭ媒介神経障害、特発性血小板減少性紫
斑病（ＩＴＰ）、血小板減少性紫斑病（ＴＴＰ）、自己免疫血小板減少、自己免疫性睾丸
炎及び卵巣炎を含む精巣及び卵巣の自己免疫疾患、原発性甲状腺機能低下；自己免疫甲状
腺炎、慢性甲状腺炎（橋本甲状腺炎）、亜急性甲状腺炎、特発性副甲状腺機能低下症、ア
ジソン病、グレーブ病、自己免疫性多腺性症候群（又は多腺性Ｉ型内分泌障害症候群）、
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インシュリン依存性真性糖尿病（ＩＤＤＭ）とも称されるＩ型糖尿病及びシーハン症候群
を含む自己免疫性内分泌疾患；自己免疫肝炎、リンパ系の間質性肺臓炎（ＨＩＶ）、閉塞
性細気管支炎（非移植）対ＮＳＩＰ、ギランバレー症候群、大血管性脈管炎（リウマチ性
多発性筋痛及び巨細胞（高安）動脈炎を含む）、中血管性脈管炎（川崎病及び結節性多発
性動脈炎を含む）、強直性脊椎炎、ベルジェ病（ＩｇＡ腎症）、急速進行性糸球体腎炎、
原発性胆汁性肝硬変、セリアック病（グルテン腸疾患）、クリオグロブリン血症、筋萎縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）、冠状動脈疾患などが含まれる。
【００６４】
　ここで使用される場合、「増殖阻害剤」は、インビトロ又はインビボで細胞、特にＣＤ
２０発現癌細胞の増殖を阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、増殖阻害剤は、
Ｓ期にあるＣＤ２０発現細胞の割合を有意に減少させるものでありうる。増殖阻害剤の例
は、細胞周期の進行を（Ｓ期以外の位置で）ブロックする薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期
停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及び
ビンブラスチン）、タキソール、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソルビシン、エ
ピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。Ｇ１を停止する
薬剤は、Ｓ期停止にも溢流し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、
プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-
フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、"The Molecular Basis of Cance
r", Mendelsohn及びIsrael編, Chapter 1, 表題"Cell cycle reguration, oncogene, and
 antineoplastic drugs", Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特に１３
頁に見出すことができる。
【００６５】
　「治療」は治癒的治療と予防的又は防止的対策の双方を意味する。治療を必要とする者
は疾患を既に持つ者並びに疾患が防止されなければならない者を含む。よって、ここで治
療される患者は、その疾患を有すると診断されたか、又はその疾患の素因があるかもしく
はその疾患に罹りやすい者である。
【００６６】
　ここで使用される「細胞傷害剤」なる用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し、及び／又
は細胞破壊をもたらす物質を意味する。この用語は、放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１

、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ
３２及びＬｕの放射性同位元素）、化学療法剤、及び毒素、例えば小分子毒素又は細菌、
真菌、植物又は動物起源の酵素活性毒素でその断片及び／又は変異体を含むものを含むこ
とを意図する。
【００６７】
　「化学療法剤」は、癌の処置に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例は、アルキ
ル化剤、例えばチオテパ及びシクロホスファミド（ＣＹＴＯＸＡＮ（商標））；アルキル
スルホネート、例えばブスルファン、インプロスルファン及びピポスルファン；アジリジ
ン、例えばベンゾドーパ、カルボコン、メツレドーパ、及びウレドーパ；アルトレタミン
、トリエチレンメラミン、トリエチレンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド、
及びトリメチロールメラミンを含むエチレンイミン及びメチラメラミン（methylamelamin
e）；アセトゲニン（特にブラタシン及びブラタシノン（bullatacinone））；δ－９－テ
トラヒドロカンナビノール（ドロナビノール、ＭＡＲＥＮＯＬ（商標））；β－ラパコン
；ラパコール；コルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン（合成アナログのトポテカン（
ＨＹＣＡＭＴＩＮ（商標））、ＣＰＴ－１１（イリノテカン、ＣＡＭＰＴＯＳＡＲ（商標
））、アセチルカンプトテシン、スコポレクチン（scopolectin）、及び９－アミノカン
プトテシンを含む）；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ－１０６５（そのアドゼレシ
ン、カルゼレシン、及びビゼレシン合成アナログを含む）；ポドフィロトキシン；ポドフ
ィリン酸（podophyllinic acid）；テニポシド；クリプトフィシン（特にクリプトフィシ
ン１及びクリプトフィシン８）；ドラスタチン；デュオカルマイシン（合成アナログＫＷ
－２１８９及びＣＢ１－ＴＭ１を含む）；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコ
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ジクチイン；スポンギスタチン；ナイトロジェンマスタード、例えばクロラムブシル、ク
ロルナファジン、コロホスファミド（cholophosphamide）、エストラムスチン、イホスフ
ァミド、メクロレタミン、塩酸メクロレタミンオキシド、メルファラン、ノブエンビキン
（novembichin）、フェネステリン（phenesterine）、プレドニムスチン、トロホスファ
ミド、ウラシルマスタード；ニトロソ尿素、例えばカルムスチン、クロロゾトシン、フォ
テムスチン、ロムスチン、ニムスチン、及びラニムスチン（ranimnustine）；抗生物質、
例えば、エンジイン抗生物質（例えばカリケアマイシン、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及
びカリケアマイシンωＩ１（例えば、等、Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:183-186 (1
994)を参照））；ダイネマイシンＡを含むダイネマイシン；エスペラマイシン；並びにネ
オカルジノスタチン発色団及び関連色素タンパク質エンジイン抗生物質発色団）、アクラ
シノマイシン、アクチノマイシン、アントラマイシン、アザセリン、ブレオマイシン、カ
クチノマイシン、カラビシン（carabicin）、カルミノマイシン、カルジノフィリン、ク
ロモマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン、６－ジアゾ－５－オ
キソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン（ＡＤＲＩＡＭＹＣＩＮ（商標）、モルホリノ
－ドキソルビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシン
、ドキソルビシンＨＣｌリポソーム注射剤（ＤＯＸＩＬ（商標））、リポソームドキソル
ビシンＴＬＣＤ－９９（ＭＹＯＣＥＴ（商標））、ペグ化リポソームドキソルビシン（Ｃ
ＡＥＬＹＸ（商標））及びデオキシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシ
ン、イダルビシン、マルセロマイシン、マイトマイシン、例えばマイトマイシンＣ、ミコ
フェノール酸、ノガラマイシン、オリボマイシン、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン
（potfiromycin）、ピューロマイシン、クエラマイシン（quelamycin）、ロドルビシン（
rodorubicin）、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス
、ジノスタチン、ゾルビシン；代謝拮抗剤、例えばメトトレキセート、ゲムシタビン（Ｇ
ＥＭＺＡＲ（商標））、テガフール（ＵＦＴＯＲＡＬ（商標））、カペシタビン（ＸＥＬ
ＯＤＡ（商標））、エポチロン、及び５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）；葉酸アナログ
、例えばデノプテリン、メトトレキセート、プテロプテリン、トリメトレキセート；プリ
ンアナログ、例えばフルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン
；ピリミジンアナログン、例えばアンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カル
モフール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、フロク
スウリジン；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプ
レニッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸；アセグラトン；アルドホスファミドグ
リコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン；ベストラブシル；ビサン
トレン；エダトラキセート；デフォファミン；デメコルシン；ジアジコン（diaziquone）
；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エトグルシド(
etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダイニン；メイタンシノ
イド、例えばメイタンシン(maytansine)及びアンサミトシン(ansamitocin)；ミトグアゾ
ン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダンモール（mopidanmol）；ニトラエリン（n
itraerine）；ペントスタチン；フェナメット（phenamet）；ピラルビシン；ロソキサン
トロン（losoxantrone）；２－エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫＬ（商標）多
糖類複合体（ＪＨＳ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）；ラゾキ
サン；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジコン；
２，２’，２”－トリクロロトリエチルアミン；トリコテシン（特にＴ－２毒素、ベラク
リン（verracurin）Ａ、ロリジンＡ及びアングイジン）；ウレタン；ダカルバジン；マン
ノムスチン；ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン（pipobroman）；ガシト
シン；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル
（ＴＡＸＯＬ（商標））、パクリタキセルのアルブミン操作ナノ粒子処方物（ＡＢＲＡＸ
ＡＮＥ（商標））、及びドセタキセル（ＴＡＸＯＴＥＲＥ（商標））；クロラムブシル；
６－チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；白金剤、例えばシスプラチン
、オキサリプラチン、及びカルボプラチン；チューブリン重合化を微小管を形成しないよ
うに妨げるビンカ（ｖｉｎｃａｓ）であって、ビンブラスチン（ＶＥＬＢＡＮ（商標））
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、ビンクリスチン（ＯＮＣＯＶＩＮ（商標））、ビンデシン（ＥＬＤＩＳＩＮＥ（商標）
、ＦＩＬＤＥＳＩＮ（商標））、及びビノレルビン（ＮＡＶＥＬＢＩＮＥ（商標））を含
むもの；エトポシド（ＶＰ－１６）；イフォスファミド；ミトキサントロン；ロイコボリ
ン（leucovovin）；ノバントロン（novantrone）；エダトレキセート（edatrexate）；ダ
ウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロネート；トポイソメラーゼインヒビターＲＦ
Ｓ２０００；ジフルオロメチルオルニチン（ＤＭＦＯ）；レチノイド、例えばレチノイン
酸、例えばベキサロテン（bexarotene）（ＴＡＲＧＲＥＴＩＮ（商標））；ビスホスホネ
ート、例えばクロドロネート（clodronate）（例えばＢＯＮＥＦＯＳ（商標）又はＯＳＴ
ＡＣ（商標））、エチドロネート（etidronate）（ＤＩＤＲＯＣＡＬ（商標））、ＮＥ－
５８０９５、ゾレドロン酸／ゾレドロン酸塩（ＺＯＭＥＴＡ（商標））、アレンドロネー
ト（ＦＯＳＡＭＡＸ（商標））、パミドロネート（ＡＲＥＤＩＡ（商標））、チルドロネ
ート（tiludronate）（ＳＫＥＬＩＤ（商標））、又はリセドロネート（risedronate）（
ＡＣＴＯＮＥＬ（商標））；トロキサシタビン（１，３－ジオキソランヌクレオシドシト
シンアナログ）；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に異常な細胞増殖に関与するシグ
ナル伝達経路で遺伝子の発現を阻害するオリゴヌクレオチド、例えばＰＫＣ－α、Ｒａｆ
、Ｈ－Ｒａｓ及び上皮増殖因子レセプター（ＥＧＦ－Ｒ）；ワクチン、例えばＴＨＥＲＡ
ＴＯＰＥ（商標）ワクチン及び遺伝子治療ワクチン、例えばＡＬＬＯＶＥＣＴＩＮ（商標
）ワクチン、ＬＥＵＶＥＣＴＩＮ（商標）ワクチン、及びＶＡＸＩＤ（商標）ワクチン；
トポイソメラーゼ１インヒビター（例えばＬＵＲＴＯＴＥＣＡＮ（商標））；ｒｍＲＨ（
例えばＡＢＡＲＥＬＩＸ（商標））；ＢＡＹ４３９００６（ソラフェニブ；Ｂａｙｅｒ）
；ＳＵ－１１２４８（Ｐｆｉｚｅｒ）；ペリフォシン（perifosine）、ＣＯＸ－２インヒ
ビター（例えば、セレコキシブ又はエトリコキシブ）、プロテオソームインヒビター（例
えば、ＰＳ３４１）；ボルテゾミブ（ＶＥＬＣＡＤＥ（商標））；ＣＣＩ－７７９；ティ
ピファルニブ（tipifarnib）（Ｒ１１５７７）；オラフェニブ、ＡＢＴ５１０；Ｂｃｌ－
２インヒビター、例えばオブリマーセンナトリウム（oblimersen sodium）（ＧＥＮＡＳ
ＥＮＳＥ（商標））；ピクサントロン；ＥＧＦＲインヒビター（以下の定義を参照）；チ
ロシンキナーゼインヒビター（以下の定義を参照）；及び任意の上記のものの薬学的に許
容可能な塩、酸又は誘導体；並びに上記の二以上の組合せ、例えば、シクロホスファミド
、ドキソルビシン、ビンクリスチン及びプレドニゾロンの併用療法についての略号である
ＣＨＯＰ（場合によっては更にインターフェロン－αを含む（ＣＨＶＰ／インターフェロ
ン－α））、オキサリプラチン（ＥＬＯＸＡＴＩＮ（商標））と５－ＦＵ及びロイコボリ
ン（leucovovin）とを併用した治療レジメンの略号であるＦＯＬＦＯＸ、ＣＶＰ（シクロ
ホスファミド、ビンクリスチン、及びプレドニゾロン）、ＭＣＰ（ミトザントロン、クロ
ラムブシル及びプレドニゾロン）、ＦＣ（フルダラビン及びシクロホスファミド）、ＩＣ
Ｅ（イフォスファミド、カルボプラチン、及びエトポシド）、及びデキサメタゾン、シタ
ラビン、及びシスプラチン（ＤＨＡＰ）、デキサメタゾン、ドキソルビシンリポソーム、
及びビンクリスチン（ＤＶＤ）等を含む。
【００６８】
　「抗血管形成剤」は、血管の発達をある程度まで遮断し又は妨害する化合物を意味する
。抗血管形成因子は、例えば、血管形成の促進に関与する増殖因子又は増殖因子レセプタ
ーに結合する低分子又は抗体でありうる。ここでの好ましい抗血管形成因子は、ベバシズ
マブ（ＡＶＡＳＴＩＮ（商標））等の血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）に結合する抗体であ
る。
【００６９】
　「サイトカイン」なる用語は、細胞間媒介物質として別の細胞に作用するある細胞集団
によって放出されるタンパク質に対する総称である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインの中
に含まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ－メチオニルヒト成長ホル
モン、及びウシ成長ホルモン、副甲状腺ホルモン、チロキシン、インスリン、プロインス
リン、レラキシン；プロレラキシン、糖タンパク質ホルモン、例えば卵胞刺激ホルモン（
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ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体形成ホルモン（ＬＨ）、肝増殖因子
；線維芽細胞増殖因子、プロラクチン、胎盤ラクトゲン、腫瘍壊死因子α及びβ、ミュラ
ー管抑制物質、マウス性腺刺激ホルモン関連ペプチド、インヒビン；アクチビン、血管内
皮増殖因子、インテグリン、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、ＮＧＦ－β等の神経増殖因子
、血小板増殖因子；ＴＧＦ－α及びＴＧＦ－β等のトランスフォーミング増殖因子（ＴＧ
Ｆ）、インスリン様増殖因子－Ｉ及び－ＩＩ、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、骨誘導因子
；インターフェロン－α、－β、及び－γ等のインターフェロン、コロニー刺激因子（Ｃ
ＳＦ）、例えばマクロファージＣＳＦ（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファージＣＳＦ（Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ）、及び顆粒球ＣＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）、インターロイキン（ＩＬｓ）、例えば
、ＩＬ－１、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－
７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－α又はＴＮＦ
－β等の腫瘍壊死因子、及びＬＩＦ及びｋｉｔリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド
因子である。ここで使用される場合、サイトカインなる用語は、天然源由来又は組換え細
胞培養由来のタンパク質、及び天然配列サイトカインの生物学的に活性な等価物を含む。
【００７０】
　「有効量」なる用語は、所望される効果をもたらす量を意味する。本発明に係るヒアル
ロニダーゼ酵素のような製剤成分の場合、有効量は、抗ＣＤ２０抗体が上に概説したよう
に治療的に効果的な形で作用することができるように同時投与された抗ＣＤ２０抗体の分
散及び吸収を増加させるのに必要な量である。医薬物質の場合には、それは、患者の疾患
を治療するのに効果的な活性成分の量である。疾患が癌である場合、有効量の薬剤により
、癌細胞の数が減少し得；腫瘍の大きさが小さくなり得；周辺臓器への癌細胞の浸潤が阻
害され得（すなわち、ある程度ゆっくりになり、好ましくは停止する）；腫瘍の転移が阻
害され得（すなわち、ある程度ゆっくりになり、好ましくは停止する）；腫瘍の増殖があ
る程度阻害され得；及び／又は癌に関連した症状の一又は複数がある程度軽減され得る。
薬剤が、存在する癌細胞の増殖を妨げるか、及び／又は殺傷し得る範囲で、それは細胞増
殖抑制性及び／又は細胞傷害性であり得る。有効量により、無増悪生存が延長し、他覚的
応答（一部寛解（ＰＲ）又は完全寛解（ＣＲ）を含む）が生じ、全生存時間が増加し、及
び／又は癌の一又は複数の症状が改善され得る。
【００７１】
　「薬学的製剤」なる用語は、活性成分の生物学的活性が効果的であることを許容する形
態であり、その製剤が投与されるであろう被検体に許容できない程に毒性である更なる成
分を含まない調製物を意味する。そのような製剤は無菌である。
【００７２】
　「滅菌」製剤は無菌的であるか又はあらゆる生きている微生物及びその胞子を含まない
。
【００７３】
　「安定」製剤は、例えば２－８℃のような意図された保存温度での保存時にその中の全
てのタンパク質が本質的にその物理的安定性及び／又は化学的安定性及び／又は生物学的
活性を保持するものである。好ましくは、その製剤は、保存時に本質的にその物理的及び
化学的安定性、並びにその生物学的活性を保持する。保存期間は一般にその製剤の意図さ
れた有効期間に基づき選択される。更に、製剤は好ましくは製剤の凍結（例えば－２０℃
まで）及び解凍後、例えば１又はより多くのサイクルの凍結解凍後に安定である。タンパ
ク質の安定性を測定するための様々な分析技法が当該技術分野で利用でき、例えば、Pept
ide and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee編, Marcel Dekker, Inc., New 
York, New York, Pubs. (1991)及びJones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (199
3)に概説されている。選択された温度で選択された期間、安定性を測定することができる
。安定性は、（例えば、分子ふるいクロマトグラフィーを用いた、濁度を測定することに
よる、及び／又は視覚検査による）凝集体形成の評価；カチオン交換クロマトグラフィー
又はキャピラリーゾーン電気泳動を用いて電荷不均一性を評定することによる；還元抗体
とインタクトな抗体を比較するＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析；抗体の生物学的活性又は抗原結合
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機能を評価することを含む多様な異なる方法で定性的及び／又は定量的に評価することが
できる。不安定性は、凝集、脱アミド（例えばＡｓｎ脱アミド）、酸化（例えばＭｅｔ酸
化）、異性化（例えばＡｓｐ異性化）、クリッピング／加水分解／断片化（例えば、ヒン
ジ領域断片化）、スクシンイミド形成、不対システイン等の何れか一又は複数を伴うこと
がある。
【００７４】
　本発明に従って使用される抗体の治療用製剤は、所望の純度を有する抗体を任意の薬学
的に許容可能な担体、賦形剤又は安定剤と混合することによって凍結乾燥製剤又は水溶液
の形態で、貯蔵のために調製される(Remington's Pharmaceutical Sciences 16版, Osol,
 A.編(1980))。許容可能な担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度でレ
シピエントに非毒性である。
【００７５】
　ここで使用される「界面活性剤」なる用語は、薬学的に許容され得る界面活性剤を示す
。本発明の製剤において、界面活性剤の量は、重量／容量で表現される百分率で記載され
る。最も一般的に使用される重量／容量単位はｍｇ／ｍＬである。薬学的に許容可能な界
面活性剤の適切な例は、ポリエチレン－ソルビタン脂肪酸エステル（Ｔｗｅｅｎ）、ポリ
エチレン－ポリプロピレングリコール、ポリオキシエチレン－ステアレート、ポリオキシ
エチレンアルキルエーテル、例えばポリオキシエチレンモノラウリルエーテル、アルキル
フェニルポリオキシ－エチレンエーテル（Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ）、ポリオキシエチレン－ポ
リオキシプロピレン共重合体（Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ）、及びドデシル
硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）を含む。最も適切なポリオキシエチレンソルビタン－脂肪酸エ
ステルは、ポリソルベート２０（商標Ｔｗｅｅｎ２０（商標）の下に販売）及びポリソル
ベート８０（商標Ｔｗｅｅｎ８０（商標）の下に販売）である。最も適切なポリエチレン
－ポリプロピレン共重合体は、名称プルロニック（Ｐｌｕｒｏｎｉｃ）（登録商標）Ｆ６
８またはポロキサマー（Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ）１８８（商標）の下に販売されているもの
である。好ましいポリオキシエチレン－ステアレートは、商標Ｍｙｒｊ（商標）の下に販
売されているものである。最も適切なポリオキシ－エチレンアルキルエーテルは、商標Ｂ
ｒｉｊ（商標）の下に販売されているものである。最も適切なアルキルフェノールポリ－
オキシエチレンエーテルは商品名Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘで販売されている。
【００７６】
　ここで使用される「バッファー」なる用語は薬学的に許容可能なバッファーを示す。こ
こで使用される場合、「５．５±２．０のｐＨを与える緩衝剤」とは、それを含有する溶
液がその酸／塩基共役成分の作用によってｐＨ変化に抵抗することをもたらす薬剤を意味
する。本発明に係る適切な薬学的に許容可能なバッファーは、限定しないが、ヒスチジン
バッファー、シトレートバッファー、グルコネートバッファー、スクシネートバッファー
、アセテートバッファーグリシルルリシン及び他の有機酸バッファー、及びホスフェート
バッファーを含む。好ましいバッファーは、等張剤と当該技術分野で知られている酸又は
塩基での潜在的なｐＨ調整を含む、Ｌ－ヒスチジン又はＬ－ヒスチジン塩酸塩とのＬ－ヒ
スチジンの混合物を含む。
【００７７】
　「ヒスチジンバッファー」はアミノ酸ヒスチジンを含有するバッファーである。ヒスチ
ジンバッファーの例は、塩化ヒスチジン、酢酸ヒスチジン、リン酸ヒスチジン、硫酸ヒス
チジンを含む。ここでの実施例において特定された好ましいヒスチジンバッファーは、塩
化ヒスチジンバッファーであることが見出された。好ましい実施態様では、塩化ヒスチジ
ンバッファーは、Ｌ－ヒスチジン（遊離塩基、固形）を希塩酸で滴定することによって、
又は定まった量及び比でＬ－ヒスチジンとＬ－ヒスチジン塩酸塩（例えば一水和物として
）を溶解することにより、調製される。
【００７８】
　「等張」とは対象の製剤がヒト血液と本質的に同じ浸透圧を有していることを意味する
。等張製剤は一般に～３００ｍＯｓｍ／ｋｇの浸透圧を有するであろう。等張性は蒸気圧
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又は凝固点降下型浸透圧計を使用して測定できる。
【００７９】
　ここで使用される「等張剤」なる用語は、薬学的に許容され得る等張剤を示す。等張剤
は等張製剤を提供するために使用される。等張製剤は、液体又は固体形態（例えば、凍結
乾燥形態）から再構成された液体であり、生理食塩溶液及び血清のような、それが比較さ
れる所定の他の溶液と同じ浸透圧を有する溶液を示す。適切な等張剤は、限定するもので
はないが、塩（限定するものではないが、塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）又は塩化カリウム
を含む）、糖（限定するものではないが、グルコース、スクロース、トレハロース又はグ
リセリンを含む）及びアミノ酸、糖、塩及びその組み合わせの群からの任意の成分を含む
。等張剤は、一般に、約５ｍＭから約３５０ｍＭの全量で使用される。
【００８０】
　本発明に係る製剤に関連してここで使用される「液体」なる用語は、少なくとも約２か
ら約８℃の温度で液体である製剤を示す。
【００８１】
　本発明に係る製剤に関連してここで使用される「凍結乾燥」なる用語は、製剤を凍結さ
せ、ついで氷を凍結内容物から当該技術分野において知られている任意の凍結乾燥方法、
例えば、市販の凍結乾燥装置によって昇華させることによって乾燥された製剤を示す。
【００８２】
　ここで使用される「塩」なる用語は、約１ｍＭから約５００ｍＭの量の塩を示す。塩の
非限定的な例は、カチオンであるナトリウム、カリウム、カルシウム又はマグネシウムの
、アニオンである塩化物、リン酸、クエン酸、コハク酸、硫酸又はその混合物との任意の
組み合わせの塩を含む。
【００８３】
　 ここで使用される「アミノ酸」なる用語は、限定するものではないが、アルギニン、
グリシン、オルニチン、グルタミン、アスパラギン、リジン、ヒスチジン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、イソロイシン、ロイシン、アラニン、フェニルアラニン、チロシン、
トリプトファン、メチオニン、セリン及びプロリンを含む約１から約１００ｍｇ／ｍＬの
量のアミノ酸を示す。
【００８４】
　ここでの「糖」は、単糖、二糖類、三糖類、多糖類、糖アルコール、還元糖、非還元糖
等を含む一般組成(ＣＨ２Ｏ)ｎ及びその誘導体を含む。ここでの糖の例は、グルコース、
スクロース、トレハロース、ラクトース、フルクトース、マルトース、メリビオース、メ
レジトース、ラフィノース、マンノトリオース、スタキオース、マルトース、ラクツロー
ス、マルツロース、グリシトール、マルチトール、ラクチトール、イソ－マルツロース等
を含む。本発明に係る定義にまた含まれるのは、グルコサミン、Ｎ－メチルグルコサミン
（いわゆる「メグルミン」）、ガラクトサミン及びノイラミン酸及び本発明に係る糖の組
み合わせである。ここでの好ましい糖は非還元二糖、例えばトレハロース又はスクロース
である。本発明に係る最も好ましい糖はトレハロースである。
【００８５】
　「安定剤」なる用語は、例えば、限定するものではないが、上記のセクションに記載さ
れたようなアミノ酸及び糖、並びに当該技術分野において知られている任意の種類及び分
子量の市販のデキストランのような薬学的に許容可能な安定剤を意味する。
【００８６】
　「抗酸化剤」なる用語は、薬学的に許容可能な抗酸化剤を意味する。これは、メチオニ
ン、ベンジルアルコール又は酸化を最小化するために使用される任意の他の賦形剤のよう
な賦形剤を含みうる。
【００８７】
　例えば癌に適用される場合の「治療方法」なる用語又はその均等語は、患者における癌
細胞の数を低下させるか又は除去するように、又は癌の症候を軽減するように設計された
作用の過程又は手順を意味する。癌又は別の増殖性疾患の「治療方法」は、癌細胞又は他
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の疾患が実際に除去されること、細胞の数又は疾患が実際に低下されること、又は癌アハ
他の疾患の症候が実際に軽減されることを必ずしも意味しない。しばしば、癌の治療方法
は、患者の病歴及び推定される生存余命が与えられても、それにもかかわらず全体的な有
益な作用の過程を誘導すると見なされる低い成功の可能性でさえ、実施される。
【００８８】
　従って、本発明によって解決される課題は、皮下注射のための薬学的に活性な抗ＣＤ２
０抗体又はそのような抗体分子の混合物の新規で高度に濃縮された安定な薬学的製剤を提
供することである。そのような製剤は、多くの量の抗ＣＤ２０抗体又はその混合物に加え
て、緩衝剤、安定剤又は二以上の安定剤の混合物、非イオン性界面活性剤及び有効量の少
なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素を含有する。高度に濃縮された抗体製剤の調製は、高
いタンパク質濃度での粘度の潜在的な増加及びそれ自体が濃度依存性である現象であるタ
ンパク質凝集の潜在的増加のため、やりがいがある。高粘度は抗体製剤のプロセス能力（
例えばポンプ移送及び濾過工程）及び投与（例えばシリンジ能力）にマイナスの影響を与
える。賦形剤の添加により、幾つかの例では高粘度を減少させることができた。タンパク
質の凝集の制御及び分析は困難性が増す。凝集には、発酵、精製、製剤化及び保存中を含
む製造プロセスの様々な工程において潜在的に遭遇する。異なった因子、例えば温度、タ
ンパク質濃度、撹拌ストレス、凍結及び解凍、溶媒及び界面活性剤効果、及び化学修飾が
治療用タンパク質の凝集挙動に影響を及ぼすかも知れない。高度に濃縮された抗体製剤の
開発の間、タンパク質の凝集傾向がモニターされ、様々な賦形剤及び界面活性剤の添加に
よって制御されなければならない[Kiese S.等, J. Pharm. Sci., 2008; 97(10); 4347-43
66]。
【００８９】
　第一の態様では、本発明は、非経口投与のための薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体又はそ
のような抗体分子の混合物の高度に濃縮された安定な薬学的製剤を提供する。好ましくは
、投与経路は、ボーラスとしての静脈内投与又は所定期間にわたる連続注入、筋肉内、腹
腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑液内、又はクモ膜下腔内経路による。抗体の静脈内又
は皮下投与が好ましい；皮下注射は最も好ましい。上に記載したように、本質的に粒子を
含まない抗ＣＤ２０抗体の高度に濃縮された安定な薬学的製剤を生成することは全く些細
なことではない。該製剤が皮下投与を意図した場合、好ましい実施態様では、該製剤はヒ
アルロニダーゼ酵素と組み合わされる。
【００９０】
　より詳細には、本発明の薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体製剤の高度に濃縮された安定な
薬学的製剤は、
　－　約２０から３５０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；
　－　５．５±２．０のｐＨを与える約１から１００ｍＭの緩衝剤；
　－　約１から５００ｍＭの安定剤又は二以上の安定剤の混合物（これによって、場合に
よってはメチオニンが、例えば５から２５ｍＭの濃度で、第二の安定剤として存在する）
；
　－　０．０１から０．１％の非イオン性界面活性剤；及び
　－　有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素
を含有する。
【００９１】
　本発明の薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体製剤の高度に濃縮された安定な薬学的製剤は液
体形態で提供され得、又は凍結乾燥形態で提供されうる。再構成された製剤中の抗体濃度
は、凍結乾燥製剤の再構成によって増加させ、凍結乾燥工程前における混合物中のタンパ
ク質濃度より約２－４０倍多いタンパク質濃度を再構成製剤中に与えることができる。
【００９２】
　好ましい抗ＣＤ２０抗体濃度は、５０から１５０ｍｇ／ｍｌ、より好ましくは７５から
１５０ｍｇ／ｍｌ、更により好ましくは１２０±２０ｍｇ／ｍｌ、最も好ましくは約１２
０ｍｇ／ｍｌである。
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【００９３】
　緩衝剤の好ましい濃度は、１から５０ｍＭ、より好ましくは１０から３０ｍＭであり；
最も好ましい濃度は約２０ｍＭである。様々な緩衝剤が上に概説されたように当業者に知
られている。好ましい緩衝剤は、ヒスチジンバッファー、酢酸バッファー、及びクエン酸
バッファーからなる群から選択され、最も好ましくはＬ－ヒスチジン／ＨＣｌバッファー
である。本発明に係るヒスチジンバッファーは約１ｍＭから約５０ｍＭ、好ましくは約１
０ｍＭから約３０ｍＭ、更により好ましくは約２０ｍＭの量で使用される。本発明に係る
酢酸バッファーは好ましくは約１０ｍＭから約３０ｍＭ、最も好ましくは約２０ｍＭであ
る。本発明に係るクエン酸バッファーは好ましくは約１０ｍＭから約３０ｍＭ、最も好ま
しくは約２０ｍＭである。
【００９４】
　使用されるバッファーとは独立して、ｐＨは約４．５から約７．０、好ましくは約５．
５から約６．５を含む値に調整され、また好ましくは５．５、６．０、６．１及び６．５
からなる群から選択される。このｐＨは当該技術分野で知られた酸又は塩基を用いた調節
によって、又はバッファー成分の十分な混合物を使用して、又は双方によって得ることが
できる。
【００９５】
　安定剤（本特許明細書において「安定化剤」なる用語と同義に使用される）は、好まし
くは、塩、炭水化物、糖及びアミノ酸からなる群から選択され、より好ましくは炭水化物
又は糖、より好ましくは薬学的製剤における適切な添加剤又は賦形剤として当局によって
認められている糖、最も好ましくはα，α－トレハロース二水和物、ＮａＣｌ及びメチオ
ニンからなる群から選択される。安定剤の好ましい濃度は、１５から２５０ｍＭ、又はよ
り好ましくは１５０から２５０ｍＭである。最も好ましくは、約２１０ｍＭの濃度である
。製剤は二次安定剤を含み得、この二次安定剤は、好ましくは５から２５ｍＭの濃度、よ
り好ましくは５から１５ｍＭの濃度での好ましくはメチオニンである。最も好ましいメチ
オニン濃度は約１０ｍＭである。
【００９６】
　非イオン性界面活性剤は好ましくはポリソルベートであり、より好ましくはポリソルベ
ート２０、ポリソルベート８０及びポリエチレン－ポリプロピレン共重合体の群から選択
される。非イオン性界面活性剤の濃度は、０．０１から０．１％（ｗ／ｖ）、又は０．０
２から０．０８％（ｗ／ｖ）、好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ）、最も好ま
しくは約０．０６％（ｗ／ｖ）である。
【００９７】
　ここで使用される「糖」なる用語は、約２５ｍＭから約５００ｍＭの量で使用される薬
学的に許容可能な糖を示す。好ましくは、１００から３００ｍＭである。より好ましくは
１８０から２４０ｍＭである。最も好ましくは２１０ｍＭである。
【００９８】
　ヒアルロニダーゼ酵素の濃度は、本発明に係る製剤の調製に使用される実際のヒアルロ
ニダーゼ酵素に依存する。ヒアルロニダーゼ酵素の有効量は、以下の開示に更に基づいて
当業者が容易に決定することができる。それは、同時投与される抗ＣＤ２０抗体の分散及
び吸収の増加が可能であるように十分な量で提供されなければならない。ヒアルロニダー
ゼ酵素の有効量は好ましくは約１０００から１６０００Ｕ／ｍｌであり、該量は、１００
０００Ｕ／ｍｇの推定された比活性に基づき、約０．０１ｍｇから０．１６ｍｇのタンパ
ク質に対応する。ヒアルロニダーゼ酵素の好ましい濃度は、約１５００から１２０００Ｕ
／ｍｌである。より好ましくは約２０００Ｕ／ｍｌ又は約１２０００Ｕ／ｍｌの濃度であ
る。これまでに特定された量は、製剤に最初に添加されるヒアルロニダーゼ酵素の量に対
応する。ヒアルロニダーゼ酵素濃度は、組み合わされた最終製剤として、又は以下に更に
概説されるように、例えば共製剤として、同時投与で使用するために存在する。本発明に
係る製剤に対する重要な問題は、それが使用準備が整った、及び／又は注入される時点で
、それが添付の特許請求の範囲に記載された組成を有していることである。
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【００９９】
　ヒアルロニダーゼ酵素は、動物、ヒト試料から誘導され得、又は更に以下に記載される
組換えＤＮＡ技術に基づいて製造される。
【０１００】
　より詳細には、本発明に係る高度に濃縮された安定な薬学的製剤は次の好ましい組成の
一つを有する：
　ａ）　好ましくはリツキシマブ、オクレリズマブ又はＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞である１
００から１５０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；１から５０ｍＭのヒスチジンバッファー、
好ましくは約５．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌ；１５から２５０ｍＭの好ましくは
α，α－トレハロース二水和物である安定剤と場合によっては５から２５ｍＭの濃度の第
二安定剤としてのメチオニン；好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ）の、ポリソ
ルベート２０及びポリソルベート８０の群から選択される非イオン性界面活性剤と場合に
よっては１０００から１６０００Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵素、好ましくはｒＨｕＰ
Ｈ２０、最も好ましくは２０００Ｕ／ｍｌ又は１２０００Ｕ／ｍｌの濃度のもの。
　ｂ）　好ましくはリツキシマブ、オクレリズマブ又はＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞である１
２０±２０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；１０から３０ｍＭ、好ましくは２０ｍＭのヒス
チジンバッファー、好ましくは約５．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌ；１５０から２
５０ｍＭ、好ましくは２１０ｍＭの好ましくはα，α－トレハロース二水和物である安定
剤と場合によっては５から２５ｍＭ、好ましくは５から１５ｍＭ、最も好ましくは１０ｍ
Ｍの濃度の第二安定剤としてのメチオニン；好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ
）の、ポリソルベート２０及びポリソルベート８０の群から選択される非イオン性界面活
性剤と場合によっては１０００から１６０００Ｕ／ｍｌ、好ましくは１５００から１２０
００Ｕ／ｍｌ、最も好ましくは２０００Ｕ／ｍｌ又は１２０００Ｕ／ｍｌのヒアルロニダ
ーゼ酵素、好ましくはｒＨｕＰＨ２０。
　ｃ）　好ましくはリツキシマブ、オクレリズマブ又はＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞である１
２０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；１０から３０ｍＭ、好ましくは２０ｍＭのヒスチジン
バッファー、好ましくは約５．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌ；１５０から２５０ｍ
Ｍ、好ましくは２１０ｍＭの好ましくはα，α－トレハロース二水和物である安定剤と場
合によっては５から２５ｍＭ、好ましくは５から１５ｍＭ、最も好ましくは１０ｍＭの濃
度の第二安定剤としてのメチオニン；好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ）の、
ポリソルベート２０及びポリソルベート８０の群から選択される非イオン性界面活性剤と
場合によっては１０００から１６０００Ｕ／ｍｌ、好ましくは１５００から１２０００Ｕ
／ｍｌ、最も好ましくは２０００Ｕ／ｍｌ又は１２０００Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵
素、好ましくはｒＨｕＰＨ２０。
　ｄ）　１２０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体、好ましくはリツキシマブ；２０ｍＭのヒス
チジンバッファー、好ましくは約５．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌ；２１０ｍＭの
α，α－トレハロース二水和物と場合によっては１０ｍＭの濃度の第二安定剤としてのメ
チオニン；好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ）の、ポリソルベート２０及びポ
リソルベート８０の群から選択される非イオン性界面活性剤と場合によっては２０００Ｕ
／ｍｌ又は１２０００Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵素、好ましくはｒＨｕＰＨ２０。
　ｅ）　１２０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体、好ましくはリツキシマブ；２０ｍＭのヒス
チジンバッファー、好ましくは約５．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌ；２１０ｍＭの
α，α－トレハロース二水和物と場合によっては第二安定剤としての１０ｍＭのメチオニ
ン；好ましくは０．０２から０．０６％（ｗ／ｖ）の、ポリソルベート２０及びポリソル
ベート８０の群から選択される非イオン性界面活性剤と、場合によっては２０００Ｕ／ｍ
ｌ又は１２０００Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵素、好ましくはｒＨｕＰＨ２０を含有す
る凍結乾燥製剤。
【０１０１】
　約３０ｍｇ／ｍｌから３５０ｍｇ／ｍｌ、例えば約３０ｍｇ／ｍｌから１００ｍｇ／ｍ
ｌ（約３０ｍｇ／ｍｌ、約５０ｍｇ／ｍｌ又は約１００ｍｇ／ｍｌを含む）のオクレリズ
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マブ（例えばヒト化２Ｈ７．ｖ１６）；５．５±２．０のｐＨ（例えばｐＨ５．３）を与
える約１から１００ｍＭの緩衝剤（例えば酢酸ナトリウム）；約１５から２５０ｍＭの安
定剤又は二以上の安定剤の混合物（トレハロース、例えば約８％のトレハロース二水和物
を含む）；約０．０１から０．１％（ｗ／ｖ）の非イオン性界面活性剤；及び場合によっ
ては有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素（例えばｒｈＨＵＰＨ２０）を、好ま
しくは約１５００Ｕ／ｍｌから約１２０００Ｕ／ｍｌの量で含有する薬学的に活性な抗Ｃ
Ｄ２０抗体の安定な薬学的製剤が提供される。
【０１０２】
　少量の可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰｓ）を使用することによ
って治療用タンパク質及び抗体の皮下注射を容易にすることが提案されている；国際公開
第２００６／０９１８７１号を参照。そのような可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質の
添加（組み合わせ製剤として又は同時投与によっての何れかで）が、皮下組織中への治療
薬の投与を容易にすることが示されている。細胞外空間中にヒアルロナンＨＡを迅速に脱
重合させることによって、ｓＨＡＳＥＧＰは間質の粘度を減少させ、それによって水伝導
性を増加させ、皮下組織中に安全かつ快適に投与される大きな体積を可能にする。減少し
た間質粘度を介してｓＨＡＳＥＧＰによって誘導される増加した水伝導性は大きな分散を
可能にし、潜在的にＳＣ投与される治療薬の全身性バイオアベイラビリティを潜在的に増
加させる。
【０１０３】
　よって、可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質を含有する本発明の高度に濃縮された安
定な薬学的製剤は皮下注射に特に適している。抗ＣＤ２０抗体及び可溶性ヒアルロニダー
ゼ糖タンパク質を含有するそのような製剤は一つの単一の組み合わせ製剤の形態で又は別
法では皮下注射の直前に混合することができる二つの別個の製剤の形態での投与のために
提供されうることは当業者によって明らかに理解される。別法では、抗ＣＤ２０抗体及び
可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質は、好ましくは互いに直ぐ隣接している部位に身体
の異なった部位に、別個の注射剤として投与されうる。例えば最初に可溶性ヒアルロニダ
ーゼ糖タンパク質と続く抗ＣＤ２０抗体製剤の注射の、連続した注射剤として本発明に係
る製剤中に存在している治療剤を注射することがまたできる。これらの注射はまた逆の順
序で、つまり抗ＣＤ２０抗体製剤の最初の注射と続く可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク
質の注射によって、実施されうる。抗ＣＤ２０抗体及び可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパ
ク質が別個の注射剤として投与される場合、タンパク質の一方又は双方には、緩衝剤、安
定剤及び非イオン性界面活性剤が添付の特許請求の範囲に特定された濃度で提供されなけ
ればならないがヒアルロニダーゼ酵素は除外される。ついで、ヒアルロニダーゼ酵素は、
例えば約６．５のｐＨのＬ－ヒスチジン／ＨＣｌバッファー、１００から１５０ｍＭのＮ
ａＣｌ及び０．０１から０．１％（ｗ／ｖ）のポリソルベート２０又はポリソルベート８
０中に提供されうる。好ましい実施態様では、抗ＣＤ２０抗体は、添付の特許請求の範囲
に特定された濃度で緩衝剤、安定剤及び非イオン性界面活性剤と共に提供される。
【０１０４】
　上に記載したように、可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質は抗ＣＤ２０製剤における
更なる賦形剤であると考えられうる。可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質は、抗ＣＤ２
０製剤の製造時に抗ＣＤ２０製剤に加えられ得、又は注射の直ぐ前に添加されうる。別法
では、可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質は別個の注射剤として提供されうる。後者の
場合、可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質は、皮下注射がなされる前に適切な希釈剤で
再構成されなければならない凍結乾燥形態で別個のバイアルで提供されうるか、又は製造
者によって液体製剤として提供されうる。抗ＣＤ２０製剤及び可溶性ヒアルロニダーゼ糖
タンパク質は別個の物として入手されうるか、又は注射成分とその皮下投与のための適切
な指図書の双方を含みキットとしてまた提供されうる。製剤の一又は双方の再構成及び／
又は投与のための適切な指図書がまた提供されうる。
【０１０５】
　従って、本発明は、注射成分とその皮下投与のための適切な指図書の双方を含むキット
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の形態で、薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体又はかかる抗体の混合物及び適切な量の少なく
とも一のヒアルロニダーゼ酵素の高度に濃縮された安定な薬学的製剤からなる薬学的組成
物をまた提供する。
【０１０６】
　本発明の更なる態様は、本発明に係る高度に濃縮された安定な薬学的製剤を含む注射デ
バイスに関する。そのような製剤は薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体又はそのような抗体分
子の混合物及び以下に概説される適切な賦形剤からなり得、組み合わせ製剤として又は同
時投与のための別個の製剤として可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質を更に含みうる。
【０１０７】
　様々な抗ＣＤ２０抗体が従来から知られている。そのような抗体は好ましくはモノクロ
ーナル抗体である。それらはいわゆるキメラ抗体、ヒト化抗体又は完全なヒト抗体の何れ
かでありうる。それらは、そのような抗体又は断片のアミノ酸配列変異体及び／又は糖鎖
付加変異体を含む完全長抗ＣＤ２０抗体；同じ生物学的活性を有する抗ＣＤ２０抗体断片
でありうる。ヒト化抗ＣＤ２０抗体の例はリツキシマブ、オクレリズマブ及びアフツズマ
ブ（ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞）のＩＮＮ名で知られている。最も成功した治療用抗ＣＤ２
０抗体は、ＭＡＢＴＨＥＲＡ（商標）又はリツキサン（商標）の商品名でジェネンテック
社及びエフ・ホフマン－ラ・ロシュ社によって販売されているリツキシマブである。
【０１０８】
　ここで定義される抗ＣＤ２０抗体は、好ましくはリツキシマブ（例えばAnderson等の米
国特許第７３８１５６０号及び欧州特許第２０００１４９Ｂ１号、例えば図４及び５を参
照）、オクレリズマブ（国際公開第２００４／０５６３１２号に開示）及び国際公開第２
００６／０８４２６４号（例えば表１及び２に開示された変異体）、好ましくは変異体ｖ
．１６又はｖ．１１４又はｖ．５１１及びアフツズマブ（ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞；国際
公開第２００５／０４４８５９号を参照）の群から選択される。最も好ましい抗ＣＤ２０
抗体はリツキシマブである。「リツキシマブ」、「オクレリズマブ」及び「アフツズマブ
」（ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞）なる用語は、合衆国、欧州及び日本からなる群から選択さ
れる国又は領域において同一又はバイオシミラー品として市販の認可を得るのに必要な要
件を満たす全ての対応する抗ＣＤ２０抗体を包含する。リツキシマブは米国特許第７３８
１５６０号及び欧州特許第２０００１４９Ｂ１号に定義されたＣＤＲ領域を有している。
【０１０９】
　多くの可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質が従来から知られている。そのような可溶
性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質の機能、作用機序及び性質を更に定義するために、次の
背景情報が提供される。
【０１１０】
　ＳＣ（皮下組織）間質マトリックスは、グリコサミノグリカンの粘弾性ゲル内に埋め込
まれた線維性タンパク質の網目構造からなる。ヒアルロナン（ＨＡ）、つまり非硫酸化反
復線形二糖類は、ＳＣ組織の顕著なグリコサミノグリカンである。ＨＡは、高分子量のメ
ガダルトンの粘性ポリマーとして線維芽細胞によって間質中に分泌され、続いてリソソー
ムヒアルロニダーゼ及びエキソグルコシダーゼの作用を通してリンパ及び肝臓において局
所的に分解される。体内のおよそ５０％のヒアルロナンがＳＣ組織によって産生され、そ
こで、およそ０．８ｍｇ／ｇｍの湿重量組織で見出される[Aukland K.及びReed R., “In
terstitial-Lymphatic Mechanisms in the control of Extracellular Fluid Volume”, 
Physiology Reviews”, 1993; 73:1-78]。平均７０ｋｇの成人は１５グラムのＨＡを含ん
でおり、その３０パーセントが毎日代謝回転する（合成され、分解される）と推定される
［Laurent L.B.,等, “Catabolism of hyaluronan in rabbit skin takes place locally
, in lymph nodes and liver”, Exp. Physiol. 1991; 76: 695-703］。皮下組織マトリ
ックスのゲル様成分の主要な構成成分として、HAはその粘度に有意に寄与する。
【０１１１】
　グリコサミノグリカン（ＧＡＧｓ）は細胞外マトリックス（ＥＣＭ）の複合直鎖状多糖
類である。ＧＡＧｓは、Ｎ置換ヘキソサミン及びウロン酸（ヒアルロナン（ＨＡ）、コン
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ドロイチン硫酸（ＣＳ）、コンドロイチン（Ｃ）、デルマタン硫酸（ＤＳ）、ヘパラン硫
酸（ＨＳ）、及びヘパリン（Ｈ）の場合）、又はガラクトース（ケラタン硫酸（ＫＳ）の
場合）の反復二糖類構造を特徴とする。ＨＡを除いて、全てはコアタンパク質に共有結合
して存在する。そのコアタンパク質を伴うＧＡＧｓは構造的にプロテオグリカン（ＰＧｓ
）と称される。
【０１１２】
　ヒアルロナン（ＨＡ）は哺乳動物の主に結合組織、皮膚、軟骨中、及び滑液中に見出さ
れる。ヒアルロナンはまた眼の硝子体の主要構成要素である。結合組織では、ヒアルロナ
ンに関連した水和の水が組織間に水和マトリックスをつくり出す。ヒアルロナンは、迅速
な発生、再生、修復、胚形成、発生学的発生、創傷治癒、血管形成、及び腫瘍形成を含む
細胞運動性に関連した生物学的現象において重要な役割を果たしている［Toole, Cell Bi
ol. Extracell. Matrix, Hay (編), Plenum Press, New York, 1991; pp. 1384-1386；Be
rtrand等, Int. J. Cancer 1992; 52:1-6；Knudson等, FASEB J. 1993; 7:1233-1241］。
また、ヒアルロナンのレベルは腫瘍攻撃性と相関する［Ozello等, Cancer Res. 1960; 20
:600-604；Takeuchi等, Cancer Res. 1976; 36:2133-2139；Kimata等, Cancer Res. 1983
; 43:1347-1354］。
【０１１３】
　ＨＡは多くの細胞の細胞外マトリックス、特に結合軟部組織に見出される。ＨＡには、
例えば水及び血漿タンパク質恒常性等の様々な生理学的機能があてがわれている［Lauren
t T.C.等, FASEB J., 1992; 6: 2397-2404］。ＨＡ生産は増殖性細胞で増加し、有糸分裂
において所定の役割を果たしうる。それは自発運動及び細胞遊走にまた関与していた。Ｈ
Ａは細胞調節、発生、及び分化において重要な役割を担っているようである［上掲のLaur
ent等］。
【０１１４】
　ＨＡは臨床医学において広く使用されている。その組織保護及びレオロジー特性は（例
えば白内障手術中に角膜内皮を保護するために）眼科手術に有用であることが証明されて
いる。血清ＨＡは肝疾患及び様々な炎症症状、例えば関節リウマチの診断に用いられる。
ＨＡの蓄積によって引き起こされる間質浮腫は様々な器官に機能不全を生じさせうる［上
掲のLaurent等］。
【０１１５】
　ヒアルロナンタンパク質相互作用は、細胞外マトリックス又は「基底質」の構造に関与
している。
【０１１６】
　ヒアルロニダーゼは動物界全体に見出される一般的に中性又は酸活性の酵素の一群であ
る。ヒアルロニダーゼは基質特異性及び作用機序について変動する（国際公開第２００４
／０７８１４０号）。３種の一般的なクラスのヒアルロニダーゼが存在している：
１．主要最終産物として四糖類及び五糖類を含むエンド－β－Ｎ－アセチルヘキソサミニ
ダーゼである哺乳動物タイプのヒアルロニダーゼ（ＥＣ３．２．１．３５）。これらは加
水分解性及び及びトランスグルコシダーゼ活性の双方を有しており、ヒアルロナン及びコ
ンドロイチン硫酸（ＣＳ）、一般にＣ４－Ｓ及びＣ６－Ｓを分解しうる。
２．細菌ヒアルロニダーゼ（ＥＣ４．２．９９．１）はヒアルロナンと様々な度合いでＣ
Ｓ　及びＤＳを分解する。これらは主に二糖類最終産物を生じるβ脱離反応によって作用
するエンド－β－Ｎ－アセチルヘキソサミニダーゼである。
３．ヒル、他の寄生虫、及び甲殻類からのヒアルロニダーゼ（ＥＣ３．２．１．３６）は
、β１－３結合の加水分解を通して四糖類及び五糖類参集産物を生成するエンド－β－グ
ルクロニダーゼである。
【０１１７】
　哺乳動物ヒアルロニダーゼは二つの群に更に分けられうる：中性活性及び酸活性酵素で
ある。ヒトゲノムＨＹＡＬｌ、ＨＹＡＬ２、ＨＹＡＬ３、ＨＹＡＬ４、ＨＹＡＬＰｌ及び
ＰＨ２０／ＳＰＡＭ１には６つのヒアルロニダーゼ様遺伝子が存在する。ＨＹＡＬＰｌは
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偽遺伝子であり、ＨＹＡＬ３は如何なる既知の基質に対しても酵素活性を有していること
は示されていない。ＨＹＡＬ４はコンドロイチナーゼであり、ヒアルロナンに対して殆ど
活性を示さない。ＨＹＡＬｌは原型的な酸活性酵素であり、ＰＨ２０は原型的な中性活性
酵素である。酸活性ヒアルロニダーゼ、例えばＨＹＡＬｌ及びＨＹＡＬ２は一般に中性ｐ
Ｈ（つまり、ｐＨ７）での触媒活性を欠く。例えば、ＨＹＡＬｌはｐＨ４．５ではインビ
トロで殆ど触媒活性を持たない［Frost I.G. 及びStern, R., “A microtiter-based ass
ay for hyaluronidase activity not requiring specialized reagents”, Anal. Bioche
mistry, 1997; 251:263-269］。ＨＹＡＬ２はインビトロで比活性が非常に低い比活性の
酸活性酵素である。
【０１１８】
　ヒアルロニダーゼ様酵素は、ヒトＨＹＡＬ２及びヒトＰＨ２０のようなグリコシルホス
ファチジルイノシトールアンカーを介して細胞膜に一般的にロックされるもの[Danilkovi
tch-Miagkova等, Proc. Natl. Acad. Sci. U SA, 2003; 100(8):4580-4585；Phelps等, S
cience 1988; 240(4860): 1780-1782]と、ヒトHYAL1のように一般に可溶性であるもの[Fr
ost, I.G.等, “Purification, cloning, 及びexpression of human plasma hyaluronida
se”, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997; 236(l):10-15]によりまた特徴付けること
ができる。しかしながら、種間でばらつきがある：例えば、ウシＰＨ２０は細胞膜に非常
に緩く付着されており、ホスホリパーゼ感受性アンカーを介して結合されていない[Lalan
cette等, Biol. Reprod., 2001; 65(2):628- 36]。ウシヒアルロニダーゼのこの独特の特
徴が、臨床使用用の抽出物としての可溶性ウシ精巣ヒアルロニダーゼ酵素の使用を可能に
している（Ｗｙｄａｓｅ（商標）、Ｈｙａｌａｓｅ（商標））。他のＰＨ２０種は、洗浄
剤又はリパーゼの使用なしでは一般に可溶ではない脂質結合酵素である。例えば、ヒトＰ
Ｈ２０はＧＰＩアンカーを介して細胞膜に結合される。ポリペプチドに脂質アンカーを導
入しないヒトＰＨ２０ ＤＮＡコンストラクトを作製しようとする試みの結果、触媒的に
不活性な酵素、又は不溶性酵素が得られた[Arming等, Eur. J. Biochem., 1997; 247(3):
810-4]。天然に生じるマカクザル精子ヒアルロニダーゼは、可溶型と膜結合型の両方で見
出されている。６４ｋＤａの膜結合型はｐＨ７．０で酵素活性を有するが、５４ｋＤａ型
はｐＨ４．０でのみ活性である[Cherr等, Dev. Biol., 1996;10; 175(l): 142-53]。よっ
て、可溶型ＰＨ２０は中性条件下では酵素活性を欠いていることが多い。
【０１１９】
　上に記載したように、また国際公開第２００６／０９１８７１号及び米国特許第７７６
７４２９号における教示に従って、皮下組織中への治療薬剤の投与を容易にするために、
少量の可溶性ヒアルロニダーゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰｓ）を製剤中に導入するこ
とができる。細胞外空間においてＨＡを迅速に脱重合させることにより、ｓＨＡＳＥＧＰ
は間質の粘度を低減し、それによって水伝導性を増加させ、ＳＣ組織へのより多い容量の
安全かつ快適な投与を可能にする。減少した間質の粘度を通してｓＨＡＳＥＧＰによって
誘導された水伝導性の増加は、より多い分散を可能にし、ＳＣ投与治療薬の全身性バイオ
アベイラビリティを潜在的に増加させる。
【０１２０】
　皮下組織に注射されたとき、ｓＨＡＳＥＧＰによるＨＡの脱重合はＳＣ組織内の注射部
位に局在化する。実験的証拠は、ＣＤ－１マウスにおける一回の静脈内投薬の後、検出可
能な血中への全身的吸収を伴わないで、１３から２０分の半減期でｓＨＡＳＥＧＰがマウ
スの間質空間で局所的に不活性化されることを示している。血管区画内において、ｓＨＡ
ＳＥＧＰは、マウス及びカニクイザルのそれぞれにおいて、０．５ｍｇ／ｋｇまでの用量
で、２．３及び５分の半減期を証明している。ＳＣ組織におけるＨＡ基質の連続的合成と
組み合わせての、ｓＨＡＳＥＧＰの迅速な排除は、他の同時注射される分子に対して一過
性で局所的に活性な浸透亢進を生じ、その効果は投与後２４から４８時間以内では完全に
可逆的である［Bywaters G.L.,等, “Reconstitution of the dermal barrier to dye sp
read after Hyaluronidase injection”, Br. Med. J., 1951; 2 (4741): 1178-1183］。
【０１２１】
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　局所的液体分散に対するその効果に加えて、ｓＨＡＳＥＧＰはまた吸収促進薬として作
用する。１６キロダルトン（ｋＤａ）を越える高分子は、主に拡散を介して毛細管を通っ
ての吸収から排除され、殆どは流入領域リンパ節を介して吸収される。皮下的に投与され
た高分子、例えば治療用抗体（分子量およそ１５０ｋＤａ）は、従って続く血管区画中へ
の吸収のために流入領域リンパに達する前に間質マトリックスを横切らなければならない
。局所的分散を増加させることにより、ｓＨＡＳＥＧＰは多くの高分子の吸収速度（Ｋａ
）を増加させる。これは、ｓＨＡＳＥＧＰのないＳＣ投与に対して、増加したピーク血液
レベル（Ｃｍａｘ）と潜在的に増加したバイオアベイラビリティをもたらす［Bookbinder
 L.H.等, “A recombinant human enzyme for enhanced interstitial transport of the
rapeutics”, J. Control. Release 2006; 114: 230-241］。
【０１２２】
　動物由来のヒアルロニダーゼ産物は、主に他の同時投与薬の分散及び吸収を増加させ、
皮下注入（多い量での液のＳＣ注射／注入）のために６０年以上にわたって臨床的に使用
されてきた［Frost G.I., “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an enabling
 platform for subcutaneous drug and fluid administration”, Expert Opinion on Dr
ug Delivery, 2007; 4: 427-440］。ヒアルロニダーゼの作用機序の詳細は次の文献に詳
細に記載されている：Duran-Reynolds F., “A spreading factor in certain snake ven
oms and its relation to their mode of action”, CR Soc Biol Paris, 1938; 69-81；
Chain E., “A mucolytic enzyme in testes extracts”, Nature 1939; 977-978；Weiss
mann B., “The transglycosylative action of testicular hyaluronidase”, J. Biol.
 Chem., 1955; 216: 783-94；Tammi, R., Saamanen, A.M., Maibach, H.I., Tammi M., 
“Degradation of newly synthesized high molecular mass hyaluronan in the epiderm
al and dermal compartments of human skin in organ culture”, J. Invest. Dermatol
. 1991; 97:126-130；Laurent, U.B.G., Dahl, L.B., Reed, R.K., “Catabolism of hya
luronan in rabbit skin takes place locally, in lymph nodes 及びliver”, Exp. Phy
siol. 1991; 76: 695-703；Laurent, T.C.及びFraser, J.R.E., “Degradation of Bioac
tive Substances: Physiology and Pathophysiology”, Henriksen, J.H. (Ed) CRC Pres
s, Boca Raton, FL; 1991. pp. 249-265; Harris, E.N.等, “Endocytic function, glyc
osaminoglycan specificity, and antibody sensitivity of the recombinant human 190
-kDa hyaluronanレセプターfor endocytosis (HARE)”, J. Biol. Chem. 2004; 279:3620
1-36209；Frost, G.I., “Recombinant human hyaluronidase (rHuPH20): an enabling p
latform for subcutaneous drug and fluid administration”, Expert Opinion on Drug
 Delivery, 2007; 4: 427-440。ＥＵ諸国において承認されたヒアルロニダーゼ製品はＨ
ｙｌａｓｅ（登録商標）「Ｄｅｓｓａｕ」及びＨｙａｌａｓｅ（登録商標）を含む。米国
で承認された動物由来のヒアルロニダーゼ製品はＶｉｔｒａｓｅ（商標）、Ｈｙｄａｓｅ
（商標）、及びＡｍｐｈａｄａｓｅ（商標）を含む。
【０１２３】
　ヒアルロニダーゼ製品の安全性と効能は広く確立されている。特定された最も顕著な安
全性リスクは過敏性及び／又はアレルギー誘発性であり、これは動物由来の調製物の純度
の欠如に関連していると考えられている［Frost, G.I., “Recombinant human hyaluroni
dase (rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous drug and fluid administrat
ion”, Expert Opinion on Drug Delivery,　2007; 4 : 427-440］。英国、独国及び米国
の間では動物由来のヒアルロニダーゼの承認された投薬量に関して差があることに留意す
べきである。英国では、皮下又は筋肉内注射へのアジュバントとしての通常の用量は１５
００単位で、注射剤に直接添加される。米国では、この目的に対して使用される通常の用
量は１５０単位である。皮下注入では、ヒアルロニダーゼは相対的に多量の液の皮下投与
を補助するために使用される。英国では、１５００単位のヒアルロニダーゼが皮下使用の
ためのそれぞれ５００から１０００ｍｌの液と共に一般に与えられる。米国では、各リッ
トルの皮下注入液に対して１５０単位が十分であると考えられている。独国では、この目
的では、１５０から３００単位が十分であると考えられている。英国では、局所麻酔剤の
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拡散が１５００　単位の添加によって加速される。独国及び米国では、この目的には１５
０単位が十分であると考えられている。投薬量の差にかかわらず（英国での投薬量は米国
よりも１０倍高い）、米国及び英国でそれぞれ市販されている動物由来のヒアルロニダー
ゼ製品の安全性プロファイルの明らかな差は報告されていない。
【０１２４】
　２００５年１２月２日に、Ｈａｌｏｚｙｍｅ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社は、組換え
型ヒトヒアルロニダーゼｒＨｕＰＨ２０の注射製剤（ＨＹＬＥＮＥＸ（商標））について
ＦＤＡから承認を得た。ＦＤＡは次の適応症のＳＣ投与のための１５０単位用量のＨＹＬ
ＥＮＥＸ（商標）を承認した：
－　他の注射薬剤の吸収及び分散を増加させるためのアジュバントとして
－　皮下点滴療法のため
－　放射線不透過性薬剤の再吸収を改善するためのＳＣ尿路造影法における補助剤として
。
【０１２５】
　規制の再調査の一部として、ｒＨｕＰＨ２０が、他の注入薬剤の分散及び吸収という、
過去に承認された動物由来ヒアルロニダーゼ調製物と同じ性質を有しているが、改善され
た安全性プロファイルを有していることが確立された。特に、動物由来ヒアルロニダーゼ
と比較して組換えヒトヒアルロニダーゼ（ｒＨｕＰＨ２０）の使用は、動物の病原体及び
伝達性海綿状脳症での汚染の潜在的リスクを最小にする。
【０１２６】
　可溶型ヒアルロニダーゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰ）、同タンパク質の調製方法及
び薬学的組成物におけるその使用は国際公開第２００４／０７８１４０号に記載されてい
る。
【０１２７】
　以下に更に概説される詳細な実験研究は、驚いたことに、本発明の製剤が望ましい貯蔵
安定性を有しており、保健機関による承認に対する全ての必要な要件を満たしていること
を示した。
【０１２８】
　本発明に係る製剤中のヒアルロニダーゼ酵素は、例えば活性物質の吸収を増大させるこ
とによって（浸透促進剤として作用する）、体循環への抗ＣＤ２０抗体のデリバリーを亢
進する。ヒアルロニダーゼ酵素はまたＳＣ間質組織の細胞外成分であるヒアルロナンの可
逆的加水分解により皮下投与を経由して体循環中への治療用抗ＣＤ２０抗体のデリバリー
を増加させる。皮下組織におけるヒアルロナンの加水分解はＳＣ組織の間質空間中のチャ
ンネルを一次的に開放し、それによって体循環中への治療用抗ＣＤ２０抗体のデリバリー
を改善する。また、投与は、ヒトにおける疼痛の減少と、ＳＣ組織の容積由来膨潤の低減
を示す。
【０１２９】
　ヒアルロニダーゼは、局所的に投与されるとその全効果を局所的に有する。換言すれば
、ヒアルロニダーゼは数分で不活性化され局所的に代謝され、全身性又は長期にわたる効
果を持つとは指摘されていない。血流に入るときの数分以内でのヒアルロニダーゼの迅速
な不活性化は、異なったヒアルロニダーゼ産物間の比較できる体内分布を遂行する現実的
な能力を妨げる。ヒアルロニダーゼ産物は遠位部位では作用できないので、この性質はま
た潜在的な全身性の安全性に対する懸念を最小にする。
【０１３０】
　全てのヒアルロニダーゼ酵素の統一的特徴は、化学構造、種供給源、組織源、又は同じ
種及び組織からの医薬品バッチにおける差異にかかわらず、ヒアルロナンを脱重合するそ
の能力である。それらは、その活性が異なった構造を有しているのにかかわらず、同じで
ある（効力は除く）点で珍しい。
【０１３１】
　本発明の製剤に係るヒアルロニダーゼ酵素は、ここに記載された安定な薬学的製剤にお
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いて抗ＣＤ２０抗体の分子完全性に対して悪影響を有していないことを特徴とする。更に
、ヒアルロニダーゼ酵素は体循環への抗ＣＤ２０抗体のデリバリーを単に改変するが、全
身的に吸収される抗ＣＤ２０抗体の治療効果をもたらし又はそれに寄与する如何なる性質
も有さない。ヒアルロニダーゼ酵素は全身的にバイオアベイラブルではなく、本発明に係
る安定な薬学的製剤の推奨保存条件で抗ＣＤ２０抗体の分子完全性に悪影響を及ぼさない
。従って、それはこの発明に係る抗ＣＤ２０抗体製剤において賦形剤と考えられる。それ
は治療効果を奏さないので、それは、治療的に活性な抗ＣＤ２０抗体とは別の薬学的形態
の構成成分を表す。
【０１３２】
　本発明に係る多くの適切なヒアルロニダーゼ酵素は従来から知られている。好ましい酵
素は、ヒトヒアルロニダーゼ酵素、最も好ましくはｒＨｕＰＨ２０として知られている酵
素である。ｒＨｕＰＨ２０はＮ－アセチルグルコサミンのＣ１位とグルクロン酸のＣ４位
の間のβ－１，４結合の加水分解によってヒアルロナンを脱重合する中性及び酸活性のβ
－１，４グリコシルヒドロラーゼのファミリーのメンバーである。ヒアルロナンは、例え
ば皮下間質組織のような結合組織、及びある種の特殊組織、例えば臍帯及び硝子体液の細
胞内基底質に見出される多糖類である。ヒアルロナンの加水分解は間質組織の粘性を一時
的に減少させ、注入された液体又は局在化した漏出液又は滲出液の分散を促進し、よって
その吸収を容易にする。ヒアルロニダーゼの効果は局所的で、２４から４８時間以内に生
じる完全な再構成で可逆的である［Frost, G.I., “Recombinant human hyaluronidase (
rHuPH20): an enabling platform for subcutaneous drug 及びfluid administration”,
 Expert Opinion on Drug Delivery, 2007; 4:427-440］。ヒアルロナンの加水分解を通
した結合組織の浸透性の増加は同時投与された分子の分散及び吸収を増加させるその能力
についてのヒアルロニダーゼの効果と相関する。
【０１３３】
　ヒトゲノムは幾つかのヒアルロニダーゼ遺伝子を含む。ＰＨ２０遺伝子産物のみが生理
的細胞外条件下で有効なヒアルロニダーゼ活性を保有し、延展剤として作用する一方、酸
活性のヒアルロニダーゼはこの性質を有していない。
【０１３４】
　ｒＨｕＰＨ２０は、現在治療的用途に利用できる最初で唯一の組換えヒトヒアルロニダ
ーゼ酵素である。ヒトゲノムは幾つかのヒアルロニダーゼ遺伝子を含む；ＰＨ２０遺伝子
産物のみが生理的細胞外条件下で有効なヒアルロニダーゼ活性を保有し、延展剤として作
用する。天然に生じるヒトＰＨ２０タンパク質は、細胞膜にそれを固着させるカルボキシ
末端アミノ酸に結合した脂質アンカーを有している。Ｈａｌｏｚｙｍｅによって開発され
たｒＨｕＰＨ２０酵素は、脂質結合の原因であるアミノ酸をカルボキシ末端に欠く切断欠
失変異体である。これは、ウシ精巣調製物に見出されるタンパク質に類似した可溶性の中
性ｐＨ活性な酵素を生じる。ｒＨｕＰＨ２０タンパク質は分泌プロセス中にＮ末端から除
去される３５アミノ酸のシグナルペプチドと共に合成される。成熟ｒＨｕＰＨ２０タンパ
ク質は幾つかのウシヒアルロニダーゼ調製物に見出されるものとオルソロガスな真正のＮ
末端アミノ酸配列を含んでいる。
【０１３５】
　動物由来ＰＨ２０及び組換えヒトｒＨｕＰＨ２０を含むＰＨ２０ヒアルロニダーゼは、
Ｎ－アセチルグルコサミンのＣ１位と及びグルクロン酸のＣ４位の間のβ－１，４結合の
加水分解によってヒアルロナンを脱重合する。四糖類は最も小さい消化産物である［Weis
smann, B., “The transglycosylative action of testicular hyaluronidase”, J. Bio
l. Chem., 1955; 216: 783-94］。このN-アセチルグルコサミン／グルクロン酸構造は、
組換え生物学的産物のＮ結合グリカンに見出されておらす、従って、ｒＨｕＰＨ２０は、
それが共に処方される抗体、例えばリツキシマブの糖鎖付加に影響を及ぼさない。ｒＨｕ
ＰＨ２０酵素自体は、モノクローナル抗体に見出されるものと同様なコア構造と共に分子
当たり６つのＮ結合グリカンを有している。予期されるように、これらのＮ結合構想は経
時的に変化せず、これらのＮ結合グリカン構造に対するｒＨｕＰＨ２０の酵素活性の欠如
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を確認する。ｒＨｕＰＨ２０の短い半減期及びヒアルロナンの一定の合成が組織に対する
酵素の短い局所的な作用を生じる。
【０１３６】
　本発明に係る皮下製剤における賦形剤であるヒアルロニダーゼ酵素は、好ましくは、組
換えＤＮＡ技術を使用して調製される。このようにして、同じタンパク質（同一のアミノ
酸配列）がいつも得られ、組織からの抽出中に同時精製される汚染タンパク質によって引
き起こされるアレルギー反応が避けられることが保証される。本発明に係る製剤に使用さ
れるヒアルロニダーゼ酵素は好ましくはヒト酵素、最も好ましくはｒＨｕＰＨ２０である
。
【０１３７】
　ｒＨｕＰＨ２０（ＨＹＬＥＮＥＸ（商標））のアミノ酸配列はよく知られており、ＣＡ
Ｓ登録番号７５９７１－５８－７の下で入手できる。おおよその分子量は６１ｋＤａであ
る（米国特許第７７６７４２９号をまた参照）。
【０１３８】
　天然源の哺乳動物ヒアルロニダーゼとヒト及び他の哺乳動物からのＰＨ－２０ ｃＤＮ
Ａクローンの間で多重構造的及び機能的比較が実施されている。ＰＨ－２０遺伝子は組換
え産物ｒＨｕＰＨ２０に使用される遺伝子である；しかしながら、組換え医薬品はＰＨ－
２０遺伝子によってコードされる完全タンパク質の４４７アミノ酸切断型である。アミノ
酸配列に関する構造的類似性は何れの比較においても６０％を滅多に越えない。機能的比
較は、ｒＨｕＰＨ２０の活性が過去に承認されたヒアルロニダーゼ産物のものと非常に類
似していることを示している。この情報は、ヒアルロニダーゼの供給源にかかわらず、ヒ
アルロニダーゼの臨床的安全性及び効能は均等であるという過去５０年の臨床的知見と一
致している。
【０１３９】
　本発明に係る抗ＣＤ２０抗体ＳＣ製剤におけるｒＨｕＰＨ２０の使用は、より多い量の
医薬品の投与を可能にし、皮下的に投与されたＣＤ２０抗体、好ましくはリツキシマブの
体循環中への吸収を潜在的に向上させる。
【０１４０】
　本発明に係る安定な薬学的製剤の浸透圧は３３０±５０ｍＯｓｍ／ｋｇである。
【０１４１】
　本発明に係る安定な薬学的製剤は本質的に可視（ヒトの眼による検査）粒子を含まない
。（光遮蔽により測定した）肉眼では可視できない粒子は次の基準を満たさなければなら
ない：
　－　バイアル当たりの≧１０μｍ粒子の最大数　－＞　６０００
　－　バイアル当たりの≧２５μｍ粒子の最大数　－＞　６００
【０１４２】
　更なる態様では、本発明は、被検体における抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる
疾患又は障害、例えば癌又は非悪性疾患の治療に有用な医薬の調製における製剤の使用で
あって、上記疾患又は障害を治療するのに有効な量でここに記載の製剤を被検体に投与す
ることを含む使用を提供する。好ましくは、抗ＣＤ２０抗体は化学療法剤と同時に又は順
次に同時投与される。
【０１４３】
　更なる態様では、本発明は、被検体における抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる
疾患又は障害（例えば癌（好ましくは）又は非悪性疾患）を治療する方法において、上記
疾患又は障害を治療するのに有効な量でここに記載された製剤を被検体に投与することを
含む方法を提供する。癌又は非悪性疾患は一般にＣＤ２０発現細胞を含み、本発明に係る
治療用薬学的ＳＣ製剤中のＣＤ２０抗体が罹患した細胞に結合できる。本発明に係る製剤
で治療することができる様々な癌又は非悪性疾患は、好ましくはここで定義される自己免
疫疾患である。好ましくは、抗ＣＤ２０抗体は化学療法剤と同時に又は順次に同時投与さ
れる。
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【０１４４】
　製剤に対してヒアルロニダーゼを添加すると、皮下的に安全にかつ快適に投与されうる
注射容量を増加させることが可能になる。好ましい注射容量は１から１５ｍｌである。本
発明に係る製剤の投与は治療用抗体の分散、吸収及びバイオアベイラビリティを増加させ
ることが観察されている。ＳＣ経路によって投与される大きな分子（つまり＞１６ｋＤａ
）は排出リンパ液を通して血管区画内に優先的に吸収される［Supersaxo, A.等, “Effec
t of Molecular Weight on the Lymphatic Absorption of Water-Soluble Compounds Fol
lowing Subcutaneous Administration”, 1990; 2:167-169；Swartz, M. A., “Advanced
 Drug Delivery Review, The physiology of the lymphatic system”, 2001; 50: 3-20
］。よって、体循環中へのこれらの大きな分子の導入速度は静脈内注入に対して遅くなり
、よって注入関連応答の頻度／強度が潜在的に減少する。
【０１４５】
　本発明に係る皮下ＣＤ２０抗体（好ましくはリツキシマブ）製剤の製造は、製造プロセ
スの最終精製工程において高い抗体濃度（およそ１２０ｍｇ／ｍｌ）を必要とする。従っ
て、更なるプロセス工程（限外濾過／ダイアフィルトレーション）がＣＤ２０抗体、好ま
しくはリツキシマブの一般的な製造プロセスに加えられる。本発明に係る高度に濃縮され
た安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤は、高抗ＣＤ２０抗体濃度の再構成された製剤を生成
するために適切な希釈剤で再構成することができる安定化タンパク質製剤としてもまた提
供されうる。
【０１４６】
　この発明に係るＣＤ２０抗体ＳＣ製剤は、癌、好ましくはＣＤ２０発現癌を治療するた
めに好ましくは使用される。
【０１４７】
　本特許明細書において使用される「約」なる用語は、与えられた特定の値が、ある範囲
まで変動しうることを特定することを意味し、例えばその与えられた値に±１０％、好ま
しくは±５％、最も好ましくは±２％の範囲の変動が含まれることを意味する。
【０１４８】
　上記アッセイとは別に、様々なインビボアッセイが当業者には利用可能である。例えば
検出可能な標識、例えば放射性同位体で場合により標識された抗体に、患者の体内の細胞
を曝露して、例えば放射能を外部スキャンすることにより、又はその抗体に予め曝露され
た患者から採取した生検を分析することにより、その患者の細胞に対する抗体の結合を評
価することができる。
【０１４９】
　この発明に係るＣＤ２０抗体ＳＣ製剤はまた様々な非悪性疾患又は障害を治療するため
に使用されうることが考えられ、そのようなものは、ここに定義される自己免疫疾患；子
宮内膜症；強皮症；再狭窄；大腸ポリープ、鼻ポリープ、又は消化管ポリープ等のポリー
プ；線維腺腫；呼吸器疾患；胆嚢炎；神経線維腫症；多発性嚢胞腎疾患；炎症性疾患；乾
癬及び皮膚炎を含む皮膚疾患；血管系疾患；血管上皮細胞の異常増殖が関与する症状；消
化性潰瘍；メネトリエ病、分泌性腺腫又はタンパク質減少症候群；腎疾患；血管形成疾患
；老年性黄斑変性症、推定眼性ヒストプラズマ症症候群(presumed ocular histoplasmosi
s syndrome)、増殖性糖尿病網膜症由来の網膜血管新生、網膜血管新生、糖尿病網膜症、
又は老年性黄斑変性症等の眼疾患；変形性関節症、くる病及び骨粗鬆症等の骨関連病変；
脳虚血後損傷；肝硬変、肺線維症、サルコイドーシス、甲状腺炎、全身性高粘性症候群(h
yperviscosity syndrome systemic)、オースラー-ウェーバー-ランデュ病、慢性閉塞性肺
疾患、又は火傷、外傷、放射線、脳卒中、低酸素症又は虚血後の浮腫；皮膚の過敏症反応
；糖尿病性網膜症及び糖尿病性腎症；ギラン-バレー症候群；移植片対宿主病又は移植片
拒絶反応；パジェット病；骨又は関節炎；光加齢（例えば、ヒトの皮膚のＵＶ照射によっ
て引き起こされる)；良性前立腺肥大；アデノウイルス、ハンタウイルス、ライム病菌、
エルシニア菌、及び百日咳菌から選択される微生物性病原体を含むある種の微生物感染症
；血小板凝集により引き起こされる血栓；子宮内膜症、卵巣過剰刺激症候群、子癇前症、
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機能不全子宮出血、又は機能性子宮出血等の生殖性症状；滑膜炎；アテローム；急性及び
慢性腎症（増殖性糸球体腎炎及び糖尿病誘発性腎性疾患を含む）；湿疹；肥大性瘢痕形成
；内毒素ショック及び真菌感染：家族性大腸ポリープ症；神経変性疾患(例えば、アルツ
ハイマー氏病、ＡＩＤＳ関連認知症、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、網膜色素変
性症、脊髄性筋萎縮症及び小脳変性症)；骨髄異形成症候群；再生不良性貧血；虚血性損
傷；肺、腎臓、又は肝臓の線維症；Ｔ細胞媒介性過敏症疾患；乳児肥厚性幽門狭窄症；泌
尿器系閉塞性症候群；乾癬性関節炎；及び橋本甲状腺炎を含む。治療される好ましい非悪
性の徴候はここに定義された通りである。
【０１５０】
　徴候が癌である場合、患者は抗体製剤と化学療法剤の組み合わせで治療されうる。併用
投与には、別個の製剤又は単一の薬学的製剤を用いた同時投与又は併用投与、及び何れか
の順序での連続投与が含まれ、ここで、好ましくは両方(又は全て)の活性薬剤が同時にそ
れらの生物学的活性を示す期間がある。よって、化学療法剤は、本発明に係る抗体製剤の
投与前、又は投与後に投与されうる。この実施態様では、化学療法剤の少なくとも一回の
投与と本発明に係る抗体製剤の少なくとも一回の投与の間のタイミングは好ましくはおよ
そ１ヶ月以下、最も好ましくはおよそ２週間以下である。あるいは、化学療法剤及び本発
明に係る抗体製剤は、単一の製剤又は別個の製剤で患者に同時に投与される。
【０１５１】
　上記抗体製剤での治療は癌又は疾患の症状又は徴候の改善をもたらす。例えば、治療さ
れている疾患が癌である場合、かかる治療法は生存（全生存及び／又は無増悪生存期間）
の改善を生じ得、及び／又は客観的な臨床応答（部分又は完全）を生じ得る。更に、化学
療法剤と抗体製剤の併用での治療は、患者に相乗的な又は相加より大きな治療的恩恵を生
じ得る。
【０１５２】
　好ましくは、投与される製剤中の抗体はネイキッド抗体である。しかしながら、投与さ
れる抗体は細胞傷害剤とコンジュゲートされていてもよい。好ましくは、免疫コンジュゲ
ート及び／又はそれが結合する抗原が細胞によって内部に取り入れられ、それが結合する
癌細胞の死滅化における免疫コンジュゲートの治療効果が増大する。好ましい実施態様で
は、細胞傷害剤は癌細胞中の核酸を標的とし又は妨害する。そのような細胞傷害剤の例は
、メイタンシノイド、カリケアマイシン、リボヌクレアーゼ及びＤＮＡエンドヌクレアー
ゼを含む。好ましい免疫コンジュゲートは、国際公開第２００３／０３７９９２号に記載
されているようなトラスツズマブ－ＤＭ１（Ｔ－ＤＭ１）、より好ましくは免疫コンジュ
ゲートＴ－ＭＣＣ－ＤＭ１と同様に、リツキシマブ－メイタンシノイド免疫コンジュゲー
トである。
【０１５３】
　皮下デリバリーでは、製剤は、適切な装置、例えば（限定しないが）シリンジ；注射装
置（例えば、ＩＮＪＥＣＴ－ＥＡＳＥ（商標）及びＧＥＮＪＥＣＴ（商標）装置）；注入
ポンプ（例えばＡｃｃｕ－Ｃｈｅｋ（商標））；ペン型注射器（例えばＧＥＮＰＥＮ（商
標））；無針装置（例えばＭＥＤＤＥＣＴＯＲ（商標）及びＢＩＯＪＥＣＴＯＲ（商標）
）；又は皮下パッチデリバリーシステムを介して投与されうる。
【０１５４】
　疾患の予防又は治療のための上記抗ＣＤ２０抗体製剤の投与の量、及び投与のタイミン
グは、治療されている患者のタイプ（種、性別、年齢、体重等）及び状態及び治療されて
いる疾患又は症状の重篤度に依存する。適切な用量決定にまた重要なのは疾患の経過、抗
体が予防又は治療目的で投与されるかどうか、従前の治療法、患者の臨床履歴及び抗体に
対する反応性である。最終の用量決定は主治医の裁量である。抗体は、一回で又は一連の
治療にわたって適切に患者に投与される。疾患のタイプ及び重篤さに応じて、約１μｇ／
ｋｇから５０ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１－２０ｍｇ／ｋｇ）の上記抗ＣＤ２０抗体が、
患者への投与の最初の候補投薬量である。
【０１５５】
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　上記抗ＣＤ２０抗体の好ましい投薬量は、約０．０５ｍｇ／ｋｇから約３０ｍｇ／ｋｇ
体重の範囲であろう。よって、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋ
ｇ、１０ｍｇ／ｋｇ又は３０ｍｇ／ｋｇ（又は任意のその組合せ）の一又は複数の用量を
患者に投与することができる。患者のタイプ（種、性別、年齢、体重等）及び状態及び抗
ＣＤ２０抗体のタイプに応じて、上記最初の投薬量は第二の抗ＣＤ２０抗体の投薬量とは
異なりうる。そのような用量は、毎日又は間欠的に、例えば３日毎から６日毎又は１週間
毎から３週間毎に投与されうる。最初のより高い負荷用量の後、一又は複数の低い用量を
投与してもよい。臨床実験に基づき（リツキシマブに対する非限定的例証のための実施例
３及び４をまた参照のこと）、好ましい投薬量範囲は３００ｍｇ／ｍ２から９００ｍｇ／
ｍ２である。より好ましくは、上記抗ＣＤ２０抗体の好ましい投薬量範囲は、約３７５ｍ
ｇ／ｍ２から約８００ｍｇ／ｍ２である。上記抗ＣＤ２０抗体の好ましい特定の投薬量は
、約３７５ｍｇ／ｍ２、約６２５ｍｇ／ｍ２及び約８００ｍｇ／ｍ２の投薬量である。ま
た好ましいのは上記抗ＣＤ２０抗体の固定用量である。
【０１５６】
　一実施態様では、Ｂ細胞リンパ腫、好ましくは非ホジキンリンパ腫に対する固定投薬量
は次の通りである。好ましいのは一用量当たり約１２００ｍｇから約１８００ｍｇの上記
抗ＣＤ２０抗体である。より好ましいのは、一用量当たり約１３００ｍｇ、約１５００ｍ
ｇ、約１６００ｍｇ及び約１７００ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体の群から選択される投薬量
である。Ｂ細胞リンパ腫患者、好ましくは非ホジキンリンパ腫患者に対する最も好ましい
固定投薬量は、一用量当たり約１４００ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体（例えばリツキシマブ
）であり、これは、約２年間（又はそれ以上）等の間、およそ２ヶ月毎（およそ８週間毎
を含む）、およそ３ヶ月毎（およそ１２週間毎を含む）を含む様々なスケジュールに従っ
て投与されうる（リツキシマブに対する非限定的例証のための実施例３及び４をまた参照
のこと）。
【０１５７】
　他の実施態様では、白血病患者、好ましくは慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）患者に対す
る固定投薬量は次の通りである。好ましいのは一用量当たり約１６００ｍｇから約２２０
０ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体である。より好ましいのは、一用量当たり約１７００ｍｇ、
約１８００ｍｇ、約１９００ｍｇ、及び約２１００ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体の群から選
択される投薬量である。一実施態様では、白血病患者、好ましくはＣＬＬ患者に対する固
定投薬量は、一用量当たり約１８７０ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体（例えばリツキシマブ）
である。
【０１５８】
　また他の実施態様では、自己免疫疾患、例えば関節リウマチ、多発性硬化症、ループス
腎炎、糖尿病、ＩＴＰ、及び脈管炎の患者に対する固定投薬量は次の通りである。好まし
いのは一用量当たり約１２００ｍｇから約２２００ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体、例えば一
用量当たり約１５００ｍｇの上記抗ＣＤ２０抗体（例えばリツキシマブ）である。
【０１５９】
　化学療法剤が投与されるならば、それは通常それに対して知られている投与量で投与さ
れ、又は薬剤の併用作用又は化学療法剤の投与に起因する負の副作用のために場合によっ
ては低下される。そのような化学療法剤の調製及び投薬スケジュールは、製造者の指示書
に従って、又は熟練した医師によって経験的に決定された通りに使用されうる。そのよう
な化学療法のための調製及び投薬スケジュールはまたChemotherapy Service Ed., M.C. P
erry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992)に記載されている。
【０１６０】
　本発明に係る薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体の安定な薬学的製剤は好ましくは皮下注射
剤として投与され得、投与は好ましくは３週間（ｑ３ｗ）の時間間隔で数回繰り返される
。最も好ましくは、注射液の全体積は１から１０分、好ましくは２から６分、最も好まし
くは３±１分の時間内に投与される。最も好ましくは２ｍｌ／分が投与され、つまり例え
ばおよそ２４０ｍｇ／分である。他の静脈内（ＩＶ）化学療法剤が投与されない多くの患
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者では、そのような皮下投与は、自宅での自己投与の潜在性と共に患者の利便性を増加さ
せる。これは、改善された服薬遵守に導き、ＩＶ投与に関連したコスト（つまり、ＩＶ投
与の看護コスト、デイ・ベッドのレンタル、患者の移動等）を低減／削除する。本発明に
よる皮下投与は注入関連反応の減少した頻度及び／又は強度に関係している蓋然性が高い
。
【０１６１】
　好ましい実施態様では、医薬は、ＣＤ２０発現癌に罹患している患者において転移又は
更なる播種性転移を予防又は低減させるのに有用である。該医薬は、かかる患者の生存期
間を増加させ、かかる患者の無増悪生存期間を増加させ、応答期間を増加させ、生存期間
、無増悪生存期間、奏効率又は応答期間により測定される治療される患者の統計的に有意
で臨床的に意味のある改善を生じせしめるのに有用である。好ましい実施態様では、医薬
は患者群の奏効率を増加させるのに有用である。
【０１６２】
　本発明の文脈において、一又は複数の更なる他の増殖阻害剤、細胞傷害剤、化学療法剤
、抗血管新生剤、抗癌剤、又はサイトカイン、又はかかる薬剤の作用を亢進させる化合物
が、ＣＤ２０発現癌の抗ＣＤ２０抗体治療において使用されうる。好ましくは、抗ＣＤ２
０抗体治療は、かかる更なる細胞傷害剤、化学療法剤又は抗癌剤、又はかかる薬剤の効果
を亢進する化合物なしで使用される。
【０１６３】
　このような薬剤は、例えば、アルキル化剤又はアルキル化作用を有する薬剤、例えばシ
クロホスファミド（ＣＴＸ；例えばcytoxan（登録商標））、クロランブシル（ＣＨＬ；
例えばleukeran（登録商標））、シスプラチン（ＣｉｓＰ；例えばplatinol（登録商標）
）、ブスルファン（例えばmyleran（登録商標））、メルファラン、カルムスチン（ＢＣ
ＮＵ）、ストレプトゾトシン、トリエチレンメラミン（ＴＥＭ）、マイトマイシンＣ等；
代謝拮抗物質、例えばメソトレキセート（ＭＴＸ）、エトポシド（ＶＰ１６；例えばvepe
sid（登録商標））、６－メルカプトプリン（６ＭＰ）、６－チオグアニン（６ＴＧ）、
シタラビン（Ａｒａ－Ｃ）、５－フルオロウラシル（５－ＦＵ）、カペシタビン（例えば
Xeloda（登録商標））、ダカルバジン（ＤＴＩＣ）等；抗生物質、例えばアクチノマイシ
ンＤ、ドキソルビシン（ＤＸＲ；例えばアドリアマイシン（登録商標））、ダウノルビシ
ン（ダウノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイシン等；アルカロイド、例えばビン
カアルカロイド、例えばビンクリスチン（ＶＣＲ）、ビンブラスチン等；及び他の抗腫瘍
剤、例えばパクリタキセル（例えばtaxol（登録商標）））、及びパクリタキセル誘導体
、細胞分裂阻害剤、グルココルチコイド、例えばデキサメタゾン（ＤＥＸ；例えばdecadr
on（登録商標））及びコルチコステロイド、例えばプレドニゾン、ヌクレオシド酵素イン
ヒビター、例えばヒドロキシ尿素、アミノ酸枯渇化酵素、例えばアスパラギナーゼ、ロイ
コボリン及び他の葉酸誘導体、及び類似の多様な抗腫瘍剤を含む。次の薬剤もまた更なる
薬剤として使用することができる：アルニホスチン（例えばethyol（登録商標））、ダク
チノマイシン、メクロレタミン（ナイトロジェンマスタード）、ストレプトゾシン、シク
ロホスファミド、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、ドキソルビシンリポ（例えばdoxil（登録商
標））、ゲムシタビン（例えばgemzar（登録商標））、ダウノルビシンリポ（例えばdaun
oxome（登録商標））、プロカルバジン、マイトマイシン、ドセタキセル（例えばtaxoter
e（登録商標））、アルデスロイキン、カルボプラチン、オキサリプラチン、クラドリビ
ン、カンプトテシン、ＣＰＴ１１（イリノテカン）、１０－ヒドロキシ７－エチル－カン
プトテシン（ＳＮ３８）、フロクスウリジン、フルダラビン、イホスファミド、イダルビ
シン、メスナ、インターフェロンベータ、インターフェロンアルファ、ミトキサントロン
、トポテカン、ロイプロリド、メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、プリ
カマイシン、ミトタン、ペガスパルガーゼ、ペントスタチン、ピポブロマン、プリカマイ
シン、タモキシフェン、テニポシド、テストラクトン、チオグアニン、チオテパ、ウラシ
ルマスタード、ビノレルビン、クロランブシル。好ましくは、抗ＣＤ２０抗体治療は、か
かる更なる薬剤なしで、使用される。
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【０１６４】
　上述の細胞傷害及び抗癌剤並びに抗増殖性標的特異的抗癌薬、例えば化学療法レジメン
におけるプロテインキナーゼインヒビターの使用は、一般に癌治療の技術分野で充分に特
徴付けられており、ここでのその使用は、幾らかの調整を施して、耐性と効能をモニター
し、また投与経路と投薬量を管理するための同じ考慮事項に属する。例えば細胞傷害剤の
実際の投薬量は、組織培養法を使用して決定される患者の培養細胞応答に依存して変動し
うる。一般に、投薬量は、更なる他の薬剤の非存在下で使用される量と比較して減少され
る。
【０１６５】
　効果的な細胞傷害剤の典型的な投薬量は、製造者によって推奨される範囲であり得、イ
ンビトロ応答又は動物モデルにおける応答により示される場合、約１オーダーの大きさま
での濃度又は量を減少させることができる。よって、実際の投薬量は、医師の判断、患者
の状態、及び初代培養悪性腫瘍細胞又は組織培養組織試料のインビトロ応答性、又は適切
な動物モデルで観察される応答に基づく治療方法の効能に依存する。
【０１６６】
　本発明の文脈では、ＣＤ２０発現癌の抗ＣＤ２０抗体治療に加えて、有効量の電離放射
が照射され、及び／又は放射性医薬品が使用されうる。放射線源は、治療される患者に対
して体外でも体内でもよい。放射線源が患者に対して体外である場合、治療は外部ビーム
放射線療法（ＥＢＲＴ）として知られている。放射線源が患者に対して体内である場合、
治療は密封小線源治療法（ＢＴ）と呼ばれる。本発明の文脈で使用される放射性原子は、
限定されないが、ラジウム、セシウム－１３７、インジウム－１９２、アメリシウム－２
４１、金－１９８、コバルト－５７、銅－６７、テクネチウム－９９、ヨード－１２３、
ヨード－１３１、及びインジウム－１１１を含む群から選択されうる。また、かかる放射
性同位体で抗体を標識することもできる。好ましくは抗ＣＤ２０抗体治療は、かかる電離
放射線なしで使用される。
【０１６７】
　放射線療法は、切除不能な又は手術不可能な腫瘍及び／又は腫瘍転移を抑制するための
標準的な治療法である。改善された結果は、放射線療法を化学療法と組合せたときに見ら
れる。放射線療法は、標的領域に送達される高線量の放射線が、腫瘍組織と正常組織の両
方の生殖細胞死を生じるという原理に基づく。放射線量レジメンは、一般に放射線吸収線
量（Ｇｙ）、時間及び分割で定義され、腫腸学者により注意深く定められなければならな
い。患者が受ける放射線被爆量は様々な考慮事項に依存するが、２つの最も重要なことは
、体の他の重要な構造もしくは臓器に対する腫瘍の位置と、腫瘍が広がっている度合いで
ある。放射線療法を受けている患者の典型的な治療過程は、１～６週間で、患者に投与さ
れる総線量が１０～８０Ｇｙで、１日の割合が約１．８～２．０Ｇｙで、週に５日間とい
う治療スケジュールである。この発明の好適な実施態様では、ヒト患者の腫瘍が本発明の
併用治療と放射線で治療される場合に相乗作用がある。換言すれば、本発明のＣＤ２０抗
体製剤を含む薬剤による腫瘍増殖の阻害は、放射線と組合せ、場合によっては更なる化学
療法又は抗癌剤を組合せられると、亢進される。アジュバント放射線療法のパラメータは
、例えば国際公開第９９／６００２３号に含まれている。
【０１６８】
　限定しないが、第二（第三、第四等）の化学療法剤（別の言葉では異なった化学療法剤
の「カクテル」）；他のモノクローナル抗体；増殖阻害剤；細胞傷害剤；化学療法剤；抗
血管形成剤；及び／又はサイトカイン等；又はその任意の適切な組み合わせを含む他の治
療レジメンを抗体と組み合わせてもよい。
【０１６９】
　上記の治療レジメンに加えて、患者には癌細胞の外科的除去及び／又は放射線療法を施
すことができる。
【０１７０】
　本発明の他の実施態様では、本発明の薬学的製剤を含む製造品が提供され、その使用の
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ための説明書を提供する。この製造品は容器を含む。適切な容器には、例えばボトル、バ
イアル（例えば、複数又は二重チャンバーバイアル）、シリンジ（複数又は二重チャンバ
ーシリンジなど）、及び試験管が含まれる。容器はガラス又はプラスチックのような様々
な材料で形成することができる。容器は製剤を収容し、該容器の上又は該容器に付随した
ラベルは使用のための指示を示しうる。容器は、再構成された製剤の繰り返し投与（例え
ば２から６の投与）を可能にする多使用バイアルでありうる。製造品は、他のバッファー
、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用説明に関するパッケージ挿入物を含む、
市販及び使用者の観点から望ましい他の材料を更に含みうる。
【０１７１】
　本発明に従って製剤化される抗体は、好ましくは本質的に純粋であり、望ましくは本質
的に均一である（つまり、汚染タンパク質等を含まず、本発明に係る製剤中のヒアルロニ
ダーゼ酵素は本発明に係る抗ＣＤ２０モノクローナル抗体の汚染タンパク質であるとは考
えてはいけない）。
【０１７２】
　本発明は次の実施例を参照することにより更に十分に理解されるであろう。実施例は、
しかしながら、発明の範囲を限定するものと解してはならない。全ての文献及び特許引用
例は出典明示によりここに援用される。
【実施例】
【０１７３】
　本発明に係る皮下投与のための抗ＣＤ２０製剤を、以下に概説する一般的調製及び分析
方法及びアッセイを使用して以下に与えた実験結果に基づいて開発した。
【０１７４】
実施例１：高度に濃縮された液体製剤の調製
　リツキシマブは、組換えタンパク質の生産から一般に知られている技術によって製造さ
れる。欧州特許第２０００１４９Ｂ号に記載のようにして調製された遺伝子操作チャイニ
ーズマムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）株がマスター細胞バンクからの細胞培養で増殖される
。リツキシマブモノクローナル抗体は、細胞培養液から収集され、固定プロテインＡアフ
ィニティークロマトグラフィー、カチオン交換クロマトグラフィー、ウイルス汚染物質を
除去するための濾過工程と続くアニオン交換クロマトグラフィー及び限外濾過／ダイアフ
ィルトレーション工程を使用して精製される。
【０１７５】
　ｒＨｕＰＨ２０は、組換えタンパク質の生産で一般に知られている技術によって製造さ
れる。該プロセスは、ワーキング細胞バンク（ＷＣＢ）又はマスター細胞バンク（ＭＣＢ
）からの細胞の解凍と一連のスピナフラスコでの細胞培養による増殖とバイオリアクター
での増殖で始まる。６リットルまでの細胞培養を使用して、メトトレキセートでの淘汰圧
下で維持される連続細胞源を提供する。およそ３６リットルまで増殖させたとき、およそ
３００リットルの最終バッチ体積のために４００リットルのバイオリアクターに移す。製
造バイオリアクターは、淘汰圧のない流加培養モードで操業され、製造段階の期間がおよ
そ２週間である。ｒＨｕＰＨ２０は培養液中に分泌される。５００リットルの最終バッチ
体積には、１０００リットルのバイオリアクターを使用することができる。製造段階の完
了後、収集液を濾過によって清澄にし、ついで溶媒／洗浄剤で処理してウイルスを不活化
させる。ついで、タンパク質を一連の４つのカラムクロマトグラフィープロセスによって
精製して、プロセス及び生成物に関連する不純物を除去する。ウイルス濾過工程を実施し
、ついで、濾過したバルクを濃縮し、最終バッファー中に製剤化する：２０ｍＭのＬ－ヒ
スチジン／ＨＣｌバッファー（ｐＨ６．５）、１３０ｍＭのＮａＣｌ、０．０５％（ｗ／
ｖ）のポリソルベート８０中に１０ｍｇ／ｍＬのｒＨｕＰＨ２０。ｒＨｕＰＨ２０バルク
は－７０℃以下で保存される。
【０１７６】
　本発明に係る製剤の他の賦形剤は広く実際に使用され、当業者に知られている。従って
、それらをここで詳細に説明する必要はない。
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【０１７７】
　本発明に係る皮下投与のための液体医薬品製剤を次の通りに開発した：
　液体製剤の調製のために、リツキシマブを、予測されたバッファー組成を含むダイアフ
ィルトレーションバッファーに対してバッファー交換し、必要とされる場合、およそ２０
０ｍｇ／ｍｌの抗体濃度までダイアフィルトレーションによって濃縮した。ダイアフィル
トレーション操作の完了後、賦形剤（例えばトレハロース、ｒＨｕＰＨ２０、界面活性剤
）を原液として抗体溶液に加えた。最後に、タンパク質濃度を、およそ１２０ｍｇ／ｍｌ
の最終リツキシマブ濃度になるまでバッファーで調節した。
【０１７８】
　全ての製剤を０．２２μｍの低タンパク質結合フィルターで滅菌濾過し、ＥＴＦＥ（エ
チレン・テトラフルオロエチレン共重合体）被覆ゴム栓及びアルクリンプ（alucrimp）キ
ャップで閉めた滅菌した６ｍｌのガラスバイアルに無菌的に充填した。充填体積はおよそ
３．０ｍｌであった。これらの製剤を、異なった気候条件（５℃、２５℃及び４０℃）で
異なった時間間隔の間、保存し、震盪（５℃及び２５℃で２００ｒｐｍの震盪頻度で１週
間）及び凍結解凍ストレス法によってストレスを与えた。次の分析法によってストレス試
験を適用する前後に試料を分析した：
１）紫外分光法；
２）分子ふるい（サイズ排除）クロマトグラフィー（ＳＥＣ）；
３）イオン交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）；
４）溶液の濁度；
５）可視粒子；
６）ｒＨｕＰＨ２０活性。
【０１７９】
　タンパク質含有量の決定に使用される紫外線分光法は２４０ｎｍから４００ｎｍの波長
範囲でＰｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ λ３５紫外線分光光度計で実施した。ニートタンパク質
試料は対応する製剤バッファーを用いておよそ０．５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。タンパク
質濃度は式１に従って計算した。

　２８０ｎｍでの紫外線吸収を３２０ｎｍでの光散乱に対して修正し、ニート試料と希釈
バッファーの重み付け質量と密度から決定された希釈係数を乗じた。分子はキュベットの
経路長ｄと吸光係数εの積で除した。 
【０１８０】
　分子ふるいクロマトグラフィー（ＳＥＣ）を使用して、製剤中の可溶性高分子量種（凝
集物）と低分子量加水分解産物（ＬＭＷ）を検出した。該方法ではＵＶ検出器（検出波長
２８０ｎｍ）及びＴｏｓｏＨａａｓ ＴＳＫ Ｇ３０００ＳＷＸＬカラム（７．８×３００
ｍｍ）を備えた適切なＨＰＬＣ機器を使用した。未変化の単量体、凝集物及び加水分解産
物を、０．２Ｍのリン酸水素ジカリウム、０２５Ｍの塩化カリウム，ｐＨ７．０を０．５
ｍｌ／分の流量で使用して定組成溶離プロファイルによって分離した。
【０１８１】
　イオン交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）を実施して、製剤中のリツキシマブの正味荷
電を変える化学分解産物を検出した。この目的に対して、リツキシマブをパパインで消化
させた。該方法では、ＵＶ検出器（検出波長２８０ｎｍ）及びＰｌｙｍｅｒ Ｌａｂｓ Ｐ
Ｌ－ＳＣＸ１０００Ａ分析用カチオン交換カラムを備えた適切なＨＰＬＣ機器を使用した
。１０ｍＭのＭＥＳ，ｐＨ６．０と１０ｍＭのＭＥＳ、０．２Ｍの塩化ナトリウム，ｐＨ
６．０を１ｍｌ／分の流量でそれぞれ移動相Ａ及びＢとして使用した。
【０１８２】
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　濁度の決定に対しては、室温でＨＡＣＨ ２１００ＡＮ濁度計を使用して、ＦＴＵ（濁
度単位）で乳白色を測定した。
【０１８３】
　Ｓｅｉｄｅｎａｄｅｒ Ｖ９０－Ｔ視覚検査機器を使用して試料を可視粒子について分
析した。
【０１８４】
　ヒアルロニダーゼとしてｒＨｕＰＨ２０のインビトロ酵素アッセイを活性アッセイとし
て使用した。該アッセイは、ヒアルロナン（ヒアルロン酸ナトリウム）がカチオン性沈殿
剤に結合するときの不溶性沈殿物の形成に基づく。酵素活性は、ヒアルロナン基質と共に
ｒＨｕＰＨ２０をインキュベートし、ついで酸性化された血清アルブミン（ウマ血清）を
用いて未消化のヒアルロナンを沈殿させることによって酵素活性を測定した。濁度は６４
０ｎｍの波長で測定し、ヒアルロナン基質に対する酵素活性から生じる濁度の減少が酵素
活性の尺度である。該手順はｒＨｕＰＨ２０アッセイ参照標準の希釈で作成した標準曲線
を使用して実施され、試料活性が曲線から読み取られる。
【０１８５】
　製剤ＡからＪに対する安定性試験の結果を以下に加えられる表に記載する。
【０１８６】
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実施例２：ヒト化２Ｈ７抗ＣＤ２０液体製剤の調製
　液体製剤の調製のために、組換えヒト化２Ｈ７抗ＣＤ２０抗体（国際公開第２００６／
０８４２６４号に開示の２Ｈ７．ｖ１６）を、予測されたバッファー組成を含むダイアフ
ィルトレーションバッファーに対してバッファー交換し、必要とされる場合、およそ６０
及び１２０ｍｇ／ｍｌの抗体濃度まで濃縮した。標的濃度を達成した後、賦形剤（例えば
トレハロース、ｒＨｕＰＨ２０、ポリソルベート２０）をついで原液として抗体溶液に加
えた。最後に、タンパク質濃度を、およそ３０、５０、及び１００ｍｇ／ｍｌのヒト化２
Ｈ７濃度になるまで最終製剤バッファーで調節した。
【０１８８】
　全ての製剤を０．２２μｍの低タンパク質結合フィルターで滅菌濾過し、フルオロ樹脂
積層ブチルゴム栓で栓をしアルミニウム／プラスチックフリップオフシールで蓋をした滅
菌した３ｍｌのガラスバイアルに無菌的に充填した。充填体積はおよそ１．２ｍｌであっ
た。これらの製剤を、異なった温度（５℃、２５℃及び４０℃）で異なった時間間隔の間
、保存した。次の分析法によって各安定性時点で試料を分析した：
１）紫外分光法；
２）分子ふるいクロマトグラフィー（ＳＥＣ）；
３）イオン交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）；
４）ヒト化２Ｈ７活性に対する補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）アッセイ
５）ｒＨｕＰＨ２０活性のための比濁アッセイ
【０１８９】
　１）タンパク質濃度は２４０ｎｍから４００ｎｍの波長範囲でＡｇｉｌｅｎｔ８４５３
分光光度計を使用して紫外線吸収分光法によって決定した。試料は対応する製剤バッファ
ーを用いて重量測定でおよそ０．５ｍｇ／ｍｌまで希釈した。タンパク質濃度は式１を使
用して計算した：
　タンパク質濃度＝((Ａｍａｘ－Ａ３２０)×ＤＦ)／(ε(ｃｍ２／ｍｇ)×ｄ(ｃｍ))（式
１）
ここで、ＤＦは希釈係数、ｄはキュベットの経路長、εは吸光係数であり、Ａｍａｘで２
Ｈ７に対して１．７５（ｃｍ２／ｍｇ－１）である。ＡｍａｘでのＵＶ光吸収（典型的に
は２７８から２８０ｎｍ）を３２０ｎｍでの光散乱に対して修正し、ニート試料と希釈バ
ッファーの重み付け質量と密度から決定された希釈係数を乗じた。分子はキュベットの経
路長ｄと吸光係数εの積で除した。 
【０１９０】
　２）分子ふるいクロマトグラフィー（ＳＥＣ）を使用して、製剤中の可溶性高分子量種
（凝集物）と低分子量加水分解産物（ＬＭＷ）を検出した。ＳＥＣは、ＵＶ検出器（検出
波長２８０ｎｍ）及びＴＳＫ Ｇ３０００ＳＷＸＬカラム（７．８×３００ｍｍ）を備え
たＡｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社１１００シリーズＨＰＬＣで実施した。
未変化の単量体、凝集物及び加水分解産物を、０．２０Ｍのリン酸カリウム、０．２５Ｍ
の塩化カリウム，ｐＨ６．２を０．３ｍｌ／分の流量で使用して定組成溶離プロファイル
によって分離した。
【０１９１】
　３）イオン交換クロマトグラフィー（ＩＥＣ）を実施して、製剤中の抗ＣＤ２０抗体の
正味荷電を変える化学分解産物を検出した。この目的に対して、抗ＣＤ２０抗体をカルボ
キシペプチダーゼＢと共にインキュベートし、塩基性アミノ酸の加水分解を触媒した。イ
オン交換クロマトグラフィーは、ＵＶ検出器（検出波長２８０ｎｍ）及びＤｉｏｎｅｘ 
ＰｒｏＰａｃ ＷＣＸ－１０（４×２５０ｍｍ）を備えたＡｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ社１１００シリーズＨＰＬＣで実施した。酸性及び塩基性変異体を、ｐＨ６．
９の２５ｍＭのリン酸カリウム（移動相Ａ）及び２５ｍＭのリン酸カリウムに溶解した１
２０ｍＭの塩化カリウム（移動相Ｂ）の線形勾配を０．５ｍＬ／分の流量で使用して分離
した。
【０１９２】
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　４）補体依存性細胞傷害アッセイ（ＣＤＣ）アッセイを実施して抗ＣＤ２０抗体のイン
ビトロ活性を決定した。補体依存性細胞傷害性（ＣＤＣ）力価アッセイを使用して、ヒト
補体の存在下でのヒトＢリンパ芽球様（ＷＩＬ２－Ｓ）細胞を溶解する抗体の能力を測定
する。該アッセイは９６ウェルの組織培養マイクロタイタープレートで実施される。この
アッセイでは、アッセイ希釈剤に希釈した様々な濃度の抗ＣＤ２０抗体参照材料、コント
ロール、又は試料を、固定量のヒト補体の存在下でＷＩＬ２－Ｓ細胞と共にインキュベー
トする（５００００細胞／ウェル）。プレートを加湿インキュベーター中で３７℃／５％
ＣＯ２で１から２時間、インキュベートする。インキュベーション期間の終わりに、５０
μＬのレドックス染料アラマーブルー（商標）を各ウェルに加え、プレートを１５から２
６時間インキュベートする。アラマーブルー（商標）は生きた細胞によって還元されると
５３０ｎｍの励起波長及び５９０ｎｍの発光波長で蛍光を発するレドックス染料である。
従って、色と蛍光の変化は生細胞の数に比例する。相対蛍光単位（ＲＦＵ）で表した結果
を抗ＣＤ２０抗体濃度に対してプロットし、パラレルラインプログラムを使用して参照材
料に対する抗ＣＤ２０抗体試料の活性を推定する。
【０１９３】
　５）比濁アッセイを使用してヒアルロニダーゼ活性及び酵素濃度を決定した。この方法
は、ヒアルロン酸が酸性化血清アルブミンと結合する場合の不溶性沈殿物の形成に基づい
ている。簡単に言えば、２．５Ｕ／ｍｌから０．２５Ｕ／ｍｌの範囲の希釈系列のｒｈｕ
ＰＨ２０ヒアルロニダーゼ（Halozyme, Inc.）作用参照標準を、酵素希釈剤（７０ｍＭの
ＮａＣｌ、２５ｍＭのＰＩＰＥＳ，ｐＨ５．５、０．６６ｍｇ／ｍｌのゼラチン加水分解
物、０．１％のヒト血清アルブミン）で調製する。試験試料を酵素希釈剤で１．５Ｕ／ｍ
ｌの最終濃度まで希釈する。３０μｌの標準及び試料希釈物を「黒の透明な底部」の９６
ウェルプレート（Ｎｕｎｃ）に移す。ついで、プレートをカバーし、３７℃で５分間、事
前に温めた。ついで、反応を、３０μｌの事前に温めた０．２５ｍｇ／ｍｌのヒアルロン
酸基質溶液（７０ｍＭのＮａＣｌ、２５ｍＭのＰＩＰＥＳ，ｐＨ５．５、０．２５ｍｇ／
ｍｌの乾燥ヒアルロン酸ナトリウム，Lifecore Biomedical）を加えることによって開始
させる。プレートを手短に振盪し、３７℃で１０分間インキュベートする。このインキュ
ベーション工程後、反応を、２４０μｌの血清作業液（２．５％のウマ血清、５００ｍＭ
の酢酸カリウム，ｐＨ４．２５）を添加することによって停止させる。室温で３０分の展
開時間後、反応の濁度をマイクロプレートリーダーで波長６４０ｎｍで測定する。ヒアル
ロン酸基質に対する酵素活性から生じる濁度の減少がヒアルロニダーゼ活性の指標である
。試料の活性はｒｈｕＰＨ２０作業参照標準の希釈物を用いて作成した較正曲線に対して
決定する。
【０１９４】
　様々なヒト化２Ｈ７抗体製剤で得られた結果を次の表に示す：
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実施例３：製剤での患者の治療
　リツキシマブ含有レジメンは様々なＣＤ２０陽性Ｂ細胞悪性腫瘍に罹患した患者に対す
る治療の標準となった。現在、リツキシマブは数時間にわたる静脈内（ＩＶ）注入として
投与されている。これらの長い注入時間と注入に関連した副作用は、患者によっては、現
在の治療処置の不快なところであると指摘されている。更に、静脈内アクセスをなすのに
必要とされる手順は侵襲的であると考えられ、特に繰り返して治療される悪性疾患の患者
においては、苦痛でありうる。皮下（ＳＣ）投与は、治療を顕著に単純化し得、投与を１
０分以内に短くし、患者の悩みを改善する。組換えヒトヒアルロニダーゼ（ｒＨｕＰＨ２
０）が開発され、同時投与医薬の分散と吸収を改善することが認められた。それはリツキ
シマブと併用されて、１０ｍＬより多くの注射容量を安全で快適にＳＣ投与することが可
能になった。この治療の目的は、ＩＶリツキシマブへの匹敵する曝露を与える実施例１（
製剤Ａ）に記載されたようにして調製されたｒＨｕＰＨ２０を含むＳＣリツキシマブ製剤
の用量を選択し、維持治療の間における男性及び女性濾胞性リンパ腫（ＦＬ）患者におけ
るその安全性と耐容性を評価することであった。
【０１９６】
　この実施例は、無作為化非盲検多施設アダプティブＩｂ相試験からのステージ１データ
を提供する。１２４名の患者を４群のリツキシマブ維持処置群の一つに無作為化した：１
６名の患者のＩＶコントロール、３４名の患者のＳＣ用量１（３７５ｍｇ／ｍ２）、３４
名の患者のＳＣ用量２（６２５ｍｇ／ｍ２）及び４０名の患者のＳＣ用量３（８００　ｍ
ｇ／ｍ２）。無作為化の前に、適格の患者は維持セッティングにおいて３７５ｍｇ／ｍ２

の少なくとも一のＩＶリツキシマブ用量で処置した。ＳＣコホートの一つに無作為化した
患者には、１回のＩＶ用量をＳＣ用量に置き換えた。現地の慣行に従って、患者にリツキ
シマブを２ヶ月毎（ｑ２ｍ）又は３ヶ月毎（ｑ３ｍ）の何れかのレジメンで投与した。安
全性データは合計１１９名の患者から入手可能である。リツキシマブＳＣは一般に耐容性
がよかった。臨床的に有意な観察又は処置関連の深刻な有害事象は報告されなかった。合
計で９５の有害事象（ＡＥｓ）が４６名の患者（３９％）で報告された。最も起こりうる
記述されたＡＥは「投与関連反応」（発疹、紅斑及び軽度の不快感を含むＡＡＲ）であっ
た。これらのＡＡＲは可逆的で、主に強度は軽度で、１事象だけ何らかの処置を必要とし
た（吐き気に対してメトクロプラミド）。全体として、ＡＥプロファイルは、リツキシマ
ブＩＶ（ＡＡＲ後、最も頻繁な事象は胃腸疾患及び軽度の感染であった）で治療された患
者において予想されたものと有意には異なっていない。４例の深刻な有害事象（ＳＡＥ）
が４名の別個の患者で報告され、全てが試験医薬とは無関係と報告された。死亡、中止又
は治療中断に至るＡＥはなかった。
【０１９７】
　各患者においてＳＣ投与された全容量は４．４－１５．０ｍＬの範囲であった。平均注
射期間は２ｍＬ／分であった。ＳＣコホートにおけるリツキシマブの最大血清中濃度は２
日目と８日目（４８時間と１６８時間）の間に生じた。薬物動態パラメーターは投与され
たＳＣ用量（３７５、６２５及び８００ｍｇ／ｍ２）の範囲にわたって用量に関して線形
であった。６２５ｍｇ／ｍ２のリツキシマブＳＣを投与した患者における２８日目（Ｃ２

８）のリツキシマブ濃度及び血清曝露度合い（ＡＵＣ０－５７）は、３７５ｍｇ／ｍ２Ｓ
Ｃの標準的なリツキシマブＩＶ用量を投与された患者のものに匹敵していた。
【０１９８】
　結論として、皮下リツキシマブは、維持治療中のＦＬ患者において承認されている静脈
内製剤に匹敵する血清曝露を達成しながら速く、快適かつ安全に送達されうる。患者の経
験は好ましかった。これらの結果は皮下リツキシマブの更なる試験を支持し、１４００ｍ
ｇのリツキシマブＳＣの固定用量は、治験のステージ２における正式なＣｔｒｏｕｇｈ非
劣性試験のために選択した。
【０１９９】
実施例４：濾胞性非ホジキンリンパ腫の患者におけるリツキシマブＳＱ対リツキシマブＩ
Ｖ
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　過去に未治療の濾胞性（低悪性度）リンパ腫の患者が、（ａ）ＣＨＯＰ又はＣＶＰでの
併用でのリツキシマブＳＣ製剤（実施例１の製剤Ａに従って調製）で、又は（ｂ）ＣＨＯ
Ｐ又はＣＶＰでの併用でのリツキシマブＩＶでの、維持治療で治療される。
【０２００】
　患者を無作為化して、静脈内注入として３７５ｍｇ／ｍ２のリツキシマブを又は皮下的
に１４００ｍｇのリツキシマブを投与する。また、患者は標準の化学療法（ＣＶＰ又は　
ＣＨＯＰ）を受ける。８の治療サイクル後に完全寛解又は部分寛解を達成した患者は、更
に最大１２サイクル数の維持治療を受ける。維持治療サイクルは８週毎に繰り返される。
試験治療の予想される時間は９６週間である。
【０２０１】
　１２サイクルまで８週毎の維持療法としての１４００ｍｇのＳＱリツキシマブ抗ＣＤ２
０抗体での治療は、場合によっては（ＣＨＯＰ又はＣＶＰを含む）化学療法との併用で、
濾胞性リンパ腫を治療するのに安全で効果的であることが期待される。
【手続補正書】
【提出日】平成29年6月22日(2017.6.22)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書に記載の発明。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２０１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２０１】
　１２サイクルまで８週毎の維持療法としての１４００ｍｇのＳＱリツキシマブ抗ＣＤ２
０抗体での治療は、場合によっては（ＣＨＯＰ又はＣＶＰを含む）化学療法との併用で、
濾胞性リンパ腫を治療するのに安全で効果的であることが期待される。

実施態様
１．ａ．約５０から３５０ｍｇ／ｍｌの抗ＣＤ２０抗体；
　　ｂ．５．５±２．０のｐＨを与える約１から１００ｍＭの緩衝剤；
　　ｃ．約１から５００ｍＭの安定剤又は二以上の安定剤の混合物；
　　ｄ．約０．０１から０．１％の非イオン性界面活性剤；及び
　　ｅ．場合によっては有効量の少なくとも一のヒアルロニダーゼ酵素
を含有する、薬学的に活性な抗ＣＤ２０抗体の高度に濃縮された安定な薬学的製剤。
２．抗ＣＤ２０抗体濃度がそれぞれ１００から１５０ｍｇ／ｍｌ、好ましくは１２０±２
０ｍｇ／ｍｌである実施態様１に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製
剤。
３．約１０００から約１６０００Ｕ／ｍｌ、好ましくは約２０００Ｕ／ｍｌ又は１２００
０Ｕ／ｍｌのヒアルロニダーゼ酵素を含有する実施態様１又は２に記載の高度に濃縮され
た安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
４．緩衝剤が１から５０ｍＭの濃度である実施態様１から３の何れか一項に記載の高度に
濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
５．緩衝剤が、好ましくは５．５、６．０、６．１及び６．５からなる群から選択される
、５．５から６．５のｐＨを与える実施態様１から４の何れか一項に記載の高度に濃縮さ
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れた安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
６．緩衝剤がヒスチジンバッファーである実施態様１から５の何れか一項に記載の高度に
濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
７．安定剤が糖、例えばα，α－トレハロース二水和物又はスクロースである実施態様１
から６の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
８．安定剤が１５から２５０ｍＭの濃度にある実施態様１から７の何れか一項に記載の高
度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
９．メチオニンが第二安定剤として使用される実施態様７又は８に記載の高度に濃縮され
た安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１０．メチオニンが５から２５ｍＭの濃度で存在する実施態様９に記載の高度に濃縮され
た安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１１．非イオン性界面活性剤が、好ましくはポリソルベート２０、ポリソルベート８０、
及びポリエチレン・ポリプロピレン共重合体からなる群から選択される、ポリソルベート
である実施態様１から１０の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２
０抗体製剤。
１２．ポリソルベートの濃度がそれぞれ０．０２％（ｗ／ｖ）から０．０８％（ｗ／ｖ）
である実施態様１１に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１３．ヒアルロニダーゼ酵素がｒＨｕＰＨ２０である実施態様１から１２の何れか一項に
記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１４．抗ＣＤ２０抗体が、リツキシマブである実施態様１から１３の何れか一項に記載の
高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１５．抗ＣＤ２０抗体が、オクレリズマブである実施態様１から１３の何れか一項に記載
の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１６．抗ＣＤ２０抗体が、ＨｕＭａｂ＜ＣＤ２０＞である実施態様１から１３の何れか一
項に記載の高度に濃縮された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１７．凍結及び解凍時に安定である実施態様１から１６の何れか一項に記載の高度に濃縮
された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１８．皮下又は筋肉内投与のための実施態様１から１７の何れか一項に記載の高度に濃縮
された安定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
１９．液体形態である実施態様１から１８の何れか一項に記載の高度に濃縮された安定な
薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
２０．凍結乾燥形態である実施態様１から１９の何れか一項に記載の高度に濃縮された安
定な薬学的抗ＣＤ２０抗体製剤。
２１．被検体における癌又は非悪性疾患等の抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる疾
患又は障害の治療に有用な医薬の調製における実施態様１から２０の何れか一項に記載の
製剤の使用であって、上記疾患又は障害を治療するのに有効な量でここに記載の製剤を被
検体に投与することを含む使用。
２２．製剤が化学療法剤と同時に又は順次に同時投与される実施態様２１に記載の使用。
２３．１２００ｍｇから約２２００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とする
被検体に投与される実施態様２１又は２２に記載の使用。
２４．約１２００ｍｇから約１８００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とす
る被検体に投与される実施態様２１又は２２に記載の使用。
２５．１６００ｍｇから約２２００ｍｇの固定用量の抗ＣＤ２０抗体がそれを必要とする
被検体に投与される実施態様２１又は２２に記載の使用。
２６．被検体における癌又は非悪性疾患等の抗ＣＤ２０抗体での治療を受け入れられる疾
患又は障害を治療する方法において、上記疾患又は障害を治療するのに有効な量で実施態
様１から２５の何れか一項に記載の製剤を被検体に投与することを含む方法。
２７．製剤が化学療法剤と同時に又は順次に同時投与される実施態様２６に記載の方法。
２８．明細書に記載された発明。
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