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(57)【要約】
　本発明は、ＨＥＲ３のベータヘアピンに結合する抗Ｈ
ＥＲ３抗原結合タンパク質、例えば抗ＨＥＲ３抗体、こ
れらの抗原結合タンパク質を選択するための方法、それ
らの調製及び医薬としての使用に関する。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原結合タンパク質が、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配
列番号１）のアミノ酸配列内に結合する、ヒトＨＥＲ３に結合する抗原結合タンパク質を
選択するための方法であって；
ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、
　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチド
及び
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列を含み、
　　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチドが、
ａ）のうちの少なくとも一ポリペプチドに対する結合を示し、かつｂ）のうちの少なくと
も一ポリペプチドに対する結合を示さない抗原結合タンパク質を選択するために使用され
、
それによって、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）
のアミノ酸配列内に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない抗原結合タンパク質を選
択する、方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の選択方法により得られた、抗原結合タンパク質。
【請求項３】
　抗原結合タンパク質が抗体である、請求項１に記載の方法、又は請求項２に記載の抗原
結合タンパク質。
【請求項４】
　ａ）配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチドに結合し、
かつ
　ｂ）配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチドと交差反応しない、
ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗原結合タンパク質。
【請求項５】
　ａ）配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３）に含まれるＰＱＰ
ＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、かつ
　ｂ）配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）に含まれるＰＱＴ
ＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しない、
ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗原結合タンパク質。
【請求項６】
　抗原結合タンパク質が抗体である、請求項４又は５に記載の抗原結合タンパク質。
【請求項７】
　活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合する、ヒトＨＥＲ３に結合す
る単離された抗体。
【請求項８】
　ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのインキ
ュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レベルと比較し
た場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示す、請求項６又は７に
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記載の抗体。
【請求項９】
　ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体であって、
以下の特性：
　ａ）抗体は、活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｂ）抗体は、
　　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３；
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、
及び／又は
　ｃ）抗体は、ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害し；及び／又は
　ｄ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラス
ＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３
－ＥＣＤ（配列番号４）への結合の結合定数（Ｋａ）との比（Ｋａ（サーマス・サーモフ
ィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を
有し；及び／又は
　ｅ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラス
ＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣ
Ｄ（配列番号４）への結合のモル比ＭＲとの比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙ
Ｄ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有し；
　ｆ）抗体は、配列番号２のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｇ）抗体は、
　　　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４；
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず、
　ｈ）抗体は、ＨＥＲ３への結合をヘレグリンと競合せず；及び／又は
　ｉ）抗体は、ヘレグリンのＨＥＲ３への結合を誘導し；及び／又は
　ｊ）抗体は、ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗
体とのインキュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レ
ベルと比較した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示し；及び
／又は
　ｋ）抗体は、ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗
体とのインキュベーション後の４時間後に、ヘレグリンの存在下で、ＨＥＲ３のほぼ完全
な内部移行を示す
の一以上を有する、抗体。
【請求項１０】
　ヒト、ヒト化、又はキメラ抗体である、請求項６から９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１１】
　（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号２６のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３
を含む、請求項６から９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１２】
　（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号２９のアミノ
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酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む、請求項６から９又は１１の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１３】
　ｉ）（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　　（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　　（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　　（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　　（ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　　（ｆ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
【請求項１４】
　（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号３４のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３
を含む、請求項６から９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１５】
　（ａ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号３７のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む、請求項６から９又は１４の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１６】
　ｉ）（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　　（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　　（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　　（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　　（ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　　（ｆ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
【請求項１７】
　（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号４２のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３
を含む、請求項６から９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１８】
　（ａ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号４５のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む、請求項６から９又は１７の何れか一項に記載の抗体。
【請求項１９】
　ｉ）（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　　（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　　（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　　（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　　（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　　（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
【請求項２０】
　（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号５０のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３
を含む、請求項６から９の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２１】
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　（ａ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号５３のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３
を含む、請求項６から９又は２０の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２２】
　ｉ）（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　　（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　　（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　　（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　　（ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　　（ｆ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
【請求項２３】
　完全長ＩｇＧ１抗体又はＩｇＧ４抗体である、請求項６から２２の何れか一項に記載の
抗体。
【請求項２４】
　Ｆａｂ断片である、請求項６から２２の何れか一項に記載の抗体。
【請求項２５】
　請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体、及び細胞傷害性薬剤を含む、イムノコン
ジュゲート。
【請求項２６】
　癌を治療することにおける使用のための、請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体
、又は請求項２５に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項２７】
　ＨＥＲ３／ＨＥＲ２二量体化の阻害における使用のための、請求項６から２４の何れか
一項に記載の抗体。
【請求項２８】
　請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体、又は請求項２５に記載のイムノコンジュ
ゲート、及び薬学的に許容される担体を含む、薬学的製剤。
【請求項２９】
　医薬としての使用のための、請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体、又は請求項
２５に記載のイムノコンジュゲート。
【請求項３０】
　医薬の製造における、請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体、又は請求項２５に
記載のイムノコンジュゲートの使用。
【請求項３１】
　医薬が癌の治療用である、請求項３０の使用。
【請求項３２】
　請求項６から２４の何れか一項に記載の抗体をコードする単離された核酸。
【請求項３３】
　請求項３２に記載の核酸を含む宿主細胞。
【請求項３４】
　抗体が産生されるように、請求項３３に記載の宿主細胞を培養することと、前記細胞培
養物又は細胞培養物上清から前記抗体を回収することとを含む、抗体を製造する方法。
【請求項３５】
　配列番号１のアミノ酸配列を含み、
　ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
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　ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＨＥＲ３のベータヘアピンに結合する抗ＨＥＲ３抗原結合タンパク質、例え
ば抗ＨＥＲ３抗体、これらの抗原結合タンパク質を選択するための方法、それらの調製及
び医薬としての使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＨＥＲタンパク質ファミリーは、４つのメンバー：上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）又
はＥｒｂＢ－１とも称されるＨＥＲ１、ＥｒｂＢ－２とも称されるＨＥＲ２、ＨＥＲ３と
も称されるＥｒｂＢ－３、及びＨＥＲ４とも称されるＥｒｂＢ－４からなる。ＥｒｂＢフ
ァミリータンパク質は、受容体チロシンキナーゼであり、細胞増殖、分化及び生存の重要
なメディエーターを表している。ＨＥＲファミリーは、ニューレグリン（ＮＲＧ）ファミ
リー、アンフィレグリン、ＥＧＦ及び（ＴＧＦ－α）のような異なるリガンドの受容体タ
ンパク質を表す。ヘレグリン（ＨＲＧ又はニューレグリンＮＲＧ－１とも称される）は、
例えばＨＥＲ３及びＨＥＲ４に対するリガンドである。
【０００３】
　ヒトＨＥＲ３（ＥｒｂＢ－３、ＥＲＢＢ３、ｃ－ｅｒｂＢ－３、ｃ－ｅｒｂＢ３、受容
体チロシンプロテインキナーゼｅｒｂＢ－３、配列番号３）は、ＨＥＲ１（ＥＧＦＲとし
ても知られる）、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４を含む、受容体チロシンキナーゼの上皮増殖因
子受容体（ＥＧＦＲ）ファミリーのメンバーをコードする（Kraus, M.H. et al, PNAS 86
 (1989) 9193-9197; Plowman, G.D. et al, PNAS 87 (1990) 4905-4909; Kraus, M.H. et
 al, PNAS 90 (1993) 2900-2904）。プロトタイプの上皮成長因子受容体と同様に、膜貫
通受容体ＨＥＲ３は、細胞外リガンド結合ドメイン（ＥＣＤ）、ＥＣＤ内の二量体化ドメ
イン、膜貫通ドメイン、細胞内タンパク質チロシンキナーゼドメイン（ＴＫＤ）及びＣ末
端リン酸化ドメインからなる。この膜結合タンパク質は、細胞外ドメイン内にヘレグリン
（ＨＲＧ）結合ドメインを有しているが、活性なキナーゼドメインは有していない。従っ
て、それは、このリガンドに結合できるが、タンパク質のリン酸化を介して細胞内にシグ
ナルを伝達することはできない。しかし、それはキナーゼ活性を有する他のＨＥＲファミ
リーメンバーとヘテロダイマーを形成する。ヘテロ二量体化は、受容体媒介性シグナル伝
達経路の活性化とその細胞内ドメインのトランスリン酸化へと導く。ＨＥＲファミリーメ
ンバーとの間の二量体形成は、ＨＥＲ３のシグナル伝達の可能性を拡大し、シグナル多様
化のためだけでなくシグナル増幅のための手段である。例えば、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテ
ロ二量体は、ＨＥＲファミリーメンバー間のＰＩ３ＫとＡＫＴ経路を介して、最も重要な
有糸分裂シグナルの一つを誘導する（Sliwkowski M.X., et al, J. Biol. Chem. 269 (19
94) 14661-14665; Alimandi M, et al, Oncogene. 10 (1995) 1813-1821; Hellyer, N.J.
, J. Biol. Chem. 276 (2001) 42153-4261; Singer, E., J. Biol. Chem. 276 (2001) 44
266-44274; Schaefer, K.L., Neoplasia 8 (2006) 613-622）。ＨＥＲ３及びＨＥＲ受容
体ファミリー及びＮＧＲリガンドファミリー内のその様々な相互作用の概要については、
例えばG Sithanandam et al Cancer Gene Therapy (2008) 15, 413-448を参照。
【０００４】
　この遺伝子の増幅及び／又はそのタンパク質の過剰発現は、前立腺癌、膀胱癌、及び乳
癌を含む多くの癌で報告されている。異なるアイソフォームをコードする代替的転写スプ
ライスバリアントが特徴づけられている。１つのアイソフォームは、膜間領域を欠き細胞
外に分泌される。この形態は膜結合型の活性を調節するように働く。更なるスプライスバ
リアントも報告されているが、それらは十分に特徴づけられてはいない。
【０００５】
　興味深いことに、その平衡状態において、ＨＥＲ３受容体は、その「閉じたコンホメー
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ション」で存在し、このことは、ヘテロ二量体化ＨＥＲ３ベータヘアピンモチーフはＨＥ
Ｒ３ＥＣＤドメインＩＶへの非共有結合性相互作用を介して係留されていることを意味す
る（図１ｃ及び１ｄを参照）。これは、「閉じた」ＨＥＲ３コンホメーションは、特異的
なＨＥＲ３ヘレグリン結合部位でのリガンドヘレグリンの結合を介して開くことができる
と想定される。これは、ＨＥＲ３のＥＣＤドメインＩとドメインＩＩＩによって形成され
たＨＥＲ３界面で起こる。この相互作用により、ＨＥＲ３受容体は活性化され、その「開
いたコンホメーション（open conformation）」へと変えられると考えられている（図１
ｅ及び１ｂ、並びにBaselga, J. et al, Nat Rev Cancer 9 (2009). 463-475 and Desboi
s-Mouthon, C., at al, Gastroenterol Clin Biol 34 (2010) 255-259を参照）。この開
いたコンホメーションにおいて、ヘテロ二量体化とＨＥＲ２によるトランシグナル（tran
signal）誘導が可能である（図１ｂを参照）。
【０００６】
　国際公開第２００３／０１３６０２号は、ＨＥＲ抗体を含む、ＨＥＲ活性の阻害剤に関
する。国際公開第２００７／０７７０２８号及び国際公開第２００８／１００６２４号は
またＨＥＲ３抗体に関する。国際公開第９７／３５８８５号及び国際公開第２００８／１
２７１８１号はＨＥＲ３抗体に関する。
【０００７】
　国際公開第２０１２は／２２８１４号は、「閉じた又は不活性な」コンホメーションを
凍結するＨＥＲ３抗体に関し、それは、ＨＥＲ３のベータヘアピンがこの平衡状態におい
てアクセス可能でないように、それらがＨＥＲ３の平衡状態をフリーズさせることを意味
する（図１参照）。国際公開第２０１２／２２８１４号におけるＨＥＲ３抗体は、例えば
ＳｌｙＤスキャフォールド内でその活性な３次元配向で提示された場合に、ＨＥＲ３のβ
ヘアピンに結合しない（例えば、図１７及び２、及び、例えば配列番号１８のポリペプチ
ドを参照）。
【０００８】
　ヒトＨＥＲ４（ＥｒｂＢ－４　ＥＲＢＢ４、ｖ－ｅｒｂ－ａ赤芽球性白血病ウイルス癌
遺伝子ホモログ４、ｐ１８０ｅｒｂＢ４トリ赤芽球性白血病ウイルス（ｖ－ｅｒｂ－ｂ２
）癌遺伝子ホモログ４；配列番号５としても知られる）は、複数のフューリン様システイ
ンリッチドメイン、チロシンキナーゼドメイン、ホスファチジルイノシトール－３キナー
ゼ結合部位及びＰＤＺドメイン結合モチーフを有する単一通過のタイプＩ膜貫通タンパク
質である（Plowman G D, wt al, PNAS 90:1746-50(1993); Zimonjic D B, et al, Oncoge
ne 10:1235-7(1995); Culouscou J M, et al, J. Biol. Chem. 268:18407-10(1993)）。
タンパク質は、ニューレグリン－２及び－３、ヘパリン結合ＥＧＦ様増殖因子、及びベー
タセルリンに結合し、活性化される。リガンド結合は、有糸分裂及び分化を含む種々の細
胞応答を誘導する。複数のタンパク質分解事象は、細胞質断片及び細胞外断片の放出を可
能にする。この遺伝子における変異は癌と関連している。異なるタンパク質アイソフォー
ムをコードする選択的スプライスバリアントが記載されているが；しかしながら、全変異
体が完全に特徴付けられているわけではない。
【０００９】
　抗癌治療における使用のための抗ＨＥＲ４の抗体は、例えば、米国特許第５８１１０９
８号、米国特許第７３３２５７９号、又はHollmen M, et al, Oncogene. 28 (2009) 1309
-19（抗ＥｒｂＢ－４抗体ｍＡｂ １４７９）から知られている。
【００１０】
　これまでは、ＨＥＲ３の平衡状態においてアクセス可能ではない、ＨＥＲ３のこのベー
タヘアピンは隠されたエピトープを表しているので、抗原結合タンパク質、特に、ＨＥＲ
３のベータヘアピンに特異的に結合する抗体を選択することは可能ではなかった（図１参
照）。
【発明の概要】
【００１１】
発明の要旨
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　そのような抗体を得るために、我々は今回、ＳｌｙＤスキャフォールド内で３次元的に
配向して機能的に提示されるＨＥＲ３（及びカウンタースクリーニング用のＨＥＲ４）の
ベータヘアピンを使用する方法を見いだした（例えば図２、及び配列番号１３、及び１７
から２４のポリペプチドを参照）。
【００１２】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に対して結合し（及びヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗原結
合タンパク質、特に抗体を選択するための方法を提供し、
ここで、抗原結合タンパク質、特に抗体は、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬ
ＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、
ここで、
ａ）配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチドであって、
配列番号１のアミノ酸配列を含むポリペプチド、
及び
ｂ）配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチドであって、
配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドが、
ａ）のうちの少なくとも一ポリペプチドに対する結合を示し、かつｂ）のうちの少なくと
も一ポリペプチドに対する結合を示さない抗原結合タンパク質、特に抗体を選択するため
に使用され、
それによって、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）
のアミノ酸配列内に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない抗原結合タンパク質、特
に抗体を選択する。
【００１３】
　本発明は、このような選択方法によって得られた、抗原結合タンパク質、特に抗体を提
供する。
【００１４】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質、特に抗体を提供し、ここで抗原結合タンパク質、特に抗体は、ヒトＨ
ＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結
合する。
【００１５】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を更に提供し、ここで
ａ）抗原結合タンパク質は、配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチ
ドに結合し、
かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチ
ドと交差反応しない。
【００１６】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を更に提供し、
ａ）抗原結合タンパク質は、配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ
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３）に含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列
内に結合し、かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ
４）に含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列
と交差反応しない。
【００１７】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を更に提供し、
ａ）抗体は、配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチドに結合し、
かつ
ｂ）抗体は、配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチドと交差反応し
ない。
【００１８】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を更に提供し、
ａ）抗体は、配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３）に含まれる
ＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、か
つ
ｂ）抗体は、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）に含まれる
ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しな
い。
【００１９】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を提供し、ここで、抗体は活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合す
る。
【００２０】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を提供し、ここで、抗体は、
　活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；かつ
　ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害する。
【００２１】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を提供し、ここで、抗体は、
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｂ）活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｃ）配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
及び／又は
　ｄ）ＨＥＲ３のβヘアピン領域に結合し；及び／又は
　ｅ）ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害し；及び／又は
　ｆ）表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３－ＥＣＤ
（配列番号４）への結合の結合定数（Ｋａ）との比（Ｋａ（サーマス・サーモフィラスＳ
ｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を有し；及
び／又は
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　ｇ）表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣＤ（配列
番号４）への結合のモル比ＭＲの比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢ
Ｐ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有し；
　ｈ）配列番号２のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｉ）配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；
及び／又は
　ｊ）ＨＥＲ４のβヘアピン領域に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｋ）ＨＥＲ３への結合をヘレグリンと競合せず；及び／又は
　ｌ）ヘレグリンのＨＥＲ３への結合を誘導し；及び／又は
　ｍ）ＨＥＲ３－ＥＣＤにＫＤ値≦１×１０－８Ｍの親和性で結合し（一実施態様におい
て、１×１０－８Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で；（一実施態様において、１×１０
－９Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で）；及び／又は
　ｎ）ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し；及び
／又は
　ｏ）ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し、及び
ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）からなるポリペプチドと交差反
応せず；及び／又は
　ｐ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイ
ンキュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レベルと比
較した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示し；及び／又は
　ｑ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイ
ンキュベーション後の４時間後に、ヘレグリンの存在下で、ＨＥＲ３のほぼ完全な内部移
行を示す。
【００２２】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体はモノクローナル抗体である。
【００２３】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体はヒト、ヒト化、又はキメラ抗体であ
る。
【００２４】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、ヒトＨＥＲ３に結合する抗体断片
である。
【００２５】
　一実施態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【００２６】
　一実施態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
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　（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【００２７】
　一実施態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【００２８】
　一実施態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【００２９】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号３１のＶＨ配列、及び配列番号３２のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【００３０】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号３９のＶＨ配列、及び配列番号４０のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【００３１】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号４７のＶＨ配列、及び配列番号４８のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【００３２】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号５６のＶＨ配列、及び配列番号５７のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【００３３】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は完全長ＩｇＧ１抗体又はＩｇＧ４抗
体である。
【００３４】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体はＦａｂ断片である。
【００３５】
　本発明は、そのような抗ＨＥＲ３抗体の単離された核酸を更に提供する。
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【００３６】
　本発明は更に、そのような核酸を含む宿主細胞を提供する。
【００３７】
　本発明は更に、抗体が産生されるように、そのような宿主細胞を培養することを含む、
抗体を製造する方法を提供する。
【００３８】
　一実施態様において、そのような方法は宿主細胞から抗体を回収することを更に含む。
【００３９】
　本発明は更に、そのような抗ＨＥＲ３抗体及び細胞傷害性薬剤を含むイムノコンジュゲ
ートを提供する。
【００４０】
　本発明は更に、そのような抗ＨＥＲ３抗体及び薬学的に許容される担体を含む薬学的製
剤を提供する。
【００４１】
　本発明は更に、医薬として使用するための、本明細書に記載される抗ＨＥＲ３抗体を提
供する。本発明は更に、癌の治療における使用のための、本明細書に記載の抗ＨＥＲ３抗
体、又は抗ＨＥＲ３抗体及び細胞傷害性薬剤を含むイムノコンジュゲートを提供する。本
発明は更に、ＨＥＲ３／ＨＥＲ２二量体化の阻害における使用のための本明細書に記載さ
れる抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【００４２】
　医薬の製造における、そのような抗ＨＥＲ３抗体、又は抗ＨＥＲ３抗体及び細胞傷害性
薬剤を含むイムノコンジュゲートの使用。医薬が癌の治療のためであることを特徴とする
そのような使用。医薬はＨＥＲ３／ＨＥＲ２二量体化を阻害するためであることを特徴と
する、そのような使用。
【００４３】
　本発明は更に、本明細書に記載される抗ＨＥＲ３抗体、又は抗ＨＥＲ３抗体及び細胞傷
害性薬剤を含むイムノコンジュゲートの有効量を個体に投与することを含む、癌を有する
個体を治療する方法を提供する。
【００４４】
　本発明は更に、本明細書に記載される抗ＨＥＲ３抗体及び細胞傷害性薬剤を含むイムノ
コンジュゲートの有効量を個体に投与することを含む、癌に罹患した個体の癌細胞におい
てアポトーシスを誘導する方法であって、それにより、個体における癌細胞のアポトーシ
スを誘導する方法を提供する。
【００４５】
　本発明の一実施態様は、
　ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドであって、
そのポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を含む。
【００４６】
　本発明は更に、実験動物において配列番号１に対する免疫応答を誘発するために、
　ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドの一つの使用を提供する。
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【００４７】
　本発明は更に、以下の工程：
ａ）ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドを、少なくとも一回、実験動物に投与し、それに
よりポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンを含む工程
、
ｂ）配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンに特異的に結合する抗体を
産生するＢ細胞をポリペプチドの最後の投与後３日から１０日後に実験動物から回収する
工程、及び
ｃ）配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンに特異的に結合する抗体を
コードする核酸を含む細胞を培養し、そして細胞又は培養培地から抗体を回収し、標的抗
原に特異的に結合する抗体を産生する工程
を含む配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンに特異的に結合する抗体
を製造するための方法を提供する。
【００４８】
　本発明は更に、エピトープマッピングのために、
ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドの使用を提供し、
それによりポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピン中に
エピトープを含む。
【００４９】
　ＳｌｙＤスキャフォールド内で３次元的に配向して機能的に提示されるＨＥＲ３のベー
タヘアピンを使用して（例えば図２、及び配列番号１３、及び１７から２４のポリペプチ
ドを参照）、ベータヘアピンに結合する、本明細書に記載の抗ＨＥＲ３抗原結合性タンパ
ク質、特に抗体が選択され得る。本発明による抗原結合タンパク質、特に抗体は、ＨＥＲ
３発現癌細胞におけるＨＥＲ３の内部移行などの非常に価値ある特性、又は非常に特異的
な薬物動態学的特性（ＨＥＲ３－ＥＣＤの閉じたコンホメーションにおける（即ち、ヘレ
グリンの非存在下における）、ＨＥＲ３－ＥＣＤに対する結合と比較した場合、サーマス
・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３スキャフォールド（３次元の機能的構造
においてＨＥＲ３のβヘアピンを呈示し、ＨＥＲ３のβヘアピンの開いたＨＥＲコンホメ
ーションを模倣する）に対する結合の、より速い結合速度、及び、より高いモル比など）
を有することが見いだされた。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】コンホメーション変化における「閉じた」及び「開いた」コンホメーション並び
にニューレグリンファミリーリガンド（例えば本明細書でＨＲと略されるヘレグリンなど
）の影響の概略図。
【図２】サーマス・サーモフィラスのＳｌｙＤスキャフォールド内で３次元的に配向して
機能的に提示されるＨＥＲ３のベータヘアピンの３Ｄ構造。
【図３】ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３のＮｉ－ＮＴＡ精製のＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
Ｅ１及びＥ２は、精製された画分１２及び１３を示している。ＳＮ：精製前の大腸菌溶解
物の上清。
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【図４】サーマス・サーモフィラスのＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ－３のＮｉ－ＮＴＡ精
製された画分のＳＥＣ溶出プロフィール。
【図５】Ａ）選択されたクローンのＩＨＣにおける特異性と反応性の試験。示されるよう
に、全てのクローンは、ＨＥＲ３の検出に特異的であり、ＨＥＲファミリーの他のメンバ
ー（ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４）．－抗体のＭ－０８－１１、１７－０２及び１
７－０７との交差反応性を示さない。Ｂ）選択されたクローンのＩＨＣにおける特異性と
反応性の試験。示されるように、全てのクローンは、ＨＥＲ３の検出に特異的であり、Ｈ
ＥＲファミリーの他のメンバー（ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４）．－抗体のＭ－０
８－１１、１７－０２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１との交差反応性を示さない。
【図６】Ｔ４７Ｄ細胞における、Ｍ－０８－１１抗体誘導型時間依存性ＨＥＲ３内部移行
のＦＡＣＳ分析。
【図７】抗ＨＥＲ３抗体の二状態解析：図７ａ）とｂ）において、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０
８－１１の二状態解析が示される。図７ａ）：抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１：「閉じた
」Ｈｅｒ－３　ＥＣＤは、非常に高いＨｅｒ－３　ＥＣＤ濃度においてのみ、１：１ラン
グミュアー相互作用に従って結合される（解離曲線は重ね合わされて一致する解離曲線を
形成することができるため）。図７ｂ）：抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１：ヘレグリン／
Ｈｅｒ－３　ＥＣＤの相互作用の解離曲線は、重ね合わせることができない。図７ｃ：抗
ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１，Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１の二状態速度論的解析
の相互作用マップ。図７ｄ）：抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－４３－０１の二状態速度論的解析の相
互作用マップ。図７ｅ）：抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－４６－０１の二状態速度論的解析の相互作
用マップ。
【図８】ビアコアセンサーグラムの重ね合わせプロット。１：１００ｎＭのＭ－０５－７
４＊ヘレグリン／Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ相互作用。２：１００ｎＭのＭ－０８－１１＊ヘレ
グリン／Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ相互作用。３＆４：１００ｎＭのＭ－０５－７４及び１００
ｎＭのＭ－０８－１１＊Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ相互作用。５：緩衝液の基準。
【図９】ビアコアエピトープビニング実験のセンサーグラムの重ね合わせ。一次抗体Ｍ－
０５－７４（図中のＭ－０７４）は、二次抗体Ｍ－２０８、ＧＴ（＝８Ｂ８）、Ｍ－０５
－７４及びＭ－０８－１１（図９中のＭ－０１１）にＨｅｒ－３　ＥＣＤを提示した（Ｍ
－．測定のノイズは５ＲＵであった）。
【図１０】ビアコアセンサーグラムの重ね合わせプロット。１：Ｍ－０５－７４に対する
９０ｎＭのヘレグリン＊Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ複合体。２：Ｍ－０８－１１に対する９０ｎ
Ｍのヘレグリン＊Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ複合体。３：８Ｂ８抗体に対する９０ｎＭのヘレグ
リン＊Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ複合体。
【図１１】ビアコア機能アッセイにより同定された作用機序の略図。１：Ｍ－０８－１１
はヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに結合し、遅延したヘレグリン解離を誘導し、そ
れによってＭ－０８－１１はＨｅｒ－３　ＥＣＤ受容体複合体に留まることになる。２：
Ｍ－０５－７４はヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに結合する。ヘレグリンは、複合
体にトラップされ、抗体は、複合体３のままである：８Ｂ８はヘレグリン活性化Ｈｅｒ－
３　ＥＣＤに結合する。複合体全体は、抗体から解離する。
【図１２】エピトープマッピング及びアラニンスキャンアプローチの戦略。ＥＧＦＲ、Ｈ
ＥＲ－２　ＥＣＤ、ＨＥＲ－３　ＥＣＤ及びＨｅｒ－４　ＥＣＤのペプチドヘアピン配列
（ペプチドヘアピン）は、それらの構造的埋め込み（構造）を含み、調べられた。システ
インは、セリンによって置換された。
【図１３】ＨＥＲ３に対する抗体Ｍ－０８－１１のエピトープのＣｅｌｌｕＳｐｏｔｓＴ

Ｍ合成及びエピトープマッピング。抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１は、ＨＥＲ３　ＥＣＤ
結合エピトープＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）に結合し、ＨＥＲ４のβヘア
ピンへの結合を示さない。
【図１４】ＨＥＲ４交差反応性を有さない抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１（Ｍ－０１１と
命名）及び抗ＨＥＲ３／ＨＥＲ４抗体Ｍ－０５－７４（図中でＭ－０７４と命名）のＣｅ
ｌｌｕＳｐｏｔｓＴＭ Ａｌａスキャンからの結果－抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１のそ
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のＨＥＲ３　ＥＣＤ結合エピトープＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）への結合
に最も寄与しているアミノ酸は下線が引かれ／太字である。
【図１５】Ａ）Ｍ－０８－１１（Ｍ－０１１）の結合は、Ｈ（ＨＲＧ）のＨＥＲ３－ＥＣ
Ｄへの結合を誘導／促進する。従って、Ｍ－０８－１１は、ＨＥＲ３－ＥＣＤに対する結
合を、ヘレグリン（ＨＲＧ）と競合しない。Ｂ）Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ
－４６－０１の結合は、ＨＥＲ３－ＥＣＤに対するヘレグリン（ＨＲＧ）の結合を誘導し
／促進する。従って、Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、ＨＥＲ３
－ＥＣＤに対する結合を、ヘレグリン（ＨＲＧ）と競合しない。
【図１６】抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１（Ｍ－０１１と命名）による、ＭＣＦ７細胞に
おけるＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ二量体／ヘテロ二量体化の阻害（免疫沈降及びウエスタ
ンブロット）（ＨＥＲ３－ＩＰ＝ＨＥＲ３抗体を用いた免疫沈降／ＨＥＲ２－ＩＰ＝ＨＥ
Ｒ３抗体を用いた免疫沈降）。
【図１７】ビアコアセンサーグラム重ね合わせプロット：国際公開第２０１２／２２８１
４号に記載される抗ＨＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８２３（２）と比較した、本発明の抗体Ｍ－
０８－１１（１）のＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８）に対する結合。本Ｍ
－０８－１１（１）の抗体は、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８）に対する
明らかな結合シグナルを示すが、抗体である抗ＨＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８２３（２）は、
ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８）に対して全く結合を示さない。抗体無し
での対照測定は、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８）に対して全く結合を示
さなかった。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
Ｉ．定義
　本明細書における目的のための「アクセプターヒトフレームワーク」とは、下記に定義
されるように、ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク
から得られる軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）フレームワーク又は重鎖可変ドメイン（ＶＨ）フ
レームワークのアミノ酸配列を含有するフレームワークである。ヒト免疫グロブリンのフ
レームワーク又はヒトコンセンサスフレームワーク「に由来する」アクセプターヒトフレ
ームワークは、その同一のアミノ酸配列を含んでもよく、又はそれはアミノ酸配列の変化
を含み得る。幾つかの実施態様において、アミノ酸変化の数は、１０以下、９以下、８以
下、７以下、６以下、５以下、４以下、３以下、又は２以下である。幾つかの実施態様に
おいて、ＶＬアクセプターヒトフレームワークは、Ｖはヒト免疫グロブリンのフレームワ
ーク配列又はヒトコンセンサスフレームワーク配列に、配列が同一である。
【００５２】
　「親和性成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗
体の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数の超可変領域（ＨＶＲ）において一又
は複数の改変を有するものである。
【００５３】
　本明細書で使用される、用語「抗原結合タンパク質」は、本明細書に記載される抗体、
又はスキャフォールド抗原結合タンパク質を指す。一の好ましい実施態様において、抗原
結合タンパク質は、本明細書に記載される抗体である。スキャフォールド抗原結合タンパ
ク質は当技術分野で知られており、例えば、フィブロネクチン及び設計されたアンキリン
リピートタンパク質（DARPins）が、抗原結合ドメインについての代替的なスキャフォー
ルドとして使用されている。例えば、Gebauer and Skerra, Engineered protein scaffol
ds as next-generation antibody therapeuticsを参照。Curr Opin Chem Biol 13:245-25
5 (2009) and Stumpp et al., Darpins: A new generation of protein therapeutics. D
rug Discov Today 13: 695-701 (2008)は、その両方とも、参照によりその全体が本明細
書に援用される。Ｂ．本発明の抗原結合タンパク質に対する親可変ドメイン及び受容体の
選択基準。一実施態様において、スキャフォールド抗原結合タンパク質は、ＣＴＬＡ－４
（エヴィボディ(Evibody）)；リポカリン；例えばプロテインＡのＺドメイン（アフィボ
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ディ（Affibody）、ＳｐＡ）、Ａドメイン（アビマー（Avimer）／マキシボディ（Maxibo
dy））などのプロテインＡ由来分子；ＧｒｏＥＩ及びＧｒｏＥＳなどの熱ショックタンパ
ク質；トランスフェリン（トランス－ボディ（trans-body））；アンキリンリピートタン
パク質（DARPin）；ペプチドアプタマー；Ｃ型レクチンドメイン（テトラネクチン）；ヒ
トγクリスタリン及びヒトユビキチン（affilins）；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼ
阻害剤のサソリ毒素クニッツ型ドメイン；及びフィブロネクチン（アドネクチン）からな
る群から選択され；これは天然のリガンド以外のリガンドへの結合を得るためにタンパク
質操作を受けている。
【００５４】
　ＣＴＬＡ－４（細胞傷害性Ｔリンパ球抗原４）は、主にＣＤ４＋Ｔ細胞上に発現される
ＣＤ２８ファミリー受容体である。その細胞外ドメインは、Ｉｇフォールド等の可変ドメ
インを有する。抗体のＣＤＲに該当するループは、異なる結合特性を付与するために異種
性配列で置換されてもよい。異なる結合特異性を有するように操作されたＣＴＬＡ－４分
子はエヴィボディ（Evibodies）として知られる。更なる詳細は、Journal of Immunologi
cal Methods 248 (1-2), 31-45 (2001)を参照のこと。
【００５５】
　リポカリンは、ステロイド、ビリン、レチノイド及び脂質等の小疎水性分子を輸送する
細胞外タンパク質のファミリーである。それらは、異なる標的抗原に結合するよう操作さ
れうる、円錐構造の開口端に多くのループを有する剛性β－シート二次構造を有する。ア
ンチカリンは１６０－１８０アミノ酸のサイズであり、リポカリンに由来する。更なる詳
細については、Biochim Biophys Acta 1482:337-350 (2000)、米国特許第７２５０２９７
Ｂ１号及び米国特許出願公開第２００７０２２４６３３号を参照のこと。
【００５６】
　アフィボディは、抗原に結合するよう操作できる、黄色ブドウ球菌のプロテインＡに由
来するスキャフォールドである。ドメインはおよそ５８アミノ酸の３－ヘリックス束から
成る。ライブラリーは表面残基のランダム化によって作成されている。更なる詳細につい
ては、Protein Eng. Des.SeI.17, 455-462 (2004)及び欧州特許第１６４１８１８Ａ１号
を参照のこと。アビマーは、Ａ－ドメインスキャフォールドファミリー由来のマルチドメ
インタンパク質である。およそ３５アミノ酸の天然型ドメインは、規定のジスルフィド結
合構造を採用する。多様性は、Ａ－ドメインのファミリーにより呈されている天然バリエ
ーションのシャッフリングによって生成される。更なる詳細については、Nature Biotech
nology 23(12), 1556 - 1561 (2005)及びExpert Opinion on Investigational Drugs 16(
6), 909-917 (June 2007)を参照のこと。
【００５７】
　トランスフェリンは単量体血清輸送糖タンパク質である。トランスフェリンは、許容表
面ループへのペプチド配列の挿入によって、異なる標的抗原に結合するように操作され得
る。操作されたトランスフェリンスキャフォールドの例はトランス－ボディ（Trans-body
）を含む。更なる詳細については、J. Biol.Chem 274, 24066-24073 (1999)を参照のこと
。
【００５８】
　設計されたアンキリンリピートタンパク質（DARPins）は、細胞骨格への内在性膜タン
パク質の接着を媒介するタンパク質のファミリーであるアンキリンに由来する。単アンキ
リンリピートは、２つのα－ヘリックス及びβ－ターンからなる３３残基のモチーフであ
る。それらは、各リピートの最初のα－ヘリックス及びβ－ターンにおける残基をランダ
ム化することにより、異なる標的結合に結合するよう操作され得る。それらの結合表面は
、モジュールの数を増加することによって増加することができる（親和性成熟の方法）。
更なる詳細は、J. MoI. Biol. 332, 489-503 (2003), PNAS 100(4), 1700-1705 (2003) 
及びJ. MoI. Biol. 369, 1015-1028 (2007)及び米国特許出願公開第２００４０１３２０
２８Ａ１号を参照のこと。
【００５９】
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　フィブロネクチンは抗原に結合するように操作することができるスキャフォールドであ
る。アドネクチンは、ヒトフィブロネクチンＩＩＩ型（ＦＮ３）の１５リピート単位の第
１０ドメインの天然型アミノ酸配列の骨格からなる。βサンドイッチの一端の３つのルー
プは、ドネクチンが、目的の治療標的を特異的に認識できるように操作することができる
。更なる詳細については、Protein Eng. Des. SeI. 18, 435- 444 (2005)、米国特許出願
公開第２００８０１３９７９１号、国際公開第２００５０５６７６４号及び米国特許第６
８１８４１８Ｂ１号を参照のこと。
【００６０】
　ペプチドアプタマーは、活性部位に挿入された可変ペプチドループを含有する定常スキ
ャフォールドタンパク質、典型的にはチオレドキシン（TrxA）からなる、コンビナトリア
ル認識分子である。更なる詳細は、Expert Opin. Biol. Ther. 5, 783-797 (2005)を参照
のこと。
【００６１】
　ミクロボディーは、３－４のシステイン架橋を含有する長さ２５－５０アミノ酸の天然
に生じるマイクロタンパク質に由来し、マイクロタンパク質の例は、ＫａｌａｔａＢＩ及
びコノトキシン及びノッチンを含む。マイクロタンパク質はループを有し、マイクロタン
パク質の全体のフォールドに影響することなく２５アミノ酸までを含むよう操作すること
が可能である。操作されたノッチンドメインの更なる詳細は、国際公開第２００８０９８
７９６号を参照のこと。
【００６２】
　他の抗原結合タンパク質は、異なる標的抗原結合特性を操作するためのスキャフォール
ドとして用いられたタンパク質を含み、ヒトγ－クリスタリン及びヒトユビキチン（affi
lins）、ヒトプロテアーゼ阻害剤のクニッツタイプドメイン、Ｒａｓ－結合タンパク質Ａ
Ｆ－６のＰＤＺ－ドメイン、サソリ毒素（charybdotoxin）、Ｃ－タイプ・レクチンドメ
イン（tetranectins）を含み、Non-Antibody Scaffolds from Handbook of Therapeutic 
Antibodies (2007, edited by Stefan Dubel)の第７章、及びProtein Science 15:14-27 
(2006)において概説される。本発明のエピトープ結合ドメインは、これらの代替タンパク
質ドメインの何れかに由来することができる。
【００６３】
　用語「抗ＨＥＲ３抗原結合タンパク質」、「（ヒト）ＨＥＲ３に結合する抗原結合タン
パク質」、及び「ヒトＨＥＲ３に特異的に結合する抗原結合タンパク質」は、抗原結合タ
ンパク質が、ＨＥＲ３を標的とする診断及び／又は治療剤として有用であるように十分な
親和性で、ＨＥＲ３に結合することができる抗原結合タンパク質を指す。
【００６４】
　用語「抗ＨＥＲ３抗体」、「（ヒト）ＨＥＲ３に結合する抗体」、及び「ヒトＨＥＲ３
に特異的に結合する抗体」は、抗体が、ＨＥＲ３を標的とする診断及び／又は治療剤とし
て有用であるように十分な親和性で、ＨＥＲ３に結合することができる抗体を指す。一実
施態様において、抗ＨＥＲ３抗体の、無関係な、非ＨＥＲ３タンパク質への結合の程度は
、例えば、表面プラズモン共鳴アッセイ（例えば、ＢＩＡＣＯＲＥ）によって測定される
場合、抗体のＨＥＲ３への結合の約１０％未満である。ある実施態様において、ヒトＨＥ
Ｒ３に結合する抗体は、≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ
、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ（例えば、１０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍ
から１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍから１０－１３Ｍ）の、ヒトＨＥＲ３に対する結合
の結合親和性ＫＤ値を有する。好ましい実施態様において、結合親和性の各ＫＤ値は、Ｈ
ＥＲ３結合親和性については、ヒトＨＥＲ３の野生型細胞外ドメイン（ＥＣＤ）（ＨＥＲ
３－ＥＣＤ）を使用する表面プラズモン共鳴アッセイにおいて測定される。
【００６５】
　本明細書で使用される場合、用語「活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列
に結合する抗ＨＥＲ３抗原結合タンパク質又は抗ＨＥＲ３抗体」は、ヘレグリン（ＨＲＧ
）の存在下で、ヒトＨＥＲ３－ＥＣＤに含まれる配列番号１のアミノ酸配列に結合する抗
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ＨＥＲ３抗原結合タンパク質又は抗ＨＥＲ３抗体を指す。好ましい実施態様において、用
語「活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合する抗ＨＥＲ３抗原結合タ
ンパク質又は抗ＨＥＲ３抗体」は、配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－
Ｈｅｒ３）に含まれる配列番号１のアミノ酸配列に結合する、抗ＨＥＲ３抗原結合タンパ
ク質又は抗ＨＥＲ３抗体を指す。
【００６６】
　本明細書において用語「抗体」は、最も広い意味で用いられ、様々な抗体構造を包含し
、限定されないが、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多特異性抗体（例えば、
二重特異性抗体）、及び、所望の抗原結合活性を示す限り、抗体断片を含む。
【００６７】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体が結合する抗原を結合するインタクトな抗体の一部
を含む、インタクトな抗体以外の分子を指す。抗体断片の例としては、限定されないが、
Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２；ダイアボディ；直鎖状抗体
；単鎖抗体分子（例えばｓｃＦｖ）；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む
。
【００６８】
　参照抗体と「同じエピトープに結合する抗体」は、競合アッセイにおいて、参照抗体の
その抗原に対する結合を、５０％以上遮断する抗体を指し、逆に、参照抗体は、競合アッ
セイにおいて、抗体のその抗原に対する結合を、５０％以上遮断する。例示的な競合アッ
セイが、本明細書において提供される。
【００６９】
　用語「（ヒト）ＨＥＲ４、ＨＥＲ４のβヘアピン、配列番号２のアミノ酸配列からなる
ポリペプチド、又はＨＥＲ４　ＥＣＤに対する交差反応性を有する／示す（あるいは交差
反応する）「抗体（又は抗原結合タンパク質）」は、上記ＨＥＲ３に結合する抗体（又は
抗原結合タンパク質）について定義されるのと同様に、例えば、配列番号２２のポリペプ
チド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃ
ｙｓ－Ｈｅｒ４）又はＨＥＲ４　ＥＣＤに含まれる、ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮ
ＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列内で、（ヒト）ＨＥＲ４、ＨＥＲ４のβヘアピン、
配列番号２のアミノ酸配列からなるポリペプチドに結合する抗体（又は抗原結合タンパク
質）を指す。これに関連して、用語「例えば、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙ
Ｄｃａｓ－Ｈｅｒ４）、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４）
又はＨＥＲ４　ＥＣＤに含まれる、ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号
２）のアミノ酸配列内で、（ヒト）ＨＥＲ４、ＨＥＲ４のβヘアピン、配列番号２のアミ
ノ酸配列からなるポリペプチドに対する交差反応性を有しない／示さない（あるいは交差
反応しない）「抗体（又は抗原結合タンパク質）」は、配列番号２２のポリペプチド（Ｔ
ｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈ
ｅｒ４）又はＨＥＲ４　ＥＣＤのそれぞれに含まれる、ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨ
ＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列内で、（ヒト）ＨＥＲ４、ＨＥＲ４のβヘアピン
、配列番号２のアミノ酸配列からなるポリペプチドに対して結合しないものを指す。好ま
しい一実施態様において、抗体は、配列番号６のヒトＨＥＲ４の細胞外ドメイン（ＥＣＤ
）（ヒトＨＥＲ４－ＥＣＤ）と交差反応しない場合、即ち、（例えば、抗原としてヒトＨ
ＥＲ４－ＥＣＤが可溶性分析物として注入される、固定化（例えば捕捉された）抗体を用
いて、２５℃で）表面プラズモン共鳴アッセイにおいて測定される結合シグナル（相対単
位（ＲＵ）で）が、バックグランドシグナル（ノイズ）の３倍低い場合、ヒトＨＥＲ４と
交差反応しない。好ましい一実施態様において、本発明の抗体は、配列番号２２のポリペ
プチド（ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４）と交差反応しない場合、ヒトＨＥＲ４と交差反
応しない。他の抗原に対する（例えば、ＨＥＲ２、ＨＥＲ１などに対する）交差反応性及
び非交差反応性は同様に定義される。
【００７０】
　本明細書で使用する用語「癌」は、例えば、肺癌、非小細胞肺（ＮＳＣＬ）癌、細気管
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支肺胞性細胞肺癌、骨癌、膵臓癌、皮膚癌、頭部又は頸部の癌、皮膚又は眼内黒色腫、子
宮癌、卵巣癌、直腸癌、肛門領域の癌、胃癌（stomach cancer）、胃癌（gastric cancer
）、結腸癌、乳癌、子宮癌、卵管の癌、子宮内膜癌、子宮頸部癌、膣の癌、外陰部の癌、
ホジキン病、食道癌、小腸癌、内分泌系の癌、甲状腺癌、副甲状腺癌、副腎癌、軟組織の
肉腫、尿道癌、陰茎癌、前立腺癌、膀胱癌、腎臓又は尿管の癌、腎細胞癌、腎盂癌、中皮
腫、肝細胞癌、胆管癌、中枢神経系（ＣＮＳ）の新生物、脊髄軸腫瘍、脳幹グリオーマ、
多形性膠芽腫、星状細胞腫、シュワン腫、上衣腫、髄芽腫、髄膜腫、扁平上皮癌、下垂体
腺腫、リンパ腫、リンパ性白血病であって良く、上記癌の何れかの難治性バージョン、又
は上記癌のうちの一又は複数の組み合わせを含む。好ましい一実施態様において、癌は、
乳癌、卵巣癌、子宮頸癌、肺癌又は前立腺癌である。好ましい一実施態様において、その
ような癌は、ＨＥＲ３の発現又は過剰発現によって更に特徴付けられる。更なる一実施態
様において、本発明は、原発腫瘍及び新たな転移の同時治療における使用のための本発明
の抗ＨＥＲ３抗体である。
【００７１】
　用語「キメラ」抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部分が特定の起源又は種から由来し、
一方重鎖及び／又は軽鎖の残りが異なる起源又は種から由来する抗体を指す。
【００７２】
　抗体の「クラス」は、その重鎖が保有する定常ドメイン又は定常領域のタイプを指す。
抗体の５つの主要なクラスがあり：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、及びこ
れらのいくつかは、さらにサブクラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２に
、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩＧＡ１、及びＩｇＡ２に分けることができる。免疫グロブリン
の異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインは、それぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ば
れる。
【００７３】
　本明細書で用いられる「細胞傷害性薬剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し
及び／又は細胞死若しくは破壊を生ずる物質を指す。細胞傷害性薬剤は、限定されないが
、放射性同位体（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ
１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体）；化学
療法剤又は薬物（例えば、メトトレキサート、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド（
ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファラン、マイ
トマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他のインターカレート剤）；増殖阻
害剤；酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素など；抗生物質；小分子毒素などの毒素、
又は細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性毒素（それらの断片及び／又はその変異体
を含む）；及び以下に開示される様々な抗腫瘍剤又は抗癌剤を包含する。好ましい一実施
態様において、「細胞傷害性薬剤」は、シュードモナス外毒素Ａ又はその変異体である。
好ましい一実施態様において、「細胞傷害性薬剤」は、アマトキシン又はその変異体であ
る。
【００７４】
　「エフェクター機能」は、抗体のアイソタイプにより変わる、抗体のＦｃ領域に起因す
る生物学的活性を指す。抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細
胞障害（ＣＤＣ）；Ｆｃレセプター結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害（ＡＤＣＣ）
；貪食作用；細胞表面レセプター（例えば、Ｂ細胞レセプター）のダウンレギュレーショ
ン；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００７５】
　薬剤、例えば、薬学的製剤の「有効量」は、例えば、所望の治療的又は予防的結果を達
成するために、必要な用量及び期間で有効な量を指す。
【００７６】
　用語「エピトープ」とは、抗体に対して特異的に結合できる任意のポリペプチド決定基
を含む。ある実施態様においては、エピトープ決定基は、分子、例えばアミノ酸、糖側鎖
、ホスホリル又はスルホニルなどの化学的活性表面基を含み、そしてある実施態様におい
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ては、特定の三次元構造特性及び／又は比電荷特性を有することができる。エピトープは
、抗体により結合される抗原の領域である。
【００７７】
　用語「Ｆｃ領域」は、定常領域の少なくとも一部を含む、免疫グロブリン重鎖のＣ末端
領域を定義するために使用される。その用語は、天然配列Ｆｃ領域と変異体Ｆｃ領域を含
む。一実施態様において、ヒトＩｇＧ重鎖Ｆｃ領域はＣｙｓ２２６又はＰｒｏ２３０から
重鎖のカルボキシル末端まで伸長する。しかし、Ｆｃ領域のＣ末端リジン（Ｌｙｓ４４７
）は存在しているか、又は存在していない場合がある。本明細書に明記されていない限り
、Ｆｃ領域又は定常領域内のアミノ酸残基の番号付けは、Kabat, E.A., et al., Sequenc
es of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Public Health Service, Nation
al Institutes of Health, Bethesda, MD(1991), NIH Publication 91-324２に記載され
るように、ＥＵインデックスとも呼ばれるＥＵ番号付けシステムに従う。
【００７８】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」は、超可変領域（ＨＶＲ）残基以外の可変ドメイン残
基を指す。可変ドメインのＦＲは、一般的に４つのＦＲのドメイン：ＦＲ１、ＦＲ２、Ｆ
Ｒ３、及びＦＲ４からなる。従って、ＨＶＲ及びＦＲ配列は一般にＶＨ（又はＶＬ）の以
下の配列に現れる：ＦＲ１－Ｈ１（Ｌ１）－ＦＲ２－Ｈ２（Ｌ２）－ＦＲ３－Ｈ３（Ｌ３
）－ＦＲ４。
【００７９】
　用語「完全長抗体」、「インタクトな抗体」及び「全抗体」は、本明細書中で互換的に
使用され、天然型抗体構造と実質的に類似の構造を有するか、又は本明細書で定義される
Ｆｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００８０】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞培養」は互換的に使用され、外因性
の核酸が導入された細胞を指し、そのような細胞の子孫を含める。宿主細胞は、「形質転
換体」及び「形質転換された細胞」を含み、継代の数に関係なく、それに由来する一次形
質転換細胞及び子孫が含まれる。子孫は親細胞と核酸含量が完全に同一ではないかもしれ
ないが、突然変異が含まれる場合がある。最初に形質転換された細胞においてスクリーニ
ング又は選択されたものと同じ機能又は生物活性を有する変異型子孫が本明細書において
含まれる。
【００８１】
　「ヒト抗体」は、ヒト又はヒト細胞により産生されるか、又はヒト抗体のレパートリー
又は他のヒト抗体をコードする配列を利用した非ヒト起源に由来する抗体のアミノ酸配列
に対応するアミノ酸配列を有するものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト抗原結合残
基を含むヒト化抗体を特に除外する。
【００８２】
　「ヒトコンセンサスフレームワーク」とは、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨフレーム
ワーク配列の選択において最も一般的に存在するアミノ酸残基を表すフレームワークであ
る。一般的には、ヒト免疫グロブリンＶＬ又はＶＨ配列の選択は、可変ドメイン配列のサ
ブグループからのものである。一般的には、配列のサブグループは、Kabat, E.A. et al.
, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., Bethesda MD(1991), N
IH Publication 91-3242, Vols. 1-3にあるサブグループである。一実施態様において、
ＶＬについて、サブグループは上掲のＫａｂａｔらにあるサブグループカッパＩである。
一実施態様において、ＶＨについて、サブグループは上掲のＫａｂａｔらにあるサブグル
ープＩＩＩである。
【００８３】
　「ヒト化」抗体は、非ヒトＨＶＲ由来のアミノ酸残基、及びヒトＦＲ由来アミノ酸残基
を含むキメラ抗体を指す。所定の実施態様において、ヒト化抗体は、少なくとも一つ、典
型的には二つの可変ドメインの実質的に全てを含み、ＨＶＲ（例えば、ＣＤＲ）の全て又
は実質的に全てが、非ヒト抗体のものに対応し、ＦＲの全て又は実質的に全てが、ヒト抗
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体のものに対応する。ヒト化抗体は、任意で、ヒト抗体由来の抗体定常領域の少なくとも
一部を含んでもよい。抗体の「ヒト化変異体」、例えば、非ヒト抗体は、ヒト化を遂げた
抗体を指す。好ましい一実施態様では、マウスＨＶＲが、「ヒト化抗体」を調製するため
のヒト抗体のフレームワーク領域に移植される。例えば、Riechmann, L., et al., Natur
e 332(1988) 323-327;及びNeuberger, M.S., et al., Nature 314(1985) 268-270を参照
。マウス可変領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列抗体Ｖ遺伝子のコレクションへアライ
ンされ、配列同一性及び相同性に従って分類された。アクセプター配列は、高い全配列相
同性に基づいて、任意でアクセプター配列中に既存の正しい標準残基の存在に基づいて選
択される（Poul, M-A. and Lefranc, M-P., in “Ingenierie des anticorps banques co
mbinatores" ed. by Lefranc, M-P. and Lefranc, G., Les Editions INSERM, 1997を参
照を参照）。生殖系列Ｖ遺伝子は、重鎖のＨＶＲ３の開始までの領域のみと、軽鎖のＨＶ
Ｒ３の真ん中までとをコードする。従って、生殖系列Ｖ遺伝子の遺伝子は、Ｖドメイン全
体に対してはアラインされない。ヒト化コンストラクトは、ヒトフレームワーク１から３
、マウスＨＶＲ、及びヒトＪＫ４由来のヒトフレームワーク４配列、及び軽鎖及び重鎖の
ＪＨ４配列をそれぞれ含む。一つの特定のアクセプター配列を選択する前に、ドナー抗体
のいわゆる標準的ループ構造を決定することができる（Morea, V., et al., Methods, Vo
l 20, Issue 3(2000) 267-279を参照）。これらの標準的なループ構造は、いわゆる標準
的な位置に存在する残基の種類によって決定される。これらの位置は、ＨＶＲ領域の外に
（部分的に）に存在し、親（ドナー）抗体のＨＶＲコンホメーションを維持するために、
最終的なコンストラクト中で機能的に同等に維持されるべきである。国際公開第２００４
／００６９５５号において、非ヒト成熟抗体中のＨＶＲの標準的なＨＶＲ構造タイプを同
定する工程；ヒト抗体可変領域用のペプチド配列のライブラリーを得る工程；ライブラリ
ー内の可変領域の標準的ＨＶＲ構造タイプを決定する工程；及び標準的なＨＶＲ構造が、
非ヒト及びヒト可変領域内の対応する位置で非ヒト抗体の標準的なＨＶＲ構造タイプと同
じであるヒト配列を選択する工程を含む抗体をヒト化するための方法が報告されている。
要約すると、潜在的なアクセプター配列は、高い全体の相同性に基づいて選択され、そし
て必要に応じて、更に、アクセプター配列中に既存の正しい標準残基の存在に基づいて選
択される。幾つかの場合には、単純なＨＶＲグラフト化は、非ヒト抗体の結合特異性の部
分的な保持を生じる。結合特異性を再構成するために、少なくとも幾つかの特異的な非ヒ
トフレームワーク残基が必要であり、又、ヒトフレームワークに移植されなければならな
いこと、即ち、いわゆる「復帰突然変異」が、非ヒトＨＶＲの導入に加えてなされる必要
があることが見出されている（例えば、Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86(
1989) 10,029-10,033; Co et al., Nature 351(1991) 501-502を参照）。これらの特定の
フレームワークアミノ酸残基は、ＦＲ－ＨＶＲとの相互作用に関与し、ＨＶＲのコンホメ
ーション（ループ）を安定化していた（例えば、Kabat et al., J. Immunol. 147(1991) 
1709を参照）。幾つかの場合には、正突然変異が、より緊密にヒト生殖細胞系配列を取り
入れるために導入される。従って、「本発明の抗体のヒト化変異体」（例えば、マウス起
源のもの）は、ＶＨ及びＶＬが、上記の標準的な技術（ＨＶＲ移植、及び必要に応じて、
フレームワーク領域、及びＨＶＲ－Ｈ１、ＨＶＲ－Ｈ２、ＨＶＲ－Ｌ１又はＨＶＲ－Ｌ２
の特定のアミノ酸のその後の突然変異誘発を含み、一方で、ＨＶＲ－Ｈ３及びＨＶＲ－Ｌ
３は未修正のままである）によってヒト化されたマウス抗体の配列に基づく抗体を指す。
【００８４】
　本明細書で使用される用語「超可変領域」又は「ＨＶＲ」は、配列が超可変であるか（
「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」）、及び／又は構造的に定義されたループ（「超可変
ループ」）を形成し、及び／又は抗原接触残基（「抗原接触」）を含む、抗体可変ドメイ
ンの各領域を指す。一般的に、抗体は、６つのＨＶＲ：ＶＨ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）に３つ
、及びＶＬ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）に３つを含む。本明細書における典型的のＨＶＲは、以
下を含む：（ａ）アミノ酸残基２６－３２（Ｌ１）、５０－５２（Ｌ２）、９１－９６（
Ｌ３）、２６－３２（Ｈ１）、５３－５５（Ｈ２）、及び９６－１０１（Ｈ３）で生じる
超可変ループ（Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917(1987)）；（ｂ）アミノ
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酸残基２４－３４（Ｌ１）、５０－５６（Ｌ２）、８９－９７（Ｌ３）、３１－３５ｂ（
Ｈ１）、５０－６５（Ｈ２）、及び９５－１０２（Ｈ３）で生じるＣＤＲ（Kabat et al.
, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service
, National Institutes of Health, Bethesda, MD(1991)）；（ｃ）アミノ酸残基２７ｃ
－３６（Ｌ１）、４６－５５（Ｌ２）、８９－９６（Ｌ３）、３０－３５ｂ（Ｈ１）、４
７－５８（Ｈ２）、及び９３－１０１（Ｈ３）で生じる抗原接触（MacCallum et al. J. 
Mol. Biol. 262: 732-745(1996)）；及び（ｄ）ＨＶＲのアミノ酸残基４６－５６（Ｌ２
）、４７－５６（Ｌ２）、４８－５６（Ｌ２）、４９－５６（Ｌ２）、２６－３５（Ｈ１
）、２６－３５ｂ（Ｈ１）、４９－６５（Ｈ２）、９３－１０２（Ｈ３）、及び９４－１
０２（Ｈ３）を含む、（ａ）、（ｂ）、及び／又は（ｃ）の組合せ。
【００８５】
　特に断らない限り、可変ドメイン内のＨＶＲ残基及び他の残基（例えば、ＦＲ残基）は
、上掲のKabatらに従い、本明細書において番号が付けられる。
【００８６】
　「イムノコンジュゲート」は、一以上の異種分子にコンジュゲートされた抗体であり、
限定されないが、細胞傷害性薬剤を含む。
【００８７】
　「個体」又は「被検体」は、哺乳動物である。哺乳動物は、限定されないが、家畜動物
（例えば、ウシ、ヒツジ、ネコ、イヌ、ウマ）、霊長類（例えば、ヒト、及びサルなどの
非ヒト霊長類）、ウサギ、げっ歯類（例えば、マウス及びラット）を含む。所定の実施態
様において、個体又は被検体はヒトである。
【００８８】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から分離されたものである。幾つかの実施
態様において、抗体は、例えば、電気泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、等電点電気泳動
（ＩＥＦ）、キャピラリー電気泳動）又はクロマトグラフィー（例えば、イオン交換又は
逆相ＨＰＬＣ）により決定されるように、９５％以上又は９９％の純度に精製される。抗
体純度の評価法の総説としては、例えば、Flatman, S. et al., J. Chromatogr. B 848(2
007) 79-87を参照のこと。
【００８９】
　「単離された」核酸は、その自然環境の成分から分離された核酸分子を指す。単離され
た核酸は、核酸分子を通常含む細胞に含まれる核酸分子を含むが、しかし、その核酸分子
は、染色体外又はその自然の染色体上の位置とは異なる染色体位置に存在している。
【００９０】
　「抗ＨＥＲ３抗体をコードする単離された核酸」は、抗体の重鎖及び軽鎖（又はその断
片）をコードする一以上の核酸分子を指し、単一のベクター又は別個のベクター内のその
ような核酸分子、及び宿主細胞の一以上の位置に存在するそのような核酸分子を含む。
【００９１】
　本明細書で使用される用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味し、すなわち、例えば、天然に生じる変異を含み、又はモノクロー
ナル抗体製剤の製造時に発生し、一般的に少量で存在している変異体などの、可能性のあ
る変異体抗体を除き、集団を構成する個々の抗体は同一であり、及び／又は同じエピトー
プに結合する。異なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を典型的に含むポリクロ
ーナル抗体の調製物とは異なり、モノクローナル抗体の調製物の各モノクローナル抗体は
、抗原の単一の決定基に対するものである。「モノクローナル」なる修飾語句は、抗体の
、実質的に均一な抗体の集団から得られたものであるという特性を示し、抗体を何か特定
の方法で製造しなければならないと解釈されるべきものではない。例えば、本発明に従っ
て使用されるモノクローナル抗体は、限定されないが、ハイブリドーマ法、組換えＤＮＡ
法、ファージディスプレイ法、ヒト免疫グロブリン遺伝子座の全部又は一部を含むトラン
スジェニック動物を利用する方法を含む様々な技術によって作成され、モノクローナル抗
体を作製するためのそのような方法及び他の例示的な方法は、本明細書に記載されている
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。
【００９２】
　用語「Ｍａｂ」は、モノクローナル抗体を指し、一方用語「ｈＭａｂ」は、そのような
モノクローナル抗体のヒト化変異体を指す。
【００９３】
　「ネイキッド抗体」とは、異種の部分（例えば、細胞傷害性部分）又は放射性標識にコ
ンジュゲートしていない抗体を指す。ネイキッド抗体は、薬学的製剤中に存在してもよい
。（先行技術がイムノコンジュゲートを有する場合に含まれる）。
【００９４】
　「天然型抗体」は、様々な構造を有する、天然に生じる免疫グロブリンを指す。例えば
、天然型ＩｇＧ抗体は、ジスルフィド結合している２つの同一の軽鎖と２つの同一の重鎖
から成る、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。Ｎ末端からＣ
末端に、各重鎖は、可変重鎖ドメイン又は重鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域（ＶＨ
）、続いて３つの定常ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３）を有する。同様に、Ｎ末端
からＣ末端に、各軽鎖は、可変軽鎖ドメイン又は軽鎖可変ドメインとも呼ばれる可変領域
（ＶＬ）、続いて軽鎖定常領域とも呼ばれる定常軽鎖（ＣＬ）ドメインを有する。抗体の
軽鎖は、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）とラムダ（λ）と呼
ばれる、２つのタイプのいずれかに割り当てることができる。
【００９５】
　用語「パッケージ挿入物」は、効能、用法、用量、投与、併用療法、禁忌についての情
報、及び／又はそのような治療用製品の使用に関する警告を含む、治療用製品の商用パッ
ケージに慣習的に含まれている説明書を指すために使用される。
【００９６】
　「参照ポリペプチド配列に関する「パーセント（％）アミノ酸配列同一性」は、配列を
整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入した後、如何
なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、参照ポリペプチドのアミノ酸残基
と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミ
ノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種
々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（Ｄ
ＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェアのような公に入手可能なコンピュータソフトウェアを使用す
ることにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のア
ラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定
するための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの目的のためには
、％アミノ酸配列同一性値は、配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ－２を用いて
得られる。ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社によって
作成され、ソースコードは米国著作権庁、Washington D.C., 20559に使用者用書類ととも
に提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の下で登録されている。ＡＬＩＧＮ
－２プログラムはジェネンテック社、South San Francisco, Californiaを通して公的に
入手可能であり、ソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ－２プログラムは
、ＵＮＩＸオペレーティングシステム、特にデジタルＵＮＩＸ Ｖ４．０Ｄでの使用のた
めにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ－２プログラムによっ
て設定され変動しない。
【００９７】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ－２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（或いは、
与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して所定の％アミノ酸配列同一性を有する又
は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは、Ａ及びＢのプログラムアラインメントにおいて、配列アラインメントプロ
グラムＡＬＩＧＮ－２によって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、
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ＹはＢの全アミノ酸残基の全数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと
一致しない場合、ＡのＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配
列同一性とは一致しないと評価されるであろう。特に断らない限りは、ここで使用される
全ての％アミノ酸配列同一性値は、直前のパラグラフに記載したように、ＡＬＩＧＮ－２
コンピュータプログラムを用いて得られる。
【００９８】
　用語「薬学的製剤」は、その中に有効で含有される活性成分の生物学的活性を許容する
ような形態であって、製剤を投与する被検体にとって許容できない毒性である他の成分を
含まない調製物を指す。
【００９９】
　「薬学的に許容される担体」は、被検体に非毒性であり、有効成分以外の薬学的製剤中
の成分を指す。薬学的に許容される担体は、限定されないが、緩衝剤、賦形剤、安定剤、
又は保存剤を含む。
【０１００】
　特に断らない限り、本明細書で使用する用語「ＨＥＲ３」は、霊長類（例えばヒト）及
びげっ歯類（例えば、マウス、ラット）などの哺乳動物を含む任意の脊椎動物由来の任意
の天然型ＨＥＲ３を指す。その用語は、「完全長」で未処理のＨＥＲ３、並びに細胞内で
のプロセシングから生じた任意の形態のＨＥＲ３を含む。その用語はまた、ＨＥＲ３の天
然に生じる変異体、例えば、スプライスバリアント又は対立遺伝子変異体を含む。典型的
なヒトＨＥＲ３のアミノ酸配列は、配列番号３に示される。「ヒトＨＥＲ３」（ＥｒｂＢ
－３、ＥＲＢＢ３、ｃ－ｅｒｂＢ－３、ｃ－ｅｒｂＢ３、受容体チロシンプロテインキナ
ーゼｅｒｂＢ－３、配列番号３）は、ＨＥＲ１（ＥＧＦＲとしても知られる）、ＨＥＲ２
、及びＨＥＲ４を含む、受容体チロシンキナーゼの上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）ファ
ミリーのメンバーをコードする（Kraus, M.H. et al, PNAS 86(1989) 9193-9197; Plowma
n, G.D. et al, PNAS 87(1990) 4905-4909; Kraus, M.H. et al, PNAS 90(1993) 2900-29
04）。プロトタイプの上皮成長因子受容体と同様に、膜貫通受容体ＨＥＲ３は、細胞外リ
ガンド結合ドメイン（ＥＣＤ）、ＥＣＤ内の二量体化ドメイン、膜貫通ドメイン、細胞内
タンパク質チロシンキナーゼドメイン（ＴＫＤ）及びＣ末端リン酸化ドメインからなる。
この膜結合タンパク質は、細胞外ドメイン内にヘレグリン（ＨＲＧ）結合ドメインを有し
ているが、活性なキナーゼドメインは有していない。従って、このリガンドに結合できる
が、タンパク質のリン酸化を介して細胞内にシグナルを伝達することはできない。しかし
、それはキナーゼ活性を有する他のＨＥＲファミリーメンバーとヘテロダイマーを形成す
る。ヘテロ二量体化は、受容体媒介性シグナル伝達経路の活性化とその細胞内ドメインの
トランスリン酸化へと導く。ＨＥＲファミリーメンバーとの間の二量体形成は、ＨＥＲ３
のシグナル伝達の可能性を拡大し、シグナル多様化のためだけでなくシグナル増幅のため
の手段である。例えば、ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ二量体は、ＨＥＲファミリーメンバー
間のＰＩ３ＫとＡＫＴ経路を介して、最も重要な有糸分裂シグナルの一つを誘導する（Sl
iwkowski M.X., et al, J. Biol. Chem. 269(1994) 14661-14665; Alimandi M, et al, O
ncogene. 10(1995) 1813-1821; Hellyer, N.J., J. Biol. Chem. 276(2001) 42153-4261;
 Singer, E., J. Biol. Chem. 276(2001) 44266-44274; Schaefer, K.L., Neoplasia 8(2
006) 613-622）。ＨＥＲ３及びＨＥＲ受容体ファミリー及びＮＧＲリガンドファミリー内
のその様々な相互作用の概要については、例えば、G Sithanandam et al Cancer Gene Th
erapy(2008) 15, 413－448を参照。
【０１０１】
　興味深いことに、その平衡状態において、ＨＥＲ３受容体は、その「閉じたコンホメー
ション」で存在し、このことは、ヘテロ二量体化ＨＥＲ３ベータヘアピンモチーフはＨＥ
Ｒ３のＥＣＤドメインＩＶへの非共有結合性相互作用を介して係留されていることを意味
している（図１ｃを参照）。これは、「閉じた」ＨＥＲ３コンホメーションは、特異的な
ＨＥＲ３ヘレグリン結合部位でのリガンドヘレグリンの結合を介して開くことができると
想定される。これは、ＨＥＲ３のＥＣＤドメインＩとドメインＩＩＩによって形成された
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ＨＥＲ３界面で起こる。この相互作用により、ＨＥＲ３受容体が活性化され、その「開い
たコンホメーション」へと移行されると考えられる（図１ｂ及びBaselga, J. et al, Nat
 Rev Cancer 9(2009). 463-475及びDesbois-Mouthon, C., at al, Gastroenterol Clin B
iol 34(2010) 255-259を参照）。この開いたコンホメーションにおいて、ヘテロ二量体化
とＨＥＲ２によるトランシグナル（ｔｒａｎｓｉｇｎａｌ）誘導が可能である（図１ｂを
参照）。
【０１０２】
　本明細書で用いられるように、「治療」（及び「治療する（treat）」又は「治療して
いる（treating）」など文法上の変形）は、治療されている個体の自然経過を変えようと
試みる臨床的介入を指し、予防のため又は臨床病理の過程においてのどちらかで実行でき
る。治療の望ましい効果は、限定されないが、疾患の発症又は再発を予防すること、症状
の緩和、疾患の直接的又は間接的な病理学的帰結の縮小、転移を予防すること、疾患の進
行の速度を遅らせること、疾患状態の改善又は緩和、及び寛解又は予後の改善を含む。幾
つかの実施態様において、本発明の抗体は、疾患の発症を遅延させるか又は疾患の進行を
遅くするために使用される。
【０１０３】
　用語「可変領域」又は「可変ドメイン」は、抗体の抗原への結合に関与する抗体の重鎖
又は軽鎖のドメインを指す。天然型抗体の可変重鎖ドメイン及び軽鎖（それぞれＶＨ及び
ＶＬ）は、４つの保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）と３つの超可変領域（ＨＶＲ）
を含む各ドメインを有し、一般的に似たような構造を有する。（例えば、Kindt, T.J., e
t al., Kuby Immunology、第６版、W.H. Freeman and Co., N.Y.(2007)、91頁）を参照）
。単一のＶＨ又はＶＬドメインが、抗原結合特異性を付与するのに十分であり得る。更に
、特定の抗原に結合する抗体は、相補的なＶＬ又はＶＨドメインのそれぞれのライブラリ
ーをスクリーニングするために、抗原に特異的に結合する抗体由来のＶＨ又はＶＬドメイ
ンを用いて単離することができる。例えば、Portolano, S. et al., J. Immunol. 150(19
93) 880-887; Clackson, T. et al., Nature 352(1991) 624-628)を参照。
【０１０４】
　本明細書で使用される、用語「ベクター」は、それがリンクされている別の核酸を伝播
することができる核酸分子を指す。この用語は、自己複製核酸構造としてのベクター、並
びにそれが導入された宿主細胞のゲノムに組み込まれたベクターを含む。ある種のベクタ
ーは、それらが動作可能なようにリンクされている核酸の発現を指示することができる。
このようなベクターは、本明細書では「発現ベクター」と言う。
【０１０５】
ＩＩ．組成物及び方法
　一態様において、本発明は一部が、ＳｌｙＤスキャフォールド内で３次元的に配向して
機能的に提示されるＨＥＲ３及びＨＥＲ４のベータヘアピンを使用して（例えば図２、配
列番号１３及び１７から２４のポリペプチドを参照）、ＨＥＲ３のベータヘアピンに特異
的であり、ＨＥＲ４のβヘアピンとは交差反応しない、抗体を選択することが可能である
という知見にもとづいている。
【０１０６】
　ある実施態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（及びヒトＨＥＲ４と交差反
応しない）抗体を提供し、ここで、抗体はヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ
ＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合する。
【０１０７】
　本発明の抗体は、例えば癌の診断又は癌の治療のために有用である。
【０１０８】
Ａ．典型的な抗ＨＥＲ３抗原結合タンパク質及び抗体
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を提供し、
ａ）抗原結合タンパク質は、



(26) JP 2016-503294 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドに結合し、
かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドと交差反応しない。
【０１０９】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を更に提供し、
ａ）抗原結合タンパク質は、
　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しない。
【０１１０】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を更に提供し、
ａ）抗原結合タンパク質は、配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチ
ドに結合し、
かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチ
ドと交差反応しない。
【０１１１】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
原結合タンパク質を更に提供し、
ａ）抗原結合タンパク質は、配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ
３）に含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列
内に結合し、かつ
ｂ）抗原結合タンパク質は、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ
４）に含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列
と交差反応しない。
【０１１２】
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　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を提供し、
ａ）抗体は、
　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに結合し、
かつ
ｂ）抗体は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドと交差反応しない。
【０１１３】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を更に提供し、
ａ）抗体は、
　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３からなる群から選択されるポリペプチド
に含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に
結合し；
かつ
ｂ）抗体は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しない。
【０１１４】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を更に提供し、
ａ）抗体は、配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチドに結合し、
かつ
ｂ）抗体は、配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチドと交差反応し
ない。
【０１１５】
　本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗
体を更に提供し、
ａ）抗体は、配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３）に含まれる
ＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、か
つ
ｂ）抗体は、配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）に含まれる
ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しな
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い。
【０１１６】
　一態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しな
い）単離された抗体を提供し、ここで、抗体はヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱ
ＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合する。
【０１１７】
　ある実施態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反
応しない）単離された抗体を提供し、ここで、抗体は以下の特性：
ａ）抗体は、配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
ｂ）抗体は、活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
ｃ）抗体は、
　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
及び／又は
ｄ）抗体は、ＨＥＲ３のβヘアピン領域に結合し；及び／又は
ｅ）抗体は、ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害し（実施例６を参
照）；及び／又は
ｆ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳ
ｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３－
ＥＣＤ（配列番号４）への結合の結合定数（Ｋａ）との比（Ｋａ（サーマス・サーモフィ
ラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を有
し；及び／又は
ｇ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳ
ｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣＤ
（配列番号４）への結合のモル比ＭＲとの比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有し；
ｈ）抗体は、配列番号２のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；及び／又は
ｉ）抗体は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；
及び／又は
ｊ）抗体は、ＨＥＲ４のβヘアピン領域に対して交差反応性を有さず；及び／又は
ｋ）抗体は、ＨＥＲ３への結合をヘレグリンと競合せず（実施例５を参照）；及び／又は
ｌ）抗体は、ＨＥＲ３へのヘレグリンの結合を誘導し（実施例５を参照）；及び／又は
ｍ）抗体は、ＨＥＲ３－ＥＣＤに、ＫＤ値≦１×１０－８Ｍの親和性で結合し（一実施態
様において、１×１０－８Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で；（一実施態様において、
１×１０－９Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で）；及び／又は
ｎ）抗体は、ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し
（実施例２及び３を参照）；及び／又は
ｏ）抗体は、ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し
、かつＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）からなるポリペプチドと
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交差反応しない（実施例２及び３を参照）；及び／又は
ｐ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイン
キュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レベルと比較
した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示し（実施例２ｂを参
照）；及び／又は
ｑ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイン
キュベーション後の４時間後に、ヘレグリンの存在下で、ＨＥＲ３のほぼ完全な内部移行
を示す（実施例２ｂを参照）
の一以上を有する（また各単一の特性の各組み合わせも本明細書で意図される）。
【０１１８】
　ある実施態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反
応しない）単離された抗体を提供し、ここで、抗体は以下の特性：
ａ）抗体は、配列番号１のアミノ酸配列に結合し；かつ
　　抗体は、配列番号２のアミノ酸配列と交差反応しない；
及び／又は
ｂ）抗体は、活性化性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；かつ
　　抗体は、活性化性化ＨＥＲ４における配列番号２のアミノ酸配列と交差反応しない；
及び／又は
ｃ）抗体は、
　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
かつ、抗体は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列内に結合しない；
及び／又は
ｄ）抗体は、
　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに結合し；
かつ抗体は、
　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドと交差反応しない；
及び／又は
ｅ）抗体はＨＥＲ３のβヘアピン領域に結合し；及び抗体はＨＥＲ４のβヘアピン領域と
交差反応しない；
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及び／又は
ｆ）抗体は、アミノ酸配列ＰＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）を含む１５アミノ酸
長のポリペプチド、及びアミノ酸配列ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番
号２）からなるポリペプチドと交差反応しない；及び／又は
ｇ）抗体は、アミノ酸配列ＰＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）を含む１５アミノ酸
長のポリペプチドに結合する
の一以上を有する（また各単一の特性の各組み合わせも本明細書で意図される）。
【０１１９】
　ある実施態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反
応しない）単離された抗体を提供し、ここで、抗体は、アミノ酸配列ＰＶＹＮＫＬＴＦＱ
ＬＥ（配列番号４８）を含む１５アミノ酸長のポリペプチドに結合し、かつアミノ酸配列
ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）からなるポリペプチドと交差反
応しない。
【０１２０】
　ある実施態様において、本発明は、ヒトＨＥＲ３に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反
応しない単離された抗体を提供し、ここで、抗体は、ＰＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号
４８）のアミノ酸配列を含む１５アミノ酸長のポリペプチドに結合する。
【０１２１】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号２７のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｅ
）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号３０のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される、少なくとも一、二、三、四、五、又は六のＨＶ
Ｒを含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１２２】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号２７のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＨ
　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、配列番号
２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。別の実施態様において、抗体は配列番号
２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３、及び配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む。更なる実施態様において、抗体は、配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｈ３、配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３、及び配列番号２５のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１を含む。更なる実施態様において、抗体は、（ａ）配列番号
２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。
【０１２３】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１
；（ｂ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３０のア
ミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶ
Ｌ　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、（ａ）
配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号２９のアミノ酸配列を
含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む。
【０１２４】
　別の態様において、本発明は、（ａ）（ｉ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ１；（ｉｉ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｉｉｉ）配列番号
２７から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；から選択される少なくとも一つ、
二つ、又は三つ全てのＶＨ　ＨＶＲ配列を含むＶＨドメイン；及び（ｂ）（ｉ）配列番号
２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｉｉ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｌ２；及び（ｉｉｉ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択さ
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れる少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＬ　ＨＶＲ配列を含むＶＬドメインを含む
。
【０１２５】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１
；（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号２７のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（
ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号３０から選択
されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１２６】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号３１のＶＨ配列、及び配列番号３２のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【０１２７】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号３５のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｅ
）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号３８のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される、少なくとも一、二、三、四、五、又は六のＨＶ
Ｒを含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１２８】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号３５のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＨ
　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、配列番号
３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。別の実施態様において、抗体は配列番号
３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３、及び配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む。更なる実施態様において、抗体は、配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｈ３、配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３、及び配列番号３３のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１を含む。更なる実施態様において、抗体は、（ａ）配列番号
３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｈ２、及び（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。
【０１２９】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１
；（ｂ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３８のア
ミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶ
Ｌ　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、（ａ）
配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号３７のアミノ酸配列を
含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む。
【０１３０】
　別の態様において、本発明は、（ａ）（ｉ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ１；（ｉｉ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｉｉｉ）配列番号
３５から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；から選択される少なくとも一つ、
二つ、又は三つ全てのＶＨ　ＨＶＲ配列を含むＶＨドメイン；及び（ｂ）（ｉ）配列番号
３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｉｉ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｌ２；及び（ｉｉｉ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択さ
れる少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＬ　ＨＶＲ配列を含むＶＬドメインを含む
。
【０１３１】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１
；（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号３５のアミノ
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酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（
ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号３８から選択
されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１３２】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号３９のＶＨ配列、及び配列番号４０のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【０１３３】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号４３のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｅ
）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号４６のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される、少なくとも一、二、三、四、五、又は六のＨＶ
Ｒを含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１３４】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号４３のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＨ
　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、配列番号
４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。別の実施態様において、抗体は配列番号
４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３、及び配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む。更なる実施態様において、抗体は、配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｈ３、配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３、及び配列番号４１のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１を含む。更なる実施態様において、抗体は、（ａ）配列番号
４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。
【０１３５】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１
；（ｂ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号４６のア
ミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶ
Ｌ　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、（ａ）
配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号４５のアミノ酸配列を
含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む。
【０１３６】
　別の態様において、本発明は、（ａ）（ｉ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ１；（ｉｉ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｉｉｉ）配列番号
４３から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；から選択される少なくとも一つ、
二つ、又は三つ全てのＶＨ　ＨＶＲ配列を含むＶＨドメイン；及び（ｂ）（ｉ）配列番号
４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｉｉ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｌ２；及び（ｉｉｉ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択さ
れる少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＬ　ＨＶＲ配列を含むＶＬドメインを含む
。
【０１３７】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１
；（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号４３のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（
ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号４６から選択
されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１３８】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、



(33) JP 2016-503294 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

ｉ）配列番号４７のＶＨ配列、及び配列番号４８のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【０１３９】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号５１のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｅ
）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号５４のアミノ酸
配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される、少なくとも一、二、三、四、五、又は六のＨＶ
Ｒを含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４０】
　一態様において、本発明は、（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号５１のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＨ
　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、配列番号
５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。別の実施態様において、抗体は配列番号
５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３、及び配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む。更なる実施態様において、抗体は、配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｈ３、配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３、及び配列番号４９のアミ
ノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１を含む。更なる実施態様において、抗体は、（ａ）配列番号
４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶ
Ｒ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３を含む。
【０１４１】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１
；（ｂ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号５４のア
ミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択される少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶ
Ｌ　ＨＶＲ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。一実施態様において、抗体は、（ａ）
配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号５３のアミノ酸配列を
含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む。
【０１４２】
　別の態様において、本発明は、（ａ）（ｉ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ１；（ｉｉ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｉｉｉ）配列番号
５１から選択されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；から選択される少なくとも一つ、
二つ、又は三つ全てのＶＨ　ＨＶＲ配列を含むＶＨドメイン；及び（ｂ）（ｉ）配列番号
５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｉｉ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨ
ＶＲ－Ｌ２；及び（ｉｉｉ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３から選択さ
れる少なくとも一つ、二つ、又は三つ全てのＶＬ　ＨＶＲ配列を含むＶＬドメインを含む
。
【０１４３】
　別の態様において、本発明は、（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１
；（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；（ｃ）配列番号５１のアミノ
酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（
ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｆ）配列番号５４から選択
されるアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４４】
　一実施態様において、そのような抗ＨＥＲ３抗体は、
ｉ）配列番号５６のＶＨ配列、及び配列番号５７のＶＬ配列を含み；
ｉｉ）ｉ）のうちの抗体のＶＨ及びＶＬのヒト化変異体を含む。
【０１４５】
　別の態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
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　（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４６】
　別の態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４７】
　別の態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４８】
　別の態様において、本発明は、
ｉ）（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供する。
【０１４９】
　上記実施態様の何れかにおいて、抗ＨＥＲ３抗体はヒト化されている。一実施態様にお
いて、抗ＨＥＲ３抗体は、上記実施態様の何れかににあるＨＶＲを含み、更に、アクセプ
ターヒトフレームワーク、例えば、ヒト免疫グロブリンフレームワーク又はヒトコンセン
サスフレームワークを含む。別の実施態様において、抗ＨＥＲ３抗体は、上記実施態様の
何れかににあるＨＶＲを含み、更に、ヒト生殖系列ＩＭＧＴ＿ｈＶＨ＿１＿４６又はＩＭ
ＧＴ＿ｈＶＨ＿３＿１５のフレームワーク領域を含むＶＨ、及びヒト生殖系列ＩＭＧＴ＿
ｈＶＫ＿１＿３３のフレームワーク領域を含むＶＬを含む。ヒト生殖系列のフレームワー
ク領域及び配列は、Poul, M-A. and Lefranc, M-P., in “Ingenierie des anticorps ba
nques combinatores" ed. by Lefranc, M-P. and Lefranc, G., Les Editions INSERM, 1
997に記載されている。全てのヒト生殖系列の重鎖及び軽鎖可変フレームワーク領域は、
例えば、Lefranc, M.P., Current Protocols in Immunology (2000) - Appendix 1P A.1P
.1-A.1P.37に一覧され、ＩＭＧＴ、国際免疫遺伝学情報システム（the international Im
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MunoGeneTics information system）（登録商標）（http://imgt.cines.fr）又はhttp://
vbase.mrc-cpe.cam.ac.ukを介してアクセス可能である。
【０１５０】
　別の態様において、本発明は、
Ａ）
　ｉ）（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体
Ｂ）
　ｉ）（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体
Ｃ）
　ｉ）（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体
Ｄ）
　ｉ）（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
　ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲ
のヒト化変異体
を含む抗ＨＥＲ３抗体を提供し、
ここで、抗体は以下の特性：
　ａ）抗体は、配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｂ）抗体は、ヒトＨＥＲ４と交差反応しない；及び／又は
　ｃ）抗体は、活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｄ）抗体は、
　　　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
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　　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
及び／又は
　ｅ）抗体は、ＨＥＲ３のβヘアピン領域に結合し；及び／又は
　ｆ）抗体は、ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害し；及び／又は
　ｇ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラス
ＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３
－ＥＣＤ（配列番号４）への結合の結合定数（Ｋａ）との比（Ｋａ（サーマス・サーモフ
ィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を
有し；及び／又は
　ｈ）抗体は、表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラス
ＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣ
Ｄ（配列番号４）への結合のモル比ＭＲのと比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙ
Ｄ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有し；
　ｉ）抗体は、配列番号２のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｊ）抗体は、
　　　　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列に対して交差反応性を示さず；
及び／又は
　ｋ）抗体は、ＨＥＲ４のβヘアピン領域に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｌ）抗体は、ＨＥＲ３への結合をヘレグリンと競合せず；及び／又は
　ｍ）抗体は、ヘレグリンのＨＥＲ３への結合を誘導し；及び／又は
　ｎ）抗体は、ＨＥＲ３－ＥＣＤに、ＫＤ値≦１×１０－８Ｍの親和性で結合し（一実施
態様において、１×１０－８Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で；（一実施態様において
、１×１０－９Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で）；及び／又は
　ｏ）抗体は、ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結
合し；及び／又は
　ｐ）抗体は、ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結
合し、及びＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）からなるポリペプチ
ドと交差反応しない；及び／又は
　ｑ）抗体は、ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗
体とのインキュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レ
ベルと比較した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示し；及び
／又は
　ｒ）抗体は、ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗
体とのインキュベーション後の４時間後に、ヘレグリンの存在下で、ＨＥＲ３のほぼ完全
な内部移行を示す
の一以上を有する。
【０１５１】
　更なる態様において、本発明は、本明細書に提供される抗ＨＥＲ３抗体と同じエピトー
プに結合する抗体を提供する。例えば、ある実施態様において、配列番号３１のＶＨ配列
及び配列番号３２のＶＬ配列を含む抗ＨＥＲ３抗体と同じエピトープに結合する抗体が提
供される。ある実施態様において、アミノ酸ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）
からなるヒトＨＥＲ３の断片内のエピトープに結合する抗体が提供される。ある実施態様
において、アミノ酸ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるヒトＨＥＲ３の
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断片内のエピトープに結合し、及びアミノ酸ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（
配列番号２）からなるヒトＨＥＲ４の断片と交差反応しない抗体が提供される。
【０１５２】
１．抗体親和性
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、≦１μＭ、≦１００ｎＭ、≦１
０ｎＭ、≦１ｎＭ、≦０．１ｎＭ、≦０．０１ｎＭ、又は≦０．００１ｎＭ（例えば、１
０－８Ｍ以下、例えば１０－８Ｍから１０－１３Ｍ、例えば１０－９Ｍから１０－１３Ｍ
）の解離定数ＫＤを有する。
【０１５３】
　一つの好ましい実施態様において、～１０反応単位（ＲＵ）の固定した抗原ＣＭ５チッ
プを用いて２５℃のＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標））を用いる表面プラズモン共鳴アッセイ
を使用してＫＤを測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ（ＣＭ５、 BIACORE Inc.）を、提供者の指示書に従ってＮ－エチル－Ｎ’－
（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）及びＮ－ヒドロキシ
スクシニミド（ＮＨＳ）で活性化する。抗原を１０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．８）で
５μｇ／ｍｌ（０．２μＭ）に希釈し、結合したタンパク質の反応単位（ＲＵ）がおよそ
１０になるように５μｌ／分の流速で注入する。抗原の注入後、反応しない群をブロック
するために１Ｍのエタノールアミンを注入した。動力学的な測定のために、Ｆａｂの２倍
の段階希釈（０．７８ｎＭから５００ｎＭ）を、２５°Ｃで、およそ２５μｌ／分の流速
で０．０５％ポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ－２０ＴＭ）界面活性剤（ＰＢＳＴ）を含
むＰＢＳに注入する。結合センサーグラム及び解離センサーグラムを同時にフィットさせ
ることによる単純１対１ラングミュア結合モデル（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）評価ソフ
トウェアバージョン３．２）を用いて、結合速度（（ｋｏｎ又はｋａ）と解離速度（ｋｏ

ｆｆ又はｋｄ）を算出する。平衡解離定数ＫＤは、比率Ｋｄ／Ｋｄ（ｋｏｆｆ／ｋｏｎ．

）として計算される。例えば、Chen, Y. et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 865-881を
参照。上記の表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１ｓ－１を上回る
場合、結合速度は、分光計、例えば流動停止を備えた分光光度計（Aviv Instruments）又
は撹拌キュベットを備えた８０００シリーズ ＳＬＭ－ＡＭＩＮＣＯＴＭ分光光度計（Ｔ
ｈｅｒｍｏＳｐｅｃｔｒｏｎｉｃ）で測定される漸増濃度の抗原の存在下、２５℃で、Ｐ
ＢＳ（ｐＨ７．２）中２０ｎＭ抗抗原抗体（Ｆａｂ型）の蛍光放出強度（励起＝２９５ｎ
ｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ）における増加又は減少を測定する蛍光消光
技術を用いて測定することができる。
【０１５４】
２：抗体断片
　所定の実施態様において、本明細書で提供される抗体は抗体断片である。抗体断片は、
限定されないが、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、及びｓｃ
Ｆｖ断片、及び下記の他の断片を含む。所定の抗体断片の総説については、Hudson, P.J.
 et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134を参照。ｓｃＦｖ断片の総説については、例えば
、Plueckthun, A., In; The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113, Rosen
burg and Moore (eds.), Springer-Verlag, New York (1994), pp. 269-315を参照；また
、国際公開第９３／１６１８５号；及び米国特許第５，５７１，８９４号及び第５，５８
７，４５８号も参照。サルベージ受容体結合エピトープ残基を含み、かつインビボ半減期
を増加させたＦａｂ及びＦ（ａｂ’）２断片の議論については、米国特許第５８６９０４
６号を参照のこと。
【０１５５】
　ダイアボディは２価又は二重特異性であり得る２つの抗原結合部位を有する抗体断片で
ある。例えば、欧州特許第０４０４０９７号；国際公開第１９９３／０１１６１号； Hud
son, P.J. et al., Nat. Med. 9 (2003) 129-134；及びHolliger, P. et al., Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448を参照。トリアボディ及びテトラボディもまた
、Hudson, P.J. et al., Nat. Med. 9 (20039 129-134)に記載されている。
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【０１５６】
　単一ドメイン抗体は、抗体の重鎖可変ドメインの全て又は一部、又は軽鎖可変ドメイン
の全て又は一部を含む抗体断片である。所定の実施態様において、単一ドメイン抗体は、
ヒト単一ドメイン抗体である（Domantis, Inc., Waltham, MA；例えば、米国特許第６，
２４８，５１６Ｂ１号を参照）。
【０１５７】
　抗体断片は様々な技術で作成することができ、限定されないが、本明細書に記載するよ
うに、インタクトな抗体の分解、並びに組換え宿主細胞（例えば、大腸菌又はファージ）
による製造を含む。
【０１５８】
３：キメラ及びヒト化抗体
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体はキメラ抗体である。所定のキメラ
抗体は、例えば、米国特許第４，８１６，５６７号、及びMorrison, S.L. et al., Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855）に記載されている。一例において、キメ
ラ抗体は、非ヒト可変領域（例えば、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、又はサル等
の非ヒト霊長類由来の可変領域）及びヒト定常領域を含む。更なる例において、キメラ抗
体は、クラス又はサブクラスが親抗体のものから変更された「クラススイッチ」抗体であ
る。キメラ抗体は、その抗原結合断片を含む。
【０１５９】
　所定の実施態様において、キメラ抗体は、ヒト化抗体である。典型的には、非ヒト抗体
は、ヒトに対する免疫原性を低減するために、親の非ヒト抗体の特異性と親和性を保持し
たまま、ヒト化されている。一般に、ヒト化抗体は、ＨＶＲ、例えば、ＣＤＲ（又はその
一部）が、非ヒト抗体から由来し、ＦＲ（又はその一部）がヒト抗体配列に由来する、一
以上の可変ドメインを含む。ヒト化抗体はまた、任意で、ヒト定常領域の少なくとも一部
をも含む。幾つかの実施態様において、ヒト化抗体の幾つかのＦＲ残基は、例えば抗体特
異性又は親和性を回復もしくは改善するめに、非ヒト抗体（例えば、ＨＶＲ残基が由来す
る抗体）由来の対応する残基で置換されている。
【０１６０】
　ヒト化抗体及びそれらの製造方法は、例えば、Almagro, J.C. and Fransson, J., Fron
t. Biosci. 13 (2008) 1619-1633に総説され、更に、Riechmann, I. et al., Nature 332
 (1988) 323-329; Queen, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10
033；米国特許第５，８２１，３３７号、第７，５２７，７９１号、第６，９８２，３２
１号、及び第７，０８７，４０９号；Kashmiri, S.V. et al., Methods 36 (2005) 25-34
 （ＳＤＲ（ａ－ＣＤＲ）グラフティングを記述）；Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28 (1
991) 489-498 （「リサーフェシング」を記述）； Dall'Acqua, W.F. et al., Methods 3
6 (2005) 43-60 （「ＦＲシャッフリング」を記述）；及びOsbourn et al., Methods 36:
61-68 (2005) 及び Osbourn, J. et al., Methods 36 (2005) 61-68及びKlimka, A. et a
l., Br. J. Cancer 83 (2000) 252-260（ＦＲシャッフリングへの「誘導選択」アプロー
チを記述）に記載されている。Morea, V., et al., Methods, Vol 20, Issue 3 (2000) 2
67-279) 及び国際公開第２００４／００６９５５号（標準構造を介したアプローチ）。
【０１６１】
４：ヒト抗体
　所定の実施態様において、本明細書で提供される抗体はヒト抗体である。ヒト抗体は、
当技術分野で周知の様々な技術を用いて製造することができる。ヒト抗体は一般的に、va
n Dijk, M.A. and van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374及
びLonberg, N., Curr. Opin. Immunol. 20 (2008) 450-459に記載されている。
【０１６２】
　ヒト抗体は、抗原チャレンジに応答して、インタクトなヒト抗体又はヒト可変領域を有
する又はインタクトな抗体を産生するように改変されたトランスジェニック動物に、免疫
原を投与することにより調製することができる。このような動物は、典型的には、内因性
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免疫グロブリン遺伝子座を置換するか、又は染色体外に存在するかもしくは動物の染色体
にランダムに組み込まれている、ヒト免疫グロブリン遺伝子座の全て又は一部を含む。こ
のようなトランスジェニックマウスでは、内因性免疫グロブリン遺伝子座は、一般的に不
活性化される。トランスジェニック動物からヒト抗体を得るための方法の報告については
、Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-1125を参照。また、例えば、ＸＥＮＯＭ
ＯＵＳＥＴＭ技術を記載している、米国特許第６，０７５，１８１号及び６，１５０，５
８４号；ＨｕＭａｂ（登録商標）技術を記載している米国特許第５，７７０，４２９号；
Ｋ－Ｍ ＭＯＵＳＥ（登録商標）技術を記載している米国特許第７，０４１，８７０号及
び、ＶｅｌｏｃｉＭｏｕｓｅ（登録商標）技術を記載している米国特許出願公開第２００
７／００６１９００号）も参照のこと。このような動物で生成されたインタクトな抗体由
来のヒト可変領域は、例えば、異なるヒト定常領域と組み合わせることにより、更に改変
される可能性がある。
【０１６３】
　ヒト抗体は、ハイブリドーマベース法によって作成することができる。ヒトモノクロー
ナル抗体の産生のためのヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ細胞株が記載されている。（
例えば、 Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R. et al., Mon
oclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Ne
w York (1987), pp. 51-63; and Boerner, P. et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95）
；及びBoerner et al., J. Immunol., 147: 86 (1991)を参照）。ヒトＢ細胞ハイブリド
ーマ技術によって生成されたヒト抗体はまた、Li, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 103 (2006) 3557-3562に記載されている。更なる方法は、例えば、米国特許第７，１
８９，８２６号（ハイブリドーマ細胞株からのモノクローナルヒトＩｇＭ抗体の産生を記
載している）及びNi, J., Xiandai Mianyixue 26 (2006) 265-268（ヒト－ヒトハイブリ
ドーマを記載している）に記載されたものを含む。ヒトハイブリドーマ技術（トリオーマ
技術）はまた、Vollmers, H.P. and Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 
(2005) 927-937及びVollmers, H.P. and Brandlein, S., Methods and Findings in Expe
rimental and Clinical Pharmacology 27 (2005) 185-191に記載されている。
【０１６４】
　ヒト抗体はまた、ヒト由来のファージディスプレイライブラリーから選択されたＦｖク
ローン可変ドメイン配列を単離することによって生成され得る。このような可変ドメイン
配列は、次に所望のヒト定常ドメインと組み合わせてもよい。抗体ライブラリーからヒト
抗体を選択するための技術が、以下に説明される。
【０１６５】
５．ライブラリー由来の抗体
　本発明の抗体は、所望の活性又は活性（複数）を有する抗体についてコンビナトリアル
ライブラリーをスクリーニングすることによって単離することができる。例えば、様々な
方法が、ファージディスプレイライブラリーを生成し、所望の結合特性を有する抗体につ
いてのライブラリーをスクリーニングするために、当該技術分野で知られている。その方
法は、例えば、Hoogenboom, H.R. et al., Methods in Molecular Biology 178 (2001) 1
-37に概説され、更に、McCafferty, J. et al., Nature 348 (1990) 552-554; Clackson,
 T. et al., Nature 352 (1991) 624-628; Marks, J.D. et al., J. Mol. Biol. 222 (19
92) 581-597; Marks, J.D. and Bradbury, A., Methods in Molecular Biology 248 (200
3) 161-175; Sidhu, S.S. et al., J. Mol. Biol. 338 (2004) 299-310; Lee, C.V. et a
l., J. Mol. Biol. 340 (2004) 1073-1093; Fellouse, F.A., Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 101 (2004) 12467-12472；及びLee, C.V. et al., J. Immunol. Methods 284 (2004) 
119-132に記載されている。
【０１６６】
　所定のファージディスプレイ法において、ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーがポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により個別にクローニングされ、ファージライブラリーにラン
ダムに再結合され、その後、Winter, G. et al., Ann. Rev. Immunol. 12 (1994) 433-45
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5に記載されるように、抗原結合ファージについてスクリーニングすることができる。フ
ァージは、通常、抗体断片を、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）断片、又はＦａｂ断片のいずれかと
して提示する。免疫された起源からのライブラリーは、ハイブリドーマを構築する必要性
を伴うことなく免疫原に高親和性抗体を提供する。代わりに、Griffiths, A.D. et al., 
EMBO J. 12 (1993) 725-734に記載されるように、ナイーブなレパートリーが、任意の免
疫感作無しで、広範囲の非自己抗原及び自己抗原に対して、抗体の単一起源を提供するた
めに、（例えば、ヒトから）クローン化することができる。最後に、ナイーブなライブラ
リーはまた、Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992)に記載され
るように、非常に可変なＣＤＲ３領域をコードし、インビトロで再構成を達成するために
、幹細胞由来の非再配列Ｖ遺伝子セグメントをクローニングし、ランダム配列を含むＰＣ
Ｒプライマーを使用することにより合成することができる。ヒト抗体ファージライブラリ
ーを記述する特許公報は、例えば、米国特許第５，７５０，３７３号、及び米国特許出願
公開第２００５／００７９５７４号、第２００５／０１１９４５５号、第２００５／０２
６６０００号、第２００７／０１１７１２６号、第２００７／０１６０５９８号、第２０
０７／０２３７７６４号、第２００７／０２９２９３６号及び第２００９／０００２３６
０を含む。
【０１６７】
　ヒト抗体ライブラリーから単離された抗体又は抗体断片は、本明細書でヒト抗体又はヒ
ト抗体の断片とみなされる。
【０１６８】
６：多重特異性抗体
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体は、多重特異性抗体、例えば二重特
異性抗体である。多重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる部位に対して結合特異性を
有するモノクローナル抗体である。ある実施態様において、結合特異性の一つはＨＥＲ３
に対してであり、他は、任意の他の抗原に対してである。二重特異性抗体はまたＨＥＲ３
を発現する細胞に細胞傷害性薬剤を局所化するために用いることができる。二重特異性抗
体は、全長抗体又は抗体断片として調製することができる。
【０１６９】
　多重特異性抗体を作製するための技術は、限定されないが、異なる特異性を有する２つ
の免疫グロブリン重鎖－軽鎖対の組換え共発現（Milstein, C. and Cuello, A.C., Natur
e 305 (1983) 537-540、国際公開第９３／０８８２９号、及びTraunecker, A. et al., E
MBO J. 10 (1991) 3655-3659）を参照）及び「ノブ・イン・ホール（knob-in-hole）」エ
ンジニアリング（例えば、米国特許第５，７３１，１６８号を参照）を含む。多重特異抗
体はまた、抗体のＦｃ－ヘテロ２量体分子を作成するための静電ステアリング効果を操作
すること（国際公開第２００９／０８９００４号）、２つ以上の抗体又は断片を架橋する
こと（例えば米国特許第４，６７６，９８０号；及び Brennan, M. et al., Science 229
 (1985) 81-83)を参照）；２重特異性抗体を生成するためにロイシンジッパーを使用する
こと（例えば、Kostelny, S.A. et al., J. Immunol. 148 (1992) 1547-1553を参照）；
二重特異性抗体フラグメントを作製するため、「ダイアボディ」技術を使用すること（例
えば、Holliger, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448)を参照
）；単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーを使用すること（例えば、 Gruber, M et al., J. Immu
nol. 152 (1994) 5368-5374）を参照）；及び、例えばTutt, A. et al., J. Immunol. 14
7 (1991) 60-69に記載されているように、三重特異性抗体を調製することによって作成す
ることができる。
【０１７０】
　「オクトパス抗体」を含む、３つ以上の機能性抗原結合部位を有する改変抗体もまた本
明細書に含まれる（例えば、米国特許出願公開第２００６／００２５５７６号を参照）。
【０１７１】
　本明細書中の抗体又は断片はまた、ＨＥＲ３／ＨＥＲ４並びにその他の異なる抗原（例
えば米国特許出願公開第２００８／００６９８２０号参照）に結合する抗原結合部位を含
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む、「２重作用（Dual Acting）Ｆａｂ」又は「ＤＡＦ」を含む。
【０１７２】
　本明細書中の抗体又は抗体断片はまた、国際公開第２００９／０８０２５１号、国際公
開第２００９／０８０２５２号、国際公開第２００９／０８０２５３号、国際公開第２０
０９／０８０２５４号、国際公開第２０１０／１１２１９３号、国際公開第２０１０／１
１５５８９号、国際公開第２０１０／１３６１７２号、国際公開第２０１０／１４５７９
２号及び国際公開第２０１０／１４５７９３号に記載される多重特異性抗体を含む。
【０１７３】
７：抗体変異体
　ある実施態様において、本明細書で提供される抗体のアミノ酸配列変異体が企図される
。例えば、抗体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性を改善することが望まれ得る。
抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体をコードするヌクレオチド配列に適切な改変を導入す
ることにより、又はペプチド合成によって調製することができる。このような改変は、例
えば、抗体のアミノ酸配列内における、残基の欠失、及び／又は挿入及び／又は置換を含
む。最終コンストラクトが所望の特性、例えば、抗原結合を有していることを条件として
、欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせが、最終構築物に到達させるために作成され
得る。
【０１７４】
ａ）置換、挿入、及び欠失変異体
　ある実施態様において、一以上のアミノ酸置換を有する抗体変異体が提供される。置換
型変異誘発の対象となる部位は、ＨＶＲとＦＲを含む。保存的置換は、表１の「好ましい
置換」の見出しの下に示されている。より実質的な変更が、表１の「典型的な置換」の見
出しの下に与えられ、アミノ酸側鎖のクラスを参照して以下に更に説明される。アミノ酸
置換は、目的の抗体に導入することができ、その産物は、所望の活性、例えば、抗原結合
の保持／改善、免疫原性の減少、又はＡＤＣＣ又はＣＤＣの改善についてスクリーニング
される。
【０１７５】
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【０１７６】
　アミノ酸は共通の側鎖特性に基づいてグループに分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ；
（２）中性の親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ；
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ；
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ；
（５）鎖配向に影響する残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ；
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ．
【０１７７】
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。
【０１７８】
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　置換された変異体の一つのタイプは、親抗体（例えば、ヒト化又はヒト抗体など）の一
以上の高頻度可変領域残基の置換を含む。一般的には、更なる研究のために選択され得ら
れた変異体は、親抗体と比較して、特定の生物学的特性の改変（例えば、改善）（例えば
、親和性の増加、免疫原性を減少）を有し、及び／又は親抗体の特定の生物学的特性を実
質的に保持しているであろう。典型的な置換型変異体は、親和性成熟抗体であり、例えば
、本明細書に記載されるファージディスプレイに基づく親和性成熟技術を用いて、簡便に
製造され得る。簡潔に言えば、一つ以上のＨＶＲ残基が変異し、変異体抗体は、ファージ
上に表示され、特定の生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされ
る。
【０１７９】
　改変（例えば、置換）は、例えば抗体の親和性を向上させるために、ＨＶＲで行うこと
ができる。このような改変は、ＨＶＲの「ホットスポット」、即ち、体細胞成熟過程中に
高頻度で変異を受けるコドンにコードされた残基で（例えば、Chowdhury, P.S., Methods
 Mol. Biol. 207 (2008) 179-196を参照）、及び／又はＳＤＲ（ａ－ＣＤＲ）で行うこと
ができ、得られた変異体ＶＨ又はＶＬが結合親和性について試験される。二次ライブラリ
ーから構築され再選択することによる親和性成熟は、例えば、Hoogenboom, H.R. et al. 
in Methods in Molecular Biology 178 (2002) 1-37に記載されている。親和性成熟の幾
つかの実施態様において、多様性が、種々の方法（例えば、変異性ＰＣＲ、鎖シャッフリ
ング、又はオリゴヌクレオチドを標的とした突然変異誘発）の何れかにより、成熟のため
に選択された可変遺伝子中に導入される。次いで、二次ライブラリーが作成される。次い
で、ライブラリーは、所望の親和性を有する抗体変異体を同定するためにスクリーニング
される。多様性を導入するするもう一つの方法は、いくつかのＨＶＲ残基（例えば、一度
に４から６残基）がランダム化されたＨＶＲ指向のアプローチを伴う。抗原結合に関与す
るＨＶＲ残基は、例えばアラニンスキャニング突然変異誘発、又はモデリングを用いて、
特異的に同定され得る。ＣＤＲ－Ｈ３及びＣＤＲ－Ｌ３がしばしば標的にされる。
【０１８０】
　所定の実施態様において、置換、挿入、又は欠失は、そのような改変が抗原に結合する
抗体の能力を実質的に低下させない限りにおいて、一以上のＨＶＲ内で生じる可能性があ
る。例えば、実質的に結合親和性を低下させない保存的改変（例えば本明細書で与えられ
る保存的置換）をＨＶＲ内で行うことができる。このような改変は、ＨＶＲ「ホットスポ
ット」又はＳＤＲの外側であってもよい。上記に与えられた変異体ＶＨ又はＶＬ配列の所
定の実施態様において、各ＨＶＲは不変であるか、又はわずか１個、２個又は３個のアミ
ノ酸置換が含まれているかの何れかである。
【０１８１】
　突然変異誘発のために標的とすることができる抗体の残基又は領域を同定するための有
用な方法は、Cunningham, B.C. and Wells, J.A., Science 244 (1989) 1081-1085により
記載されるように、「アラニンスキャニング変異誘発」と呼ばれる。この方法では、標的
残基の残基又はグループ（例えば、ａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓ及びｇｌｕなどの荷
電残基）が同定され、抗原と抗体との相互作用が影響を受けるかどうかを判断するために
、中性又は負に荷電したアミノ酸（例えば、アラニン又はポリアラニン）に置換される。
更なる置換が、最初の置換に対する機能的感受性を示すアミノ酸の位置に導入され得る。
代わりに、又は更に、抗原抗体複合体の結晶構造が、抗体と抗原との接触点を同定する。
そのような接触残基及び隣接残基が、置換の候補として標的とされるか又は排除され得る
。変異体はそれらが所望の特性を含むかどうかを決定するためにスクリーニングされ得る
。
【０１８２】
　アミノ酸配列挿入は、一残基から百以上の残基を含有するポリペプチド長にわたるアミ
ノ及び／又はカルボキシル末端融合、並びに単一又は複数のアミノ酸残基の配列内挿入を
含む。末端挿入の例としては、Ｎ末端メチオニン残基を有する抗体が含まれる。抗体分子
の他の挿入変異体は、酵素に対する抗体のＮ末端又はＣ末端への融合（例えばＡＤＥＰＴ
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の場合）、又は抗体の血清半減期を増加させるポリペプチドへの融合を含む。
【０１８３】
ｂ）グリコシル化変異体
　所定の実施態様において、本明細書で提供される抗体は、抗体がグリコシル化される程
度が増加又は減少するように改変される。抗体へのグリコシル化部位の付加又は欠失は、
一以上のグリコシル化部位が作成又は削除されるようにアミノ酸配列を変えることによっ
て簡便に達成することができる。
【０１８４】
　抗体がＦｃ領域を含む場合には、それに付着する糖を変えることができる。哺乳動物細
胞によって産生される天然型抗体は、典型的には、Ｆｃ領域のＣＨ２ドメインのＡｓｎ２
９７にＮ－結合により一般的に付着した分岐鎖、二分岐オリゴ糖を含んでいる。例えば、
Wright, A. and Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997) 26-32を参照。オリゴ糖は、様々な
炭水化物、例えば、二分岐オリゴ糖構造の「幹」のＧｌｃＮＡｃに結合した、マンノース
、Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＮＡｃ）、ガラクトース、シアル酸、並びにフコー
スを含み得る。幾つかの実施態様において、本発明の抗体におけるオリゴ糖の改変は、一
定の改善された特性を有する抗体変異体を作成するために行われ得る。
【０１８５】
　一実施態様において、抗体変異体は、Ｆｃ領域に（直接又は間接的に）付着されたフコ
ースを欠いた糖鎖構造を有して提供される。例えば、このような抗体のフコース量は、１
％から８０％、１％から６５％、５％から６５％、又は２０％から４０％であり得る。フ
コースの量は、例えば、国際公開第２００８／０７７５４６号に記載されているように、
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法によって測定されるＡｓｎ２９７に付着しているすべての
糖構造の合計（例えば、コンプレックス、ハイブリッド及び高マンノース構造）に対して
、Ａｓｎ２９７の糖鎖中のフコースの平均量を計算することによって決定される。Ａｓｎ
２９７は、Ｆｃ領域（Ｆｃ領域残基のＥＵ番号付け）でおよそ２９７の位置に位置するア
スパラギン残基を指し、しかし、Ａｓｎ２９７もまた位置２９７の上流又は下流のおよそ
±３アミノ酸に、すなわち抗体の軽微な配列変異に起因して、位置２９４と３００の間に
配置され得る。このようなフコシル化変異体はＡＤＣＣ機能を改善させた可能性がある。
例えば、米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号；米国特許第２００４／００９
３６２１号を参照。「フコース非修飾」又は「フコース欠損」抗体変異体に関連する出版
物の例としては、米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号、国際公開第２０００
／６１７３９号、国際公開第２００１／２９２４６号、米国特許出願公開第２００３／０
１１５６１４号、米国特許出願公開第２００２／０１６４３２８号、米国特許出願公開第
２００４／００９３６２１号、米国特許出願公開第２００４／０１３２１４０号、米国特
許出願公開第２００４／０１１０７０４号、米国特許出願公開第２００４／０１１０２８
２号、米国特許出願公開第２００４／０１０９８６５号、国際公開第２００３／０８５１
１９号、国際公開第２００３／０８４５７０号、国際公開第２００５／０３５５８６号、
国際公開第２００５／０３５７７８号、国際公開第２００５／０５３７４２号、国際公開
第２００２／０３１１４０号、Okazaki, A. et al., J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-12
49; Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-622が含まれる。非フ
コシル化抗体を産生する能力を有する細胞株の例としては、タンパク質フコシル化を欠損
しているＬｅｃ１３　ＣＨＯ細胞（Ripka, J., et al., Arch. Biochem. Biophys. 249 (
1986) 533-545；米国特許出願公開第２００３／０１５７１０８号；及び国際公開第２０
０４／０５６３１２号、特に実施例１１）、及びノックアウト細胞株、例えば、アルファ
－１、６－フコシルトランスフェラーゼ遺伝子、ＦＵＴ８、ノックアウトＣＨＯ細胞など
（例えば、Yamane-Ohnuki, N., et al., Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-622; Kanda, 
Y., et al., Biotechnol. Bioeng. 94 (2006) 680-688；及び国際公開第２００３／０８
５１０７号を参照）を含む。
【０１８６】
　抗体変異体は、例えば、抗体のＦｃ領域に結合した二分岐オリゴ糖がＧｌｃＮＡｃによ
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って二分されている二分オリゴ糖を更に備えている。このような抗体変異体はフコシル化
を減少させ、及び／又はＡＤＣＣ機能を改善している可能性がある。このような抗体変異
体の例は、例えば国際公開第２００３／０１１８７８号；米国特許第６，６０２，６８４
号；及び米国特許出願公開第２００５／０１２３５４６号に記述される。Ｆｃ領域に結合
したオリゴ糖内に少なくとも１つのガラクトース残基を有する抗体変異体も提供される。
このような抗体変異体はＣＤＣ機能を改善させた可能性がある。このような抗体変異体は
、例えば国際公開第１９９７／３００８７号；国際公開第１９９８／５８９６４号；及び
国際公開第１９９９／２２７６４号に記述される。
【０１８７】
ｃ）Ｆｃ領域変異体
　ある実施態様において、一又は複数のアミノ酸修飾を、本明細書で提供される抗体のＦ
ｃ領域に導入することができ、それによってＦｃ領域変異体を生成する。Ｆｃ領域の変異
体は、一又は複数のアミノ酸位置においてアミノ酸修飾（例えば置換）を含むヒトＦｃ領
域の配列（例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域）を含ん
でもよい。
【０１８８】
　ある実施態様において、本発明は、インビボにおける抗体の半減期が重要であるが、あ
る種のエフェクター機能（例えば補体及びＡＤＣＣなど）が不要又は有害である用途のた
めの望ましい候補とならしめる、全てではないが一部のエフェクター機能を有する抗体変
異体を意図している。インビトロ及び／又はインビボでの細胞毒性アッセイを、ＣＤＣ活
性及び／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認するために行うことができる。例えば、Ｆ
ｃ受容体（ＦｃＲ）結合アッセイは、抗体がＦｃγＲ結合を欠くが（それゆえ、おそらく
ＡＤＣＣ活性を欠く）、ＦｃＲｎ結合能力を保持していることを確認するために行うこと
ができる。ＡＤＣＣを媒介する初代細胞、ＮＫ細胞は、ＦｃγＲＩＩＩのみを発現するが
、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩを発現する。造血細胞におけるＦ
ｃＲの発現は、Ravetch, J.V. and Kinet, J.P., Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-49
2の464ページの表３に要約されている。目的の分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのイン
ビトロアッセイの非限定的な例は、米国特許第５，５００，３６２号（例えば、Hellstro
m, I., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063；及びHellstrom, I.
, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 1499-1502を参照）；米国特許第５，
８２１，３３７号（Bruggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-1361を参
照）に説明される。あるいは、非放射性アッセイ法を用いることができる（例えば、フロ
ーサイトメトリー用のＡＣＴＩＴＭ非放射性細胞傷害性アッセイ（CellTechnology, Inc.
 Mountain View, CA；及びＣｙｔｏＴｏｘ ９６（登録商標）非放射性細胞傷害性アッセ
イ（Promega, Madison, WI）を参照。このようなアッセイに有用なエフェクター細胞には
、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー（ＮＫ）細胞が含まれる。あるいは
、又は更に、目的の分子のＡＤＣＣ活性は、Clynes, R., et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 95 (1998) 652-656に開示されるように、インビボで、例えば動物モデルにおいて
評価することができる。Ｃ１ｑ結合アッセイはまた、抗体が体Ｃ１ｑを結合することがで
きないこと、したがって、ＣＤＣ活性を欠いていることを確認するために行うことができ
る。例えば、国際公開第２００６／０２９８７９号及び国際公開第２００５／１００４０
２号のＣ１ｑ及びＣ３ｃ結合ＥＬＩＳＡを参照。補体活性化を評価するために、ＣＤＣア
ッセイを行うことができる（例えば、Gazzano-Santoro, H. et al., J. Immunol. Method
s 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S. et al., Blood 101 (2003) 1045-1052；及びCragg,
 M.S. and M.J. Glennie, Blood 103 (2004) 2738-2743を参照）。ＦｃＲｎ結合及びイン
ビボでのクリアランス／半減期の測定は当該分野で公知の方法を用いても行うことができ
る（例えば、Petkova, S.B. et al., Int. Immunol. 18 (2006: 1759-1769を参照）。
【０１８９】
　エフェクター機能が減少した抗体は、Ｆｃ領域の残基２３８、２６５、２６９、２７０
、２９７、３２７、３２９の一又は複数の置換を有するものが含まれる（米国特許第６７
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３７０５６号）。そのようなＦｃ変異体は、残基２６５及び２９７のアラニンへの置換を
有する、いわゆる「ＤＡＮＡ」Ｆｃ変異体を含む、アミノ酸位置２６５、２６９、２７０
、２９７及び３２７の２以上での置換を有するＦｃ変異体を含む（米国特許第７，３３２
，５８１号）。
【０１９０】
　ＦｃＲへの改善又は減少した結合を有する特定の抗体変異体が記載されている。（例え
ば、米国特許第６，７３７，０５６号；国際公開第２００４／０５６３１２号、及びShie
lds, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604を参照）。
【０１９１】
　所定の実施態様において、抗体変異体はＡＤＣＣを改善する一又は複数のアミノ酸置換
、例えば、Ｆｃ領域の位置２９８、３３３、及び／又は３３４における置換（ＥＵの残基
番号付け）を含む。
【０１９２】
　幾つかの実施態様において、改変された（すなわち改善されたか又は減少した）Ｃ１ｑ
結合及び／又は補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）を生じる、Ｆｃ領域における改変がなされ
、例えば、米国特許第６，１９４，５５１号、国際公開第９９／５１６４２号、及びIdus
ogie, E.E. et al., J. Immunol. 164 (2000) 4178-4184に説明される。
【０１９３】
　増加した半減期を有し、胎仔への母性ＩｇＧの移送を担う、新生児Ｆｃ受容体（ＦｃＲ
ｎ）への結合が改善された抗体（Guyer, R.L. et al., J. Immunol. 117 (1976) 587-593
、及びKim, J.K. et al., J. Immunol. 24 (1994) 2429-2434）が、米国特許出願公開第
２００５／００１４９３４号に記載されている。これらの抗体は、ＦｃＲｎへのＦｃ領域
の結合を改善する一又は複数の置換を有するＦｃ領域を含む。このようなＦｃ変異体は、
Ｆｃ領域の残基：２３８、２５６、２６５、２７２、２８６、３０３、３０５、３０７、
３１１、３１２、３１７、３４０、３５６、３６０、３６２、３７６、３７８、３８０、
３８２、４１３、４２４又は４３４の一以上の置換、例えば、Ｆｃ領域の残基４３４の置
換（米国特許第７，３７１，８２６号）を有するものが含まれる。
【０１９４】
　Duncan, A.R. and Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740；米国特許第５，６４８，
２６０号；米国特許第５，６２４，８２１号；及び、Ｆｃ領域の変異体の他の例に関して
は国際公開第９４／２９３５１号も参照のこと。
【０１９５】
ｄ）システイン操作抗体変異体
　ある実施態様において、抗体の一以上の残基がシステイン残基で置換されている、シス
テイン操作抗体、例えば、「ｔｈｉｏＭＡｂｓ」を作成することが望まれ得る。特定の実
施態様において、置換された残基は、抗体のアクセス可能な部位で存在する。それらの残
基をシステインで置換することにより、反応性チオール基は、それによって抗体のアクセ
ス可能な部位に配置され、本明細書中で更に記載されるように、イムノコンジュゲーを作
成するために、例えば薬物部分又はリンカー－薬剤部分などの他の部分に抗体をコンジュ
ゲートするために使用することができる。ある実施態様において、一以上の以下の残基が
システインで置換され得る：軽鎖のＶ２０５（Kabatの番号付け）；重鎖のＡ１１８（Ｅ
Ｕ番号付け）；及び重鎖Ｆｃ領域のＳ４００（ＥＵ番号付け）。システイン操作抗体は、
例えば、米国特許第７５２１５４１号に記載のように製造され得る。
【０１９６】
ｅ）抗体誘導体
　所定の実施態様において、本明細書で提供される抗体は、当技術分野で知られ、容易に
入手可能な付加的な非タンパク質部分を含むように更に改変することができる。抗体の誘
導体化に適した部分としては、限定されないが、水溶性ポリマーを含む。水溶性ポリマー
の非限定的な例は、限定されないが、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、エチレングリ
コール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセルロース、デキストラン
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、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ－１，３－ジオキソラン、ポリ－
１，３，６－トリオキサン、エチレン／無水マレイン酸共重合体、ポリアミノ酸（単独重
合体又はランダム共重合体の何れか）及びデキストラン又はポリ（ｎ－ビニルピロリドン
）ポリエチレングリコール、プロピレングリコール単独重合体、プロピレンオキシド／エ
チレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリ
ビニルアルコール及びこれらの混合物を包含する。ポリエチレングリコールプロピオンア
ルデヒドはその水中での安定性に起因して製造における利点を有し得る。ポリマーは何れ
かの分子量のものであってよく、そして分枝鎖又は未分枝鎖であってよい。抗体に結合す
るポリマーの数は変動してよく、そして、一以上の重合体が結合する場合は、それらは同
じか又は異なる分子であることができる。一般的に、誘導体化に使用するポリマーの数及
び／又は種類は、限定されないが、向上させるべき抗体の特定の特性又は機能、抗体誘導
体が限定された条件下で治療に使用されるのか等を含む考慮に基づいて決定することがで
きる。
【０１９７】
　その他の実施態様において、放射線への曝露によって選択的に加熱されてもよい抗体と
非タンパク質性部分とのコンジュゲートが、提供される。一実施態様において、非タンパ
ク質部分はカーボンナノチューブである（Kam, N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 102 (2005) 11600-11605）。放射線は、任意の波長であって良いが、限定されないも
のの、通常の細胞に害を与えないが、抗体－非タンパク質部分の近位細胞が死滅される温
度に非タンパク質部分を加熱する波長が含まれる。
【０１９８】
Ｂ．組換え方法及び組成物
　抗体は、例えば米国特許第４，８１６，５６７号で説明したように、組換えの方法及び
組成物を用いて製造することができる。一実施態様において、本明細書に記載される抗Ｈ
ＥＲ３抗体をコードする単離された核酸が提供される。このような核酸は、抗体のＶＬを
含むアミノ酸配列、及び／又は抗体のＶＨを含むアミノ酸配列（例えば、抗体の軽鎖及び
／又は重鎖）をコードし得る。更なる実施態様において、そのような核酸を含む一以上の
ベクター（例えば、発現ベクター）が提供される。更なる実施態様において、そのような
核酸を含む宿主細胞が提供される。一実施態様において、宿主細胞は以下を含む（例えば
、以下で形質転換される）：（１）抗体のＶＬを含むアミノ酸配列、及び抗体のＶＨを含
むアミノ酸配列をコードする核酸を含むベクター、又は（２）抗体のＶＬを含むアミノ酸
配列をコードする核酸を含む第一ベクター、及び抗体のＶＨを含むアミノ酸配列をコード
する核酸を含む第二ベクター。一実施態様において、宿主細胞は、真核生物、例えばチャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、又はリンパ系細胞（例えば、Ｙ０、ＮＳ０、Ｓ
ｐ２０細胞）である。一実施態様において、抗ＨＥＲ３抗体を作る方法が提供され、その
方法は、上記のように、抗体の発現に適した条件下で、抗体をコードする核酸を含む宿主
細胞を培養することを含み、及び必要に応じて、宿主細胞（又は宿主細胞培養培地）から
抗体を回収することを含む。
【０１９９】
　抗ＨＥＲ３抗体の組換え生産のために、例えば上述したように、抗体をコードする核酸
が単離され、宿主細胞内での更なるクローニング及び／又は発現のために一以上のベクタ
ーに挿入される。このような核酸は、容易に単離され、従来の手順を用いて（例えば、抗
体の重鎖と軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを
使用することによって）配列決定することができる。
【０２００】
　抗体をコードするベクターのクローニング又は発現に適切な宿主細胞は、本明細書に記
載の原核細胞又は真核細胞を含む。例えば、特に、グリコシル化及びＦｃエフェクター機
能が必要ない場合には、抗体は、細菌で産生することができる。細菌における抗体断片及
びポリペプチドの発現については、例えば、米国特許第５，６４８，２３７号、第５，７
８９，１９９号及び第５，８４０，５２３号を参照。（また、大腸菌における抗体断片の
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発現を記述しているCharlton, K.A., In: Methods in Molecular Biology、248巻, Lo, B
.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2003)、頁245-254も参照）。発現の後、抗体
は可溶性画分において細菌の細胞ペーストから単離され、更に精製することができる。
【０２０１】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、菌類や酵母菌株を含む抗
体をコードするベクターのための、適切なクローニング宿主又は発現宿主であり、そのグ
リコシル化経路が、「ヒト化」されており、部分的又は完全なヒトのグリコシル化パター
ンを有する抗体の生成をもたらす。Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-14
14；及びLi, H., et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215を参照。
【０２０２】
　グリコシル化抗体の発現に適した宿主細胞はまた、多細胞生物（無脊椎動物と脊椎動物
）から派生している。無脊椎動物細胞の例としては、植物及び昆虫細胞が挙げられる。多
数のバキュロウイルス株が同定され、これらは特にSpodoptera frugiperda細胞のトラン
スフェクションのために、昆虫細胞と組み合わせて使用することができる。
【０２０３】
　植物細胞培養を宿主として利用することができる。例えば、米国特許第５９５９１７７
号、第６０４０４９８号、第６４２０５４８号、第７１２５９７８号及び第６４１７４２
９号（トランスジェニック植物における抗体産生に関するＰＬＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳＴＭ

技術を記載）を参照。
【０２０４】
　脊椎動物細胞もまた宿主として用いることができる。例えば、懸濁液中で増殖するよう
に適合されている哺乳動物細胞株は有用であり得る。有用な哺乳動物宿主細胞株の他の例
は、ＳＶ４０（ＣＯＳ－７）で形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株；ヒト胚腎臓株（例えば
、Graham, F.L. et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74に記載される２９３又は２９３
細胞；ベビーハムスター腎臓細胞（ＢＨＫ）；マウスのセルトリ細胞（例えば、Mather, 
J.P., Biol. Reprod. 23 (1980) 243-252に記載されるＴＭ４細胞）；サル腎細胞（ＣＶ
１）；アフリカミドリザル腎細胞（ＶＥＲＯ－７６）；ヒト子宮頚癌細胞（ＨｅＬａ）；
イヌ腎臓細胞（ＭＤＣＫ；バッファローラット肝臓細胞（ＢＲＬ ３Ａ）；ヒト肺細胞（
Ｗ１３８）；ヒト肝細胞（ＨｅｐＧ２）、マウス乳腺腫瘍（ＭＭＴ０６０５６２）；例え
ば、Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68に記載されるＴＲ
Ｉ細胞；ＭＲＣ５細胞；及びＦＳ４細胞である。他の有用な哺乳動物宿主細胞株は、ＤＨ
ＦＲ－ＣＨＯ細胞（Urlaub, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4
220）を含むチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、及びＹ０、ＮＳ０及びＳｐ２
／０などの骨髄腫細胞株を含む。抗体産生に適した特定の哺乳動物宿主細胞系の総説につ
いては、例えば、Yazaki, P. and Wu, A.M., Methods in Molecular Biology, Vol. 248,
 Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp. 255-268を参照。
【０２０５】
Ｃ．アッセイ及び抗体（又は抗原結合タンパク質）選択法
　本明細書で提供される抗ＨＥＲ３抗体は、同定され、当技術分野で公知の様々なアッセ
イによってその物理的／化学的性質及び／又は生物学的活性についてスクリーニングされ
、又は特徴づけることができる。
【０２０６】
　本発明の一態様は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗体
を選択するための方法であり、ここで、抗体（又は抗原結合タンパク質）はヒトＨＥＲ３
のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
ここで、
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、
　　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
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　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチド、
及び
　ｂ）配列番号２のアミノ酸配列を含み、
　　　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチドは、
ａ）のうちの少なくとも一ポリペプチドに対する結合を示し、かつｂ）のうちの少なくと
も一ポリペプチドに対する結合を示さない、抗体（又は抗原結合タンパク質）を（結合ア
ッセイにおいて）選択するために使用され、
それによって、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）
のアミノ酸配列内に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない抗体（又は抗原結合タン
パク質）を選択する。
【０２０７】
　本発明の一態様は、ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗体
を選択するための方法であり、ここで、抗体（又は抗原結合タンパク質）はヒトＨＥＲ３
のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
ここで、
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、
　　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチド、
及び
　ｂ）配列番号６のアミノ酸配列を有するヒトＨＥＲ４　ＥＣＤのＨＥＲ３のポリペプチ
ドは、
ａ）のうちの少なくとも一ポリペプチドに対する結合を示し、かつｂ）のうちのヒトＨＥ
Ｒ４　ＥＣＤのポリペプチドに対する結合を示さない、抗体（又は抗原結合タンパク質）
を（結合アッセイにおいて）選択するために使用され、
それによって、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）
のアミノ酸配列内に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない抗体（又は抗原結合タン
パク質）を選択する。
【０２０８】
　一実施態様において、選択された抗体が、ＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（
配列番号１）のアミノ酸配列又はＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２
）のアミノ酸配列を含んでいないポリペプチドに結合しないことを確認するために、その
ような選択法は、選択された抗体が、
　配列番号１４　ＴｔＳｌｙＤ－野生型
　配列番号１５　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ
　配列番号１６　ＴｇＳｌｙＤΔＩＦ
からなる群から選択されるポリペプチドによりカウンタースクリーニングされる（ポリペ
プチドに対する結合について試験される）工程を更に含む。
【０２０９】
　本発明は、このような選択法により得られた抗体（又は抗原結合タンパク質）を提供す
る。
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【０２１０】
　以下の工程：
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンに対する、複数の抗体（
又は抗原結合タンパク質）の結合親和性を決定し、それにより、ＨＥＲ３のβヘアピンは
、配列番号１のアミノ酸配列を有するＨＥＲ３のβヘアピンを含み、
ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドとして提示される工程；
ｂ）予め定義された閾値レベルを超える見かけの複合体の安定性を有する抗体（又は抗原
結合タンパク質）を選択する工程；
ｃ）配列番号２のアミノ酸配列を有するＨＥＲ４のβヘアピンに対する、選択された抗体
（又は抗原結合タンパク質）の結合親和性を決定し、それにより、ＨＥＲ４のβヘアピン
は、
配列番号２のアミノ酸配列を有するＨＥＲ４のβヘアピンを含み、
ｉ）配列番号２０　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
ｉｉ）配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
ｉｉｉ）配列番号２２　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
ｉｖ）配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
からなる群から選択されるポリペプチドとして提示される工程；
ｄ）予め定義された閾値レベルを超える見かけの複合体の安定性を有しない抗体（又は抗
原結合タンパク質）を選択する工程
を含む、ヒトＨＥＲ３に特異的に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗体（又
は抗原結合タンパク質）を選択するための方法。
【０２１１】
１．結合アッセイ及びその他のアッセイ
　一態様において、本発明の抗体（又は抗原結合タンパク質）は、例えば、表面プラズモ
ン共鳴（例えば、ＢＩＡＣＯＲＥ）を含み、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット法など公知
の方法により、その抗原結合活性について試験される。
【０２１２】
　その他の態様において、競合アッセイを、ＨＥＲ３への結合について、Ｍ－０８－１１
と競合する抗体を同定するために用いることができる。ある実施態様では、このような競
合する抗体は、Ｍ－０８－１１によって結合される同じエピトープ（例えば線状又はコン
ホメーションエピトープ）に結合する。抗体が結合するエピトープをマッピングするため
の詳細な典型的な方法が、Morris, G.E. (ed.), Epitope Mapping Protocols, In: Metho
ds in Molecular Biology, Vol. 66, Humana Press, Totowa, NJ (1996)に提供されてい
る。更なる方法は、ＣｅｌｌｕＳｐｏｔＴＭ技術を用いた実施例４に詳細に記載される。
【０２１３】
　典型的な競合アッセイにおいて、固定化ＨＥＲ３は、ＨＥＲ３にそれぞれ結合する第一
の標識された抗体（例えば、Ｍ－０８－１１）、及びＨＥＲ３へ結合について第一の抗体
と競合する能力について試験されている未標識の第二の抗体を含む溶液中でインキュベー
トされる。第二抗体はハイブリドーマ上清中に存在してもよい。対照として、固定化ＨＥ
Ｒ３が、未標識の第二の抗体でなく、標識された第一の抗体を含む溶液中でインキュベー
トされる。ＨＥＲ３への第一の抗体の結合を許容する条件下でインキュベートした後、過
剰の非結合抗体が除去され、固定化されたＨＥＲ３に結合した標識の量が測定される。も
し、固定化されたＨＥＲ３に結合した標識の量が、対照サンプルと比較して試験サンプル
中で実質的に減少している場合、それは、第二抗体が、ＨＥＲ３への結合において第一の
抗体と競合していることを示している。Harlow, E. and Lane, D., Antibodies: A Labor
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atory Manual, Chapter 14, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1988)を参照。
【０２１４】
２．活性のアッセイ
　一態様において、アッセイは、生物学的活性を有するそれらの抗ＨＥＲ３抗体（又は抗
原結合タンパク質）を同定するために与えられる。生物学的活性は、例えば、ＨＥＲ３リ
ン酸化の阻害、ＨＥＲ３を発現又は過剰発現する癌細胞の癌細胞増殖の阻害、ＨＥＲ３／
ＨＥＲ２のヘテロ二量体化の阻害、ＦＡＣＳアッセイを介した（時間依存性）内部移行、
異種移植された、ＨＥＲ３発現又は過剰発現する癌細胞を持つ、異種移植動物（例えば、
マウス又はラット）モデルにおけるインビボ腫瘍増殖阻害が含まれ得る。インビボ及び／
又はインビトロで、単独で、又は細胞傷害性薬剤とのイムノコンジュゲートとしての何れ
かとして、このような生物学的活性を有する抗体もまた提供される。
【０２１５】
　所定の実施態様において、本発明の抗体は、そのような生物学的活性について試験され
る。特定された生物学的活性についての典型的なビトロ又はインビボのアッセイが、実施
例２ｅ、並びに実施例５、６及び８に記載される。
【０２１６】
Ｄ．イムノコンジュゲート
　本発明はまた、化学療法剤又は薬物、増殖阻害剤、毒素（例えば、タンパク質毒素、細
菌、真菌、植物、又は動物起源の酵素活性毒素、又はそれらの断片）、又は放射性同位元
素など、一以上の細胞傷害性薬剤にコンジュゲートされた本明細書中の抗ＨＥＲ３抗体（
又は抗原結合タンパク質）を含むイムノコンジュゲートを提供する。
【０２１７】
　一実施態様において、イムノコンジュゲートは、抗体－薬物コンジュゲート（ＡＤＣ）
であって、そこでは抗体は、限定されないが、メイタンシノイド（米国特許第５２０８０
２０号、第５４１６０６４号及び欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１を参照）；モノメチル
アウリスタチン薬物部分ＤＥ及びＤＦ（ＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ）（米国特許第５，６３５
，４８３号及び第５，７８０，５８８号及び第７，４９８，２９８号を参照）などのアウ
リスタチン；ドラスタチン；カリケアマイシン又はその誘導体（米国特許第５，７１２，
３７４号、米国特許第５，７１４，５８６号、米国特許第５，７３９，１１６号、米国特
許第５，７６７，２８５号、米国特許第５，７７０，７０１号、米国特許第５，７７０，
７１０号、米国特許第５，７７３，００１号及び米国特許第５，８７７，２９６号を参照
；Hinman, L.M. et al., Cancer Res. 53 (1993) 3336-3342；及び、Lode, H.N. et al.,
 Cancer Res. 58 (1998) 2925-2928)；ダウノマイシン又はドキソルビシンなどのアント
ラサイクリン(Kratz, F. et al., Curr. Med. Chem. 13 (2006) 477-523; Jeffrey, S.C.
 et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 16 (2006) 358-362; Torgov, M.Y. et al., Biocon
jug. Chem. 16 (2005) 717-721; Nagy, A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (20
00) 829-834; Dubowchik, G.M. et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12 (2002) 1529
-1532; King, H.D. et al., J. Med. Chem. 45 (20029 4336-4343；及び米国特許第６，
６３０，５７９号を参照）；メトトレキサート；ビンデシン；ドセタキセル、パクリタキ
セル、ラロタキセル、テセタキセル、及びオルタタキセルなどのタキサン；トリコテセン
；及びＣＣ１０６５を含む一つ以上の薬物とコンジュゲートしている。
【０２１８】
　その他の実施態様において、イムノコンジュゲートは、酵素的に活性な毒素又はその断
片にコンジュゲートされた、本明細書に記載の抗体を含み、限定されないが、ジフテリア
Ａ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、ア
ブリンＡ鎖、モデクシン（modeccin）Ａ鎖、アルファ－サルシン、アレウリテス・フォー
ディ（Aleurites fordii）タンパク質、ジアンチン（dianthin）タンパク質、フィトラカ
・アメリカーナ（Phytolaca americana）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡ
Ｐ－Ｓ）、モモルディカ・チャランチア（momordica charantia）インヒビター、クルシ
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ン（curcin）、クロチン（crotin）、サパオナリア・オフィシナリス（sapaonaria ofici
nalis）インヒビター、ゲロニン（gelonin）、ミトゲリン（mitogellin）、レストリクト
シン（restrictocin）、フェノマイシン（phenomycin）、エノマイシン（enomycin）及び
トリコテセン（tricothecene）が含まれる。
【０２１９】
　その他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、シュードモナス外毒素Ａ又はその変
異体にコンジュゲートされた本明細書に記載されるような抗体を含む。シュードモナス外
毒素Ａ又はその変異体は、例えば、国際公開第２０１１／３２０２２号、国際公開第２０
０９／３２９５４号、国際公開第２００７／０３１７４１号、国際公開第２００７／０１
６１５０号、国際公開第２００５／０５２００６号、及び、Liu W, et al, PNAS 109 (20
12) 11782-11787に記載される。
【０２２０】
　その他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、放射性コンジュゲートを形成するた
めに放射性原子にコンジュゲートされた本明細書に記載されるような抗体を含む。様々な
放射性同位体が放射性コンジュゲートの製造のために入手可能である。例としては、Ａｔ
２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１

２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体を含む。放射性コンジュゲートが検出に
使用される場合、それは、シンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばＴｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴（ＮＭＲ）イメージング（磁気共鳴イメージング、ＭＲＩとし
ても周知）用のスピン標識、例えば、再びヨウ素－１２３、ヨウ素－１３１、インジウム
－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７、ガドリニウム、マンガ
ン又は鉄を含有し得る。
【０２２１】
　抗体と細胞傷害性薬剤のコンジュゲートは、ａ）組換え発現技術を使用して（例えば、
大腸菌において、Ｆａｂ又はＦｖ抗体断片に融合した、アミノ酸配列に基づく毒素の発現
のために）、又はｂ）ポリペプチドカップリング技術を使用して（Ｆａｂ又はＦｖ抗体断
片への、アミノ酸配列に基づく毒素のソルターゼ酵素ベースのカップリング等）、又はｃ
）Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、ス
クシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート
（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルア
ジピミダートＨＣＬなど）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレートなど）、アル
デヒド（グルタルアルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル
）ヘキサンジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス（ｐ－ジアゾニウムベンゾ
イル）－エチレンジアミンなど）、ジイソシアネート（トルエン－２，６－ジイソシアネ
ートなど）、及びビス－活性フッ素化合物（１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベン
ゼンなど）などの様々な二官能性タンパク質カップリング剤を使用しての何れかにより作
製することができる。例えば、Vitetta, E.S. et al., Science 238 (1987) 1098-1104に
記載されるように、リシンイムノトキシンを調製することができる。炭素－１４－標識１
－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ
）は、放射性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのためのキレート剤の例である
国際公開第９４／１１０２６号を参照のこと。リンカーは、細胞中に細胞傷害性薬剤の放
出を容易にする「切断可能なリンカー」であり得る。例えば、酸に不安定なリンカー、ペ
プチダーゼ感受性リンカー、光解離性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有
リンカー（Chari, R.V. et al., Cancer Res. 52 (1992) 127-131；米国特許第５，２０
８，０２０号）が使用され得る。
【０２２２】
　本明細書において、イムノコンジュゲート又はＡＤＣは、限定されないが、市販の（例
えばPierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aからの）、ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ
、ＧＭＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ　ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡ
Ｂ、ＳＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ－Ｋ
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ＭＵＳ、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－ＳＭＰＢ
、及びＳＶＳＢ（スクシンイミジル（４－ビニルスルホン）ベンゾエート）を含むクロス
リンカー試薬を用いて調製されるコンジュゲートを明示的に意図する。
【０２２３】
Ｅ．診断及び検出のための方法及び組成物
　所定の実施態様において、本明細書で提供される抗ＨＥＲ３抗体の何れかは、生物学的
サンプル中のＨＥＲ３のそれぞれの存在を検出するのに有用である。本明細書で使用する
「検出」という用語は、定量的又は定性的検出を包含する。所定の実施態様において、生
物学的サンプルは、腫瘍組織などの細胞又は組織を含む。
【０２２４】
　一実施態様において、診断又は検出の方法における使用のための抗ＨＥＲ３抗体が提供
される。更なる態様において、生物学的サンプル中のＨＥＲ３の存在を検出する方法が提
供される。所定の実施態様において、本方法は、抗ＨＥＲ３抗体のＨＥＲ３のそれぞれへ
の結合を許容する条件下で、本明細書に記載のように抗ＨＥＲ３抗体と生物学的サンプル
を接触させること、及び複合体が抗ＨＥＲ３抗体とＨＥＲ３のそれぞれとの間に形成され
ているかどうかを検出することを含む。そのような方法は、インビトロ又はインビボでの
方法であり得る。一実施態様において、例えばＨＥＲ３のそれぞれが双方とも患者の選択
のためのバイオマーカーであるなど、抗ＨＥＲ３抗体が抗ＨＥＲ３抗体による治療にふさ
わしい被検体を選択するために使用される。
【０２２５】
　本発明の抗体を用いて診断され得る典型的な障害は癌を含む。
【０２２６】
　ある実施態様において、標識された抗ＨＥＲ３抗体が提供される。標識は、限定される
ものではないが、（例えば、蛍光標識、発色団標識、高電子密度標識、化学発光標識、放
射性標識など）直接検出される標識又は部分、並びに、例えば、酵素反応又は分子間相互
作用を介して間接的に検出される酵素又はリガンドのような部分が含まれる。典型的な標
識は、限定されないが、ラジオアイソトープ３２Ｐ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１３

１Ｉ、フルオロフォア、例えば希土類キレート又はフルオレセイン及びその誘導体、ロー
ダミン及びその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロン、ルシェフェラーゼ、例えばホタル
ルシェフェラーゼ及び細菌ルシェフェラーゼ（米国特許第４７３７４５６号）、ルシェフ
ェリン、２，３－ジヒドロフタルジネジオン、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、
アルカリフォスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、糖
オキシダーゼ、例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及びグルコ
ース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘテロサイクリックオキシダーゼ、例えばウリカー
ゼ及びキサンチンオキシダーゼ、色素前駆体を酸化する過酸化水素を利用する酵素、例え
ばＨＲＰ、ラクトペルオキシダーゼ、又はマイクロペルオキシダーゼと共役したもの、ビ
オチン／アビジン、スピンラベル、バクテリオファージラベル、安定な遊離ラジカルなど
が含まれる。
【０２２７】
Ｆ．薬学的製剤
　本明細書に記載の抗ＨＥＲ３抗体（又は抗原結合タンパク質）の薬学的製剤は、所望の
程度の純度を有するその抗体と任意の薬学的に許容される一以上の担体（Remington's Ph
armaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.) (1980)）とを、凍結乾燥製剤又
は水性溶液の形態で混合することによって調製される。薬学的に許容される担体は、使用
される投薬量及び濃度でレシピエントに毒性でなく、そしてこれには、限定しないが、リ
ン酸塩、クエン酸塩及び他の有機酸のような緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含
む抗酸化剤；防腐剤（例えば、オクタデシルジメチオルベンジルアンモニウムクロライド
；ヘキサメトニウムクロライド；塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム、フェノー
ル、ブチル又はベンジルアルコール；アルキルパラベン、例えば、メチル又はプロピルパ
ラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；及びｍ
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－クレゾール）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例えば、血清
アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えば、ポリ（ビニルピ
ロリドン）；アミノ酸、例えば、グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、ア
ルギニン又はリジン；マンノサッカライド、ジサッカライド、及びグルコース、マンノー
ス又はデキストリンを含む他の炭水化物；キレート剤、例えば、ＥＤＴＡ；糖、例えば、
スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール；塩形成対イオン、例えば、
ナトリウム、金属錯体（例えば、Ｚｎ－タンパク質錯体）；及び／又はポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤が挙げられる。本明細書における典型的な薬
学的に許容される担体は、介在性薬物分散剤、例えば、水溶性の中性活性ヒアルロニダー
ゼ糖タンパク質（ｓＨＡＳＥＧＰ）、例えば、ｒｈｕＰＨ２０（ＨＹＬＥＮＥＸ（登録商
標））、Baxter International, Inc.）などのヒト可溶性ＰＨ－２０ヒアルロニダーゼ糖
タンパク質を更に含む。所定の典型的なｓＨＡＳＥＧＰ及び使用法は、ｒｈｕＰＨ２０を
含み、米国特許出願公開第２００５／０２６０１８６号及び第２００６／０１０４９６８
号に開示されている。一態様において、ｓＨＡＳＥＧＰは、コンドロイチナーゼなどの１
つ又は複数の追加のグルコサミノグリカンと組み合わされる。
【０２２８】
　典型的な凍結乾燥抗体製剤は、米国特許第６２６７９５８号に記載されている。水性の
抗体製剤は、米国特許第６１７１５８６号及び国際公開第２００６／０４４９０８号に記
載されているものが含まれ、後者の製剤はヒスチジン－酢酸緩衝液を含む。
【０２２９】
　本明細書における製剤はまた、治療される特定の適応症のために必要な一以上の活性成
分を含有し得る。
【０２３０】
　活性成分は、例えば、コアセルベーション技術又は界面重合法によって、例えばそれぞ
れヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン－マイクロカプセル及びポリ（メタクリル酸
メチル）マイクロカプセル）により、コロイド薬物送達系に（例えばリポソーム、アルブ
ミンミクロスフィア、ミクロエマルジョン、ナノ粒子及びナノカプセル）又はマクロ・エ
マルジョンで調製されたマイクロカプセルに封入されてもよい。このような技術は、Remi
ngtonのPharmaceutical Sciences、第１６版、Osol, A. (編) (1980)に開示される。
【０２３１】
　徐放性製剤が調製されてもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性
ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリックスが成形品、例えばフィルム又はマ
イクロカプセルの形態をしている。
【０２３２】
　インビボ投与に使用される製剤は、一般的に無菌である。無菌性は、例えば、滅菌濾過
膜を通して濾過することにより、達成することができる。
【０２３３】
Ｇ．治療的方法及び組成物
　本明細書において提供される抗ＨＥＲ３抗体（又は抗原結合タンパク質）又は細胞傷害
性薬剤にコンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体（又は抗原結合タンパク質）のイムノコン
ジュゲートの何れかが、治療方法で使用され得る。
【０２３４】
　一態様において、医薬としての使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤にコ
ンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートが提供される。更なる態様に
おいて、癌を治療することにおける使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤に
コンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートが提供される。ある実施態
様において、治療の方法における使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤にコ
ンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートが提供される。ある実施態様
において、本発明は、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤にコンジュゲートされた抗ＨＥ
Ｒ３抗体のイムノコンジュゲートの有効量を個体に投与することを含む、癌を有する個体



(55) JP 2016-503294 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

を治療する方法における使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤にコンジュゲ
ートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートを提供する。更なる実施態様において
、本発明は、癌細胞においてアポトーシスを誘導すること／又は癌細胞増殖を阻害するこ
とにおける使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性薬剤にコンジュゲートされた抗
ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートを提供する。ある実施態様において、本発明は、癌
細胞中でアポトーシスを誘導するために／又は癌細胞増殖を阻害するために、抗ＨＥＲ３
抗体又は細胞傷害性薬剤にコンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲート
の有効量を個体に投与することを含む、個体において、癌細胞中でアポトーシスを誘導す
る／又は癌細胞増殖を阻害する方法における使用のための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害
性薬剤にコンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートを提供する。上記
実施態様のいずれかに記載の「個体」は、好ましくはヒトである。
【０２３５】
　更なる態様において、本発明は、医薬の製造又は調製における、抗ＨＥＲ３抗体又は細
胞傷害性薬剤にコンジュゲートされた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートの使用を提
供する。一実施態様において、本医薬は癌の治療のためのものである。更なる実施態様に
おいて、本医薬は、癌を有する個体に、医薬の有効量を投与することを含む、癌を治療す
る方法で使用するためのものである。更なる実施態様において、医薬は、癌細胞において
アポトーシスを誘導するため／又は癌細胞増殖を阻害するためのものである。更なる実施
態様において、医薬は、癌細胞中でアポトーシスを誘導するための／又は癌細胞増殖を阻
害するための、医薬の有効量を個体に投与することを含む、癌に罹患している個体におい
て、癌細胞中でアポトーシスを誘導する／又は癌細胞増殖を阻害する方法における使用の
ためである。上記実施態様の何れかに記載の「個体」は、ヒトであり得る。
【０２３６】
　更なる態様にて、本発明は、癌を治療するための方法を提供する。一実施態様において
、本方法は、癌を有する個体に、抗ＨＥＲ３抗体の有効量を投与することを含む。上記実
施態様の何れかに記載の「個体」は、ヒトであり得る。
【０２３７】
　更なる態様において、本発明は、癌に罹患している個体において、癌細胞中でアポトー
シスを誘導する／又は癌細胞増殖を阻害するための方法を提供する。一実施態様において
、本方法は、癌に罹患している個体において、癌細胞中でアポトーシスを誘導する／又は
癌細胞増殖を阻害するための、抗ＨＥＲ３抗体又は細胞傷害性化合物にコンジュゲートさ
れた抗ＨＥＲ３抗体のイムノコンジュゲートの有効量を個体に投与することを含む。一実
施態様において、「個体」はヒトである。
【０２３８】
　更なる態様において、本発明は、例えば、上記の治療法の何れか使用される、本明細書
で提供される抗ＨＥＲ３抗体の何れかを含む薬学的製剤を提供する。一実施態様において
、薬学的製剤は、本明細書で提供される抗ＨＥＲ３抗体の何れか、及び薬学的に許容され
る担体を含む。
【０２３９】
　本発明の抗体（及び任意の追加の治療剤）は、任意の適切な手段によって投与すること
ができ、経口、肺内、及び鼻腔内、及び局所治療が所望される場合、病巣内投与が含まれ
る。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、又は皮下投与が含まれる。投薬
は、その投与が短期間か又は長期であるかどうかに部分的に依存し、任意の適切な経路、
例えば、静脈内又は皮下注射などの注射により行うことができる。限定されないが、様々
な時間点にわたる、単一又は複数回投与、ボーラス投与、パルス注入を含む様々な投与ス
ケジュールが本明細書で考えられている。
【０２４０】
　本発明の抗体は良好な医療行為に合致した方法で処方され、投与され、投薬される。こ
の文脈における考慮因子としては、治療すべき具体的な障害、治療すべき具体的な哺乳類
、個々の患者の臨床状態、障害の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与スケジュール及
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び医師にとって既知の他の因子が挙げられる。抗体は、必要ではないが任意で、問題とな
る障害の予防又は治療のために、現在使用中の一又は複数の薬剤ともに処方される。その
ような他の薬剤の有効量は製剤中に存在する抗体の量、障害又は治療の種類及び上記した
他の要因に依存する。これらは一般的には本明細書に記載されるのと同じ用量及び投与経
路において、又は、本明細書に記載された用量の１％から９９％で、又は経験的に／臨床
的に妥当であると決定された任意の用量及び任意の経路により使用される。
【０２４１】
　疾患の予防又は治療のためには、本発明の抗体の適切な用量（単独で使用されるか、又
は、一以上の更なる治療的薬剤との組み合わされる場合）は治療すべき疾患の種類、抗体
の種類、疾患の重症度及び経過、抗体を予防又は治療目的のいずれにおいて投与するか、
以前の治療、患者の臨床的履歴及び抗体に対する応答性、及び担当医の判断に依存する。
抗体は、患者に対して、単回、又は一連の治療にわたって適切に投与される。疾患の種類
及び重症度に応じて、例えば一回以上の別個の投与によるか、連続注入によるかに関わら
ず、抗体約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば０．５ｍｇ／ｋｇから１０ｍｇ／ｋ
ｇ）が患者への投与のための初期候補用量となり得る。１つの典型的な一日当たり用量は
上記した要因に応じて約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ以上の範囲である。数日間以
上に渡る反復投与の場合には、状態に応じて、治療は疾患症状の望まれる抑制が起こるま
で持続するであろう。１つの例示される抗体用量は約０．０５ｍｇ／ｋｇから約１０ｍｇ
／ｋｇの範囲である。従って、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋ
ｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの１つ以上の用量（又はこれらの何れかの組み合わせ）を患者に投
与してよい。このような用量は断続的に、例えば毎週又は３週毎（例えば患者が抗体の約
２投与量から約２０投与量、又は例えば約６投与量を受けるように）投与してよい。初期
の高負荷投与量の後に一以上の低投与量が投与され得る。典型的な投薬レジメンは、抗体
の、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷用量の投与と、その後の約２ｍｇ／ｋｇの毎週の維持用量
の投与を伴う。しかしながら、他の投薬レジメンを使用してもよい。この治療の進行は、
従来技術及びアッセイにより容易にモニターされる。
【０２４２】
　上記の製剤又は治療方法の何れかが、抗ＨＥＲ３抗体の代わりか又は抗ＨＥＲ３抗体に
加えて、本発明のイムノコンジュゲートを用いて行うことができることが理解される。
【０２４３】
ＩＩＩ．製造品
　本発明の他の実施態様において、上述した障害の治療、予防、及び／又は診断に有用な
物質を含む製造品が提供される。製造品は、容器とラベル又は容器上にある又は容器に付
属するパッケージ挿入物を含む。好適な容器は、例としてボトル、バイアル、シリンジ、
ＩＶ輸液バッグ等を含む。容器はガラス又はプラスチックなどの様々な物質から形成され
うる。容器は、疾患の治療、予防、及び／又は診断に有効である、それ自体か、又はその
他の組成物と併用される化合物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容
器は皮下注射針による穴あきストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであって
よい）。組成物中の少なくとも一の活性剤は本発明の抗体である。ラベル又はパッケージ
挿入物は、組成物が特定の症状の治療のために使用されることを示している。更に、製造
品は、（ａ）組成物が本発明の抗体を包含する組成物を含む第一の容器；及び（ｂ）組成
物が更なる細胞障害性又はその他の治療的薬剤を包含する組成物を含む第２の容器を含み
得る。本発明の本実施態様における製造品は、組成物が特定の疾患を治療することに用い
ることができることを示すパッケージ挿入物をさらに含んでいてもよい。別法として、又
は加えて、製造品は、薬学的に許容される緩衝液、例えば注射用静菌水（ＢＷＦＩ）、リ
ン酸緩衝化塩水、リンガー溶液及びデキストロース溶液を含む第二（又は第三）の容器を
さらに含んでもよい。これは、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針、及びシリンジを含
む、商業的及びユーザーの立場から望まれる他の物質のさらに含んでもよい。
【０２４４】
　上記の製造品の何れかは、抗ＨＥＲ３抗体の代わりか又はそれに加えて、本発明のイム
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ノコンジュゲートを含み得ることが理解される。
【０２４５】
アミノ酸配列の記述
配列番号１　ヒトＨＥＲ３のβヘアピン
配列番号２　ヒトＨＥＲ４のβヘアピン
配列番号３　ヒトＨＥＲ３
配列番号４　ヒトＨＥＲ３細胞外ドメイン（ＥＣＤ）
配列番号５　ヒトＨＥＲ４
配列番号６　ヒトＨＥＲ４細胞外ドメイン（ＥＣＤ）
配列番号７　ヒトＨＥＲ１
配列番号８　ヒトＨＥＲ１細胞外ドメイン（ＥＣＤ）
配列番号９　ヒトＨＥＲ２
配列番号１０　ヒトＨＥＲ２細胞外ドメイン（ＥＣＤ）
配列番号１１　ヒトヘレグリン断片（ＨＲＧ）
配列番号１２　ヒトヘレグリンβ－１断片（Preprotechから提供）
配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３，
配列番号１４　ＴｔＳｌｙＤ－野生型
配列番号１５　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ
配列番号１６　ＴｇＳｌｙＤΔＩＦ
配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３
配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３
配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４
配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４
配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
配列番号２５　重鎖ＨＶＲ－Ｈ１、Ｍ－０８－１１
配列番号２６　重鎖ＨＶＲ－Ｈ２、Ｍ－０８－１１
配列番号２７　重鎖ＨＶＲ－Ｈ３、Ｍ－０８－１１
配列番号２８　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ１、Ｍ－０８－１１
配列番号２９　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ２、Ｍ－０８－１１
配列番号３０　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ３、Ｍ－０８－１１
配列番号３１　重鎖可変ドメインＶＨ、Ｍ－０８－１１
配列番号３２　軽鎖可変ドメインＶＬ、Ｍ－０８－１１
配列番号３３　重鎖ＨＶＲ－Ｈ１、Ｍ－１７－０２
配列番号３４　重鎖ＨＶＲ－Ｈ２、Ｍ－１７－０２
配列番号３５　重鎖ＨＶＲ－Ｈ３、Ｍ－１７－０２
配列番号３６　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ１、Ｍ－１７－０２
配列番号３７　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ２、Ｍ－１７－０２
配列番号３８　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ３、Ｍ－１７－０２
配列番号３９　重鎖可変ドメインＶＨ、Ｍ－１７－０２
配列番号４０　軽鎖可変ドメインＶＬ、Ｍ－１７－０２
配列番号４１　重鎖ＨＶＲ－Ｈ１、Ｍ－４３－０１
配列番号４２　重鎖ＨＶＲ－Ｈ２、Ｍ－４３－０１
配列番号４３　重鎖ＨＶＲ－Ｈ３、Ｍ－４３－０１
配列番号４４　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ１、Ｍ－４３－０１
配列番号４５　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ２、Ｍ－４３－０１
配列番号４６　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ３、Ｍ－４３－０１
配列番号４７　重鎖可変ドメインＶＨ、Ｍ－４３－０１
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配列番号４８　軽鎖可変ドメインＶＬ、Ｍ－４３－０１
配列番号４９　重鎖ＨＶＲ－Ｈ１、Ｍ－４６－０１
配列番号５０　重鎖ＨＶＲ－Ｈ２、Ｍ－４６－０１
配列番号５１　重鎖ＨＶＲ－Ｈ３、Ｍ－４６－０１
配列番号５２　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ１、Ｍ－４６－０１
配列番号５３　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ２、Ｍ－４６－０１
配列番号５４　軽鎖ＨＶＲ－Ｌ３、Ｍ－４６－０１
配列番号５５　重鎖可変ドメインＶＨ、Ｍ－４６－０１
配列番号５６　軽鎖可変ドメインＶＬ、Ｍ－４６－０１
配列番号５７　ヒトＨＥＲ３のβヘアピン内の結合エピトープ
配列番号５８　シュードモナス外毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８Ｍ＿３Ｇ（ＧＧＧリンカーを
含む）
配列番号５９　Ｍ－０８－１１の軽鎖；Ｍ－０８－１１＿ＬＣ
配列番号６０　ソルターゼタグを含むＭ－０８－１１　ＨＣの重鎖；Ｍ－０８－１１＿Ｈ
Ｃ
配列番号６１　シュードモナス外毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８ＭにコンジュゲートされたＭ
－０８－１１　ＨＣの重鎖（Ｆａｂ－０１１－ＰＥの重鎖１）
配列番号６２　シュードモナス外毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８Ｍに、直接のＰＥ２４ＬＲ８
Ｍ融合体として、コンジュゲートされたＭ－０８－１１ＨＣの重鎖（Ｆａｂ－０１１－Ｐ
Ｅの重鎖２）
配列番号６３　可溶性黄色ブドウ球菌ソルターゼＡ
配列番号６４　重鎖可変ドメインＶＨ、Ｍ－０５－７４
配列番号６５　軽鎖可変ドメインＶＬ、Ｍ－０５－７４
配列番号６６　ヒトカッパ軽鎖定常領域
配列番号６７　ヒトラムダ軽鎖定常領域
配列番号６８　ＩｇＧ１由来のヒト重鎖定常領域
配列番号６９　Ｌ２３４Ａ及びＬ２３５Ａに関して変異されたＩｇＧ１由来のヒト重鎖定
常領域
配列番号７０　Ｌ２３４Ａ、Ｌ２３５Ａ及びＰ３２９Ｇに関して変異されたＩｇＧ１由来
のヒト重鎖定常領域
配列番号７１　ＩｇＧ４由来のヒト重鎖定常領域
【０２４６】
　以下の実施例及び図は、本発明の理解を助けるために提供され、本発明の真の範囲は、
添付の特許請求の範囲に記載されている。本発明の精神から逸脱することなく、改変は記
載された手順で行うことができることが理解される。
【０２４７】
　以下に、本発明の幾つかの実施態様が記載される。
１．　ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗原結合タンパク質
を選択するための方法であって；
ここで、抗原結合タンパク質は、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨ
Ｔ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
ここで、
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、
　　　配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチド
及び
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　ｂ）配列番号２のアミノ酸配列を含み、
　　　配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
からなる群から選択される少なくとも一のポリペプチドは、
ａ）のうちの少なくとも一ポリペプチドに対する結合を示し、かつｂ）のうちの少なくと
も一ポリペプチドに対する結合を示さない、抗原結合タンパク質を選択するために使用さ
れ、それによって、ヒトＨＥＲ３のＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号
１）のアミノ酸配列内に結合し、かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない抗原結合タンパク質
を選択する、方法。
２．　実施態様１に記載の選択方法により得られた、抗原結合タンパク質。
３．　抗原結合タンパク質が抗体である、実施態様１に記載の方法、又は実施態様２に記
載の抗原結合タンパク質。
４．　ａ）配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３のポリペプチドに結合し、
かつ
　ｂ）配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４のポリペプチドと交差反応しない、
ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗原結合タンパク質。
５．　ａ）配列番号１８のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３）に含まれるＰ
ＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し、かつ
　ｂ）配列番号２２のポリペプチド（ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４）に含まれるＰＱＴ
ＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列と交差反応しない、ヒ
トＨＥＲ３に結合する単離された抗原結合タンパク質。
６．　抗体である、実施態様４又は５に記載の抗原結合タンパク質。
７．　活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合する、ヒトＨＥＲ３に結
合する単離された抗体。
８．　抗体は、ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗
体とのインキュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レ
ベルと比較した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示す、実施
態様６から７の何れか一に記載の抗体。
９．　ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）単離された抗体であ
って、
　ａ）配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｂ）活性化ＨＥＲ３における配列番号１のアミノ酸配列に結合し；及び／又は
　ｃ）配列番号１３　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１８　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　　　配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　　　配列番号２０　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰＮＰ
ＨＴ（配列番号１）のアミノ酸配列内に結合し；
及び／又は
　ｄ）ＨＥＲ３のβヘアピン領域に結合し；及び／又は
　ｅ）ＨＥＲ３／ＨＥＲ２ヘテロ二量体のヘテロ二量体化を阻害し；及び／又は
　ｆ）表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３－ＥＣＤ
（配列番号４）への結合の結合定数（Ｋａ）のと比（Ｋａ（サーマス・サーモフィラスＳ
ｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を有し；及
び／又は
　ｇ）表面プラズモン共鳴アッセイで測定した場合、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
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　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣＤ（配列
番号４）への結合のモル比ＭＲとの比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫ
ＢＰ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有し；
　ｈ）配列番号２のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；及び／又は
　ｉ）配列番号２１　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２２　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、
　　　配列番号２３　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ４、及び
　　　配列番号２４　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４
からなる群から選択されるポリペプチドに含まれるＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦ
ＮＡ（配列番号２）のアミノ酸配列に対して交差反応性を有さず；
及び／又は
　ｊ）ＨＥＲ４のβヘアピン領域に対して交差反応性を持たず；及び／又は
　ｋ）ＨＥＲ３への結合をヘレグリンと競合せず；及び／又は
　ｌ）ヘレグリンのＨＥＲ３への結合を誘導し；及び／又は
　ｍ）ＨＥＲ３－ＥＣＤにＫＤ値≦１×１０－８Ｍの親和性で結合し（一実施態様におい
て、１×１０－８Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で；（一実施態様において、１×１０
－９Ｍから１×１０－１３ＭのＫＤ値で）；及び／又は
　ｎ）ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し；及び
／又は
　ｏ）ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）からなるポリペプチドに結合し、及び
ＰＱＴＦＶＹＮＰＴＴＦＱＬＥＨＮＦＮＡ（配列番号２）からなるポリペプチドと交差反
応しない；及び／又は
　ｐ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイ
ンキュベーション後０分で検出されるように、ヘレグリンの非存在下での結合レベルと比
較した場合、ヘレグリンの存在下で少なくとも２倍高い結合レベルを示し；及び／又は
　ｑ）ＨＥＲ３を発現するＴ４７Ｄ細胞を用いたＦＡＣＳアッセイにおいて、抗体とのイ
ンキュベーション後の４時間後に、ヘレグリンの存在下で、ＨＥＲ３のほぼ完全な内部移
行を示す、抗体。
１０．　ヒトＨＥＲ３に結合し、及びヒトＨＥＲ４と交差反応しない単離された抗体であ
って、ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ（配列番号４８）のアミノ酸配列を含むポリペプチドで
ある、１５アミノ酸長のポリペプチドに結合する、抗体。
１１．　ヒト、ヒト化、又はキメラ抗体である、実施態様６から１０に記載の抗体。
１２．　ヒトＨＥＲ３に結合し（かつヒトＨＥＲ４と交差反応しない）抗体断片である、
実施態様６から１０に記載の抗体。
１３．　（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号２６の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ３を含む、請求項６から１２の何れか一項に記載の抗体。
１４．　（ａ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号２９の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む、請求項６から１２又は１３の何れか一項に記載の抗体。
１５．
ｉ）（ａ）配列番号２５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号２７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号２８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号２９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
１６．　（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号３４の
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アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ３を含む、請求項６から１２の何れか一項に記載の抗体。
１７．　（ａ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号３７の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む、請求項６から１２又は１６の何れか一項に記載の抗体。
１８．　
ｉ）（ａ）配列番号３３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号３４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号３５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号３６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号３８のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
１９．　（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号４２の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ３を含む、請求項６から１２の何れか一項に記載の抗体。
２０．　（ａ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号４５の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む、請求項６から１２又は１９の何れか一項に記載の抗体。
２１．　
ｉ）（ａ）配列番号４１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号４２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号４３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号４４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号４５のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号４６のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
２２．　（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；（ｂ）配列番号５０の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；及び（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｈ３を含む、請求項６から１２の何れか一項に記載の抗体。
２３．　（ａ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；（ｂ）配列番号５３の
アミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び（ｃ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ
－Ｌ３を含む、請求項６から１２又は２２の何れか一項に記載の抗体。
２４．　
ｉ）（ａ）配列番号４９のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ１；
　（ｂ）配列番号５０のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ２；
　（ｃ）配列番号５１のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｈ３；
　（ｄ）配列番号５２のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ１；
　（ｅ）配列番号５３のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ２；及び
　（ｆ）配列番号５４のアミノ酸配列を含むＨＶＲ－Ｌ３；
ｉｉ）あるいはｉ）の（ａ）、（ｂ）、（ｄ）及び／又は（ｅ）のうちの抗体のＨＶＲの
ヒト化変異体を含む、ヒトＨＥＲ３に結合する単離された抗体。
２５．　完全長ＩｇＧ１抗体又はＩｇＧ４抗体である、実施態様６から２４の何れか一に
記載の抗体。
２６．　Ｆａｂ断片である、実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体。
２７．　実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体、及び細胞傷害性薬剤を含む、イム
ノコンジュゲート。
２８．　実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体、又は実施態様２７に記載のイムノ
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コンジュゲート、及び薬学的に許容される担体を含む、薬学的製剤。
２９．　医薬としての使用のための、実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体、又は
実施態様２７に記載のイムノコンジュゲート。
３０．　癌を治療することにおける使用のための、実施態様６から２４の何れか一に記載
の抗体、又は実施態様４２に記載のイムノコンジュゲート。
３１．　ＨＥＲ３／ＨＥＲ２二量体化の阻害における使用のための、実施態様６から２４
の何れか一に記載の抗体。
３２．　医薬の製造における、実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体、又は実施態
様２７に記載のイムノコンジュゲートの使用。
３３．　医薬は癌の治療用である、実施態様３２の使用。
３４．　医薬は、ＨＥＲ３／ＨＥＲ３二量体化の阻害用である、医薬の製造における実施
態様６から２４の何れか一に記載の抗体の使用。
３５．　実施態様１から３４の何れか一に記載の抗体、又は実施態様１から３４の何れか
一に記載の抗体と細胞傷害性薬剤とを含むイムノコンジュゲートの、有効量を個体に投与
することを含む、癌を有する個体を治療する方法。
３６．　実施態様１から３５の何れか一に記載の抗体と細胞傷害性薬剤とを含むイムノコ
ンジュゲートの有効量を個体に投与することを含む、癌に罹患した個体の癌細胞において
アポトーシスを誘導する方法であって、それにより、個体における癌細胞のアポトーシス
を誘導する方法。
３７．　実施態様６から２４の何れか一に記載の抗体をコードする単離された核酸。
３８．　実施態様３９に記載の核酸を含む宿主細胞。
３９．　抗体が産生されるように、実施態様３９に記載の宿主細胞を培養することを含む
、抗体を製造する方法。
４０．　ｉ）配列番号１２　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉ）配列番号１６　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｉｉ）配列番号１７　ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
　ｉｖ）配列番号１８　ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３、及び
　ｖ）配列番号１９　ＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、
からなる群から選択されるポリペプチドであって、そのポリペプチドは配列番号１のアミ
ノ酸配列を含む、ポリペプチド。
【０２４８】
実施例
材料及び一般的な方法
組換えＤＮＡ技術
　Sambrook, J. et al., Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989に記述されるように、標準的
な方法がＤＮＡを操作するために使用された。分子生物学的試薬を、製造元の指示に従っ
て使用した。
【０２４９】
遺伝子合成
　所望の遺伝子セグメントを、化学合成によって作られたオリゴヌクレオチドから調製し
た。特異な制限エンドヌクレアーゼ切断部位に隣接した４００－１６００ｂｐ長の遺伝子
セグメントは、アニーリング及びＰＣＲ増幅を含むオリゴヌクレオチドの連結によって構
築され、続いて示された制限部位、例えばＥｃｏＲＩ／ＢｌｐＩ又はＢｓｍＩ／ＸｈｏＩ
を介して以下に記載の発現ベクターへクローニングされた。サブクローニングされた遺伝
子断片のＤＮＡ配列を、ＤＮＡ配列決定によって確認した。遺伝子合成断片は、Ｇｅｎｅ
ａｒｔ（Regensburg, Germany）で指定された仕様に基づいて発注された。
【０２５０】
ＤＮＡ配列決定
　ＤＮＡ配列は、Ｓｅｑｕｉｓｅｒｖｅ　ＧｍｂＨ（Vaterstetten, Germany）で行った
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二本鎖配列決定により決定した。
【０２５１】
ＤＮＡ及びタンパク質配列分析及び配列データ管理
　インフォマックスのベクターＮＴ１アドバンススイートバージョン１１．５．０が、配
列の作成、マッピング、解析、注釈及び説明のために使用された。
【０２５２】
実施例１
抗原及びスクリーニングタンパク質の調製－ＨＥＲ３のβヘアピン及びＨＥＲ４のβヘア
ピンに結合する抗体を選択するための機能的βヘアピンＨＥＲ３及びβヘアピンＨＥＲ４
コンストラクトの生成
　機能的βヘアピンＨＥＲ３及びＨＥＲ４コンストラクトを生成するために、ＨＥＲ３の
βヘアピン（配列番号１）及びＨＥＲ４のβヘアピン（配列番号４）のアミノ酸配列は、
ＦＫＢＰドメインを含むポリペプチドのＳｌｙＤフレームワークに移植された。このよう
なコンストラクトにおいて、移植されたβヘアピンは、（例えば、ＨＲＧなどのリガンド
の非存在下で）ＨＥＲ３又はＨＥＲ４の天然の非活性コンホメーションにおける隠れた構
造とは対照的に、自由にアクセス可能である（ＨＥＲ３のβヘアピンが隠れている図１ｃ
及び１ｄを参照）。
【０２５３】
　全ての融合ＳｌｙＤポリペプチドは、ほとんど同一のプロトコールを用いて精製し、リ
フォールディングすることができる。特定の発現プラスミドで形質転換された大腸菌ＢＬ
２１（ＤＥ３）細胞を選択的増殖のための各抗生物質（カナマイシン３０／ｍｌ、又はア
ンピシリン（１００μｇ／ｍｌ））を含むＬＢ培地中３７℃で、ＯＤ６００が１．５まで
増殖させ、細胞質ゾル過剰発現を、１ｍＭのイソプロピルβ－Ｄ－チオガラクトシド（Ｉ
ＰＴＧ）を添加することによって誘導した。誘導後３時間で、細胞を、遠心分離（５００
０ｇで２０分間）により回収し、凍結し、－２０℃で保存した。細胞溶解のために、凍結
したペレットを、７ＭのＧｄｍＣｌ及び５ｍＭのイミダゾールを補充した冷却した５０ｍ
Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．０）に再懸濁した。その後、懸濁液を、氷上で２
～１０時間撹拌し、細胞溶解を完了した。遠心分離（２５０００ｇ、１ｈ）及び濾過（硝
酸セルロース膜、８．０μｍ、１．２μｍ、０．２μｍ）の後、溶解物を、溶解緩衝液で
平衡化したＮｉ－ＮＴＡカラムにアプライした。続く洗浄工程において、（７ＭのＧｄｍ
Ｃｌを含む５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．０）中）イミダゾールの濃度を１
０ｍＭに上昇させ、チオール部分を還元型に維持し、早期のジスルフィド架橋を防ぐため
に、５ｍＭのＴＣＥＰを添加した。還元性洗浄緩衝液の少なくとも１５から２０体積を適
用した。その後、ＧｄｍＣｌ溶液を、マトリックス結合のＳｌｙＤ融合ポリペプチドのコ
ンホメーションリフォールディングを誘導するために、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭ
のイミダゾール、及び５ｍＭのＴＣＥＰを含有する５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐ
Ｈ８．０）に交換した。同時に精製するプロテアーゼの再活性化を回避するために、プロ
テアーゼ阻害剤カクテル（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）ＥＤＴＡフリー、Roche）をリ
フォールディング緩衝液に添加した。リフォールディング緩衝液の計１５から２０カラム
体積を、一晩の手順で適用した。その後、ＴＣＥＰ及びＣｏｍｐｌｅｔｅ（登録商標）Ｅ
ＤＴＡフリー阻害剤カクテルの両方を、１００ｍＭのＮａＣｌ及び１０ｍＭのイミダゾー
ルを含む５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ８．０）の１０カラム体積で洗浄するこ
とにより除去した。最後の洗浄工程では、粘り強い汚染物質を除去するために、イミダゾ
ール濃度を３０ｍＭ（１０カラム体積）まで上げた。リフォールディングしたポリペプチ
ドは、次いで、同じ緩衝液中２５０ｍＭイミダゾールを適用することにより溶出した。タ
ンパク質含有画分を、トリシン－ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって純度について評価した（Scha
egger, H. and von Jagow, G., Anal. Biochem. 166 (1987) 368-379）。その後、緩衝系
（５０ｍＭリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．０）、１００ｍＭのＫＣｌ、０．５ｍＭのＥ
ＤＴＡ）としてリン酸カリウムを使用して、タンパク質を、サイズ排除クロマトグラフィ
ー（ＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ　ＨｉＬｏａｄ、Amersham Pharmacia）にかけた。最後に、タ
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縮した。ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３のＮｉ－ＮＴＡ精製の典型的なＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ分析が図３に示され、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ－３の
ニッケルＮＴＡ精製された画分のＳＥＣ溶出プロファイルが図４に示される。サーマス・
サーモフィラスのＳｌｙＤ（ＴｔＳｌｙＤ）－Ｈｅｒ－３融合ポリペプチドは、そのモノ
マー形態で、可溶性で安定したポリペプチドとして正常に精製することができた。最終収
量は、画分１２と１３から１６．４ｍｇの精製タンパク質で定量した。
【０２５４】
　表２（挿入体としてＨＥＲ３二量体化ドメイン断片（ＨＥＲ３のβヘアピン（配列番号
１））又は挿入体としてＨＥＲ４二量体化ドメイン断片（ＨＥＲ４のβヘアピン（配列番
号２））を保有する）開発されたＳｌｙＤベースのエピトープスキャフォールドのアミノ
酸配列の概要。
【０２５５】
　ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃ
ｙｓ－Ｈｅｒ３、Thermococcus gammatolerans ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３及びＴｇ
ＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３は、挿入体としてＨＥＲ３二量体化ドメイン断片（ＨＥＲ３の
βヘアピン（配列番号１））を保有し、免疫原として及びＥＬＩＳＡスクリーニングにお
ける陽性対照として使用された。
【０２５６】
　ＴｔＳｌｙＤ－野生型、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ、ＴｇＳｌｙＤΔＩＦは、（挿入体として
ＨＥＲ３二量体化ドメイン断片（ＨＥＲ３のβヘアピン（配列番号１））又はＨＥＲ４二
量体化ドメイン断片（ＨＥＲ４のβヘアピン（配列番号２）を含まない）ＥＬＩＳＡスク
リーニングにおいて、陰性対照として使用された。
【０２５７】
　ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ４、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４、ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ
－Ｈｅｒ４及びＴｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ４（挿入体としてＨＥＲ４二量体化ドメイン
断片（ＨＥＲ４のβヘアピン（配列番号２）を保有する）を、ＨＥＲ４の交差反応性のた
めに開発されたクローンを確認するためにＥＬＩＳＡスクリーニングに使用した。
【０２５８】
　エピトープスキャフォールドは、大腸菌で発現されるので、Ｎ末端メチオニン残基が存
在するか又はしない場合がある。（Ｎｔ＝Ｎ－末端；Ｃｔ＝Ｃ－末端）
【０２５９】
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【０２６０】
実施例２
ａ）免疫化とＨＥＲ３抗体の選択
　ＨＥＲ３のβヘアピンに対する抗体の生成のために、Ｂａｌｂ／Ｃ、ＮＭＲＩ又はＳＪ
Ｌマウスを異なる抗原で免疫した。抗原として、以下のタンパク質を使用した：完全長Ｈ
ｅｒ３　ＥＣＤ、又はエピトープスキャフォールドタンパク質ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１
２－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、ＴｇＳ
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ｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３及びＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３。ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１
２－ＨＥＲ３変異体は、ＨＥＲ３二量体化ドメイン特異的抗体の生成のために使用される
第一世代のエピトープスキャフォールドを表す。エピトープスキャフォールドとしてＳｌ
ｙＤ変異体を使用することの一般原理は、既に第一世代のＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１２スキャ
フォールドを使用して実証することができたが、高い安定性を有するスキャフォールドの
改善された変異体が開発された。これらのＳｌｙＤ変異体は、サーマス・サーモフィラス
及びThermococcus gammatoleransから由来する。
【０２６１】
　全てのマウスは、免疫化キャンペーンの開始後の時間点０週、６週及び１０週目で３回
の免疫化に供された。各時点で、各マウスを、１００μｌのＰＢＳに溶解した１００μｇ
のエンドトキシンを含まない免疫原で免疫した。１回目の免疫化のため、免疫原を１００
μｌのＣＦＡと混合した。２回目及び３回目の免疫化のため、免疫原をＩＦＡと混合した
。１回目と３回目の免疫化は、腹腔内経路を介して適用され、２回目の免疫化は皮下に適
用された。ハイブリドーマ技術を用いた抗体の開発のための脾臓細胞の調製の前に、マウ
スは、アジュバントを含まない１００μｌのＰＢＳ中の１２．５μｇの免疫原によって、
静脈内追加免疫に供された。
【０２６２】
力価分析
　それぞれの免疫原に対する及びスクリーニングタンパク質に対する血清力価の測定のた
め、各マウスの血清の少量が、免疫化キャンペーンの開始後１１週目に採取された。ＥＬ
ＩＳＡのため、免疫原又はスクリーニングのスキャフォールドタンパク質をプレート表面
上に固定化した。ＨＥＲ３　ＥＣＤは１μｇ／ｍｌの濃度で固定化され、スキャフォール
ドタンパク質ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１２－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１２、Ｔ
ｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ、Ｔ
ｇＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３及びＴｇＳｌｙＤΔＩＦは
、０．５／ｍｌの濃度で使用された。スキャフォールドタンパク質ＴｔＳｌｙＤｃａｓ及
びＴｇＳｌｙＤΔＩＦは、陰性対照として使用された。各マウスからの血清を、１％ＢＳ
Ａを含むＰＢＳ中に希釈し、希釈液をプレートに添加した。血清は、希釈１：３００、１
：９００、１：２７００、１：８１００、１：２４３００、１：７２９００、１：２１８
７００及び１：６５６１００で試験された。結合した抗体は、基質としてＨＲＰ標識Ｆ（
ａｂ’）２ヤギ抗マウスＦｃγ（Dianova）及びＡＢＴＳ（Roche）を用いて検出された。
【０２６３】
　血清滴定のレベルにおいてさえも、免疫化マウスは、ＨＥＲ３の二量体化βヘアピンド
メインに対する抗体を生じることは既に明らかであった。Ｈｅｒ３　ＥＣＤで免疫したマ
ウスでは、これは、二量化β－ヘアピンループを含有するスキャフォールドタンパク質の
一つに対しての滴定により示すことができる。強く低減されたシグナルは、ＨＥＲ３　Ｅ
ＣＤを用いた免疫によって産生された抗体の大部分は、ＥＣＤ内の他の部分を標的として
おり、ごく一部のみが二量体化β－ヘアピンドメインに結合しているという事実により説
明することができる。ＨＥＲ３二量体化ループを含むスキャフォールドで免疫したマウス
において、ループを標的とする抗体の割合は、ＨＥＲ３　ＥＣＤに対する滴定（陽性対照
）及びＨＥＲ３挿入体を含まない対照スキャフォールドに対する滴定（陰性対照）により
示すことができる。
【０２６４】
ｂ）抗体の開発及びＥＬＩＳＡスクリーニング／選択
　ここで説明するエピトープスキャフォールド技術の使用は、Ｈｅｒ３二量体化ドメイン
を標的とする抗体の開発のための主要な２つの戦略を提供する（ＨＥＲ３のβヘアピン（
配列番号１））。１つの戦略は、完全長ＨＥＲ３　ＥＣＤで免疫し、二量体化ドメインに
特異的な抗体をスクリーニングするためのスキャフォールドを使用することである。他の
戦略は、免疫化のためのスキャフォールドの直接の使用、及びＨＥＲ３　ＥＣＤ、他の骨
格を有するスキャフォールド又はカウンタースクリーニングのための挿入体を含まないス
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キャフォールドを使用することである。抗体は、初代Ｂ細胞をＰ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３
骨髄腫細胞と融合することによるハイブリドーマ技術を用いて開発された。２日後、最終
追加免疫の後、免疫したマウスを屠殺し、脾臓細胞集団を調製した。脾臓細胞は、ＰＥＧ
融合技術を用いて、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３と融合させた。融合からの細胞のバッチ培
養は、５％ＣＯ２下、３７℃で一晩インキュベートした。翌日、融合細胞を含む細胞のバ
ッチを４００ｇで１０分間遠心分離した。その後、細胞を、０．１×アザセリン－ヒポキ
サンチン（Sigma）を補充したハイブリドーマ選択培地に懸濁し、９６ウェルプレートに
ウェル当たり２．５ｘ１０４細胞の濃度で播種した。プレートを、５％ＣＯ２下、３７℃
で少なくとも１週間培養した。ＥＬＩＳＡ分析の３日前に選択培地を交換した。
【０２６５】
　初代培養上清を、ＨＥＲ３　ＥＣＤ及び種々のスキャフォールドタンパク質に対するＥ
ＬＩＳＡで試験した。スキャフォールドタンパク質に対する試験は、選択されたクローン
が、天然のＨＥＲ３　ＥＣＤの二量体化ドメインに結合していることを実証するために行
われた。対照スキャフォールドのＴｔＳｌｙＤｃａｓ及びＴｇＳｌｙＤΔＩＦに対する試
験は、選択されたクローンは、スキャフォールド骨格ではなく挿入されたＨＥＲ３由来の
配列に結合していることを示すために行われた。交差反応性を確認するために、得られた
クローンは、Ｈｅｒファミリーの他のメンバー、即ち、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２及びＨＥＲ４
の完全長のＥＣＤに対して試験された。示されるように、全ての選択されたクローンは、
Ｈｅｒ３に対して高度に特異的であり、Ｈｅｒファミリーの他のメンバーに対する交差反
応性は検出されなかった。ＥＬＩＳＡスクリーニングにおいて、抗原ダウンフォーマット
が使用された。ＨＥＲ３　ＥＣＤは１μｇ／ｍｌの濃度で固定化され、スキャフォールド
タンパク質ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１２－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤ－ＦＫＢＰ１２、Ｔｔ
ＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ、Ｔｇ
ＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３、ＴｇＳｌｙＤｓｅｒ－Ｈｅｒ３及びＴｇＳｌｙＤΔＩＦは、
０．５／ｍｌの濃度で固定化された。ハイブリドーマ上清をプレートに添加し、室温で１
時間インキュベートした。結合した抗体は、ＨＲＰ標識Ｆ（ａｂ’）２ヤギ抗マウスＦｃ
γ（Dianova）を用いて検出され、ＡＢＴＳ（Roche）がＨＲＰ基質として使用された。
【０２６６】
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【０２６７】
ｃ）免疫組織化学
　全ての選択されたクローンは、ＩＨＣにおいて反応性及び特異性について試験された。
従って、ＨＥＫ２９３細胞は、完全長ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４をそれ
ぞれコードするプラスミドで一過性にトランスフェクトされた。トランスフェクションの
２日後、ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３又はＨＥＲ４を今や発現する異なる細胞株は回収
され、続いて、ホルマリンで固定され、ＩＨＣ対照を生成するためにアガロースに包埋さ
れた。ホルマリン中で一晩更に固定した後、アガロースブロックはパラフィンに包埋され
た。トランスフェクトされていないＨＥＫ２９３細胞を陰性対照として使用し、トランス
フェクトされた細胞に応じて処置された。パラフィン包埋した後、３μｍの薄い切片をミ
クロトームを用いて調製した。切片をガラス顕微鏡スライド上にマウントし、２時間乾燥
させた。免疫組織化学の染色手順の全ての更なる工程は、ベンタナベンチマークＸＴを用
いて行われた。スライドを脱脂し、抗原回復は１時間加熱することによって行われた。抗
原回復のために、ベンタナ緩衝液ＣＣ１を使用した。抗体は、１μｇ／ｍｌの濃度で使用
した結合した抗体の検出のためにベンタナＵｌｔｒａＶｉｅｗ検出キットを使用した。結
果を図５に示す。示されるように、全てのクローンは、ＨＥＲ３の検出に特異的であり、
ＨＥＲファミリーの他のメンバー（ＨＥＲ１、ＨＥＲ２、及びＨＥＲ４）との交差反応性
を示さない。
【０２６８】
ｄ）選択された抗ＨＥＲ３ハイブリドーマのＤＮＡ配列決定
　選択されたハイブリドーマクローンのＤＮＡ配列を得るために、５’Ｒａｃｅ ＰＣＲ
を行った。ＲＴ－ＰＣＲのために、全ＲＮＡは、全ＲＮＡ精製キット（Qiagen）を用いて
、５×１０６細胞から調製した。逆転写及びＰＣＲは５’ｐｒｉｍｅ ＲＡＣＥ ＰＣＲキ
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ットを使用して行った（Roche）。重鎖及び軽鎖から得られたＰＣＲ断片をゲル電気泳動
及び続くゲル精製によって精製した。ＰＣＲ断片をＴｏｐｏ Ｚｅｒｏ－Ｂｌｕｎｔクロ
ーニングキット（Invitrogen）を用いてクローンし、コンピテント細胞に形質転換した。
各々のハイブリドーマからの幾つかのクローンが、選択されたクローンのコンセンサス配
列を得るために配列決定に供された。Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７－０２、Ｍ－１７－０７
及びＭ－１７－１２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１が、配列決定のために供された
。Ｍ－１７－０２、Ｍ－１７－０７及びＭ－１７－１２においては、同一のＶＨ及びＶＬ
配列が同定された。Ｍ－１７－０１及びＭ－１７－１１は、同様に配列決定される。
【０２６９】
ｅ）ＦＡＣＳを介したＭ－０８－１１の時間依存性内部移行の解析
　ＨＥＲ３へのＭ－０８－１１の結合及びＨＥＲ３　Ｍ－０８－１１の内部移行は、ＨＥ
Ｒ３を発現する腫瘍細胞株Ｔ４７Ｄを用いてＦＡＣＳで分析された。５×１０５細胞が、
５０ｎｇの組換えヒトヘレグリン断片（ＨＲＧ）（配列番号１１）により処置された。配
列番号１１のアミノ酸を含む断片１１が、ｐＣＤＮＡ．１ベクター（Invitrogen）にクロ
ーニングされた。ＨＲＧ断片は、Invitrogenにより記載されたプロトコールに従ってＦｒ
ｅｅＳｔｙｌｅＴＭ ２９３－Ｆ細胞中で発現された。（ＦｒｅｅＳｔｙｌｅＴＭ ２９３
発現システムのカタログ番号Ｋ９０００－０１）。精製されたＨＲＧ断片は、２０ｍＭの
ヒスチジン、１４０ｍＭのＮａＣｌ；ｐＨ６．０中に溶解され、－８０℃で保存された。
【０２７０】
　未処置（－）の細胞を陰性対照として使用した。ヘレグリン誘導活性化のすぐ後で、Ｍ
－０８－１１の１μｇが、細胞に添加された。細胞を、３７℃で０、５、１５、３０、４
５、６０、７５、９０、１０５、１２０、１８０分間２４０分間インキュベートした。イ
ンキュベーション後、細胞を直ちに氷上に置いた。細胞を、３ｍｌのＦＡＣＳ緩衝液で１
回洗浄し、その後１μｇのＲ－Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ
）二次抗体で３０分間染色した。フローサイトメトリーが、ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭフロ
ーサイトメーター（BD Biosciences）を用いて行われた。Ｔ４７Ｄ細胞における、Ｍ－０
８－１１誘導型、時間依存性ＨＥＲ３受容体の内部移行のＦＡＣＳ解析の結果：Ｍ－０８
－１１は、追加された組換えヒトヘレグリン断片（ＨＲＧ）の有無にかかわらず発現され
たＨＥＲ３　ＥＣＤへの結合を示している。Ｍ－０８－１１は、４時間かけてＨＥＲ３受
容体の内部移行へと導く。結果を図６に示す。アイソタイプ対照は、一定の水平の黒い棒
として表示される。
【０２７１】
　Ｍ－０８－１１は、ＨＲＧの非存在下（－）で、発現されたＨＥＲ３　ＥＣＤに対して
弱い結合を示す。これに対して、ヒトヘレグリン断片の存在下（＋ＨＲＧ）では、より強
い結合を検出することができた。ＨＥＲ３を発現する腫瘍細胞株Ｔ４７ＤによるＦＡＣＳ
アッセイにおける結合は、抗体曝露（０分のインキュベーション）の直後（０分）で検出
される場合、ＨＲＧの非存在下での結合レベルと比較した場合、ＨＲＧの存在下で少なく
とも２倍高い結合レベルを示す。Ｍ－０８－１１は、４時間かけてＨＥＲ３受容体の内部
移行へと導く。アイソタイプ対照は、一定の水平の黒い棒として表示される。
【０２７２】
実施例３
ａ）ＨＥＲ３抗体の速度論的スクリーニング／結合特性
　速度論的スクリーニングは、ビアコアＣＭ５センサーを備えたＢＩＡｃｏｒｅ ４００
０装置で、Schraemlらに従って行われた（Schraml, M. and M. Biehl, Methods Mol Biol
 901 (2012) 171-181）。全てのアッセイにおいて試験抗体が捕捉された。そのシステム
は、ソフトウェアバージョンＶ１．１の制御下にあった。機器の緩衝液は、ＨＢＳ－ＥＰ
（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＥＤＴＡ、０
．０５％（ｗ／ｖ）のＰ２０）であった。システムは、２５℃で操作された。１０ｍＭの
酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．５）中の３０μｇ／ｍｌのウサギポリクローナル抗体（
ＲＡＭ ＩｇＧ、（Ｆｃガンマ特異性を有するウサギ抗マウスＩｇＧ）GE Healthcare）が
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、フローセル１、２、３、及び４のスポット１、２、４及び５において、製造業者の指示
に従ってＥＤＣ／ＮＨＳ化学を用いて固定化された。センサーは、１Ｍのエタノールアミ
ンを用いて飽和された。各フローセルにおいて、参照シグナルは、スポット１－２及びス
ポット５－４を用いて計算され、スポット３はブランク対照とした。抗原（ヒト組換えＨ
ＥＲ３　ＥＣＤ（６８ｋＤａ）、及びＨＥＲ３のβ－ヘアピンペプチド（配列番号１）を
含む、組換えサーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－ＨＥＲ３（１５ｋＤａ）は
、非特異的結合を抑制するために、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキストラ
ン、Sigma）を補充した機器の緩衝液で１５０ｎＭに希釈された。それらの適用の前に、
ハイブリドーマ培養上清は、機器の緩衝液で１：５に希釈された。希釈された混合物を２
分間、３０μｌ／分の流速で注入した。抗体捕捉レベル（ＣＬ）は応答単位でモニターさ
れた。その直後に、各抗原を、３分間、３０μｌ／分の流速で注入した。その後、抗体－
抗原複合体の解離シグナルを５分間記録した。センサーは、３０μｌ／分の流速で２分間
、１０ｍＭのグリシン－ＨＣｌ溶液（ｐＨ１．７）を注入することによって再生した。抗
原の注入の終了の直前に記録されたシグナルは、応答単位で結合遅延（ＢＬ）として記さ
れた。解離の記録の終了の直前に記録されたシグナルは、応答単位で安定性遅延（ＳＬ）
として記された。解離速度定数を算出して決定した。分単位での抗体－抗原複合体の安定
性は、以下の式：ｌｎ（２）／６０＊ｋｄを用いて計算した。モル比は、式：ＭＷ（抗体
）／ＭＷ（抗原）＊ＢＬ（抗原）／ＣＬ（抗体）を用いて計算した。
【０２７３】
　結合遅延（ＢＬ）は、分析物注入の終了時での応答単位を表す。センサー表面上でリガ
ンドとして捕捉された抗体の量は、反応単位で捕捉レベル（ＣＬ）として測定される。試
験される分析物の分子量の情報と共に、溶液中の抗体及び分析物、モル比を計算すること
ができる。センサーは、適切な量の抗体リガンド捕捉レベルと共に形作られる場合、各抗
体は、溶液中で少なくとも一分析物に機能的に結合することができる必要がある（これは
ＭＲ＝１．０のモル比で表される）。そして、モル比はまた、分析物結合の結合価モード
についての指標である。最大結合価は、各Ｆａｂ結合価により一つで、２つの分析物に結
合する抗体について、ＭＲ＝２とすることができる。立体的制限又は機能不全分析物の結
合の場合、モル比は、ＨＥＲ３　ＥＣＤが、本発明の抗ＨＥＲ３βヘアピン抗体により（
このβヘアピンは閉じたコンホメーションにおいて隠されているので）、その「閉じた」
コンホメーションで結合される場合であるように、化学量論未満の結合を示すことができ
る。モル比の決定における最大のアッセイ偏差はＭＲ＝０．２である。
【０２７４】
抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１のスクリーニング／選択：
　一実験において、速度論的スクリーニングは、ヒト組換えＨｅｒ－３　ＥＣＤによるマ
ウスの免疫化から得られた、異なる融合からのハイブリドーマ一次培養を用いて開始され
た。目的は、ＨＥＲ３のヘテロ二量体化ドメインのβ－ヘアピンペプチド（配列番号１）
に対する結合特異性を有する培養物を選択することであった。溶液中の抗原／分析物とし
て、ヒト組換えＨＥＲ３　ＥＣＤ（６８ｋＤａ）、及びＨＥＲ３のβヘアピンペプチド（
配列番号１）を含む、組換えサーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－ＨＥＲ３（
１５ｋＤ）（（配列番号１３）下記の表では、サーモＳｌｙＤ－Ｈｅｒ３と略記される）
が使用された。正の的中は、両方の抗原／分析物に対する結合活性を有する一次培養上清
として分類された。表４は、例示的に、一次培養上清を示し、そこから、Ｍ－０８－１１
はこれらの要件を満たしており、ＨＥＲ３のβヘアピンに対するエピトープ特異性を示し
ている。従って、これは、配列番号１のＨＥＲ３ヘアピンに結合する抗ＨＥＲ３抗体のス
クリーニングの適切な方法である。
【０２７５】
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【０２７６】
　Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７－０１、Ｍ－１７－０２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０
１は、ヒトＨＥＲ３　ＥＣＤに対する、それらの結合におけるモル比の減少を示しており
（それぞれ、ＭＲ＝０．４、０．０４、０．１、０．１及び０．２）（＝ヘレグリンの非
存在下、ＨＥＲ３－ＥＣＤの閉じたコンホメーション）、一方、ＨＥＲ３のβヘアピン（
配列番号１）を含むサーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３に対するそ
の結合において、Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７－０１、－１７－０２、Ｍ－４３－０１及び
Ｍ－４６－０１は、改善されたモル比を示し（それぞれ、ＭＲ＝１．３、１．５、１．７
、１．７及び１．８）、（ＨＥＲ３のβヘアピンが、ヘレグリンの非存在下で隠されたエ
ピトープを表している（その非活性化状態／閉じたコンホメーションにある）ヒトＨｅｒ
－３　ＥＣＤに比べて）改善されたエピトープの接触性による、機能的な、化学量論１：
１結合を示している。純粋な抗原結合親和性を独立に見ると、Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７
－０１、Ｍ－１７－０２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、ＨＥＲ３－ＨＥＲＧ複
合体と比較して、ＨＥＲ３　ＥＣＤに対してわずかに強い結合親和性を示している。
【０２７７】
ｂ）ヘレグリン（ＨＲＧ）の非存在下及び存在下での、ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、Ｍ
－１７－０１、Ｍ－１７－０２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１の作用機序を調べる
ための、ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７－０１、Ｍ－１７－０２、Ｍ－４３－０
１及びＭ－４６－０１の速度論
　その平衡状態において、Ｈｅｒ－３　ＥＣＤは、その「閉じたコンホメーション」で存
在し、このことは、ヘテロ二量体化Ｈｅｒ３ベータヘアピンモチーフはＨｅｒ－３　ＥＣ
ＤドメインＩＶへの非共有結合性相互作用を介して係留されていることを意味している（
図１ｃ及び１ｄを参照）。これは、「閉じた」Ｈｅｒ３コンホメーションは、特異的なＨ
ｅｒ３ヘレグリン結合部位でのリガンドヘレグリンの結合を介して開くことができると想
定される。これは、Ｈｅｒ３のＥＣＤドメインＩとドメインＩＩＩによって形成されたＨ
ｅｒ３界面で起こる。この相互作用により、Ｈｅｒ－３受容体が活性化され、その「開い
たコンホメーション」へと移行されると考えられる（図１ｂ及びｅを参照）。これが生じ
ると、Ｈｅｒ－３のベータヘアピンは記載された抗体に対して接触可能となる。この作用
機序は、ビアコア実験によりインビトロでシミュレートすることができる。
【０２７８】
　ビアコアＴ１００機器（GE Healthcare）は、モノクローナル抗体を、ヘレグリン活性
化Ｈｅｒ－３細胞外ドメイン（Ｈｅｒ３＿ＥＣＤ）に対するそれらの挙動について、速度
論的に評価するために使用された。ＣＭ５シリーズセンサーをシステムに装着し、製造業
者の指示に従ってＨＢＳ－ＥＴ緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４、１５０ｍＭ
のＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．００５％ｗ／ｖのＴｗｅｅｎ２０）で正規化した。
サンプル緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキストラン、Sigma ＃８
６５２４）を補充したシステム緩衝液であった。そのシステムは、２５℃で操作された。
６５００ＲＵ－ＲＡＭのＦｃγ（Ｆｃγ断片ＲａｍＩｇＧの相対単位、GE Healthcare）
は、４つ全てのフローセル上に、ＥＤＣ／ＮＨＳ化学を用いて、製造元の指示に従って固
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定化された。センサーは、１Ｍのエタノールアミンを用いて不活性化された。
【０２７９】
　分析物に対する各抗体の結合活性は速度論的に試験された。抗体は、５μｌ／分で１分
間の注入により３５ｎＭの濃度で捕捉された。流速は１００μｌ／分に設定された。
【０２８０】
　試験された溶液中の分析物は、ヒトヘレグリン断片（ＨＲＧ）（配列番号１１）、４４
ｋＤａのホモ二量体タンパク質（実施例２ｅの組換えサーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ
　ＦＫＢＰ－ＨＥＲ３（１５ｋＤ）（（配列番号１３）下記の表ではＴ．Ｔ．ＳｌｙＤ－
Ｈｅｒ３と略記）に従って調製）、ヒト組換えＨＥＲ３　ＥＣＤ（配列番号４）（６８ｋ
Ｄａ）、ヒト組換えＨＥＲ４　ＥＣＤ（配列番号６）、及びヘレグリンの５倍モル濃度過
剰で６０分間、室温でインキュベートされ、ＨＥＲ４　ＥＣＤ－ＨＲＧ複合体を生じる（
複合体におけるＭＷの追加）１００ｎＭのＨｅｒ－４　ＥＣＤであった。
【０２８１】
　溶液中の分析物を、３．５分間、０ｎＭ、１．１ｎＭ、３．７ｎＭ、１１．１ｎＭ、３
３．１ｎＭ及び９０ｎＭの異なる濃度の工程で注入した。解離は１５分間モニターされた
。可能な場合には、速度論的シグネチャは、ラングミュアフィットに従って評価された。
【０２８２】

【０２８３】
　更なる実験において、ＨＥＲ１　ＥＣＤ、Ｔ．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃｙｓＨｅｒ３及びＨＥ
Ｒ３のβヘアピンを含まないＴ．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃａｓが測定に含められ、その結果は表
５ｂに示され、Ｍ－０５－７４の同一の結合特性を実質的に明らかにしている。
【０２８４】
　ビアコアＴ２００機器（GE Healthcare）はＣＭ５シリーズセンサーを備えていた。セ
ンサーは、製造業者の指示に従ってＨＢＳ－ＥＴ緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７
．４、１５０ｍＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．０５％ｗ／ｖのＴｗｅｅｎ２０）
で正規化された。サンプル緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキスト
ラン、Sigma ＃８６５２４）を補充したシステム緩衝液であった。システムは、２５℃で
操作された。６５００ＲＵ－ＲＡＭのＦｃγ（Ｆｃγ断片ＲａｍＩｇＧの相対単位、GE H
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用いて、製造元の指示に従って固定化された。センサーは、１Ｍのエタノールアミンを用
いて不活性化された。モノクローナル抗体は、１０μｌ／分で１分間注入することによっ
て、センサー表面上で捕捉された（ＣＬ、捕捉レベル）。濃度依存性の反応速度が測定さ
れた。分析物ＨＥＲ－１－ＥＣＤ、ＨＥＲ－２－ＥＣＤ、ＨＥＲ－３－ＥＣＤ、ＨＥＲ－
４－ＥＣＤ、Ｔ．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃｙｓＨｅｒ３及びＴ．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃａｓの濃度系
列は、０ｎＭ、１．１ｎＭ、３．３ｎＭ、２×１０ｎＭ、３０ｎＭ及び９０ｎｍでそれぞ
れ注入された。ヘレグリンβ（ＨＲＧ）は、０ｎＭ、１７ｎＭ、２×５０ｎＭ、１５０ｎ
Ｍ及び４５０ｎＭで注入され、９０ｎＭのＨＥＲ－３　ＥＣＤ及び９０ｎＭのＨＥＲ－４
　ＥＣＤは、ＨＲＧβの５倍過剰と共に２時間レインキュベートされ、０ｎＭ、１．１ｎ
Ｍ、３．３ｎＭ、２×１０ｎＭ、３０ｎＭ及び９０ｎＭのＨＥＲ濃度の工程で注入された
。全ての分析物は、１００μｌ／分の流速で５分間の結合時間と１０分間の解離時間で注
入された。センサー捕捉システムは、１０ｍＭのグリシンｐＨ１．７で、１０μｌ／分で
３分間の注入によって再生された。可能であれば、速度論的データは、ビアコアＴ２００
評価ソフトウェアを用いて評価された。ＨＥＲ－３－ＥＣＤ、ＨＥＲ－４－ＥＣＤ及びＴ
．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃｙｓＨｅｒ３の反応速度論は、可能な限り、ラングミュアフィッティ
ングモデルを用いて評価されたか、又は二状態反応速度論の相互作用マップが使用された
。
【０２８５】
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【０２８６】
　モル比は、式：ＭＷ（抗体）／ＭＷ（抗原）＊ＢＬ（抗原）／ＣＬ（抗体）を用いて計
算した。
【０２８７】
　抗ＨＥＲ３抗体のＭ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、組換えサー
マス・サーモフィラスＳｌｙＤ－Ｈｅｒ３（１５ｋＤａ）に提示される、ナノモルの親和
性で（表５ａ－ｃを参照）及びそれぞれＭＲ＝１．４、１．５、１．７、１．７及び１．
８の機能的化学量論で「開いた」Ｈｅｒ３　ＥＣＤコンホメーションに結合する。「閉じ
た」ＨＥＲ　ＥＣＤは、それぞれＭＲ＝０．５、０．０４、０．１、０．１及び０．２の
減少した機能性により結合され、ＨＥＲ３のヘアピンドメインの接近における立体障害を
示している。ヒトヘレグリンベータ（ＨＲＧ）、野生型サーマス・サーモフィラスＳｌｙ
Ｄタンパク質、Ｈｅｒ－４　ＥＣＤ及びヘレグリン複合体化Ｈｅｒ－４　ＥＣＤに対して
は、結合は検出されなかった。従って、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１
及びＭ－４６－０１は、Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ及びＨＥＲ３のβヘアピンに特異的に結合す
るが、ＨＥＲ４－ＥＣＤには結合しない。
【０２８８】
　Ｍ－０８－１１は、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番
号１３）への結合の結合定数（Ｋａ）とＨＥＲ３－ＥＣＤ（配列番号４）への結合の結合
定数（Ｋａ）との比（Ｋａ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）
／（Ｋａ（ＨＥＲ３－ＥＣＤ））が１．５以上を有する。
【０２８９】
　Ｍ－０８－１１は、サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３（配列番
号１３）への結合のモル比ＭＲとＨＥＲ３－ＥＣＤ（配列番号４）への結合のモル比ＭＲ
の比（ＭＲ（サーマス・サーモフィラスＳｌｙＤ　ＦＫＢＰ－Ｈｅｒ３）／（ＭＲ（ＨＥ
Ｒ３－ＥＣＤ））が２．０以上を有する。
【０２９０】
　Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は共に、抗体は、ＨＥＲ－３－Ｅ
ＣＤ及びＨＥＲ－３－ＥＣＤ－ＨＲＧと特異的に相互作用するが、ＨＥＲ－４－ＥＣＤと
は相互作用しないという機序で、Ｍ－５－７４エピトープとは異なる、エピトープクラス
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に属する。ＨＥＲ－１－ＥＣＤ、ＨＥＲ－２－ＥＣＤ、ＨＥＲ－４－ＥＣＤ及びＨＲＧに
対して特定できる相互作用は無い。Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１
は、Ｔ．Ｔ．ＳｌｙＤ－ｃｙｓＨｅｒ３に、１：２の化学量論で結合し、Ｔ．Ｔ．Ｓｌｙ
Ｄ－ｃａｓと相互作用しない。Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、
ＨＥＲ－３－ＥＣＤ－ＨＲＧに対して、不活性なＨＥＲ－３－ＥＣＤと比較した場合、改
善された化学量論で結合する。
Ｍ－４６－０１は、ＨＥＲ－３－ＥＣＤ－ＨＲＧへの結合において最高の化学量論を示す
。
【０２９１】
　Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、二状態機構を介してＨＥＲ－
３－ＥＣＤ－ＨＲＧと相互作用する、同じクラスの抗体に属する。従って、２５℃での複
合体の相互作用は、相互作用マップにより決定される（図７ｃ、ｄ、ｅ）。
【０２９２】
クローンＭ－０８－１１の速度論的解析
　驚くべきことに、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、Ｍ－１７－０１、Ｍ－１７－０２、
Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１は、ヘレグリン複合体化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに、Ｍ－
０５－７４とは異なる相互作用様式で結合することが見いだされた。抗ＨＥＲ／ＨＥＲ抗
体Ｍ－０５－７４は、ＨＥＲ３のβ－ヘアピンに結合するが、ＨＥＲ４－ＥＣＤ及びＨＥ
Ｒ４のβヘアピンへの特異的結合をも示す、別の抗体である（Ｍ－０５－７４は、配列番
号５５及び配列番号５６のＶＨ及びＶＬを有する）。Ｍ－０８－１１は、ヘレグリン活性
化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに対して、非ラングミュア、非１：１相互作用で、しかし複合速度
論的様式で特異的に結合する。１：１の反応速度論は、二元複合体へと直接的に相互作用
しＡ］＋［Ｂ］→［ＡＢ］、複合体の一定の解離速度を示す。複合体解離の半減期は、式
ｔ１／２ ｄｉｓｓ＝ｌｎ（２）／ｋｄで記述することができる。対照的に、多状態速度
論は、解離相の複合体非線形曲率を示している。反応物は、中間体を形成することができ
、その後、更に、安定した生成物へと反応するような機序で相互作用することができる［
Ａ］＋［Ｂ］→［ＡＢ］＊→［ＡＢ］。結合様式を解明するために、ビアコア実験が行わ
れた。
【０２９３】
　ビアコアＢ３０００機器（GE Healthcare）は、ヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ
に対するその結合の作用機序について、速度論的にクローン培養Ｍ－０８－１１を評価す
るために使用された。ＣＭ５シリーズセンサーをシステムに装着し、製造業者の指示に従
ってＨＢＳ－ＥＴ緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４、１５０ｍＭのＮａＣｌ、
３ｍＭのＥＤＴＡ、０．００５％ｗ／ｖのＴｗｅｅｎ２０）で正規化した。サンプル緩衝
液は、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキストラン）を補充したシステム緩衝
液であった。システムは、２５℃で操作された。１００００ＲＵ－ＲＡＭのＦｃγ（Ｆｃ
γ断片ウサギ抗マウスＩｇＧ／ジャクソン研究所の相対単位）は、全てのフローセル上に
、ＥＤＣ／ＮＨＳ化学を用いて、製造元の指示に従って固定化された。センサーは、１Ｍ
のエタノールアミンを用いて不活性化された。
【０２９４】
　ヘレグリン複合体化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤとのＭ－０８－１１相互作用は、単相ラングミ
ュア１：１相互作用でなく、複合体相互作用を明らかにしたので、抗体の結合様式は、二
状態解析により調べられた（Jenkins, J. L., M. K. Lee, et al. J Biol Chem 275 (200
0) 14423-14431）。
【０２９５】
　抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１は、その未精製のハイブリドーマ上清から１０μｌ／分
で２分間注入により、センサー表面上で捕捉された。流速は１００μｌ／分に設定された
。各サイクルにおいて、分析物複合体（５：１）ヘレグリン／ＨＥＲ３－ＥＣＤは、１０
０ｎＭの濃度で注入された。別の実施態様において、分析物のＨｅｒ－３　ＥＣＤは１μ
Ｍで注入された。各連続したサイクルでは、分析物の注入時間は、３０秒、９０秒、１８
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センサー表面の完全な再生は、６０秒間、３０μｌ／分で、１０ｍＭのグリシンｐＨ１．
７の３回の連続注射を使用して達成された。最後に、得られたセンサーグラムは、重ね合
わせプロットにプロットされ、正規化された。正規化されたデータは、分析物解離段階の
開始時点で、報告点において重ね合わされた。１：１ラングミュア相互作用は、典型的に
合同解離シグネチャを生成するが、一方、複合体相互作用は、非合同、時には二相性解離
段階を示す。
【０２９６】
　図７ａ）とｂ）において、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１の二状態解析が示される。解
離曲線は重ね合わされて一致する解離曲線を形成することができるため、「閉じた」Ｈｅ
ｒ－３　ＥＣＤは、非常に高いＨｅｒ－３　ＥＣＤ濃度においてのみ、１：１ラングミュ
ア相互作用に従って結合される（図７ａ）。ヘレグリン／Ｈｅｒ－３　ＥＣＤの相互作用
の解離曲線は、重ね合わせることができない（図７ｂ）。複合体は、従って、非ラングミ
ュア機構によって結合されている。Ｍ－０８－１１（Ｍ－０１１）相互作用は、４パラメ
ーターの二状態モデルによって計算される場合、以下のデータが得られた。
【０２９７】
　ヘレグリン／Ｈｅｒ－３　ＥＣＤへのＭ－０８－１１の結合は機能的である（ＭＲ＝１
：１）。二状態モデルは４つの速度論的パラメータを提供する。見かけの解離定数（親和
性）ＫＤａｐｐ＝１８ｎＭは、Ｋａ１及びＫｄ２のステップを決定する速度から商を形成
することにより算出することができる。
【０２９８】

【０２９９】
　更なる実験において、二状態速度論的解析が、相互作用マップに基づいて、抗ＨＥＲ３
抗体Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１により行われ（Altschuh, D., 
et al, Biochem Biophys Res Commun. 428(1) (2012) 74-79）、製造業者の助言に従って
、ＴｒａｃｅＤｒａｗｅｒソフトウェア（バージョン１．５）Ridgeview Diagnostics）
を使って、データから計算された。結果は、表６ｂ及び図７ｃ、ｄ、ｅに示される。
【０３００】
　一般的に、相互作用マップ（図７ｃ、ｄ、ｅ）は、Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及
びＭ－４６－０１のＨＥＲ－３－ＥＣＤ－ＨＲＧとの相互作用は、二つの異なる反応速度
の寄与から構成される。二状態反応速度の番号：見かけの反応速度において同定されたサ
ブコンポーネントの番号；ｋａ １／Ｍｓ；結合速度定数；ｋｄ １／ｓ：解離速度定数；
ＫＤ（Ｍ）：解離速度定数；重量（％）：全体的な相互作用への寄与。
【０３０１】



(80) JP 2016-503294 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

【０３０２】
　相互作用マップは、Ｍ－０８－１１　Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１ヘレグリン／
Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ相互作用における、２つの速度論的構成要素を同定する。見かけの反
応速度は、二つの相互作用から構成され、一つは、低親和性結合事象であり、二つめは、
より高い親和性成分であり、それは、ビアコア二状態モデルを用いて計算された見かけの
親和性と同じように、同じ領域にある。
【０３０３】
　例示的な抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１の二状態の相互作用モードの解釈は、図８の重
ね合わせプロット内のデータによって明白になる。図８は、ヘレグリン活性化のＨｅｒ－
３　ＥＣＤ複合体（ＨＥＲ３　ＥＣＤ　ＨＲＧ）を結合する、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－
１１及び抗ＨＥＲ３／ＨＥＲ４抗体Ｍ－０５－７４の二つの異なる機序を示している。Ｈ
ｅｒ－３ヘアピンに対する接触性は、Ｈｅｒ－３　ＥＣＤの「開いたコンホメーション」
において改善されているので、Ｍ－０８－１１は、加速された結合速度定数Ｋａを有する
活性化された複合体に特異的に結合する。ヘレグリンは、このように相互作用のための触
媒である。相互作用の過程で、ヘレグリンは、Ｍ－０８－１１＊Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ複合
体から離れて解離する。この三量体複合体の解離段階で、結合シグナルのレベルは、純粋
なＨｅｒ－３　ＥＣＤの相互作用シグナルの結合レベルに漸近的に移動する。これはまた
、抗体Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１についても有効である。抗ＨＥＲ３／ＨＥＲ４
抗体のＭ－０５－７４は、複合体からのヘレグリン解離を捕捉し及び防止する。Ｍ－０５
－７４は、ヘレグリンに対するトラップ（「ヘレグリン－シンク」）である。
【０３０４】
実施例４
抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１のエピトープマッピング及びユニークなエピトープ（例え
ば、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８）内のＨＥＲ３のβヘアピン、及びＨ
ＥＲ４のβヘアピンに交差反応性無し）によるＭ－０８－１１の作用機序分析
　ビアコア２０００（GE Healthcare）機器は、アクセス可能なエピトープクローンの培
養上清を、それらの結合特異性について評価するために使用された。ＣＭ５センサーをシ
ステムに装着し、製造業者の指示に従ってＨＢＳ－ＥＴ緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ 
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ｐＨ７．４、１５０ｍＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．００５％ｗ／ｖのＴｗｅｅ
ｎ２０）で正規化した。サンプル緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデ
キストラン、Sigma）を補充したシステム緩衝液であった。システムは、３７°Ｃで操作
された。１００００ＲＵ－ＲＡＭのＦｃγ（Ｆｃγ断片ウサギ抗マウスＩｇＧ／ジャクソ
ン研究所の相対単位）は、４つ全てのフローセル上に、ＥＤＣ／ＮＨＳ化学を用いて、製
造元の指示に従って固定化された。センサーは、１Ｍのエタノールアミンを用いて不活性
化された。
【０３０５】
　１０μｌ／分の流速で、５０ｎＭの抗ＨＥＲ３　Ｍ－０５－７４一次抗体は、全てのフ
ローセル上で１分間捕捉された。流速は３０μｌ／分に設定され、ＩｇＧをブロッキング
溶液（５０μｇ／ｍｌのＩｇＧの（２０：２：１のＩｇＧ１－Ｆｃγ、ＩｇＧ２ａ－Ｆｃ
γ、ＩｇＧ２ｂ）、Roche）を５分間注入した。抗原のＨｅｒ－３　ＥＣＤは、３分間１
．５μＭで注入された。
【０３０６】
　その後、１００ｎＭの各抗ＨＥＲ３二次抗体（ａ）Ｍ－０５－７４、ｂ）国際公開第９
７／３５８８５号からの８Ｂ８（図ではＧＴと命名、ｃ）ＨＥＲ３のドメインＩＶに結合
するＭ－２０８、及びｄ）Ｍ－０８－１１；ＨＥＲ４　ＥＣＤ及びＨＥＲ４のβヘアピン
交差反応性を有さない別のＨＥＲ３のβヘアピンバインダー）が３０μｌ／分で３分間注
入された。センサー表面の酸性再生は、６０秒間、３０μｌ／分で、１０ｍＭのグリシン
ｐＨ１．７の３回の連続注射を使用して達成された。
【０３０７】
　測定のノイズは二次性Ｍ－０５－７４の注入の再結合によって定義され、これは既に解
離した一次Ｍ－０５－７４を再飽和する。実験は、二次性Ｍ－２０８のシグナルは、Ｍ－
０５－７４の存在下で完全にＨｅｒ－３　ＥＣＤを飽和するので、Ｍ－２０８及びＭ－０
５－７４は、Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ上の別個のエピトープを占有することを示した（図９を
参照）。Ｍ－０８－１１の結合は、Ｍ－０５－７４の存在によって完全にブロックされる
。Ｍ－０８－１１の二次的シグナルはノイズの更に下にある。それにもかかわらず、Ｍ－
０８－１１は、ヒトＨＥＲ４　ＥＣＤ及びＨＥＲ４のβヘアピンに結合しないので、Ｍ－
０８－１１は、Ｍ－０７４とは異なるエピトープに結合する。（また、以下の、ＨＥＲ３
及びＨＥＲ４のβヘアピンによる正確なエピトープマッピングデータも参照）。８Ｂ８（
＝ＧＴ）二次抗体は、Ｍ－０５－７４の存在下で、ノイズの上にある有意なシグナルを生
成する。従って、８Ｂ８（＝ＧＴ）抗体は、Ｍ－０５－７４及びＭ－０８－１１以外の別
のエピトープに結合する。
【０３０８】
　図１０は、異なる結合の作用機序を示す、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、抗ＨＥＲ３
／ＨＥＲ４抗体Ｍ－０５－７４及び抗ＨＥＲ３抗体８Ｂ８（国際公開第９７／３５８８５
号から）のビアコアセンサーグラムの重ね合わせプロットである。抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０
８－１１　ＨＥＲ３（ＨＥＲ４　ＥＣＤ及びＨＥＲ４のβヘアピン交差反応性を有さない
βヘアピンバインダー）は、ヘレグリン解離を遅延させ（２）、複雑な二状態速度論を生
みだす。抗ＨＥＲ３／ＨＥＲ４抗体Ｍ－０５－７４は、ヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　Ｅ
ＣＤ（１）をｔ１／２ ｄｉｓｓ＝１８分でトラップし、ヘレグリン・シンクとして機能
する。８Ｂ８抗体（３）は、ヘレグリンをトラップせず、また、Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ／ヘ
レグリン複合体からのヘレグリン解離を遅延させない。それは完全なラングミュア相互作
用であるため、ヘレグリン／Ｈｅｒ－３　ＥＣＤ複合体は、８Ｂ８抗体からのインタクト
な複合体として、迅速かつ完全に解離する。
【０３０９】
　図１１では、これらの結合の作用機序のスキームが示されている。１：Ｍ－０８－１１
はヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに結合し、遅延したヘレグリン解離を誘導し、そ
れによってＭ－０８－１１はＨｅｒ－３　ＥＣＤ受容体複合体に留まることになる。２：
Ｍ－０５－７４はヘレグリン活性化Ｈｅｒ－３　ＥＣＤに結合する。ヘレグリンは、複合
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体にトラップされ、抗体は、複合体のままである：３：８Ｂ８はヘレグリン活性化Ｈｅｒ
－３　ＥＣＤに結合する。複合体全体は、抗体から解離する。
【０３１０】
ペプチドベースの２Ｄエピトープマッピング
　別の実施態様において、ＣｅｌｌｕＳｐｏｔｓＴＭ合成及びエピトープマッピング技術
を使用してＨＥＲ３　ＥＣＤエピトープを特徴づけるために、ペプチドベースの２Ｄエピ
トープマッピング実験が行われた。エピトープマッピングは、ヒトＨＥＲ１　ＥＣＤ、Ｈ
ＥＲ２　ＥＣＤ、ＨＥＲ３　ＥＣＤ及びＨＥＲ４　ＥＣＤペプチドヘアピンの配列に対応
する、重複する、固定化されたペプチド断片（長さ：１５アミノ酸）のライブラリーを用
いて実施された。図１２において、エピトープマッピング及びアラニンスキャンアプロー
チの戦略が示される。ＨＥＲ１（ＥＧＦＲ）ＥＣＤ、ＨＥＲ２　ＥＣＤ、ＨＥＲ３　ＥＣ
Ｄ及びＨＥＲ４　ＥＣＤのペプチドヘアピンの配列（βヘアピン）は、それらの構造的埋
め込み（構造）を含めて、調べられた。システインは、セリンによって置換された。ＨＥ
Ｒ４のβヘアピンに対する結合でなく、ＨＥＲ３のβヘアピンに対する結合を介した介し
た抗体の抗体選択のために、ＨＥＲ３及びＨＥＲ４のβヘアピンは、配列番号１及び配列
番号２により定義される。
【０３１１】
　合成された各ペプチドは、一アミノ酸だけシフトされた；即ち、１４個のアミノ酸は、
それぞれ、前及び次のペプチドと重複している。ペプチドアレイの調製のため、Ｉｎｔａ
ｖｉｓ　ＣｅｌｌｕＳｐｏｔｓＴＭ技術を使用した。このアプローチでは、ペプチドは、
合成後に溶解される変性セルロースディスク上で自動合成（Ｉｎｔａｖｉｓ Ｍｕｌｔｉ
Ｐｅｐ ＲＳ）を用いて合成される。高分子セルロースに共有結合した個々のペプチドの
溶液は、その後、コーティングされた顕微鏡スライド上にスポットされる。ＣｅｌｌｕＳ
ｐｏｔｓＴＭ合成は、３８４ウェルの合成プレート中のアミノ変性セルロースディスク上
で９－フルオレニルメトキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）化学を利用して段階的に行った。各
カップリングサイクルにおいては、対応するアミノ酸はＤＭＦ中のＤＩＣ／ＨＯＢｔの溶
液で活性化した。カップリング工程の間、未反応のアミノ基を、無水酢酸、ジイソプロピ
ルエチルアミン及び１－ヒドロキシベンゾトリアゾールの混合物でキャップした。合成が
完了すると、セルロースディスクを、９６ウェルプレートに移し、側鎖の脱保護のため、
トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）、ジクロロメタン、トリイソプロピルシラン（ＴＩＳ）と水
との混合物で処理した。開裂溶液を除去した後、セルロースに結合したペプチドは、ＴＦ
Ａ、ＴＦＭＳＡ、ＴＩＳ及び水の混合物に溶解され、ジイソプロピルエーテルで沈殿させ
、ＤＭＳＯ中に再懸濁された。ペプチド溶液は、その後、インタビス（Intavis）のスラ
イドスポッティングロボットを使用して、Ｉｎｔａｖｉｓ ＣｅｌｌｕＳｐｏｔｓＴＭス
ライド上にスポットした。
【０３１２】
　エピトープ解析のために、上記のように調製したスライドを、エタノールで、次にＴｒ
ｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ；５０ｍＭトリス、１３７ｍＭの塩化ナトリウム、２．７ミ
リモルのＫＣｌ、ｐＨ８）で洗浄し、５ｍＬの１０倍ウェスタンブロッキング試薬（Roch
e Applied Science）、ＴＢＳ中２．５ｇのスクロース、０．１％のＴｗｅｅｎ２０を用
いて、４℃で１６時間、ブロッキングした。スライドをＴＢＳ及び０．１％のＴｗｅｅｎ
２０で洗浄し、その後、環境温度で２時間、ＴＢＳ中の１μｇ／ｍＬの対応するＩＧＦ１
抗体及び０．１％Ｔｗｅｅｎ２０と共にインキュベートし、その後ＴＢＳ＋０．１％Ｔｗ
ｅｅｎ２０で洗浄した。検出のために、スライドは、抗ウサギ／抗マウスＨＲＰ二次抗体
（ＴＢＳ－Ｔ中で１：２００００）とインキュベートし、続いて化学発光基質ルミノール
とインキュベートし、ＬｕｍｉＩｍａｇｅｒ（Roche Applied Science）で可視化した。
ＥＬＩＳＡ陽性のスポットを定量化し、対応するペプチド配列のアサインメントを通じて
、抗体結合エピトープを同定した。
【０３１３】
　図１３に示されるように、Ｍ－０８－１１は、アミノ酸配列ＰＬＶＹＮＫＬＴＦＱＬＥ
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（配列番号４８）を含み、Ｈｅｒファミリーの他のヘアピン配列に対して検出可能な交差
反応性を有さない（特にＨＥＲ４のβヘアピンに対する結合を何も検出することができな
かった）ＨＥＲ３　ＥＣＤ特異的エピトープを示す。Ｍ－０５－７４は、アミノ酸配列Ｖ
ＹＮＫＬＴＦＱＬＥＰを有するＨＥＲ３　ＥＣＤエピトープ、及びＥＧＦＲ及びＨＥＲ２
　ＥＣＤのヘアピンモチーフに対して検出可能なシグナルを有さない、アミノ酸配列ＶＹ
ＮＰＴＴＦＱＬＥを有するＨＥＲ４　ＥＣＤエピトープに対する交差反応性を示す。８Ｂ
８抗体では全くシグナルは検出できず、従って、８Ｂ８抗体は、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８
－１１及び抗ＨＥＲ３／ＨＥＲ４抗体Ｍ－０５－７４、並びに一般にβ－ヘアピンペプチ
ドモチーフとは異なるエピトープを標的とする。
【０３１４】
　図１４において、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１のＨＥＲ３　ＥＣＤの結合性エピトー
プへの結合に最も貢献している、Ａｌａ－Ｓｃａｎによって同定されたアミノ酸は下線が
引かれ／太字である。
【０３１５】
実施例５
ＨＥＲ３抗体の存在下でのＨＥＲ３－ＥＣＤに対するＨＲＧの結合（ＥＬＩＳＡ）
　ストレプトアビジン被覆９６ウェルプレートを、ＳＢＰタグ付きＨＥＲ３－ＥＣＤを含
有する細胞培養上清とともに４℃でインキュベートした。翌日、ウェルは洗浄緩衝液（Ｐ
ＢＳ＋０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０）で３回洗浄され、１％ＢＳＡを含有するＰＢＳで
１時間ブロックされた。洗浄緩衝液で更に３回洗浄した後、（デルフィア結合緩衝液中）
４０μｌの抗体溶液を、所望の最終濃度の２倍ストック（１０－３から１０３ｎＭ、ある
いは１０－４から１０２ｎＭ）として各ウェルに加えた。直ちに、４０μｌの２０ｎＭの
ユーロピウム標識ヘレグリンβ（PeproTech、カタログ＃１００－０３）が、１０ｎＭの
最終濃度を達成するために添加された。プレートを２時間室温でシェーカー上でインキュ
ベートした。デルフィア洗浄緩衝液（Delfia Wash Buffer）で３回洗浄した後、デルフィ
ア増強溶液（Delfia Enhancement Solution）が添加され、１５分間シェーカー上でイン
キュベートされた（光防護されて）。最後に、プレートを、時間分解蛍光測定プロトコー
ルを用いて、Ｔｅｃａｎ Ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｆ２００リーダーで測定した。抗ＨＥＲ３抗
体Ｍ－０８－１１、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１の結合は、ＨＲＧのＨＥＲ３－Ｅ
ＣＤに対する結合を、プラトーが、（Ｍ－０８－１１及びＭ－４３－０１について）２０
０％のシグナルに達するまで及び（Ｍ－４６－０１について）３３０％のシグナルに達す
るまで、促進／誘導することができる。Ｍ－３３は、アイソタイプ対照として機能し、お
よそ１００％の濃度非依存性の値を示している。結果は、図１５ＡとＢに示される。
【０３１６】
実施例６
ＭＣＦ７細胞におけるＨＥＲ２／ＨＥＲ３ヘテロ二量体／ヘテロ二量体化の阻害（免疫沈
降及びウエスタンブロット）
　ＭＣＦ－７細胞を６ウェルプレートに播種し（２ｍｌのＲＰＭＩ、１０％ＦＣＳ、ウェ
ルあたり８×１０５細胞）、一晩増殖させた。翌日に、培地は０．５％のＦＣＳを含有す
る２ｍｌの飢餓培地により交換された。３日目に、抗体は１０μｇ／ｍｌの最終濃度まで
添加され、プレートは３７℃でインキュベートされた。５０分後、ヘレグリンβ（PeproT
ech、カタログ＃１００－０３）が５００ｎｇ／ｍｌの最終濃度まで添加され、プレート
は３７℃で更に１０分間インキュベートされた。細胞はＰＢＳで洗浄され、１％ジギトニ
ンを含有する２５０μｌのトリトン溶解緩衝液中で溶解された。収集された溶解物の６０
μｌが反応チューブに移され、４０μｌの抗体結合セファロース（ハーセプチン又はＨＥ
Ｒ３抗体＃２０８の何れか）及び０．３％ジギトニンを含有する５００μｌの緩衝液と共
にインキュベートされた。反応混合物は、４℃で一晩ホイール回転装置上でインキュベー
トされた。翌日、反応混合物は、０．３％ジギトニンを含有する５００μｌの緩衝液で３
回洗浄された。最後の洗浄後、上清は捨てられ、１０μｌの４Ｘローディング緩衝液が添
加された。チューブは７０℃で１０分間インキュベートされ、上清は、結果としてＳＤＳ
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－ＰＡＧＥ用のゲルにロードされた。次のセミドライウエスタンブロットの後、ＨＥＲ２
抗体で免疫沈降したサンプルを含む膜は、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１（図１６のＭ－
０１１）でインキュベートされ、逆も同様であった。次いで、膜はＨＲＰコンジュゲート
二次抗体と共にインキュベートされ、ＥＣＬシグナルはＸ線フィルム上に転写された。結
果は、図１６に示され、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１によるＨＥＲ２／ＨＥＲヘテロ二
量体形成（ＨＥＲ２／ＨＥＲヘテロ二量体化）の阻害を示している。
【０３１７】
実施例７
Ｍ－０８－１１－Ｆａｂ－シュードモナス外毒素（Ｍ－０８－１１－ＰＥ又はＭ－０８－
１１－Ｆａｂ－ＰＥと命名）の生成
　Ｍ－０８－１１のＦａｂ断片、ＰＥ２４変異体、及び配列番号４９、５０、５１、５２
（又は５３）の配列に基づいたシュードモナス外毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８Ｍにコンジュ
ゲートされたＭ－０８－１１のＦａｂ断片の発現、精製及び再生。
【０３１８】
Ｆａｂの発現（例えば、ソルターゼカップリングのため）－発現ベクター
　記載されたＦａｂ断片の発現のため、ＣＭＶイントロンＡプロモーターを含む又は含ま
ないｃＤＮＡ構成、又はＣＭＶプロモーターを含むゲノム構成の何れかに基づいた一過性
発現（例えば、ＨＥＫ２９３－Ｆ）細胞のための発現プラスミドの変異体が適用された。
抗体発現カセットの他に、ベクターは以下を含む：
－　大腸菌でこのプラスミドの複製を可能にする複製起点、及び
－　大腸菌においてアンピシリン耐性を付与する、β－ラクタマーゼ遺伝子
【０３１９】
　抗体遺伝子の転写ユニットは、以下の要素で構成された：
－　５’末端におけるユニークな制限酵素部位（複数可）
－　ヒトサイトメガロウイルスからの前初期エンハンサー及びプロモーター、
－　ｃＤＮＡ構成の場合には続いてイントロンＡの配列、
－　ヒト抗体遺伝子の５’非翻訳領域、
－　免疫グロブリン重鎖シグナル配列、
－　ｃＤＮＡ、又は免疫グロブリンエキソン－イントロン構成の何れかとしてのヒト抗体
鎖
－　ポリアデニル化シグナル配列を有する３’非翻訳領域、及び
－　３’末端におけるユニークな制限酵素部位（複数可）。
【０３２０】
　以下に記載する抗体鎖を含む融合遺伝子がＰＣＲ及び／又は遺伝子合成によって生成さ
れ、既知の組換え法及び係る核酸セグメントの連結による、例えば各ベクター中のユニー
クな制限部位を使用した技術によって構築された。サブクローニングした核酸配列をＤＮ
Ａ配列決定により確認した。一過性トランスフェクションのために、大量のプラスミドが
、形質転換された大腸菌培養物（Nucleobond AX, Macherey-Nagel）からのプラスミド調
製により調製された。
【０３２１】
細胞培養技術
　Current Protocols in Cell Biology (2000), Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford
, J.B., Lippincott-Schwartz, J. and Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc
．に記載のように標準的な細胞培養技術を使用した。
　Ｆａｂ断片は、以下に説明するように懸濁液中で増殖しているＨＥＫ２９－Ｆ細胞中で
、重鎖及び軽鎖の発現プラスミドの一過性同時トランスフェクションにより発現された。
【０３２２】
ＨＥＫ２９３－Ｆシステムにおける一過性トランスフェクション
　Ｆａｂ断片は、各プラスミド（例えば、重鎖及び修飾重鎖、並びに対応する軽鎖と修飾
型軽鎖をコードする）により、製造業者の指示に従ってＨＥＫ２９３－Ｆシステム（Invi
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trogen）を使用して、一過性トランスフェクションにより作製された。簡潔には、無血清
ＦｒｅｅＳｔｙｌｅＴＭ２９３発現培地（Invitrogen）の振盪フラスコ内又は攪拌発酵槽
内の何れかの懸濁液中で増殖するＨＥＫ２９３－Ｆ細胞（Invitrogen）が、４つの発現プ
ラスミドと２９３－ＦｒｅｅＴＭ（Novagen）又はフェクチン（Invitrogen）との混合物
によりトランスフェクトされた。２Ｌの振盪フラスコの場合（Corning）、ＨＥＫ２９３
－Ｆ細胞を、６００ｍｌ中に１．０Ｅ＊６細胞／ｍＬの密度で播種し、８％ＣＯ２で１２
０ｒｐｍでインキュベートした。翌日、細胞は、Ａ）重鎖又は修飾型重鎖のそれぞれ及び
その対応する軽鎖を等モル比でコードする計６００μｇのプラスミドＤＮＡ（１μｇ／ｍ
Ｌ）を含む２０ｍＬのＯｐｔｉ－ＭＥＭ（Invitrogen）及びＢ）２０ｍｌのＯｐｔｉ－Ｍ
ＥＭ＋１．２ｍＬの２９３－Ｆｒｅｅ（Novagen）又はフェクチン（２μＬ／ｍＬ）の約
４２ｍＬの混合物を用いて、約１．５Ｅ＊６細胞／ｍＬの細胞密度でトランスフェクトさ
れた。グルコース消費に応じて、グルコース溶液が発酵の過程で添加された。分泌された
抗体を含む上清を５－１０日後に回収し、抗体が直接上清から精製されたか又は上清は凍
結保存された。
【０３２３】
ソルターゼカップリング－発現ベクターのためのシュードモナス外毒素変異体ＰＥ２４－
ＬＲ８Ｍの発現
　ＰＥ２４－ＬＲ８Ｍの発現のため、大腸菌発現プラスミドを使用した。
【０３２４】
　シュードモナス外毒素ＡドメインＩＩＩのための発現カセットの他、ベクターは以下を
含む：
－　大腸菌での複製のためのベクターｐＢＲ３２２由来の複製起点（Sutcliffe, G., et 
al., Quant. Biol. 43 (1979) 77-90による）、
－　大腸菌からのｌａｃＩリプレッサー遺伝子（Farabaugh, P.J., Nature 274 (1978) 7
65-769）、
－　大腸菌のｐｙｒＦ欠失株（ウラシル要求性）の相補性により、プラスミドの選択を可
能にする、オロチジン５’－リン酸脱炭酸酵素をコードするサッカロマイセス・セレビシ
エのＵＲＡ３遺伝子（Rose, M. et al. Gene 29 (1984) 113-124）。
【０３２５】
　毒素遺伝子の転写ユニットは、以下の要素で構成された：
－　５’末端におけるユニークな制限酵素部位（複数可）、
－Stueber、Dらによる合成リボソーム結合部位を含む、Ｔ５ハイブリッドプロモーター（
Bujard, H., et al. Methods. Enzymol. 155 (1987) 416-433 and Stueber, D., et al.,
 Immunol. Methods IV (1990) 121-152によるＴ５－ＰＮ２５／０３／０４ハイブリッド
プロモーター）（前を参照）、
－　Ｎ末端結合タグ続いてフリン部位を伴うシュードモナス外毒素ＡドメインＩＩＩ（ソ
ルターゼカップリングのためのＧＧＧリンカーを含む、配列番号４５のシュードモナス外
毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８Ｍ＿３Ｇ）、
－　２つのバクテリオファージ由来の転写ターミネーター、λ－Ｔ０ターミネーター（Sc
hwarz, E., et al., Nature 272 (1978) 410-414) 及びｆｄ－ターミネーター（Beck E. 
and Zink, B. Gene 1-3 (1981) 35-58）、
－　３’末端におけるユニークな制限酵素部位（複数可）。
【０３２６】
化学的に定義された培地における大腸菌流加プロセスにおける、シュードモナス外毒素Ａ
コンストラクト変異体ＰＥ２４－ＬＲ８Ｍ＿３Ｇの発現及び培養
　ＰＥ２４－ＬＲ８Ｍ＿３Ｇ＿Ｅｃｏｌｉ（２５ｋＤａ）の発現のために、大腸菌の栄養
要求性（ＰｙｒＦ）の相補性により、抗生物質無しのプラスミド選択を可能にする大腸菌
の宿主／ベクター系が使用された（欧州特許第０９７２８３８号及び米国特許第６２９１
２４５号）。
【０３２７】
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　大腸菌Ｋ１２株は、発現プラスミドで電気穿孔により形質転換された。形質転換された
大腸菌細胞は、最初に寒天プレート上で３７℃で増殖された。このプレートから採取され
たコロニーを３ｍＬのローラー培地に移し、３７℃で１－２の光学密度まで（５７８ｎｍ
で測定）増殖させた。次いで、１０００μｌの培養物を１０００μｌの滅菌８６％－グリ
セロールと混合し、直ちに長期保存のために－８０℃で凍結した。このクローンの生成物
の正確な発現は最初に小規模振盪フラスコ実験で検証され、１０Ｌの発酵槽に移送する前
に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析された。
【０３２８】
予備培養：
　予備発酵用に、化学的に定義された培地が使用されている。予備発酵用に、４つのバッ
フル付きの１０００ｍｌの三角フラスコ内の２２０ｍｌの培地に、初代シードバンク（pr
imary seed bank）アンプルのうち１．０ｍｌが播種された。培養は、２．９の光学密度
（５７８ｎｍ）が得られるまで、３２℃、１７０ｒｐｍで８時間、ロータリーシェーカー
上で実施された。予備培養の１００ｍｌが、１０Ｌバイオリアクターのバッチ培地に播種
するために用いられた。
【０３２９】
発酵：
　１０ｌのＢｉｏｓｔａｔ Ｃ、ＤＣＵ３発酵槽（Sartorius, Melsungen, Germany）内で
の発酵のために、化学的に定義バされたバッチ培地が使用された。全ての成分は脱イオン
水に溶解された。ｐＨ調節のためのアルカリ溶液は、１１．２５ｇ／ｌのＬ－メチオニン
を補充した水性の１２．５％（ｗ／ｖ）ＮＨ３溶液であった。
【０３３０】
　４．２リットルの滅菌バッチ培地と予備培養からの１００ｍｌの播種物で開始し、バッ
チ発酵は、３１℃、ｐＨ６．９±０．２、８００ｍｂａｒの背圧、及び１０ｌ／分の初期
通気速度で行われた。溶解酸素の相対値（ｐＯ２）は、攪拌速度を１５００ｒｐｍまで増
加させることにより、発酵を通じて５０％に維持された。溶解酸素値の急な増加によって
示される、最初に補充したグルコースが枯渇した後、温度は２５℃にシフトされ、１５分
後、発酵は、両方の供給の開始と共に（それぞれ６０ｇ／ｈと１４ｇ／ｈ）流加モードに
入った。供給２の速度は、一定に保たれるが、供給１の速度は、事前に定義された供給プ
ロファイルを使用して、７時間以内に６０ｇ／ｈから最終的に１６０ｇ／ｈまで段階的に
増加された。二酸化炭素排ガス濃度が２％を上回るとき、通気速度は、５時間以内に１０
ｌから２０ｌ／分まで一定に増加された。組換えＰＥ２４－ＬＲ８Ｍ＿３Ｇ＿Ｅｃｏｌｉ
タンパク質の発現は、光学密度が約１２０で２．４ｇのＩＰＴＧの添加によって誘導され
た。標的タンパク質は、細胞質内で可溶性で発現される。
【０３３１】
　培養の２４時間後、光学密度２０９が達成され、全ブロスは４－８℃に冷却される。細
菌は、フロースルー遠心分離（１３，０００ｒｐｍ、１３ｌ／ｈ）により遠心分離により
回収され、得られたバイオマスは、更なる処理（細胞破壊）まで－２０℃で保存される。
収量は、リットル当たり６７．５ｇの乾燥細胞である。
【０３３２】
生成物形成の分析：
　発酵槽から取り出されたサンプル、一つは誘導の前、他方はタンパク質の発現の時点の
ものが、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動で分析された。全てのサンプルから同量
の細胞が（ＯＤＴａｒｇｅｔ＝１０）、５ｍＬのＰＢＳ緩衝液中に懸濁させ、氷上で超音
波処理を経て破壊された。次に、各懸濁液の１００μＬが（１５，０００ｒｐｍで５分間
）遠心分離され、各上清は回収され別のバイアルに移された。これは、可溶性及び不溶性
の発現された標的タンパク質を区別するためである。各上清（＝可溶性タンパク質画分）
１００μｌと各ペレット（＝不溶性タンパク質画分）２００μＬに、ＳＤＳサンプル緩衝
液（Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680-685）が添加された。サンプルは可溶化され
、サンプル中の全てのタンパク質を可用化し還元するため、９５℃での激しい混合下１５
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分間加熱された。室温に冷却した後、各サンプルの５μＬが、４－２０％のＴＧＸＣｒｉ
ｔｅｒｉｏｎ Ｓｔａｉｎ Ｆｒｅｅポリアクリルアミドゲルに移された（Bio-Rad）。更
に、５μｌの分子量標準物質（Precision Plus Protein Standard, Bio-Rad）が適用され
た。
【０３３３】
　電気泳動は２００Ｖで６０分間行われ、その後、ゲルはＧｅｌＤＯＣ ＥＺ Ｉｍａｇｅ
ｒ（Bio-Rad）に移され、ＵＶ照射で５分間処理された。ゲルの画像は、Ｉｍａｇｅ Ｌａ
ｂ分析ソフトウェア（Bio-Rad）を用いて分析された。タンパク質発現の相対的定量化は
、分子量標準物質の２５ｋＤａバンドの体積に対して生成物バンドの量を比較することに
よって行われた。
【０３３４】
化学的に定義された培地上での大腸菌流加プロセスにおけるシュードモナス外毒素Ａ変異
体融合体（Ｆａｂ－ＰＥ２４）の抗体断片の軽鎖コンストラクト（ＶＬ）及び抗体断片の
重鎖の発現及び培養
　Ｆａｂ－軽鎖（２３．４ｋＤａ）及びＦａｂ－重鎖ＰＥ２４融合体（４８．７ｋＤａ）
の発現のために、大腸菌の栄養要求性（ＰｙｒＦ）の相補性により、抗生物質無しのプラ
スミド選択を可能にする大腸菌の宿主／ベクター系が使用された（欧州特許第０９７２８
３８号及び米国特許第６２９１２４５号）。
【０３３５】
　大腸菌Ｋ１２株は、それぞれの発現プラスミドで電気穿孔により形質転換された。形質
転換された大腸菌細胞は、最初に寒天プレート上で３７℃で増殖された。それぞれの形質
転換のために、このプレートから採取されたコロニーは３ｍＬのローラー培地に移され、
３７℃で１－２の光学密度まで（５７８ｎｍで測定）増殖された。次いで、１０００μｌ
の培養物を１０００μｌの滅菌８６％－グリセロールと混合し、直ちに長期保存のために
－８０℃で凍結された。これらのクローンの生成物の正確な発現は最初に小規模振盪フラ
スコ実験で検証され、１０Ｌの発酵槽に移送する前に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析された。
【０３３６】
予備培養：
　予備発酵用に、化学的に定義された培地が使用されている。予備発酵用に、４つのバッ
フル付きの１０００ｍｌの三角フラスコ内の２２０ｍｌの培地に、初代シードバンク（pr
imary seed bank）アンプルのうち１．０ｍｌが播種された。培養は、７から８の光学密
度（５７８ｎｍ）が得られるまで、３７℃、１７０ｒｐｍで９時間、ロータリーシェーカ
ー上で実施された。予備培養の１００ｍｌが、１０Ｌバイオリアクターのバッチ培地に播
種するために用いられた。
【０３３７】
発酵（ＲＣ５２＃００３）：
　１０ｌのＢｉｏｓｔａｔ Ｃ、ＤＣＵ３発酵槽（Sartorius, Melsungen, Germany）内で
の発酵のために、化学的に定義バされたバッチ培地が使用された。ｐＨ調節のためのアル
カリ溶液は、１１．２５ｇ／ｌのＬ－メチオニンを補充した水性の１２．５％（ｗ／ｖ）
ＮＨ３溶液であった。
【０３３８】
　４．２リットルの滅菌バッチ培地と予備培養からの１００ｍｌの播種物で開始し、バッ
チ発酵は、３１℃、ｐＨ６．９±０．２、８００ｍｂａｒの背圧、及び１０ｌ／分の初期
通気速度で行われた。溶解酸素の相対値（ｐＯ２）は、攪拌速度を１５００ｒｐｍまで増
加させることにより、発酵を通じて５０％に維持された。溶解酸素値の急な増加によって
示される、最初に補充したグルコースが枯渇した後、温度は３７℃にシフトされ、１５分
後、発酵は、両方の供給の開始と共に（それぞれ６０ｇ／ｈと１４ｇ／ｈ）流加モードに
入った。供給２の速度は、一定に保たれるが、供給１の速度は、事前に定義された供給プ
ロファイルを使用して、７時間以内に６０ｇ／ｈから最終的に１６０ｇ／ｈまで段階的に
増加された。二酸化炭素排ガス濃度が２％を上回るとき、通気速度は、５時間以内に１０
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ｌから２０ｌ／分まで一定に増加された。細胞質内に位置する不溶性の封入体としての組
換え標的タンパク質の発現は、光学密度が約４０で２．４ｇのＩＰＴＧの添加によって誘
導された。
【０３３９】
　培養の２４時間後、光学密度１８５が達成され、全ブロスは４－８℃に冷却される。細
菌は、フロースルー遠心分離（１３，０００ｒｐｍ、１３ｌ／ｈ）により遠心分離により
回収され、得られたバイオマスは、更なる処理（細胞破壊）まで－２０℃で保存される。
収量は、リットル当たり４０から６０ｍｇの間の乾燥細胞である。
【０３４０】
生成物形成の分析：
　発酵槽から取り出されたサンプル、一つは誘導の前、他方はタンパク質の発現の時点の
ものが、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動で分析された。全てのサンプルから同量
の細胞が（ＯＤＴａｒｇｅｔ＝１０）、５ｍＬのＰＢＳ緩衝液中に懸濁させ、氷上で超音
波処理を経て破壊された。次に、各懸濁液の１００μＬが（１５，０００ｒｐｍで５分間
）遠心分離され、各上清は回収され別のバイアルに移された。これは、可溶性及び不溶性
の発現された標的タンパク質を区別するためである。各上清（＝可溶性タンパク質画分）
１００μｌと各ペレット（＝不溶性タンパク質画分）２００μＬに、ＳＤＳサンプル緩衝
液（Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680-685）が添加された。サンプルは可溶化され
、サンプル中の全てのタンパク質を可用化し還元するため、９５℃での激しい混合下１５
分間加熱された。室温に冷却した後、各サンプルの５μＬが、４－２０％のＴＧＸＣｒｉ
ｔｅｒｉｏｎ Ｓｔａｉｎ Ｆｒｅｅポリアクリルアミドゲルに移された（Bio-Rad）。更
に、５μｌの分子量標準物質（Precision Plus Protein Standard, Bio-Rad）及び既知の
標的タンパク質濃度（０．１μｇ／μｌ）を含む３つの量（０．３μｌ、０．６μｌ及び
０．９μｌ）の定量標準物質が適用された。
【０３４１】
　電気泳動は２００Ｖで６０分間行われ、その後、ゲルはＧｅｌＤＯＣ ＥＺ Ｉｍａｇｅ
ｒ（Bio-Rad）に移され、ＵＶ照射で５分間処理された。ゲルの画像は、Ｉｍａｇｅ Ｌａ
ｂ分析ソフトウェア（Bio-Rad）を用いて分析された。３つの標準物質により、線形回帰
曲線は、＞０．９９の係数を用いて計算され、元の試料中の標的タンパク質の濃度が算出
された。
【０３４２】
（Ｍ－０８－１１のＦａｂ断片、ＰＥ２４変異体、及びシュードモナス外毒素変異体ＰＥ
２４ＬＲ８ＭにコンジュゲートされたＭ－０８－１１のＦａｂ断片の）精製、ソルターゼ
カップリング及び再生
Ｆａｂ断片
　Ｆａｂ断片は、製造業者の説明に従って、アフィニティークロマトグラフィーによりニ
ッケル（ＮｉセファロースＴＭ高性能ＨｉｓＴｒａｐＴＭ）により精製した。簡潔には、
上清を、５０ｍＭリン酸ナトリウムｐＨ８．０、３００ｍＭのＮａＣｌで平衡化したカラ
ムにロードした。タンパク質の溶出は、４ｍＭのイミダゾール及びその後に最大１００ｍ
Ｍのイミダゾールまでの勾配を含む洗浄工程により、ｐＨ７．０で、同じ緩衝液を用いて
行なわれた。所望のＦａｂ断片を含む画分をプールし、２０ｍＭのＨｉｓ、１４０ｍＭの
ＮａＣｌ、ｐＨ６．０に対して透析された。
【０３４３】
ソルターゼカップリングのためのＰＥ２４
　ＰＥ２４を発現する大腸菌細胞は、２０ｍＭのトリス、２ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨは８．
０＋コンプリートプロテアーゼインヒビターカクテル錠（Ｒｏｃｈｅ）中で高圧ホモジナ
イゼーションにより溶解された（詳細が必要な場合：Christian Schantz）。溶解物は濾
過され、２０ｍＭトリス、ｐＨ７．４中で平衡化したＱセファロースＦＦ（GE Healthcar
e）にロードされた。タンパク質は、同じ緩衝液中で最大５００ｍＭのＮａＣｌまでの勾
配により溶出された。ＰＥ２４含有画分はＳＤＳ ＰＡＧＥにより同定された。組み合わ
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されたプールは濃縮され、２０ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．４中で平
衡化されたＨｉＬｏａｄＴＭＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ７５（GE Healthcare）に適用された
。ＰＥ２４を含む画分はＳＤＳ ＰＡＧＥに従ってプールされ、－８０℃で凍結された。
【０３４４】
ＰＥ２４へのＦａｂ断片のソルターゼカップリング
　Ｆａｂ断片及びＰＥ２４は、アミコン（登録商標）ウルトラ４遠心分離フィルター装置
（Merck Millipore）を使用して５０ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、５ｍＭのＣ
ａＣｌ２、ｐＨ７．５へ別々に透析濾過され、５－１０ｍｇ／ｍｌまで濃縮された。タン
パク質及びソルターゼの両方が１：１：０．８で混合された。３７℃で１時間インキュベ
ートした後、混合物は、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ８．０、３００ｍＭのＮａＣｌ
中で平衡化されたＮｉセファロースＴＭ Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｍａｎｃｅ ＨｉｓＴｒａ
ｐＴＭにロードされた。溶出は、同じ緩衝液（ｐＨ７．０）中、最大１００ｍＭまでのイ
ミダゾール勾配で行われた。最終生成物のＦａｂ－ＰＥ２４を含むフロースルー画分は濃
縮され、２０ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．４中でＨｉＬｏａｄＴＭＳ
ｕｐｅｒｄｅｘＴＭ２００（GE Healthcare）にロードされた。所望の結合タンパク質を
含有する画分がプールされ、－８０℃で保存された。ソルターゼとして可溶性黄色ブドウ
球菌のソルターゼＡが使用された（配列番号５４）。可溶性黄色ブドウ球菌ソルターゼＡ
は、以下の発現プラスミドを用いて発現され精製された。ソルターゼ遺伝子は、Ｎ末端切
断型黄色ブドウ球菌ソルターゼＡ（６０－２０６）分子をコードする。ＨＥＫ２９３細胞
における可溶性ソルターゼの一過性発現のための発現プラスミドは、可溶性ソルターゼ発
現カセットの他に、大腸菌においてこのプラスミドの複製を可能にするベクターｐＵＣ１
８からの複製起点、及び大腸菌においてアンピシリン耐性を付与するβ－ラクタマーゼ遺
伝子を含んでいた。可溶性ソルターゼの転写ユニットは、以下の機能要素を含む：
　　－　イントロンＡを含む（Ｐ－ＣＭＶ）ヒトサイトメガロウイルスからの前初期エン
ハンサー及びプロモーター、
　　－　ヒト重鎖免疫グロブリンの５’非翻訳領域（５’ＵＴＲ）、
　　－　マウス免疫グロブリン重鎖シグナル配列、
　　－　Ｎ末端切断型黄色ブドウ球菌ソルターゼＡをコードする核酸、及び
　　－　ウシ成長ホルモンポリアデニル化配列（ＢＧＨ ｐＡ）。
【０３４５】
大腸菌封入体から誘導されたＦａｂ－ＰＥ２４の再生
　ＶＨ－ＰＥ２４及びＶＬ－Ｃカッパの封入体は、８Ｍのグアニジン塩酸塩、１００ｍＭ
のトリス－ＨＣｌ、１ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ８．０＋１００ｍＭのジチオスレイトール（
ＤＴＴ）で別々に可溶化された。室温で１２－１６時間後、可溶化物のｐＨは３．０に調
整され、遠心分離された溶液は８Ｍ塩酸グアニジン、１０ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ３．０に
対して透析された。タンパク質の濃度は、ビウレット反応によって決定され、封入体調製
物の純度はＳＤＳ ＰＡＧＥにより評価された。両鎖の等モル量は、２段階で０．５Ｍの
アルギニン、２ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ１０＋１ｍＭのＧＳＨ／１ｍＭのＧＳＳＧへ、０．
２－０．３ｍｇ／ｍｌの最終濃度まで希釈された。４－１０℃で１２－１６時間、再生さ
れたタンパク質は、Ｈ２Ｏで＜３ｍＳ／ｃｍに希釈され、２０ｍＭトリス／ＨＣｌ、ｐＨ
７．４で平衡化されたＱセファロースＦＦ（GE healthcare）上にロードされた。溶出は
、同じ緩衝液中で最大４００ｍＭのＮａＣｌへの勾配により行われた。正確な生成物を含
有する画分が、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び分析用サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）に
より同定された。プールした画分は濃縮され、２０ｍＭのトリス、１５０ｍＭのＮａＣｌ
、ｐＨ７．４中又は代わりに２０ｍＭヒスチジン、１４０ｍＭの塩化ナトリウム、ｐＨ６
．０中で、ＨｉＬｏａｄＴＭ ＳｕｐｅｒｄｅｘＴＭ ２００（GE Healthcare）にロード
された。画分は、分析用ＳＥＣに応じて分析され、プールされ、－８０℃で保存された。
【０３４６】
　配列番号５０及び配列番号５３に基づいて、Ｍ－０８－１１のＦａｂ断片の、シュード
モナス外毒素変異体ＰＥ２４ＬＲ８Ｍとのイムノコンジュゲート（Ｍ－０８－１１－ＰＥ
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）を、組換えにより発現させ、精製され、直接ＰＥ２４ＬＲ８Ｍ融合タンパク質としても
再生させることができる。
【０３４７】
実施例８
Ｍ－０８－１１－Ｆａｂ－シュードモナス外毒素コンジュゲート（Ｍ－０８－１１－ＰＥ
）による異なる腫瘍細胞株の細胞死滅
　ＨＥＲ３を過剰発現するＡ５４９細胞は、白色９６ウェルプレートに播種され（平らな
、透明底、ウェル当たり１×１０４細胞）、一晩ＲＰＭＩ（１０％ＦＣＳ）中で増殖され
た。翌日に、培地は５０μｌの飢餓培地（ＲＰＭＩ、０．５％ＦＣＳ）で交換された。少
なくとも４時間後、５μｌのヘレグリンβ（PeproTech、カタログ＃１００－０３）（Ｈ
ＲＧベータ）が５００ｎｇ／ｍｌの最終濃度まで添加された。５０μｌのＭ－０８－１１
－Ｆａｂ－シュードモナス外毒素コンジュゲート（Ｍ－０８－１１－Ｆａｂ－ＰＥ）が、
１０、３．３、１．１、０．３７、０．１２、０．０４、０．０１４、０．００５及び０
．００２μｇ／ｍｌの最終濃度まで添加された。プレートは７２時間インキュベートされ
た。２４時間及び４８時間後、５μｌのヘレグリンβが、５００ｎｇ／ｍｌの最終濃度ま
で再び添加される。７２時間後に、発光は、PromegaによるＣｅｌｌＴｉｔｅｒ－Ｇｌｏ
発光細胞生存率アッセイ（カタログ＃Ｇ７５７１）を使用して、Ｔｅｃａｎ Ｉｎｆｉｎ
ｉｔｅ Ｆ２００リーダーで測定される。ＨＲＧの非存在下及び存在下でのＭ－０８－１
１－Ｆａｂ－シュードモナス外毒素コンジュゲート（Ｍ－０８－１１－Ｆａｂ－ＰＥ）の
ＥＣ５０値が計算される。
【０３４８】
実施例９
本発明の抗体のヒト化変異体
　マウス抗体の結合特異性は、ヒトの身体に異物として認識されるであろう、配列伸長か
ら生じる潜在的な免疫原性の問題を排除するために、ヒトアクセプターフレームワークに
転移される。これは、ヒト（アクセプター）抗体フレームワーク上にマウス（ドナー）抗
体のＨＶＲ全体を移植することによって行われ、ＨＶＲ（又はＣＤＲ）グラフティング又
は抗体ヒト化と呼ばれている。
【０３４９】
　マウス可変領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖系列抗体Ｖ遺伝子のコレクションへアライ
ンされ、配列同一性及び相同性に従って分類された。アクセプター配列は、高い全配列相
同性に基づいて、任意でアクセプター配列中に既存の正しい標準残基の存在に基づいて選
択される（Poul, M-A. and Lefranc, M-P., in “Ingenierie des anticorps banques co
mbinatores" ed. by Lefranc, M-P. and Lefranc, G., Les Editions INSERM, 1997を参
照）。
【０３５０】
　生殖系列Ｖ遺伝子は、重鎖のＨＶＲ３の開始までの領域のみと、軽鎖のＨＶＲ３の真ん
中までとをコードする。従って、生殖系列Ｖ遺伝子の遺伝子は、Ｖドメイン全体に対して
はアラインされない。ヒト化コンストラクトは、ヒトフレームワーク１から３、マウスＨ
ＶＲ、及びヒトＪＫ４由来のヒトフレームワーク４配列、及び軽鎖及び重鎖のＪＨ４配列
をそれぞれ含む。
【０３５１】
　一つの特定のアクセプター配列を選択する前に、ドナー抗体のいわゆる標準的ループ構
造を決定することができる（Morea, V., et al., Methods, Vol 20, Issue 3 (2000) 267
-279を参照）。これらの標準的なループ構造は、いわゆる標準的な位置に存在する残基の
種類によって決定される。これらの位置は、ＨＶＲ領域の外に（部分的に）に存在し、親
（ドナー）抗体のＨＶＲコンホメーションを維持するために、最終的なコンストラクト中
で機能的に同等に維持されるべきである。
【０３５２】
　国際公開第２００４／００６９５５号において、非ヒト成熟抗体中のＨＶＲの標準的な
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ＨＶＲ構造タイプを同定する工程；ヒト抗体可変領域用のペプチド配列のライブラリーを
得る工程；ライブラリー内の可変領域の標準的ＨＶＲ構造タイプを決定する工程；及び標
準的なＨＶＲ構造が、非ヒト及びヒト可変領域内の対応する位置で非ヒト抗体の標準的な
ＨＶＲ構造タイプと同じであるヒト配列を選択する工程を含む抗体をヒト化するための方
法が報告されている。
【０３５３】
　要約すると、潜在的なアクセプター配列は、高い全体の相同性に基づいて選択され、そ
して必要に応じて、更に、アクセプター配列中に既存の正しい標準残基の存在に基づいて
選択される。
【０３５４】
幾つかの場合には、単純なＨＶＲグラフト化は、非ヒト抗体の結合特異性の部分的な保持
を生じる。結合特異性を再構成するために、少なくとも幾つかの特異的な非ヒトフレーム
ワーク残基が必要であり、又、ヒトフレームワークに移植されなければならないこと、即
ち、いわゆる「復帰突然変異」が、非ヒトＨＶＲの導入に加えてなされる必要があること
が見出されている（例えば、Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10,
029-10,033; Co et al., Nature 351 (1991) 501-502を参照）。これらの特定のフレーム
ワークアミノ酸残基は、ＦＲ－ＨＶＲとの相互作用に関与し、ＨＶＲのコンホメーション
（ループ）を安定化していた（例えば、Kabat et al., J. Immunol. 147 (1991) 1709を
参照）。
【０３５５】
　幾つかの場合には、正突然変異が、より緊密にヒト生殖細胞系配列を取り入れるために
導入される。
【０３５６】
　これらの設計された抗体配列の遺伝子は、従来型のＰＣＲ技術によって生成される。重
鎖可変領域は、（エフェクター機能が要求される場合）ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域、又は
（エフェクター機能が要求されない場合；ＩｇＧ１　Ｌ２３４Ａ　Ｌ２３５Ａ　Ｐ３２９
Ｇ；ＩｇＧ４　Ｓ２２８Ｐ　Ｌ２３５Ｅ　Ｐ３２９Ｇ）ヒトＩｇＧ１／ＩｇＧ４重鎖定常
領域変異体の何れかに対して融合される。軽鎖可変ドメインは、発現プラスミドの構築の
ために、軽鎖カッパ又はラムダ定常ドメインの何れかに融合される。これによって、マウ
ス抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－０８－１１、１７－０２、Ｍ－４３－０１及びＭ－４６－０１はヒ
ト化される。抗体は、ＨＥＫ又はＣＨＯのような哺乳動物細胞培養系において発現され、
プロテインＡ及びサイズ排除クロマトグラフィーにより精製される。ヒト化抗体は、全長
抗体又は抗体断片の何れかで発現され、又は免疫毒素コンジュゲートに含まれる（実施例
７と同様に）。
【０３５７】
実施例１１
国際公開第２０１２／２２８１４号に記載される抗ＨＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８２３（２）
と比較した、抗体Ｍ－０８－１１（１）のＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１８
）に対する結合。
　ビアコアＴ２００機器（GE Healthcare）はＣＭ５シリーズセンサーを備え、製造業者
の指示に従って、ＨＢＳ－ＥＴ＋緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ ｐＨ７．４、１５０ｍ
ＭのＮａＣｌ、３ｍＭのＥＤＴＡ、０．０５％ｗ／ｖのＴｗｅｅｎ２０）で正規化された
。サンプル緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌのＣＭＤ（カルボキシメチルデキストラン）を補充し
たシステム緩衝液であった。システムは、３７℃で操作された。二重抗体捕捉システムは
、センサー表面上に構築された。６５００ＲＵのｍＡｂ＜Ｍ－ＩｇＧ＞Ｒが、全てのフロ
ーセル上でＥＤＣ／ＮＨＳ化学を用いて、製造業者の指示に従って固定化された。センサ
ーは、１Ｍのエタノールアミンを用いて不活性化された。フローセル１は、基準としての
役割を果たし、抗ＴＳＨ ＩｇＧ１抗体により１０μｌ／分で１分間捕捉された。フロー
セル２に、Ｍ－０８－１１は、１０μｌ／分で１分間捕捉された。フローセル３には、マ
ウス抗ヒトＦＣパン抗体が１０μｌ／分で１分間捕捉され、その後、抗ＨＥＲ３抗体Ｍ－



(92) JP 2016-503294 A 2016.2.4

10

20

０８－１１（１）（９０ｎＭ）又は抗ＨＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８２３（１５０ｎＭ）抗体
が、１分間、１０μｌ／分で注入された。流速は６０μｌ／分に設定された。ＴｔＳｌｙ
Ｄｃｙｓ－ＨＥＲ３（配列番号１８）の溶液中の分析物は、５分間、０ｎＭ及び１５０ｎ
Ｍの濃度で注入され、その解離は６００秒モニターされた。センサーは、１０ｍＭのグリ
シン、ｐＨが１．７緩衝液による３分間、１０μｌ／分での１回の注入により完全に再生
された。
【０３５８】
　図１７は、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３及び緩衝液の１５０ｎＭでの結合シグナルを
示している、センサーグラム重ね合わせプロットを示す。上記の重ね合わせプロットは、
抗体Ｍ－０８－１１の、１５０ｎＭのＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３への結合を示してい
る（１）。ＭＯＲ０９８２３抗体は、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅｒ３には結合しない（２
）。全く抗体を含まない対照の測定はまた、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３（配列番号１
８）に対して全く結合を示さなかった。国際公開第２０１２／２２８１４号に記載の抗Ｈ
ＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８２３（２）は、ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３とのいかなる結合
相互作用も示さない。陽性対照抗体Ｍ－０８－１１（１）は、ＴｔＳｌｙＤｃａｓ－Ｈｅ
ｒ３に対して有意な結合を示す。１５０ｎＭのＴｔＳｌｙＤｃｙｓ（ＨＥＲ－３のβヘア
ピンの挿入無し）を注入する場合、両方の抗体との相互作用は特定できなかった（データ
非表示）。国際公開第２０１２／２２８１４合に記載さっる抗ＨＥＲ３抗体ＭＯＲ０９８
２３もまた、分析物としてＨＥＲ３－ＥＣＤに対するその結合親和性に関して試験された
。ＴｔＳｌｙＤｃｙｓ－Ｈｅｒ３の代わりにＨＥＲ３－ＥＣＤを使用するこの設定におい
て、ＭＯＲ０９８２３は、ＫＤ（親和性）が０．３ｎＭでＨＥＲ３　ＥＣＤに対して明ら
かな結合シグナルを示した。従って、ＭＯＲ０９８２３はヒトＨＥＲ３に結合するが、Ｔ
ｔＳｌｙＤｃｙｓ－ＨＥＲ３（配列番号１８）内に含まれるような、ヒトＨＥＲ３のβヘ
アピンには結合しない。

【図１】 【図２】
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