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(57)【要約】
　ヒト組織因子に対する抗体の変異体は、外因経路を介した血液凝固の予防等の組織因子
の生物学的機能を中和する能力を維持しながら、免疫エフェクター細胞によって産生され
るエフェクター機能を引き出す能力に対して最適化され、抗体のＦｃ領域の変異によって
産生される。変異体は、Ａ３３０Ｙ、Ａ３３０Ｉ、及びＩ３３２Ｅを含み、Ｉ３３２Ｅ変
異体は、任意に、Ａ３３０Ｉ（Ｉ３３２Ｅである第１の置換の場合）、Ｖ２６４Ｉ、及び
Ｓ２３９Ｄから選択される第２の置換を更に含み得る。変異体は、Ｆｃ領域のグリコシル
化を増強するエフェクター機能をもたらす条件下で、抗体変異体の産生による免疫エフェ
クター細胞によって産生されるエフェクター機能を引き出す能力に対して更に最適化され
得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織因子結合領域で組織因子と結合する能力を持ち、及び組織因子の１つ以上の生物活
性を中和する能力を持つ親抗体の抗体変異体であって、前記抗体変異体はＦｃ受容体と結
合する能力を持つＦｃ領域を含み、前記Ｆｃ領域は、前記Ｆｃ領域において少なくとも１
つの置換を含み、親抗体と比較して増強されたＡＤＣＣ活性を示す、抗体変異体。
【請求項２】
　前記ＡＤＣＣ活性が、ユウロピウム又はクロミウム放出ＡＤＣＣアッセイにおいて測定
される、請求項１に記載の抗体変異体。
【請求項３】
　ヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域の３３０位又は３３２位において、Ａ３３０Ｙ、Ａ３３０Ｉ、
及びＩ３３２Ｅからなる群から選択される置換を含む、請求項１に記載の抗体変異体。
【請求項４】
　前記組織因子結合領域が、ＴＦ８－５Ｇ９抗体に由来し、前記抗体変異体が、前記親抗
体からの少なくとも１つの置換を有するヒトＩｇＧ１　Ｆｃ領域を含む、請求項２又は３
に記載の抗体変異体。
【請求項５】
　前記組織因子結合領域が、
　（ａ）配列番号：２の、残基１～１１７を含む重鎖可変領域と、
　（ｂ）配列番号：４の、残基１～１０８を含む軽鎖可変領域と、
　を含み、前記抗体変異体が、前記抗体ＣＮＴＯ８６０よりも前記Ｆｃ受容体に対する高
い親和性を有するＦｃ受容体結合領域を有する、請求項１に記載の抗体変異体。
【請求項６】
　前記Ｆｃ受容体結合領域が、ＩｇＧ１抗体定常部に由来し、並びにＡ３３０Ｙ、Ａ３３
０Ｉ、及びＩ３３２Ｅからなる群から選択される置換を有し、前記Ｉ３３２Ｅ変異体が、
任意に、Ａ３３０Ｉ、Ｖ２６４Ｉ、及びＳ２３９Ｄから選択される第２の置換を更に含み
得る、請求項５に記載の抗体変異体。
【請求項７】
　前記抗体が、フコース含有量が比較的少ないＦｃ領域グリカンによって特徴付けられる
宿主細胞株において発現する、請求項１～５のいずれかに記載の抗体変異体。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体変異体と、ヒトＴＦに結合す
るために競合する、単離モノクローナル抗体。
【請求項９】
　前記抗体変異体がヒト抗体である、請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体変異体。
【請求項１０】
　単離ヒトＴＦ抗体であって、前記ＴＦ抗体が、
　（ａ）ヒト組織因子に結合するためにＣＮＴＯ８６０と競合し、
　（ｂ）ＣＮＴＯ８６０と同等の、フローサイトメトリーによって測定されるような、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ－２３１ヒト乳癌細胞上のＴＦに対する親和性、を有し、
　（ｃ）クロミウム放出ＡＤＣＣアッセイにおいて、ＷＴ　ＣＮＴＯ８６０よりも低い濃
度でＨＣＴ１１６ヒト結腸直腸癌細胞の同等の死滅を示す、
　単離ヒトＴＦ抗体。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体又は抗体変異体、及び製薬上許容できる担
体を含む医薬組成物。
【請求項１２】
　前記抗体又は抗体変異体が、ホスホチロシンキナーゼ（ＰＴＫ）阻害剤、放射性医薬品
、エストロゲン受容体修飾物質、レチノイド、トポイソメラーゼ阻害剤、細胞毒素、アル
キル化剤、ナイトロジェンマスタード、ニトロソウレア、代謝拮抗剤、分裂抑制剤、及び



(3) JP 2010-525820 A 2010.7.29

10

20

30

40

50

放射線増感剤からなる群から選択される抗新生物薬と組み合される、請求項１１に記載の
組成物。
【請求項１３】
　前記抗新生物薬が、前記ＰＴＫ阻害剤エルロチニブである、請求項１２に記載の組成物
。
【請求項１４】
　治療薬と結合される請求項１～１０のいずれかに記載の抗体を含む、免疫複合体。
【請求項１５】
　前記治療薬が細胞毒素である、請求項１４に記載の免疫複合体。
【請求項１６】
　前記治療薬が放射性同位体である、請求項１５に記載の免疫複合体。
【請求項１７】
　請求項１４～１６のいずれか一項に記載の免疫複合体、及び製薬上許容できる担体を含
む、医薬組成物。
【請求項１８】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の抗体又は抗体変異体をコード化する、単離核酸
分子。
【請求項１９】
　前記核酸分子が、発現ベクターに組み込まれる、請求項１８に記載の単離核酸分子。
【請求項２０】
　配列番号：２の、残基１～１１９、又は配列番号：４の、残基１～１０８を含む少なく
とも１つの可変領域を有する、少なくとも１つの単離抗ＴＦ抗体をコード化する、単離核
酸分子。
【請求項２１】
　請求項１８～２０のいずれかに記載の単離核酸を含む、トランスフェクトーマ。
【請求項２２】
　請求項１８～２０のいずれかに記載の単離核酸を含む、原核又は真核宿主細胞。
【請求項２３】
　前記宿主細胞が、ＣＯＳ－１、ＣＯＳ－７、ＨＥＫ２９３、ＢＨＫ２１、ＣＨＯ、ＢＳ
Ｃ－１、Ｈｅｐ　Ｇ２、６５３、ＳＰ２／０、２９３、ＨｅＬａ、ＹＢ２／０、骨髄腫、
リンパ腫細胞、Ｐｅｒｃ．６、又はその任意の誘導体、不死化細胞若しくは形質転換細胞
から選択される少なくとも１つである、請求項２２に記載の宿主細胞。
【請求項２４】
　請求項１～１０のいずれかに記載の抗ＴＦ抗体又は抗体変異体を産生するための方法で
あって、生体外、生体内、又はインサイツの条件下で、前記抗体又は変異体をコード化し
ている核酸を翻訳し、検出可能又は回収可能な量で、前記ＴＦ抗体又は抗体変異体を発現
させる工程を含む、方法。
【請求項２５】
　請求項１～１０のいずれかに記載のヒト抗体又は抗体変異体を発現する、トランスジェ
ニック非ヒト動物。
【請求項２６】
　ＴＦ発現細胞の増殖を阻害する方法であって、前記細胞を請求項１～１０のいずれかに
記載の有効量の抗体又は抗体変異体と接触させて、前記細胞の増殖を阻害する工程を含む
、方法。
【請求項２７】
　患者における腫瘍細胞の増殖又は転移によって特徴付けられる疾患を治療又は予防する
方法であって、請求項１～１０のいずれかに記載の抗体又は抗体変異体、請求項１１～１
７のいずれかに記載の組成物又は免疫複合体、請求項１８～２０のいずれかに記載の核酸
分子、及び請求項２３又は２４に記載の宿主細胞からなる群から選択される少なくとも１
つの抗ＴＦ剤を、前記疾患を治療又は予防するために有効な量で前記患者に投与する工程
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を含む、方法。
【請求項２８】
　前記疾患が癌である、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記抗ＴＦ剤が、少なくとも１つの他の治療薬と組み合わせて同時に又は連続的に投与
される、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　前記抗ＴＦ剤の前、同時、又は後に、検出可能な標識又はレポーター、抗腫瘍薬、ＴＮ
Ｆ拮抗薬、抗リウマチ剤、筋弛緩剤、睡眠薬、非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、鎮
痛剤、麻酔薬、鎮静剤、局所麻酔、神経筋遮断薬、抗菌剤、乾癬治療薬、コルチコステロ
イド、アナボリックステロイド、エリスロポエチン、免疫化剤、免疫グロブリン、免疫抑
制剤、成長ホルモン、ホルモン拮抗薬、生殖ホルモン拮抗薬、ホルモン放出修飾物質、ホ
ルモン補充薬、シグナル伝達阻害剤、アポトーシス誘導剤、抗鬱薬、抗精神病薬、興奮剤
、ぜんそく治療薬、β拮抗薬、吸入ステロイド、エピネフリン若しくは類似体、サイトカ
イン、又はサイトカイン拮抗薬のうちの少なくとも１つから選択される、有効量の、少な
くとも１つの化合物又はタンパク質を含む少なくとも１つの組成物を、投与する工程を更
に含む、請求項２７～２９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の少なくとも１つの抗ＴＦ抗体又は抗体変異体と
特異的に結合する、抗イディオタイプ抗体又は断片。
【請求項３２】
　前記抗ＴＦ剤が、ヒトＴＦに結合するためにモノクローナル抗体ＴＦ８－５Ｇ９と競合
する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３３】
　前記抗ＴＦ剤が、吸入又は経口によって、静脈内、皮下、筋肉内、鼻腔内、経皮に投与
される、請求項２７に記載の方法。
【請求項３４】
　前記抗ＴＦ剤が、体重１ｋｇ当たり０．０５ｍｇ～１２．０ｍｇの量で投与される、請
求項２７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト組織因子に結合する抗体に関し、それらの特定の部分又は変異体を含む
。本発明の抗体は、エフェクター細胞と相互作用し、それらのヒト組織因子中和活性に加
えて先天免疫を活性化する能力を有し、したがって、腫瘍細胞を治療するための方法にお
いて特に有用である。本発明は、かかる抗組織因子抗体をコード化する核酸、相補的核酸
、ベクター、宿主細胞、並びにそれらの製造方法及び使用方法にも関し、治療製剤、投与
及び装置、並びにより具体的には、増強されたエフェクター機能を有する抗体を含む。
【背景技術】
【０００２】
　血液の凝固は、フィブリンの形成に至るカスケード系の反応を伴う。凝固カスケードは
、いずれも止血のために必要とされる、２つの重なり合う経路からなる。内因性経路は、
循環血中に存在するタンパク質因子を含むが、外因性経路は、血管損傷に応答して多様な
組織の細胞表面上に発現される、組織因子（ＴＦ）を必要とする（デービー（Davie）ら
著、「生物化学（Biochemistry）」、３０：１０３６３、１９９１）。血液に曝露される
と、ＴＦは、潜在的に爆発的なカスケードの活性化工程を開始し、不溶性のフィブリン凝
血塊の形成をもたらす。ＴＦは、抗凝固剤療法の標的として研究されている。
【０００３】
　ＴＦは、因子ＶＩＩ及びＶＩＩａの受容体として機能し、それによって、血管損傷に応
答して、凝固カスケードの外因性経路を開始する、単鎖２６３アミノ酸膜糖タンパク質で
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ある。ＴＦ、膜貫通型細胞表面受容体は、受容体並びに因子ＶＩＩａの補助因子としての
機能を果たし、タンパク質分解活性を有するＴＦ：ＶＩＩａ複合体を細胞表面上に形成す
る（ルフ（Ruf）ら著、「生物化学ジャーナル（J.Biol.Chem）」２６７：６３７５～６３
８１、１９９２）。止血の維持におけるその役割に加えて、過剰なＴＦは、病原性状態に
関与している。特に、ＴＦの合成及び細胞表面発現は、血管疾患（ウィルコックス（Wilc
ox）ら著、「米国科学アカデミー紀要（Proc.Natl.Acad.Sc））」８６：２８３９、１９
８９）及びグラム陰性菌敗血症性ショック（ウォー（Warr）ら著、「血液（Blood）」７
５：１４８１、１９９０）に関与している。最近の証拠から、ＴＦの細胞外ドメインのジ
スルフィド異性化が、細胞表面上でＴＦの機能的特性を制御し得ることが示唆されている
（アハメドＪ．、ヴァースティーグＨ．Ｈ．、カーバー（Kerver）Ｍ．、チェンＶ．Ｍ．
、ミューラーＢ．Ｍ．、ホッグＰ．Ｊ．及びルフＷ．著、「ジスルフィド異性化は組織因
子を凝固から細胞シグナル伝達に切り替える（Disulfide isomerization switches tissu
e factor from coagulation to cell signaling）」（米国科学アカデミー紀要（Proc.Na
tl.Acad.Sci.U.S.A.）、１０３（３８）、１３９３２～１３９３７、２００６）。
【０００４】
　組織因子は、多様な悪性腫瘍及び単離ヒト腫瘍細胞株上でも過剰発現するため、腫瘍増
殖及び生存における役割が示唆される。ＴＦは、正常な血管の内側の健康な内皮細胞では
産生されないが、腫瘍血管におけるこれらの細胞上で発現する。様々な乳癌、直腸結腸癌
、肺癌及び膵癌における内皮及び腫瘍細胞上のＴＦの異常発現は、腫瘍微小血管密度及び
上方規制されたＶＥＧＦ発現の増加に関連している。ＴＦを過剰発現している腫瘍細胞は
、癌に関連する血栓性合併症に関与しているとも考えられる。したがって、癌の治療にお
ける組織因子の阻害は合理的である。
【０００５】
　自然発生及び人工のＴＦ拮抗薬が存在する。組織因子経路阻害タンパク質、ＴＦＰＩ－
１（ＮＰ＿００１０２７４５２）及びＴＦＰＩ－２（ＮＰ＿００６５１９）は、血液凝固
の組織因子（ＴＦ）依存性経路を制御する、プロテアーゼ阻害剤である。様々な抗ＴＦ抗
体が、ＴＦの生物学的機能を中和する能力を持つことが知られている（カーソン（Carson
）ら著、「血液（Blood）」７０：４９０～４９３、１９８７；ルフ（Ruf）ら著、「血栓
症と止血（Thrombosis and Haemostasis）」６６：５２９、１９９１）。ＴＦ／ＶＩＩａ
複合体を阻害する能力を持つモノクローナル抗体の１つ、ＴＦ８－５Ｇ９が、米国特許第
６，００１，９７８号、第５，２２３，４２７号、及び第５，１１０，７３０号において
開示されている。Ｒｕｆらは、ＴＦ／ＶＩＩａ複合体の形成を防ぐよりも不活化する機構
は、生体内での凝血妨害のための方策を提供し得ることを示唆した（上記）。ＷＯ　９６
／４０９２１は、ＴＦ８－５Ｇ９抗体に由来するＣＤＲグラフト化抗ＴＦ抗体を開示して
いる。他のヒト化又はヒト抗ＴＦ抗体は、例えば、プレスタ（Presta）ら著、「血栓症と
止血（Thromb Haemost）」８５：３７９～３８９、２００１、ＥＰ　１０６９１８５、Ｗ
Ｏ　０１／７０９８４、及びＷＯ　０３／０２９２９５において開示されている。
【０００６】
　抗体のＦｃ領域は、多数のＦｃ受容体及びリガンドと相互作用し、エフェクター機能と
称される一連の重要な機能的能力を付与する。ＩｇＧの場合、Ｆｃ領域は、重鎖のＩｇ　
ＣＨ２及びＣＨ３（Ｃｙ２及びＣｙ３とも呼ばれる）ドメイン、並びにＣＨ１ドメイン及
びヒンジ領域を含む。ＩｇＧクラスのＦｃ受容体の重要なファミリーは、Ｆｃγ受容体（
ＦｃγＲｓ）であり、かかる受容体を担持する細胞が応答をもたらすことを可能にする。
（ＰＤＦ４）したがって、ＦｃγＲは、体液性（抗原結合機能）の免疫系と細胞性の免疫
系との間に橋を構築する（ラグハヴァン（Raghavan）ら著、「（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ）」１２：１８１～２２０、１９９６；ラヴェッチ（Ravetch）
ら著、「（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ）」１９：２７５～２９０、２００１、い
ずれも参照することによって例示的に組み込まれる）。これらの受容体は、単核細胞、マ
クロファージ、好中球、樹状細胞、好酸球、マスト細胞、血小板、Ｂ細胞、大型顆粒リン
パ球、ランゲルハンス細胞、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、及びＴ細胞を含む、多様な
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免疫細胞で発現される。Ｆｃ／ＦｃγＲ複合体の形成は、これらの「エフェクター細胞」
を抗原結合部位に補充し、典型的には、細胞内のシグナルイベント及び重要な後次免疫応
答、例えば、炎症メディエーターの放出、Ｂ細胞の活性化、エンドサイトーシス、食作用
、及び細胞毒性攻撃をもたらす。細胞毒性及び食作用エフェクター機能を媒介する能力は
、抗体が標的細胞を破壊することに従う潜在的な機構である。ＦｃγＲｓを発現する非特
異的細胞毒性細胞が、標的細胞上の結合抗体を認識し、続いて標的細胞の溶解を生じる細
胞媒介反応は、抗体依存性細胞媒介細胞毒性（ＡＤＣＣ）と称される（ラグハヴァン（Ra
ghavan）ら著、「（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ）」１２：１８１～
２２０、１９９６；ゲティ（Ghetie）ら著、「（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ）」
１８：７３９～７６６、２０００；ラヴェッチ（Ravetch）ら著、「（Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ）」１９：２７５～２９０、２００１は、全て参考として例示的に本明
細書に組み入れられる）。ＦｃγＲｓを発現する非特異的細胞毒性細胞が、標的細胞上に
結合した抗体を認識し、続いて標的細胞の食作用を生じる細胞媒介反応は、抗体依存性細
胞媒介食作用（ＡＤＣＰ）と称される。
【０００７】
　当該技術分野には、具体的な臨床的適応のために最適化された特性を有する、抗ＴＦ抗
体の変異体構造のために必要性が残っている。例えば、ＡＤＣＣ及びＣＤＣ抗体機能を最
適化することは、一般に、腫瘍学適応のために望ましい。増強されたＡＤＣＣ活性を有す
る抗ＴＦ抗体の、他の可能性のある使用は、加齢に関連した黄斑変性又は異常な血管にお
ける内皮細胞がＴＦを発現し得、ＡＤＣＣによって標的され得る状態に関連する他の血管
新生の治療を含む。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、単離した抗組織因子抗体、免疫グロブリン、及び増強されたＡＤＣＣ活性を
有する他の指定部分及びその変異体、並びに抗組織因子抗体組成物、コード化又は相補的
核酸、ベクター、宿主細胞、組成物、製剤、装置、形質転換動物、形質転換植物、及びそ
の生成及び使用方法を、本明細書に記載され使用可能であるように、当該技術分野におい
て知られるものと組み合わせて提供する。本発明の抗体は、ヒト組織因子を結合し、野生
型ＣＮＴＯ　８６０又は他のＦｃ領域と比較して、修飾されたＦｃ領域を有し、当該技術
分野において既知の１つ以上の抗体と比較して、増強されたＡＤＣＣ活性を呈する。した
がって、抗体は、癌等の場合には、増強されたＡＤＣＣ活性が望ましい、組織因子が関与
する疾患の、診断、治療、及び／又は予防のための多様な方法において使用できる。
【０００９】
　一実施形態においては、本発明に記載の抗体は、重鎖又は軽鎖の相補性決定領域（ＣＤ
Ｒ）の少なくとも一部、又は抗体指定されたＴＦ８－５Ｇ９に由来するそのリガンド結合
部分を含む分子を含有する、任意のタンパク質又はペプチドを、重鎖又は軽鎖フレームワ
ーク領域と組み合わせて含み、重鎖又は軽鎖定領域は、エフェクター細胞又は分子上の受
容体と相互作用して、内因性免疫（例えば、相補的溶解、ＮＫ細胞死滅、オプソニン化、
又はマクロファージによる食作用）を活性化することができ、したがって、本発明の抗体
に組み込まれ得る、抗体又はその任意の部分にＡＤＣＣ活性を付与する。本明細書に記載
の抗体は、ＣＮＴＯ　８６０として知られる、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃを含むＴＦ８－５Ｇ９
抗体に由来するヒト組織因子抗体の変異体であって、それらは、ＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆ
ｃ変異体として知られる。
【００１０】
　本発明の特定の治療抗体は、ヒトモノクローナル抗体ＣＮＴＯ　８６０の特定Ｆｃ変異
体、並びにそれぞれ配列番号：２（残基１～１１７）、及び配列番号：４（残基１～１０
８）、に記載される、ヒト重鎖及びヒト軽鎖可変アミノ酸配列を有する機能的に同等の抗
体、並びにその保存的な修飾を含む。抗体アミノ酸配列は、本明細書に記載されるか、又
は当該技術分野において既知の少なくとも１つの特定の置換、挿入又は削除を更に含む。
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一実施形態においては、ＣＮＴＯ　８６０重鎖置換は、Ａ３３０Ｙ、Ａ３３０Ｉ、及びＩ
３３２Ｅから選択され、Ｉ３３２Ｅ変異体は、Ａ３３０Ｉ、Ｖ２６４Ｉ、及びＳ２３９Ｄ
から選択される第２の置換を任意で更に含み得る。
【００１１】
　本発明は、製薬上許容できる希釈剤、緩衝剤、添加物、保存剤、及び安定剤を更に含む
医薬組成物等のＣＮＴＯ　８６０抗体変異体を含む組成物を更に提供する。
【００１２】
　本発明は、ＣＮＴＯ　８６０抗体変異体及びそれらの組成物を使用する方法を提供し、
それらを必要とする患者、特に、１つ以上の細胞、組織、又は器官の病理において機能す
ることが既知である組織因子活性に関する疾患を有している又は有するリスクがあると診
断された患者を、予防又は治療する。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ヒトＩｇＧ４　Ｆｃドメインを含むＣＮＴＯ　８５９及びヒトＩｇＧ１型Ｆｃド
メインを含むＣＮＴＯ　８６０の成熟重鎖のアミノ酸配列の配列比較である。残基の差は
、太字でマークされ、ヒンジコアモチーフＣＰＰＣ（残基２２６カバット付番）からＦｃ
ドメインのＣ末端へと延びる、ＣＮＴＯ　８６０のＦｃ変異体における置換の位置は、下
線で示される。
【図２Ａ】ＣＨＯ細胞発現プラスミドの略図である。Ｉ３３２Ｅ変異体をコード化するｐ
４１５７は、表３に一覧表示される重鎖プラスミドの例として示される。全ての他の重鎖
プラスミドは、導入される変異を除いて同一の構造を有する。ｐ４１４６は、ＣＮＴＯ　
８６０のための正常軽鎖をコード化し、ＣＨＯ細胞において、本明細書で分析される全て
の変異体を発現するために使用された。いずれの場合においても、抗体配列の発現は、図
示されるＣＭＶプロモーターによって駆動される。
【図２Ｂ】ＣＨＯ細胞発現プラスミドの略図である。Ｉ３３２Ｅ変異体をコード化するｐ
４１５７は、表３に一覧表示される重鎖プラスミドの例として示される。全ての他の重鎖
プラスミドは、導入される変異を除いて同一の構造を有する。ｐ４１４６は、ＣＮＴＯ　
８６０のための正常軽鎖をコード化し、ＣＨＯ細胞において、本明細書で分析される全て
の変異体を発現するために使用された。いずれの場合においても、抗体配列の発現は、図
示されるＣＭＶプロモーターによって駆動される。
【図３Ａ】ＹＢ２／０細胞発現プラスミドの略図を示す。Ｉ３３２Ｅ変異体をコード化す
るｐ４１４８（Ａ）は、表３に一覧表示される重鎖プラスミドの例として示される。
【図３Ｂ】ＹＢ２／０細胞発現プラスミドの略図を示す。ｐ２４０２（Ｂ）は、ＣＮＴＯ
　８６０のために軽鎖をコード化し、ＹＢ２／０細胞において、本明細書に記載される全
ての変異体を発現するために使用され、重鎖及び軽鎖配列の両方の発現は、自然に生じる
重鎖及び軽鎖プロモーターによって駆動される。
【図４】ヒト直腸結腸癌細胞、ＨＣＴ１１６及び可変量の試験モノクローナル抗体（Ｍａ
ｂ）の存在下で、エフェクター細胞としてヒトＰＢＭＣを使用するＡＤＣＣアッセイから
の代表的なデータを示す。特定の細胞溶解の量は、２時間後に決定された。
【００１４】
　配列表の説明
【００１５】
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【表１】

【発明を実施するための形態】
【００１６】
　定義
　本発明がより容易に理解され得るように、所定の用語を最初に定義する。追加の定義は
、発明を実施するための形態全体にわたって示される。
【００１７】
　本明細書で使用されるところの「抗体」という用語は、広範な意味で使用され、モノク
ローナル抗体（本明細書に記載される全長モノクローナル抗体及び抗体変異体を含む）、
ポリクローナル抗体、多特異的な抗体（例えば、二重特異性抗体）、及び抗体断片を、そ
れらが望ましい生物活性を呈し、本明細書で定義されるようなＦｃドメインを含む限り、
特異的に網羅する。
【００１８】
　「ＣＮＴＯ　８６０抗体」、「ＣＮＴＯ　８６０」、又は「ＣＮＴＯ　８６０モノクロ
ーナル抗体（Ｍａｂ）」は、ヒト組織因子特異抗体を意味し、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２
、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、及びＦＲ４を含む結合ドメインが、それぞれ重鎖及び軽
鎖可変ドメインのための配列番号：２、及び４の、特定領域によって、米国特許出願第１
１／０１０、７９７号において開示されるように表わされる。本明細書で使用されるとこ
ろの、「ＣＮＴＯ　８６０変異体」という用語は、ＣＮＴＯ　８６０抗体を含み、重鎖（
配列番号：２）の１つ以上のアミノ酸が、本明細書で開示されるように置換、削除、又は
追加されている。
【００１９】
　「ＡＤＣＣ活性」という用語は、抗体依存性細胞媒介細胞毒性を表わし、非感光性エフ
ェクター細胞による、抗体媒介標的細胞の破壊現象を意味する。標的細胞の同一性は異な
るが、Ｆｃ部分が正常である結合表面免疫グロブリンＧを有する必要がある。エフェクタ
ー細胞は、Ｆｃ受容体を有する「キラー」細胞である。標的細胞の同一性に基づいて、従
来のＢ又はＴ細胞マーカーを欠くリンパ球、又は単核細胞、マクロファージ、又は多核リ
ンパ球であり得る。反応は、補体独立性である。本発明の抗体のＡＤＣＣ活性は、ＡＤＣ
Ｃ媒介細胞死滅を示すその能力が、本明細書で記載されるアッセイ等の細胞死滅の標準生
体内又は生体外アッセイにおいて決定されるように、非修飾抗体、例えば、抗ＴＦ　Ｉｇ
Ｇ1の能力を超える場合に「増強される」。好ましくは、増強されたＡＤＣＣ活性を有す
る抗ＴＦは、参照ＩｇＧ１抗体よりも低用量及び／又は短時間で、同一の効果（腫瘍細胞
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増殖の予防又は阻害）を得る。好ましくは、本発明の範囲内の抗体の効力と参照抗体との
間の差は、選択された標準クロミウム放出ＡＤＣＣアッセイにおける隣り合わせの比較に
よって決定されるように、少なくとも約１倍、より好ましくは少なくとも約２倍、更に好
ましくは少なくとも約３倍、最も好ましくは少なくとも約５倍である。
【００２０】
　抗体又は抗体類似体の「エフェクター機能」は、本明細書で使用されるように、病原体
又は異常細胞、例えば、腫瘍細胞が破壊され、体から除去されるプロセスである。内因性
及び適応免疫応答は、同一のエフェクター機構の大部分を使用して病原体を排除し、ＡＤ
ＣＣ、ＣＡ（補体活性化）、Ｃ１ｑ結合、及びオプソニン化を含む。
【００２１】
　本明細書で使用されるところの「Ｆｃ」、「Ｆｃ含有タンパク質」、又は「Ｆｃ含有分
子」という用語は、少なくとも免疫グロブリンＣＨ２及びＣＨ３ドメインを有する、単量
体、二量体、又はヘテロ二量体タンパク質を意味する。ＣＨ２及びＣＨ３ドメインは、抗
体ヒンジドメイン等の二量体化又は多量体化ドメインに機能的に連結される場合、タンパ
ク質分子（例えば、抗体）の二量体領域の少なくとも一部を形成することができる。抗体
分子のＦｃ部分（結晶化可能な断片又は相補体結合断片）は、様々なペプチダーゼ、典型
的にパパインをでの抗体の消化によって産生される、十分に特徴付けられた断片の１つを
示す。様々な抗体断片が、正常な抗体の消化に関して定義されるが、当業者は、かかるＦ
ｃ断片が化学的に又は組み換えＤＮＡ方法論、ペプチド表示等のいずれかによって新たに
合成され得ることを理解するであろう。抗体の定領域は、カバット（Kabat）ら著、「免
疫学的関心のタンパク質の配列（Sequence of Proteins of Immunological Interest）」
（米国保健社会福祉省（U.S. Department of Health and Human Services）、１９８３）
により提案された可変領域以外の領域を意味する。Ｆｃ部分は、抗原との結合に関与しな
い領域、及びタンパク質分解酵素、パパインで分割される断片の中で、エフェクター機能
を主に担う領域を意味する。一態様においては、本発明のＦｃ含有タンパク質は、Ｆｃポ
リペプチド配列の複合体化（多量体化）を通して形成される。「Ｆｃポリペプチド配列」
は、上で定義されるようなＦｃを典型的に含むドメインを意味する。二量体構造の各ポリ
ペプチドは、それらが二量体化して（本明細書に定義されるように）Ｆｃ領域を形成する
能力を有する場合、同一の配列及び／又はドメインを有しても、又は有さなくてもよい。
【００２２】
　「Ｆｃ受容体」又は「ＦｃＲ」は、抗体又は融合タンパク質のＦｃ領域に結合する受容
体を説明する。十分に知られているＦｃＲは、ＩｇＧ抗体（γ受容体）に結合するもので
あり、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ、及びＦｃγＲＩＩＩサブクラスの受容体を含み、これ
らの受容体の対立遺伝子多型及びオルターナティブにスプライスされる形態を含む。Ｆｃ
γＲＩＩ受容体は、その細胞質ドメインにおいて主に異なる類似アミノ酸配列を有する、
ＦｃγＲＩＩＡ（「活性化受容体」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害受容体」）を含む。活
性化受容体ＦｃγＲＩＩＡは、その細胞質ドメインに免疫受容活性化チロシンモチーフ（
ＩＴＡＭ）を含有する。阻害受容体ＦｃγＲＩＩＢは、その細胞質ドメインに免疫受容抑
制性チロシンモチーフ（ＩＴＩＭ）を含有する（Ｍ．　ｉｎ　Ｄａｅｒｏｎ、「（Ａｎｎ
ｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ）」１５：２０３～２３４、１９９７を参照）。ＦｃＲは、
ラヴェッチ（Ravetch）及びキネット（Kinet）著、「（Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ）」９：４５７～９２、１９９１、カペル（Capel）ら著、「免疫方法（Immunomethods
）」４：２５～３４、１９９４、及びデハース（de Haas）ら著、「（Ｊ．Ｌａｂ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｍｅｄ．）」１２６．３３０～４１、１９９５において検討されている。将来同定
されるものを含む他のＦｃＲは、本明細書において「ＦｃＲ」という用語によって包含さ
れる。かかる用語は、母体ＩｇＧの胎児への移動を担う新生児受容体、ＦｃＲｎも含む（
ガイヤー（Guyer）ら著、「免疫学ジャーナル（J.Immunol.）１１７：５８７、１９７６
及びキム（Kim）ら著、「免疫学ジャーナル（J.Immunol.）」２４：２４９、１９９４）
。
【００２３】
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　「ヒトエフェクター細胞」は、１つ以上のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を実行す
る白血球である。好ましくは、かかる細胞は、少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、ＡＤ
ＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の実施例は、末梢血単
核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単核球、細胞毒性Ｔ細胞、及び好
中球を含み、ＰＢＭＣ及びＮＫ細胞が好ましい。エフェクター細胞は、天然源、例えば血
液から単離され得る。
【００２４】
　「補体依存性細胞傷害」又は「ＣＤＣ」は、補体の存在下での標的細胞の溶解を意味す
る。古典的な補体経路の活性化は、補体システム（Ｃｌｑ）の第１構成要素を、同種抗原
に結合する（適切なサブクラスの）抗体に結合することによって開始される。補体活性を
評価するために、ＣＤＣアッセイ、例えば、ガッツァーノ－サントロ（Gazzano-Santoro
）ら著、「免疫学ジャーナル（J.Immunol.）方法（Methods）」２０２：１６３、１９９
６において説明されるようなＣＤＣアッセイを実行してもよい。
【００２５】
　本明細書で使用されるところの「モノクローナル抗体」という用語は、動物抗体の少な
くとも１つの種の重鎖又は軽鎖抗体可変ドメインのうちの少なくとも１つに対して実質的
に相同性を保持し、結合ドメインは、抗原又は該抗原のエピトープに対して特異的かつ定
義された親和性を有する少なくとも１つのリガンド結合ドメインを含む、Ｆｃ含有タンパ
ク質の特定の形態である。本明細書で使用されるところの「モノクローナル抗体」又は「
モノクローナル抗体組成物」という用語は、単一分子組成物の抗体分子の調製を意味する
。モノクローナル抗体組成物は、特定エピトープの単一の結合特異性及び親和性を示す。
更に、本明細書で使用されるところのモノクローナル抗体は、単離され、したがって異な
る抗原特異性を有する他の抗体を実質的に含んでいない抗体、例えば、その既知の組成又
は特異性に基づいて単離され得る抗体を意味することが意図される。
【００２６】
　「組織因子タンパク質」、「ＴＦ」、及び「哺乳類組織因子タンパク質」という用語は
、自然に発生する哺乳類組織因子又は、凝固因子ＩＩＩ及びＣＤ１４２としても既知の組
み換え組織因子に対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味するように使用され
る。自然発生するＴＦは、ヒト種（ＮＣＢＩ受入番号ＮＰ＿００１９８４）並びに他の動
物種、例えばウサギ、ラット、ブタ、非ヒト霊長類、ウマ、ネズミ、及びヒツジ組織因子
を含む。他の哺乳類組織因子タンパク質のアミノ酸配列は、一般に知られているか、又は
従来技術を通じて取得できる。
【００２７】
　本発明に従う「ＴＦ媒介又は関連プロセス又は活性」若しくは同等にあるいは「ＴＦ活
性」は、ＴＦの存在によって媒介される、任意の生物活性である。「ＴＦ関連疾患又は疾
病」は、ＴＦの阻害、特に組織因子発現細胞上の腫瘍増殖の阻害を通じて影響され得る疾
患又は疾病を意味するが、他の組織因子媒介疾患及びプロセスも含む。
【００２８】
　「エピトープ」という用語は、抗体に対する特異的結合が可能なタンパク質決定因子を
意味する。エピトープは、通常、アミノ酸又は糖側鎖等の、化学的に活性な表面分子の分
類からなり、通常、特異的な三次元構造特性並びに特異的な電荷特性を有する。構造的及
び非構造的エピトープは、後者ではなく前者に対する結合が、変性溶媒の存在下で損失す
るという点で区別される。「ネイティブ構造的エピトープ」又は「ネイティブタンパク質
エピトープ」という用語は、本明細書において同義的に使用され、インテグリン分子の直
線配列の異なる部分からのアミノ酸が、三次元空間において近接近して集まるときに生じ
るインテグリン分子の構造的折り畳みの結果生じるタンパク質エピトープを含む。かかる
構造的エピトープは、細胞膜の細胞外側上で分散される。
【００２９】
　本明細書で使用されるところの「特異的結合」は、事前設定された抗原への抗体結合を
意味する。典型的に、抗体は、１０-7Ｍ以下の解離定数（ＫD）で結合し、事前設定され
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た抗原又は密接に関連する抗原以外の非特異的抗原（例えば、ＢＳＡ、カゼイン）に結合
するためのそのＫDの少なくとも２倍未満であるＫDを有する事前設定された抗原に結合す
る。抗原を「認識する抗体」及び抗原、例えば、ＴＦ「に特異的な抗体」という表現は、
本明細書において、抗原に「特異的に結合する抗体」という用語と同義的に使用される。
抗体は、その二量体化又は多量体化構造のために、典型的には、抗原結合のために二価又
は多価である。当該技術分野において知られる標準技術を通じて、抗原結合ドメインは、
二重特異性又は多重特異性抗体と交換され得ることを理解されたい。
【００３０】
　本明細書において使用されるところのＩｇＧ抗体の「高親和性」という用語は、１０-8

Ｍ以下、より好ましくは１０-9Ｍ以下、更に好ましくは１０-10Ｍ以下のＫDを有する抗体
を意味する。しかしながら、「高親和性」結合は、他の抗体アイソタイプに対して異なり
得る。例えば、ＩｇＭアイソタイプの「高親和性」結合は、１０-7Ｍ以下、より好ましく
は１０-8Ｍ以下のＫDを有する抗体を意味する。本明細書で使用されるところの「Ｋassoc

」又は「Ｋa」という用語は、特定の抗体抗原相互作用の会合速度を意味することが意図
されるが、本明細書で使用されるところの「Ｋdis」又は「Ｋd」という用語は、特定の抗
体抗原相互作用の解離速度を意味することが意図される。本明細書で使用されるところの
「ＫD」という用語は、Ｋaに対するＫdの比（すなわち、Ｋd／Ｋa）から得られ、モル濃
度（Ｍ）として表わされる、解離定数を意味することが意図される。ＫDは、抗原との抗
体会合の「ｏｎ」（ｋon）及び「ｏｆｆ」（ｋoff）速度の測定からも算出又は決定され
得、ＫDはｋon/ｋoffである。
【００３１】
　本明細書で使用されるところの抗体「アイソタイプ」又は「クラス」は、重鎖定常領域
遺伝子によってコード化される、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、又はＩｇＭ指定を意
味する。ヒトＩｇＧアイソタイプの中には、血清中の天然存在度の最高位から最低位の順
にＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４と命名された４つのサブクラスがある。
ＩｇＡ抗体は、２つのサブクラスＩｇＡ１及びＩｇＡ２として見出されている。本明細書
で使用されるところの「アイソタイプスイッチング」は、ＩｇＧサブクラス間又はサブタ
イプ間の変更も意味する。
【００３２】
　本明細書で使用されるところの「核酸分子」という用語は、ＤＮＡ分子及びＲＮＡ分子
を含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖又は二本鎖であり得るが、好ましくは、二
本鎖ＤＮＡである。組織因子に結合する抗体又は抗体部分をコード化する核酸（例えば、
ＶＨ、ＶＬ、ＣＤＲ３）を参照して、本明細書で使用されるところの核酸分子は、抗体又
は抗体部分をコード化するヌクレオチド配列が、単離され得、及び組織因子以外の抗原を
結合する抗体又は抗体部分をコード化する、他のヌクレオチド配列を含まない、核酸分子
の参照であることが意図される。一実施形態においては、抗組織因子抗体又はその部分は
、ＣＮＴＯ　８６０抗体変異体の単離ヌクレオチド又はアミノ酸配列を含む。
【００３３】
　本明細書で使用されるところの「患者」という用語は、任意のヒト又は非ヒト動物を含
む。「非ヒト動物」という用語は、全ての脊椎動物、例えば、非ヒト霊長類、ヒツジ、イ
ヌ、ウシ、鶏、両生類、爬虫類等の哺乳類及び非哺乳類を含む。
【００３４】
　引用文献
　本明細書で引用される全ての発行物又は特許は、本発明の時点の当該技術分野の状態を
示すため、参考として本明細書に全体が組み入れられ、及び／又は本発明の説明及び使用
可能性を提供する。発行物とは、任意の科学的又は特許公開、又は全ての記録、電子、又
は印刷形式を含む任意のメディア形式で入手可能な任意の他の情報を意味する。以下の参
考文献は、参照することによって、その全体が本明細書に組み込まれる。デービッド・ク
ロッティ（主幹編集）「コールド・スプリング・ハーバー・プロトコル（Cold Spring Ha
rbor Protocols）」２００７、（コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー・プレ
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ス（Cold Spring Harbor Laboratory Press）オンラインＩＳＳＮ：１５５９～６０９５
トピック別に検索可能、オースベル（Ausubel）ら（編）「分子生物学における現行プロ
トコル（Current Protocols in Molecular Biology）」ニューヨーク：ジョン・ウィリー
・アンド・サン（John Wiley & Sons, Inc.）、１９８７～２００７、コリガン（Coligan
）ら（編）、「免疫学における現行プロトコル（Current Protocols in Immunology）」
ニューヨーク：ジョン・ウィリー・アンド・サン（John Wiley & Sons,  Inc.）、１９９
４～２００７、コリガン（Coligan）ら（編）、「タンパク質化学における現行プロトコ
ル（Current Protocols in Protein Science）」ニューヨーク：ジョン・ウィリー・アン
ド・サン（John Wiley & Sons, Inc.）、１９９７～２００７、エンナ（Enna）ら（編）
「薬理学における現行プロトコル（Current Protocols in Pharmacology）」ニューヨー
ク：ジョン・ウィリー・アンド・サン（John Wiley & Sons, Inc.）、１９９４～２００
６、及びワン（Wang）ら（編）「薬物送達（Drug Delivery）」ジョン・ウィリー・アン
ド・サン（John Wiley & Sons, Inc.）２００５、特に１０～１９章。
【００３５】
　本明細書及び請求項全体を通して、免疫グロブリン重鎖における残基の付番は、カバッ
ト（Kabat）ら著「免疫学的関心のタンパク質の配列（Sequences of Proteins of Immuno
logical Interest）」第５版、メリーランド州ベセスダ：国立衛生研究所公衆衛生局、１
９９１において見られるようなＥＵインデックスのそれと同様であり、参照することによ
って本明細書に明示的に組み込まれる。「Ｋａｂａｔと同様のＥＵインデックス」は、ヒ
トＩｇＧ１　ＥＵ抗体の残基付番を意味する。
【００３６】
　１．抗体の生成、スクリーニング、及び産生
　本発明は、増強されたＡＤＣＣ活性を有する単離、組み換え、及び／又は合成抗組織因
子モノクローナル抗体、並びにかかる抗体をコード化する少なくとも１つのポリヌクレオ
チドを含む組成物及びコード化核酸分子を提供する。
【００３７】
　ますます多くのＡｂが開発されており、それらの治療活性に影響するように、治療薬と
しての使用、その標的に対する抗体の固有の特異性、更に抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ
）等の抗体の非抗原結合機能が意図されている。Ｍａｂの非抗原結合機能は、免疫細胞上
のＦｃ受容体への結合を伴い、重鎖の定常ドメイン（Ｆｃドメイン）によって形成される
構造に属する。
【００３８】
　治療Ｍａｂの非抗原結合活性が臨床結果に及ぼす影響は、変異体ＦｃγＩＩＩａを有す
る抗ＣＤ２０　Ａｂリツキサンで治療される非ホジキンリンパ腫患者において、通常のＩ
ｇＧＦｃ親和性よりも高い水準で認められた（カールトン（Cartron）ら著、「血液（Blo
od）」９８：７５４、２００２）。結果として、治療Ｍａｂ候補の非抗原結合機能を制御
及び最適化するための手段が注目されている。考えられる利点には、より良い臨床応答、
より多くの患者応答、又は同程度の応答を得るために必要とされる用量レベルの低下、副
作用及び費用削減の可能性が含まれる。
【００３９】
　Ｆｃ受容体に対して増強された親和性を有する変異体、特にＦｃγ受容体（ＦｃγＲ）
と指定される変異体を同定する方策は、ＡＤＣＣ活性を増強するために論理的なアプロー
チであると思われる。しかしながら、ＦｃγＲ型の数及び多様な機能のために、受容体結
合プロファイルを最適化して治療活性を増強する作業課題は複雑である。治療上有利なＦ
ｃ受容体結合プロファイルは、マウス主要モデル系において示されるようなＦｃ受容体へ
の最適化された異なる結合の１つであり得る（ニメルジャン（Nimmerjahn）及びラヴェッ
チ（Ravetch）、「科学（Science）」３１０：１５１０、２００５）。表１は、当該技術
分野において知られる主要なクラスのヒト及びマウスＦｃγＲの一覧を提供し、活性化及
び阻害化受容体への重要な分類を示す。同一列における受容体は、互いに機能的相同分子
種であると考えられる。同一細胞上の活性受容体と同時に阻害受容体を通じたシグナルは
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、活性化受容体を起源とするシグナル伝達カスケードを遮断し得ることが理解されるであ
ろう。
【００４０】
【表２】

【００４１】
　出願人は、ＣＮＴＯ　８６０として知られる抗組織因子抗体の変異体、それぞれ配列番
号：２及び４の、成熟配列を有する重鎖及び軽鎖ポリペプチドで構成される野生型抗体を
調製し、Ｆｃ受容体種への結合に関して変異体を評価するとともに、生物活性、生体外Ａ
ＤＣＣ活性を試験して、有利な非抗原結合機能特性を有する治療抗体候補を産生する抗体
工学の方法を同定した。特に、ＣＮＴＯ　８６０変異体は、変異体が増強されたＡＤＣＣ
活性、つまり、標的腫瘍細胞死滅活性を産生する場合に、不変の（親又は野生型）抗体と
比較して、有利な非抗原結合特性を有することが考慮される。
【００４２】
　本発明の抗組織因子抗体は、従来のモノクローナル抗体技術、例えば、コーラー（Kohl
er）及びミルスタイン（Milstein）、「自然（Nature）」２５６：４９５、１９７５の標
準ハイブリドーマ技術を含む、多様な技術によって生成され得る。単離組織因子タンパク
質又はその部分（合成ペプチド等の合成分子を含む）等の免疫原性抗原の調製、及びモノ
クローナル抗体生成、選択、単離、及びクローン化は、任意の適切な技術を使用して行う
ことができる。
【００４３】
　本発明のモノクローナル抗体の産生には、当該技術分野でよく知られるように、多様な
細胞株、混合細胞株、不死化細胞、又は不死化細胞のクローン集団を使用することができ
る。一アプローチにおいては、ハイブリドーマは、適切な不死化細胞株（例えば、骨髄腫
細胞株）を融合することによって産生され、それらに限定されないが、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）由来細胞株、ＮＳ０及びそこから派生した細胞株、ＮＳ０、ＮＳ１
、ＮＳ２、Ｓｐ２／０及びそこから派生した細胞株、Ｓｐ２　ＳＡ３、Ｓｐ２　ＭＡ１、
Ｓｐ２　ＳＳ１、Ｓｐ２　ＳＡ５、ＡＥ－１、Ｌ．５、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３、Ｕ９
３７、ＭＬＡ１４４、ＡＣＴ　ＩＶ、ＭＯＬＴ４、ＤＡ－１、ＪＵＲＫＡＴ、ＷＥＨＩ、
Ｋ－５６２、ＢＨＫ、ＨＥＫ－２９３、ＣＯＳ、ＲＡＪＩ、ＮＩＨ　３Ｔ３、ＨＬ－６０
、ＭＬＡ　１４４、ＮＡＭＡＩＷＡ、ＮＥＵＲＯ　２Ａ、ヒト網膜由来ＰｅｒＣ．６、Ｙ
３－Ａｇ１．２．３及び誘導体、ＹＢ２／０他、又はヘテロ骨髄腫、その融合産物、又は
そこから派生する任意の細胞又は融合細胞、又は当該技術分野において知られる任意の他
の適切な細胞株（例えば、ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇを参照）等を、抗体産生細胞との融
合パートナーとして使用してもよく、それらに限定されないが、単離又はクローン化脾臓
、末梢血、リンパ、扁桃腺、又は他の免疫若しくはＢ細胞含有細胞、あるいは任意の他の
細胞発現重鎖又は軽鎖の一定若しくは可変又はフレームワーク又はＣＤＲ配列を内因性又
は異種性核酸のいずれかとして使用してもよい。抗体産生細胞は、関心の抗原で免疫付与
されたヒト若しくは他の適切な動物の末梢血液、又は好ましくは脾臓若しくはリンパ節か
ら取得することもできる。
【００４４】
　ハイブリドーマ、トランスフェクトーマ、その誘導体又はクローンの産生前又は後に、
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細胞株によって発現された抗体について、結合の特異性及び親和性を試験することができ
る。結合の特異性及び親和性（強度）はいずれも、ＥＬＩＳＡ等によって、液相又は固相
形式で試験することができる。類似タンパク質又は断片への特異的結合に関する抗体のス
クリーニングは、ペプチド表示ライブラリーを使用して、便宜的に達成することもできる
。ペプチドのライブラリーは、化学合成及び組み換え方法のいずれか、特にバクテリオフ
ァージ表示方法を使用することによって生成され得る。
【００４５】
　ウイルス、細菌、藻類、原核生物、植物、両生類、昆虫、爬虫類、魚類、哺乳類、齧歯
類、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ヒツジ、霊長類、又はヒトから選択される本発明の抗体、その
特定の断片又は変異体をコード化する異種性又は内因性核酸を発現するために、任意の適
切な宿主細胞を使用することもできる。上に列挙される哺乳類細胞に加えて、特にＣＨＯ
及びＮＳＯ由来宿主細胞株、遺伝子操作された大腸菌、メタノール資化酵母、又はキイロ
ショウジョウバエ、タバコ、トウモロコシ、大豆、米、又は麦等の遺伝子組み換え植物、
及びヤギ又はマウス等の遺伝子組み換え動物を使用して、試験又は商業販売用の量で抗体
を産生してもよい。本発明の組み換え抗体を発現するための好適な哺乳類宿主細胞は、チ
ャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ細胞）（ウルラウブ（Urlaub）及びチェイシン（Chas
in）著、「（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ）」７７：４２１６４２２
０、１９８０に記載されるｄｈｆｒＣＨＯ細胞、例えば、カウフマン（Kaufman）Ｒ．Ｊ
．及びシャープ（Sharp）Ｐ．Ａ．、「分子生物学（Mol.Biol.）」）１５９：６０１～６
２１、１９８２において説明されるように、ＤＨＦＲ選択可能マーカーとともに使用され
る）、ＮＳＯ骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞、及びＳＰ２細胞を含む。特に、ＮＳＯ骨髄腫細胞
と使用する場合、別の好適な発現系は、ＷＯ　８７／０４４６２、ＷＯ　８９／０１０３
６、及びＥＰ　３３８，８４１等のＧＳ遺伝子発現系である。抗体遺伝子をコード化する
組み換え発現ベクターが哺乳類宿主細胞に導入される場合、抗体は、宿主細胞における抗
体の発現、又はより好ましくは、宿主細胞が増殖する培養培地への抗体の分泌を可能にす
るために十分な期間宿主細胞を培養することによって産生される。抗体は、標準タンパク
質精製方法を使用して、培地から回収することができる。
【００４６】
　本発明のヒト抗体は、例えば、当該技術分野においてよく知られるように、組み換えＤ
ＮＡ技術と遺伝子トランスフェクション方法の組み合わせを使用して、宿主細胞トランス
フェクトーマにおいて産生することもできる（例えば、モリソン（Morrison）Ｓ．、「サ
イエンス（Science）」２２９：１２０２、１９８５）。
【００４７】
　例えば、抗体又はその抗体断片を発現するために、標準的な分子生物学技術（例えば、
ＰＣＲ増幅、部位特異的突然変異誘発）によって、部分又は完全長軽鎖及び重鎖をコード
化するＤＮＡを得ることができ、及び遺伝子を転写及び翻訳制御配列に操作可能に連結さ
れるように、発現ベクターに挿入することができる。この文脈において、「操作可能に連
結される」という用語は、抗体遺伝子がベクターに連結されて、ベクター内の転写及び翻
訳制御配列が、抗体遺伝子の転写及び翻訳を調節するというそれらの意図される機能を果
たすことを意味することが意図される。発現ベクター及び発現制御配列は、使用される発
現宿主細胞と適合するように選択される。抗体軽鎖遺伝子及び抗体重鎖遺伝子は、個別の
ベクターに挿入することができるが、又はより典型的には、両遺伝子は、同一の発現ベク
ターに挿入される。抗体遺伝子は、標準的な方法（例えば、抗体遺伝子断片及びベクター
上の相捕的制限部位の連結、又は制限部位が存在しない場合には平滑末端連結）によって
発現ベクターに挿入される。本明細書に記載される抗体の軽鎖及び重鎖可変領域を使用し
、望ましいアイソタイプの重鎖定常部及び軽鎖定常部を既にコード化している発現ベクタ
ーにそれらを挿入することによって、任意の抗体アイソタイプの全長抗体遺伝子を形成し
て、ＶＨセグメントが、ベクター内のＣＨセグメントに操作可能に連結され、ＶＩセグメ
ントがベクター内のＣＬセグメントに操作可能に連結されるようにする。追加的又は代替
えとして、組み換え発現ベクターは、宿主細胞からの抗体鎖の分泌を促進する、シグナル
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ペプチドをコード化することができる。抗体鎖遺伝子は、ベクターにクローン化されて、
シグナルペプチドが抗体鎖遺伝子のアミノ末端にインフレームで連結されるようにするこ
とができる。シグナルぺプチドは、免疫グロブリンシグナルペプチドであるか、又は異種
シグナルぺプチド（すなわち、非免疫グロブリンタンパク質からのシグナルペプチド）で
あり得る。
【００４８】
　軽鎖及び重鎖の発現の場合、重鎖及び軽鎖をコード化する発現ベクターは、標準的な技
術によって宿主細胞にトランスフェクトされる。様々な形態の「トランスフェクション」
という用語は、外因性ＤＮＡを原核又は真核宿主細胞に導入するために一般に使用される
多様な技術、例えば、電気穿孔、カルシウム－リン酸沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラントラ
ンスフェクション等を包含することが意図される。原核又は真核宿主細胞のいずれかにお
いて本発明の抗体を発現することは理論的に可能であるが、真核細胞及び最も好ましくは
哺乳類宿主細胞における抗体の発現は、原核細胞よりも、適切に折り畳まれ免疫学的に活
性である抗体を、組み立てて分泌する可能性が高いため、かかる真核細胞、及び特に哺乳
類細胞が、最も好適である。抗体遺伝子の、原核生物による発現は、高収率の活性型抗体
の産生には無効であることが報告されている（ボス（Boss）Ｍ．Ａ．及びウッド（Wood）
Ｃ．Ｒ．「今日の免疫学（Immunology Today）」６：１２～１３、１９８５）。
【００４９】
　本発明の抗体は、核酸をコード化する少なくとも１つの組織因子抗体を使用して調製し
、かかる抗体を乳汁中に産生するヤギ、ウシ、ウマ、ヒツジ等のトランスジェニック動物
又は哺乳類に提供することもできる。かかる動物は、周知の方法を使用して提供され得る
。例えば、限定するものではないが、米国特許第５，８２７，６９０号、同第５，８４９
，９９２号、同第４，８７３，３１６号、同第５，８４９，９９２号、同第５，９９４，
６１６号、同第５，５６５，３６２号、同第５，３０４，４８９号等を参照されたい。そ
れぞれは参照することによってその全体が本明細書に組み込まれる。
【００５０】
　宿主細胞
　正常なグリコシル化タンパク質を発現可能な多数の適切な宿主細胞株が当該技術分野に
おいて開発されており、ＣＯＳ－１（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６５０）、ＣＯＳ－
７（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５１）、ＨＥＫ２９３、ＢＨＫ２１（例えば、ＡＴ
ＣＣ　ＣＲＬ－１０）、ＣＨＯ（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６１０）及びＢＳＣ－１
（例えば、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－２６）細胞株、Ｃｏｓ－７細胞、ＰｅｒＣ．６細胞、ｈｅ
ｐＧ２細胞、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３、ＳＰ２／０－Ａｇ１４、２９３細胞、ＨｅＬａ
細胞等を含み、それらは、例えば、アメリカ型培養コレクション、バージニア州マナサス
（ HYPERLINK "http://www.atcc.org" ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ）から容易に入手でき
る。好適な宿主細胞には、骨髄腫及びリンパ腫細胞等のリンパ系起源の細胞を含む。
【００５１】
　本発明の抗体は、核酸をコード化する少なくとも１つのＣＮＴＯ８６０抗体変異体を使
用して、追加的に調製し、植物の一部又はそこから培養される細胞においてかかる抗体、
特定部分又は変異体を産生する、トランスジェニック植物及び培養植物細胞（例えば、限
定するものではないが、タバコ、トウモロコシ、菜種、及びウキクサ）に提供することが
できる。非限定例として、組み換えタンパク質を発現するトランスジェニックタバコ葉は
、例えば、誘導プロモーターを使用して、大量の組み換えタンパク質を提供するために良
好に使用されている。例えば、クラメール（Cramer）ら著、「（Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．）」２４０：９５～１１８、１９９９及びそこで引用さ
れている参考文献を参照されたい。またトランスジェニックトウモロコシは、他の組み換
え系において産生されるか、又は天然源から精製されるものと同等の生物活性で、商業生
産レベルで哺乳類タンパク質を発現するために使用されている。例えば、フッド（Hood）
ら著、「（Ａｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．）」４６４：１２７～１４７、１９９９
、及びそこで引用されている参考文献を参照されたい。また単鎖抗体（ｓｃＦｖ）等の抗
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体断片を含む抗体は、タバコの種及びジャガイモ塊茎等のトランスジェニック植物の種か
ら大量に産生されている。例えば、コンラッド（Conrad）ら著、「植物分子生物学（Plan
t Mol. Biol.）」３８：１０１～１０９、１９９８及びそこで引用されている参考文献を
参照されたい。したがって、本発明の抗体は、周知の方法に基づいて、トランスジェニッ
ク植物を使用して産生することもできる。例えば、フィッシャー（Fischer）ら著、「バ
イオテクノロジー応用生物化学（Biotechnol. Appl. Biochem.）」３０：９９～１０８、
Ｏｃｔ．１９９９、マ（Ma）ら著、「バイオテクノロジーの傾向（Trends Biotechnol）
」１３：５２２～７、１９９５、マ（Ma）ら著、「植物生理学（Plant Physiol.）」１０
９：３４１～６、１９９５、ホワイトラム（Whitelam）ら著、「（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．Ｔｒａｎｓ．）」２２：９４０～９４４、１９９４、及びそこで引用されている参考
文献を参照されたい。上記の参考文献はそれぞれ、参照することによってその全体が本明
細書に組み込まれる。
【００５２】
　本明細書で開示及び請求されるように、配列番号２及び４において説明される配列は、
「保存的配列修飾」、すなわち、ヌクレオチド配列によってコード化される抗体の結合特
異性、又は含有するアミノ酸配列に有意に影響又は改変しないアミノ酸配列修飾を含む。
かかる保存的配列修飾は、アミノ酸の置換、追加、及び削除を含む。保存的なアミノ酸置
換は、アミノ酸残基が、類似の側鎖を有するアミノ酸残基と置換されるものを含む。類似
の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該技術分野において定義されている。こ
れらのファミリーは、塩基性側鎖（例えば、リシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側
鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、極性無電荷側鎖（例えば、グリシン、ア
スパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン
）、非極性側鎖（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェ
ニルアラニン、メチオニン）、β分岐側鎖（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン
）、及び芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジ
ン）を持つアミノ酸を含む。したがって、組織因子抗体において予測される非必須アミノ
酸残基は、好ましくは、同一の側鎖ファミリーからの他のアミノ酸残基と置換される。
【００５３】
　２．核酸分子及び産生細胞株
　配列番号：１の、隣接アミノ酸の少なくとも７０～１００％をコード化するヌクレオチ
ド配列等の、本明細書で提供される情報を使用して、特定断片、その変異体又はコンセン
サス配列、あるいはこれらの配列の少なくとも１つを含むベクター、ＣＮＴＯ　８６０抗
体Ｆｃ変異体である少なくとも１つの抗組織因子抗体をコード化する本発明の核酸分子は
、本明細書に記載の方法又は当該技術分野で知られている方法を用いて取得することがで
きる。
【００５４】
　本発明の単離核酸分子は、限定されるものではないが、配列番号：１の、少なくとも１
つの重鎖の、又は配列番号：３の、軽鎖の、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及び／又はＣＤＲ３の
ような少なくとも１つのＣＤＲの、少なくとも１つの特定部分に対するコード化配列を含
む核酸分子を含むことができ、遺伝子コードの変性のために、核酸分子は上記のものとは
実質的に異なるヌクレオチド配列を含むが、本明細書で記載されるように、及び／又は当
該技術分野で知られるように、少なくとも１つの抗組織因子抗体を依然としてコード化す
る核酸分子に対するコード配列を含むことができる。当然のことながら、遺伝子コードは
、当該技術分野においてよく知られている。したがって、当業者には、本発明の特異的な
抗組織因子抗体をコードするかかる変性核酸変異体を生成することは、日常的であるだろ
う。例えば上記のオースベル（Ausubel）らを参照されたく、かかる核酸変異体は、本発
明に含まれる。
【００５５】
　修飾は、部位特異的変異誘発及びＰＣＲ媒介変異誘発等の当該技術分野において知られ
る標準的な技術によって、配列番号：１及び３に導入することができる。コード化された
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タンパク質の配列を改変しない配列番号：１及び３におけるコドン置換も本発明に含まれ
る。コード配列のコドン置換は、例えば、ネズミ細胞系から大腸菌系に改変するなど、抗
体の発現系が改変される場合に望ましい場合が多い。代替えとして、別の実施形態におい
ては、飽和変異誘発等によって、配列をコードする抗組織因子抗体の全て又は一部に沿っ
て、ランダムに変異を導入することができ、結果として生じる修飾抗組織因子抗体は、結
合活性についてスクリーニングすることができる。
【００５６】
　したがって、本明細書で開示されるヌクレオチド配列によってコード化される抗体及び
／又は本明細書で開示されるアミノ酸配列を含有する抗体（すなわち、配列番号：２及び
４）は、保存的に修飾された類似配列によってコード化されるか、又はそれを含有する実
質的に類似する抗体を含む。２つの配列間の同一性パーセントは、配列によって共有され
る、同一位置の数の関数であり（すなわち、％相同性＝同一位置の数／位置の総数×１０
０）、２つの配列を最適に整列させるために導入する必要があるギャップの数及びそれぞ
れのギャップの長さを考慮に入れる。２つの配列間の配列の比較及び同一性パーセントの
決定は、以下の非限定例において記載されるように、数学的アルゴリズムを使用して達成
することができる。
【００５７】
　２つのヌクレオチド配列間の同一性パーセントは、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリ
クス及びギャップ重４０、５０、６０、７０、又は８０及び長さ重１、２、３、４、５、
又は６を使用し、ＧＣＧソフトウェアパッケージ（ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍで入手可能）
におけるＧＡＰプログラムを使用して決定することができる。２つのヌクレオチド又はア
ミノ酸配列間の同一性パーセントは、ＰＡＭ　１　２０重残基表、ギャップ長ペナルティ
１２及びギャップペナルティ４を使用し、ＡＬＩＧＮプログラム（バージョン２．０）に
組み込まれているマイヤーＥ．及びミラーＷ．「コンピュータ応用生物科学（Comput. Ap
pL Biosci.）」４：１１～１７、１９８８）のアルゴリズムを使用して決定することもで
きる。更に、２つのアミノ酸配列間の同一性パーセントは、Ｂｌｏｓｓｕｍ　６２マトリ
クス又はＰＡＭ２　５０マトリクスのいずれか、及びギャップ重１６、１４、１２、１０
、８、６、又は４及び長さ重１、２、３、４、５、又は６を使用し、ＧＣＧソフトウェア
パッケージ（ｗｗｗ．ｇｃｇ．ｃｏｍ）のＧＡＰプログラムに組み込まれている、ニード
ルマン（Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ）及びウンシュ（Wunsch）「分子生物学ジャーナル（J. Mol
. Biol.）」４８：４４４～４５３、１９７０）アルゴリズムを使用して決定することが
できる。本発明の核酸及びタンパク質配列は、「クエリ配列」として更に使用し、公的な
データベースに対して検索を実行して、例えば、関連配列を同定することができる。かか
る検索は、オルトシュル（Altschul）ら著、「分子生物学ジャーナル（J. Mol. Biol.）
」２１５．４０３～１０、１９９０のＮＢＬＡＳＴ及びＸＢＬＡＳＴプログラム（バージ
ョン２．０）を使用して、実行することができる。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索は、ＮＢ
ＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、ワード長＝１２を実行し、本発明の核酸分子に相
同するヌクレオチド配列を取得することができる。ＢＬＡＳＴタンパク質検索は、ＸＢＬ
ＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワード長＝３を実行し、本発明のタンパク質分子に相
同するアミノ酸配列を取得することができる。比較目的のギャップ付整列を取得するため
に、オルトシュル（Altschul）ら著、「核酸応答（Nucleic Acid Res.）」２５（１７）
：３３８９、１９９７に記載されるように、ＧａｐｐｅｄＢＬＡＳＴを利用することがで
きる。ＢＬＡＳＴ及びＧａｐｐｅｄＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それぞれのプ
ログラムのデフォルトパラメータ（例えば、ＸＢＬＡＳＴ及びＮＢＬＡＳＴ）を使用する
ことができる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖを参照された
い。
【００５８】
　本明細書で使用されるところの「ベクター」という用語は、連結されている別の核酸を
輸送できる核酸分子を意味することが意図される。ベクターの一種である「プラスミド」
は、環状二本鎖ＤＮＡループを意味し、追加のＤＮＡセグメントが連結され得る。別の種
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類のベクターは、ウイルスベクターであり、追加のＤＮＡセグメントは、ウイルスゲノム
に連結され得る。所定のベクターは、それらが導入される宿主細胞（例えば、複製の細菌
性起源を有する細菌ベクター及びエピソーム性哺乳類ベクター）において自己複製できる
。他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳類ベクター）は、宿主細胞への導入時に、
宿主細胞のゲノムに組み込むことができ、それによって、宿主ゲノムに沿って複製される
。更に、所定のベクターは、それらが操作可能に連結される遺伝子の発現を指向すること
ができる。かかるベクターは、本明細書において「組み換え発現ベクター」（又は単に「
発現ベクター」）と称される。一般に、組み換えＤＮＡ技術において実用的な発現ベクタ
ーは、プラスミドの形態である場合が多い。プラスミドは最も一般的に使用される形態の
ベクターであるため、本明細書においては、「プラスミド」及び「ベクター」は同義的に
使用され得る。しかしながら、本発明は、同等の機能を果たすウイルスベクター（例えば
、複製欠損のレトロウイルス、アデノウイルス及びアデノ関連ウイルス）等のかかる他の
形態の発現ベクターを含むことが意図される。
【００５９】
　本明細書で使用されるところの「組み換え宿主細胞」（又は単に「宿主細胞」）という
用語は、組み換え発現ベクターが導入された細胞を意味することが意図される。かかる用
語は、特定の対象細胞だけでなく、かかる細胞の子孫を意味することが意図されることを
理解されたい。所定の修飾は、変異又は環境の影響のいずれかのために連続する世代で生
じ得るため、かかる子孫は、実際は、親細胞と同一でない場合があるが、それでも本明細
書で使用されるところの「宿主細胞」という用語の範囲内に含まれる。組み換え宿主細胞
は、例えば、ＣＨＯ細胞及びリンパ球細胞を含む。
【００６０】
　別の態様においては、本発明は、プラスミド指定クローンｐ２４０１に含有される核酸
によってコード化されるようなアミノ酸配列を有する、抗組織因子、ＣＮＴ　Ｏ８６０抗
体変異体をコード化する単離核酸分子を提供する。
【００６１】
　本明細書で示されるように、ＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体をコード化する核酸を含
む本発明の核酸分子は、追加の機能を提供するもの等の追加アミノ酸をコードする追加コ
ード配列を含むことができる。したがって、抗体をコード化する配列は、抗体断片又は部
分を含む融合された抗体の精製を促進するペプチドをコード化する配列等のマーカー配列
に融合させることができる。代替えとしては、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体
は、追加の生物活性又は治療活性を抗体に付与する、サイトカイン部分又は第２の結合ド
メイン等の別のポリペプチドに、融合され得る。かかる融合構造は知られており、それら
を形成する方法は、当該技術分野において記載されている。
【００６２】
　本発明は、本明細書で開示されるポリヌクレオチドに対して、選択的なハイブリダイゼ
ーション条件下で、ハイブリダイズする単離核酸を提供する。したがって、本実施形態の
ポリヌクレオチドは、かかるポリヌクレオチドを含む核酸を単離、検出、修飾、又は定量
するために使用することができる。典型的な核酸は、配列番号：５～１６を含む。例えば
、本発明のポリヌクレオチドを使用して、蓄積されたライブラリーにおける部分又は全長
クローンを同定、単離、又は増幅することができる。一部の実施形態においては、ポリヌ
クレオチドは、単離された、又はそうでなければヒト又は哺乳類核酸ライブラリーからの
ｃＤＮＡに相補的なゲノム配列又はｃＤＮＡ配列である。
【００６３】
　本発明の単離核酸は、当該技術分野においてよく知られているように、（ａ）組み換え
方法、（ｂ）合成技術、（ｃ）精製技術、又はそれらの組み合わせを使用して形成するこ
とができる。追加の配列をかかるクローン化及び／又は発現配列に追加して、クローン化
及び／又は発現におけるそれらの機能を最適化して、ポリヌクレオチドの単離を助けるこ
とができるか、又は細胞へのポリヌクレオチドの導入を改善することができる。クローン
化ベクター、発現ベクター、アダプター、及びリンカーの使用は、当該技術分野において
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よく知られている。（例えば、上記オースベル（Ausubel）又は上記クロッティ（Ｃｒｏ
ｔｔｙ）を参照されたい）。化学合成は、一般に、相補的配列とのハイブリダイゼーショ
ン、又は単鎖をテンプレートとして使用するＤＮＡポリメラーゼでの重合によって、二本
鎖ＤＮＡに変換可能な単鎖オリゴヌクレオチドを産生する。当業者であれば、ＤＮＡの化
学合成が約１００以上の塩基の配列に限定され得る一方で、より長い配列は、より短い配
列の連結によって得ることができることを認識するであろう。機能的ｄｓＤＮＡ分子を構
成するかかる方法は、ＵＳ６５２１４２７及びＷＯ　０２０８１４９０において教示され
る。
【００６４】
　本明細書に記載されるように、本発明は、本発明の核酸を含む組み換え発現プラスミド
を更に提供する。組み換え発現プラスミド又はカセットは、典型的には、意図される宿主
細胞においてポリヌクレオチドの転写を指向する、転写開始調節配列に操作可能に連結さ
れる、本発明のポリヌクレオチドを含む。相同性及び非相同性（すなわち、外因性）プロ
モーターの両方を採用して、本発明の核酸の発現を指向することができる。
【００６５】
　抗体鎖遺伝子に加えて、本発明の組み換え発現ベクターは、宿主細胞における抗体鎖遺
伝子の発現を制御する調節配列を担持する。「調節配列」という用語は、プロモーター、
エンハンサー、及び抗体鎖遺伝子の転写又は翻訳を制御する他の制御要素（例えば、ポリ
アデニル化シグナル）を含むことが意図される。哺乳類宿主細胞発現に好適な調節配列は
、哺乳類細胞において高レベルのタンパク質発現を指向するウイルス要素、サイトメガロ
ウイルス（ＣＭＶ）に由来するプロモーター及び／又はエンハンサー、シミアンウイルス
４０（ＳＶ４０）、アデノウイルス（例えば、アデノウイルス主要後期プロモーター（Ａ
ｄＭＬＰ））及びポリオーマを含む。代替えとして、ユビキチンプロモーター又はＰグロ
ビンプロモーター等の非ウイルス調節配列を使用してもよい。これらの細胞の発現ベクタ
ーは、以下の発現制御配列の１つ以上を含み、複製起点、プロモーター（例えば、後期又
は早期ＳＶ４０プロモーター、ＣＭＶプロモーター（米国特許第５，１６８，０６２号、
同第５，３８５，８３９号）、ＨＳＶｔｋプロモーター、ｐｇｋ（ホスホグリセリン酸キ
ナーゼ）プロモーター、ＥＦ－１αプロモーター（米国特許第５，２６６，４９１号）、
少なくとも１つのヒト免疫グロブリンプロモーター、エンハンサー、及び／又はリボソー
ム結合部位、ＲＮＡスプライス部位、ポリアデニル化部位（例えば、ＳＶ４０大型ＴＡｇ
ポリＡ追加部位）、及び転写終了配列等の、処理情報部位を含むが、それらに限定されな
い。
【００６６】
　様々なｃｉｓ作用ＤＮＡ要素は、ベクターに組み込まれている。ベクター工学の場合、
かかるＤＮＡ要素は、比較的小さいサイズ（＞６ｋｂ）、不変的機能、及び望ましくは、
複製数依存をもたらす能力（発現がゲノムに組み込まれるベクターの複製数に直接相関す
ることで、増幅手順において関連する利点を有する能力）を有することが必要である。遺
伝子座調節領域及びインスレーター等の要素は、これらに含まれる。広範な他の要素、哺
乳類発現ベクターにおける隣接する導入遺伝子に使用される抗リプレッサー又はＳＴＡＲ
（安定化及び抗リプレッサー）要素は、周囲ゲノムから組み換えＤＮＡへのメチル化及び
ヒストン脱アセチル化パターンの拡散に影響し、核マトリクスに結合する足場／マトリク
ス関連領域（Ｓ／ＭＡＲ）は、これらに含まれる。偏在性クロマチンオープニング要素（
ＵＣＯＥ）は、ハウスキーピング遺伝子のプロモーターに由来する要素である。ハウスキ
ーピング遺伝子は、通常、著しい程度のヒストンアセチル化のために転写的に活性であり
、発現ベクターにおけるＵＣＯＥの包含は、ＣＨＯ細胞におけるトランス遺伝子発現の産
生及び安定性を増加させることができる。伸長因子１α遺伝子等の高度に発現したハウス
キーピング遺伝子からの５’及び３’配列を有する導入遺伝子の隣接は、哺乳類細胞株の
範囲で導入遺伝子からの著しい産生の増大に至り得ることも報告されている。バーンズ（
Barnes）及びディクソン（Dickson）、「（現在のバイオテクノロジーの見解（Current O
pinion Biotechnol.））」１７（４）：３８１～３８６、２００６を参照して検討された
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い。
【００６７】
　発現ベクター内の調節エレメントの包含に対する代替えとして、第２のアプローチに、
導入遺伝子の挿入部位を囲むクロマチンの、一般的にエピジェネティックである環境の改
変が注目されている。一般に増強された転写に関連づけられるヒストンアセチル化は、ヒ
ストンアセチルトランスフェラーゼ（ＨＡＴ）とヒストンデアセチラーゼ（ＨＤＡＣ）活
性とのバランスから生じる。
【００６８】
　抗体鎖遺伝子及び調節配列に加えて、本発明の組み換え発現ベクターは、追加の選択可
能なマーカー遺伝子を担持し得る。選択可能なマーカー遺伝子は、ベクターが導入された
宿主細胞の選択を促進する（例えば、米国特許第４，３９９，２１６号、同第４，６３４
，６６５号、及び同第５，１７９，０１７号、全てＡｘｅｌらによるを参照されたい）。
選択可能なマーカー遺伝子は、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレキサ
ート選択／増幅を用いてｄｈｆｒ宿主細胞において使用するため）及びネオ遺伝子（Ｇ４
１８選択用）を含む。発現ベクターは、好ましくは少なくとも１つの選択可能なマーカー
を含むが、これは任意である。かかるマーカーは、例えば、メトトレキサート（ＭＴＸ）
、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ、米国特許第４、３９９、２１６号、同第４、６３４
、６６５号、同第４、６５６、１３４号、同第４、９５６、２８８号、同第５、１４９、
６３６号、同第５、１７９、０１７号）、アンピシリン、ネオマイシン（Ｇ４１８）、ミ
コフェノール酸、又は真核細胞培養に耐性のあるグルタミン合成酵素（ＧＳ、米国特許第
５、１２２、４６４号、同第５、７７０、３５９号、同第５、８２７、７３９号）、及び
大腸菌及び他の細菌又は原核生物において培養するためのテトラサイクリン又はアンピシ
リン耐性遺伝子を含むが、これらに限定されない（上記の特許は、参照することによって
その全体が本明細書に組み込まれる）。上記の宿主細胞に対して適切な培養培地及び条件
は、当該技術分野において知られている。
【００６９】
　選択可能なマーカーの使用は、組み換え遺伝子数の増幅を可能にし、導入遺伝子からの
増強された転写効率をもたらし得る。代替えとして、それぞれの増幅工程後の生産的な細
胞株のクローン化は、結果として、細胞株プールの反復増幅及び増幅の最終段階における
クローン化よりも生産的なクローンを生じ得る。したがって、本発明のＣＮＴＯ８６０抗
体は、抗体をコードする核酸配列が導入された細胞株の選択された誘導体クローンである
細胞株において産生され得る。
【００７０】
　本発明の少なくとも１つの抗体は、融合タンパク質等の修飾された形態で発現され得、
分泌シグナルだけでなく、追加の相同性機能領域も含み得る。例えば、追加アミノ酸の領
域、特に荷電アミノ酸を抗体のＮ末端に追加して、精製中又は後次の処理及び保存中に、
宿主細胞における安定性及び持続性を改善することができる。また、ペプチド部分を本発
明の抗体に追加して、精製を促進することもできる。抗体又は少なくとも１つのその断片
の最終調製前に、かかる領域を除去することができる。かかる方法は、上記クロッティ（
Crotty）の例えば、「ＰＣＲによるタンパク質のタグ付け又はクローン化（Tagging Prot
eins or Cloning by PCR）」、上記オースベル（Ausubel）１６章、１７章、及び１８章
等の多くの標準的な研究室マニュアルに記載されている。
【００７１】
　当業者であれば、本発明のタンパク質をコード化する核酸の発現に使用できる多数の発
現系について精通している。更に、ベクター内で本発明の抗体ポリペプチドをコードする
核酸のレシピエントとして適切な多くの宿主細胞株があり、宿主細胞株は、コード化され
た抗体配列の発現を、促進、増強、指向、調節するか、又はその他の方法で生じる核酸配
列に、操作可能に連結される。
【００７２】
　３．抗体の精製
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　本発明のＣＮＴＯ８６０抗体変異体は、典型的には、ろ過段階の後に様々な種類の材料
上でのクロマトグラフィーを含む周知の方法によって、組み換え細胞培養液から回収及び
精製でき、タンパク質Ａ精製、硫酸アンモニウム又はエタノール沈殿、酸抽出、陰又は陽
イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用
クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフ
ィー、及びレクチンクロマトグラフィーを含むが、これらに限定されない。高速液体クロ
マトグラフィー（「ＨＰＬＣ」を精製に採用することもできる。例えば、コリガン（Coli
gan）著、「免疫学における現行プロトコル（Current Protocols in Immunology）」又は
「タンパク質科学における現行プロトコル（Current Protocols in Protein Science）」
、ニューヨーク：ジョン・ウィリー・アンド・サン、２００７、例えば第１章、４章、６
章、８章、９章、１０章を参照し、それぞれ参照することによってその全体が本明細書に
組み込まれる。
【００７３】
　本発明の抗体は、化学合成手順の産生物、及び例えば、イースト、高等植物、昆虫、及
び哺乳類細胞を含む真核宿主から、組み換え技術によって産生された産生物を含む。組み
換え産生手順において選択される宿主に応じて、本発明の抗体は、グリコシル化又は非グ
リコシル化され得るが、グリコシル化が好ましい。かかる方法は、上記オースベル（Ausu
bel）著の第１０章、１２章、１３章、１６章、１８章及び２０章、コリガン（Coligan）
著、上記「タンパク質科学（Protein Science）」第１２章～１４章等の多くの標準的な
研究室マニュアルに記載され、全て参照することによってその全体が本明細書に組み込ま
れる。
【００７４】
　４．本発明の抗体組織因子抗体
　抗体重鎖及び軽鎖ＣＤＲドメインが、抗原に対する抗体の結合特異性／親和性を付与す
ることは、当該技術分野においてよく知られているため、上記のように調製される本発明
の組み換え抗体は、好ましくは、それぞれ配列番号：２及び４の、重鎖及び軽鎖可変領域
の配列内の特定残基として記載されるＣＮＴＯ　８６０の重鎖及び軽鎖ＣＤＲを含む。重
鎖及び軽鎖フレームワーク領域の可変領域内の非ＣＤＲ領域は、フレームワーク領域（Ｆ
Ｒ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＦＲ４）として知られるものを含み、完全な可変ドメインは
、ＦＲ１－ＣＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４）で構成される。好
適な実施形態においては、抗体又は抗原結合断片の３つの重鎖ＣＤＲ及び３つの軽鎖ＣＤ
Ｒは、本明細書で記載されるように、対応するＣＮＴＯ　８６０のＣＤＲのアミノ酸配列
を有する。かかる抗体は、従来技術を使用して、組み換えＤＮＡ技術の従来技術を使用す
ることで抗体をコード化する（すなわち、１つ以上の）核酸分子を調製及び発現すること
によって、又は任意の他の適切な方法を使用することによって、抗体の様々な部分（例え
ば、ＣＤＲ及びフレームワーク部分、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、及びＦＲ４）を一緒に化
学的に結合することにより調製することができる。
【００７５】
　好ましくは、上述の人工抗体のＣＤＲ１、２、及び／又は３は、本明細書で開示される
ＣＮＴＯ　８６０のもののように、正確なアミノ酸配列を含む。しかしながら、当業者で
あれば、ヒト組織因子を有効に結合する抗体の能力（例えば、保存的置換）を依然として
保持しながらも、ＣＮＴＯ　８６０の正確なＣＤＲ配列からの一部逸脱が可能であり得る
ことを理解するであろう。したがって、別の実施形態においては、人工抗体は、例えば、
ＣＮＴＯ　８６０の１つ以上のＣＤＲに対して９０％、９５％、９８％、又は９９．５％
同一である、１つ以上のＣＤＲから構成され得る。
【００７６】
　結合組織因子に加えて、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体変異体は、ＦｃγＲＩ、Ｆｃγ
ＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩ、ＦｃγＲＩＶ等のＦｃ受容体を結合する。上記のような人工抗
体は、以下の本発明の抗体の他の機能的特性を保持するために選択され得る：
　１）ヒト組織因子を発現する生細胞に結合する；
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　２）１０-8Ｍ以下（例えば、１０-9Ｍ又は１０-10Ｍ以下）のＫDを有するヒト組織因子
に結合する；
　３）ＴＦ８－５Ｇ９抗体によって認識される組織因子上の固有エピトープに結合する；
　４）腫瘍細胞の生体内での増殖を阻害する；
　５）免疫エフェクター細胞の表面上のＦｃ受容体に結合する。
【００７７】
　選択したヒト抗組織因子モノクローナル抗体が固有のエピトープに結合するかどうかを
決定するための典型的な方法は、商業的に入手可能な試薬（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏ
ｒｄ，ＩＬ）を使用するビオチニル化によって試験される抗体の標識化を含む。非標識化
モノクローナル抗体及びビオチニル化モノクローナル抗体を使用する競合作用研究は、組
織因子でコーティングされたＥＬＩＳＡプレートを使用して行うことができる。ビオチニ
ル化ｍＡｂ結合は、ストレプトアビジン－アルカリホスファターゼプローブを用いて検出
することができる。精製された抗体のアイソタイプを決定するために、アイソタイプＥＬ
ＩＳＡを実行することができる。組織因子を発現している生細胞に対するモノクローナル
抗体の結合を示すために、フローサイトメトリーを使用することができる。抗組織因子ヒ
トＩｇＧは、ウェスタンブロットによって組織因子抗原との反応性について更に試験する
ことができる。
【００７８】
　本発明の抗体は、任意のクラス（ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＤ等）であり
得るか、又はＦｃ受容体結合ドメインを含有し、したがってそのアイソタイプ及びサブク
ラスによって付与される望ましい範囲のエフェクター機能を有するものであり得、κ又は
λ軽鎖を含み得る。抗体アイソタイプ及びサブクラスの定量可能な特性は、ＡＤＣＣ、Ｃ
Ａ等の生体内での活性を付与すると考えられ、オプソニン化を以下（表２）に示し、及び
例えば、ジェンウェイ（Janeway）ら編、「免疫生物学（Immunobiology）：健康及び疾患
における免疫系（The immune system in health and disease）」ニューヨーク：ガーラ
ンド・パブリッシング（Garland Publishing）、２００１、第４章及び９章において説明
される。一実施形態においては、抗体は、ＩｇＧ重鎖又は定義された断片、例えば、Ｉｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又はＩｇＧ４の、少なくとも１つのアイソタイプ、好ましく
はＩｇＧ１クラスを含む。別の実施形態においては、抗ヒト組織因子ヒト抗体は、ＩｇＧ
１重鎖及びＩｇＧκ軽鎖を含む。
【００７９】
【表３】

【００８０】
　異なるＩｇＧサブクラスは、典型的に、ＩｇＧ２及びＩｇＧ４よりも実質的に良好に受
容体に結合するＩｇＧ１及びＩｇＧ３を有するＦｃγＲに対して異なる親和性を有する（
ジェファリス（Jefferis）ら著、「（Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｌｅｔｔ）」８２：５７～６５、
２００２）。全てのＦｃγＲは、ＩｇＧＦｃ上の同一領域を結合するが、異なる親和性を
有し、高い親和性のバインダーＦｃγＲ１は、１０8M-1のＫｄをＩｇＧ１に有するが、低
親和性受容体ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩＩＩは、一般にそれぞれ１０6で結合する。Ｆ
ｃγＲＩＩＩａ及びＦｃγＲＩＩＩｂの細胞外ドメインは、９６％同一であるが、Ｆｃγ
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ＲＩＩＩｂは、細胞内シグナル伝達ドメインを有さない。上記のように、ＦｃγＲＩ、Ｆ
ｃγＲＩＩａ／ｃ、及びＦｃγＲＩＩＩａは、免疫複合体トリガー活性の正の調節である
が、ＦｃγＲＩＩｂは阻害である。したがって、前者は活性化受容体と称され、ＦｃγＲ
ＩＩｂは阻害受容体と称される。受容体は、異なる免疫細胞上の発現パターン及びレベル
においても異なる。更に別のレベルの複雑性は、ヒトプロテオームにおける多数のＦｃγ
Ｒポリ多型の存在である。臨床上の重要性と特に関連するポリ多型は、ＶＩ　５８／ＦＩ
　５８　ＦｃγＲＩＩＩａである。ヒトＩｇＧＩは、ＦＩ　５８アロタイプよりもＶＩ５
８アロタイプに対してより高い親和性で結合する。親和性におけるこの差と、及び想定さ
れるそのＡＤＣＣ及び／又はＡＤＣＰに対する影響は、抗ＣＤ２０抗体リツキシマブの有
効性の重要な決定因子となることが示されている（Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）、ＩＤＥ
Ｃファーマスーティカルズ・コーポレーションの登録商標）。ＶＩ　５８アロタイプを有
する患者は、リツキシマブ治療に良好に応答するが、より低い親和性のＦＩ　５８アロタ
イプを有する患者は、応答が乏しい（Ｃａｒｔｒｏｎら著、２００２年、血液（Blood）
９９：７５４～７５８、参照することによって明示的に組み込まれる）。ヒトの約１０～
２０％は、ＶＩ　５８Ｎ１　５８ホモ接合型であり、４５％はＶＩ　５８／ＦＩ　５８ヘ
テロ接合型であり、ヒトの３５～４５％はＦＩ　５８／ＦＩ５８ホモ接合である（Ｌｅｈ
ｒｎｂｅｃｈｅｒら著、１９９９年、血液（Blood）９４：４２２０～４２３２；Ｃａｒ
ｔｒｏｎら著、２００２年（上記））。したがって、ヒトの８０～９０％は応答に乏しく
、つまり、少なくとも１つのＦＩ５８　ＦｃγＲＩＩＩａの対立遺伝子を有する。
【００８１】
　Ｆｃ上の、重複するが個別の部位は、補体タンパク質ＣＩｑのインターフェースとして
機能する。Ｆｃ／ＦｃγＲ結合がＡＤＣＣを媒介するのと同様の方法で、Ｆｃ／ＣＩｑ結
合は、補体依存細胞傷害（ＣＤＣ）を媒介する。ＣＨ２とＣＨ３との間のドメインＦｃ上
の部位は、新生児受容体、ＦｃＲｎとの相互作用を媒介し、その結合はエンドソームから
取り込まれた抗体を再利用して血流に戻す（Ｒａｇｈａｖａｎら著、１９９６年、Ａｎｎ
ｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　１２：１８１～２２０；Ｇｈｅｔｉｅら著、
２０００年、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１８：７３９～７６６）。腎ろ過の防
止と結合されるこのプロセスは、全長分子のサイズが大きいため、１～３週間の良好な抗
体血清半減期をもたらす。ＦｃＲｎに対するＦｃの結合は、抗体輸送においても重要な役
割を果たす。Ｆｃ上のＦｃＲｎに対する結合部位は、細菌タンパク質Ａ及びＧが結合する
部位でもある。これらのタンパク質による強力な結合は、タンパク質精製中にタンパク質
Ａ又はタンパク質Ｇ親和性クロマトグラフィーによって抗体を精製する手段として、典型
的に利用される。
【００８２】
　本発明の別の態様においては、本発明のヒト抗組織抗体の構造的特徴、ＣＮＴＯ　８６
０を使用して、本発明の抗体の機能的特性、すなわち、ヒト組織因子への結合及びＦｃ受
容体への結合を保持する、構造的に関連するヒト抗組織因子抗体を形成する。
【００８３】
　本発明の抗体は、広範な親和性（ＫD）を持つヒト組織因子を結合することができる。
好適な実施形態においては、本発明の少なくとも１つのヒトｍＡｂは、ヒト組織因子と高
い親和性で任意に結合することができる。例えば、ヒトｍＡｂは、ヒト組織因子を、約１
０―7Ｍ以下のＫDで結合することができ、例えば、０．１～９．９（又はそこでの任意の
範囲若しくは値）Ｘ１０-7、１０-8、１０-9、１０-10、１０-11、１０-12、１０-13Ｍ又
はそこでの任意の範囲又は値であるが、これらに限定されない。
【００８４】
　本発明の抗組織因子抗体は、本明細書で特定されるように、自然変異又はヒトによる操
作のいずれかから、１つ以上のアミノ酸の置換、削除、又は追加を含むことができる。
【００８５】
　本発明の抗組織因子抗体は、配列番号：２及び４の、少なくとも１つの、５から全ての
隣接アミノ酸から選択される少なくとも１つの部分、配列、又は組み合わせを含み得るが
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、これらに限定されない。抗組織因子抗体は配列番号：２及び４、並びにＦｃ部分の、少
なくとも１つの隣接アミノ酸の７０～１００％の少なくとも１つのポリペプチドを、任意
で更に含み得る。
【００８６】
　典型的な重鎖及び軽鎖可変領域配列は、配列番号：２の、残基１～１１７、及び配列番
号：４の、残基１～１０８として提供される。本発明の抗体、又はその特定の変異体は、
本発明の抗体から任意の数の隣接アミノ酸残基を含み得、その数は、抗ＴＦ抗体における
隣接残基数の１０～１００％からなる整数の群から選択される。任意で、隣接アミノ酸の
この部分列は、少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、
１００、１１０、１２０、又はそれ以上のアミノ酸長であるか、あるいはそこでの任意の
範囲又は値である。更に、かかる部分列の数は、少なくとも２、３、４、又は５等の、１
～２０からなる群から選択される任意の整数であり得る。
【００８７】
　重鎖定常部における保存位置における全ての自然に産生される抗体の糖鎖構造は、アイ
ソタイプによって異なる。それぞれのアイソタイプは、明確な一連のＮ結合型オリゴ糖構
造を有し、タンパク質アセンブリ、分泌、又は機能活性に可変的に影響する（Ｗｒｉｇｈ
ｔ，Ａ．及びＭｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１５：２６
～３２（１９９７））。付着したＮ結合型オリゴ糖構造は著しく変化し、分泌前及び分泌
後プロセスで異なり、二分岐ＧｌｃＮａｃ及びコアフコース残基の有無に関わらず、複雑
な二分岐オリゴ糖構造であり得る（Ｗｒｉｇｈｔ，Ａ．及びＭｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．
、（上記））。典型的に、均一なモノクローナル抗体が複数の糖型として存在するように
、特定のグリコシル化部位に付着するコアオリゴ糖構造は不均一な処理である。同様に、
抗体グリコシル化における主要な差は、抗体産生細胞株間で生じ、異なる培養条件下で増
殖した所定の細胞株にさえ、わずかな差が見られることが示されている。
【００８８】
　Ｆｃ領域に存在するＮ結合型オリゴ糖（ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインの二量体化
によって形成される）は、エフェクター機能に影響する。共有結合されたオリゴ糖は、複
雑な二分岐型構造であり、高度に不均一である。全てのＩｇＧサブタイプのＣＨ２ドメイ
ンは、固有の保存されたＮグリコシル化部位を残基２９７に含有する（図１、配列番号：
２）。成熟した抗体においては、Ａｓｎ２９７に付着した２つの複雑な二分岐オリゴ糖は
、ＣＨ２ドメインの間に埋め込まれ、ポリペプチド骨格との広範な接触を形成する。それ
らの存在は、抗体がＡＤＣＣ等のエフェクター機能を媒介するために必須であることが判
明した（Ｌｉｆｅｌｙ，Ｍ．Ｒ．ら著、Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　５：８１３～８２２
（１９９５）；Ｊｅｆｆｅｒｉｓ，Ｒ．ら著、Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｒｅｖ．１６３：５９～
７６（１９９８）；Ｗｒｉｇｈｔ，Ａ．及びＭｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．，１９９７（上
記））。
【００８９】
　Ｆｃ含有分子におけるグリカンの存在又は欠損は、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩＡ、及び
ＦｃγＲＩＩＩＡ受容体の１つ以上に対する親和性、ＡＤＣＣ活性、マクロファージ又は
モノサイト活性化、及び血清半減期に影響する（Ｌｉｆｅｌｙら著、Ｊｅｆｆｒｅｉｓ，
及びＷｒｉｇｈｔ　ａｎｄ　Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、１９９７年（上記））。真核細胞による
抗体及びＭＩＭＥＴＩＢＯＤＹ（商標）組成物の組み換え産生は、宿主細胞の典型的なグ
リカン構造を用いた最終組成物の装飾に影響し、グリカン構造は、細胞培養条件によって
更に影響を受け得る。これらの異種オリゴ糖は、主にシアル酸、フコース、ガラクトース
、及びＧｌｃＮＡｃ残基を末端糖としてを含有する（Ｒａｊｕ，Ｔ．Ｓ．ら著、Ｇｌｙｃ
ｏｂｉｏｌｏｇｙ　２０００年、１０（５）：４７７～８６）。これらの末端糖の一部、
露出したガラクトース、コアフコース、及び二分岐ＧｌｃＮａｃ残基等は、ＡＤＣＣ活性
、ＣＤＣ活性に影響し、及びＣｌｑ補体タンパク質を含む様々なリガンドに対する抗体結
合にも影響することが示された（Ｐｒｅｓｔａ　Ｌ．２００３．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｓ
ｔｒｕｃｔ　Ｂｉｏｌ．１３（４）：５１９～２５）。
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【００９０】
　別の態様においては、本発明は、本明細書で説明されるように、抗体及び変異体に関連
し、有機部分の共有結合連結によって修飾される。かかる修飾は、改善された薬物動態特
性（例えば、増大した、生体内での血清半減期）を持つ抗体又は抗原結合断片を産生する
ことができる。有機部分は、直線状又は分岐した親水性ポリマー基、脂肪酸基、又は脂肪
酸エステル基であり得る。特定の実施形態においては、親水性ポリマー基は、約８００～
約１２０，０００ダルトンの分子重量を有し、ポリアルカングリコール（例えば、ポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）、ポリプロピレングリコール（ＰＰＧ））、糖質ポリマー、
アミノ酸ポリマー又はポリビニルピロリドンであり得、脂肪酸又は脂肪酸エステル基は、
約８～約４０の炭素原子を含み得る。連結したグリカンに沿ったヒンジコア鎖間ジスルフ
ィド結合によって影響される三次構造に関して、Ｆｃ含有タンパク質は、抗体の非抗原結
合特性がＦｃに残留するため、ＰＥＧ化に対する固有の暴露を表す。したがって、生体内
で最終組成物の生物活性を保持するために、グリカン構造に著しく影響しない接合方法、
又は重鎖ポリペプチドの、鎖間ジスルフィド結合を形成する能力は、Ｆｃ含有タンパク質
のＰＥＧ化において重要である。
【００９１】
　本発明の修飾された抗体及び抗原結合断片は、直接又は間接的に抗体に共有結合される
、１つ以上の有機部分を含み得る。本発明の抗体又は抗原結合断片に結合されるそれぞれ
の有機部分は、独立して、親水性ポリマー基、脂肪酸基、又は脂肪酸エステル基であり得
る。本明細書で使用されるところの「脂肪酸」という用語は、モノカルボン酸及びジカル
ボン酸を包含する。本明細書で使用されるところの「親水性ポリマー基」という用語は、
オクタンよりも水への可溶性の高い有機ポリマーを意味する。本発明の抗体を修飾するた
めに適切な親水性ポリマーは、直線状又は分岐状であり得、例えば、ポリアルカングリコ
ール（例えば、ＰＥＧ、モノメトキシ－ポリエチレングリコール（ｍＰＥＧ）、ＰＰＧ等
）、糖質（例えば、デキストラン、セルロース、オリゴ糖、多糖等）、親水性アミノ酸の
ポリマー（例えば、ポリリシン、ポリアルギニン、ポリアスパラギン酸等）、ポリアルカ
ンオキシド（例えば、ポリエチレンオキシド、ポリプロピレンオキシド等）、及びポリビ
ニルピロリドンを含む。好ましくは、本発明の抗体を修飾する親水性ポリマーは、個別の
分子体として、約８００～約１５０，０００ダルトンの分子量を有する。例えば、ＰＥＧ

5000及びＰＥＧ20,000を使用することができ、下付き文字は、ポリマーの平均分子量（ダ
ルトン）である。親水性ポリマー基は、１～約６アルキル、脂肪酸、又は脂肪酸エステル
基と置換され得る。脂肪酸又は脂肪酸エステル基と置換される親水性ポリマーは、適切な
方法を採用することによって調製することができる。
【００９２】
　本発明の抗体を修飾するために適切な脂肪酸及び脂肪酸エステルは、飽和され得るか、
又は１つ以上の不飽和単位を含有し得る。本発明の抗体を修飾するために適切な脂肪酸は
、例えば、ｎ－ドデカン酸（Ｃ12、ラウリン酸）、ｎ－テトラデカン酸（Ｃ14、ミリスチ
ン酸）、ｎ－オクタデカン酸（Ｃ18、ステアリン酸）、ｎ－エイコ酸（Ｃ20、アラキジン
酸）、ｎ－ドコサン酸（Ｃ22、ベヘン酸）、ｎ－トリアコンタノエート（Ｃ30）、ｎ－テ
トラコンタノエート（Ｃ40）、ｃｉｓ－Δ９－オクタデカノエート（Ｃ18、オレイン酸）
、全てのｃｉｓ－Δ５、８、１１、１４－エイコサテトラエノエート（Ｃ20、アラキドン
酸）、オクタンジオン酸、テトラデカンジオン酸、オクタデカンジオン酸、ドコサンジオ
ン酸等を含む。適切な脂肪酸エステルは、直線状又は分岐状の低級アルキル基を含む、ジ
カルボキシル酸のモノエステルを含む。低アルキル基は、１～約１２、好ましくは１～約
６の炭素原子を含み得る。
【００９３】
　修飾したヒト抗体及び抗原結合断片は、１つ以上の変性剤との反応等、適切な方法を使
用して調製することができる。本明細書で使用されるところの「変性剤」という用語は、
活性化基を含む。「活性化基」は、適切な条件下で反応して、変性剤と抗体、又は連結部
分等の第２の有機分子との間の共有結合を形成できる、化学的な部分又は官能基である。
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例えば、アミン反応性活性化基は、トシル酸、メシル酸、ハロ（クロロ、ブロモ、フルオ
ロ、ヨード）等の求電子性基、Ｎヒドロキシスクシニミジルエステル（ＮＨＳ）等を含む
。チオールと反応できる活性化基は、例えば、マレイミド、ヨードアセチル、アクリロリ
ル、ピリジルジスルフィド、５－チオール－２－ニトロベンゾ酸チオール（ＴＮＢ－チオ
ール）等を含む。アルデヒド官能基は、アミン又はヒドラジド含有分子と結合することが
でき、アジド基は、三価リン基と反応して、ホスホルアミド化又はホスホルイミド結合を
形成することができる。分子に活性化基を導入するための適切な方法は、当該技術分野に
おいて知られている（例えば、ハーマンソン（Hermanson），Ｇ．Ｔ．Ｂｉｏｃｏｎｊｕ
ｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：カリフォルニア州サ
ンディエゴ（１９９６）を参照されたい）。リンカー部分は、例えば、二価のＣ1～Ｃ12

基であり得、１つ以上の炭素原子を、酸素、窒素、又は硫黄等のヘテロ原子によって置換
することができる。適切なリンカー部分は、例えば、柔軟なペプチド（ＧＧＧＳn）、－
（ＣＨ2）3－、－ＮＨ－（ＣＨ2）6－ＮＨ－、－（ＣＨ2）2－ＮＨ－、及び－ＣＨ2－Ｏ
－ＣＨ2－ＣＨ2－Ｏ－ＣＨ2－ＣＨ2－Ｏ－ＣＨ－ＮＨ－を含む。
【００９４】
　本発明の修飾抗体は、抗体又は抗原結合断片を変性剤と反応させることによって産生す
ることができる。例えば、有機部分は、アミン反応性変性剤、例えば、ＰＥＧのＮＨＳエ
ステルを採用することによって、非部位特異的方法で抗体に結合させることができる。
【００９５】
　２つの物質の複合体の調製において、その少なくとも１つは、タンパク質又はポリペプ
チドを含み、二官能性剤を使用して、複合体の構成要素を共役的に通常複合反応に利用さ
れている複合される分子におけるアミノ基に連結することが知られている。二官能性タン
パク質連結剤には、Ｎ－スクシニミジル－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸（ＳＰＤ
Ｐ）、スクシニミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシ
ル酸、イミノチオラン（ＩＴ）、ジメチルアジプイミド酸／ＨＣｌ等のイミドエステルの
二官能性誘導体、ジスクシニミジルスベル酸等の活性エステル、グルタルアルデヒド等の
アルデヒド、ビス（ｐ－アキシドベンゾイル）ヘキサンジアミン等のビスアジド化合物、
ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン等のビスジアゾニウム誘導体
、ジイソシアネート（トリエン２，６－ジイソシアン酸）、及び１，５－ジフルオロ－２
，４－ジニトロベンゼン）等のビス活性フルオリン化合物、を含む。ＳＰＤＰは、この目
的で最も頻繁に使用される試薬であり、多くの他のＮ－スクシニミジル－（２－ピリジル
ジチオ）－、Ｎ－スクシニミジル－（５－ニトロ－２－ピリジルジチオ）－又はＮ－スク
シニミジル－（４－ピリジルジチオ）－短鎖アルカン酸が、有用であることが証明された
。
【００９６】
　抗体は、更に共役的に修飾、複合されることで活性になり、それによって免疫複合体を
形成し得る。免疫複合体は、当該技術分野において知られ、説明されている。実施例は、
ドキソルビチン結合Ｍａｂ　ＢＲ９６（Ｂｒａｓｌａｗｓｋｙら著、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ　３３：３６７～３７４、１９９１）及び抗増殖因子
抗体又は断片に融合される、緑膿菌外毒素（Ｋｒｅｉｔｍｅｎｔら著、Ｉｎｔｅｒｎａｔ
．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍ．１４（３）：４６５～７２、１９９２）である。標的部
位における細胞が破壊されることが望ましい場合に、極めて高い毒性を抗体標的治療のた
めに選択することは特に重要である。癌細胞表面上の腫瘍関連抗原の数が１０5分子／細
胞であると推定される場合、これらの複合体において有効に使用できる細胞毒性剤は、標
的癌細胞に対して１０-10～１０-11ＭのＩＣ50値を有する必要がある（Ｃｈａｒｉ，Ｒ．
Ｖ．Ｊ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖ．１９９８，３１，８９～１０４
）。第２に、薬剤は、標的に結合する際に放出されて細胞を貫通する必要があるか、又は
作成物全体が細胞内に輸送され、そこで毒素が開裂するか又は他の方法で活性化される必
要がある。細胞外で徐々に変性するジスルフィド結合によって連結される高毒性マイタン
シンの抗体複合体は、これらの特性を有する典型的な型の作成物である（Ｃｈａｒｉら著
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、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５２：１２７～１３１，１９９２；Ｌｉｕら著、米国科学アカ
デミー紀要（Proc.Natl.Acad.Sci USA）９３：８６１８～８６２３，１９９６；米国特許
第５，２０８，０２０号）。
【００９７】
　５．抗体の試験
　抗原に対する抗体の親和性又は結合活性は、任意の適切な方法を使用して実験的に決定
することができる。特定の抗体抗原相互作用の測定される親和性は、異なる条件（例えば
、塩濃度、ｐＨ）下で測定される場合に異なり得る。したがって、親和性及び他の抗原結
合パラメータ（例えば、ＫD、Ｋa、Ｋd）の測定値は、好ましくは、抗体及び抗原の標準
化溶液、及び本明細書で記載される緩衝液等の標準化緩衝液で形成される。
【００９８】
　好ましくは、本発明の抗体又は抗原結合断片は、ヒト組織因子を結合し、それによって
、部分的又は実質的にタンパク質の少なくとも１つの生物活性を中和する。部分的又は好
ましくは実質的に、少なくとも１つの組織因子タンパク質又は断片の少なくとも１つの生
物学的活性を中和する、抗体又はその特定部分又は変異体は、タンパク質又は断片を結合
することができ、それによって、組織因子の結合を通じてそのリガンドに媒介される、又
は他の組織因子依存又は媒介機構を通じて媒介される活性を阻害することができる。本明
細書で使用されるように、「中和化抗体」という用語は、アッセイに応じて約２０～１２
０％、好ましくは少なくとも約１０、２０、３０、４０、５０、５５、６０、６５、７０
、７５、８０、８５、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、
１００％又はそれ以上、組織因子依存活性を阻害できる抗体を意味する。抗組織因子抗体
が組織因子依存活性を阻害する能力は、好ましくは、本明細書に記載される、及び／又は
当該技術分野において知られるように、少なくとも１つの適切な組織因子タンパク質又は
受容体アッセイによって評価される。
【００９９】
　表１は、ヒト及びマウスＦｃγＲの主要クラスの一覧を提供し、活性化及び阻害化受容
体への重要な分類を示す（同一細胞上の活性化受容体と同時に阻害化受容体を通じたシグ
ナル伝達は、活性化受容体を起源とするシグナル伝達カスケードを遮断し得る）。これら
の受容体のこれらのアミノ酸配列は知られている。
【０１００】
　本発明の抗体変異体及び他のＦｃ含有タンパク質は、いくつかのよく知られた生体外ア
ッセイによって機能性を比較することができる。特に、Ｆｃγ受容体のＦｃγＲＩ、Ｆｃ
γＲＩＩ、及びＦｃγＲＩＩＩファミリーのメンバーに対する親和性は、関心の対象であ
る。これらの測定値は、受容体の組み換え可溶型又は受容体の細胞細胞結合型を使用して
形成することができる。更に、ＦｃＲｎに対する親和性、ＩｇＧの延長された循環半減期
に応答可能な受容体は、組み換え可溶型ＦｃＲｎを使用して測定することができる。これ
らのアッセイは、例えば、ＥＬＩＳＡ又は表面プラズモン共鳴（ＢＩＡコア）によって固
体支持体を使用する、直接又は間接的検出方法を使用して、便宜的に実行され得る。ＡＤ
ＣＣアッセイ及びＣＤＣアッセイ等の細胞ベースの機能性アッセイは、特定の変異体構造
の可能な機能性の結果に関する見識を提供する。一実施形態においては、ＡＤＣＣアッセ
イは、主要なエフェクター細胞であるＮＫ細胞を有するように構成され、それによって、
ＦｃγＲＩＩＩＡ受容体上で機能的効果を反映させる。過酸化又は炎症媒介放出等の細胞
応答を測定できるため、食作用アッセイを使用して、異なる変異体の免疫エフェクター機
能を比較することもできる。例えば、マウスにおけるＴ細胞活性化の測定、Ｆｃγ受容体
等の特定のリガンドと会合しているＦｃドメインに依存する活性の測定、あるいは腫瘍移
植などの疾患モデルの使用などの、生体モデルの使用も、腫瘍細胞の退縮（腫瘍体積の減
少）又は腫瘍増殖の鈍化のいずれかで測定される様な、腫瘍細胞の破壊の増強を測定する
ことができる。
【０１０１】
　６．抗組織因子抗体組成物
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　本発明は、非自然発生組成物、混合物又は形態で提供される、本明細書で記載されるよ
うな少なくとも１つのＣＮＴＯ８６０抗体変異体を含む、少なくとも１つのＣＮＴＯ８６
０抗体変異体組成物も提供する。本発明のＣＮＴＯ８６０抗体変異体組成物又は組み合わ
せは、任意の適切な助剤の少なくとも１つを更に含み得、希釈剤、結合剤、安定剤、緩衝
剤、塩、親油性溶媒、保存剤、アジュバント等を含むが、これらに限定されない。製薬上
許容できる助剤が好ましい。かかる滅菌溶液を調製する非限定例及び方法は、当該技術分
野においてよく知られており、例えば、Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｅｄ．，Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’
ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８th　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍａ
ｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．（Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ）１９９０等であるが、それ
に限定されない。当該技術分野においてよく知られているような、又は本明細書に記載さ
れようなＣＮＴＯ８６０抗体変異体組成物の投与モード、溶解性及び／又は安定性が、投
与方法に適する製薬上許容できる担体は、日常的に選択できる。
【０１０２】
　他の賦形剤、例えば、等張剤、緩衝剤、抗酸化剤、保存剤エンハンサーは、任意にかつ
好適に希釈剤に添加することができる。トレハロース等のポリペプチド安定剤は、周知の
濃度で使用してもよい。好ましくは、生理的に許容のある緩衝剤を添加して、改善された
ｐＨ制御を提供する。製剤は、約ｐＨ４～約ｐＨ１０の広範なｐＨ、及び好ましくは約ｐ
Ｈ５～約ｐＨ９の範囲、最も好ましくは、約６．０～約８．０の範囲を網羅することがで
きる。好適な緩衝液には、ヒスチジン及びリン酸緩衝液を含み、最も好ましくは、リン酸
ナトリウム、特にリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を含む。
【０１０３】
　他の添加材、例えばＴｗｅｅｎ２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウ
レート）、Ｔｗｅｅｎ４０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノパルミテート）
、Ｔｗｅｅｎ８０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート）、Ｐｌｕｒ
ｏｎｉｃ　Ｆ６８（ポリオキシエチレンポリオキシプロピレンブロックコポリマー）、並
びにＰＥＧ（ポリエチレングリコール）あるいはポリソルベート２０若しくは８０又はポ
ロキサマー１８４若しくは１８８等の非イオン性界面活性剤、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ（登録商
標）ポリル、他のブロックコポリマー、並びにＥＤＴＡ及びＥＧＴＡ等のキレート剤等の
、製薬上許容できる可溶化剤を、任意に製剤又は組成物に添加することができる。
【０１０４】
　本組成物において有用な医薬賦形剤及び添加剤には、タンパク質、ペプチド、アミノ酸
、脂質、及び糖質（例えば、糖には、単糖、ジ－、トリ－、テトラ－、及びオリゴ糖等の
糖、アルジトール、アルドン酸、エステル化糖等の誘導体化糖等、及び多糖又は糖ポリマ
ーが挙げられる）を含むが、これらに限定されず、単独又は組み合わせで存在し得、１～
９９．９９％重量又は体積での、単独又は組み合わせを含む。典型的なタンパク質賦形剤
には、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）等の血清アルブミン、組み換えヒトアルブミン（ｒ
ＨＡ）、ゼラチン、カゼイン等を含む。緩衝能においても機能し得る代表的なアミノ酸／
抗体構成要素には、アラニン、グリシン、アルギニン、ベタイン、ヒスチジン、グルタミ
ン酸、アスパラギン酸、システイン、リシン、ロイシン、イソロイシン、バリン、メチオ
ニン、フェニルアラニン、アスパルテーム等を含む。１つの好適なアミノ酸はヒスチジン
である。
【０１０５】
　本発明における使用に適した糖質賦形剤は、例えば、フルクトース、マルトース、ガラ
クトース、グルコース、Ｄ－マンノース、ソルボース等の単糖、ラクトース、スクロース
、トレハロース、セロビオース等の二糖、ラフィノース、メレジトース、マルトデキスト
リン、デキストラン、スターチ等の多糖、及びマンニトール、キシリトール、マルチトー
ル、ラクチトール、キシリトールソルビトール（グルシトール）、ミオイノシトール等の
アルジトールを含む。本発明における使用に適した糖質賦形剤は、マンニトール、トレハ
ロース、及びラフィノースである。
【０１０６】
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　ＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体組成物は、緩衝剤又はｐＨ調節剤を任意に含むことが
でき、典型的には、緩衝剤は、有機酸又は塩基から調製される塩である。代表的な緩衝剤
は、クエン酸、アスコルビン酸、グルコン酸、カルボン酸、酒石酸、コハク酸、酢酸、又
はフタル酸の塩等の有機酸塩、トリス、塩酸トロメタミン、又はリン酸緩衝剤を含む。本
組成物における使用に適した緩衝剤は、クエン酸等の有機酸塩である。
【０１０７】
　追加として、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体組成物は、ポリビニルピロリド
ン、フィコール（ポリマー糖）、デキストレート（dextrates）（例えば、２－ヒドロキ
シプロピル－α－シクロデキストリン等のシクロデキストリン）、ポリエチレングリコー
ル、着香剤、抗菌剤、甘味料、抗酸化剤、帯電防止剤、界面活性剤（例えば、「ＴＷＥＥ
Ｎ２０」及び「ＴＷＥＥＮ８０」等のポリソルベート）、脂質（例えば、リン脂質、脂肪
酸）、ステロイド（例えば、コレステロール）、及びキレート剤（例えば、ＥＤＴＡ）等
のポリマー賦形剤／添加剤を含むことができる。
【０１０８】
　本発明に従うＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体組成物における使用に適するこれら及び
追加の周知の医薬賦形剤及び／又は添加剤は、例えば、「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　＆　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ」１９th　ｅｄ．，Ｗ
ｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｌｉａｍｓ，（１９９５）及び「Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ　
Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ」５２nd　ｅｄ．，Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｃｏｎｏｍｉｃｓ
，Ｍｏｎｔｖａｌｅ，ＮＪ（１９９８）において一覧表示されるように、当該技術分野に
おいて知られており、これらの開示は、参照することによって本明細書に組み込まれる。
好適な担体又は賦形剤材料は、糖質（例えば、単糖類及びアルジトール）及び緩衝剤（例
えば、クエン酸）又はポリマー剤である。
【０１０９】
　本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体組成物は、任意で更に抗リウマチ剤（例えば
、メトトレキサート、オーラノフィン、アウロチオグルコース、アザチオプリン、エタネ
ルセプト（etanercept）、金チオリンゴ酸ナトリウム、硫酸ヒドロキシクロロキン、レフ
ルノミド、スルファサラジン）、筋弛緩剤、睡眠薬、非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ
、セレコキシブ）、鎮痛剤、麻酔薬、鎮静剤、局所麻酔、神経筋遮断薬、抗菌剤（例えば
、アミノグリコシド、抗真菌剤、駆虫薬、抗ウイルス薬、カルバペネム、セファロスポリ
ン、フルオロキノロン、マクロリド、ペニシリン、スルホアミド、テトラサイクリン、別
の抗菌薬）、乾癬治療薬、コルチコステロイド（デキサメタゾン）、アナボリックステロ
イド（テストステロン）、高血糖を緩和できる薬剤、ミネラル、栄養素、甲状腺剤、ビタ
ミン、カルシウム関連ホルモン、下痢止め薬、鎮咳薬、制吐薬（５－ＨＴ３阻害剤等、ド
ラステロン、グラニセトロン、オンダセトロン、パロノセトロン）、抗潰瘍薬、便秘薬、
抗凝固剤、エリスロポエチン（例えば、エポエチンα）、フィルグラスチム（例えば、Ｇ
－ＣＳＦ、ニューポゲン）、サルグラモスチム（ＧＭ－ＣＳＦ、ロイキン）、免疫付与、
免疫グロブリン（リツキシマブ）、免疫抑制薬（例えば、バシリキシマブ、シクロスポリ
ン、ダクリズマブ）、成長ホルモン、ホルモン拮抗薬、生殖ホルモン拮抗剤（フルタミド
、ニルタミド）、ホルモン放出調節因子（ロイプロリド、ゴセレリン）、ホルモン置換薬
、エストロゲン受容体調節因子（タモキシフェン）、レチノイド（トレチノイン）、トポ
イソメラーゼ阻害剤（エトポシド、イリノテカン）サイトキシン（ドキソルビチン、ダカ
ルバジン）、散瞳薬、毛様筋調節薬、アルキル化剤（シクロホスファミド、クロラムブチ
ル）、プラチナ化合物（シスプラチン、カルボプラチン、オキサリプラチン、サトラプラ
チン）、ナイトロジェンマスタード（メルファレン、クロラブチル）、ニトロソウレア（
カルムスチン、エストラムスチン、ロムスチン）、代謝拮抗物質（メトトレキサート、シ
タラビン、フルオロウラシル、ゲムシタビン、カプシタビン）、ミオチン阻害剤（ビンク
リスチン、タキソル、タキソテル、ドセタキソル）、アポトーシスを刺激できる薬剤（三
酸化ヒ素）、シグナル形質導入阻害剤（ゲフィチニブ、エルロチニブ、ヨランジス、スニ
チブ、メシル化イマチニブ）放射性医薬品（ヨウ素１３１－トシツモマブ）、放射線感受
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性増強物質（ミソニダゾル、チラパザミン）、抗うつ剤、抗躁薬、抗精神病薬、抗不安薬
、睡眠薬、交感神経興奮剤、興奮剤、ドネペジル、タクリン、ぜんそく薬、β作用薬、吸
入ステロイド、ロイコトリエン阻害剤、メチルキサンチン、クロモリン、エピネフリン又
は類似体、ドルナーゼα（Ｐｕｌｍｏｚｙｍｅ）サイトカイン（インターフェロンα－２
、ＩＬ２）、又はサイトカイン拮抗薬（インフリキシマブ）の少なくとも１つから選択さ
れる、少なくとも１つの添加剤の投与を含むか、又は組み合され得、引用される特定の薬
剤及び産生物は、作用のクラス又は機構を代表する非限定例である。適切な薬剤及び用量
は、当該技術分野においてよく知られている。例えば、Ｂｒｕｎｔｏｎら（編）Ｇｏｏｄ
ｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ’ｓ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓ
ｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，１１th　Ｅｄｉｔｉｏｎ（２００６）ＭｃＧｒ
ａｗ－Ｈｉｌｌ，ＮＹ，ＮＹ及び利用可能なオンライン、Ｗｅｌｌｓら編、Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，２nd　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｐｐｌｅｔｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｌａｎｇｅ，Ｓｔａｍｆｏｒｄ，ＣＴ（２０００）、ＰＤＲ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐ
ｏｅｉａ，Ｔａｒａｓｃｏｎ　Ｐｏｃｋｅｔ　Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ　２０００，
Ｄｅｌｕｘｅ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｔａｒａｓｃｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，Ｌｏｍａ　
Ｌｉｎｄａ，ＣＡ（２０００）を参照されたく、それぞれは参照することによってその全
体が本明細書に組み込まれる。
【０１１０】
　方法は、本発明のＣＮＴＯ８６０抗体変異体の投与を、抗体腫瘍効果又は生体内の腫瘍
増殖を阻害する異種機構を有する１つ以上の他の薬剤と組み合わせることによって実行す
ることができ、化学療法薬を含むが、これに限定されない。
【０１１１】
　更に、本発明のＣＮＴＯ８６０抗体変異体は、抗ビトロネクチン受容体抗体、例えば、
エタラシズマブ又はＣＮＴＯ９５、又は米国特許第５，９８５，２７８号及び同第６，１
６０，０９９号、米国特許第５，７６６，５９１号及びＷＯ　００７８８１５、並びにＷ
Ｏ　０２０１２５０１として公開された出願人の同時係属出願で開示されるもの等のよう
な１つ以上の血管形成剤、抗ＶＥＧＦ又は抗ＶＥＧＦＲ抗体、例えば、ベバシズマブ（Ａ
ＶＳＴＩＮ）、又は非生物的薬剤、例えばサリドマイド等と組み合わせることができる。
血管新生は、腫瘍転移、固形癌成長（異常増殖）、骨粗鬆症、パジェット疾患、悪性腫瘍
の液性高カルシウム血症、腫瘍血管新生を含む血管新生、黄斑変性を含む網膜症、関節リ
ウマチを含む関節炎、歯周病、乾癬及び平滑筋細胞遊走（例えば、再狭窄）を含む様々な
状態又は疾患状態において役割を果たすことが知られている。
【０１１２】
　本発明は、化学療法剤、毒素（例えば、細菌、菌類、植物、又は動物起源の酵素的に活
性な毒素、又はその断片）、又は放射性同位体（すなわち、放射性複合体）等の細胞毒性
剤に共役される、本明細書に記載の抗体を含む免疫複合体にも関する。
【０１１３】
　かかる抗癌剤は、本発明の少なくとも１つの抗体と関連、結合、共製剤、又は共投与さ
れる毒性分子も含み得る。毒素は任意に作用して、病原性細胞又は組織を選択的に死滅さ
せることができる。病原細胞は、癌細胞又は他の細胞であり得る。かかる毒素は、限定さ
れないが、例えば、リシン、ジフテリア毒、ヘビ毒、又は細菌毒の少なくとも１つから選
択される、毒素の少なくとも１つの機能的細胞毒性ドメインを含む、精製又は組み換え毒
素又は毒素断片であり得る。毒素という用語は、ヒト及び他の哺乳類において、死に至り
得る毒素性ショックを含む、任意の病原状態をもたらし得る任意の自然発生する突然変異
若しくは組み換え細菌又はウイルスによって産生される内毒素及び外毒素のいずれも含む
。かかる毒素には、腸毒素産生の大腸菌熱に不安定なエンテロトキシン（ＬＴ）、熱安定
エンテロトキシン（ＳＴ）、赤痢菌細胞毒素、アエロモナス属エンテロトキシン、中毒性
ショック症候群毒素－１（ＴＳＳＴ－１）、ブドウ球菌エンテロトキシンＡ（ＳＥＡ）、
Ｂ（ＳＥＢ）、又はＣ（ＳＥＣ）、連鎖球菌エンテロトキシン等を含み得るが、それらに
限定されない。かかる細菌は、エンテロトキシン大腸菌（ＥＴＥＣ）種、腸管出血性大腸
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菌（例えば、セロタイプ０１５７：Ｈ７の株）、ブドウ球菌種（例えば、黄色ブドウ球菌
、化膿ブドウ球菌）、赤痢菌種（例えば、シゲラ赤痢、シゲラｆｌｅｘｎｅｒｉ、シゲラ
ｂｏｙｄｉｉ、及びシゲラｓｏｎｎｅｉ）、サルモネラ種（例えば、チフス菌、Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ　ｃｈｏｌｅｒａ－ｓｕｉｓ、サルモネラ腸炎）、クロストリジウム種（例
えば、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉ
ｆｉｃｉｌｅ、ボツリヌス菌）、カンプロバクター種（例えば、Ｃａｍｐｈｌｏｂａｃｔ
ｅｒ　ｊｅｊｕｎｉ、Ｃａｍｐｈｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ）、ヘリコバクター種（
例えば、ヘリコバクターピロリ）、アエロモナス種（例えば、アエロモナス、アエロモナ
ス細菌、アエロモナスキャビア）、Ｐｌｅｉｓｏｍｏｎａｓ　ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅ、
エルシニア腸コリティカ、ビブリオ種（例えば、コレラ菌、ビブリオ属）、クレブシエラ
種、緑膿菌、及び連鎖球菌の株を含むが、それらに限定されない。例えば、Ｓｔｅｉｎ，
ｅｄ．，ＩＮＴＥＲＮＡＬ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ，３ｒｄ　ｅｄ．，ｐｐ　１～１３，Ｌｉ
ｔｔｌｅ，Ｂｒｏｗｎ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｂｏｓｔｏｎ，（１９９０）；Ｅｖａｎｓら編
、Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎｓ：Ｅｐｉｄｅｍｉｏ
ｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌ，２ｄ．Ｅｄ．，ｐｐ　２３９～２５４，Ｐｌｅｎｕ
ｍ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｂｏｏｋ　Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９１）；Ｍａｎｄｅｌ
ｌら著、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕ
ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ，３ｄ．Ｅｄ．，Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，
　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９０）；Ｂｅｒｋｏｗら編、Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａ
ｌ，１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍｅｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃｏ．，Ｒａｈｗａｙ，Ｎ．Ｊ．
，１９９２；Ｗｏｏｄら著、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ，７６：１２１～１３４（１９９１）；Ｍａｒｒａｃｋら著、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４８
：７０５～７１１（１９９０）を参照し、これらの参考文献の内容は、参照することによ
ってその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１１４】
　抗体及び細胞毒素剤の複合は、Ｎ－スクシニミジル（２－ピリジルジチオール）プロピ
オン酸（ＳＰＤＰ）、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
チルアジピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシニミジルスベリン酸等）、アル
デヒド（グルタルアルデヒド等）、ビスアジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘ
キサンジアミン等）、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）、ジイソシアネート（トリエン２，６ジイソシアネート等）、及び
ビス－活性フルオリン化合物（１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）等の多
様な二官能性タンパク質連結剤を使用して形成される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉ
ｔｅｔｔａら編、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１０９８（１９８７）において記載されるよ
うに調製することができる。炭素標識化Ｉ－イソチオシアネートベンジルメチルジエチレ
ントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドを抗体に複合するための
典型的なキレート剤である。ＷＯ　９４／１１０２６を参照されたい。
【０１１５】
　７．製造準備及び製品
　上記のとおり、本発明は、好ましくは、生理食塩水又は選択された塩溶液である安定し
た製剤、並びに保存剤を含有する保存溶液及び製剤、並びに製薬上許容できる製剤中の少
なくとも１つの抗組織因子抗体を含む医薬又は獣医薬使用に適した多用途保存製剤、を提
供する。生体内投与に使用される抗体又はそれらの結合断片は、滅菌される必要がある。
これは、凍結乾燥及び再構成の前又は後に、滅菌ろ過膜を通すろ過によって容易に達成さ
れる。抗体又はその結合断片は、通常凍結乾燥形態又は溶液中で保管される。
【０１１６】
　包装材、並びに、上記の緩衝液及び／又は保存剤、任意には水溶性希釈剤と共に、少な
くとも１つの抗組織因子サブユニット抗体の溶液を含む、少なくとも１つのバイアルを含
む製造製品を提供し、前記包装材は、かかる溶液が一定の時間又はそれ以上の間にわたっ
て保持され得ることを示す標識を含む。本発明は、包装材、凍結乾燥された少なくとも１
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つの抗組織因子抗体を含む第１のバイアル、及び処方された緩衝剤又は保存剤の水性希釈
剤を含む第２のバイアルを含む、製造製品を更に含み、前記包装材は、水溶性希釈剤中の
少なくとも１つの抗組織因子抗体を再構成して、２４時間以上の期間にわたって保持でき
る溶液を形成するように患者に指示するラベルを含む。
【０１１７】
　本発明の産生物における組織因子抗体の範囲は、再構成時に産生する量、湿／乾システ
ムの場合には、約１．０μｇ／ｍｌ～約１０００ｍｇ／ｍｌの濃度を含むが、より低い濃
度及び高い濃度が実施可能であり、及び意図される送達担体に依存し、例えば、溶液製剤
は、経皮パッチ、肺、経粘膜、又は浸透圧性若しくはミクロポンプ方法とは異なる。
【０１１８】
　より具体的には、抗体の治療製剤、又はその結合断片は、望ましい程度の純度を有する
抗体又はそれらの結合断片を、任意に、生理的に許容できる担体、賦形剤、又は安定剤と
混合することによって、凍結乾燥形態又は水溶性溶液の形態で保管用に調製される（Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１７ｔｈ　ｅ
ｄｉｔｉｏｎ，（Ｅｄ．）Ａ．Ｏｓｏｌ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａ
ｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．，１９８５；Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｅｄ．，Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ
’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８th　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｍ
ａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．（Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ）１９９０）。許容できる
担体、賦形剤、又は安定剤は、採用される用量及び濃度でレシピエントに対して非毒性で
あり、リン酸、クエン酸、及び他の有機酸等の緩衝液、アスコルビン酸を含む抗酸化剤、
低分子量（約１０アミノ酸残基未満）のポリペプチド、血清アルブミン、ゼラチン、又は
免疫グロブリン等のタンパク質、ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー、グリシン、
グルタミン、アスパラギン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸、単糖、二糖、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糖質、ＥＤＴＡ等のキレート剤、マン
ニトール又はソルビトール等の糖アルコール、ナトリウム等の塩形成対イオン、及び／又
はＴｗｅｅｎ、Ｐｒｕｒｏｎｉｃｓ又はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の非イオン
性界面活性剤等を含む。
【０１１９】
　抗体、又はその結合断片は、例えば、コアセルベート技術又は界面重合（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－［メチルメ
タクリレート］マイクロカプセル）によって調製されたマイクロカプセル中に、コロイド
性薬剤送達系（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフェア、マイクロエマルジョン
、ナノ粒子及びナノカプセル）中に、又はマクロエマルション中に封入されてもよい。か
かる技術は、上記のレミントン製剤化学（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）において開示されている。
【０１２０】
　治療抗体組成物は、一般に、滅菌アクセス口、例えば、静脈内輸液バッグ、又は皮下注
射針によって穿孔可能なストッパーを有するバイアル、を有する容器に配置される。本発
明に基づく、抗体又はその結合断片の投与経路は、周知方法、例えば、静脈内、腹腔内、
筋肉内、動脈内、皮下、病巣内経路に基づく、エアロゾル又は鼻腔内経路に基づく、ある
いは以下に記載されるような徐放性系に基づく、注射又は注入と合致する。抗体又はその
結合断片は、注入又はボーラス注射によって連続的に投与される。徐放性製剤の適切な実
施例は、タンパク質を含有する固形疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマト
リクスは、造形品の形態、例えば、フィルム又はマイクロカプセルである。徐放性マトリ
クスの実施例は、Ｌａｎｇｅｒら著、１９８１，Ｊ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍａｔｅｒ．Ｒｅｓ
．，１５：１６７～２７７　ａｎｄ　Ｌａｎｇｅｒ，１９８２，Ｃｈｅｍ．Ｔｅｃｈ．，
１２：９８～１０５）によって説明されるようなポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポ
リ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、又はポリ（ビニルアルコール）、ポリラ
クチド（米国特許第３，７７３，９１９号、欧州特許第５８，４８１号）、Ｌ－グルタミ
ン酸及びγエチル－Ｌ－グルタミン酸のコポリマー（Ｓｉｄｍａｎら著、１９８３，Ｂｉ
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ｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２２：５４７～５５６）、分解不可能なエチレン－ビニル酢酸（ラ
ンゲル（Langer）ら、上記）、ＬＵＰＲＯＮ　ＤＥＰＯＴ（登録商標）（乳酸－グリコー
ル酸コポリマー及び酢酸ロイプロリドからなる注射可能なミクロスフェア）等の分解可能
な乳酸－グリコール酸コポリマー、及びポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシブチル酸（Ｅ
Ｐ　１３３，９８８）を含む。
【０１２１】
　エチレン－酢酸ビニル等のポリマー及び乳酸－グリコール酸は、１００日以上にわたっ
て分子の放出を可能にするが、所定のヒドロゲルは、より短期間タンパク質を放出する。
カプセル化された抗体が体内に長時間残留する場合、それらは、３７℃で湿気に露出した
結果として、変性又は凝集し、生物活性の損失と、及び有効性が変化する可能をもたらす
。関与する機構に応じて、抗体安定化のために合理的な方策を考案することができる。例
えば、凝集機構が、チオ－ジスルフィド交換を通じた分子間Ｓ－Ｓ結合形成であることが
発見される場合、安定化は、スルフヒドリル残基の修飾、酸性溶媒からの凍結乾燥、水分
含有量の制御、適切な添加剤を使用、特定のポリマーマトリクス組成物の開発、によって
取得され得る。
【０１２２】
　徐放性抗体組成物は、抗体又はそれらの結合断片の、リポソーム封入体も含む。抗体を
含有するリポソームは、周知の方法で調整され、例えば、ＤＥ　３，２１８，１２１；Ｅ
ｐｓｔｅｉｎら著、１９８５、米国科学アカデミー紀要（Proc.Natl.Acad.Sci.USA）８２
：３６８８～３６９２；Ｈｗａｎｇら著、１９８０、米国科学アカデミー紀要（Proc.Nat
l.Acad.Sci.USA）７７：４０３０～４０３４；ＥＰ　５２，３２２；ＥＰ　３６，６７６
；ＥＰ　８８，０４６；ＥＰ　１４３，９４９；ＥＰ　１４２，６４１；日本国特許出願
第８３－１１８００８号；米国特許第４，４８５，０４５号及び同第４，５４４，５４５
号；並びにＥＰ　１０２，３２４を参照されたい。通常、リポソームは、小（約２００～
８００オングストローム）単層型であり、脂質含有量は、約３０モル％コレステロールよ
りも高く、選択される割合は、最適な抗体治療のために調節される。
【０１２３】
　治療上採用される有効量の抗体は、例えば、療法及び治療目的、投与経路、治療又は療
法を受ける患者の年齢、状態、及び体重、及び患者に提供される助剤又は補助治療に依存
する。したがって、施術者は、最適な治療効果を得るために、用量を滴定し、投与経路を
必要に応じて変更する必要があり、所定の役割となる。典型的な日用量は、上記の要因に
応じて、約１ｍｇ／ｋｇ～最大約１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましくは、１日当たり約１～
約１０ｍｇ／ｋｇの範囲であり得る。典型的に、医師は、望ましい効果を得る用量に到達
するまで、抗体を投与する。この治療の過程は、従来のアッセイによって容易に監視され
る。
【０１２４】
　請求される製剤は、透明な溶液として、あるいは水、保存剤、及び／又は賦形剤、好ま
しくは、リン酸緩衝液及び／又は生理食塩水及び選択された塩を水溶性希釈剤に含有する
第２のバイアルで再構成される凍結乾燥した組織因子抗体のバイアルを含む二重バイアル
として、患者に提供することができる。単一溶液バイアル又は再構成を必要とする二重バ
イアルのいずれかを複数回再利用することができ、及び患者治療の単一又は複数サイクル
を満たすことができ、したがって、現在使用可能であるよりも多くの便宜的な治療レジメ
ンを提供することができる。
【０１２５】
　請求される本製造品は、即時から、２４時間以上の期間にわたる投与に有用である。し
たがって、今回請求される製造品は、患者に著しい利益を提供する。本発明の製剤は、約
２度～約４０度の温度で、任意で安全に保管し、長期間タンパク質の生物活性を保持する
ことができ、したがってパッケージラベルは、溶液が６、１２、１８、２４、３６、４８
、７２、又は９６時間以上にわたって保持及び／又は使用され得ることを示すことができ
る。
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【０１２６】
　請求される製品は、薬局、クリニック、又は他のかかる機関及び施設に提供することに
よって、少なくとも１つの抗組織因子抗体を、乾燥粉末として、事前に測定された量の抗
体を含有する単一バイアルとして、又は抗体の滅菌溶液として、間接的に患者に提供する
ことができる。少なくとも１つの抗体は、より小さいバイアルに移すために１回又は複数
回抽出できる溶液として調製し、薬局又はクリニックから顧客及び／又は患者に提供する
ことができる。
【０１２７】
　単一バイアルシステムを含む認知された装置には、当該技術分野において知られる類似
物、例えば、ベクトン・ディケンセン（Becton Dickensen）（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋ
ｅｓ、ＮＪ、ｗｗｗ．ｂｅｃｔｏｎｄｉｃｋｅｎｓｏｎ．ｃｏｍ）、Ｄｉｓｅｔｒｏｎｉ
ｃ（Ｂｕｒｇｄｏｒｆ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ，ｗｗｗ．ｄｉｓｅｔｒｏｎｉｃ．ｃｏ
ｍ；Ｂｉｏｊｅｃｔ，Ｐｏｒｔｌａｎｄ，Ｏｒｅｇｏｎ（ｗｗｗ．ｂｉｏｊｅｃｔ．ｃｏ
ｍ）、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｗｅｓｔｏｎ　Ｍｅｄｉ
ｃａｌ（Ｐｅｔｅｒｂｏｒｏｕｇｈ，ＵＫ，ｗｗｗ．ｗｅｓｔｏｎ－ｍｅｄｉｃａｌ．ｃ
ｏｍ）、Ｍｅｄｉ－Ｊｅｃｔ　Ｃｏｒｐ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ，ｗｗｗ．ｍｅ
ｄｉｊｅｃｔ．ｃｏｍ）によって製造又は開発されるような、ＢＤ　Ｐｅｎｓ、ＢＤ　Ａ
ｕｔｏｊｅｃｔｏｒ（登録商標）、Ｂｉｏｊｅｃｔｏｒ（登録商標）、Ｎｅｅｄｌｅ－Ｆ
ｒｅｅ　Ｉｎｊｅｃｔｏｒ（登録商標）、Ｉｎｔｒａｊｅｃｔ（登録商標）、Ｍｅｄｉ－
Ｊｅｃｔ（登録商標）、等の溶液を送達するための「ペン注射器」装置等の自己注射器を
含む。二重バイアルを含む認知された装置は、乾燥凍結された薬物を、Ｈｕｍａｔｒｏｎ
Ｐｅｎ（登録商標）等の再構成溶液の送達用カートリッジ中に再構成するためのそれらの
ペン－注射器システムを含む。
【０１２８】
　今回請求される製品は、包装材を含む。包装材は、規制当局によって必要とされる情報
に加えて、製品を使用できる条件を提供する。本発明の包装材は、患者に、水溶性希釈剤
中の少なくとも１つの組織因子抗体を再構成し溶液を形成する、及び２つのバイアル湿／
乾製品の場合には、２～２４時間にわたって溶液を使用する、という指示を提供する。単
一バイアルの溶液製品の場合、ラベルは、かかる溶媒を２～２４時間以上にわたって使用
できることを示す。今回請求される製品は、ヒト医薬製品使用に有用である。
【０１２９】
　本明細書に記載される、安定製剤又は保存製剤、あるいは溶液の、いずれかにおける組
織因子抗体は、本発明に従って、多様な送達経路及びＳＣ又はＩＭ注射、経皮、肺、経粘
膜、移植、浸透圧ポンプ、カートリッジ、マイクロポンプあるいは当業者に理解される他
の手段を含む方法を介して、当該技術分野においてよく知られるように、患者に投与する
ことができる。
【０１３０】
　８．治療適用
　ＴＦ拮抗体である、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体は、ＴＦ活性に関連する
疾患の阻害及び予防に有用である。ＴＦ及びＴＦを含む複合体に関連した１つ以上の生物
活性の阻害を通じた本発明の方法においてＴＦ拮抗体を用いる治療によって、多数の病態
が改善される。したがって、本発明の抗体又はその特定の変異体を使用して、細胞、組織
、器官、又は動物（哺乳類及びヒトを含む）に作用し、ＴＦによって媒介、影響、又は調
節される少なくとも１つの状態の、診断、監視、制御、治療、緩和、発症予防の援助、又
は症状の低減、を行うことができる。
【０１３１】
　「治療上有効な量」という用語は、哺乳類における疾患又は疾病の治療に有効な薬物の
量を意味する。癌の場合においては、治療上有効量の薬物は、癌細胞の数を低減し、腫瘍
サイズを減少させ、がん細胞の抹消器官への浸潤を阻害し（すなわち、ある程度遅延させ
及び好ましくは停止させる）、腫瘍転移を阻害し（すなわち、ある程度遅延させ及び好ま
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しくは停止させる）、ある程度腫瘍の成長を抑え、又は疾患に関連した１つ以上の症状を
ある程度緩和し得る。「治療」という用語は、治療上の処置、及び予防又は回避手段の両
方を意味する。治療を必要とする者は、既に疾患を持つ者並びに疾患を予防する予定の者
を含む。
【０１３２】
　ＴＦ関連病理には、様々な形態の固形初期癌、血管新生に関連する疾患、及び慢性血栓
塞栓症又は深部静脈血栓症等の血管疾患を含むフィブリン形成に関連する疾患等の凝血に
関連する疾患、糖尿病、動脈血栓症、脳卒中、腫瘍転移、移植臓器、組織、又は細胞の拒
絶反応、及び炎症、敗血性ショック、敗血症、低血圧症、成人呼吸窮迫症候群（ＡＲＤＳ
）、播種性血管内凝固症候群（ＤＩＣ）及び他の疾患等の急性及び慢性兆候に続く血栓溶
解、動脈硬化、及び再狭窄がある。
【０１３３】
　凝固カスケードの最も強力なトリガーとなる組織因子は、血糖管理が乏しい糖尿病患者
において増加し、循環する組織因子微粒子はまた、プラークマクロファージのアポトーシ
スと関連するため、糖尿病患者においては、炎症、プラーク破裂、及び血液血栓形成の間
に、並びに糖尿病とアテローム性動脈硬化との間に、因果関係を形成する。
【０１３４】
　関節リウマチ（ＲＡ）のある患者は、余命を５～１０年短縮する若年性心血管疾患を発
症するリスクが２倍から５倍高い。アテローム性動脈硬化の発病における炎症と、ＲＡの
発病におけるよく確立された炎症の機構との間には類似点が存在する。増加したレベルの
ＴＦ、ウィルブランド因子及びプラスミノゲン活性剤阻害因子（ＰＡＩ－）１等の凝固因
子は、ＲＡ及び冠動脈疾患の両方において重要である。最近の研究は、既に疾患の早期段
階にあるＲＡ患者における内皮機能不全を示した。全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）の患者は
、同様に炎症自体が血管機能不全を引き起こすという指摘を示す。したがって、ＲＡ及び
ＳＬＥを持つ対象の治療は、抗凝固治療、並びに本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異
型による細胞表面におけるＴＦの活性の低減、という点から有利であり得る。
【０１３５】
　血栓症と悪性疾患との間の関連は、数世紀にわたって知られている（Ｔｒｏｕｓｓｅａ
ｕら著、Ｌｅｃｔｕｒｅｓ　ｏｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｒ　Ｈａｒｄ
ｗｉｃｋｅ，Ｌｏｎｄｏｎ（１８６７））。中でも、良性及び悪性腫瘍にはいずれも、子
宮頚部、肛門癌及び口腔癌、胃、結腸、膀胱、直腸、肝臓、膵臓、肺、胸、至急子宮頚、
子宮体、卵巣、前立腺、睾丸、腎臓、脳／ｃｎｓ（例えば、グリオーマ）、頭及び首、目
又は接眼レンズ、喉、皮膚黒色腫、急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、ユーイング
肉腫、カポジ肉腫、基底細胞癌、及び扁平細胞癌、小細胞肺癌、絨毛癌、横紋筋肉腫、血
管肉腫、ｈｅｍａｎｇｉｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｍａ、ウィルムス腫瘍、神経芽細胞腫、
口／咽頭、食道、甲状腺、腎臓及びリンパ腫などの多様な癌が挙げられ、これらは本発明
の抗ＴＦ抗体を使用して治療され得る。癌における血栓塞栓症の臨床症状は、深い静脈塞
栓、静脈血栓、肺塞栓、散在性血管内凝固、門脈塞栓、及び動脈血栓塞栓症を含む。
【０１３６】
　したがって、本発明は、細胞、組織、臓器、動物、又は患者において、少なくとも１つ
の悪性疾患、又は悪性疾患に関連する病態（例えば、血栓塞栓性合併症）を制御又は治療
するための方法を提供し、急性前骨髄球性白血病、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、多発性
骨髄腫、及びワルデンストロームマクログロブリン血症、乳癌、直腸結腸癌、腎細胞癌、
膵臓癌、前立腺癌、鼻咽頭癌、悪性組織球増殖症、腫瘍随伴症候群／悪性腫瘍に伴う高カ
ルシウム血症、固形腫瘍、腺癌、肉腫、悪性黒色腫、血管腫、転移性疾患等の少なくとも
１つを含むが、これらに限定されない。かかる方法は、任意に、かかるＴＦ拮抗剤の投与
前に、同時に、又は後に投与することによって、組み合わせて使用することができ、外部
光線による、内部に配置された光源による、若しくは組成物を含有する放射性同位体とし
ての投与による放射線治療、光線力学療法、又はＴＦ拮抗薬を、追加治療薬、又は治療の
補助形態を示す薬剤と併せて投与してもよい。癌を治療するための抗新生物組成物におい
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て適した治療薬は、化学療法剤、放射性同位体、毒素、インターフェロン等のサイトカイ
ン、ホルモン及びホルモン拮抗薬、並びにサイトカインを標的とする拮抗薬、腫瘍細胞に
関連するサイトカイン受容体又は抗原を含むが、これらに限定されない。
【０１３７】
　免疫関連疾患
　本発明は、細胞、組織、器官、動物、又は患者において少なくとも１つの免疫関連疾患
を制御又は治療するための方法も提供し、関節リウマチ、若年性関節リウマチ、全身性発
症若年性関節リウマチ、乾癬性関節炎、屈曲脊椎炎、胃潰瘍、血清反応陰性関節症、変形
性関節症、炎症性腸疾患、潰瘍性大腸炎、全身性狼瘡紅斑、抗リン脂質症候群、虹彩水晶
体嚢炎／ブドウ膜炎／視神経炎、特発性肺線維症、全身性脈管炎／ウェゲナー肉芽腫、サ
ルコイドーシス、精巣炎／精管切除術、アレルギー性／アトピー性疾患、ぜんそく、アレ
ルギー性鼻炎、湿疹、アレルギー性接触皮膚炎、アレルギー性結膜炎、過敏性肺炎、移植
、臓器移植拒絶反応、移植変対宿主疾患、全身性炎症応答症候群、敗血症候群、グラム陽
性敗血症、培養陰性敗血症、真菌敗血症、好中球減少熱、尿貯留、髄膜ｍｅｎｉｎｇｏｃ
ｏｃｃｅｍｉａ、外傷／出血、火傷、電離放射線露出、急性膵炎、成人呼吸困難症候群、
関節リウマチ、アルコール誘発肝炎、慢性炎症性病理、サルコイドーシス、クローン病理
、鎌状赤血球貧血、糖尿病、ネフローゼ、アトピー性疾患、過敏反応、アレルギー性鼻炎
、花粉症、永続性鼻炎、結膜炎、子宮内膜症、喘息、蕁麻疹、全身性アナフィラキシー、
皮膚炎、悪性貧血、溶血性疾患、血小板減少、任意の臓器又は組織の移植変拒絶反応、腎
臓移植拒絶反応、心臓移植拒絶反応、肝臓移植拒絶反応、膵臓移植拒絶反応、肺移植拒絶
反応、骨髄移植拒絶反応（ＢＭＴ）、皮膚同種移植拒絶反応、軟骨移植拒絶反応、骨移植
拒絶反応、小腸移植拒絶反応、胎児胸腺移植拒絶反応、副甲状腺移植拒絶反応、任意の臓
器又は組織の異種移植拒絶反応、異種移植拒絶反応、抗受容体過敏性反応、バセドウ病、
レイノー病、Ｂ型インシュリン耐性糖尿病、喘息、重症筋無力症、抗体媒介細胞毒性、Ｉ
ＩＩ型超過敏反応、全身紅斑性狼瘡、ＰＯＥＭＳ症候群（ポリニューロパシー、臓器肥大
症、内分泌障害、単クローン性免疫グロブリン血、及び皮膚変化症候群）、多発ニューロ
パシー、臓器肥大症、内分泌障害、単クローン性免疫グロブリン血、皮膚変化症候群、抗
リン脂質症候群、天疱瘡、強皮症、混合結合組織疾患、特発のアジソン疾患、糖尿病、慢
性活性肝炎、原発性肝硬変、白斑、脈管炎、ＭＩ心臓切開術後症候群、ＩＶ型超過敏反応
、接触皮膚炎、過敏性肺炎、同種移植拒絶反応、細胞内有機体による肉芽腫、薬物過敏、
代謝／特発性ウィルソン病、ヘマクロマトーシス、α－１－抗トリプシン不全、糖尿病性
網膜症、橋本甲状腺炎、骨粗鬆症、視床下部－下垂体－副腎軸評価、原発性肝硬変、甲状
腺炎、脳脊髄炎、悪液質、嚢胞性線維症、新生児の慢性肺疾患、慢性閉塞性疾患（ＣＯＰ
Ｄ）、ｆａｍｉｌｉａｌ　ｈｅｍａｔｏｐｈａｇｏｃｙｔｉｃｌｙｍｐｈｏｈｉｓｔｉｏ
ｃｙｔｏｓｉｓ、皮膚病変、乾癬、脱毛、ネフローゼ症候群、腎炎、糸球体腎炎、急性腎
不全、血液透析、尿毒症、毒性、子癇前症、ＯＫＴ３治療、抗ＣＤ３治療、サイトカイン
治療、化学療法、放射線治療（例えば、衰弱、貧血、悪液質等を含むが、それらに限定さ
れない）、慢性サリチル酸中毒等の少なくとも１つを含むが、これらに限定されない。例
えば、Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ，１２ｔｈ～１７ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎｓ，Ｍｅｒｃｋ
　＆　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒａｈｗａｙ，ＮＪ（１９７２，１９７７，１９８２，１９８７
，１９９２，１９９９），Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ｗｅｌ
ｌｓら編、Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ａｐｐｌｅｔｏｎ　ａｎｄ　Ｌａｎｇｅ，Ｓ
ｔａｍｆｏｒｄ，Ｃｏｎｎ．（１９９８，２０００）を参照し、それぞれ参照することに
よってその全体が組み込まれる。
【０１３８】
　心臓血管疾患
　本発明は、細胞、組織、器官、動物、又は患者において、少なくとも１つの心血管疾患
を制御又は治療するための方法も提供し、心臓気絶症候群（cardiac stun syndrome）、
心筋梗塞、鬱血心不全、脳卒中、虚血性脳卒中、出血、動脈硬化、アテローム性動脈硬化
、再狭窄、糖尿病性動脈硬化性疾患、高血圧、動脈性高血圧、腎血管性高血圧、失神、シ
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ョック、心臓血管系の梅毒、心不全、肺性心、原発性肺高血圧、心不整脈、心房異所性拍
動、心房粗動、心房細動（持続性又は発作性）、潅流後症候群、心肺バイパス炎症応答、
無秩序又は多源性心房性頻脈、規則的狭ＱＲＳ頻脈、特異的不整脈、心室細動、ヒスバン
ドル不整脈、房室ブロック、脚ブロック、心筋虚血性疾患、冠動脈疾患、狭心症、心筋梗
塞、心筋ミオパチー、拡張型鬱血性心筋症、拘束型心筋症、心臓弁膜症、心内膜炎、心膜
疾患、心臓腫瘍、大動脈及び抹消血管動脈瘤、大動脈解離、大動脈の炎症、腹大動脈及び
その分岐の閉塞、抹消血管疾患、閉塞性動脈疾患、抹消アテローム性動脈硬化症、閉塞性
血栓血管炎、機能的抹消動脈疾患、レノー現象及び疾患、肢端チアノーゼ、肢端紅痛症、
静脈疾患、静脈血栓症、静脈瘤、動静脈瘻、リンパ水腫、脂肪性浮腫、不安定狭心症、再
潅流傷害、ポンプ後症候群、虚血－再潅流傷害等の少なくとも１つを含むが、それらに限
定されない。かかる方法は、少なくとも１つのＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体を含む有
効量の組成物又は医薬組成物を、かかる制御、治療又は療法を必要とする、細胞、組織、
器官、動物、又は患者に対して投与する工程を、任意に含み得る。
【０１３９】
　感染症
　本発明は、細胞、組織、器官、動物、又は患者において少なくとも１つの感染症を制御
又は治療するための方法も提供し、急性又は慢性細菌感染、細菌、ウイルス、及び菌感染
を含む急性及び慢性寄生又は感染プロセス、ＨＩＶ感染／ＨＩＶ神経障害、髄膜炎、肝炎
（Ａ、Ｂ、又はＣ等）、敗血症性関節炎、腹膜炎、肺炎、喉頭蓋炎、大腸菌０１５７：ｈ
７、溶血性尿毒症症候群／塞栓性血小板減少性紫斑病（thrombolytic thrombocytopenic 
purpura）、マラリア、デング出血熱、リーシュマニア症、ハンセン病、中毒性ショック
症候群、連鎖球菌筋炎、ガス壊疽、ヒト型結核菌、トリ型結核菌、ニューモシスティス・
カリニ肺炎、骨盤感染症、精巣炎／精巣上体炎（epidydimitis）、レジオネラ、ライム病
、Ａ型インフルエンザ、エプスタイン・バーウイルス、ウイルス関連血球貪食症候群（vi
tal associated hemophagocytic syndrome）、ウイルス性脳炎（vital encephalitis）／
無菌性髄膜炎等の少なくとも１つを含むが、それらに限定されない。
【０１４０】
　本発明の任意の方法は、本発明のＴＦ拮抗剤の少なくとも１つを含む、有効量の組成物
又は医薬組成物を投与する工程を含み得、腫瘍成長の阻害及び予防に有用である。さまざ
まな形態の固形一次腫瘍を伴う多数の病態は、本発明の方法でＴＦ拮抗剤で治療すること
によって改善される。
【０１４１】
　用量
　典型的に、病態治療は、合計が平均で、少なくとも１つの組織因子抗体が用量につき患
者の体重１キログラム当たり少なくとも約０．０１～５００ｍｇの範囲である、好ましく
は、単一又は複数の投与当たり、少なくとも約０．１～１００ｍｇの抗体／患者の体重１
キログラムの範囲である、少なくとも１つのＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体組成物の有
効量又は用量を、組成物に含有される特異的活性に応じて投与することによって、もたら
される。代替として、有効な血清濃度は、単一又は複数投与当たり０．１～５０００μｇ
／ｍｌ血清濃度を含み得る。適切な用量は、医療実践者には周知であり、当然のことなが
ら、特定の疾患状態、投与される組成物の特異的活性、及び治療を受けている特定の患者
に依存する。一部の例においては、望ましい治療量に達するために、反復投与、すなわち
特定の監視された量又は計量された量の反復個別投与を提供することが必要となり得、個
別投与は、望ましい日用量又は効果が得られるまで繰り返される。
【０１４２】
　代替として、投与される用量は、特定薬剤の薬力学的特性等の周知の要素、及びその投
与方法及び投与経路、レシピエントの年齢、健康、及び体重、症状の性質及び程度、現行
治療の種類、治療の頻度、及び所望の効果に応じて異なり得る。活性成分の用量は、通常
、体重１キログラム当たり約０．１～１００ミリグラムであり得る。通常、０．１～５０
、好ましくは投与につき１キログラム当たり０．１～１０ミリグラムが、又は徐放性形態
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が、望ましい結果を得るために有効である。
【０１４３】
　体内投与に適した投薬形態（組成物）は、一般に、１単位又は容器当たり約０．１ミリ
グラム～約５００ミリグラムの活性成分を含む。これらの医薬組成物において、活性成分
は、組成物の総重量に基づいて、通常、約０．５～９９．９９９重量％で存在する。
【０１４４】
　非経口投与の場合、抗体は、製薬上許容できる非経口担体と共に溶液、懸濁液、エマル
ション、又は凍結乾燥された粉末として製剤されるか、又は個別に提供され得る。かかる
担体の実施例は、水、生理食塩水、リンガー溶液、デキストロース溶液、及び１～１０％
ヒト血清アルブミンである。リポソーム及び固定油等の非水性担体を使用することもでき
る。担体又は凍結乾燥粉末は、等張性（例えば、塩化ナトリウム、マンニトール）及び化
学安定性（例えば、緩衝剤及び保存剤）を維持する添加剤を含有することができる。製剤
は、周知又は適切な技術によって滅菌される。
【０１４５】
　記載されるように、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体は、疾患の副作用を治療
、予防、又は緩和する異なる活性の投与前に、同時に、又は後に投与され得る。一態様に
おいては、本発明のＣＮＴＯ　８６０抗体Ｆｃ変異体の投与は、ＴＮＦ拮抗薬の投与と併
用され得る（例えば、インフリキシマブ、ゴリムマブ（golimulmab)、又はアダリムマブ
、又はセルトリズマブペゴール等の断片、可溶性ＴＮＦ受容体又は断片、エタネルセプト
（enteracept）等のその融合タンパク質、又は小分子ＴＮＦ拮抗剤等のＴＮＦ抗体である
が、これらに限定されない）。本発明の実施の別の態様においては、ＣＮＴＯ　８６０抗
体Ｆｃ変異体は、別のモノクローナル抗体治療薬と併せて投与され得、アレムツズマブ、
ゲムツズマブ、オゾガマイシン、リツキシマブ、セツキシマブ、ニモツズマブ、マツズマ
ブ、ベバシズマブ、アブシキシマブ、ダクリズマブ、バシリキシマブ、トラスツズマブ、
アレムツズマブ、オマリズマブ、エファリズマブ、パリビズマブ、デノスマブ、トシリズ
マブ（ＭＲＡ、Ｒ１５６９）、又はこの特定断片、複合体、又は変異型を含むが、それら
に限定されない。
【０１４６】
　本発明は一般的な用語で説明したが、本発明の実施形態は、以下の実施例において更に
開示される。
【実施例】
【０１４７】
　実施例１：アイソタイプスイッチ型抗体の調製
　腫瘍適応症に関しては、概して、ＩｇＧ４ではなく、ヒトＩｇＧ１アイソタイプサブク
ラス抗体を使用して、腫瘍細胞死滅のＡＤＣＣ及びＣＤＣ機構を最大にすることが好まし
い。ＣＮＴＯ　８５９のＩｇＧ１型であり、可変領域がＴＦ８－５Ｇ９（ＥＰ０８３３９
１１（Ｂ１）に開示するＣＤＲ移植抗体ＴＦ８ＨＣＤＲ２０×ＴＦ８ＬＣＤＲ３）として
周知の抗体に由来する抗体は、ＣＮＴＯ８６０と指定され（公開特許出願第ＵＳ２００５
０２２０７９３（Ａ１）号）、これらの内容は、参照することにより、完全に組み込まれ
る。
【０１４８】
　ＣＮＴＯ８６０重鎖発現プラスミドを、プラスミドｐＥｅ６ＴＦ８ＨＣＣＤＲ２０（Ｅ
Ｐ０８３３９１１（Ｂ１））からＣＮＴＯ８５９重鎖可変領域のポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）増幅により調製した。参照用に、ＣＮＴＯ８５９（ＩｇＧ４）及びＣＮＴＯ８６
０（ＩｇＧ１）の両方の重鎖完全長配列を並べて図１に示し、残基の差異は太字で示す。
得られたＰＣＲ産物をＮｃｏＩ及びＨｉｎｄＩＩＩで消化し、ｐ１３４０と指定されたプ
ラスミドの同一の制限部位にクローン化した。得られたベクターは、マウス免疫グロブリ
ンプロモーターの一部のＣＮＴＯ８５９　ＨＣ可変領域下流を含有していた。このベクタ
ーをＸｂａ　Ｉで消化し、ベクターｐ７３０にクローン化した。得られた発現プラスミド
であるｐ２４０１は、無傷のマウス免疫グロブリンプロモーター、ＣＮＴＯ８５９　ＨＣ
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可変領域、ヒトＧ１定常領域のエクソン、及び大腸菌グアニン・ホスホリボシルトランス
フェラーゼの遺伝子を含有していた。ｐ２４０１のＨＣ可変領域を配列決定し、ＰＣＲ又
はクローニングエラーを含まないことが発見された。
【０１４９】
　ＣＮＴＯ８６０軽鎖発現プラスミドをプラスミドｐＥｅ１２ＴＦ８ＬＣＤＲ３（ＥＰ０
８３３９１１（Ｂ１））からＣＮＴＯ８５９軽鎖可変領域のポリメラーゼ連鎖反応増幅に
より調製した。得られたＰＣＲ産物をＢｇｌＩＩ及びＳａｌＩで消化し、ｐ２２８７の同
一の制限部位にクローン化した。得られたベクターは、マウスκプロモーターのＣＮＴＯ
８５９ＬＣ可変領域下流を含有していた。このベクターをＨｉｎｄＩＩＩで消化し、ベク
ターｐ９５にクローン化した。得られた発現プラスミドであるｐ２４０２（図４）は、マ
ウスκプロモーター、ＣＮＴＯ８５９ＬＣ可変領域、ヒトκ軽鎖定常部、及び大腸菌グア
ニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼの遺伝子を含有していた。ｐ２４０２のＬＣ可
変領域を配列決定し、ＰＣＲ又はクローニングエラーを含まないことが発見された。
【０１５０】
　ＣＮＴＯ８６０発現プラスミドであるｐ２４０１及びｐ２４０２を安定した発現のため
にＮＳＯ細胞にトランスフェクションした。
【０１５１】
　実施例２：変異型の産生
　抗組織因子ＡｂであるＣＮＴＯ　８６０のヒトＩｇＧｌＡｂｓのＦｃγＲ結合及びＡＤ
ＣＣ活性を増強するための、特異的なＦｃアミノ酸置換の効果が評価されており、その置
換は、Ｘｅｎｃｏｒ社に付与された米国特許出願第２００６０４８３２５０号に開示され
ている。本明細書に具体的に記載するＦｃ置換に加え、本発明は、上記の特許出願並びに
他の資料に記載される、Ａ３３０Ｌ、Ｓ２９８Ａ／Ｅ３３３Ａ／Ｋ３３４Ａ、及びＳ２３
９Ｄ／Ｉ３３２Ｅ／Ａ３３０Ｌ等の他のＦｃ置換の使用を企図する。
【０１５２】
　ＣＮＴＯ　８６０重鎖（配列番号：２）の３つの単一突然変異体（Ｉ３３２Ｅ、Ａ３３
０Ｙ、Ａ３３０Ｉ）及び３つの二重突然変異体（Ａ３３０Ｉ／Ｉ３３２Ｅ、Ｖ２６４Ｉ／
Ｉ３３２Ｅ、Ｓ２３９Ｄ／Ｉ３３２Ｅ）を、ＣＮＴＯ　８６０（配列番号：１）をコード
化するＤＮＡを変異させて調製した。残基２２６から始まるＣＮＴＯ　８６０のヒンジ及
びＦｃ領域のアミノ酸配列（非置換の配列は、野生型又はＷＴと称される）が図１に見ら
れる。変異重鎖遺伝子は、一過性トランスフェクションを経たＣＨＯ細胞又は安定トラン
スフェクションを経たラットＹＢ２／０細胞のいずれにおいても、哺乳類細胞内の正常な
ＣＮＴＯ　８６０軽鎖（配列番号：４）とともに発現した。一過性トランスフェクション
により生成物のより適切な産生が可能になるが、効果的な一過性トランスフェクションプ
ロトコルは、ＹＢ２／０細胞株に対しては確立されていない。
【０１５３】
　両ＣＨＯ及びＹＢ２／０細胞における各ＣＮＴＯ　８６０　Ｆｃ－変異体の発現により
、得られた抗体は宿主細胞に特有のグリカン（Ｎ結合型糖鎖付加）により装飾される。典
型的に、ＣＨＯ細胞は、９５％フコシル化されたＡｂを産生し、ＹＢ２／０細胞は、典型
的に、４０～６０％フコシル化されたＡｂを産生する。Ｆｃグリカンにおけるコアフコー
ス含量の低下は、ＡＤＣＣ効力を増強することが分かっている。したがって、異なる宿主
細胞からの抗体の対を評価して、アミノ酸変化並びに異なるグリカン構造により生産され
た、Ｆｃを媒介した生物活性への影響がサブ添加的、添加的、又は相乗的かどうか測定す
ることができる。
【０１５４】
　発現プラスミドの調製
　ＤＮＡ変異誘発を実行する前に、より便利な制限部位を有するシャトルベクターを、事
前に調製したセントコー（Centocor）社のプラスミドであるｐ１４８３から、ｃＤＮＡフ
ォーマットでヒトＩｇＧ１定常部コード配列の全てを含む２．４ｋｂのＳｐｅＩ－Ｈｉｎ
ｄＩＩＩ断片を、ｐＢＣ（ストラタジーン社）の３．４ｋｂのＳｐｅＩ－ＨｉｎｄＩＩＩ
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ベクター骨格に移入して調製した。得られたプラスミドをｐ４１１４と称した。次いで、
６つのＣＮＴＯ　８６０変異体のそれぞれの重鎖をコード化する発現プラスミドを２段階
プロセスで構築した。第１に、クイックチェンジＩＩ部位特異的変異誘導（QuikChange I
I Site-Directed Mutagenesis）キット（ストラタジーン社）、表３に記載したプライマ
ー、及び鋳型としてプラスミドｐ４１１４を使用して、所望の変異をｐ４１１４に導入し
た。
【０１５５】
【表４】

【０１５６】
　変異誘発の成功と及び偶発性変異の非存在は、それぞれの変異の全体の定常部コード配
列のＤＮＡ配列決定により確認された。第２に、変異誘発されたｐ４１１４シャトルベク
ター内の変更された配列にまたがる制限断片を、最終発現ベクターに導入した。ＣＨＯ細
胞発現のためのプラスミドの場合では、これは、ＣＭＶプロモーターの後ろのＣＮＴＯ８
６０重鎖の野生型をコード化する発現プラスミドであるｐ４１４５内の対応する断片の代
わりに、変異誘発されたｐ４１１４プラスミドから０．７ｋｂのＡｐａＩ－ＸｍａＩ断片
の導入を要した。得られたプラスミドの１つである、Ｉ３３２Ｅ変異体をコード化するｐ
４１５７を、ＣＮＴＯ　８６０軽鎖をコード化する、事前に調製されたプラスミドである
ｐ４１４６と共に図２に概略的に示す。ＣＨＯ発現のための他の変異体をコード化する重
鎖プラスミドは図４に記載する。
【０１５７】
　ＹＢ２／０細胞内のＣＭＶ駆動Ａｂ遺伝子の非常に低い発現の報告により、ＹＢ２／０
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細胞発現では、ＣＨＯ細胞で使用した同一のプラスミドは使用しなかった。その代わり、
高発現のマウス／ヒトキメラ抗ヒトＣＤ４抗体である、抗体ＣＮＴＯ３４１２の重鎖遺伝
子プロモーターの後ろのＣＮＴＯ　８６０重鎖をコード化する、事前に調製された発現プ
ラスミドである、ｐ２４０１内の対応する断片の代わりに変異誘発されたｐ４１１４プラ
スミドからの２．３ｋｂのＳｐｅＩ－ＳａｌＩ断片をクローン化した（ルーニー（Looney
）ＪＥら著、１９９２年、Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄ、３（４）：１９１）
。得られたプラスミドの１つである、Ｉ３３２Ｅ変異体をコード化するｐ４１４８を、Ｃ
ＮＴＯ　８６０軽鎖をコード化する、事前に調製されたプラスミドであるｐ２４０２（自
然の免疫グロブリン軽鎖遺伝子プロモーターにより発現が駆動される）と共に、図３に概
略的に示す。ＹＢ２／０発現のために他の変異体をコード化する重鎖プラスミドを表４に
記載する。
【０１５８】
【表５】

【０１５９】
　ＣＮＴＯ　８６０変異体の発現及び精製
　抗体は、一過性トランスフェクションされたＣＨＯ細胞及び安定トランスフェクション
されたＹＢ２／０細胞の単離したクローンから発現した。野生型トランスフェクションを
、表４に示す野生型重鎖及び野生型軽鎖発現プラスミドをそれぞれの適切な宿主細胞に同
時トランスフェクションすることで行った。宿主細胞に適切な野生型軽鎖プラスミドで同
時トランスフェクションしたそれぞれの異なる重鎖プラスミドを使用して、変異を移入し
た。
【０１６０】
　標準的なプロトコルにより、ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ試薬（インビトロジェン社）
を使用して、ＣＨＯ細胞の一過性トランスフェクションを実施した。安定したＹＢ２／０
トランスフェクタントを９７５ｕＦＤ、０．２ｋＶでＢｉｏＲａｄモデルを使用したエレ
クトロポレーションにより作製した。細胞を限界希釈で蒔き、抗ヒトＩｇＧ（Ｆｃ－特異
的）ＥＬＩＳＡによって単一コロニーをスクリーニングした。ラージスケールの培養後培
地から細胞上清を得て、分泌Ａｂｓを標準的なプロトコルを使用してタンパク質Ａにより
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精製した。
【０１６１】
　実施例３．変異体の活動の評価
　精製したＣＮＴＯ　８６０変異体を末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）による抗原発現標的細
胞の細胞死誘導（ＡＤＣＣ）の相対活性で評価した。標的細胞である、ＨＣＴ１１６ヒト
結腸直腸癌細胞をＡＴＣＣから得、ＤＭＥＭ－１０％加熱不活性化ＦＢＳ＋２ｍＭ　Ｌ－
グルタミン、１ｍＭのピルビン酸ナトリウム、及び０．１ｍＭの非必須アミノ酸中で培養
した。細胞を２週間継代し、対数増殖期で維持した。培養培地及びサプリメントをギブコ
（Gibco）（インビトロジェン（InVitrogen）社）から購入した。実験日に、細胞をトリ
プシン処理により除去し、２度洗浄した。細胞を培養培地で１×１０6細胞／ｍｌに調整
し、１５ｕｌのＢＡＴＤＡ蛍光標識試薬（デルフィア（Delfia）ＥｕＴＤＡ　サイトトキ
シティ（Cytotoxicity）キット内、パーキンエルマーライフサイエンス社（Perkin-Elmer
 Life Sciences））を５ｍｌの細胞に添加した（ブロムバーグ（Blomberg）Ｋら著、１９
９６年、免疫学ジャーナル（J.Immunol.）方法（Methods）１９３：１９９～２０６）。
時々振とうして、細胞を３７℃で３０分間インキュベートし、次いで、培地で２度洗浄し
た。エフェクター細胞と混合する直前に、標的細胞を遠心分離し、培養培地中の２×１０
5細胞／ｍｌで再懸濁した。エフェクター細胞であるＰＢＭＣを健康な提供者のヘパリン
添加血液から単離した。血液試料をリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で希釈し、ＰＢＭＣをＦ
ｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ（アマシャム社）の密度勾配遠心分離法により単離した。遠
心分離後、ＰＢＭＣを収集し、２度洗浄し、５％のＣＯ2で３７℃の培養培地中に一晩保
持した。翌日、ＰＢＭＣを回収し、洗浄し、１×１０7細胞／ｍｌの培地中に再懸濁した
。１００μｌの培養培地中の抗体希釈物を丸底の９６－ウェルプレートに添加した。５０
μｌのエフェクター細胞及びユウロピウム標識標的細胞を、５０：１のエフェクター細胞
対標的細胞の比率でＡｂ希釈物に添加した。エフェクター細胞及び標的細胞が互いに接触
するようにプレートを短期間遠心し、次いで、５％のＣＯ2の環境で３７℃で２時間イン
キュベートした。インキュベート後、２０μｌの上清を平底の９６ウェルプレートのウェ
ルに移し、２００μｌアリコートのユウロピウム増強試薬（デルフィア・サイトトキシテ
ィ（Delfia Cytotoxicity）キット内）をそれぞれのウェルに添加した。プレートを１０
分間振とうした後、蛍光を時間分解蛍光光度計（エンビジョンインスツルメント（EnVisi
on instrument）、パーキン－エルマー（Perkin-Elmer）社）内で測定した。特定の細胞
毒性の割合を（実験的放出－自然放出）／（最大放出－自然放出）×１００で算出した。
標的細胞をエフェクター細胞の代わりに培地でインキュベートして自然放出を決定し、１
０μｌのジギトニン（デルフィア（Delfia）ＥｕＴＤＡ　サイトトキシティ（Cytotoxici
ty）キット内）含有溶解液で標的細胞をインキュベートして最大放出（１００％溶解）を
決定した。試料は三つ組みで試験し、示す結果は、２つ又は３つの独立したの実験の代表
である。
【０１６２】
　図４は、実施したＡＤＣＣアッセイデータの代表的な一連の曲線を示す。ＣＨＯ細胞内
で産生された抗体では、ＣＨＯ細胞内に発現した単一変異体ＣＮＴＯ　８６０のＩ３３２
Ｅは、ＡＤＤＣアッセイにおいて約７倍以上強力であり、つまり、３ｎｇ／ｍｌで存在す
るＣＨＯ－ＣＮＴＯ　８６０　ＷＴは２５％の特異的溶解をもたらし、ＣＨＯ－ＣＮＴＯ
　８６０のＩ３３２Ｅは、ほんの約０．４ｎｇ／ｍｌで２５％の溶解をもたらした（図４
）。同様に、ＷＴで０．６５ｎｇ／ｍｌと比較して、０．０８ｎｇ／ｍｌが２５％の溶解
をもたらしたため、ＹＢ２／０細胞内に発現した単一変異体ＣＮＴＯ　８６０のＩ３３２
Ｅは、約８倍以上強力であった。
【０１６３】
　全ての変異体を同一条件下で比較した別の実験において、試験した変異体又はＷＴ抗体
の全てが１００％の溶解をもたらさなかったため、２５％の溶解をもたらすために必要な
抗体の濃度を比較基準（表５）として使用した。
【０１６４】
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【表６】

【０１６５】
　表５に示すデータは、ＹＢ２／０細胞内に発現した抗体の変異体が、概して、インビト
ロＡＤＣＣアッセイにおいて、ＣＨＯ細胞内に発現した同一の変異体よりも約１０倍より
強力であることを裏付けた。全体的に見て、Ｉ３３２Ｅの変異が最も大きい効果を有し、
同一の宿主株内に発現したＷＴに関して、変異が単独である又は他の変異と存在している
それぞれの変異体が、３～１０倍増加した効果を示した。他のＣＨＯ細胞内で発現させた
変異体の中で、Ａ３３０Ｙ単一変異体は、ＡＤＣＣ活性がほとんどないか、又は全く増強
していないようであり、及びＡ３３０Ｉは、ＡＤＣＣ活性を減少しているようであった。
二重変異体は、Ｉ３３２Ｅ単一変異体よりも強い効力を呈しなかったが、ＣＨＯ細胞内に
発現させた３つの二重変異体は、全てＣＮＴＯ　８６０　ＷＴよりも強い活性を呈したが
、二重変異体はＩ３３２Ｅ単一変異体以上に強い効果は示さなかった。
【０１６６】
　ＹＢ２／０細胞発現により発現させたＩ３３２Ｅ変異体も、ＣＨＯに由来する試料で見
られたものほどではないが、この宿主細胞により発現させた３つの単一変異体の中で最も
効力が強いと思われた。Ｉ３３２Ｅ、Ａ３３０Ｙ、及びＡ３３０Ｉ変異体は、それぞれ、
ＹＢ２／０細胞からのＷＴコントロールよりも数倍強い効力を呈した。ＹＢ２／０細胞内
に発現させた二重変異体は、全てＹＢ２／０－ＣＮＴＯ　８６０　ＷＴよりも５～８倍強
い活性を呈した。
【０１６７】
　これらのデータは、ＣＨＯ及びＹＢ２／０宿主細胞株を使用して産生された、それぞれ
の変異体へのＦｃグリカン構造の効果を、単独及びＦｃ領域置換と組み合わせて示す。酵
素的に脱グリコシル化したＣＮＴＯ　８６０（Ｇｎｏ）は、脱グリコシル抗体ですでに報
告されているとおり、全ての濃度において基底値での特定の溶解のみを産生した。重要な
ことは、Ｉ３３２Ｅ変異体及び低フコースグリカン構造（ＹＢ２／０産生材料）の組み合
わせは、２５％の溶解を達成するのに必要とされる濃度がＹＢ２／０－ＣＮＴＯ　８６０
　Ｉ３３２Ｅで著しく減少し（０．０８ｎｇ／ｍｌ）、ＣＨＯ宿主細胞からのＷＴ　ＣＮ
ＴＯ８６０からの効力においてほぼ１００倍減少したため、相加効果又は相乗効果さえ有
するように思われた。溶解の特定の程度を達成するのに必要なＡｂの量を減少する以外に
、Ｉ３３２Ｅ変異体は、例えば、ＹＢ２／０－ＣＮＴＯ　８６０のＩ３３２Ｅの７０％の
溶解に対し、ＹＢ２／０－ＣＮＴＯ　８６０　ＷＴは５０％の溶解であるなど、より高い
最大溶解をもたらした（図４）。
【０１６８】
　実施例４．変異体によるヒト受容体結合
　実施例２で産生した重鎖ＣＮＴＯ　８６０抗体のＦｃ変異体を使用して、ＦｃγＲＩ、
ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲＩＩＩ、及びＦｃγＲＩＶを含む、Ｆｃ受容体ガンマタイプ（Ｆ
ｃγＲ）と総称され周知のＦｃドメイン結合受容体における変化を評価した。上記のとお
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り、受容体を細胞媒介抗体機能の活性化型又は抑制型として分類することができる。
【０１６９】
　ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）ＥＬＩＳＡ－ＥＬＩＳＡ緩衝液（ＰＢＳ、ｐＨ７．４、４ｍｇ
／ｍｌ　ＢＳＡ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）中の５０μｌの１μｇ／ｍｌの組み換え
型ヒトＨｉｓタグＦＣγＲＩ（細胞外ドメイン、Ｒ＆Ｄシステムズ（R&D Systems）社、
＃１２５７－ＦＣ－０５０）の溶液をＨｉｓＧｒａｂ　９６ウェルプレート（ピアス社（
Pierce）＃１５１４２）のそれぞれのウェルに添加した（パワーズ（Powers）Ｇ．、ノー
トブック（Notebook）９００６、１６６～１６８ページ、１８０～１８１ページ）。プレ
ートを振とうして３時間インキュベートした。プレートをプレート洗浄器上で３００μｌ
の洗浄緩衝液（ＰＢＳ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）で３回洗浄した。ＣＮＴＯ８６０
抗体Ｆｃ－変異体試料の連続希釈をＥＬＩＳＡ緩衝液で作製し、ウェル当たり５０μｌの
それぞれの滴定をＦＣγＲＩ被覆プレートに２回添加した。プレートを振とうしながら１
時間インキュベートした。プレートをプレート洗浄器上で３００μｌの洗浄緩衝液で３回
洗浄した。ＥＬＩＳＡ緩衝液中のＨＲＰ標識ヤギＦ（ａｂ’）2抗ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’
）2（ジャクソン・イムノリサーチ（Jackson ImmunoResearch）社、＃１０９－０３６－
０９７）の１：１０，０００の希釈物５０μｌをそれぞれのウェルに添加した。プレート
を振とうしながら３０分間インキュベートした。プレートをプレート洗浄器上で３００μ
ｌの洗浄緩衝液で３回洗浄した。ウェル当たり５０μｌのＴＭＢ基質（ＲＤＩ社、＃ＲＤ
Ｉ－ＴＭＢＳＵ－１Ｌ）をそれぞれのウェルに添加し、５分間展開させた。反応は、１０
０μｌの０．２Ｎ硫酸を添加して停止した。プレートを、ＯＤ４５０でエンビジョン（En
Vision）社のプレートリーダーで解析した。
【０１７０】
　ＦｃγＲＩＩａ（ＣＤ３２ａ）アルファスクリーン－ニッケルアクセプタービーズ（パ
ーキンエルマー（PerkinElmer）社、＃６７６０６１９）を分析緩衝液内（ＰＢＳ、ｐＨ
７．４、４ｍｇ／ｍｌＢＳＡ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）で１：５０に希釈し、２７
．５μｌをＮｕｎｃＶ底ポリプロピレンプレート（ＶＷＲ社、＃６２４０９－１０８）の
それぞれのウェルに添加した（Ｐｏｗｅｒｓ　Ｇ．，Ｎｏｔｅｂｏｏｋ　９００６，ｐｐ
．１６９～１７５，１８２～１８５）。２．０μｇ／ｍｌの組み換え型ヒトＨｉｓタグＦ
ｃγＲＩＩａ（Ｒ＆Ｄシステムズ（R&D Systems）社、＃１３３０－ＣＤ－０５０）の溶
液を分析緩衝液内で調製し、２７．５μｌを個別のＮｕｎｃＶ底ポリプロピレンプレート
のぞれぞれのウェルに添加した。試験するＡｂをＮｕｎｃＶ底ポリプロピレンプレート内
で調製し、滴定を３０μｇ／ｍｌで開始した。２μｇ／ｍｌのビオチン化ヤギＦ（ａｂ’
）2抗ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’）2（ジャクソン・イムノリサーチ（Jackson ImmunoResearch
）社、＃１０９－０６６－０９７）の溶液を分析緩衝液で調製し、２７．５μｌを別のＮ
ｕｎｃＶ底ポリプロピレンプレートのそれぞれのウェルに添加した。ストレプトアビジン
ドナービーズ（パーキンエルマー（PerkinElmer）社、＃６７６０００２）の１：５０の
希釈溶液を分析緩衝液で調製し、２７．５μｌを別のＮｕｎｃＶ底ポリプロピレンプレー
トのそれぞれのウェルに添加した。５μｌの量のそれぞれの試薬を、低容量で非結合性の
白い３８４－ウェルプレート（コーニング（Corning）社、＃３６７３）の対応する四分
円に、アクセプタービーズ、ＦｃγＲＩＩａ、試験Ａｂ、ビオチン化した抗ヒトＩｇＧＦ
（ａｂ’）2、及びストレプトアビジンドナービーズの順序で添加した。プレートを振と
うしながら３０分間インキュベートし、エンビジョン（EnVision）社のプレートリーダー
を使用してＯＤを決定した。
【０１７１】
　ＦｃγＲＩＩｂ（ＣＤ３２ｂ）アルファスクリーン－ＦｃγＲＩＩａをＦｃγＲＩＩｂ
（Ｒ＆Ｄシステムズ（R&D Systems）社、＃１８７５－ＣＤ－０５０）で置換した以外、
上記のとおり、ＦｃγＲＩＩａに対する分析を実施した。
【０１７２】
　異なる変異体のＦｃγＲＩＩｂへの結合は、他の２つのヒト受容体との結合よりも高い
変動を呈した（表６）。より高い親和結合は、Ｓ２３９Ｄ／Ｉ３３２Ｅの二重変異体によ
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によるものであり、親和結合において、５００倍の減少であった。Ａ３３０Ｉ／Ｉ３３２
Ｅの二重突然変異体は、ＷＴと同一の親和性でＦｃγＲＩに結合したが、ＦｃγＲＩＩａ
受容体をＷＴより３０～１００倍弱く結合した。他のＦｃγＲｓへ高い結合の一方での、
ＦｃγＲＩＩｂへの結合の低下は、免疫エフェクター細胞が両方の受容体型を発現する場
合（例えば、マクロファージ）等に、より高い治療効果を提供し得るため、そのような受
容体結合プロファイルは、特に興味深いものであり得る。
【０１７３】
　ＦｃγＲＩＩＩａ（ＣＤ１６ａ）ＥＬＩＳＡ－ヒトＦｃγＲＩＩＩａ結合アッセイを、
上記のＦｃγＲＩのアッセイに類似したＥＬＩＳＡフォーマットで行った。ＥＬＩＳＡ緩
衝液（ＰＢＳ、４ｍｇ／ｍｌＢＳＡ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）中の組み換え型ヒト
ＨｉｓタグＦｃγＲＩＩＩａ（セントコー（Centocor）社で作製した細胞外領域）の２μ
ｇ／ｍｌの溶液５０μｌを、ＨｉｓＧｒａｂ　９６ウェルプレート（ピアス（Pierce）社
＃１５１４２）のそれぞれのウェルに添加した（パワーズ（Powers）Ｇ．、ノートブック
（Notebook）１０３７８、１９－２３）。プレートを室温で３時間インキュベートした。
プレートを２００μｌのスターティングブロック（Starting Block）（ピアス（Pierce）
社、＃１５１４２）で３０分間ブロック処理し、次いで、プレート洗浄器上で３００μｌ
の洗浄緩衝液（ＰＢＳ、０．０１％Ｔｗｅｅｎ－２０）で３回洗浄した。ＣＮＴＯ　８６
０テスト試料の連続希釈溶液をスターティングブロック（Starting Block）緩衝液で作製
し、ウェル当たり５０μｌのそれぞれの滴定を、ＦｃγＲＩＩＩａでコーティングされた
プレートに２回添加した。プレートを１時間インキュベートした。プレートをプレート洗
浄器上で３００μｌの洗浄緩衝液で３回洗浄した。スターティングブロック（Starting B
lock）中のＨＲＰ標識ヤギＦ（ａｂ’）２抗ヒトＩｇＧＦ（ａｂ’）（ジャクソン・イム
ノリサーチ（Jackson ImmunoResearch）社＃１０９－０３６－０９７）の１：１０，００
０の希釈物５０μｌを、それぞれのウェルに添加した。プレートを３０分間インキュベー
トした。プレート洗浄器上で３００μｌの洗浄緩衝液で３回洗浄した。ウェル当たり５０
μｌのＴＭＢ基質（ＲＤＩ社＃ＲＤＩ－ＴＭＢＳＵ－１Ｌ）をそれぞれのウェルに添加し
、３～５分間展開させた。反応は、１００μｌの０．２Ｎ硫酸を添加して停止した。プレ
ートをエンビジョン（EnVision）社のプレートリーダーを使用して、ＯＤ４５０で解析し
た。抗体濃度対ＯＤ４５０値をそれぞれのＣＮＴ　Ｏ８６０変異体でグラフ化し、０．１
４のＯＤ４５０読み取りを達成するために必要な抗体濃度をそれぞれのデータ曲線内を補
間することで確定した。
【０１７４】
　ヒトＦｃγＲＩの場合では、結果は、抗体がＣＨＯ細胞又はＹＢ２／０細胞内に発現し
たかに関わらず、重鎖の単一及び二重変異体は、抗体の親和結合に対し比較的わずかな影
響を生み出したことを示した。ＹＢ２／０に由来する変異体の結合は、概して、ＣＨＯに
由来する変異体による結合に類似し、ＦｃγＲＩがＡｂフコースレベルに敏感ではないと
いう以前の所見に一致する。Ｉ３３２Ｅ変異体は、２倍結合が増強したことを示し、Ａ３
３０Ｉ変異体は、２～３倍の結合の減少を示しているように思われ、いくつかの変異体は
、ＣＮＴＯ　８６０　ＷＴと同一の結合を示した。ヒトＦｃγＲＩ結合で分析した全ての
変異体からのデータの概要を、アッセイにおいて１．０のＯＤ値を得るために必要とされ
るＡｂの量として示し、表Ｘに示す。示した値は、ＥＬＩＳＡアッセイにおいて１．０の
ＯＤ値を得るために必要とされるＣＮＴＯ　８６０変異体の濃度（ｎｇ／ｍｌ）である。
【０１７５】
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【表７】

　Ｎ．Ｄ．＝行っていない
【０１７６】
　ヒトＦｃγＲＩＩａ結合分析（表７）からの結果は、ＷＴと同様の結合を呈するＩ３３
２Ｅ単一変異体及びＳ２３９Ｄ／Ｉ３３２Ｅ二重変異体を除き、変異体は、ＣＮＴＯ　８
６０　ＷＴよりも可溶性の組み換え型ヒトＦｃγＲＩＩａへより弱く結合したことを示し
た。しかしながら、互いに関連する異なる変異体による結合は、Ｘｅｎｃｏｒの出版で報
告されているものと同様のパターンに従い、これらの実験におけるＣＮＴＯ　８６０　Ｗ
Ｔにより認められた結合が異常に高いという可能性を少なくとも高めた。興味深いことに
、Ａ３３０Ｉ／Ｉ３３２Ｅの二重変異体は、これらの２つの試料によるＦＣγＲＩへの結
合において相違はなかったが、２００，０００のＯＤシグナルを送るためにＷＴよりも約
２０倍高い濃度で存在する必要があった。ＦｃγＲＩＩａ受容体は、単核球及びマクロフ
ァージに加え、血小板で発現するため、それへのＡｂ結合は、Ａｂ最適化効果の間に考慮
されなければならない。示した値は、ＥＬＩＳＡアッセイにおける１．０のＯＤ値を得る
ために必要とされるＣＮＴＯ　８６０変異体の濃度（ｎｇ／ｍｌ）である。
【０１７７】

【表８】

【０１７８】
　ＦｃγＲＩＩｂへの異なる変異体の結合は、他の２つのヒト受容体との結合よりも高い
変動を示した（表８）。最も強力な結合は、Ｓ２３９Ｄ／Ｉ３３２Ｅ二重変異体により約
６倍増強され、最も弱い結合は、Ａ３３０Ｉ単一変異体により結合が５００倍減少された
。ＦｃγＲＩＩａ受容体で言及したのと同様に、Ａ３３０Ｉ／Ｉ３３２Ｅ二重変異体は、
ＷＴと同一の親和性でＦｃγＲＩに結合したが、ＷＴよりも３０～１００倍弱く結合した
。他のＦｃγＲｓへ高い結合の一方での、ＦｃγＲＩＩｂへの結合の低下は、免疫エフェ
クター細胞が両方の受容体型を発現する場合（例えば、マクロファージ）等に、より高い
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あり得る。アルファスクリーン（AlphaScreen）アッセイにおいて２００，０００のＯ．
Ｄ値を得るために必要とされるＣＮＴＯ　８６０変異体の濃度（ｎｇ／ｍｌ）の値を、表
Ｘにおいて示す。
【０１７９】
【表９】

【０１８０】
　結果は、Ａ３３０Ｉ単一変異体を除き、それぞれの変異体がＣＮＴＯ　８６０　ＷＴよ
りもＦｃγＲＩＩａにより強く結合したことを示す。材料の供給が限定されているため、
一部の試料では完全な曲線は得られなかったが、ＣＨＯ細胞からのＩ３３２Ｅ変異体は、
ＣＨＯ細胞からのＷＴ（表９）よりも６倍以上結合するように思われ、ＹＢ２／０細胞か
らのＩ３３２Ｅは、ＹＢ２／０細胞からのＷＴ（表９）より約１０倍以上結合した。ＣＨ
Ｏ細胞からのＡ３３０Ｉ／Ｉ３３２Ｅ変異体は、ＣＨＯ細胞からのＷＴよりも約８倍以上
結合し、ＹＢ２／０細胞からのＡ３３０Ｉ／Ｉ３３２Ｅは、ＹＢ２／０細胞からのＷＴよ
りも６倍以上結合した。一般的に、ＹＢ２／０細胞内に発現したＡｂは、それらのＣＨＯ
由来の対照物よりも約１０倍以上結合すると思われる。ＦｃγＲＩＩａは、ＡＤＣＣアッ
セイに使用したＰＢＭＣ群における一次エフェクター細胞である、ＮＫ細胞上の唯一のＦ
ｃγＲであるため、これらの結合の結果は、確定したＡＤＣＣデータとも相関して示さな
ければならない。更に、ＦｃγＲＩＩａ結合データは、アミノ酸置換をＹＢ２／０細胞か
らの低フコースグリカン構造と組み合わせるときの相加／相乗効果を示して、ＡＤＣＣデ
ータを裏付ける。例えば、ＣＨＯ細胞からのＩ３３２Ｅは、ＣＨＯ細胞からのＷＴよりも
６倍以上結合し、ＹＢ２／０からのＷＴは、ＣＨＯからのＷＴよりも約３倍以上結合し、
ＹＢ２／０細胞からのＩ３３２Ｅは、ＣＨＯからのＷＴよりも約３０以上倍結合する。ヒ
トＦｃγＲＩＩａ結合で分析した全ての試料の概要を表９に示す。示した値は、ＥＬＩＳ
Ａアッセイにおいて、０．１４のＯ．Ｄ値を得るために必要とされるＣＮＴＯ　８６０変
異体の濃度（ｎｇ／ｍｌ）である。
【０１８１】
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【表１０】

【０１８２】
　実施例５：変異体によるマウス受容体結合
　組み換え型マウスＦｃγＲを使用して、実施例２で産生されたＣＮＴＯ８６０抗体Ｆｃ
変異体の結合親和性において変異体を評価した。
【０１８３】
　市販される組み換え型ポリヒスチジンタグ化マウスＦｃγＲ、ＦｃγＲＩＩ、ＦｃγＲ
ＩＩＩ、及びＦｃγＲＩＶ（Ｒ＆Ｄシステムズ（R&D Systems）社）をＰＢＳで１μｌ／
ｍｌに希釈し、１００μｌ／ウェルを銅でコーティングしたプレート（ピアス社（Pierce
））に４℃で一晩捕捉した。プレートを洗浄緩衝液（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０２％
Ｔｗｅｅｎ－２０）で３回洗浄した。２００μｌ／ウェルのＳｕｐｅｒＢｌａｃｋ（ピア
ス社（Pierce））を使用して、非特異性結合を室温で１５分間ブロックした。プレートを
上記のとおり３回洗浄した。ＰＢＳ中に連続希釈されたＣＮＴＯ　８６０野生型抗体及び
変異抗体は、室温で１時間１００μｌ／ウェルの量で結合させた。結合していないｍＡｂ
を除去するために、上記のとおりプレートを３回洗浄した。室温で１時間インキュベート
したＰＢＳ中で１：５，０００に希釈したのＨＲＰ標識ヤギＦ（ａｂ’）2抗ヒトＩｇＧ
Ｆ（ａｂ’）2（ジャクソン・イムノリサーチ社（Jackson ImmunoResearch））を１００
μｌ／ウェル使用して、プレートに結合させた受容体に結合したＣＮＴＯ　８６０変異体
を検出した。プレートを上記のとおり洗浄緩衝液を使用して５回洗浄し、ＴＭＢ　Ｓｔａ
ｂｌｅ　Ｓｔｏｐ基質（フィツジェラルド・インダストリーズ社（Fitzgerald Industrie
s））を１００μｌ／ウェル使用して展開し、０．５Ｍ　ＨＣｌで停止させた。吸光度を
４５０ｎｍで検出した。
【０１８４】
　ＣＮＴＯ　８６０変異体は、５～１０倍弱い結合のＣＮＴＯ　８６０　ＷＴより５～１
０倍高い親和性結合の範囲でマウスＦｃγＲ結合における変化を示した。ＯＤ450（結合
材料）対濃度としてプロットされたとき、４つのマウスＦｃ受容体のそれぞれに結合した
ＣＮＴＯ　８６０　ＷＴ、ＣＮＴＯ　８６０Ｉ３３２Ｅ、及びＣＮＴＯ　８６０のＡ３３
０Ｉ／Ｉ３３２Ｅのデータは、典型的なＳ字型結合曲線を生じた（データは表示せず）。
【０１８５】
　それぞれの変異体の相対的結合親和性を要約し比較すると、１．０のＯＤ読み取り値（
「ＥＣOD1」）を得るために必要とされる濃度は、結合曲線から補間された（表１０に示
す）。全ての結合アッセイは、コーティングしたＥＩＡプレート上で捕獲した組み換え型
可溶性受容体を用いた、ＥＬＩＳＡフォーマットであった。示した値は、１．０のＯ．Ｄ
．値をもたらすために必要とされるＣＮＴＯ　８６０変異体の濃度（ｎｇ／ｍｌ）である
。１．０のＯＤは、全ての試料の反応曲線の線形部分に対応する濃度として選択された。
【０１８６】
　概して、異なる変異体による相対結合は、ヒト受容体で認められたパターンに従う傾向
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があり、例えば、Ｉ３３２Ｅ変異体はＦｃγＲＩ及びＦｃγＲＩＩの両方に２～４倍更に
結合し（それぞれ、ヒトＦｃγＲＩ及びＦｃγＲＩＩｂ）、Ａ３３０Ｙは、ＦｃＲＩＩ並
びにＷＴに結合するが、Ａ３３０Ｉはより弱い結合である。注目すべき例外の１つは、抑
制型マウス受容体ＦｃγＩＩにＷＴと同様に強く、又はそれよりも強く結合するのに対し
、抑制型ヒト受容体であるＦｃγＲＩＩｂに実質的にＷＴよりも弱く結合する、Ａ３３０
Ｉ／Ｉ３３２Ｅ変異体である。ＷＴに相対するＩ３３２Ｅによる抑制型マウス受容体Ｆｃ
ＲＩＩへの増強した結合は、マウスＦｃγＲＩＩＩ及びＦｃγＲＩＶで認められた増強の
程度（３～６倍）に類似し、後に活性化する受容体への増強した結合の有益な効果は、免
疫細胞が両方の受容体型を発現するときに、抑制型受容体により増強した結合によって相
殺し得る可能性を高めるという見解は興味深い。
【０１８７】
【表１１】

【０１８８】
　実施例２で産生した変異体を使用した実施例３～５における実験的所見の概要：
　ＣＮＴＯ　８６０に対し、本明細書に記載する特定のＣＮＴＯ　８６０配列変異は、Ｆ
ｃγＲＩＩｂ抑制型受容体の親和性の減少を示し、抑制受容体への結合は、Ａｂの有効性
を減少することが認められているため、それは、生体内のより高い有効性をもたらし得る
。特に、ＹＢ２／０細胞内に発現したＡ３３０Ｉ変異体は、ＦｃγＲＩＩａへの結合をほ
んの適度に減少（８×）させ、ＦｃγＲＩへの結合をほんのわずかに減少（２×）させ、
ＮＫ媒介のＡＤＣＣにおける活性をわずかに増加（２～３×）させながら、ＦｃγＲＩＩ
ｂへの結合を著しく減少（５００×）させた。したがって、低フコースグリカンと結合し
たアミノ酸変異体の相加効果は、修飾のみで同一のＡｂよりも強力にＡｂ変異体を産出し
た。
【０１８９】
　Ａ３３０Ｉ変異体及びＩ３３２Ｅ変異体を混合する効果は、Ｆｃエンジニアリングにお
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いて新しい方法であり、ＦｃγＲＩの高い親和性を維持するＡｂ変異体を産出し、記載し
たＡＤＣＣ分析において活性を約１０倍増強させたが（ＦｃγＲＩＩＩａ親和性に関連し
て）、実質的に、抑制受容体ＦｃγＲＩＩｂの親和性を減少させたことを示した。そのよ
うなＦｃγＲ結合プロファイルは、マクロファージ様細胞が生体内の関連する免疫エフェ
クター細胞であるときに、明白な利点を提供し得る。

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図３Ａ】
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