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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（a）SEQ ID NO:5の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の配列を含む重鎖CDR2、およびS
EQ ID NO:7または8の配列を含む重鎖CDR3、ならびに
　（b）SEQ ID NO:1の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:2の配列を含む軽鎖CDR2、およびS
EQ ID NO:4の配列を含む軽鎖CDR3
を含む、抗4-1BB抗体またはその抗原結合性フラグメント。
【請求項２】
　（a）SEQ ID NO:16もしくは17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域、および/
または
　（b）SEQ ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域
を含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項３】
　（a）SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む重鎖可
変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:10の配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン、また
は
　（c）SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む重鎖可
変ドメイン、およびSEQ ID NO:10の配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメ
イン
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のいずれか一つを含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項４】
　（a）SEQ ID NO:11～14から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:10の配列を含む軽鎖可変ドメイン、または
　（c）SEQ ID NO:11～14から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン、およびSEQ ID NO
:10の配列を含む軽鎖可変ドメイン
のいずれか一つを含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項５】
　ヒト4-1BB分子に対して1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する、請
求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項６】
　ヒト4-1BBポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピトープに結合する、請求項1記載の抗
4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項７】
　ヒト4-1BBの細胞外ドメイン内のエピトープへの結合が、SEQ ID NO:44の位置N30、D38
、N39およびR41における1つまたは複数の変異によって抑制される、請求項6記載の抗4-1B
B抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項８】
　イヌ4-1BBポリペプチドに結合しないかまたは弱く結合する、請求項1記載の抗4-1BB抗
体または抗原結合性フラグメント。
【請求項９】
　ヒト化抗体であるかまたはヒト化抗体を含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結
合性フラグメント。
【請求項１０】
　抗体が、IgG1、IgG2、IgG4、IgA、IgE、IgM、およびIgDから選択される免疫グロブリン
定常ドメインを含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
【請求項１１】
　抗体がヒトIgG1であるかまたはヒトIgG1を含む、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原
結合性フラグメント。
【請求項１２】
　IgG1がSEQ ID NO:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列であるか、またはSEQ ID N
O:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列を含む、請求項11記載の抗4-1BB抗体または
抗原結合性フラグメント。
【請求項１３】
　モノクローナル抗体である、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント
。
【請求項１４】
　抗体フラグメントが、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、
またはscFvフラグメントである、請求項1記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
ト。
【請求項１５】
　（a）請求項1記載の抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントと、
　（b）薬学的に許容される担体と
を含む、薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2017年1月6日に出願された米国特許出願第62/443,281号に基づく優先権および
その恩典を主張し、前記特許出願の開示は参照によりその全体が本明細書に組み入れられ
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る。
【背景技術】
【０００２】
背景
　がんは今なお世界の主要死因のうちの1つである。最近の統計では、世界人口の13％が
がんで死亡すると報告されている。国際がん研究機関（International Agency for Resea
rch on Cancer）（IARC）の推計によると、2012年には、世界中で1410万例の新規がん症
例および820万例のがん死症例があった。世界負荷は、2030年までに、人口増加および加
齢や、喫煙、不健康な食事および運動不足などのリスク因子への曝露により、新規がん症
例2170万例およびがん死症例1300万例に拡大すると予想されている。さらに、痛みとがん
処置の医療費とは、がん患者にとっても、その家族にとっても、生活の質が低減する原因
になる。なによりも、がんが、改良された処置方法を至急見いだす必要のある疾患である
ことは、明らかである。
【発明の概要】
【０００３】
概要
　本開示は特に、ヒト4-1BBポリペプチドに結合する抗体およびそれらのフラグメントを
提供する。いくつかの局面において、本願抗ヒト4-1BB抗体およびそれらのフラグメント
は、基準抗ヒト4-1BB抗体には見いだされない1つまたは複数の特定の構造的特徴を含む点
で、基準抗ヒト4-1BB抗体の変種である。本開示は、本願変種抗ヒト4-1BB抗体が、本明細
書に記載する1つまたは複数の構造的特徴を欠く基準抗ヒト4-1BB抗体と比較して改良され
た特性を有するという認識を包含する。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体
およびそれらのフラグメントは、例えば改良された結合アフィニティー、改良されたT細
胞増殖（例えば、CD8＋ T細胞の増殖）の誘導、T細胞（例えば、CD8＋ T細胞の増殖）に
よるIFNγ生産を誘導する能力の増加、改良された（例えばより低用量において）インビ
ボでがん増殖を低減および/または排除する能力など、1つまたは複数の改良された特性を
有する。
【０００４】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:5～8の配列であるかそれらの配列を含む、1つ、2つまたは3つの重鎖CDR配列を含む。
いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、以下のう
ちの1つまたは複数を含む: SEQ ID NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID
 NO:6の配列であるかその配列を含む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列である
かその配列を含む重鎖CDR3。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の
配列であるかその配列を含む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列であるかその配
列を含む重鎖CDR3のそれぞれを含む。
【０００５】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:1～4の配列であるかそれらの配列を含む、1つ、2つまたは3つの軽鎖CDR配列を含む。
いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、以下のう
ちの1つまたは複数を含む: SEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID
 NO:2の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:3または4の配列である
かその配列を含む軽鎖CDR3。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:2の
配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:3または4の配列であるかその配
列を含む軽鎖CDR3のそれぞれを含む。
【０００６】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の配列であるかその配列を含
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む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列であるかその配列を含む重鎖CDR3を含む重
鎖可変ドメイン、ならびに/またはSEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、
SEQ ID NO:2の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:4の配列であるか
その配列を含む軽鎖CDR3を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【０００７】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:16または17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域を含む重鎖可変ドメインを
含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ
 ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域を含む重鎖
可変ドメインを含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラ
グメントは、SEQ ID NO:16または17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域、およ
びSEQ ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域を含む
、重鎖可変ドメインを含む。
【０００８】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む抗体また
は抗体フラグメントに対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗
体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なく
とも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、
99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む
。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む。
【０００９】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:9または10の配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む抗体または抗体フラ
グメントに対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗
原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:9または10の配列と少なくとも90％、91％、92
％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％また
は99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。いくつかの態様に
おいて、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:9または10の配列
であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００１０】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインとSEQ ID NO:10
の配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体または抗体フラグメントに
対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも90％、91％、92％
、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％または
99.5％同一な配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインと、SEQ ID NO:10の配列と少
なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2
％、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインと
を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、S
EQ ID NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインと、SEQ I
D NO:10の配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む。
【００１１】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントはアゴニスト
抗体である。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは
、ヒト化抗ヒト4-1BB抗体94G1（すなわち、それぞれSEQ ID NO:9および11の軽鎖可変ドメ
インおよび重鎖可変ドメインを含む抗体）よりも優れたアゴニスト活性を有すると特徴づ
けられる。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、
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ヒト化抗ヒト4-1BB抗体94G1（すなわち、それぞれSEQ ID NO:9および11の軽鎖可変ドメイ
ンおよび重鎖可変ドメインを含む抗体）より改良された結合アフィニティーを有すると特
徴づけられる。
【００１２】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト化抗
体であるかまたはヒト化抗体を含む。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体ま
たはフラグメントは、IgG1またはその変種、IgG2またはその変種、IgG4またはその変種、
IgAまたはその変種、IgEまたはその変種、IgMまたはその変種、およびIgDまたはその変種
から選択されるヒト免疫グロブリン定常ドメインを含む。いくつかの態様において、本願
抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒトIgG1であるかまたはヒトIgG1を含む。
いくつかの態様において、IgG1は、SEQ ID NO:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列
であるか、またはSEQ ID NO:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列を含む。
【００１３】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントはモノクロー
ナル抗体である。
【００１４】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは完全長抗体
である。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、Fab
フラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fvフラグメント、ジスルフ
ィド結合したFvフラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイン抗体、ヒューマボディ（
humabody）、ナノボディ、またはダイアボディである。
【００１５】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト4-1BB
分子に対して1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する。いくつかの態様
において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト4-1BB分子に対して1×1
0-8～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する。いくつかの態様において、本願抗
ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト4-1BB分子に対して1×10-9～1×10-12Mの
結合アフィニティー（KD）を有する。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体ま
たはそのフラグメントは、ヒト4-1BB分子に対して1×10-10～1×10-12Mの結合アフィニテ
ィー（KD）を有する。
【００１６】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト4-1BB
ポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピトープに結合する。いくつかの態様において、本
願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、ヒト4-1BBの細胞外ドメイン内のエピトー
プに結合する。いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメント
の結合は、SEQ ID NO:44の位置N30、D38、N39、およびR41における1つまたは複数の変異
によって抑制される。
【００１７】
　いくつかの態様において、本願抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、非霊長類4
-1BBポリペプチドに結合しないかまたは弱く結合する。いくつかの態様において、本願抗
ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントは、イヌ4-1BBポリペプチドに結合しないかまたは
弱く結合する。
【００１８】
　いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントをコ
ードする核酸分子を提供する。いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体または
抗原結合性フラグメントをコードする核酸分子を含むベクターを提供する。いくつかの態
様において、本開示は、抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントをコードするベクタ
ーおよび/または核酸分子を含む宿主細胞を提供する。いくつかの態様において、宿主細
胞は、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞から選択される。いくつかの
態様において、大腸菌（E. coli）、P.パストリス（P. pastoris）、Sf9、COS、HEK293、
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CHO、および哺乳動物リンパ球からなる群より選択される。
【００１９】
　いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントと薬
学的に許容される担体とを含む薬学的組成物を提供する。いくつかの態様において、本開
示は、抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントをコードする核酸および/またはベクタ
ーと薬学的に許容される担体とを含む薬学的組成物を提供する。
【００２０】
　いくつかの態様において、本開示は、処置を必要とする対象を処置する方法であって、
抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を、
対象に投与する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、本開示は、処置を
必要とする対象を処置する方法であって、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメント
をコードする核酸および/もしくはベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を、対
象に投与する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、対象はがんを有する
か、またはがんを発症するリスクがある。
【００２１】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応
答を誘導する方法であって、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むかまた
はそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様
において、本開示は、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応答を誘導する方法
であって、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントをコードする核酸および/もしく
はベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提
供する。いくつかの態様において、対象はがんを有するか、またはがんを発症するリスク
がある。
【００２２】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の強化を必要とする対象において免疫応
答を強化する方法であって、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むかまた
はそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様
において、本開示は、免疫応答の強化を必要とする対象において免疫応答を強化する方法
であって、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントをコードする核酸および/もしく
はベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提
供する。いくつかの態様において、対象はがんを有するか、またはがんを発症するリスク
がある。
【００２３】
　いくつかの態様において、対象中の、本開示の方法によって処置されるがんは、膀胱が
ん、乳がん、子宮頸がん、大腸がん、子宮内膜がん、食道がん、ファロピウス管がん、胆
嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、血液がん、咽頭がん、肝がん、肺がん、リンパ腫、黒色
腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹膜がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん、甲状腺がん、膵が
ん、および前立腺がんから選択される。
【００２４】
　いくつかの態様において、組成物は、0.01mg/kg～100mg/kgの用量で、本開示の抗ヒト4
-1BB抗体もしくはその抗原結合性フラグメントを含むか、または送達する。いくつかの態
様において、組成物は、約0.01mg/kg、0.025mg/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg、0.1mg/kg、
0.25mg/kg、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、
10mg/kg、20mg/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50mg/kg、70mg/kg、80mg/kg
、90mg/kg、または100mg/kgの用量で、抗ヒト4-1BB抗体もしくはその抗原結合性フラグメ
ントを含むか、または送達する。
【００２５】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体および/またはそのフラグメントならびに/
またはそれらを含む組成物は、対象におけるT細胞増殖（例えばCD8＋ T細胞増殖）の増加
および/またはT細胞（例えば、CD8＋ T細胞）によるIFNγ分泌の増加を誘導することを特
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徴とする。
【００２６】
　いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを
含むかまたはそれを送達する組成物を、1種または複数種の追加抗がん治療を施された対
象または施される予定の対象に投与する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様にお
いて、本開示は、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送
達する組成物を、電離放射線、化学療法剤、抗体剤および細胞ベースの治療のうちの1つ
または複数が施された対象または施される予定の対象に、対象が両方による処置を受ける
ように投与する工程を含む方法を提供する。
【００２７】
　いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを
含むかまたはそれを送達する組成物を、免疫チェックポイント阻害剤、IL-12、GM-CSF、
抗CD4剤、フルオロウラシル、ドキソルビシン、イリノテカン、パクリタキセル、シスプ
ラチン、またはシクロホスファミドのうちの1つまたは複数を投与された対象または投与
される予定の対象に投与する工程を含む方法を提供する。
【００２８】
　いくつかの態様において、本開示は、抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを
含むかまたはそれを送達する組成物を、免疫チェックポイント阻害剤を含む組成物を投与
された対象または投与される予定の対象に、対象が両方による処置を受けるように投与す
る工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤は
、PD-1シグナル伝達を阻害する剤である。いくつかの態様において、PD-1シグナル伝達を
阻害する剤は抗PD-1抗体である。いくつかの態様において、抗PD-1抗体は、ニボルマブ、
ペンブロリズマブ、アテゾリズマブ、デュルバルマブまたはアベルマブである。
【００２９】
　いくつかの態様において、本開示は、治療的処置を必要とする対象の治療的処置のため
の抗4-1BB抗体またはその抗原結合性フラグメントの用量を決定する方法を提供する。い
くつかの態様において、そのような方法は、（i）対象由来の生物学的試料における分泌I
FN-ガンマの測定値を用意または取得する工程であって、該対象が、ある量の本願抗4-1BB
抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されて
いる、工程と、（ii）前記分泌IFN-ガンマの測定値を基準値と比較する工程とを含み、前
記分泌IFN-ガンマの測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与される抗4-1BB
抗体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節することによって、対象の治療的処置
のための用量を決定する工程を含む。いくつかの態様において、基準値は、1人もしくは
複数の健常対象に由来する値、1人もしくは複数のがんと診断された対象に由来する値、
またはがんリスク予測アルゴリズムに由来する値を含む指標値を含む。いくつかの態様に
おいて、生物学的試料は、全血、血漿、または血清の試料である。いくつかの態様におい
て、対象はがんを有するか、またはがんを発症するリスクがある。いくつかの態様におい
て、がんは、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、大腸がん、子宮内膜がん、食道がん、ファ
ロピウス管がん、胆嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、血液がん、咽頭がん、肝がん、肺が
ん、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹膜がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん
、甲状腺がん、膵がん、および前立腺がんから選択される。
【００３０】
　いくつかの態様において、本開示は、インビボまたはインビトロで細胞によるIFN-γの
分泌を増加させるための方法であって、細胞を本明細書に記載の抗4-1BB抗体または抗原
結合性フラグメントと接触させる工程を含む方法を提供する。
【００３１】
　いくつかの態様において、本開示は、活性化T細胞をエクスビボで増殖させるかまたは
単離する方法であって、T細胞の集団を本明細書に記載の抗4-1BB抗体または抗原結合性フ
ラグメントと接触させることによって、活性化T細胞の増殖を増加させる工程を含む方法
を提供する。
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【００３２】
　いくつかの態様において、本開示は、抗原特異的活性化T細胞を単離するための方法で
あって、（a）培地中の末梢血単核球（PBMC）を関心対象のエピトープのペプチドおよびI
L-2と共に培養する工程、（b）関心対象のエピトープのペプチドを加えることによって、
培養細胞における4-1BB発現を誘導する工程、（c）培養細胞を本明細書に記載の抗4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメントで被覆された表面と接触させる工程であって、4-1BB
を発現する培養細胞が前記被覆表面に付着する、工程、ならびに（d）接着していない細
胞を除去することによって、抗原特異的活性化T細胞を単離する工程のうちの1つまたは複
数の工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、活性化T細胞はCD8＋ T細胞で
ある。
【００３３】
　いくつかの態様において、本開示は、がんの処置または予防を必要とする対象における
がんを処置または予防するための方法であって、本明細書に記載の方法のいずれかによっ
て生成させた活性化T細胞の治療有効量を含む組成物を対象に投与する工程を含む方法を
提供する。いくつかの態様において、がんは、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、大腸がん
、子宮内膜がん、食道がん、ファロピウス管がん、胆嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、血
液がん、咽頭がん、肝がん、肺がん、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹膜
がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん、甲状腺がん、膵がん、および前立腺がんから選択され
る。いくつかの態様において、組成物は、少なくとも109、少なくとも1010細胞、または1
010超の活性化T細胞を含む。いくつかの態様において、活性化T細胞はCD8＋ T細胞である
。
【００３４】
　特に、本明細書に記載の抗ヒト4-1BB抗体および/もしくはそれらのフラグメントならび
に/またはそれらを含む組成物を特徴づけるための技術も提供される。いくつかの態様で
は、AML細胞（例えばHL60）に結合する抗ヒト4-1BB抗体および/もしくはそれらのフラグ
メントならびに/またはそれらを含む組成物を特徴づけるための方法が提供される。いく
つかの態様では、ELISA、免疫組織化学、Biacore結合アッセイ、質量分析、等電点電気泳
動（IEF）クロマトグラフィーおよび/またはウェスタンブロットによって、抗ヒト4-1BB
抗体および/もしくはそれらのフラグメントならびに/またはそれらを含む組成物を特徴づ
けるための方法が提供される。
【００３５】
　本開示は、本明細書に記載の抗ヒト4-1BB抗体および/またはそれらのフラグメントなら
びに/または該抗体もしくはそれらのフラグメントを含有する組成物の製作または作製に
関係するさまざまな技術を提供する。
【００３６】
　本願において「約」および「およそ」という用語は同義語として使用される。本明細書
における刊行物、特許または特許出願への言及はいずれも、参照によりその全体が本明細
書に組み入れられる。本願において使用される数字はいずれも、約/およそが付加されて
いても付加されていなくても、関連技術分野の当業者が認識する通常の変動をいずれも包
含するものとする。
【００３７】
[本発明1001]
　（a）SEQ ID NO:5の配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の配列を含む重鎖CDR2、およびS
EQ ID NO:7または8の配列を含む重鎖CDR3、ならびに
　（b）SEQ ID NO:1の配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:2の配列を含む軽鎖CDR2、およびS
EQ ID NO:4の配列を含む軽鎖CDR3
を含む、抗4-1BB抗体またはその抗原結合性フラグメント。
[本発明1002]
　（a）SEQ ID NO:16もしくは17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域、および/
または
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　（b）SEQ ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域
を含む、本発明1001の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1003]
　（a）SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む重鎖可
変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:10の配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメイン、また
は
　（c）SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも98％同一な配列を含む重鎖可
変ドメイン、およびSEQ ID NO:10の配列と少なくとも98％同一な配列を含む軽鎖可変ドメ
イン
のいずれか一つを含む、本発明1001または1002の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメ
ント。
[本発明1004]
　（a）SEQ ID NO:11～14から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン、
　（b）SEQ ID NO:10の配列を含む軽鎖可変ドメイン、または
　（c）SEQ ID NO:11～14から選択される配列を含む重鎖可変ドメイン、およびSEQ ID NO
:10の配列を含む軽鎖可変ドメイン
のいずれか一つを含む、本発明1001～1003のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フ
ラグメント。
[本発明1005]
　ヒト4-1BB分子に対して1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）を有する、本
発明1001～1004のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1006]
　ヒト4-1BBポリペプチドの細胞外ドメイン内のエピトープに結合する、本発明1001～100
5のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1007]
　ヒト4-1BBの細胞外ドメイン内のエピトープへの結合が、SEQ ID NO:44の位置N30、D38
、N39およびR41における1つまたは複数の変異によって抑制される、本発明1006の抗4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1008]
　イヌ4-1BBポリペプチドに結合しないかまたは弱く結合する、本発明1001～1007のいず
れかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1009]
　ヒト化抗体であるかまたはヒト化抗体を含む、本発明1001～1008のいずれかの抗4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1010]
　抗体が、IgG1またはその変種、IgG2またはその変種、IgG4またはその変種、IgAまたは
その変種、IgEまたはその変種、IgMまたはその変種、およびIgDまたはその変種から選択
される免疫グロブリン定常ドメインを含む、本発明1001～1009のいずれかの抗4-1BB抗体
または抗原結合性フラグメント。
[本発明1011]
　抗体がヒトIgG1であるかまたはヒトIgG1を含む、本発明1001～1010のいずれかの抗4-1B
B抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1012]
　IgG1がSEQ ID NO:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列であるか、またはSEQ ID N
O:22もしくは23と少なくとも95％同一な配列を含む、本発明1011の抗4-1BB抗体または抗
原結合性フラグメント。
[本発明1013]
　モノクローナル抗体である、本発明1001～1012のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結
合性フラグメント。
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[本発明1014]
　抗体フラグメントが、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、
Fvフラグメント、ジスルフィド結合したFvフラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイ
ン抗体、ヒューマボディ（humabody）、ナノボディまたはダイアボディである、本発明10
01～1010のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメント。
[本発明1015]
　本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントをコードす
る、核酸分子。
[本発明1016]
　本発明1015の核酸分子を含む、組換えベクター。
[本発明1017]
　本発明1016の組換えベクターおよび/または本発明1015の核酸分子を含む、宿主細胞。
[本発明1018]
　細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、または哺乳動物細胞から選択される、本発明1017の宿
主細胞。
[本発明1019]
　大腸菌（E. coli）、P.パストリス（P. pastoris）、Sf9、COS、HEK293、CHO、および
哺乳動物リンパ球からなる群より選択される、本発明1018の宿主細胞。
[本発明1020]
　（a）本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメント、本
発明1016の核酸分子、本発明1017の組換えベクター、または本発明1017の宿主細胞と、
　（b）薬学的に許容される担体と
を含む、薬学的組成物。
[本発明1021]
　本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメント、本発明1
015の核酸、または本発明1016の組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を
、対象に投与する工程
を含む、処置を必要とする対象を処置する方法。
[本発明1022]
　本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメント、本発明1
015の核酸、または本発明1016の組換えベクターを含むかまたはそれを送達する組成物を
、対象に投与する工程
を含む、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応答を誘導する方法。
[本発明1023]
　本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメント、本発明1
015の核酸、または本発明1016の組換えベクターを含むまたはそれを送達する組成物を、
対象に投与する工程
を含む、免疫応答の強化または免疫細胞の活性の増加を必要とする対象において免疫応答
を強化するかまたは免疫細胞の活性を増加させる方法。
[本発明1024]
　対象ががんを有するか、またはがんを発症するリスクがある、本発明1021～1023のいず
れかの方法。
[本発明1025]
　がんが、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、大腸がん、子宮内膜がん、食道がん、ファロ
ピウス管がん、胆嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、血液がん、咽頭がん、肝がん、肺がん
、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹膜がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん、
甲状腺がん、膵がん、および前立腺がんから選択される、本発明1024の方法。
[本発明1026]
　対象が、両方による処置を受けるように、電離放射線、化学療法剤、抗体剤、および細
胞ベースの治療から選択される1種または複数種の追加抗がん治療を施されたかまたは施
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される予定である、本発明1021～1025のいずれかの方法。
[本発明1027]
　1種または複数種の追加抗がん治療が、免疫チェックポイント阻害剤、IL-12、GM-CSF、
抗CD4剤、シスプラチン、フルオロウラシル、ドキソルビシン、イリノテカン、パクリタ
キセル、またはシクロホスファミドを含む、本発明1026の方法。
[本発明1028]
　対象が、両方による処置を受けるように、免疫チェックポイント阻害剤を投与されたか
または投与される予定である、本発明1021～1025のいずれかの方法。
[本発明1029]
　免疫チェックポイント阻害剤がPD-1シグナル伝達を阻害する剤である、本発明1027また
は1028の方法。
[本発明1030]
　PD-1シグナル伝達を阻害する剤がPD-1抗体である、本発明1029の方法。
[本発明1031]
　治療的処置を必要とする対象の治療的処置のための抗4-1BB抗体またはその抗原結合性
フラグメントの用量を決定する方法であって、
　（a）対象由来の生物学的試料における分泌IFN-ガンマの測定値を用意または取得する
工程であって、該対象が、ある量の本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体もしくは
その抗原結合性フラグメントを含むかまたはそれを送達する組成物を投与されている、工
程と、
　（b）前記分泌IFN-ガンマの測定値を基準値と比較する工程と
を含み、
　前記分泌IFN-ガンマの測定値が基準値より高いかまたは低い場合には、投与される抗4-
1BB抗体またはその抗原結合性フラグメントの量を調節することによって、対象の治療的
処置のための用量を決定する、前記方法。
[本発明1032]
　基準値が、1人もしくは複数の健常対象に由来する値、1人もしくは複数のがんと診断さ
れた対象に由来する値、またはがんリスク予測アルゴリズムに由来する値を含む指標値を
含む、本発明1031の方法。
[本発明1033]
　生物学的試料が、全血、血漿、または血清の試料である、本発明1031または1032の方法
。
[本発明1034]
　対象ががんを有するか、またはがんを発症するリスクがある、本発明1031～1033のいず
れかの方法。
[本発明1035]
　がんが、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、大腸がん、子宮内膜がん、食道がん、ファロ
ピウス管がん、胆嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、血液がん、咽頭がん、肝がん、肺がん
、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹膜がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん、
甲状腺がん、膵がん、および前立腺がんから選択される、本発明1034の方法。
[本発明1036]
　細胞を本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントと接
触させる工程を含む、インビボまたはインビトロで細胞によるIFN-γの分泌を増加させる
ための方法。
[本発明1037]
　T細胞の集団を本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
トと接触させることによって、活性化T細胞の増殖を増加させる工程を含む、活性化T細胞
をエクスビボで増殖させるかまたは単離する方法。
[本発明1038]
　（a）培地中の末梢血単核球（PBMC）を関心対象のエピトープのペプチドおよびIL-2と
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共に培養する工程、
　（b）関心対象のエピトープのペプチドを加えることによって、培養細胞における4-1BB
発現を誘導する工程、
　（c）培養細胞を本発明1001～1014のいずれかの抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメ
ントで被覆された表面と接触させる工程であって、4-1BBを発現する培養細胞が前記被覆
表面に付着する、工程、ならびに
　（d）接着していない細胞を除去することによって、抗原特異的活性化T細胞を単離する
工程
を含む、抗原特異的活性化T細胞を単離するための方法。
[本発明1039]
　活性化T細胞がCD8＋ T細胞である、本発明1037または1038の方法。
[本発明1040]
　本発明1037～1039のいずれかの方法によって生成させた活性化T細胞の治療有効量を対
象に投与する工程を含む、がんの処置または予防を必要とする対象においてがんを処置ま
たは予防するための方法。
　本発明の他の特徴、目的および利点は、以下の詳細な説明から明白である。ただし、以
下の詳細な説明は、本発明の態様を示してはいるものの、単なる例示であって、限定では
ないと理解すべきである。本発明の範囲内でのさまざまな改変および修飾は、以下の詳細
な説明から、当業者には明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
　本願に含まれる図面は以下の図から構成されるが、その目的は例示であって、限定では
ない。本開示の上記のおよび他の目的、局面、特徴および利点は、以下の説明を添付の図
面と合わせて参照することによって、より明白になり、よりよく理解されるであろう。
【００３９】
【図１】図1Aは、ヒト4-1BB細胞外ドメイン（ECD）コンストラクトを図示している。一番
上は完全長4-1BB ECD（167アミノ酸）の略図であり、その下に、4-1BB ECDのさまざまな
フラグメント: R1（1～55aa）、R2（56～110aa）、R3（110～167aa）、R1.1（1～45aa）
、R1.2（1～35aa）、R1.3（11～55aa）、R1.4（21～55aa）R1.5（1～25aa）およびR1.6（
1～30aa）が示されている。これらの4-1BB ECDコンストラクトのそれぞれをGSTと融合し
た。図1Bは、図1Aに記載する4-1BB ECD融合コンストラクトへの例示的ヒト化抗4-1BB抗体
の結合を示すウェスタンブロットである。図のとおり、例示的ヒト化抗4-1BB抗体は、完
全長4-1BB ECD融合ポリペプチドおよびR1融合ポリペプチドには結合するが、R2融合ポリ
ペプチドやR3融合ポリペプチドには結合しない。分子サイズマーカーは左側にkDaの単位
で示されている。
【図２】図2Aは、4-1BB ECD融合コンストラクトを発現する細胞からの全細胞抽出物のSDS
-PAGEゲルである。図2Aにおける上記融合コンストラクトは、1mM IPTGで誘導した大腸菌B
L21細胞中で発現させ、全細胞抽出物を12％SDS-PAGEで分離した。図のとおり、融合コン
ストラクト（ECD、R1、R1.1、R1.2、R1.3、R1.4、R1.5およびR1.6）はすべてロバストに
発現する。図2Bは、例示的ヒト化抗4-1BB抗体が、完全長4-1BB ECD融合ポリペプチドなら
びにR1.1、R1.2、R1.3およびR1.6融合ポリペプチドには結合するが、R1.4融合ポリペプチ
ドやR1.5融合ポリペプチドには結合しないことを示すウェスタンブロットである。免疫ブ
ロットは例示的抗ヒト4-1BB抗体を使って行った。分子サイズマーカーは左側にkDaの単位
で示されている。
【図３】図3は、ELISAで測定される組換えヒト4-1BB抗原に対する抗4-1BBモノクローナル
抗体の結合アフィニティーを図示している。OD450nm値をy軸上に表し、増加する抗4-1BB
抗体の濃度（単位μg/ml）をx軸に沿って表す。BBK-4（円）はマウス抗ヒト4-1BB抗体で
あり、94G1（四角形）、94K（上向きの三角形）、94KV（菱形）、94KVT（星印）およびEU
101（下向きの三角形）は例示的ヒト化変種抗4-1BB抗体である。
【図４】図4は、4-1BB発現Jurkat T細胞（Jurkat 8-1）への抗4-1BBモノクローナル抗体
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の結合を図示している。平均蛍光強度（MFI）値をy軸上に表し、抗体のLog10濃度（単位
μg/ml）をx軸に沿って表す。BBK-4（円）はマウス抗ヒト4-1BB抗体であり、94G1（四角
形）、94K（上向きの三角形）、94KV（菱形）、94KVT（星印）およびEU101（下向きの三
角形）は例示的ヒト化変種抗4-1BB抗体である。
【図５】図5は、4-1BBに対する変種抗4-1BB抗体のインビトロ結合アフィニティーを列挙
する表である。結合アフィニティーは、表面プラズモン共鳴（SPR、Biacore 3000）を使
って測定した。94G1およびEU101は例示的ヒト化変種抗4-1BB抗体である。
【図６】図6は、4-1BB発現CD8＋ T細胞への抗4-1BBモノクローナル抗体の結合を図示して
いる。CD8＋ T細胞をヒトPBMCから単離し、抗CD3抗体によって2日間活性化した。4-1BB-P
Eは例示的な市販抗4-1BB抗体であり、BBK-4はマウス抗ヒト4-1BB抗体であり、94G1、94K
、94KV、94KVTおよびEU101は例示的ヒト化変種抗4-1BB抗体である。下のグラフは、上のF
ACSデータで各抗体について示した値を反映している。
【図７】図7は、抗4-1BB抗体で処理されたCD8＋ T細胞のインビトロ増殖を定量化してい
るグラフである。増殖性CD8＋ T細胞を、抗体なし、ヒトIgG単独、BBK-4、または例示的
ヒト化変種抗4-1BB抗体: 94G1、94K、94KV、94KVTおよびEU101による処理に付し、増殖（
すなわち代謝活性）細胞を染色するためにWST-1（水溶性テトラゾリウム塩）で処理した
。
【図８】図8は、抗4-1BB抗体で処理されたCD8＋ T細胞によるインビトロIFNγ分泌を定量
化しているグラフである。CD8＋ T細胞をヒトPBMCから単離し、抗体なし、ヒトIgG単独、
または1μg/mlの抗4-1BB抗体: BBK-4、94G1、94K、94KV、94KVTおよびEU101による処理に
付した。1日目、3日目および5日目にIFNγ分泌を評価した。
【図９】図9は、（A）CD4＋および（B）CD8＋におけるIFN-γ分泌を図示するグラフであ
る。健常ドナーのPBMCから単離した後、PBMC中に存在する活性化T細胞を、RPMI-1640＋2
％FBS培地中で24時間休止させ、その休止PBMCを鉄ビーズに取り付けた抗CD4抗体または抗
CD8抗体で処理し、MACS磁気分離装置を使ってCD4＋細胞またはCD8＋細胞を単離した。単
離されたCD4＋ T細胞またはCD8＋ T細胞を、4-1BB発現を誘導するためにT細胞活性化因子
である抗CD3で処理し、さまざまな濃度のEU101（0.5、1.0、2.5および5.0μg/ml）または
対照ヒトIgG（5.0μg/ml）で3日間処理した。3日後に、細胞を除いた培養培地を得て、培
養培地中のヒトIFN-γの蛍光をELISA（ebioscience）で評価した。結果を、IFN-γ ELISA
キットに用意されている標準曲線と比較した。
【図１０Ａ】図10Aは、例示的抗ヒト4-1BB抗体BBK4、94G1、94KVTおよびEU101の抗体依存
性細胞傷害（ADCC）を図示するグラフである。
【図１０Ｂ】図10Bは、例示的抗ヒト4-1BB抗体BBK4、94G1およびEU101の補体依存性細胞
傷害（CDC）を図示するグラフである。
【図１１】図11は、大腸がん腫瘍細胞（HT29）をヒト化マウスに皮下注射し、腫瘍サイズ
が100～200mm3に達したら、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）を、体重1kgあたり1.0mg、5
.0mgおよび10.0mgの用量で5日ごとに3回、マウスに静脈内投与した後の腫瘍サイズとして
測定される、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）のインビボ抗がん効果を、濃度ごとに示し
ている（代表的データ）。
【図１２】図12は、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1抗体（キイトル
ーダ（Keytruda）、「KD」）の抗がん効果を、濃度ごとに示している。抗がん効果は、ヒ
ト化マウスへの大腸がん腫瘍細胞（HT29）の皮下注射および抗体処置後の腫瘍サイズとし
て測定した。腫瘍サイズが100～150mm3に達したら、マウスを、体重1kgあたり5.0mgおよ
び10.0mgの用量で5日ごとに3回の腹腔内注射により、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）ま
たは例示的抗PD-1抗体（キイトルーダ）で処置した。
【図１３】図13は、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1抗体（キイトル
ーダ）の個別処置および併用治療の同等な抗がん効果を示している。抗がん効果は、大腸
がん腫瘍細胞（HT29）をヒト化マウスに皮下注射し、抗体処置を行った後の腫瘍サイズと
して測定した。腫瘍サイズが300～450mm3に達したら、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）
を個別処置用に2.5mpkで投与し、例示的抗PD-1抗体（キイトルーダ）を個別処置用に2.5m
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pkで投与し、併用治療の場合はEU101、2.5mpk＋キイトルーダ、2.5mpkを投与した。投与
は、3日ごとに合計3回の、マウスの腹腔内注射によった。
【図１４】図14Aは、図13に記載の腫瘍移植ヒト化マウスで、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU
101）および例示的抗PD-1抗体（キイトルーダ）による個別処置または併用処置の34日後
に、マウス血中または腫瘍組織1g中の循環ヒトCD4＋ T細胞およびCD8＋ T細胞の数を示し
ている。腫瘍中のT細胞浸潤リンパ球（T cell infiltrating lymphocyte）（TIL）は、フ
ローサイトメーターを使ってCD4＋ T細胞およびCD8＋ T細胞の比（％）を測定して総細胞
数の比率（proportional ratios of the total cell numbers）を計算することによって
、測定した。細胞をFITC標識CD4抗体、蛍光BV510標識CD8抗体および蛍光APC-cy7標識CD45
抗体で染色した後、CD4＋ T細胞およびCD8＋ T細胞の比（％）を測定するためにフローサ
イトメトリーを行い、フローサイトメトリープログラム（ゲーティング）によってヒト血
球マーカーCD45陽性細胞を分離した。図14Bは、細胞を蛍光APC-cy7標識CD45、蛍光BV510
標識CD8抗体、蛍光FITC標識CD4抗体、蛍光PE標識INFγ、および蛍光APC標識Foxp3抗体で
染色した後に、フローサイトメーターを使ってCD8＋IFN-γ＋ T細胞の比とTreg（CD4＋Fo
xp3high T細胞）の比との比率を計算することによって測定される、CD8＋IFN-γ＋ T細胞
の比あたりのTreg（CD4＋Foxp3high T細胞）の比を示している。
【図１５】図15Aおよび図15Bは、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1抗
体（キイトルーダ）の個別処置および併用処置後の、血清および腫瘍内容液におけるIFN-
γ分析結果を示している。図15Aおよび図15Bに示す処置群のすべてで行った解剖の後、10
μlの血清および100μlの腫瘍内容液を、ヒトIFN-γ ELISAキットおよびヒトTGF-β ELIS
Aキットで分析した。
【図１６】図16Aは、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）によるパニング前に測定された抗
原特異的CD8＋ T細胞比である（4-1BB＋CD8＋ T細胞の比: 43.2％、CD8＋ T細胞の比: 58
.6％）。図16Bは、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）によるパニング後に測定された抗原
特異的CD8＋ T細胞比である（pCMV＋CD8＋ T細胞の比: 60.0％、CD8＋ T細胞の比: 79.3
％）。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
特定の定義
　以下の説明では、組換えDNAおよび免疫学において使用されるいくつかの用語が、広く
利用される。明細書および特許請求の範囲は、そのような用語に与えられる範囲を含め、
より明確にかつ一貫して理解されるように、以下の定義が与えられる。
【００４１】
　約:値に関して本明細書において使用する場合、「約」という用語は、言及された値と
の関連において類似する値を指す。一般に、ある文脈において「約」が包含する妥当な変
動の程度は、その文脈に精通している当業者には理解されるであろう。例えばいくつかの
態様において、「約」という用語は、言及された値の25％、20％、19％、18％、17％、16
％、15％、14％、13％、12％、11％、10％、9％、8％、7％、6％、5％、4％、3％、2％、
1％以内またはそれ未満以内の値の範囲を包含しうる。
【００４２】
　投与:本明細書において使用する場合、「投与」という用語は、典型的には、組成物で
ある剤または組成物に含まれる剤の送達を達成するための、対象または系への組成物の投
与を指す。当業者は、適当な状況において、対象（例えばヒト）への投与に利用すること
ができるさまざまな経路を知っているであろう。例えばいくつかの態様において、投与は
点眼、経口、非経口、外用などであることができる。いくつかの特定態様において、投与
は、気管支（例:気管支点滴によるもの）、バッカル、皮膚（例えば皮膚への外用、皮内
、皮下（interdermal）、経皮などのうちの1つまたは複数であるか、またはそれらを含み
うる）、経腸、動脈内、皮内、胃内、髄内、筋肉内、鼻腔内、腹腔内、髄腔内、静脈内、
室内（intraventricular）、具体的器官内（例えば肝臓内）、粘膜、経鼻、経口、直腸、
皮下、舌下、外用、気管（例:気管内点滴によるもの）、膣、硝子体などでありうる。い
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くつかの態様において、投与は単回投与だけを伴いうる。いくつかの態様において、投与
は固定された投与回数の適用を伴いうる。いくつかの態様において、投与は、間欠的（例
:時間を空けて複数回）および/または周期的（同じ時間を隔てた個々の投与）投与である
投与を伴いうる。いくつかの態様において、投与は、少なくとも選択されたある期間にわ
たる連続的投与（例:灌流）を伴いうる。
【００４３】
　アフィニティー:当技術分野では公知であるとおり、「アフィニティー」は、ある特定
リガンドがそのパートナーに結合する堅固さの尺度である。アフィニティーはさまざまな
方法で測定することができる。いくつかの態様において、アフィニティーは定量的アッセ
イによって測定される。いくつかのそのような態様では、結合パートナー濃度を、生理的
条件を模倣するために、リガンド濃度過剰に固定することができる。上記に代えて、また
は上記に加えて、いくつかの態様では、結合パートナー濃度および/またはリガンド濃度
を変化させることができる。いくつかのそのような態様では、アフィニティーを、同等な
条件下（例:濃度）で、基準と比較することができる。
【００４４】
　アゴニスト:その存在、レベル、程度、タイプまたは形態が、別の剤（すなわちアゴナ
イズされる剤）のレベルまたは活性の増加と相関する剤条件または事象を指すために、「
アゴニスト」という用語を使用しうることは、当業者には理解されるであろう。一般にア
ゴニストは、例えば小分子、ポリペプチド、核酸、糖質、脂質、金属、および/または関
連する活性化活性を示す他の任意の実体など、任意の化合物クラスの剤であるか、それを
含みうる。いくつかの態様において、アゴニストは直接でありうる（この場合、アゴニス
トはその影響をそのターゲットに直接発揮する）。いくつかの態様において、アゴニスト
は間接的でありうる（この場合、アゴニストは、ターゲットのレベルまたは活性が変化す
るように、そのターゲットへの結合以外の方法によって、例えばターゲットの制御因子と
相互作用することによって、その影響を発揮する）。
【００４５】
　動物:本明細書において使用する場合、動物界の任意のメンバーを指す。いくつかの態
様において、「動物」とはヒトを指し、その性別および発生段階は問わない。いくつかの
態様において、「動物」とは非ヒト動物を指し、その発生段階は問わない。特定の態様に
おいて、非ヒト動物は哺乳動物（例:齧歯類、マウス、ラット、ウサギ、サル、イヌ、ネ
コ、ヒツジ、ウシ、霊長類および/またはブタ）である。いくつかの態様において、動物
には、哺乳動物、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、昆虫および/または虫（worm）が含まれ
るが、それらに限定されるわけではない。いくつかの態様において、動物は、トランスジ
ェニック動物、遺伝子改変動物および/またはクローンでありうる。
【００４６】
　アンタゴニスト:本明細書において使用する「アンタゴニスト」という用語が、その存
在、レベル、程度、タイプまたは形態が別の剤（すなわち阻害される剤またはターゲット
）のレベルまたは活性の減少と相関する剤条件または事象を指すために使用されうること
は、当業者には理解されるであろう。一般にアンタゴニストは、例えば小分子、ポリペプ
チド、核酸、糖質、脂質、金属、および/または関連する阻害活性を示す他の任意の実体
など、任意の化合物クラスの剤であるか、それを含みうる。いくつかの態様において、ア
ンタゴニストは直接でありうる（この場合、アンタゴニストはその影響をそのターゲット
に直接発揮する）。いくつかの態様において、アンタゴニストは間接的でありうる（この
場合、アンタゴニストは、ターゲットのレベルまたは活性が変化するように、そのターゲ
ットへの結合以外の方法によって、例えばターゲットの制御因子と相互作用することによ
って、その影響を発揮する）。
【００４７】
　抗体:本明細書において使用する場合、「抗体」という用語は、特定ターゲット抗原へ
の特異的結合を付与するのに十分な標準的（canonical）免疫グロブリン配列要素を含む
ポリペプチドを指す。当技術分野において公知であるとおり、自然界で生産されるインタ
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クトな抗体は、2本の同一重鎖ポリペプチド（それぞれ約50kD）および2本の同一軽鎖ポリ
ペプチド（それぞれ約25kD）から構成され、それらが互いに会合して一般に「Y字」構造
と呼ばれるものになる、およそ150kDの四量体の物質である。各重鎖は、少なくとも4つの
ドメイン（それぞれ約110アミノ酸長）、すなわちアミノ末端の可変（VH）ドメイン（Y構
造の先端部に位置する）とそれに続く3つの定常ドメイン: CH1、CH2およびカルボキシ末
端のCH3（Yの軸部分の基部に位置する）とから構成される。「スイッチ」と呼ばれる短い
領域が、重鎖の可変領域と定常領域とを接続している。「ヒンジ」は、CH2ドメインおよ
びCH3ドメインを抗体の残りの部分に接続している。インタクトな抗体では、このヒンジ
領域中の2つのジスルフィド結合が2本の重鎖ポリペプチドを互いに接続している。各軽鎖
は、2つのドメイン、すなわち、もう1つの「スイッチ」によって互いに分離されたアミノ
末端の可変（VL）ドメインと、それに続くカルボキシ末端の定常（CL）ドメインとから構
成される。インタクトな抗体四量体は、重鎖と軽鎖が単一のジスルフィド結合によって互
いに連結されている2つの重鎖-軽鎖二量体から構成され、他の2つのジスルフィド結合は
、これらの二量体が互いに接続されて四量体を形成するように、重鎖ヒンジ領域を互いに
接続している。また、天然に生産される抗体は、典型的にはCH2ドメイン上が、グリコシ
ル化されている。天然抗体中の各ドメインは、圧縮された逆平行ベータバレルへと互いに
相対してパッケージングされた2つのベータシート（例: 3、4または5ストランドのシート
）から形成される「免疫グロブリンフォールド」を特徴とする構造を有する。各可変ドメ
インは、「相補性決定領域」と呼ばれる3つの超可変ループ（CDR1、CDR2およびCDR3）と
、いくらか不変である4つの「フレームワーク」領域（FR1、FR2、FR3およびFR4）とを含
有する。天然抗体がフォールディングすると、FR領域は、ドメインの構造的フレームワー
クとなるベータシートを形成し、重鎖と軽鎖の両方からのCDRループ領域は三次元空間で
寄せ集められることで、Y構造の先端に位置する単一の超可変抗原結合部位を作り出す。
天然抗体のFc領域は補体系の要素に結合すると共に、例えば細胞傷害性を媒介するエフェ
クター細胞含むエフェクター細胞上の受容体にも結合する。当技術分野では知られている
とおり、Fc受容体に対するFc領域のアフィニティーおよび/または他の結合属性は、グリ
コシル化または他の修飾によって調整することができる。いくつかの態様において、本発
明に従って生産および/または利用される抗体は、グリコシル化されたFcドメイン、例え
ば修飾されたまたは改変されたそのようなグリコシル化を伴うFcドメインを含む。本発明
に関して、特定の態様では、天然抗体に見いだされるように十分な免疫グロブリンドメイ
ン配列を含む任意のポリペプチドまたはポリペプチドの複合体を、そのポリペプチドが天
然に生産されたか（例えば抗原に反応する生物によって作成されたか）、組換え工学、化
学合成または他の人工系もしくは方法論によって生産されたかを問わず、「抗体」と呼ぶ
ことができ、かつ/または「抗体」として使用することができる。いくつかの態様におい
て、抗体はポリクローナルであり、いくつかの態様において、抗体はモノクローナルであ
る。いくつかの態様において、抗体は、マウス抗体、ウサギ抗体、霊長類抗体またはヒト
抗体に特有の定常領域配列を有する。いくつかの態様において、抗体配列要素は、当技術
分野において公知であるとおり、ヒト化型、霊長類化型、キメラなどである。さらにまた
、本明細書において使用する「抗体」という用語は、適当な態様において（別段の言明が
ある場合、または文脈上そうでないことが明らかである場合を除き）、抗体の構造的およ
び機能的特徴を代替的表現で利用するための、当技術分野において公知のまたは開発され
たコンストラクトまたはフォーマットのいずれをも指すことができる。例えばいくつかの
態様において、本発明に従って利用される抗体は、以下から選択されるフォーマット（た
だしそれらに限定されるわけではない）をとる:インタクトなIgA、IgG、IgEまたはIgM抗
体;二重特異性または多重特異性抗体（例: Zybodies（登録商標）など）;抗体フラグメン
ト、例えばFabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fd'フラグメ
ント、Fdフラグメントおよび単離されたCDRまたはそれらのセット;単鎖Fv;ポリペプチド-
Fc融合物;単一ドメイン抗体（例: IgNARまたはそのフラグメントなどのサメ単一ドメイン
抗体）;ラクダ科抗体;マスク（masked）抗体（例:Probodies（登録商標））; Small Modu
lar ImmunoPharmaceuticals（「SMIPs（商標）」;単鎖またはタンデムダイアボディ（Tan
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dAb（登録商標））;ヒューマボディ、VHH; Anticalins（登録商標）; Nanobodies（登録
商標）ミニボディ; BiTE（登録商標）;アンキリンリピートタンパク質またはDARPINs（登
録商標）; Avimers（登録商標）; DARTs; TCR様抗体、Adnectins（登録商標）; Affilins
（登録商標）; Trans-bodies（登録商標）; Affibodies（登録商標）; TrimerX（登録商
標）;マイクロプロテイン（MicroProtein）; Fynomers（登録商標）、Centyrins（登録商
標）;およびKALBITOR（登録商標）。いくつかの態様において、抗体は、天然に生産され
た場合に有するであろう共有結合による修飾（例:グリカンの付加）を欠いてもよい。い
くつかの態様において、抗体は、修飾（例:グリカン、ペイロード［例:検出可能部分、治
療部分、触媒部分など］または他のペンダント基［例:ポリエチレングリコールなど］の
付加）を含有しうる。
【００４８】
　抗体フラグメント:本明細書にいう「抗体フラグメント」とは、本明細書に記載する抗
体または抗体剤の一部を指し、典型的には、抗原結合部分またはその可変領域を含む部分
を指す。抗体フラグメントは任意の手段によって生産されうる。例えばいくつかの態様に
おいて、抗体フラグメントは、インタクトな抗体または抗体剤の断片化により、酵素的ま
たは化学的に生産することができる。あるいは、いくつかの態様において、抗体フラグメ
ントは組換え的に（すなわち改変された核酸配列の発現によって）生産することもできる
。いくつかの態様において、抗体フラグメントは、全部または一部を合成的に生産するこ
とができる。いくつかの態様において、抗体フラグメント（特に抗原結合性抗体フラグメ
ント）は、少なくとも約50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、170
、180、190アミノ酸またはそれ以上、いくつかの態様では少なくとも約200アミノ酸の長
さを有しうる。
【００４９】
　結合:本明細書において使用する「結合」という用語が、典型的には、2つ以上の実体間
での非共有結合的会合を指すことは理解されるであろう。「直接的」結合は実体間または
部分間の物理的接触を伴い、間接的結合は1つまたは複数の中間実体との物理的接触を介
した物理的相互作用を伴う。2つ以上の実体間の結合は、典型的には、例えば相互作用す
る実体または部分を分離して研究する場合や、より複雑な系を背景として（例えば共有結
合または他の形で担体実体と関連付けられた状態で、かつ/または生物学的な系もしくは
細胞中で）研究する場合を含めて、さまざまな背景のいずれにおいても評価することがで
きる。
【００５０】
　がん:「がん」、「悪性腫瘍」、「新生物」、「腫瘍」および「がん腫」という用語は
、本明細書では、相対的に異常な、制御されないおよび/または自律的な成長を示し、そ
の結果、細胞増殖の制御が著しく失われていることを特徴とする異常成長表現型を示す細
胞を指すために使用される。いくつかの態様において、腫瘍は、前がん性（例えば良性）
、悪性、前転移性、転移性および/または非転移性の細胞であるか、それを含みうる。本
開示では、その教示内容が特に関連しうる特定のがんを、具体的に特定する。いくつかの
態様において、関連がんは固形腫瘍を特徴としうる。いくつかの態様において、関連がん
は血液腫瘍を特徴としうる。一般に、当技術分野において公知のさまざまなタイプのがん
の例には、例えば白血病、リンパ腫（ホジキンおよび非ホジキン）、骨髄腫および骨髄増
殖性障害を含む造血器がん;肉腫、黒色腫、腺腫、固形組織のがん、口、のど、喉頭およ
び肺の扁平上皮がん、肝がん、尿生殖器がん、例えば前立腺がん、子宮頸がん、膀胱がん
、子宮がんおよび子宮内膜がん、ならびに腎細胞がん、骨がん、膵がん、皮膚がん、皮膚
黒色腫または眼内黒色腫、内分泌系のがん、甲状腺のがん、副甲状腺のがん、頭頸部がん
、乳がん、胃腸がんおよび神経系がん、パピローマなどの良性病変などがある。
【００５１】
　CDR:本明細書において使用する場合、抗体可変領域内の相補性決定領域を指す。重鎖お
よび軽鎖の可変領域のそれぞれには3つのCDRがあり、それらは、可変領域のそれぞれにつ
いて、CDR1、CDR2およびCDR3と称されている。「CDRのセット」または「CDRセット」とは



(18) JP 6609724 B1 2019.11.20

10

20

30

40

50

、抗原結合能を有する単一可変領域に見いだされる、または抗原結合能を有するコグネイ
ト重鎖および軽鎖可変領域のCDRに見いだされる、3つまたは6つのCDRの集まりを指す。当
技術分野ではCDRの境界を画定するためにいくつかのシステムが確立されており（例: Kab
at、Chothiaなど）、当業者はこれらのシステム間の相違を認識して、本願に係る発明を
理解し実施するために必要な程度には、CDRの境界を理解することができる。
【００５２】
　化学療法剤:本明細書において使用する「化学療法剤」という用語は、アポトーシス促
進性、細胞分裂阻害性および/または細胞傷害性の剤に関して当技術分野で理解されてい
るその意味を有し、例えば特に、望ましくない細胞増殖に関連する1つまたは複数の疾患
、障害または状態の処置に利用されかつ/またはそのような処置における使用が推奨され
ている剤を含む。多くの態様において、化学療法剤はがんの処置に有用である。いくつか
の態様において、化学療法剤は、1種または複数種のアルキル化剤、1種または複数種のア
ントラサイクリン類、1種または複数種の細胞骨格破壊剤（例えばタキサン、メイタンシ
ンおよびそれらの類似体などの微小管標的剤）、1種または複数種のエポチロン、1種また
は複数種のヒストンデアセチラーゼ阻害剤（HDAC）、1種または複数種のトポイソメラー
ゼ阻害剤（例:トポイソメラーゼIおよび/またはトポイソメラーゼIIの阻害剤）、1種また
は複数種のキナーゼ阻害剤、1種または複数種のヌクレオチド類似体またはヌクレオチド
前駆体類似体、1種または複数種のペプチド系抗生物質、1種または複数種の白金ベースの
剤、1種または複数種のレチノイド、1種または複数種のビンカアルカロイド、および/ま
たは以下に挙げるもの（すなわち抗増殖活性を共通して有するもの）のうちの1つまたは
複数の1種または複数種の類似体であるか、それを含みうる。いくつかの特定態様におい
て、化学療法剤は、アクチノマイシン、全トランス型レチノイン酸、アウリスタチン（Au
iristatin）、アザシチジン、アザチオプリン、ブレオマイシン、ボルテゾミブ、カルボ
プラチン、カペシタビン、シスプラチン、クロラムブシル、シクロホスファミド、クルク
ミン、シタラビン、ダウノルビシン、ドセタキセル、ドキシフルリジン、ドキソルビシン
、エピルビシン、エポチロン、エトポシド、フルオロウラシル、ゲムシタビン、ヒドロキ
シ尿素、イダルビシン、イマチニブ、イリノテカン、メイタンシンおよび/またはその類
似体（例えばDM1）、メクロレタミン、メルカプトプリン、メトトレキサート、ミトキサ
ントロン、メイタンシノイド、オキサリプラチン、パクリタキセル、ペメトレキセド、テ
ニポシド、チオグアニン、トポテカン、バルルビシン、ビンブラスチン、ビンクリスチン
、ビンデシン、ビノレルビン、およびそれらの組み合わせの1つまたは複数であるか、そ
れを含みうる。いくつかの態様では、化学療法剤を抗体-薬物コンジュゲートとの関連に
おいて利用しうる。いくつかの態様において、化学療法剤は、hLL1-ドキソルビシン、hRS
7-SN-38、hMN-14-SN-38、hLL2-SN-38、hA20-SN-38、hPAM4-SN-38、hLL1-SN-38、hRS7-Pro
-2-P-Dox、hMN-14-Pro-2-P-Dox、hLL2-Pro-2-P-Dox、hA20-Pro-2-P-Dox、hPAM4-Pro-2-P-
Dox、hLL1-Pro-2-P-Dox、P4/D10-ドキソルビシン、ゲムツズマブオゾガマイシン、ブレン
ツキシマブベドチン、トラスツズマブエムタンシン、イノツズマブオゾガマイシン、グレ
ンバツモマブ（glembatumomab）ベドチン、SAR3419、SAR566658、BIIB015、BT062、SGN-7
5、SGN-CD19A、AMG-172、AMG-595、BAY-94-9343、ASG-5ME、ASG-22ME、ASG-16M8F、MDX-1
203、MLN-0264、抗PSMA ADC、RG-7450、RG-7458、RG-7593、RG-7596、RG-7598、RG-7599
、RG-7600、RG-7636、ABT-414、IMGN-853、IMGN-529、ボルセツズマブマホドチン、およ
びロルボツズマブメルタンシンからなる群より選択される抗体-薬物コンジュゲートに見
いだされるものである。
【００５３】
　併用治療:本明細書において使用する場合、「併用治療」という用語は、対象が2種以上
の治療レジメン（例えば2種以上の治療剤）に同時に曝される状況を指す。いくつかの態
様において、前記2種以上の治療レジメンを同時に施しうる。いくつかの態様において、
前記2種以上の治療レジメンを逐次的に施しうる（例えば、第2レジメンを何らかの用量で
施す前に第1レジメンを施す）。いくつかの態様において、前記2種以上の治療レジメンを
、オーバーラップした投与レジメンで施す。いくつかの態様において、併用治療の施行は
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、1種または複数種の治療剤または治療モダリティを、他の剤またはモダリティを受ける
対象に施することを伴いうる。
【００５４】
　に対応する:本明細書において、「に対応する」という用語は、化合物または組成物中
の構造要素の位置/実体を、適当な基準化合物または基準組成物との比較によって指定す
るために使用されうる。例えばいくつかの態様において、ポリマー中の単量体残基（例:
ポリペプチド中のアミノ酸残基またはポリヌクレオチド中の核酸残基）は、適当な基準ポ
リマー中の残基「に対応する」と同定しうる。例えば、説明を簡単にするために、ポリペ
プチドの中の残基は、しばしば、基準関連ポリペプチドに基づく標準的ナンバリングシス
テムを使って指定されるので、例えば190番目の残基「に対応する」アミノ酸が、実際に
特定アミノ酸鎖中の第190アミノ酸である必要はなく、むしろ基準ポリペプチド中の190番
目に見いだされる残基に対応することは、当業者には理解されるであろう。また、「対応
する」アミノ酸を同定する方法は当業者には容易に理解される。例えば当業者は、本開示
に従ってポリペプチドおよび/または核酸中の「対応する」残基を同定するために利用す
ることができる、例えばBLAST、CS-BLAST、CUSASW＋＋、DIAMOND、FASTA、GGSEARCH/GLSE
ARCH、Genoogle、HMMER、HHpred/HHsearch、IDF、Infernal、KLAST、USEARCH、parasail
、PSI-BLAST、PSI-Search、ScalaBLAST、Sequilab、SAM、SSEARCH、SWAPHI、SWAPHI-LS、
SWIMMまたはSWIPEなどのソフトウェアプログラムを含めて、さまざまな配列アラインメン
ト戦略を知っているだろう。
【００５５】
　改変された（engineered）:一般に「改変された」という用語は、人間の手によって操
作されたという局面を指す。例えばポリペプチドは、ポリペプチド配列が人間の手によっ
て操作されると、「改変された」とみなされる。例えば本発明のいくつかの態様において
、改変されたポリペプチドは、人間の手によって基準ポリペプチド配列中に導入された1
つまたは複数のアミノ酸変異、欠失および/または挿入を含む配列を含む。同様に、細胞
または生物は、その遺伝情報が変化するように操作されている（例えば以前は存在しなか
った新しい遺伝物質が、例えば形質転換、交配、体細胞交雑、トランスフェクション、形
質導入または他の機序によって導入されているか、以前に存在した遺伝物質が、例えば置
換もしくは欠失変異によって、または交配プロトコールによって、改変されまたは除去さ
れている）のであれば、「改変された」とみなされる。当技術分野における慣行どおり、
そして当業者には理解されるとおり、改変されたポリペプチドまたは細胞の誘導体および
/または子孫も、たとえ実際の操作は先の実体に対して行われたのであっても、依然とし
て「改変された」と呼ばれる。
【００５６】
　エピトープ:本明細書において使用する場合、免疫グロブリン（例:抗体または受容体）
結合構成要素によって特異的に認識される任意の部分を包含する。いくつかの態様におい
て、エピトープは、抗原上の複数の原子または化学基から構成される。いくつかの態様に
おいて、そのような原子または化学基は、抗原が適切な三次元コンフォメーションをとっ
たときに、表面に露出する。いくつかの態様において、そのような原子または化学基は、
抗原がそのようなコンフォメーションをとったときに、空間において互いに物理的に近い
。いくつかの態様において、少なくともいくつかのそのような原子または化学基は、抗原
が代替的コンフォメーションをとったとき（例えば線状になったとき）に、物理的に互い
に離れている。
【００５７】
　エクスビボ:本明細書において使用する場合、多細胞生物を背景とせずに起こる生物学
的事象を指す。例えば細胞ベースの系との関連では、この用語は、人工的環境において細
胞集団内で起こる事象（例:細胞増殖、サイトカイン分泌など）を指すために使用されう
る。
【００５８】
　フレームワークまたはフレームワーク領域:本明細書において使用する場合、可変領域
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のうちのCDRを除いた配列を指す。CDR配列は異なるシステムによって決定することができ
るので、同様にフレームワーク配列も、相応に異なる解釈の対象となる。6つのCDRが、重
鎖および軽鎖上のフレームワーク領域を、各鎖上の4つのサブ領域（FR1、FR2、FR3および
FR4）に分割する。ここで、CDR1はFR1とFR2の間に位置し、CDR2はFR2とFR3の間に位置し
、CDR3はFR3とFR4の間に位置する。特定サブ領域をFR1、FR2、FR3またはFR4と指定しない
場合、フレームワーク領域とは、他でもいわれるとおり、1本の天然免疫グロブリン鎖の
可変領域内のFRを合わせたものを表す。本明細書においてFR（a FR）とは、4つのサブ領
域のうちの1つを表し、例えばFR1は、可変領域のアミノ末端に最も近くCDR1に対して5'側
にある第1フレームワーク領域を表す。また、複数のFR（FRs）とは、フレームワークを構
成するサブ領域のうちの2つ以上を表す。
【００５９】
　ヒト化:当技術分野において公知であるとおり、「ヒト化」という用語は、抗体（また
は抗体構成要素）であって、そのアミノ酸配列は非ヒト種（例:マウス）において産生さ
せた基準抗体からのVH領域配列およびVL領域配列を含むが、それらの配列は、基準抗体と
比較して、それらをより「ヒト様」にすること、すなわちヒト生殖細胞系可変配列により
類似させることを意図した修飾も含んでいるものを指すために、よく使用される。いくつ
かの態様において、「ヒト化」抗体（または抗体構成要素）は、関心対象の抗原に免疫特
異的に結合し、かつ実質的にヒト抗体の配列のようなアミノ酸配列を有するフレームワー
ク（FR）領域と実質的に非ヒト抗体の配列のようなアミノ酸配列を有する相補性決定領域
（CDR）とを有するものである。ヒト化抗体は、CDR領域のすべてまたは実質上すべてが非
ヒト免疫グロブリン（すなわちドナー免疫グロブリン）に対応し、フレームワーク領域の
すべてまたは実質上すべてがヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のそれである、少なく
とも1つの、典型的には2つの、可変ドメイン（Fab、Fab'、F（ab'）2、FabC、Fv）の実質
上すべてを含む。いくつかの態様において、ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域の少
なくとも一部分（Fc）、典型的にはヒト免疫グロブリン定常領域のものも含む。いくつか
の態様において、ヒト化抗体は、軽鎖と、重鎖の少なくとも可変ドメインとを、どちらも
含有する。抗体は、重鎖定常領域のCH1、ヒンジ、CH2、CH3、そして任意でCH4領域も含み
うる。
【００６０】
　インビトロ:本明細書において使用する「インビトロ」という用語は、多細胞生物内で
はなく、例えば試験管内または反応槽内、細胞培養中などの、人工的環境において起こる
事象を指す。
【００６１】
　インビボ:本明細書において使用する場合、ヒトおよび非ヒト動物などの多細胞生物内
で起こる事象を指す。細胞ベースの系との関連では、この用語は（例えばインビトロ系と
の対比で）生細胞内で起こる事象を指すために使用されうる。
【００６２】
　単離された:本明細書において使用する場合、（1）それが最初に生産された時（自然界
でのことであるか、かつ/または実験的状況でのことであるかは問わない）に、それに付
随していた構成要素の少なくとも一部から分離されており、かつ/または（2）人間の手に
よって設計され、生産され、調製され、かつ/または製造された、物質および/または実体
を指す。単離された物質および/または実体は、それらに最初に付随していた他の構成要
素の約10％、約20％、約30％、約40％、約50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約91
％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％、約99％または約99％超
から分離されていることができる。いくつかの態様において、単離された物質は、約80％
、約85％、約90％、約91％、約92％、約93％、約94％、約95％、約96％、約97％、約98％
、約99％または約99％超純粋である。本明細書において、物質は、それが他の構成要素を
実質的に含まなければ、「純粋」である。いくつかの態様において、当業者には理解され
るであろうとおり、物質は、特定の他の構成要素、例えば1種または複数種の担体または
賦形剤（例:緩衝液、溶媒、水など）などと組み合わされた後でもなお、「単離された」
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とみなすことができ、さらには「純粋」とさえみなしうる。そのような態様において、物
質の単離率または純度は、そのような担体または賦形剤を含めずに算出される。一例を挙
げると、いくつかの態様において、自然に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド
などの生物学的ポリマーは、a）それが、その起源または派生源ゆえに、自然界でそのネ
イティブ状態にあるそれに伴う構成成分の一部または全部が付随していない場合、b）そ
れが、自然界でそれを産生する種からの同じ種の他のポリペプチドまたは核酸を実質上含
まない場合、c）それが、自然界でそれを産生する種のものではない細胞または他の発現
系によって発現されるか、他の形でそのような細胞または他の発現系からの構成要素が付
随している場合には、「単離された」とみなされる。したがって例えばいくつかの態様に
おいて、化学合成されたポリペプチドまたは自然界でそれを産生するものとは異なる細胞
系において合成されたポリペプチドは、「単離された」ポリペプチドであるとみなされる
。上記に代えて、または上記に加えて、いくつかの態様において、1種または複数種の精
製技法に供されたポリペプチドは、a）自然界でそれに付随している他の構成要素および/
またはb）最初に生産された時にそれに付随していた他の構成要素から分離されている限
り、「単離された」ポリペプチドであるとみなしうる。
【００６３】
　KD:本明細書において使用する場合は、結合剤（例:抗体またはその結合構成要素）の、
そのパートナー（例:その抗体または結合構成要素が結合するエピトープ）との複合体か
らの解離定数を指す。
【００６４】
　機能的に連結された:本明細書において使用する場合、記載した複数の構成要素が意図
したように機能することを可能にする関係にある並置を指す。機能要素に「機能的に連結
された」制御要素は、制御要素と適合する条件下で機能要素の発現および/または活性が
達成されるような関係にある。いくつかの態様では、「機能的に連結された」制御要素は
、関心対象のコーディング要素と連続しており（例えば共有結合で連結され）、いくつか
の態様では、制御要素は関心対象の機能要素に対してトランスに作用するか、または他の
形で関心対象の機能要素から離れた位置において作用する。
【００６５】
　薬学的組成物:本明細書において使用する場合、「薬学的組成物」という用語は、活性
剤が1種または複数種の薬学的に許容される担体と共に処方されている組成物を指す。い
くつかの態様において、組成物はヒト対象または動物対象への投与に適している。いくつ
かの態様において、活性剤は、適切な集団に投与されたときに予め決定された治療効果を
達成する統計的に有意な確率を示す治療レジメンでの投与に適した単位投与量で存在する
。
【００６６】
　ポリペプチド:本明細書において使用する「ポリペプチド」という用語は、一般に、少
なくとも3アミノ酸のポリマーという、当技術分野において認識されているその意味を有
する。「ポリペプチド」という用語が、本明細書に詳述する完全配列を有するポリペプチ
ドを包含するだけでなく、そのような完全ポリペプチドの機能的フラグメント（すなわち
少なくとも1つの活性を保っているフラグメント）に相当するポリペプチドも包含するほ
ど十分に広義であることが意図されていることは、当業者には理解されるであろう。さら
にまた、タンパク質配列が一般に活性を破壊することなく多少の置換に耐えうることも、
当業者には理解される。したがって、活性を保っており、同じクラスの他のポリペプチド
との間に、少なくとも約30～40％の総配列同一性、多くの場合、約50％、60％、70％また
は80％を上回る総配列同一性を有し、さらに通常は、通常少なくとも3～4アミノ酸、多く
の場合、最大20アミノ酸またはそれ以上を包含する1つまたは複数の高度に保存された領
域に、はるかに高い同一性、多くの場合、90％、さらには95％、96％、97％、98％または
99％を上回る同一性を持つ領域を少なくとも1つは含む、任意のポリペプチドが、本発明
において使用される関連用語「ポリペプチド」に包含される。ポリペプチドはL-アミノ酸
、D-アミノ酸またはその両方を含有してよく、当技術分野において公知のさまざまなアミ
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ノ酸修飾またはアミノ酸類似体をどれでも含有してよい。有用な修飾として、例えば末端
アセチル化、アミド化、メチル化などが挙げられる。いくつかの態様において、タンパク
質は、天然アミノ酸、非天然アミノ酸、合成アミノ酸およびそれらの組み合わせを含みう
る。「ペプチド」という用語は、一般に、約100アミノ酸未満、約50アミノ酸未満、20ア
ミノ酸未満、または10アミノ酸未満の長さを有するポリペプチドを指すために使用される
。いくつかの態様において、タンパク質は、抗体、抗体フラグメント、生物学的に活性な
それらの部分および/またはそれらの特徴的部分である。
【００６７】
　予防するまたは予防:疾患、障害および/または状態の発生に関連して使用される場合、
本明細書では、疾患、障害および/または状態を発症するリスクを低減することおよび/ま
たは疾患、障害もしくは状態の1つまたは複数の特徴または症状の開始を遅延させかつ/ま
たはその重症度を低減することを指す。いくつかの態様において、予防は集団ベースで評
価されるので、ある剤は、ある疾患、障害または状態に陥りやすい集団において、その疾
患、障害または状態の1つまたは複数の症状の発生、頻度および/または強さに統計的に有
意な減少が観察されるのであれば、その特定の疾患、障害または状態を「予防する」とみ
なされる。
【００６８】
　組換え:本明細書において使用する場合は、組換え手段によって設計され、改変され、
調製され、発現され、作出され、製造されかつ/または単離されるポリペプチド、例えば
宿主細胞にトランスフェクトされた組換え発現ベクターを使って発現されるポリペプチド
;組換えコンビナトリアルヒトポリペプチドライブラリーから単離されるポリペプチド;当
該ポリペプチドまたはその1種もしくは複数種の構成要素、部分、要素もしくはドメイン
をコードしかつ/またはその発現を指示する1つまたは複数の遺伝子または遺伝子構成要素
についてトランスジェニックであるか、または他の形でそれらを発現するように操作され
ている動物（例:マウス、ウサギ、ヒツジ、魚など）から単離されるポリペプチド;および
/または選択された核酸配列要素を互いにスプライスしまたはライゲートすること、選択
された配列要素を化学合成することおよび/または他の形で当該ポリペプチドまたはその1
種もしくは複数種の構成要素、部分、要素またはドメインをコードしかつ/またはその発
現を指示する核酸を生成させることを伴う他の任意の手段によって調製され、発現され、
作出されまたは単離されるポリペプチドを指すものとする。いくつかの態様において、そ
のような選択された配列要素のうちの1種または複数種は、自然界に見いだされる。いく
つかの態様において、そのような選択された配列要素のうちの1種または複数種は、イン
シリコで設計される。いくつかの態様において、1種または複数種のそのような選択され
た配列要素は、例えば天然源または合成源からの、例えば関心対象の由来生物の（例えば
ヒト、マウスなどの）生殖細胞系における、公知配列要素の（例えばインビボまたはイン
ビトロでの）変異導入に由来する。
【００６９】
　特異的結合:本明細書において使用する場合、「特異的結合」という用語は、結合が起
こるべき環境において、考えうる結合パートナー同士を区別する能力を指す。他の潜在的
ターゲットも存在する時に、ある特定ターゲットと相互作用する結合剤は、それが相互作
用するターゲットに「特異的に結合する」といわれる。いくつかの態様において、特異的
結合は、結合剤とそのパートナーとの間の会合を検出しまたはその程度を決定することに
よって評価され、いくつかの態様において、特異的結合は、結合剤-パートナー複合体の
解離を検出しまたはその程度を決定することによって評価され、いくつかの態様において
、特異的結合は、結合剤の、そのパートナーともう1つの実体との間での二者択一的相互
作用において競争する能力を検出しまたは決定することによって評価される。いくつかの
態様において、特異的結合は、そのような検出または決定を、ある範囲の濃度にわたって
行うことによって評価される。
【００７０】
　対象:本明細書において使用する場合、「対象」という用語は、生物、典型的には哺乳
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動物（例:ヒト、いくつかの態様では出生前のヒト形態を含む）を指す。いくつかの態様
において、対象は、関連する疾患、障害または状態を患っている。いくつかの態様におい
て、対象は、ある疾患、障害または状態に陥りやすい。いくつかの態様において、対象は
、ある疾患、障害または状態の1つまたは複数の症状または特徴を示す。いくつかの態様
において、対象は、ある疾患、障害または状態の症状または特徴を何も示さない。いくつ
かの態様において、対象は、疾患、障害または状態への陥りやすさまたはそのリスクに特
有の1つまたは複数の特徴を持つ者である。いくつかの態様において、対象は患者である
。いくつかの態様において、対象は、診断および/または治療を受けかつ/または受けたこ
とがある個体である。
【００７１】
　治療剤:本明細書において使用する場合、「治療剤」という表現は、概して、生物に投
与されたときに所望の薬理学的効果を誘発する任意の剤を指す。いくつかの態様において
、剤は、それが適当な集団全体に統計的に有意な効果を示すのであれば、治療剤であると
みなされる。いくつかの態様において、前記適当な集団は、モデル生物の集団でありうる
。いくつかの態様において、適当な集団は、一定の年齢群、性別、遺伝的背景、既存の臨
床状態などといった、さまざまな基準によって定義されうる。いくつかの態様において、
治療剤は、ある疾患、障害および/または状態の1つまたは複数の症状または特徴を軽減し
、改善し、緩和し、阻害し、予防し、その開始を遅延させ、その重症度を低減し、かつ/
またはその発生率を低減するために使用することができる物質である。いくつかの態様に
おいて、「治療剤」は、政府機関による承認を得ることでヒトへの投与用に販売すること
ができるようになった剤または政府機関による承認を得なければヒトへの投与用に販売す
ることができない剤である。いくつかの態様において、「治療剤」は、ヒトに投与するに
は処方箋が必要とされる剤である。
【００７２】
　治療有効量:本明細書において使用する場合、「治療有効量」という用語は、ある疾患
、障害および/または状態を患っている集団またはある疾患、障害および/または状態に陥
りやすい集団に、治療的投与レジメンに従って投与したときに、その疾患、障害および/
または状態を処置するのに十分な量を意味する。いくつかの態様において、治療有効量は
、疾患、障害および/または状態の1つまたは複数の症状の発生率および/または重症度を
低減し、それらの症状の1つまたは複数の特徴を安定化し、かつ/またはそれらの症状の開
始を遅延させる量である。「治療有効量」という用語が、ある特定個体において処置の成
功が達成されることを、実際に必要としないことは、当業者には理解されるであろう。む
しろ、治療有効量は、そのような処置を必要とする患者に投与されたときに、有意な数の
対象において、所望する特定の薬理学的応答を与える量でありうる。例えばいくつかの態
様において、「治療有効量」という用語は、本発明の治療との関連においてそれを必要と
する個体に投与した場合に、該個体において起きているがん支持過程を遮断し、安定化し
、減弱し、または逆転させるであろう量、または該個体におけるがん抑制過程を強化また
は増加させるであろう量を指す。がん処置との関連において、「治療有効量」は、がんと
診断された個体に投与した場合に、その個体におけるがんのさらなる発達を予防し、安定
化し、阻害し、または低減するであろう量である。本明細書に記載する組成物の特に好ま
しい「治療有効量」は、膵がんなどの悪性腫瘍の発達を（治療的処置において）逆転させ
るか、または悪性腫瘍の寛解を達成しもしくは長引かせるのに役立つ。個体におけるがん
を処置するために当該個体に投与される治療有効量は、寛解を促進しまたは転移を阻害す
るために投与される治療有効量と、同じである場合も異なる場合もある。大半のがん治療
がそうであるように、本明細書に記載する治療方法は、がんの「治癒（cure）」と解釈さ
れたり、がんの「治癒」に制約されたり、または他の形でがんの「治癒」に限定されたり
するべきではなく、むしろ本処置方法は、がんを「処置」するための、すなわちがんを有
する個体の健康に望ましい変化または有益な変化をもたらすための、記載の組成物の使用
に関する。そのような利益は腫瘍学分野の熟練した医療提供者には認識されており、これ
には、患者状態の安定化、腫瘍サイズの減少（腫瘍退縮）、生体機能の改善（例: がん性
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組織またはがん性機関の機能改善）、さらなる転移の減少または阻害、日和見感染の減少
、生存性の増加、痛みの減少、運動機能の改善、認知機能の改善、エネルギー感（feelin
g of energy）の改善（活力、倦怠感の減少）、幸福感の改善、正常な食欲の回復、健康
な体重増加の回復およびそれらの組み合わせなどが含まれるが、それらに限定されるわけ
ではない。加えて、（例えば処置の過程において）膵臓腺がんなどの腫瘍の部位からがん
細胞の試料を採取し、悪性度の低い表現型へのがん細胞の退縮を分子レベルで検証するた
めに、そのがん細胞を、代謝マーカーおよびシグナル伝達マーカーのレベルについて試験
してがん細胞の状態を監視することによって、個体における特定腫瘍の（例えば本明細書
に記載する処置の結果としての）退縮を評価してもよい。例えば、本発明の方法を使用す
ることによって誘導される腫瘍退縮は、上述の血管新生促進マーカーのいずれかの減少、
本明細書に記載する抗血管新生マーカーの増加、がんと診断された個体において異常な活
性を示す代謝経路、細胞間シグナリグ経路または細胞内シグナル伝達経路の正常化（すな
わちがんを患っていない正常個体に見いだされる状態への変化）を見いだすことによって
示されるだろう。いくつかの態様において、治療有効量を製剤化し、かつ/または単回投
与で投与しうることは、当業者には理解されるであろう。いくつかの態様では、治療有効
量を製剤化し、かつ/または複数回投与で、例えば投与レジメンの一部として、投与しう
る。
【００７３】
　変種:核酸、タンパク質または小分子などの分子に関連して本明細書において使用する
場合、「変種」という用語は、基準分子とは有意な構造的同一性を示すが、例えば基準実
体と比較して1つまたは複数の化学部分の有無またはレベルに関して基準分子と構造的に
異なる分子を指す。いくつかの態様において、変種は、その基準分子とは機能的にも異な
る。一般に、ある特定分子が、基準分子の「変種」であると適正にみなされるかどうかは
、その特定分子の、基準分子との構造同一性の程度に基づく。当業者には理解されるであ
ろうとおり、任意の生物学的または化学的基準分子は、一定の特徴的構造要素を有する。
変種は、定義上、1つまたは複数のそのような特徴的構造要素を共通して持つが、少なく
とも1つの局面において基準分子とは異なる、別個の分子である。いくつか例を挙げると
、ポリペプチドは、線形空間または三次元空間中で互いに対して指定された位置を有しか
つ/または特定の構造モチーフにおよび/もしくは生物学的機能に寄与する複数のアミノ酸
から構成される特徴的配列要素を有しうる。核酸は、線形空間または三次元空間中で互い
に対して指定された位置を有する複数のヌクレオチド残基から構成される特徴的配列要素
を有しうる。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペ
プチドまたは基準核酸とは、アミノ酸配列またはヌクレオチド配列中の1つまたは複数の
相違の結果として、異なりうる。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種
核酸は、少なくとも85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95
％、96％、97％または99％である基準ポリペプチドまたは基準核酸との総配列同一性を示
す。いくつかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペプチドま
たは基準核酸と、少なくとも1つの特徴的配列要素を共有しない。いくつかの態様におい
て、基準ポリペプチドまたは基準核酸は、1つまたは複数の生物学的活性を有する。いく
つかの態様において、変種ポリペプチドまたは変種核酸は、基準ポリペプチドまたは基準
核酸の生物学的活性のうちの1つまたは複数を共有する。
【００７４】
　ベクター:本明細書において使用する場合、それに連結されたもう1つの核酸を輸送する
能力を有する核酸分子を指す。ベクターの一タイプは「プラスミド」であり、これは、そ
の中に追加DNAセグメントをライゲートすることができる環状二本鎖DNAループを指す。も
う1つのタイプのベクターはウイルスベクターであり、ここでは追加DNAセグメントをウイ
ルスゲノム中にライゲートすることができる。特定のベクターは、それらが導入される宿
主細胞において自律的に複製する能力を有する（例:細菌複製起点を有する細菌ベクター
およびエピソーム哺乳動物ベクター）。他のベクター（例:非エピソーム哺乳動物ベクタ
ー）は、宿主細胞への導入後に宿主のゲノム中に組み込まれることができ、その結果、宿
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主ゲノムと一緒に複製される。さらにまた、特定のベクターは、ベクターが機能的に連結
された遺伝子の発現を指示する能力を有する。そのようなベクターを、本明細書では「発
現ベクター」という。組換えDNA、オリゴヌクレオチド合成ならびに組織培養および形質
転換には、標準的技法（例:エレクトロポレーション、リポフェクション）を使用しうる
。酵素反応および精製技法は、製造者の仕様書に従って、または当技術分野においてよく
行われているとおりに、または本明細書に記載するとおりに行いうる。前記の技法および
手順は、一般に、当技術分野において周知の従来法に従って、本明細書の全体を通して引
用し議論するさまざまな一般文献およびより具体的な文献に記載されているように行いう
る。例えば、参照によりあらゆる目的で本明細書に組み入れられるSambrook et al., Mol
ecular Cloning:A Laboratory Manual（2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press
, Cold Spring Harbor, N.Y.（1989））を参照されたい。
【００７５】
例示的態様の詳細な説明
　本開示は特に、誘導性共刺激分子である4-1BB、およびそれに結合する治療用抗体であ
って、基準抗4-1BB抗体との比較で改良された特徴を有するように改変されているものに
関する。例えば、ここに提供する改変された抗体は、ヒト4-1BBの細胞外ドメイン内のエ
ピトープを特異的に認識する基準アゴニスト抗体の抗原アフィニティーと比較して、抗原
アフィニティーが強化されるように修飾されている（韓国特許第10-0500286号、アクセッ
ション番号: KCTC 0952BP）。具体的には、本明細書に記載するとおり、本発明者らは、
基準ヒト化抗ヒト4-1BB抗体94G1（米国特許第7,932,045号）を改変した。本明細書の実施
例で述べるとおり、基準抗体94G1の軽鎖CDR配列および重鎖CDR配列を、各鎖のアフィニテ
ィーが改良されるように、別々に、改変した。さらにまた、本明細書に記載するとおり、
例示的な改変された抗4-1BB抗体は、活性化T細胞の増殖を効果的に誘導することができる
。注目すべきことに、例示的な改変された抗4-1BB抗体は、4-1BB分子に結合して活性化誘
導細胞死（AICD）を阻害する4-1BBヒト化抗体が引き起こす刺激ゆえに、驚くほど改良さ
れたCD8＋ T細胞の活性を誘導する能力を有する。したがって本発明は、基準抗体との比
較で改良された特性を持つ改変された抗ヒト4-1BB抗体を提供し、そのうえ、これらの抗
体がインビトロおよびインビボで驚くほど有益な活性を有することを実証する。
【００７６】
4-1BB
　4-1BB（CD137、TNFRSF9などとも呼ばれる）は、腫瘍壊死因子受容体（TNFR）スーパー
ファミリーに属する受容体である。4-1BBは、活性化Tリンパ球に広く発現して免疫および
自己免疫疾患に関与する共刺激分子である（Kwon et al. PNAS 84:2896,1987、Kwon et a
l. PNAS （1989） 86:1963、Son et al. Journal of Immunological Methods （2004） 2
86（1-2）:187-201。これらの文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細書に組み入
れられる）。ヒト4-1BBは、255アミノ酸タンパク質である（アクセッション番号NM＿0015
61; NP＿001552）。完全なヒト4-1BBアミノ酸配列をSEQ ID NO:44に示す。4-1BBは、単量
体（30kDa）型および二量体（55kDa）型で細胞表面に発現し、シグナル伝達のために4-1B
Bリガンドとおそらく三量体化する。
【００７７】
　4-1BBに関する最新の理解は、これが、Foxp3＋ Tregおよび樹状細胞（DC）を含むいく
つかの細胞上に、低レベルではあるが、構成的に発現することを示唆している。（Vinay 
and Kwon （2014） BMB Rep. 47（3）:122-129参照。この文献は参照により本明細書に組
み入れられる。）サイトカイン（例えば、IL-2、IL-4）、ポリクローナル活性化因子（例
えば、Con AおよびPHA）、細胞表面分子（例えば、抗CD3および抗CD28）ならびにCa2＋誘
導およびPKC活性の促進因子（例えば、イオノマイシンおよびホルボールミリステートア
セテート）など、いくつかのアゴニストによる活性化は、4-1BBの発現をさらに強化する
（同文献）。
【００７８】
　マウスT細胞およびヒトT細胞に関する数多くの研究が、4-1BBは、強化された細胞の増
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殖、生残およびサイトカイン生産を促進することを示している（Croft, 2009, Nat.Rev.I
mmunol.9:271-285）。一部の4-1BBアゴニストモノクローナル抗体は、さまざまなモデル
において、共刺激分子発現を増加させ、細胞溶解性Tリンパ球応答を著しく強化すること
で、抗腫瘍効力をもたらすことが、研究によって示されている。4-1BBアゴニストモノク
ローナル抗体は、予防的にも治療的にも効力を有することが実証されている。さらに、4-
1BB単独治療および併用治療腫瘍モデルにより、永続的な抗腫瘍保護T細胞メモリー応答が
樹立されている（Lynch （2008） Immunol. Rev. 22:277-286）。4-1BBアゴニストは、当
技術分野において知られるさまざまな自己免疫モデルにおいて、自己免疫反応を阻害する
ことも知られている（Vinay （2006） J.Mol.Med.84:726-736）。4-1BBのこの二重活性は
、免疫治療アプローチに伴いうる自己免疫副作用を抑えつつ、抗腫瘍活性を提供する可能
性をもたらす。
【００７９】
4-1BB抗体およびそれらのフラグメント
　本開示は、少なくとも一部において、インビトロおよび/またはインビボで顕著かつ予
想外の優れた特徴を示す、改変された抗ヒト4-1BB抗体およびそれらのフラグメントを提
供する。例えば特定の本願抗体は、基準ヒト化抗ヒト4-1BB抗体と比較して増加したアフ
ィニティーを有する。
【００８０】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:5～8の配列であるかそれらの配列を含む、1つ、2つまたは3つの重鎖CDR配列を含む。
いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、以下のう
ちの1つまたは複数を含む: SEQ ID NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID
 NO:6の配列であるかその配列を含む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列である
かその配列を含む重鎖CDR3。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の
配列であるかその配列を含む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列であるかその配
列を含む重鎖CDR3のそれぞれを含む。
【００８１】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:1～4の配列であるかそれらの配列を含む、1つ、2つまたは3つの軽鎖CDR配列を含む。
いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、以下のう
ちの1つまたは複数を含む: SEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID
 NO:2の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:3または4の配列である
かその配列を含む軽鎖CDR3。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、SEQ ID NO:2の
配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:3または4の配列であるかその配
列を含む軽鎖CDR3のそれぞれを含む。
【００８２】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:5の配列であるかその配列を含む重鎖CDR1、SEQ ID NO:6の配列であるかその配列を含
む重鎖CDR2、およびSEQ ID NO:7または8の配列であるかその配列を含む重鎖CDR3を含む重
鎖可変ドメイン、ならびに/またはSEQ ID NO:1の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR1、
SEQ ID NO:2の配列であるかその配列を含む軽鎖CDR2、およびSEQ ID NO:4の配列であるか
その配列を含む軽鎖CDR3を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００８３】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、5番目の
アミノ酸アスパラギン（N）がグルタミン（Q）、グルタミン酸（E）またはセリン（S）で
置換された、SEQ ID NO:6の配列であるかその配列を含む重鎖CDR2を含む重鎖可変ドメイ
ンを含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは
、5番目のアミノ酸アスパラギン（N）がバリン（V）、グリシン（G）またはプロリン（P
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）で置換された、SEQ ID NO:6の配列であるかその配列を含む重鎖CDR2を含む重鎖可変ド
メインを含む。
【００８４】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、LCDR3の
6番目のアミノ酸が変異している、SEQ ID NO:3または4の配列であるかその配列を含む軽
鎖CDR3を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００８５】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:16または17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域を含む重鎖可変ドメインを
含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ
 ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域を含む重鎖
可変ドメインを含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラ
グメントは、SEQ ID NO:16または17の配列を含む重鎖フレームワーク1（FR1）領域、およ
びSEQ ID NO:18～20のいずれか一つの配列を含む重鎖フレームワーク3（FR3）領域を含む
、重鎖可変ドメインを含む。
【００８６】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む抗体また
は抗体フラグメントに対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗
体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なく
とも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、
99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む
。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインを含む。
【００８７】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:9または10の配列を有するかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む抗体または抗体フ
ラグメントに対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または
抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:9または10の配列と少なくとも90％、91％、9
2％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％ま
たは99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。いくつかの態様
において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID NO:9または10の配
列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインを含む。
【００８８】
　いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、SEQ ID 
NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインとSEQ ID NO:10
の配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体または抗体フラグメントに
対する実質的相同性を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗
体フラグメントは、SEQ ID NO:11～14から選択される配列と少なくとも90％、91％、92％
、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％または
99.5％同一な配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインと、SEQ ID NO:10の配列と少
なくとも90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％、99.1％、99.2
％、99.3％、99.4％または99.5％同一な配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインと
を含む。いくつかの態様において、抗4-1BB抗体または抗原結合性抗体フラグメントは、S
EQ ID NO:11～14から選択される配列であるかその配列を含む重鎖可変ドメインと、SEQ I
D NO:10の配列であるかその配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む。
【００８９】
　本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントのアミノ酸配列は、保存的置
換によって置換されうる。本明細書において使用する「保存的置換」という用語は、対応
するポリペプチドの生物学的または生化学的機能の喪失を引き起こさないように、1つま
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たは複数のアミノ酸が、類似する生化学的特性を有するアミノ酸で置換される、ポリペプ
チドの修飾を指す。本明細書において使用する「保存的配列変種」または「保存的アミノ
酸置換」という用語は、類似する側鎖を有するアミノ酸残基によるアミノ酸残基の置換で
ある。類似する側鎖を有するアミノ酸残基は、当技術分野において定義づけられている。
これらの残基には、塩基性側鎖を持つアミノ酸（例:リジン、アルギニンおよびヒスチジ
ン）、酸性側鎖を持つアミノ酸（例:アスパラギン酸およびグルタミン酸）、非荷電極性
側鎖を持つアミノ酸（例:グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、
チロシンおよびシステイン）、非極性側鎖を持つアミノ酸（例:アラニン、バリン、ロイ
シン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニンおよびトリプトファン）
、ベータ分岐側鎖を持つアミノ酸（例:スレオニン、バリンおよびイソロイシン）ならび
に芳香族側鎖を持つアミノ酸（例:チロシン、フェニルアラニン、トリプトファンおよび
ヒスチジン）が包含される。それゆえに、本発明の抗体は保存的アミノ酸置換を有するこ
とができ、それでもなお活性を確保することができると予想される。
【００９０】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、IgG1定常ドメイン、IgG2定常ドメイン、IgG1/IgG2ハイブリッド定常ドメイン、ヒトIgG
4定常ドメイン、IgA定常ドメイン、IgE定常ドメイン、IgM定常ドメインおよびIgD定常ド
メインから選択される定常領域を含みうる。
【００９１】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、IgA、IgD、IgE、IgM、IgGまたはその変種であるか、それを含む。
【００９２】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体は、234、235、236、237、238、23
9、253、254、265、266、267、268、269、270、288、297、298、299、307、311、322、32
7、328、329、330、331、332、434および435のうちの1つまたは複数の位置にアミノ酸変
異および/またはアミノ酸置換を有する変種Fc領域を含む。
【００９３】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
ヒトIgG1アイソタイプである。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体また
は抗原結合性フラグメントは変種IgG1を含む。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗
体または抗原結合性フラグメントは、233、234、235、236、265、297、329、331および32
2のうちの1つまたは複数の位置にアミノ酸変異を有するIgG1ポリペプチドを含む。
【００９４】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、L234、L
235、D270、N297、E318、K320、K322、P331およびP329に1つまたは複数の変異を含有する
IgG1ポリペプチドを含む。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性
フラグメントは、L234、L235、D270、N297、E318、K320、K322、P331およびP329に2つ、3
つ、4つまたはそれ以上の変異を含有するIgG1ポリペプチドを含む。いくつかの態様にお
いて、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、L234AおよびL235Aに変異を持
つIgG1ポリペプチドを含む。
【００９５】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、軽鎖定
常領域を含む。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
トは、カッパ（κ）軽鎖および/もしくはラムダ（λ）軽鎖ならびに/またはそれらの変種
を含む。
【００９６】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントはモノクロ
ーナル抗体である。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグ
メントは、Fabフラグメント、Fab'フラグメント、F（ab'）2フラグメント、Fvフラグメン
ト、ジスルフィド結合したFvフラグメント、scFvフラグメント、単一ドメイン抗体、ヒュ
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ーマボディ、ナノボディ、および/またはダイアボディである。いくつかの態様において
、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは一価抗体である。いくつかの態様に
おいて、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは多価抗体である。いくつかの
態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは多重特異性抗体（例:二
重特異性抗体）である。
【００９７】
　いくつかの態様において、本開示は、グリコシル化部位を付加しまたは欠失させること
によって、本開示の抗体の糖質含量を変更する方法を包含する。抗体の糖質含量を変更す
るための方法は当技術分野において周知であり、本開示に包含される。例えば米国特許第
6,218,149号、EP 0 359 096 B1、米国特許出願公開番号US 2002/0028486、WO 03/035835
、米国特許出願公開第2003/0115614号、米国特許第6,218,149号、米国特許第6,472,511号
を参照されたい（これらの文献はすべて参照によりその全体が本明細書に組み入れられる
）。別の態様において、本開示は、抗体の1つまたは複数の内在糖質部分を欠失させるこ
とによって、本開示の抗体の糖質含量を変更する方法を包含する。具体的一態様において
、本開示は、297番目をアスパラギンからアラニンに変更することによって、抗体のFc領
域のグリコシル化部位を欠失させることを包含する。いくつかの態様において、抗ヒト4-
1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、CH2ドメインにN297A変異を含む。いくつかの
態様において、N297A変異は、非グリコシル化（aglycosylation）をもたらし、それがFcR
結合またはC1q結合を低減する。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結
合性フラグメントは、N297A変異およびK322A変異を含むFc領域を含む重鎖を含む。いくつ
かの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、N297A変異および
D265A変異を含むFc領域を含む重鎖を含む。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは、N297A変異、D265A変異およびK322A変異を含むFc領域を
含む重鎖を含む。いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメ
ントは、L234A変異および/またはL235A変異を持つFc領域を含む。いくつかの態様におい
て、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、L234A-、L235A、N297A、D265Aお
よびK322Aから選択される1つまたは複数の変異を持つFc領域を含む。いくつかの態様にお
いて、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、L234A-、L235A、N297A、D265A
およびK322Aから選択される2つ以上の変異を持つFc領域を含む。いくつかの態様において
、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、L234A-、L235A、N297A、D265Aおよ
びK322Aから選択される3つ、4つまたは5つの変異を持つFc領域を含む。
【００９８】
　改変されたグリコフォームは、限定するわけではないがエフェクター機能の強化または
低減を含むさまざまな目的に役立ちうる。改変されたグリコフォームは、当業者に公知の
任意の方法によって、例えば改変された発現株または変種発現株を使用することによって
、1種または複数種の酵素、例えばDI N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼIII
（GnTI11）との共発現によって、さまざまな生物またはさまざまな生物に由来する細胞株
においてFc領域を含む分子を発現させることによって、またはFc領域を含む分子が発現さ
れた後に糖質を修飾することによって、生成させることができる。改変されたグリコフォ
ームを生成させるための方法は当技術分野において公知であり、例えばUmana et al, 199
9, Nat. Biotechnol 17:176-180、Davies et al., 20017 Biotechnol Bioeng 74:288-294
、Shields et al, 2002, J Biol Chem 277:26733-26740、Shinkawa et al, 2003, J Biol
 Chem 278:3466-3473、米国特許第6,602,684号、米国特許出願第10/277,370号、米国特許
出願第10/113,929号、PCT WO 00/61739A1、PCT WO 01/292246A1、PCT WO 02/311140A1、P
CT WO 02/30954A1、POTILLEGENT（商標）技術（Biowa, Inc.、ニュージャージー州プリン
ストン）、GLYCOMAB（商標）糖鎖工学技術（GLYCART biotechnology AG、スイス国チュー
リッヒ）に記載されている方法（これらの文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細
書に組み入れられる）が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。例えばWO 000
61739、EA01229125、US 20030115614、Okazaki et al, 2004, JMB, 336:1239-49を参照さ
れたい（これらの文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細書に組み入れられる）。
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【００９９】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、ヒト4-1BBのアゴニストである。
【０１００】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、ヒト4-1BB分子に結合する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または
抗原結合性フラグメントは、ヒト4-1BB分子に特異的に結合する。
【０１０１】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID 
NO:15の配列であるかその配列を含む配列に結合する。いくつかの態様において、抗ヒト4
-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、SEQ ID NO:15の配列であるかその配列を含む
4-1BB細胞外ドメインのエピトープに結合する。
【０１０２】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントと
ヒト4-1BB細胞外ドメインとの結合は、N30、D38、N39、R41、A56、G57、R60またはT61か
ら選択されるSEQ ID NO:44の1つまたは複数の変異によって抑制される。
【０１０３】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、ヒト4-1BB分子に、1×10-7～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）で結合する。いく
つかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒト4
-1BB分子に、1×10-8～1×10-12Mの結合アフィニティー（KD）で結合する。結合アフィニ
ティー（KD）は、例えば表面プラズモン共鳴により、例えばBIACOREシステムを使って測
定しうる。
【０１０４】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、ヒト4-1BB分子またはそのフラグメントに、1.0×10-8M未満の結合アフィニティー（KD
）で結合する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト化4-1BB抗体または抗原結合性
フラグメントは、ヒト4-1BB分子またはそのフラグメントに、1.0×10-9M未満の結合アフ
ィニティー（KD）で結合する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト化4-1BB抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは、ヒト4-1BB分子またはそのフラグメントに、1.0×10-10M
未満の結合アフィニティー（KD）で結合する。
【０１０５】
　いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、非
霊長類4-1BBポリペプチド（例えば、イヌ、マウスおよびラット4-1BBポリペプチド）に結
合しないかまたは弱く結合する。いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体または
抗原結合性フラグメントは、ヒトまたはサルの4-1BBに効率よく結合する。この結合アフ
ィニティーは、霊長類4-1BB抗体の構造および/または配列が、イヌ、マウスおよびラット
とは著しく異なりうることを示唆している。
【０１０６】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
アゴニスト抗体である。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原
結合性フラグメントはT細胞活性化を媒介する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒ
ト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、ヒト4-1BBを発現するCD8＋および/または
CD4＋ T細胞に結合する。
【０１０７】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、ADCC活性を有しないかまたは低いADCC活性を有する。いくつかの態様において、本開示
の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、CDC活性を有しないかまたは低いCD
C活性を有する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フ
ラグメントは、ADCC活性およびCDC活性を有しないか、または低いADCC活性および低いCDC



(31) JP 6609724 B1 2019.11.20

10

20

30

40

50

活性を有する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フ
ラグメントは、約20％未満、約10％未満、約8％未満または約5％未満のADCC殺細胞活性を
有する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメ
ントは、約10％未満のADCC殺細胞活性を有する。いくつかの態様において、本開示の抗ヒ
ト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、約30％未満、約20％未満、約10％未満、
約8％未満または約5％未満のCDC殺細胞活性を有する。いくつかの態様において、本開示
の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、約20％未満のCDC殺細胞活性を有す
る。
【０１０８】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、低い毒性を特徴とする（例えば投与後細胞死の程度が低い）。いくつかの態様において
、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは低い肝毒性（hepatoxicity
）を特徴とする。いくつかの態様において、治療量の本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗
原結合性フラグメントが投与された対象は、ALT、ASTおよび総ビリルビンのうちの1つま
たは複数のレベルが正常範囲内にある。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメントは、症状の測定可能な軽減を伴いかつ/または許容さ
れうる毒性で、長期間にわたって患者を処置できることを特徴とする。低いまたは許容さ
れうる免疫原性および/または高いアフィニティーは、他の適切な特性と共に、達成され
る治療結果に貢献することができる。「低い免疫原性」とは、本明細書では、処置された
患者の約75％未満、または好ましくは約50％未満において有意なHAHA応答、HACA応答また
はHAMA応答を生じることおよび/または処置された患者において低い力価を生じることと
定義される（Elliott et al., Lancet 344:1125-1127 （1994）、この文献は参照により
その全体が本明細書に組み入れられる）。
【０１０９】
核酸
　本開示は、本開示の抗ヒト4-1BB抗体およびそれらのフラグメントをコードするヌクレ
オチド配列を含むポリヌクレオチドを提供する。本明細書に記載する抗ヒト4-1BB抗体お
よびそれらのフラグメントは、核酸分子から、当技術分野に公知の分子生物学的方法を使
って生産しうる。本開示の核酸として、例えばDNAおよび/またはRNAが挙げられる。
【０１１０】
　いくつかの態様において、核酸コンストラクトは、抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグ
メント（例:94K、94KV、94KVT、EU101）をコードする領域を含む。いくつかの態様におい
て、そのような抗体またはそれらのフラグメントは、VH領域および/またはVL領域を含む
であろう。所望の結合特性および/または機能特性に基づいて抗ヒト4-1BB抗体またはその
フラグメントを同定および/または選択し、該抗体の可変領域を単離し、増幅し、クロー
ニングしかつ/または配列決定することができる。VHヌクレオチド配列およびVLヌクレオ
チド配列には、アミノ酸をコードするヌクレオチド配列および/または制限部位を保持す
るヌクレオチド配列の付加、および/またはアミノ酸をコードするヌクレオチド配列の置
換などの修飾を加えうる。いくつかの態様において、核酸配列は、イントロン配列を含ん
でもよく、含まなくてもよい。
【０１１１】
　適当な場合には、抗ヒト4-1BB抗体およびそれらのフラグメント（例: 94K、94KV、94KV
T、EU101）をコードする核酸配列を、特定の細胞タイプまたは生物における発現に最適化
されたコドンを含むように修飾しうる（例えば米国特許第5,670,356号および米国特許第5
,874,304号参照）。コドン最適化配列は合成配列であり、好ましくは、非コドン最適化親
ポリヌクレオチドによってコードされるものと同一のポリペプチド（または完全長ポリペ
プチドと実質的に同じ活性を有する完全長ポリペプチドの生物学的に活性なフラグメント
）をコードする。いくつかの態様において、抗体構成要素をコードする遺伝物質のコード
領域は、全体的にまたは部分的に、特定細胞タイプ（例:真核細胞または原核細胞）用に
コドン使用頻度を最適化するために、改変された配列を含みうる。例えば本明細書に記載
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するヒト化重鎖（または軽鎖）可変領域のコード配列は、細菌細胞における発現のために
最適化されうる。あるいは、コード配列は哺乳動物細胞（例: CHO細胞）における発現の
ためにも最適化されうる。そのような配列はコドン最適化配列ということができる。
【０１１２】
　本開示の核酸コンストラクトは、当技術分野に公知の方法によって発現ベクターまたは
ウイルスベクターに挿入することができ、核酸分子は発現制御配列に機能的に連結するこ
とができる。上記の核酸分子またはそれらのフラグメントのいずれかを含むベクターも、
本開示によって提供される。上記核酸分子またはそれらのフラグメントはいずれも、任意
の適切なベクターにクローニングすることができ、任意の適切な宿主を形質転換またはト
ランスフェクトするために使用することができる。ベクターおよびそれらを構築するため
の方法の選択は、当業者には一般に公知であり、一般技術文献に記載されている（一般に
「Recombinant DNA Part D」Methods in Enzymology, Vol.153, Wu and Grossman, eds.,
 Academic Press （1987）を参照されたい）。
【０１１３】
　いくつかの態様において、外来核酸（DNAまたはRNA）を原核宿主細胞または真核宿主細
胞に導入するには、従来使用されている技法、例えば電気泳動、リン酸カルシウム沈殿、
DEAE-デキストラントランスフェクション、リポフェクションなどを使用しうる。望まし
くは、ベクターは、必要に応じて、またそのベクターがDNAであるかRNAであるかを考慮し
て、そのベクターを導入する宿主（例:細菌、真菌、植物または動物）のタイプに特異的
な制御配列、例えば転写および翻訳開始ならびに終止コドンを含みうる。いくつかの態様
において、ベクターは、宿主の属に特異的な制御配列を含む。好ましくは、ベクターは、
宿主の種に特異的な制御配列を含む。
【０１１４】
　核酸コンストラクトは、複製系および挿入された核酸に加えて、形質転換された宿主ま
たはトランスフェクトされた宿主の選択を可能にする1つまたは複数のマーカー遺伝子も
含むことができる。マーカー遺伝子としては、殺生物剤耐性、例えば抗生物質耐性、重金
属などに対する耐性、栄養要求宿主の補完による原栄養性の付与などが挙げられる。
【０１１５】
　適切なベクターとして、増殖および拡大のためもしくは発現のためまたはその両方のた
めに設計されたものが挙げられる。例えばクローニングベクターは、pUC系列、pBluescri
pt系列（Stratagene、カリフォルニア州ラホーヤ）、pET系列（Novagen、ウィスコンシン
州マディソン）、pGEX系列（Pharmacia Biotech、スウェーデン国ウプサラ）およびpEX系
列（Clontech、カリフォルニア州パロアルト）からなる群より選択される。λGT10、λGT
11、λZapII（Stratagene）、λEMBL4およびλNΜ1149などのバクテリオファージベクタ
ーも使用することができる。植物発現ベクターの例には、pBI110、pBI101.2、pBI101.3、
pBI121およびpBIN19（Clontech）がある。動物発現ベクターの例には、pEUK-C1、pMAMお
よびpMAMneo（Clontech）がある。TOPOクローニングシステム（Invitrogen、カリフォル
ニア州カールズバッド）も、製造者の推奨に従って使用することができる。
【０１１６】
　発現ベクターは、上述の単離または精製された核酸分子に機能的に連結されたネイティ
ブまたは非ネイティブプロモーターを含むことができる。例えば強い、弱い、誘導性、組
織特異的および発達段階特異的などといったプロモーターの選択は、当技術分野における
技量内である。同様に、上述の核酸分子またはそのフラグメントをプロモーターと組み合
わせることも、当技術分野における技量内である。
【０１１７】
　適切なウイルスベクターとしては、例えばレトロウイルスベクター、パルボウイルス系
ベクター、例えばアデノ随伴ウイルス（AAV）系ベクター、AAV-アデノウイルスキメラベ
クターおよびアデノウイルス系ベクター、ならびにレンチウイルスベクター、例えば単純
ヘルペス（HSV）系ベクターが挙げられる。これらのウイルスベクターは、例えばSambroo
k et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 2d edition, Cold Spring Harbor
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 Press, Cold Spring Harbor, N.Y.（1989）およびAusubel et al., Current Protocols 
in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley ＆ Sons, New Y
ork, N.Y.（1994）に記載されている標準的な組換えDNA技法を使って調製することができ
る。
【０１１８】
　レトロウイルスベクターはレトロウイルスに由来する。レトロウイルスは、多種多様な
宿主細胞に感染する能力を有するRNAウイルスである。感染すると、レトロウイルスゲノ
ムはその宿主細胞のゲノムに統合し、宿主細胞DNAと一緒に複製されることにより、ウイ
ルスRNAおよびレトロウイルスゲノム中に組み込まれた任意の核酸配列を、絶えず生産す
る。したがって、レトロウイルスを使用すれば、治療因子の長期発現を達成することがで
きる。遺伝子治療における使用が想定されるレトロウイルスは、比較的非病原性であるが
、病原性レトロウイルスも存在する。病原性レトロウイルス、例えばヒト免疫不全ウイル
ス（HIV）またはヒトT細胞リンパ向性ウイルス（HTLV）を使用する場合は、宿主に対する
毒性を排除するためのウイルスゲノムの改変に配慮しなければならない。レトロウイルス
ベクターはさらに、ウイルスを複製欠損性にするように操作することができる。したがっ
てレトロウイルスベクターは、インビボでの安定な遺伝子導入には特に有用であるとみな
されている。HIV系ベクターなどのレンチウイルスベクターは遺伝子送達に使用されるレ
トロウイルスベクターの好例である。他のレトロウイルスとは異なり、HIV系ベクターは
、そのパッセンジャー遺伝子を非分裂細胞に組み込むことが知られており、それゆえに、
持続型の疾患の処置に役立ちうる。
【０１１９】
　そのようなクローニングおよび/または発現配列には、クローニングおよび/または発現
におけるそれらの機能を最適化するために、ポリヌクレオチドの単離に役立つように、ま
たは細胞へのポリヌクレオチドの導入を改良するために、追加の配列を付加することがで
きる。クローニングベクター、発現ベクター、アダプターおよびリンカーの使用は当技術
分野において周知である。（例えばAusubel（前掲）またはSambrook（前掲）を参照され
たい）。
【０１２０】
　いくつかの態様において、本開示の核酸およびベクターは、単離および/または精製さ
れうる。本開示は、上述の単離または精製された核酸分子（ベクターの形態にあってもよ
い）を含む組成物も提供する。単離された核酸およびベクターは、例えばアルカリ/SDS処
理、CsCl結合、カラムクロマトグラフィー、アガロースゲル電気泳動および当技術分野に
おいて周知の他の技法を含む当技術分野において公知の標準的な技法を使って、調製する
ことができる。本組成物は本明細書にさらに記載する他の構成要素を含むことができる。
【０１２１】
　いくつかの態様において、核酸分子は、適当な宿主細胞に導入されたときに抗ヒト4-1B
B抗体またはそのフラグメントを発現することができるベクターに挿入される。適当な宿
主細胞として、細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞および哺乳動物細胞が挙げられるが、それ
らに限定されるわけではない。例示的な宿主細胞として、原核生物（例:大腸菌）および
真核生物（例:COS細胞またはCHO細胞）が挙げられる。使用できる哺乳動物宿主細胞とし
て、ヒトHela293、H9およびJurkat細胞、マウスNIH3T3およびC127細胞、Cos1、Cos7およ
びCV1、ウズラQC1-3細胞、マウスL細胞およびチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（
例:DG44細胞）が挙げられる。いくつかの態様において、抗体の発現に適した哺乳動物宿
主細胞は、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞（例えばDHFR選択可能マーカーと共
に使用されるDHFR-CHO細胞を含む）、NSO骨髄腫細胞、COS細胞またはSP2細胞でありうる
。
【０１２２】
　転写/翻訳制御シグナルの制御下にある本開示の抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメン
トをコードする発現ベクターを構築するには、DNAフラグメントをベクターに挿入するた
めの当業者に公知の任意の方法を使用しうる。これらの方法には、インビトロ組換えDNA
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および合成技法ならびにインビボ組換えを含めることができる（例えばAusubel（前掲）
またはSambrook（前掲）を参照されたい）。
【０１２３】
抗体の生産
　本発明の抗体および抗原結合性フラグメントは、以後の安定な抗体または抗体フラグメ
ントの形成を可能にする当技術分野において公知の任意の技法によって、調製および/ま
たは精製されうる。
【０１２４】
　本開示の抗ヒト4-1BB抗体および/または抗原結合性フラグメントをコードする核酸は、
従来の手順によって、容易に単離し配列決定することができる。例えば、ハイブリドーマ
またはファージテンプレートDNAから対応する重鎖および軽鎖コード領域を特異的に増幅
するように設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを使用しうる。単離された核酸を発
現ベクターに挿入した後、その発現ベクターを宿主細胞に導入することによって形質転換
された適切な宿主細胞（すなわち形質転換体）から、所望のモノクローナル抗体が生産さ
れうる。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体および/または抗原結合性フ
ラグメントを調製するための方法は、抗体をコードする核酸を含む発現ベクターを増幅す
る工程を含みうるが、それに限定されるわけではない。
【０１２５】
　いくつかの態様において、宿主細胞は、例えば酵母、高等植物、昆虫および哺乳動物細
胞を含む真核宿主細胞である。組換え生産手順に使用される宿主に依存して、本開示の抗
体および抗体フラグメントはグリコシル化体である場合もあるし、非グリコシル化体であ
る場合もある。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体および/または抗原結
合性フラグメントをコードする組換え発現ベクターは、哺乳動物宿主細胞中に導入され、
抗体を発現させるのに十分な時間にわたって宿主細胞を培養することによって、抗体が調
製されうる。いくつかの態様において、哺乳動物宿主細胞は、培養培地中に本開示の抗体
または抗体フラグメントを分泌するのに十分な時間にわたって、培養される。
【０１２６】
　いくつかの態様において、発現された本開示の抗体は、宿主細胞から単離された後に、
均一に精製されうる。本開示の抗体の単離および/または精製は、タンパク質を単離し精
製するための従来の方法によって行いうる。例えば、理論に束縛されることは望まないが
、本開示の抗ヒト4-1BB抗体および/または抗原結合性フラグメントは、限定するわけでは
ないがプロテインA精製、プロテインG精製、硫酸アンモニウム沈殿またはエタノール沈殿
、酸抽出、アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマト
グラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、
ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含む周
知の方法によって組換え細胞培養から回収し、精製することができる。高速液体クロマト
グラフィー（「HPLC」）も精製に使用することができる。例えばColligan, Current Prot
ocols in ImmunologyまたはCurrent Protocols in Protein Science, John Wiley ＆ Son
s, NY, N.Y.,（1997-2001）の例えばチャプター1、4、6、8、9および10を参照されたい（
これらの文献はそれぞれその全体が参照により本明細書に組み入れられる）。いくつかの
態様において、本開示の抗体は、濾過、超濾過、塩析、透析などをさらに組み合わせるこ
とによって、単離および/または精製されうる。
【０１２７】
　精製された本開示の抗ヒト4-1BB抗体および/または抗原結合性フラグメントは、例えば
ELISA、ELISPOT、フローサイトメトリー、免疫細胞学、BIACORE（商標）分析、SAPIDYNE 
KINEXA（商標）結合平衡除外法（kinetic exclusion assay）、SDS-PAGEおよびウェスタ
ンブロットによって、またはHPLC分析によって、ならびに本明細書において開示する他の
いくつかの機能アッセイによって、特徴づけることができる。
【０１２８】
治療的応用
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　本開示は、改変された抗ヒト4-1BB抗体および抗原結合性フラグメントが、例えばがん
などの特定の疾患の診断、予防および/または処置に役立ちうるという認識を包含する。
ここに提供される抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントはいずれも、治療方法にお
いて使用されうる。例えば本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、例え
ば悪性疾患（例: がん）の処置において、免疫治療剤として使用することができる。
【０１２９】
　本開示は、悪性疾患を処置および/または予防する方法であって、本開示の抗4-1BB抗体
または抗原結合性フラグメントを対象に投与する工程を含む方法を提供する。細胞、組織
、器官、動物または患者における少なくとも1つの悪性疾患を調整または処置するための
方法は、がん、および/または炎症性疾患の治療を含むが、それに限定されるわけではな
い。
【０１３０】
　本開示との関連におけるがん処置は、細胞傷害性T細胞および抗がん性サイトカインを
増加させることによって媒介されうる。一般に抗原特異的細胞媒介性免疫は細胞傷害性T
細胞によって引き起こされ、2つのシグナル伝達事象を含む。第1シグナル伝達事象は、抗
原提示細胞からの抗原をT細胞が受容体を介して認識したときに誘導され、第2シグナル伝
達は共刺激分子によって誘導される。この第1刺激および第2刺激ゆえに、T細胞活性およ
び関連因子類が増加し、それによって、がん処置において特異的に機能するT細胞が形成
され、形成されたT細胞は、共刺激分子による刺激ゆえに、その細胞傷害性、細胞分裂、
細胞生存性および抗がん性サイトカイン分泌を増す。
【０１３１】
　具体的には、4-1BBによる刺激は、CD8＋ T細胞の活性を強化し、インターフェロンガン
マ（IFNγ）などの抗がん性サイトカインの分泌を増加させ、Bcl-2、BclXLおよびBfl-1な
どの抗アポトーシス分子の発現を増加させ、かつ/または活性化誘導細胞死（AICD）を阻
害できることが実証されている。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体ま
たは抗原結合性フラグメントは、CD8＋ T細胞活性、インターフェロンガンマ（IFNγ）な
どの抗がん性サイトカインの分泌、Bcl-2、BclXLおよびBfl-1などの抗アポトーシス分子
の発現、および活性化誘導細胞死（AICD）の阻害のうちの1つまたは複数を強化するかま
たは増加させることができる。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体また
は抗原結合性フラグメントによる治療的処置は、がん細胞の成長を低減および/または阻
害することができる。
【０１３２】
　いくつかの態様において、本開示は、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラ
グメントを投与することによるインビボまたはインビトロでのサイトカイン分泌の制御を
含む、腫瘍成長を遅延させまたは阻害するための方法を提供する。いくつかの態様におい
て、本開示は、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを投与すること
によるインビボまたはインビトロでのサイトカイン分泌の制御を含む、腫瘍量を低減する
ための方法を提供する。
【０１３３】
　いくつかの態様において、本開示は、処置されるべきがんまたは腫瘍の生物学的対象を
モニタリングすることによって、がんまたは腫瘍を処置するための方法であって、（i）
本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを対象に投与する工程、（ii）
対象から生物学的試料を分離し、次に単離する工程、（iii）前記試料からINF-γまたはT
GF-βの分泌量を測定し、比率を推定する工程、および（iv）抗ヒト4-1BB抗体またはその
抗原結合性フラグメントが投与されたまたは投与されていない対照試料を比較することに
よって、前記抗体またはその抗原結合性フラグメントの治療有効量を決定する工程を含む
方法を提供する。
【０１３４】
　いくつかの態様において、本開示は、処置を必要とする対象を処置する方法であって、
本開示の抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよび/またはそれをコードする核
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酸を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供する。
いくつかの態様において、対象は、がんを発症するリスクを有するか、またはがんを発症
するリスクがある。いくつかの態様において、本開示は、患者のがんまたは腫瘍を予防ま
たは処置するための方法であって、治療有効量の抗ヒト化4-1BB抗体またはその抗原結合
性フラグメントをがんまたは腫瘍を持つ患者に投与する工程を含む方法を提供する。
【０１３５】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の誘導を必要とする対象において免疫応
答を誘導する方法であって、本開示の抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよ
び/またはそれをコードする核酸を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与す
る工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、対象は、がんを発症するリスク
を有するか、またはがんを発症するリスクがある。
【０１３６】
　いくつかの態様において、本開示は、免疫応答の強化または免疫細胞の活性の増加を必
要とする対象において免疫応答を強化するかまたは免疫細胞の活性を増加させる方法であ
って、本開示の抗4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントおよび/またはそれをコード
する核酸を含むかまたはそれを送達する組成物を、対象に投与する工程を含む方法を提供
する。いくつかの態様において、対象は、がんを発症するリスクを有するか、またはがん
を発症するリスクがある。
【０１３７】
　本開示の方法による処置に適したがんとして、膀胱がん、乳がん、子宮頸がん、大腸が
ん、子宮内膜がん、食道がん、ファロピウス管がん、胆嚢がん、胃腸がん、頭頸部がん、
血液がん、咽頭がん、肝がん、肺がん、リンパ腫、黒色腫、中皮腫、卵巣がん、原発性腹
膜がん、唾液腺がん、肉腫、胃がん、甲状腺がん、膵がん、および前立腺がんを挙げるこ
とができるが、それらに限定されるわけではない。いくつかの態様において、本開示の抗
4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントによる処置のためのがんとして、がん、リンパ
腫（例:ホジキンリンパ腫および非ホジキンリンパ腫）、芽細胞腫、肉腫および白血病を
挙げうるが、それらに限定されるわけではない。いくつかの態様において、がんは、扁平
上皮がん、小細胞肺がん、非小細胞肺がん、肺腺がん、肺の扁平上皮がん、腹膜がん、肝
細胞がん、胃がん、膵がん、神経膠腫、子宮頸がん、卵巣がん、肝がん、膀胱がん、肝細
胞がん、乳がん、大腸がん、結腸直腸がん、子宮内膜がんまたは子宮がん、唾液腺がん、
腎がん、前立腺がん、外陰がん、甲状腺がん、肝臓がん、白血病および他のリンパ増殖性
障害、ならびにさまざまなタイプの頭頸部がんを含みうる。
【０１３８】
　本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物は、がん細胞または
その転移を処置するために、またはがんの成長を阻害するために、薬学的有効量で投与さ
れうる。治療方法において使用するために、本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラ
グメントは、医療実施基準（good medical practice）に合致する方法で、製剤化され、
用量決定され、投与されるであろう。この関連において考慮すべき因子としては、処置さ
れるその障害、処置されるその哺乳動物、個々の患者の慢性的状態、患者の年齢、患者の
体重、障害の原因、剤の送達部位、投与の方法、投与のスケジューリングおよび医療従事
者に公知の他の因子が挙げられる。
【０１３９】
　本開示は、基準抗体と比較して優れた特性を有しうる高アフィニティー抗ヒト4-1BB抗
体を提供する。本開示は、これらの抗体では、T細胞活性化および/またはIFN-γなどのサ
イトカインの分泌を誘導する能力が改良されているという認識を包含する。したがって本
開示は、本開示の抗ヒト4-1BB抗体および抗原結合性フラグメントは基準抗体より低い用
量で投与しうるという認識を包含する。
【０１４０】
　いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む
組成物は、ボーラスとして、または必要な場合には持続注射によって、患者に投与しうる
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。いくつかの態様において、ボーラス投与は本開示の抗4-1BB Fabのボーラス投与であっ
て、0.0025～100mg/kg、0.025～0.25mg/kg、0.010～0.10mg/kgまたは0.10～0.50mg/kgの
用量で投与されうる。持続注射の場合、Fabフラグメントとして提供される本発明の抗体
は、1～24時間、1～12時間、2～12時間、6～12時間、2～8時間または1～2時間にわたって
、0.001～100mg/kg/分、0.0125～1.25mg/kg/分、0.010～0.75mg/kg/分、0.010～1.0mg/kg
/分または0.10～0.50mg/kg/分の用量で投与されうる。いくつかの態様において、本開示
の抗体は、完全長抗体（完全な定常ドメインを有するもの）である。いくつかの態様にお
いて、完全長抗体は、およそ0.01～10mg/kg、1～8mg/kgまたは2～6mg/kgの用量で投与さ
れる。いくつかの態様において、完全長抗体は30～35分間の注射によって投与される。投
与頻度は状態の重症度に依存してさまざまでありうる。例えば頻度は2日～7日ごとに1回
、1週間に1回または1、2、3もしくは4週間ごとに1回でありうる。
【０１４１】
　いくつかの態様において、組成物は、皮下注射によって患者に投与されうる。具体的に
述べると、抗体は、2～7日ごとに1回、毎週、2週間ごとに1回、または毎月、皮下注射に
より、0.1～100mgの用量で、患者に投与される。
【０１４２】
併用治療
　本開示は、1種または複数種の他の治療と組み合わされた本開示の抗ヒト4-1BB抗体また
は抗原結合性フラグメントの投与を含む治療方法を提供する。
【０１４３】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、がんの
処置に関して承認されている1種または複数種の治療と組み合わせて投与される。例えば
、抗4-1BB抗体と従来の化学療法剤シスプラチンとによる併用処置は、殺腫瘍と器官特異
的毒性の防止とに相乗的活性を有することが示されている（Kim et al., Cancer Researc
h （2008） 68（18）:7264-9）。
【０１４４】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、免疫チェックポイント阻害剤、インターロイキン12（IL-12）、顆粒球マクロファージ
コロニー刺激因子（GM-CSF）、抗CD4剤および化学療法剤から選択される第2の治療と組み
合わせて、対象が両方による処置を受けるように投与される。
【０１４５】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、化学療法剤を含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に、対象が両方
による処置を受けるように投与される。本開示の治療方法は、当技術分野において公知の
任意の化学療法剤の投与を含みうる。いくつかの態様において、化学療法剤は、抗ヒト4-
1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または投与される
予定の対象に投与される。
【０１４６】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、フルオ
ロウラシルを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。い
くつかの態様において、フルオロウラシルは、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグ
メントを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつ
かの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、ドキソルビシン
を含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態
様において、ドキソルビシンは、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む
組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様にお
いて、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、イリノテカンを含む組成物を
投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様において、イ
リノテカンは、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与され
た対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様において、抗ヒト4-1B
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B抗体または抗原結合性フラグメントは、パクリタキセルを含む組成物を投与された対象
または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様において、パクリタキセルは
、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または
投与される予定の対象に投与される。
【０１４７】
　いくつかの態様において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、シスプ
ラチンを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつ
かの態様において、シスプラチンは、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを
含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様
において、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは、シクロホスファミドを含
む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。いくつかの態様に
おいて、シクロホスファミドは、抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを含む
組成物を投与された対象または投与される予定の対象に投与される。
【０１４８】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、GM-CSFを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に、対象が両方によ
る処置を受けるように投与される。いくつかの態様において、GM-CSFは、抗ヒト4-1BB抗
体または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または投与される予定の
対象に投与される。
【０１４９】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、IL-12を含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に、対象が両方によ
る処置を受けるように投与される。いくつかの態様において、IL-12は、抗ヒト4-1BB抗体
または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対
象に投与される。
【０１５０】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、抗CD4剤を含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に、対象が両方に
よる処置を受けるように投与される。いくつかの態様において、抗CD4剤は、抗ヒト4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または投与される予定
の対象に投与される。
【０１５１】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントは
、チェックポイント阻害剤（例えば、免疫チェックポイント阻害剤）を含む組成物を投与
された対象または投与される予定の対象に、対象が両方による処置を受けるように投与さ
れる。いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤は、抗ヒト4-1BB抗体また
は抗原結合性フラグメントを含む組成物を投与された対象または投与される予定の対象に
投与される。
【０１５２】
　本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントと組み合わせて使用されるチ
ェックポイント阻害剤は、例えば任意の免疫チェックポイント阻害剤であることができる
。阻害性チェックポイント分子の例としては、A2AR、B7-H3、B7-H4、BTLA、CTLA-4、CD27
7、IDO、KIR、PD-1、LAG-3、TIM-3、TIGITおよびVISTAが挙げられる。免疫チェックポイ
ント阻害剤とは、免疫阻害性チェックポイントタンパク質の機能を阻害する任意の化合物
を指しうる。阻害には、機能の低減および完全な阻止が含まれる。いくつかの態様におい
て、免疫チェックポイント阻害剤は、免疫チェックポイントタンパク質を特異的に認識す
る抗体である。いくつかの免疫チェックポイント阻害剤が公知であり、これら公知の免疫
チェックポイントタンパク質阻害剤と同様に、（近い）将来、代替免疫チェックポイント
阻害剤も開発されうる。免疫チェックポイント阻害剤として、ペプチド、抗体、核酸分子
および小分子が挙げられるが、それらに限定されるわけではない。
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【０１５３】
　いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤はCTLA-4の阻害剤である。いく
つかの態様において、チェックポイント阻害剤はCTLA-4を標的とする抗体、例えばイピリ
ムマブなどである。いくつかの態様において、チェックポイント阻害剤は、T細胞免疫グ
ロブリンおよびムチンドメイン含有タンパク質3（TIM-3）としても公知の膜貫通タンパク
質であるCD366を標的とする。いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤は
、PD-1シグナル伝達を阻害する剤である。
【０１５４】
　PD-1（すなわちプログラム細胞死タンパク質1）は、T細胞またはB細胞などの免疫細胞
の表面に分布するタンパク質であり、CD279としても公知である。ヒトでは、PD-1は、第2
染色体の2p37.3位にあるPDCD1遺伝子によって発現される。PD-1は、2つのリガンドPD-L1
およびPD-L2に結合することが公知である。
【０１５５】
　いくつかの態様では、抗PD-1剤が、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグ
メントによる処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患者に投与される。
いくつかの特定の態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
トは、抗PD-1剤による処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患者に投与
される。
【０１５６】
　いくつかの態様では、抗PD-L1剤が、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグ
メントによる処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患者に投与される。
いくつかの特定の態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
トは、抗PD-L1剤による処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患者に投
与される。いくつかの態様において、PD-L1を阻害する剤として、例えばAMP-244、MEDI-4
736、MPDL328OA、MIH1が挙げられる。
【０１５７】
　いくつかの態様において、抗PD-1剤はPD-1を阻害する剤である。いくつかの態様におい
て、抗PD-1剤は、PD-L1および/またはPD-L2を阻害する剤である。いくつかの態様におい
て、PD-1シグナル伝達を阻害する抗体剤は、モノクローナル抗体またはそのフラグメント
である。いくつかの態様において、PD-1シグナル伝達を阻害する抗体剤は抗PD-1抗体また
はそのフラグメントである。
【０１５８】
　いくつかの態様において、抗PD-1抗体は、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性
フラグメントによる処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患者に投与さ
れる。いくつかの特定の態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラ
グメントは、抗PD-1抗体による処置を受けている、または受けた、または受ける予定の患
者に投与される。抗PD-1抗体としては、例えばニボルマブ、ペンブロリズマブ、アテゾリ
ズマブ、デュルバルマブおよびアベルマブが挙げられる。ペンブロリズマブ（キイトルー
ダ、Merck）は、PD-1活性を阻害する抗体治療薬である。
【０１５９】
　本願の実施例において述べるように、抗PD-1抗体と組み合わせた本開示の抗ヒト4-1BB
抗体または抗原結合性フラグメントの投与は、どちらの単独処置と比較しても、効力を強
化しうると共に、従来公知の副作用を低減しうる。
【０１６０】
　いくつかの特定の態様において、ペンブロリズマブは、本開示の抗ヒト4-1BB抗体また
は抗原結合性フラグメントによる処置を受けている、または受けた、または受ける予定の
患者に投与される。いくつかの特定の態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗
原結合性フラグメントは、ペンブロリズマブによる処置を受けている、または受けた、ま
たは受ける予定の患者に投与される。
【０１６１】
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　いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤（例えば抗PD-1剤）は、約0.01
mg/kg～約100mg/kgの量で、患者に投与される。いくつかの態様において、免疫チェック
ポイント阻害剤（例えば抗PD-1剤）は、下限とその下限より大きい上限とに挟まれた範囲
内の量で、患者に投与される。いくつかの態様において、下限は、約0.01mg/kg、0.025mg
/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg、0.1mg/kg、0.25mg/kg、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2m
g/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、10mg/kg、20mg/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/k
g、50mg/kg、50mg/kg、70mg/kg、80mg/kgまたは90mg/kgでありうる。いくつかの態様にお
いて、上限は、約0.025mg/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg、0.1mg/kg、0.25mg/kg、0.5mg/kg
、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、10mg/kg、20mg/kg、2
5mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50mg/kg、70mg/kg、80mg/kg、90mg/kgまたは100mg
/kgでありうる。いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤（例えば抗PD-1
剤）は、約1mg/kg～約20mg/kg、約1mg/kg～約10mg/kg、約1mg/kg～約5mg/kg、約2mg/kg～
約5mg/kg、約2mg/kg～約4mg/kg、約3mg/kg～約5mg/kg、または約3mg/kg～約4mg/kgの量で
、患者に投与されうる。いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤（例えば
抗PD-1剤）は、約1mg/kg、約2mg/kg、約3mg/kg、約4mg/kgまたは約5mg/kgの量で、患者に
投与されうる。
【０１６２】
　いくつかの態様において、免疫チェックポイント阻害剤と本開示の抗ヒト4-1BB抗体ま
たは抗原結合性フラグメントとの組み合わせによる処置は、対象におけるCD8＋T細胞の増
殖、遊走、持続性および/または細胞傷害活性を強化しうる。
【０１６３】
細胞ベースの応用
　本発明のさらにもう一つの目的は、4-1BBヒト化抗体またはその抗原結合性フラグメン
トを投与することによる、活性化T細胞をエクスビボで増殖させるための方法を提供する
ことである。
【０１６４】
　いくつかの態様において、活性化T細胞をエクスビボで増殖させかつ/または単離するた
めの方法は、T細胞の集団を本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントと接触さ
せることによって、活性化T細胞の増殖を増加させる工程を含む。
【０１６５】
　いくつかの態様において、活性化T細胞をエクスビボで増殖させるための方法は、本開
示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを投与する工程を含む。いくつかの態様
において、活性化T細胞は、末梢血単核球（PBMC）の試料から増殖および/または単離され
る。PBMCは、当技術分野において公知の方法を使って取得および/または単離することが
できる。
【０１６６】
　いくつかの態様において、活性化T細胞をエクスビボで増殖および/または単離するため
の方法は、培養培地への抗CD3モノクローナル抗体の（例えば少なくとも約0.5ng/mlの濃
度での）投与を含む。いくつかの態様において、活性化T細胞をエクスビボで増殖および/
または単離するための方法は、培養培地へのIL-2および/またはIL-15の（例えば少なくと
も約10単位/mlである濃度での）投与を含む。
【０１６７】
　いくつかの態様において、抗原特異的活性化T細胞を単離するための方法は、（a）培地
中の末梢血単核球（PBMC）を関心対象のエピトープのペプチドおよびIL-2と共に培養する
工程、（b）関心対象のエピトープのペプチドを加えることによって、培養細胞における4
-1BB発現を誘導する工程、（c）培養細胞を抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントで
被覆された表面と接触させる工程であって、4-1BBを発現する培養細胞が前記被覆表面に
付着する、工程、ならびに（d）接着していない細胞を除去することによって、抗原特異
的活性化T細胞を単離する工程を含む。
【０１６８】
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　いくつかの態様において、活性化T細胞はCD8＋T細胞である。
【０１６９】
　いくつかの態様において、リンパ球（例えばT細胞）は、少なくとも約25℃、好ましく
は少なくとも約30℃、より好ましくは約37℃の温度で培養される。
【０１７０】
　本開示は、本明細書に記載の方法によって生じる活性化T細胞（例えばCD8＋T細胞）が
、治療的に（例えばがんの処置に）役立ちうるという認識を包含する。
【０１７１】
細胞ベースの治療
　本開示は、自家がん抗原（自己腫瘍抗原）、例えば正常細胞における存在比は低いが、
がん細胞では過剰に発現した自家がん抗原を認識するCD8＋T細胞を、選択的に単離し、大
量培養するための方法を提供する。本開示は、これらの方法によって単離される細胞（例
えばCD8＋T）が、がんの処置に役立ちうることを開示する。
【０１７２】
　いくつかの態様において、がんの処置および/または予防を必要とする対象におけるが
んを処置および/または予防するための方法は、本明細書に記載するようなエクスビボ法
によって生成させた活性化T細胞の治療有効量を対象に投与する工程を含む。
【０１７３】
　適当に再活性化すると、腫瘍抗原特異的T細胞は自家腫瘍細胞を認識し、排除すること
ができる。例えば腫瘍抗原特異的T細胞は、本明細書に記載の方法を使ってエクスビボで
生じさせることができる。養子移入すると、特異的に再活性化されたがん患者由来のT細
胞が、インビボで自家ヒト腫瘍を効率よく拒絶する。
【０１７４】
　本開示は、本開示の抗4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを投与することによっ
てエクスビボで調製された活性化T細胞の治療有効量を投与する工程を含む、患者のがん
および/または腫瘍を予防および/または処置するための方法を提供する。
【０１７５】
　いくつかの態様では、治療方法において使用するためのT細胞が、レシピエント対象と
同種異系である（種は同じであるが異なるドナーに由来する）。いくつかの態様では、治
療方法において使用するためのT細胞が自家（ドナーとレシピエントは同じ）である。い
くつかの態様では、治療方法において使用するためのT細胞が同系である（ドナーとレシ
ピエントは異なるが、同一の双生児である）。
【０１７６】
　いくつかの態様において、細胞は、まずそれらをその培養培地から収穫し、次に細胞を
投与に適した媒質および容器系（「薬学的に許容される」担体）において洗浄および濃縮
することにより、処置有効量で製剤化される。適切な注入媒質として、任意の等張性媒質
製剤、典型的には生理食塩水、Normosol R（Abbott）またはPlasma-Lyte A（Baxter）を
挙げることができるが、5％デキストロース水溶液または乳酸加リンゲルも利用すること
ができる。注入媒質にはヒト血清アルブミンを補足することができる。
【０１７７】
　組成物中の細胞の処置有効量は、少なくとも108個、典型的には108個超、少なくとも10
9細胞、一般的には1010個超である。細胞の数は、その組成物の最終的用途およびそこに
含まれる細胞のタイプに依存するであろう。例えばある特定抗原に特異的な細胞が望まし
い場合、その集団は、70％超、一般的には80％超、85％および90～95％のそのような細胞
を含有するであろう。ここで提供する使用の場合、細胞は、一般に1リットル以下の体積
中にある。いくつかの態様において、投与用の細胞は、500ml未満、250ml未満、または10
0ml以下の体積中にある。いくつかの態様において、望ましい細胞の密度は、典型的には1
06細胞/ml超であり、一般的には107細胞/ml超、一般的には108細胞/ml以上である。臨床
的に妥当な数の免疫細胞は、累積的に108細胞以上、109細胞以上、1010細胞以上、1011細
胞以上、または1012細胞以上である複数回の注入に分割することができる。
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【０１７８】
組成物
　ヒト4-1BBポリペプチドのエピトープに特異的に結合する抗体および抗原結合性フラグ
メントを含む組成物が、ここに提供される。本開示の組成物（例えば、抗ヒト4-1BB抗体
または抗体フラグメントを送達する組成物）は、前述の調整、処置または治療を必要とす
る細胞、組織、器官、動物または患者への本願抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメント
の送達に使用するための任意の適切な有効量の組成物を含みうる。本開示の方法（例えば
、細胞を抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメントと接触させる工程を含む方法）によっ
て生成させた活性化細胞集団（例えば、活性化T細胞集団）を含む組成物も、ここに提供
される。
【０１７９】
　本開示の組成物は、本明細書に開示する抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメン
トおよび/または本明細書に開示する方法によって得られる細胞集団を含む薬学的組成物
を含む。いくつかの態様において、薬学的組成物は、緩衝剤、希釈剤、賦形剤またはそれ
らの任意の組み合わせを含むことができる。いくつかの態様において、組成物は、所望で
あれば、1種または複数種の追加治療活性物質も含有することができる。
【０１８０】
　いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体、抗原結合性フラグメントおよび/また
は細胞集団は、哺乳動物（例:ヒト）への投与に適している。ここに提供される薬学的組
成物の説明は、主としてヒトへの要処方投与（ethical administration）に適した薬学的
組成物に関するが、そのような組成物があらゆる種類の動物への投与に一般に適すること
は当業者には理解されるであろう。ヒトへの投与に適した薬学的組成物をさまざまな動物
への投与に適した組成物にするための変更はよく理解されており、通常の技量を有する獣
医薬理学者は、そのような変更を、仮に実験が必要だとしても単なる日常的実験だけで、
計画しかつ/または実行することができる。
【０１８１】
　いくつかの態様において、組成物は、非経口投与用に製剤化される。例えばここに提供
される薬学的組成物は、無菌の注射可能な形態（例:皮下注射または静脈内注入に適した
形態）で提供されうる。例えばいくつかの態様において、薬学的組成物は、注射に適した
液状剤形で提供される。いくつかの態様において、薬学的組成物は、注射に先だって水性
希釈剤（例:水、緩衝液、塩溶液など）で再構成することができる粉末（例:凍結乾燥およ
び/または滅菌されたもの）として、任意で減圧下に提供される。いくつかの態様におい
て、薬学的組成物は、水、塩化ナトリウム溶液、酢酸ナトリウム溶液、ベンジルアルコー
ル溶液、リン酸緩衝食塩水などに希釈および/または再構成される。いくつかの態様にお
いて、粉末は、水性希釈剤と穏やかに（例えば振とうせずに）混合すべきである。
【０１８２】
　いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体、抗原結合性フラグメントおよび/また
は細胞集団は、薬学的に許容される非経口媒体と共に製剤化される。そのような媒体の例
は水、食塩水、リンゲル液、デキストロース溶液および1～10％ヒト血清アルブミンであ
る。リポソームおよび固定油などの非水性媒体も使用することができる。媒体または凍結
乾燥粉末は、等張性を維持する添加剤（例:塩化ナトリウム、マンニトール）および化学
的安定性を維持する添加剤（例:緩衝剤および保存剤）を含有することができる。いくつ
かの態様において、製剤は、公知の技法または適切な技法によって滅菌される。
【０１８３】
　本明細書に記載の薬学的組成物の製剤は、薬学分野において公知のまたは今後開発され
る任意の方法によって調製されうる。一般に、そのような調製方法は、活性成分を希釈剤
もしくは他の賦形剤および/または1種もしくは複数種の他の補助成分と混合し、次に必要
であればおよび/または所望であれば、製品を所望の単回投与ユニット（single-dose uni
t）または複数回投与ユニット（multi-dose unit）に成形および/またはパッケージング
する工程を含む。
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【０１８４】
　いくつかの態様において、本開示の抗4-1BB抗体、抗原結合性フラグメントおよび/また
は細胞集団を含む薬学的組成物は、貯蔵用または投与用の容器、例えばバイアル、シリン
ジ（例:IVシリンジ）またはバッグ（例:IVバッグ）に含めることができる。本開示による
薬学的組成物は、ばらで、単一投薬単位としておよび/または複数の単一投薬単位として
、調製され、パッケージングされ、かつ/または販売されうる。本明細書において使用す
る場合、「投薬単位（unit dose）」とは、予め決定された量の活性成分を含む孤立した
量の薬学的組成物である。活性成分の量は、一般に、対象に投与されることになる活性成
分の投薬量に等しく、かつ/またはそのような投薬量の好都合な部分量、例えばそのよう
な投薬量の半量または3分の1量に等しい。
【０１８５】
　本開示による薬学的組成物における活性成分、薬学的に許容される賦形剤および/また
は任意の追加成分の相対量は、処置される対象の実体、サイズおよび/または状態に依存
して、そしてまた組成物の投与経路にも依存して、さまざまであるだろう。下記の実施例
では、一部で、齧歯類への例示的抗ヒト4-1BB抗体の投与を説明する。動物系において投
薬をスケーリングする標準的方法は当技術分野において公知である。例えば、参照により
その全体が本明細書に組み入れられるJ Basic Clin Pharm. March 2016-May 2016; 7（2
）:27-31を参照されたい。例えば組成物は0.1％～100％（w/w）の活性成分を含みうる。
【０１８６】
　いくつかの態様において、組成物は、0.01mg/kg～100mg/kgの用量で、本開示の抗ヒト4
-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むか、または送達する。いくつかの態様に
おいて、組成物は、下限とその下限より大きい上限とに挟まれた範囲内の量の用量で、抗
ヒト4-1BB抗体もしくは抗原結合性フラグメントを含むか、または送達する。いくつかの
態様において、下限は、約0.01mg/kg、0.025mg/kg、0.05mg/kg、0.075mg/kg、0.1mg/kg、
0.25mg/kg、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、
10mg/kg、20mg/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50mg/kg、70mg/kg、80mg/kg
または90mg/kgでありうる。いくつかの態様において、上限は、約0.025mg/kg、0.05mg/kg
、0.075mg/kg、0.1mg/kg、0.25mg/kg、0.5mg/kg、0.75mg/kg、1mg/kg、2mg/kg、3mg/kg、
4mg/kg、5mg/kg、8mg/kg、10mg/kg、20mg/kg、25mg/kg、30mg/kg、40mg/kg、50mg/kg、50
mg/kg、70mg/kg、80mg/kg、90mg/kgまたは100mg/kgでありうる。
【０１８７】
　薬学的組成物は薬学的に許容される賦形剤をさらに含んでよく、本明細書にいう薬学的
に許容される賦形剤には、所望するその剤形に適したありとあらゆる溶媒、分散媒、希釈
剤または他の液状媒体、分散助剤または懸濁助剤、表面活性剤、等張剤、増粘剤または乳
化剤、保存剤、固形結合剤、潤滑剤などが含まれる。Remington's The Science and Prac
tice of Pharmacy, 21st Edition, A.R.Gennaro（Lippincott, Williams ＆ Wilkins, Ba
ltimore, MD, 2006）は、薬学的組成物を製剤化する際に使用されるさまざまな賦形剤お
よびそれらを調製するための公知の技法を開示している。従来の賦形剤媒質は、それが、
例えば何らかの望ましくない生物学的効果を生むか、そうでなければ薬学的組成物の他の
何らかの構成要素と有害な形で相互作用することなどによって、ある物質またはその誘導
体と不適合でない限り、いずれも、その使用は本開示の範囲内であると考えられる。
【０１８８】
　いくつかの態様において、薬学的に許容される賦形剤は、少なくとも95％、少なくとも
96％、少なくとも97％、少なくとも98％、少なくとも99％または100％純粋である。いく
つかの態様において、賦形剤はヒトでの使用および獣医学的使用について承認されている
。いくつかの態様において、賦形剤は米国食品医薬品局によって承認されている。いくつ
かの態様において、賦形剤は医薬品用である。いくつかの態様において、賦形剤は、米国
薬局方（USP）、欧州薬局方（EP）、英国薬局方および/または国際薬局方の規格を満たす
。
【０１８９】
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　薬学的組成物の製造において使用される薬学的に許容される賦形剤として、不活性希釈
剤、分散および/または造粒剤、表面活性剤および/または乳化剤、崩壊剤、結合剤、保存
剤、緩衝剤、潤滑剤および/または油が挙げられるが、それらに限定されるわけではない
。そのような賦形剤は任意で薬学的製剤に含めうる。製剤者の判断次第で、カカオ脂およ
び坐剤ワックス、着色剤、コーティング剤、甘味料、フレーバーおよび/または芳香剤な
どの賦形剤が、組成物に存在しうる。
【０１９０】
　いくつかの態様において、本願の薬学的組成物は、1種または複数種の薬学的に許容さ
れる賦形剤（例:保存剤、不活性希釈剤、分散剤、表面活性剤および/または乳化剤、緩衝
剤など）を含む。いくつかの態様において、薬学的組成物は、1種または複数種の保存剤
を含む。いくつかの態様において、薬学的組成物は保存剤を含まない。
【０１９１】
　いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗体または抗原結合性フラグメントを
含む組成物は、安定に製剤化される。いくつかの態様において、本開示の抗ヒト4-1BB抗
体または抗原結合性フラグメントの安定な製剤は、食塩水または選ばれた塩を含むリン酸
緩衝液、ならびに保存処理された溶液および保存剤を含有する製剤、ならびに薬学的使用
または獣医学的使用に適した多用途の保存処理された製剤を含有しうる。保存処理された
製剤は、少なくとも1つの公知の保存剤、または任意で、水性希釈剤中の少なくとも1つの
フェノール、m-クレゾール、p-クレゾール、o-クレゾール、クロロクレゾール、ベンジル
アルコール、亜硝酸フェニル水銀（phenylmercuric nitrite）、フェノキシエタノール、
ホルムアルデヒド、クロロブタノール、塩化マグネシウム（例:ヘキサ水和物）、アルキ
ルパラベン（メチル、エチル、プロピル、ブチルなど）、塩化ベンザルコニウム、塩化ベ
ンゼトニウム、デヒドロ酢酸ナトリウムおよびチメロサール、またはそれらの混合物から
なる群より選択される保存剤を含有する。当技術分野において公知のとおり、例えば0.00
1～5％またはその中の任意の範囲もしくは値、例えば限定するわけではないが0.001、0.0
03、0.005、0.009、0.01、0.02、0.03、0.05、0.09、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.
7、0.8、0.9、1.0、1.1、1.2、1.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2.0、2.1、2.2、2.
3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9、3.0、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.
9、4.0、4.3、4.5、4.6、4.7、4.8、4.9、またはその中の任意の範囲もしくは値など、任
意の適切な濃度または混合物を使用することができる。限定でない例として、保存剤なし
、0.1～2％m-クレゾール（例:0.2、0.3、0.4、0.5、0.9、1.0％）、0.1～3％ベンジルア
ルコール（例:0.5、0.9、1.1、1.5、1.9、2.0、2.5％）、0.001～0.5％チメロサール（例
:0.005、0.01）、0.001～2.0％フェノール（例:0.05、0.25、0.28、0.5、0.9、1.0％）、
0.0005～1.0％アルキルパラベン（例:0.00075、0.0009、0.001、0.002、0.005、0.0075、
0.009、0.01、0.02、0.05、0.075、0.09、0.1、0.2、0.3、0.5、0.75、0.9、1.0％）など
が挙げられる。
【０１９２】
　いくつかの態様において、薬学的組成物は、冷蔵および/または冷凍することができる
形態で提供される。いくつかの態様において、薬学的組成物は、冷蔵および/または冷凍
することができない形態で提供される。いくつかの態様において、再構成された溶液およ
び/または液状剤形は、再構成後、一定の期間（例: 2時間、12時間、24時間、2日、5日、
7日、10日、2週間、1ヶ月、2ヶ月またはそれ以上）にわたって貯蔵することができる。い
くつかの態様において、指定された時間より長い抗体組成物の貯蔵は、抗体の分解をもた
らす。
【０１９３】
　液状剤形および/または再構成された溶液は、投与前に粒状物を含みかつ/または変色を
伴う場合がある。いくつかの態様において、変色しているか濁っている場合かつ/または
濾過後も粒状物が残っている場合、その溶液は使用すべきでない。
【０１９４】
　製剤および/または医薬品の製造に関する一般論は、例えばRemington:The Science and
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 Practice of Pharmacy 21st ed., Lippincott Williams ＆ Wilkins, 2005に見いだしう
る。
【０１９５】
キット
　本開示は、少なくとも1種の本明細書に記載の抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメント
で満たされた1つまたは複数の溶液を含む、薬学的パックまたはキットを、さらに提供す
る。キットは、例えば治療方法、診断方法、細胞増殖および/または細胞単離方法などを
含む応用可能な任意の方法において、使用しうる。そのような容器には、任意で、医薬品
または生物学的製剤の製造、使用または販売を規制する政府機関によって指定された形式
で、（a）ヒト投与のための製造、使用または販売の、当該器官による承認、（b）使用説
明、またはその両方を反映した告知を添付することができる。
【０１９６】
　いくつかの態様において、キットは、検出（例えば、抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラ
グメントの検出）のための1種または複数種の試薬を含みうる。いくつかの態様において
、キットは、検出可能な形態の（例えば検出可能部分または検出可能実体と共有結合で関
連付けられた）抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメントを含みうる。
【０１９７】
　いくつかの態様において、ここに提供する抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメントは
、対象を処置するために使用されるキットに含めることができる。いくつかの態様におい
て、ここに提供する抗ヒト4-1BB抗体または抗体フラグメントは、T細胞（例えば、CD8+T
細胞）の増殖および/または単離に使用されるキットに含めることができる。
【０１９８】
　本願全体を通して言及される引用文献（刊行物（literature reference）、発行済み特
許、公表された特許出願、および同時係属中の特許出願を含む）は特に、参照により本明
細書に組み入れられる。
【０１９９】
　本発明の他の特徴は、以下の例示的態様の以下の説明において明らかになるであろう。
ただし、以下の実施例は本発明を例証するために提供されるに過ぎず、本発明の範囲は以
下の実施例には限定されない。
【実施例】
【０２００】
　本開示は、少なくとも一部において、基準ヒト化抗ヒト4-1BB抗体94G1には見いだされ
ない1つまたは複数の構造的特徴を含有する改良された特性を持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体
およびそれらのフラグメントを提供する。マウス抗ヒト4-1BB抗体BBK-4抗体のヒト化によ
って94G1を作成した。抗原認識部位（CDR領域）は、CDRループ帰属（CDR loop assignmen
t）（IMGT:Lefranc, 1997）および3Dモデル（Swiss-Pdb Viewer（www.expasy.org））を
使って決定した。軽鎖のアミノ酸配列上の4部位と重鎖の6部位とを含む合計10部位に多様
性を持つファージディスプレイライブラリーを構築した。パニング後に、1,000個のクロ
ーンのなかからおよそ14個のヒト化抗体クローンを（合計6つのヒト化scFvのために）選
択し、選択したクローンのなかに94G1を得た（Son et al. J. Immunol. Methods （2004
） 286:187-201）。94G1を含むこれらのヒト化抗体は、ヒト4-1BB抗原に対するアフィニ
ティーが、BBK-4の10分の1未満であったが、インビトロで活性だった。本開示は、94G1の
構造変種が改良された特性を有しうるという認識を包含する。変種ヒト化抗ヒト4-1BB抗
体およびそれらのフラグメントの作成および特徴づけについて、以下の実施例でさらに詳
述する。
【０２０１】
実施例1-ヒト化抗ヒト4-1BB抗体の調製
　この実施例では、基準94G1抗体との比較で改良されたアフィニティーを持つ例示的抗ヒ
ト4-1BB抗体の生成について述べる。94G1は、参照によりその全体が本明細書に組み入れ
られるSon et al. J. Immunol. Methods （2004） 286:187-201に記載されているように
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化T細胞（例えば活性化T細胞株）から特異的に単離され、未刺激のT細胞からは同定され
たことがない、H4-1BB抗原（アクセッション番号KCTC0952BP）も使用する。例えばH4-1BB
抗原は、ホルボールミリステートアセテート（PMA）、イオノマイシン、コンカナバリンA
または抗CD3iによって成熟させたT細胞から単離することができる。このH4-1BB抗原は1.4
kbのサイズを有し、マウス4-1BBとの相同性は60％である（Garni-Wagner et al., Cellul
ar Immunology （1996） 169:91-98。この文献は参照によりその全体が本明細書に組み入
れられる）。この実施例では、94G1を軽鎖ベクターと重鎖ベクターとに分割し、改良され
たヒト化抗体が生じるように、それぞれを最適化した。
【０２０２】
　本開示は、改良されたヒト化抗ヒト4-1BB抗体またはそれらのフラグメントを生じさせ
るための適切な方法が、段階的な単一アミノ酸置換および/またはそれらの組み合わせに
よる方法であるという認識を包含する。本開示は、94G1抗体には見いだされない1つまた
は複数の構造的特徴（例えばアミノ酸置換）を持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体およびそれら
のフラグメントのさまざまな構造変種を提供する。本開示は、1つまたは複数の抗体特性
（例えば増加した抗原アフィニティー）の段階的改良のために、構造的特徴を組み合わせ
ることができるという認識を、さらに包含する。
【０２０３】
　まず、重鎖ではなく軽鎖のCDR領域を変化させることによって、94G1基準抗体と比較し
て増加したアフィニティーを持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体を得た。この軽鎖構造変種を固
定し、それを、例えば94G1のCDR領域に変異を持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体重鎖構造変種と
組み合わせた。さらなる構造的特徴を統合することで、高いアフィニティーおよび/また
は他の改良された特徴を持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体を生じさせた。
【０２０４】
1.1 ベクターの構築
　大腸菌においてヒト化抗体の重鎖および軽鎖を改良するために、94G1軽鎖および94G1重
鎖を持つベクターを、それぞれpComb3H-HAに変更を加えることによって構築して、Fab型
で発現させた（J. Immunol Methods （2008） 329 （1-2）:176-83、Virology （2004） 
318:598）。具体的には、AP2タグ

をflagタグ

に変えることによって設計されたベクターに、94G1軽鎖を挿入した。flagタグはその下流
に配置されるように設計されている。NCBI GenBankの公知データから得られたヒト重鎖配
列（アクセッション番号AB019438）を、重鎖位置に定常ドメインとして配置した。さらに
、94G1軽鎖配列をベクターにクローニングした後、それを形質転換によって大腸菌（例え
ばTG1）（F'［traD36 proAB＋lacIqlacZΔM15］supE thi-1 Δ（lac-proAB） Δ（mcrB-h
sdSM）5, （rK-mK-）に導入し、次に、pCOM-Fab-94G1-Lと名付けた形質転換ベクターを選
択し、それを軽鎖の親和性成熟を誘導するためのバックボーンとして使用した（表1）。
上述の方法を94G1重鎖についても同様に実行し、選択したベクターをpCOM-Fab-94G1-Hと
名付けた。改良された軽鎖94/wをpCOM-Fab-94G1の軽鎖として設計し、それを、改良され
たアフィニティーを持つ重鎖変種を生成させるためのバックボーンとした。
【０２０５】
　（表１）94G1および94/wのLCDRアミノ酸配列
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【０２０６】
1.2 ヒト化抗ヒト4-1BB抗体軽鎖の親和性成熟
　ここでは、改良された結合アフィニティーを有する軽鎖変種を持つヒト化抗ヒト4-1BB
抗体の開発について述べる。上述のpCOM-Fab-94G1-Lベクターにおいて94G1軽鎖のLCDR3（
SEQ ID NO:3）を下記のように改変することによって、高いアフィニティーを持つ抗体を
得た。94G1軽鎖のLCDR3部分を構成する9アミノ酸SEQ ID NO:3の各アミノ酸位置に19種の
異なるアミノ酸を挿入するように設計されたプライマー［NNS（N: A、T、C、G;　S:C、G
）を使用］を使ったPCRにより、軽鎖をコードするさまざまなDNA配列を増幅した。増幅産
物をベクターの軽鎖部分にライゲートしてから、大腸菌TG1に形質転換した。LCDR3の軽鎖
構造変種を持つクローンはすべて異なる形で置換されており、それらを集めて9つの位置
混合物（position mix）を調製した。各アミノ酸位置が異なるアミノ酸で置換されている
かどうかを評価するために、それぞれの位置において改変された2つのクローンをランダ
ムに選び、ABI-3730xlシーケンサーを使って配列決定することによって分析したところ、
さまざまな位置において、それぞれの位置のアミノ酸残基が置換されていることがわかっ
た。
【０２０７】
　さまざまなLCDR3位置に変異を持つ94G1 Fab変種の抗体アフィニティーが増加している
かどうかを知るために、大腸菌TG1に（最終濃度が1mMになるように）IPTGを加えることに
よって、各位置混合物を発現させた後、上清中に存在するFab抗体をELISAに付した。具体
的には、各位置混合物を、37℃のインキュベーターにおいて、2YT培地中で、振とうしな
がら、培養物の吸光度が600nmで0.8以上になるまで培養した後、IPTG（例えば最終濃度1m
M）と共に30℃で一晩培養した。翌日、4℃、12,000rpmで10分間の遠心分離によって得た
上清で、ELISAを行った。4-1BB Fabに関する各クローンの結合活性を、それぞれの変異体
クローンについての発現レベルで割ることによって、さまざまな94G1 LCDR3変種Fabにつ
いて、結合アフィニティーを決定した。LCDR3の6番目（LCDR3.6）に変異を持つ94G1 LCDR
3変種が最も高い結合アフィニティーを示した。
【０２０８】
　次に、LCDR3.6位置における94G1のさまざまな変異が抗体アフィニティーにどのような
影響を及ぼすかを決定するために、pCOM-Fab94G1-LCDR3.6位置混合物から25のモノクロー
ナル抗体を単離し、大腸菌（例えばTG1）にIPTG（例えば最終濃度1mM）を加えることによ
って発現させ、培養し、上清中に存在するFab抗体に対してELISAを行った。各クローンの
4-1BB Fab結合活性をそれぞれの発現レベルで割ることによって、さまざまな94G1 LCDR3.
6クローンについて、結合アフィニティーを決定した。
【０２０９】
　LCDR3.6位置のフェニルアラニンがトリプトファンで置換されている94G1 LCDR3.6変種
が、最も高い結合アフィニティーを示した。改良された94G1軽鎖でpCOM-Fab94G1-Lの定常
重鎖をバックボーン94G1の重鎖で置換することによって調製されたFab抗体を、94/wと名
付けた。したがって94/w変種は、LCDR3の6番目のアミノ酸がトリプトファン（W）で置換
されている（QDGHSWPPT-SEQ ID NO:4）改良された94G1軽鎖と、94G1重鎖とを含む。94/w 
Fabの大腸菌におけるIPTG誘導発現とELISAとを使って、上述のように結合アフィニティー
を決定した。この方法を使って、94/w Fab抗体は94G1（Fab抗体）より3.5倍高い結合活性
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を有することが決定された（データ省略）。
【０２１０】
1.3 ヒト化抗ヒト4-1BB抗体重鎖CDRの親和性成熟
　ここでは、改良された結合アフィニティーを有する重鎖構造変種を持つヒト化抗ヒト4-
1BB抗体の開発について述べる。さらに改良された抗ヒト4-1BB抗体を達成するために、上
述の94/w軽鎖を使用して、94G1重鎖をアフィニティー成熟させた。下記表2に基準94G1抗
体重鎖についてHCDRアミノ酸配列を示す。
【０２１１】
　（表２）94G1および94KのHCDRアミノ酸配列

【０２１２】
　94/wを出発配列として使用する重鎖の改良は、上記94G1軽鎖について述べた方法と同様
の方法によって行った。特に、94G1重鎖を改良するために、HDR2および/またはHCDR3のそ
れぞれのアミノ酸位置において、アミノ酸残基をさまざまなアミノ酸で置換した。重鎖の
第3CDR（HCDR3、SEQ ID NO:7）の場合は、94/w HCDR3のアミノ酸残基の、異なるアミノ酸
によるランダム置換でクローンを生成させ、それらを集めて、12個の位置混合物を調製し
た。HCDR3の長さが増加する変異体クローンも調製した。HCDR3の5番目のアミノ酸残基を
異なるアミノ酸で置換したときに、アフィニティーの増加が観察された。次に、HCDR3.5
位置におけるさまざまな変異が94/w抗体のアフィニティーにどのような影響を及ぼすかを
決定するために、94/w抗体のHCDR3.5位置がランダムに置換された位置混合物から、19の
モノクローナル抗体を単離した。IPTGを（例えば1mMの濃度になるように）加えることに
よって大腸菌においてHCDR3.5変種Fabを発現させ、上清中に存在するFab抗体を使ってELI
SAを行った。配列決定により、HCDR3.5（5番目の位置）位置においてスレオニンをリジン
で置換した場合に

、最も高いアフィニティーを示すことが確認され、その結果得られた生成物を94K/wと名
付けた。
【０２１３】
　重鎖の第2CDR（HCDR2）の場合は、ELISA用に、94G1 HCDR2（SEQ ID NO:6）の9アミノ酸
のそれぞれのランダム置換によって、位置混合物を調製した。ELISAの結果は、2番目、5
番目および6番目の位置にあるアミノ酸残基を改変した場合に、アフィニティーが増加す
ることを示した。94/w HCDR2.2、HCDR2.5およびHCDR2.6位置混合物のそれぞれから、それ
ぞれ22、19および36のモノクローナル抗体を単離し、4-1BBに関して各クローンの結合活
性をFab発現レベルに応じて分析した。HCDR2.5の場合、ELISA値は、アスパラギンをバリ
ン（V）、グリシン（G）またはプロリン（P）で置換した場合にそれらより比較的高かっ
た。加えて、抗体重鎖の配列決定データによれば、HCDR2（SEQ ID NO:6）の5番目のアミ
ノ酸アスパラギン（N）における脱アミノ化のリスクがあったので、この残基にグルタミ
ン（Q）、グルタミン酸（E）およびセリン（S）による置換を持つ変種HCDR2配列も調製し
た。
【０２１４】
　上述した軽鎖の改良に使用した方法により、上述のように調製された重鎖のHCDR3およ
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び/またはHDR2に変異を持つ94G1構造変種のDNAを、3塩基配列NNSを使ったPCRによって増
幅し、94/w軽鎖の定常ドメインを有するベクターの重鎖位置にライゲートしてから、大腸
菌TG1に形質転換した。
【０２１５】
1.4 ヒト化抗ヒト4-1BB抗体重鎖フレームワーク領域の最適化
　最適化されたフレームワーク配列を持つ重鎖変種も生成させた。例えば、5番目のアミ
ノ酸グルタミン（Q）がバリン（V）で置換されるように重鎖FR1（SEQ ID NO:16）が修飾
された重鎖フレームワーク1（FR1）領域を生成させた。例示的なFR1領域を下記表3に示す
。
【０２１６】
　（表３）94G1重鎖FR1およびそのバリエーション

【０２１７】
　また、重鎖FR3（SEQ ID NO:18）が同様に修飾されたフレームワーク3（FR3）領域も生
成させた。すなわち、マウス配列である10番目のアミノ酸アラニン（A）および33番目の
アミノ酸セリン（S）をそれぞれバリン（V）およびスレオニン（T）で置換した。例示的
なFR3領域を下記表4に示す。
【０２１８】
　（表４）94G1重鎖FR3およびそのバリエーション

【０２１９】
1.5 ヒト化抗ヒト4-1BB可変領域および完全長抗体の調製
　上述の重鎖CDRおよび軽鎖CDRならびにフレームワーク領域のさまざまな組合せを含む抗
ヒト4-1BB抗体可変領域を生成させた。例えばFab型94KVT/w抗体は、重鎖のCDR3において5
番目のアミノ酸スレオニンをリジン（K）で置換し、重鎖FR3の10番目のアミノ酸アラニン
および重鎖FR3の33番目のアミノ酸セリンをそれぞれバリン（V）およびスレオニン（T）
で置換して、それぞれSEQ ID NO:30およびSEQ ID NO:34であるかそれらの配列を含む重鎖
可変領域配列および軽鎖可変領域配列を生成させることで、生成させた。加えて、HCDR2
（SEQ ID NO:6）の5番目のアミノ酸アスパラギン（N）がグルタミン（Q）、グルタミン酸
（E）またはセリン（S）で置換された94KVT重鎖変種も生成させた。例示的な重鎖および
軽鎖可変ドメイン配列を下記表5に示す（CDR配列に下線を付す）。
【０２２０】
　（表５）例示的なヒト化抗ヒト4-1BB抗体可変ドメイン
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【０２２１】
　完全長抗ヒト4-1BB抗体（全Ig型）への変換のために、それぞれのFabにFcドメインをつ
ないだ。例えば、HCDR3.5においてスレオニンがリジンで置換されている重鎖およびLCDR3
の6番目のアミノ酸がトリプトファン（W）で置換されている94/w変種を持つ軽鎖とで構成
される94K/w Fab、ならびにCH2ドメインおよびCH3ドメインから伸びるそれぞれの領域お
よびヒトIgG1の配列を、オーバーラップするようにPCRによって増幅し、スプライスPCR（
splice PCR）に付すことで、完全長IgG DNAを生成させ、次に、その結果得られたDNAを哺
乳類発現ベクターにクローニングした。本明細書に記載する他のヒト化抗ヒト4-1BB抗体
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についても、同様の方法で完全長抗体を生産した。例示的な免疫グロブリン定常領域配列
を下記表6に示す。
【０２２２】
　（表６）例示的免疫グロブリン定常ドメイン

【０２２３】
　本明細書にいう完全長94KVT/w抗体は、IgG1配列、例えばSEQ ID NO:22のものを含む。
加えて、上述の94KVT/w可変ドメイン（軽鎖可変ドメインおよび重鎖可変ドメインに関し
て、それぞれSEQ ID NO:10および14）を、3つの変異:L234、L235およびK322を含む変種Ig
G1定常ドメイン（SEQ ID NO:23）と共に含む、本明細書においてEU101と呼ぶ完全長抗体
も生産した。このように、本実施例は、抗原結合アフィニティーが潜在的に強化されるよ
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供する。以下の実施例ではこれらの例示的抗体およびフラグメントを特徴づける。
【０２２４】
実施例2-ヒト化抗ヒト4-1BB抗体の結合の特徴づけ
2.1 抗ヒト4-1BB抗体の結合エピトープの決定
　本開示は、ここに提供するヒト化抗ヒト4-1BB抗体が、4-1BB共刺激に役立ちうるという
認識を包含する。本開示の抗体の治療的応用には、抗がん免疫および/または抗ウイルス
免疫の促進が含まれる。しかし臨床応用には、ヒト4-1BBのどの部分が抗ヒト化4-1BB抗体
によって認識されかつ/または抗ヒト化4-1BB抗体と反応するのか（すなわち結合エピトー
プ）を同定することが重要である。4-1BB分子の異なるエピトープを認識する4-1BB抗体が
同定されており、これらの抗体は異なる臨床効果を有することが示されている場合がある
。（例えば、参照によりその全体が本明細書に組み入れられるKwon et al. Eur. J. Immu
nogenetics （2002） 29:449-452参照）。エピトープマッピングは、抗体-抗原認識の分
子決定子を同定するための方法を包含する。この実施例では、上記実施例1において改変
した例示的抗ヒト4-1BB抗体のエピトープマッピングについて述べる。具体的には、この
実施例では、94KVT/w可変ドメインを持つヒト化抗ヒト4-1BB抗体EU101の結合エピトープ
を評価する。
【０２２５】
　ヒト化4-1BB抗体のエピトープを調べるためのヒト4-1BB抗原は、本願の発明者らの少な
くとも一部が作成した、ヒト末梢血リンパ球から作製されたcDNAライブラリーに由来する
（例えばKwon et al. Cellular Immunology （1996） 169:91-98、Immunol. Lett. （199
5） 45:67-73、および韓国特許第10-0500286号参照。これらの文献はそれぞれ参照により
本明細書に組み入れられる）。得られた4-1BB cDNAのヒトホモログ（本明細書では以下、
H4-1BBという）の細胞外ドメイン（ECD）をコードするcDNAを選択し、GSTと融合させた後
、発現させるためにベクター（pGEX-6T）に挿入した。本明細書において使用するGST-4-1
BB融合ポリペプチドを生産する細胞株は韓国特許第10-0500286号に関する開示の一部とし
て寄託された。受託番号KCTC 0952BP。ヒト4-1BBの完全長配列を以下にSEQ ID NO:44とし
て示す。ヒト4-1BBの細胞外ドメインは、完全長H4-1BB配列のアミノ酸1～167に対応する
。
【０２２６】
　SEQ ID NO:44-完全長ヒト4-1BB配列

【０２２７】
　本開示のヒト化抗ヒト4-1BB抗体によって認識される4-1BBのエピトープを決定するため
に、さまざまなサイズの4-1BB細胞外ドメインのフラグメント（例: R1、R2、R3）でコン
ストラクトを作成し、GSTに融合し、複製した。本実施例において使用するGST-4-1BBポリ
ペプチドの略図を図1Aに示す。また、異なる4-1BB細胞外ドメインコンストラクトを作成
するためにここで使用した例示的プライマー配列を、下記表7に示す。個々の組換えGST-H
-4-1BBコンストラクトを、大腸菌BL21DX5α中で、1mM IPTGと共に培養して生成させ、グ
ルタチオン-アガロースカラムを使って融合ポリペプチドを精製した。
【０２２８】
　（表７）エピトープマッピングに役立つヒト4-1BB細胞外ドメインを生成させるために
使用した例示的プライマー
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【０２２９】
　形質転換細菌細胞から、溶解緩衝液（例えば、10mM Tris-HCl-pH7.4、50mM NaCl、5mM 
EDTA、30mM NaF、0.1mM Na3VO4、1％Triton X-100、0.5％Nonidet P-40、1mM PMSFおよび
プロテアーゼ阻害剤混合物）によって、精製タンパク質試料を得た。およそ20μgの各融
合ポリペプチド試料を4×SDS試料緩衝液に希釈し、SDS-PAGEでの電気泳動に付した後、ニ
トロセルロースメンブレン（Millipore、マサチューセッツ州ベッドフォード）に転写し
た。そのセルロースメンブレン上で、抗ヒト4-1BB mAbを抗マウスIgGセイヨウワサビペル
オキシド（HRP）と反応させた。結合抗体は、増感化学発光（ECL）（Amersham Pharmacia
 Biotech、英国リトル・チャルフォント）によって認識した。
【０２３０】
　上述したように、また図1Bに示すように、オーバーラップしていない3つのH4-1BB ECD
フラグメント-GST融合ポリペプチドR1、R2およびR3のそれぞれを、それぞれGST結合で処
理したところ。本開示に包含される例示的ヒト化抗4-1BB抗体（EU101）は、およそ32kDa
のN末端フラグメントコンストラクト（R1）融合コンストラクト（4-1BBのアミノ酸1～55
）に結合することが、ウェスタンブロッティングによって決定された。さらにまた、R2融
合コンストラクトトまたはR3融合コンストラクトのどちらでも結合は観察されなかったの
で、この結合は特異的であった。図1B参照。
【０２３１】
　さらに、ヒト化抗4-1BB抗体の最小結合部位を決定するために、図1Aに図示するように
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、R1細胞外ドメインフラグメントを、さらに小さな6つのフラグメント: R1.1（4-1BBのア
ミノ酸1～45）、R1.2（4-1BBのアミノ酸1～35）、R1.3（4-1BBのアミノ酸11～55）、R1.4
（4-1BBのアミノ酸21～55）、R1.5（4-1BBのアミノ酸1～25）およびR1.6（4-1BBのアミノ
酸1～30）ポリペプチドフラグメントにさらに分割し、GST（グルタチオンS-トランスフェ
ラーゼ、27kDa）に融合した。これらのコンストラクトの作成に使用した例示的プライマ
ー対を上記表7に示す。融合ポリペプチドコンストラクトを、IPTG誘導（例えば1mM IPTG
）を使って大腸菌BL21細胞中で生産し、細菌全細胞抽出物を12％SDS-PAGEで分離した。図
2Aに示すように、SDS-PAGEにより、個々の4-1BB融合ポリペプチドは十分に発現している
ことが確認された。
【０２３２】
　SDS-PAGEをニトロセルロースメンブレンに転写し、例示的抗ヒト4-1BB抗体EU101を使っ
てイムノブロッティングを行った。図2Bに示すように、例示的ヒト化抗4-1BB抗体に結合
するには、H4-1BBの細胞外ドメインのアミノ酸10～30の配列が重要であることが確認され
た。この分析は、本開示の例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）が、

であるかそれを含む配列を持つヒト4-1BBのエピトープに結合することを示している。4-1
BB細胞外ドメインのアミノ酸35～50を含む配列が本明細書に記載の例示的ヒト化抗体への
結合にとって重要でないことも確認された（図2B）。
【０２３３】
2.2 4-1BB抗原に対する例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体の結合アフィニティーの評価
例示的抗ヒト4-1BB抗体の結合能
　ヒト4-1BB抗原（H4-1BB）への、実施例1に記載の例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体の結合
能を調べるために、ELISAを行った。抗原には大腸菌で発現させた組換えヒト4-1BBを使用
した。
【０２３４】
　マウスBBK-4抗体、基準94G1ヒト化抗体および実施例1に記載の改変された例示的抗体94
K、94KV、94KVTおよびEU101を、ヒスチジンタグ付き4-1BB細胞外ドメイン組換えタンパク
質（H4-1BB）でコーティングした96ウェルプレート上で、それぞれ処理した。例示的ELIS
Aアフィニティー分析では1.0μg/mlの濃度で100μlの総体積を使用し、反応を室温で1時
間進行させた。適宜、抗体を認識するセイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識抗ヒ
トIgGおよび抗mIgG-HRPを、そこに添加し、室温で40分間反応させた。洗浄し、発色反応
の基質であるABTS溶液（Sigma-Aldrich）で処理し、室温で30分間反応を進行させた後、
発色反応の450nmにおける吸光度をELISAリーダーで検出することで、抗体の結合活性を分
析した。結果を図3に示す。図3に示すように、抗体濃度が増加するにつれて、各抗体と4-
1BB抗原（H4-1BB）との間の結合が、改善される。このデータにより、本開示が包含する
抗体は4-1BBに特異的に結合することが確認される。
【０２３５】
細胞が発現した抗原への例示的抗4-1BB抗体の結合
　細胞上のヒト4-1BB抗原（H4-1BB）に結合する、例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体の能力を
評価した。4-1BBを過剰発現するようにJurkat 8-1細胞を遺伝子改変した。実施例1に記載
の例示的な改変された抗体94K、94KV、94KVTおよびEU101を、マウスBBK-4抗体および基準
94G1ヒト化抗体と共に、適宜、抗mIgG-HRP二次抗体または抗hIgG-HRP二次抗体を使って、
それぞれJurkat 8-1細胞への結合について評価し、FACSによって分析した。図4に示すよ
うに、抗体のそれぞれは、Jurkat 8-1細胞によって発現された4-1BBに効果的に結合する
ことができ、94KVTおよびEU101のアフィニティーはBBK-4および94G1より高かった。
【０２３６】
抗原への例示的抗ヒト4-1BB抗体のインビトロ結合アフィニティー
　実施例1に記載の例示的な改変された抗体EU101のインビトロ結合アフィニティーを、基
準94G1ヒト化抗体のインビトロ結合アフィニティーと共に、Biacore分析によってそれぞ
れ決定した。抗ヒトIgGをCM5チップ上に固定化し、上で調製したFab抗体をチップ上に流
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すことによってカップリングし、最後にヒト4-1BB抗原（H4-1BB）と反応させることで、
抗体と抗原の間の結合活性を測定した（Biacore3000、センサーチップCM5）。アフィニテ
ィー測定結果を図5に示す。Ka（1/Ms）値とKd（1/s）値は、それぞれ抗体の抗原との会合
および抗体の抗原からの解離がどのくらい速いかを表している。解離定数（KD）は、Kdを
Kaで割ることによって得られる（Kd/Ka＝KD）。
【０２３７】
　解離定数が減少するにつれて、解離はより低い濃度で起こり、アフィニティーは増加し
ていると解釈することができる。図5に示すように、例示的な改変された抗ヒト4-1BB抗体
は、基準94G1と比較して改良された結合アフィニティーを持っていた。
【０２３８】
例示的抗ヒト4-1BB抗体は活性化CD8＋ T細胞によって発現された4-1BBを認識する
　CD8＋ T細胞をヒトPBMCから単離し、1μg/mlの抗CD3抗体で2日間活性化した。実施例1
に記載の例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体（94K、94KV、94KVTおよびEU101）の、活性化CD8
＋ T細胞表面の4-1BBを検出する能力を、例示的市販抗4-1BB抗体（4-1BB-PE）と比較して
評価した。BBK-4マウス抗ヒト4-1BB抗体および94G1基準ヒト化抗体による検出も示す。4-
1BB抗体による処理は25ng/mlの濃度で行った。
【０２３９】
　例示的抗体を、適宜、抗mIgG-Dylight488または抗hIgG-Dylight488で検出し、FACSで分
析した。結果を図6に示す。基準94G1抗体がCD8＋ T細胞の17.93％に4-1BBを検出したのに
対し、94KVT抗体およびEU101抗体のそれぞれは、それぞれ25.3％および28.33％のロバス
トな検出を示した。これは、例示的抗体94KVTおよびEU101がどちらも、BBK-4および94G1
との比較で、改良された結合特性を有したことを実証している。このように、本開示のヒ
ト化変種抗体は、インビトロで、活性化T細胞への結合に優れている。
【０２４０】
実施例3-ヒト化抗ヒト4-1BB抗体のインビトロ効力の分析
　抗4-1BB抗体が、活性化CD8＋ T細胞において発現される共刺激分子4-1BBにシグナル刺
激を与えて、CD8＋ T細胞を活性化し、増殖を誘導し、TH1型サイトカイン発現を増加させ
ることは、以前に実証されている。この実施例では、実施例1に記載の例示的ヒト化抗ヒ
ト4-1BB抗体の、CD8＋ T細胞の増殖およびTH1型サイトカイン発現を誘導する能力を調べ
た。
【０２４１】
3.1 例示的抗ヒト4-1BB抗体はCD8＋ T細胞の細胞増殖を誘導する
　CD8＋ T細胞の増殖を評価するために、細胞増殖試薬であるWST-1（水溶性テトラゾリウ
ム塩）で細胞を染色した。WST-1標識CD8＋ T細胞を調製し、0.5μg/mlの抗CD3抗体で活性
化した。活性化CD8＋ T細胞を1.0μg/mlのアイソタイプ対照抗体、マウスBBK-4抗体、基
準94G1抗体および実施例1に記載の例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体（94K、94KV、94KVTおよ
びEU101）で処理した。MACSシステムを使って細胞を分析した。結果を図7に示す。図7を
参照して述べると、本開示の例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体はCD8＋ T細胞の細胞増殖を誘
導することが確認された。さらにまた、CD8＋ T細胞活性化の程度は、94G1＜94K/94KV＜9
4KVT/EU101の順に増加する。
【０２４２】
3.2 例示的抗ヒト4-1BB抗体はサイトカイン分泌を刺激する
　IFN-γは、主としてTリンパ球またはナチュラルキラー細胞（NK細胞）から分泌され、
増殖活性および抗ウイルス活性を示す代表的サイトカインである。加えて、IFN-γは、マ
クロファージの主要活性化因子であり、特にTH1細胞を他のタイプの細胞と区別する目安
となる主要サイトカインである。IFN-γ分泌は、細胞傷害性T細胞、食細胞およびB細胞の
活性化に大きな役割を果たす。したがって抗がん剤の有効性は、TH1誘導IFN-γ（TH1 ind
ucing IFN-γ）量の増加で評価することができる。そのため、特異的刺激によるINF-γの
分泌の測定は、T細胞の機能的変化の定量的判断基準として使用できる最適な標準になり
うる。
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【０２４３】
　CD8＋ T細胞をヒトPBMCから単離し、0.5μg/mlの抗CD3 mAb抗体で処理してから、抗体
なしまたは1.0μg/mlの抗4-1BB抗体: BBK-4、94G1、94K、94KV、94KVTおよびEU101による
処理に付した。1日目、3日目および5日目にIFNγ分泌を評価した。結果を図8に示す。図8
からわかるように、IFNγ分泌はすべての抗4-1BB抗体処理試料において増加し、その増加
は抗体処理の継続時間と相関した。94KVT抗体およびEU101抗体による処理は、5日目に対
照群より13倍高い分泌レベルに達した。したがって例示的ヒト化抗体94KVTおよびEU101は
どちらも、94G1基準抗体よりも効率よく、IFNγ分泌を誘導することができる。
【０２４４】
3.3 例示的抗ヒト4-1BB抗体による活性化CD4＋ T細胞またはCD8＋ T細胞の処理に応じたI
FN-γレベルの増加
　3人の健常ドナーから血液を収集し、そこから得られるPBMCをFicoll-plaque勾配遠心分
離によって単離し、PBMC中に存在する活性T細胞を、RPMI-1640＋2％FBS培地中で24時間休
止させた。鉄ビーズに取り付けた抗CD4抗体または抗CD8抗体で休止PBMCを処理し、MACS磁
気分離装置を使ってCD4＋細胞またはCD8＋細胞を単離した。単離されたCD4＋ T細胞また
はCD8＋ T細胞をT細胞活性化因子抗CD3で処理することで4-1BB発現を誘導し、異なる濃度
のEU101（0.5、1.0、2.5および5.0μg/ml）で3日間処理した。3日後に、細胞を除く培養
培地を得て、培養培地中のヒトIFN-γの蛍光をELISA（ebioscience）によって評価し、結
果を、IFN-γ ELISAキットに用意されている標準曲線と比較した（図9）。
【０２４５】
　図9に示すように、CD4＋ T細胞およびCD8＋ T細胞におけるIFN-γの発現レベルは用量
依存的に増加した。特に、5.0μg/mlのEU101を処理した場合、CD4＋ T細胞における278％
の増加と比較して、CD8＋ T細胞では、IFN-γの発現レベルが612％増加した。TH1へのT細
胞の転換に伴うIFN-γのT細胞特異的発現パターンによれば、本開示の例示的抗ヒト4-1BB
抗体EU101は、それががんの予防および/または処置に有効でありうることを示唆するのに
十分なインビトロ活性を有する。
【０２４６】
3.4 例示的抗ヒト4-1BB抗体のADCC活性およびCDC活性の測定
　免疫系は、ウイルス感染細胞またはがん細胞を認識してそれらを攻撃する。また、抗体
は、細胞傷害によるアポトーシスを誘導するために使用されうる。そのような免疫系には
、抗体依存性細胞性細胞傷害（ADCC）および補体依存性細胞傷害（CDC）などの2タイプの
機序が使用されうる。どちらの場合も、アポトーシスは細胞表面上のターゲットに結合す
る抗体によって媒介されうる。すなわち、抗体がADCC活性を有する場合は、抗体によって
認識された細胞がナチュラルキラー（NK）細胞によって媒介されるアポトーシスを起こし
、抗体がCDC活性を有する場合は、死滅が補体タンパク質によって媒介される。したがっ
て、アンタゴニスト抗体治療薬を開発する場合、抗体によって認識される細胞を死滅させ
る程度は、ADCC活性およびCDC活性の分析によって確認することができる。しかし、本開
示において開示するヒト化4-1BB抗体のターゲットはがん細胞ではなくT細胞である。すな
わち、アゴニスト抗体としての4-1BB抗体に結合することによってT細胞の活性化を誘導す
るための機序を考えると、治療用途には、ADCC活性およびCDC活性を有しない抗体が好ま
しいだろう。
【０２４７】
　本開示では、ADCCアッセイのために、同じ密度差を使ってFicoll遠心分離によってヒト
PBMCを単離した。10％FBSおよびIL-2（100U/ml）を含むRPMI（Thermo Fisher Scientific
）中でPBMCをインキュベートすることで、一晩培養した。ターゲット細胞（4-1BB発現細
胞株）を収穫し、1mlの培養培地に再懸濁し、5uM CFSEを使って37℃で5分間標識した。本
開示のエフェクター/ターゲット細胞を10:1の比で洗浄し、計数してから、分配した。分
析のために、本開示の抗体を最終濃度が10nM（1.5μg/ml）になるように調製し、プレー
ト上、37℃で4時間培養した。5μlの7-AADを各ウェルに加え、FACSチューブに移した後、
BDFACScan製のFACSで試料を分析した。非生存ターゲット細胞（CFSE＋7-AAD＋）および生
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存ターゲット細胞（CFSE＋7-AAD-）の頻度を測定した。ADCCを全細胞の生存細胞の頻度で
評価した（図10A）。
【０２４８】
　補体依存性細胞傷害（CDC）アッセイは、FACSを読出し値として使って、上述のADCCア
ッセイと同様に行った。上記のターゲット細胞を氷上で30分間、抗4-1BB抗体と共にイン
キュベートしてから、最終濃度20％のヒト補足血清（human supplemented serum）を37℃
で30分間加えた。その後、得られた試料をそれぞれFACSチューブに移し、BDFACScan製のF
ACSで評価した（図10B）。図10Aおよび図10Bの結果により、例示的ヒト化4-1BB抗体EU101
にADCC効果およびCDC効果はほとんどないことが確認される。したがって、本開示の例示
的EU101抗体は、アゴニスト抗体として有益なADCC特性およびCDC特性を有し、インビボで
の抗がん処置の良い候補であるということができる。
【０２４９】
実施例4-例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体のインビボ有効性の確認
　本開示の抗ヒト4-1BB抗体EU101は、インビトロ実施例において用量依存的効果を示し、
従来の抗体よりかなり優れた効果を示した。この実施例では、インビボでがんまたは腫瘍
を診断し、予防または処置するために、また腫瘍の成長を効果的に阻害するために、抗ヒ
ト4-1BB抗体EU101を単独でまたは異なる組成物との組み合わせで使用できるかどうかをチ
ェックする。
【０２５０】
4.1 ヒト末梢血単核球のNOD-scid IL2Rgammanullマウス生着および抗ヒト4-1BB抗体の抗
腫瘍活性
　HLA-A24型健常ドナーから収集した末梢静脈血をヘパリンで処理し、Ficoll-paque（GE 
Healthcare、ニュージャージー州ピスカタウェイ）での濃度密度勾配遠心分離に付すこと
で、PBMCを収穫した。PBMCをRPMI-1640培地で洗浄し、3×106個の細胞を免疫不全マウス
、すなわちNSGマウス（NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ; NOD-scid IL2rγnull、Jack
son Laboratory）に腹腔内注射した。
【０２５１】
　ヒトPBMC移植の5週間後にマウス眼窩採血によって収集したマウス血中にヒトT細胞が存
在するかどうかをチェックするために、フローサイトメトリーでヒト化マウスの分析を行
った。7週齢NSGマウス（Jackson Laboratory、メイン州バーハーバー）を特定病原体フリ
ー（SPF）環境下で飼育した。
【０２５２】
　APC-cy7蛍光標識CD45抗体ならびにFITC蛍光標識CD4抗体およびBV510蛍光標識CD8抗体な
どのヒト血球マーカーで細胞を染色してから、CD4とCD8の比をチェックするために、フロ
ーサイトメトリーを行った。各マウスからの眼窩採血後に、マウス血試料からのヒトT細
胞を観察することで、ヒト免疫系がマウスに生着しているかどうかをチェックした。HLA
型ヒト化マウスモデルにおいてヒト腫瘍細胞を調製し、1×107細胞を各マウスの背中に皮
下注射した。腫瘍サイズが100～200mm3に達したら、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）の
調製物を、体重1kgあたり1.0mg、5.0mgまたは10.0mgで、5日ごとに合計3回、静脈内投与
した。対照として、ヒトIgGを使用した。各マウスの腫瘍体積（mm3）を3日ごとに測定し
た（図11）。図11に示す結果により、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）で処置されたマウ
スにおける腫瘍サイズは、ヒトIgGで処置されたマウスと比較して低減したこと、さらに
また、この低減は抗体濃度に比例したことが確認される。特に、5mg/kg抗体投与群での腫
瘍退縮は迅速に起こった。5mg/kg用量の投与後1週間以内にヒト化マウスにおける腫瘍サ
イズは安定し、腫瘍成長は根絶された。それゆえに、本開示の例示的抗体EU101はインビ
ボで抗がん効果を示す。
【０２５３】
　したがって上記の結果は、例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）はH4-1BBのエピトープ（SE
Q ID NO:15）を特異的に認識するが、この例示的抗体の例えば改良されたアフィニティー
などの改良された特徴ゆえに、この抗体はインビボマウスモデルにおいて、優れた効果を
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示すことを示している。したがって、本開示によって包含される抗体は、抗がん剤として
、基準抗体より低い投薬量で使用できることを、本実施例は示唆している。
【０２５４】
4.2 例示的抗ヒト4-1BB抗体および抗PD-1剤による腫瘍成長阻害の効果
ヒト化マウスへの腫瘍注射後の例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1剤の
個別処置が引き起こす効果の比較
　ヒト化マウスを上記実施例4.1で述べた方法と同じ方法で調製した。例示的抗ヒト4-1BB
抗体（EU101）および例示的抗PD-1剤（キイトルーダ）（ドイツMSDから購入）の用量に応
じた抗がん効果の増加を確認する実験を行うために、1×107細胞のHLA-A型一致ヒト結腸
直腸腺がん細胞株HT29を、先に調製したヒト化マウスに皮下注射した。注射した腫瘍の体
積が100～150mm3に達したら、マウスを3匹ずつ合計5つの群に分割し、腫瘍阻害に関するE
U101の効果を比較するために、各マウス群を、3つの投与条件（対照:IgG、処置群1: 5mg/
kgおよび処置群2: 10mg/kg））のそれぞれで、5日間隔で3回、処置し、抗PD-1についても
、同じ手順を実行した（図12）。実験の結果として、EU101とキイトルーダ（抗PD1）のど
ちらの場合も、腫瘍体積は用量依存的に低減した。しかし図12において、5mg/kgのEU101
は腫瘍成長に対する影響を有しなかったが、5mg/kgおよび10mg/kgのEU101による処置では
、抗腫瘍活性が用量依存的に示された。加えて、EU101は低用量ではキイトルーダ（抗PD-
1）より高い有効性を示し、特に5mg/kgのEU101による処置、腫瘍成長を完全に阻止した。
【０２５５】
腫瘍注射後のEU101と抗PD-1剤との併用によるヒト化マウスの処置
　共阻害受容体（PD-1およびCTLA-4）シグナルと共刺激（CD137）T細胞シグナルは、腫瘍
成長を阻害するという同じ目的にとって差異があるので、これら2種の受容体の刺激は相
乗効果を予期することができる（Chen et al., Cancer Immunol. Res. （2015） 3:149-1
60、Bartkowiak et al., Front. Oncol. （2015） 5:117。これらの文献はどちらも参照
により本明細書に組み入れられる）。加えて、PD1免疫治療は、がん患者集団の一部につ
いては抗がん処置効果の可能性を示したが、異なる抗がん剤との併用治療における低用量
の投与は、依然として、より広範な患者集団において必要とされうる。例示的抗ヒト4-1B
B抗体（EU101）と例示的抗PD-1剤（キイトルーダ）との併用治療がもたらす抗腫瘍効果を
調べるために、腫瘍担持ヒト化マウスをEU101とキイトルーダとの併用治療で処置した。
ヒト化マウスの調製は、実施例4.1で述べた方法と同じ方法で行った。
【０２５６】
　眼採血を行ってヒト化マウスを同定した。ヒト化マウスのなかで、正常な状態を維持し
ているHLA-A24マウスに、HT29大腸がんを1×107細胞/マウスで皮下注射した。腫瘍サイズ
が300～450mm3であるときに、実験を以下のように行った。
【０２５７】
　この実施例からわかるように、最小濃度以下（EU101: 2.5mg/kg、キイトルーダ（ドイ
ツMSD製）: 2.5mg/kg）の個別注射では腫瘍成長は遅延しなかったが、EU101とキイトルー
ダの併用治療では腫瘍が著しく退縮した。これは、ここに提供する例示的抗ヒト4-1BB抗
体（例えばEU101）が、1種または複数種の免疫チェックポイント阻害剤との併用を含む、
異なる抗がん剤との併用治療の良い候補であることを示す結果である（図13）。
【０２５８】
例示的抗ヒト4-1BB抗体および例示的抗PD-1剤の個別処置および併用処置後の正常組織お
よびヒト結腸直腸腺がん組織中のT細胞浸潤リンパ球（TIL）の分析
　HT29移植ヒト化マウスへの例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1剤（キ
イトルーダ）（ドイツMSDから購入）の個別投与後およびEU101とキイトルーダの併用投与
後、効果分析が終了した日に、すべての群を解剖して、腫瘍および血液を分離した。分離
した腫瘍をコラゲナーゼIVにより37℃で30分間処理した後、腫瘍組織中の細胞を機械的方
法で解離し、次に1×PBSで洗浄した。分離した血液からFicoll勾配遠心分離によってPBMC
を分離し、分離された腫瘍細胞とPBMCとを、以下の実験に付した。洗浄した細胞から、赤
血球（RBC）溶解緩衝液を使ってRBCを除去し、次に1×PBSで洗浄した。洗浄した細胞から



(60) JP 6609724 B1 2019.11.20

10

20

30

40

50

、40μmナイロンセルストレーナーを使って、絡まった細胞デブリを除去することで、単
一細胞状態を作りだし、その単一細胞を1×PBSで洗浄した後、各群から分離されたT細胞
を、血球計数器を使って計数した。
【０２５９】
　個々のT細胞を、CD45抗体（蛍光APC-cy7標識）、蛍光FITC標識ヒトCD4抗体および蛍光B
V510標識ヒトCD8抗体などのヒト血球マーカーで染色した後、FACSアッセイに付した。FAC
Sアッセイは、CD45群からゲーティングされたCD4細胞およびCD8細胞群の比（％）に基づ
いて行った（図14A）。
【０２６０】
　特に、分離されたT細胞のなかのTreg群を同定するために、細胞の表面を、CD45抗体（
蛍光APC-cy7標識）、ヒト蛍光FITC標識CD4抗体およびヒト蛍光PE-cy5-標識CD25抗体など
のヒト血球マーカーで染色し、Foxp3/転写因子染色緩衝液セットキット（ebioscience）
を使って、細胞転写因子Foxp3（ヒト蛍光APC標識Foxp3抗体）による細胞内および核内染
色を行った。FACSアッセイでは、CD45群をゲーティングR1に分離し、CD4＋CD25high群を
ゲーティングR2に分離し、Foxp3high群の比（％）をR1群およびR2群において測定した。
分離された細胞中のIFN-γ＋CD8＋ T細胞を同定するために、細胞表面を、蛍光APC-cy7標
識ヒトCD45抗体および蛍光BV510標識ヒトCD8抗体などの血球マーカーで染色し、2％PFAで
固定し、0.5％サポニン溶液および蛍光PE-cy7標識ヒトIFN-γ抗体と反応させた。その後
、CD8 T細胞群中のサイトカインIFN-γ＋細胞をFACSアッセイで測定した。上記の同じ方
法により、細胞を比で同定し、CD8＋IFN-γ＋比とTreg比の比率を算出して、図14Bに示す
。
【０２６１】
　この態様の結果によれば、個別投与ではなく、EU101とキイトルーダの併用投与が、腫
瘍組織とTリンパ球の組み合わせの浸潤を著しく増加させた。さらに具体的な併用処置の
結果は以下のとおりである。対照として健常ヒト化マウス中のPBMCに対して併用処置を行
ったところ、リンパ球の数はおよそ3倍に増加し、腫瘍組織では腫瘍1gあたりの浸潤リン
パ球が76倍に増加した。これは、腫瘍特異的リンパ球の大半が活性化され、ターゲット細
胞を殺すために腫瘍組織に動員されたことを意味している。特に併用治療群におけるPBMC
を測定すると、図14Aに示すように、CD4＋ T細胞はあまり増加しないが、細胞傷害性CD8
＋ T細胞はおよそ5倍に増加した。さらにまた、併用治療群は、腫瘍組織1gあたりのCD8＋

 T細胞数に100倍の増加を示した。そのうえ、結果として、IFN-γを分泌するCD8＋ T細胞
と制御性T細胞の比も、著しく増加した（図14B）。すなわち、EU101と抗PD-1剤の併用処
置はエフェクターT細胞の急激な増加をもたらし、したがって腫瘍阻害が効果的に行われ
るということができる。
【０２６２】
例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1剤（キイトルーダ）による個別処置
および併用処置後の血清またはヒト結腸直腸腺がん組織から得られた腫瘍内容液中のIFN-
γの分析
　HT29移植ヒト化マウスへの例示的抗ヒト4-1BB抗体（EU101）および例示的抗PD-1剤（キ
イトルーダ）の個別投与後および併用投与後。効果分析が終了した日に、すべての群を解
剖して、腫瘍および血液を分離した。分離された腫瘍中に存在する腫瘍内容液を分離する
ための腫瘍解剖では、1ccシリンジを使って300μlの1×PBSを腫瘍膜の上部に注射し、流
れる溶液を腫瘍膜の下部からインスリンシリンジを使って採取する。さらに、腫瘍組織の
解離では、採取した溶液を加えて腫瘍組織を解離させてから、貯蔵した。さらに、血清と
して、Ficoll勾配遠心分離によって血液からPBMCを分離したときに、血清を貯蔵しておい
た。貯蔵した血清および腫瘍内容液を溶解し、0.22μmフィルターユニット（製造者:corn
ing）を使って濾過した。各群につき10μlの血清を使用し、100μlの腫瘍内容液を使用し
て、ヒトIFN-γおよびヒトTGF-βを、ヒトIFN-γ ELISA Ready-SET-Goキット（eBioscien
ce）およびヒトTGFベータ1 ELISA Ready-SET-Goキット（eBioscience）を使って測定した
。結果は、各ELISAキットに用意されている標準曲線と比較することによって分析した。
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【０２６３】
　結果として、腫瘍群の血清におけるインターフェロンの濃度は、EU101およびキイトル
ーダの個別投与と比較して、併用投与において最も高かった。EU101の機序はIFN-γと抗
腫瘍効果の相関関係で説明することができるので、併用治療が適用された健常ドナーの血
清および腫瘍群の血清におけるIFN-γおよびTGF-βの発現レベルを評価した。健常ドナー
の血清での実施例の材料によれば、図15Aに示す併用治療群において、IFN-γは約16倍に
増加したが、Treg細胞から分泌されるサイトカインTGF-βは、約65％減少した。さらに、
図15Bでは、腫瘍内容液中の、併用投与を原因とするIFN-γ濃度は、対照よりもかなり高
かった（およそ213倍）。実施例の結果として、EU101により、特に対照群と比較して、併
用群はIFN-γ分泌の急激な増加を示した。したがって、本開示の改良された抗ヒト化4-1B
B抗体がもたらす抗がん効果は、がん細胞のアポトーシスに直接関係するエフェクターT細
胞の効果的な腫瘍浸潤と、腫瘍組織におけるかなり特異的な効果とを与えることを、確認
することができる。言い換えると、EU101は、抗がん剤として、がん細胞のアポトーシス
に最適な条件を有することが、本開示において確認された。従来、がん患者では、抗がん
性サイトカインおよび抗がん細胞性免疫がかなり低減していたが、本開示では、EU101が
抗がん性サイトカインおよび抗がん細胞性免疫を誘導し、かなりの治療効果をもたらすと
予期することができる。
【０２６４】
　このように例示的抗ヒト4-1BB抗体EU101は、IFN-γの高発現によって媒介される抗腫瘍
効果を示し、そのような効果は用量依存的に現れるので、がん患者の血清中のIFN-γ濃度
は、腫瘍を診断し推定するためのバイオマーカーとして使用することができる。したがっ
て、EU101および抗PD-1の併用処置によるがんまたは腫瘍の効果的処置、IFN-γ濃度の測
定による予後によれば、各患者に関してより効果的な処置が行われると予期される。
【０２６５】
実施例5-例示的ヒト化抗ヒト4-1BB抗体を使ったエクスビボでの4-1BB＋CD8＋T細胞の分離
および大量増殖
　本発明者らは、抗4-1BB抗体を使った、さまざまな抗原に特異的な4-1BB＋CD8＋ T細胞
の単離および精製において、抗原特異的に活性化されたCD8＋ T細胞における4-1BB発現を
使用した（韓国特許第10-1503341号）。次の実験は、ここで開発したEU101抗体も抗原特
異的CD8＋ T細胞の単離および大量増殖に使用されるかどうかを調べるために行った。
【０２６６】
　がん患者の末梢血からのPBMCの構築は実施例4.1で述べたように行った。しかしこの実
施例では、本発明者らが出願した韓国特許出願第10-2016-0165224号に記載の方法によっ
て、がん抗原特異的未分化T細胞を得てもよい。この実施例では、4-1BB＋CD8＋T細胞の効
果的な分離および高純度の4-1BB＋CD8＋T細胞の大量生産のために、抗ヒト4-1BB抗体（EU
101）を使ったパニング法を使用した。PBSに希釈した10μg/mlの抗ヒト4-1BB抗体（EU101
）抗体を10mlフラスコに加え、次に4℃で20～24時間貯蔵した。貯蔵後に、抗体を含有す
る上清を除去し、洗浄することなく、PBSに2.5％で溶解したBSA溶液を10mlフラスコ中の
細胞ペレットに加え、次に4℃で20～24時間貯蔵した。その後、BSA溶液を除去し、各フラ
スコを15mLのPBSで2回洗浄した。先に調製した細胞をX-VIVO 10培地に懸濁し、EU101抗体
被覆フラスコに加え、次にCO2インキュベーター中、37℃で1時間インキュベートした。イ
ンキュベーション後に、上清を除去し、非特異的に結合した細胞を除去するために、細胞
ペレットを10mlのRPMI1640培地で2回洗浄した。1％の自己血清および1000IU/ml IL-2含有
X-VIVO 10培地をフラスコに加えた後、14日間培養した。本実施例では、一部の細胞を収
穫し、次に単離された細胞の純度および表現型を測定するために染色した。図16Aおよび
図16Bに示すように、94kvt抗体によるパニング前は、抗原特異的4-1BB＋CD8＋ T細胞の比
が43.2％増加し（CD8＋ T細胞比: 58.6％）、EU101抗体によるパニング後は、抗原特異的
pCMV＋CD8＋ T細胞の比が60.0％増加した（CD8＋ T細胞比: 79.3％）。これは、EU101を
使って抗原特異的4-1BB＋CD8＋ T細胞を高純度で単離できることを意味している。上述の
ように単離された抗原特異的4-1BB＋CD8＋ T細胞は、本発明者らが出願した韓国特許出願
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【０２６７】
　上記の説明から、本発明の技術的思想または不可欠な特徴を変えることなく、本発明を
さまざまな具体的形態で実現できることは、当業者には理解されるであろう。しかし、本
発明を具体的な例示的態様に限定するつもりはなく、以下の特許請求の範囲およびその等
価物から演繹されるすべての変形または修飾形は、詳細な説明ではなく、本発明の範囲に
包含されると、理解すべきである。
【０２６８】
　本開示が包含する抗ヒト4-1BB抗体は、例えば基準抗体よりも優れたアフィニティーな
ど、いくつかの有益な特性を示し、かつ/またはがんもしくは腫瘍を診断し、予防し、も
しくは処置するために、単独でまたは別の抗がん剤と組み合わせて使用することができ、
またはがんの成長を阻害するために使用することができる。
【０２６９】
　以上、実施例を参照して本発明を説明したが、添付の特許請求の範囲に記載される本発
明の要旨および範囲から逸脱することなく、本発明をさまざまな形態で改変および変更し
うることは、当業者であれば理解することができる。
【０２７０】
等価物
　当業者は、本明細書に記載した本発明の具体的態様の数多くの等価物を認識し、または
日常的な実験を使って確認することができるであろう。本発明の範囲を上記の説明に限定
する意図はなく、むしろ本発明の範囲は添付の特許請求の範囲に示すとおりである。

【要約】
基準抗ヒト4-1BB抗体には見いだされない1つまたは複数の構造的特徴であって該抗体の特
定の特徴を基準抗体と比較して改良しうる該構造的特徴を有する、抗ヒト4-1BB抗体およ
びそのフラグメントが提供される。本明細書に記載する抗ヒト4-1BB抗体に関係するさま
ざまなインビトロ法およびインビボ法ならびに試薬類もまた、提供される。本方法には、
抗ヒト4-1BB抗体またはそのフラグメントを用いたT細胞増殖の誘導、IFNγのT細胞分泌の
誘導、ならびにがんの検出、予防および/または治療的処置が含まれる。
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