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(57)【要約】
本発明は、ＴＹＲＰ１に特異的なマウス抗体であるＴＡ９９に匹敵するか、またはそれよ
り高い親和性でヒトＴＹＲＰ１抗原に結合する、完全ヒト抗体およびキメラ抗体を提供す
る。本発明は、これらの抗体をコードし、そして発現するポリ核酸および宿主細胞をさら
に提供する。本発明はまた、有効量の抗体を単独あるいは抗癌剤または抗癌処置と組み合
わせてのいずれかで投与することによって、哺乳動物において、ＴＹＲＰ１の活性を調節
する方法、癌細胞の増殖を処置する方法、および悪性黒色腫を処置する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
解離定数ＫＤを０．１ｘ１０－９Ｍから１．６ｘ１０－９Ｍの範囲にてヒトＴＹＲＰ１（
配列番号２８）に特異的に結合するモノクローナル抗体であって、ＫＤは実験室の周囲温
度（２０℃－２５℃）において表面プラスモン共鳴により決定される、モノクローナル抗
体。
【請求項２】
　０．１ｘ１０－９Ｍから０．８ｘ１０－９Ｍの範囲のＫＤを有する、請求項１に記載の
抗体。
【請求項３】
　配列ＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮ（配列番号１）を有するＣＤＲＨ１、配列ＷＩＮＴＮＴＧＮ
ＰＴＹＡＱＧＦＴＧ（配列番号２）を有するＣＤＲＨ２、配列ＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹ（配
列番号３）を有するＣＤＲＨ３、配列ＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡ（配列番号４）を有するＣ
ＤＲＬ１、配列ＤＡＳＮＲＡＴ（配列番号５）を有するＣＤＲＬ２、および配列ＱＱＲＳ
ＮＷＬＭＹＴ（配列番号６）を有するＣＤＲＬ３を含む、請求項１または２の抗体。
【請求項４】
アミノ酸配列：
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＮＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＮＷＬＭＹＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１６）を含むＶ
Ｌおよびアミノ酸配列：
ＱＶＱＬＶＱＳＧＳＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＣＭＧＷＩＮＴＮＴＧＮＰＴＹＡＱＧＦＴＧＲＦＶＦＳＭＤＴＳＶＳＴＡＹ
ＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＩＹＹＣＡＰＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（
配列番号１３）を含むＶＨ、またはアミノ酸配列：
ＱＶＱＬＶＱＳＧＳＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＳＭＧＷＩＮＴＮＴＧＮＰＴＹＡＱＧＦＴＧＲＦＶＦＳＭＤＴＳＶＳＴＡＹ
ＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＩＹＹＣＡＰＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（
配列番号１４）を含むＶＨ
を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項５】
　完全なヒトまたはキメラ抗体である、請求項１～４のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項６】
　完全なヒト抗体である、請求項１～５のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項７】
　ヒト定常領域を含む、請求項１～６のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項８】
　重鎖定常領域がヒトＩｇＧ１またはその誘導体である、請求項１～７のいずれか１項に
記載の抗体。
【請求項９】
　（ｉ）配列番号２９の重鎖および配列番号３２の軽鎖、または
　（ｉｉ）配列番号３０の重鎖および配列番号３２の軽鎖
を含む、請求項１～８のいずれか１項に記載の抗体。
【請求項１０】
　配列番号２９の２つの重鎖および配列番号３２の２つの軽鎖を含む、請求項１～９のい
ずれか１項に記載の抗体。
【請求項１１】
　配列番号３０の２つの重鎖および配列番号３２の２つの軽鎖を含む、請求項１～１０の
いずれか１項に記載の抗体。
【請求項１２】
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　ヒトＴＹＲＰ１に特異的に結合する、請求項１～１１のいずれか１項に記載の抗体のい
ずれかのフラグメント。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれか１項に記載の抗体またはフラグメントをコードする核酸配列
を含む、単離されたポリ核酸。
【請求項１４】
　コードされた抗体またはフラグメントが発現され得るように、発現制御要素に操作可能
に連結された請求項１３に記載のポリ核酸を含む発現ベクター。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の発現ベクターを含む組換え細胞であって、請求項１～１２のいずれ
か１項に記載の抗体またはフラグメントを産生することができる、組換え細胞。
【請求項１６】
　抗体またはフラグメントが産生されるように請求項１５に記載の組換え細胞を培養し、
そして抗体またはフラグメントを培養物から回収することによって産生される抗体または
フラグメント。
【請求項１７】
　請求項１～１２または１６のいずれか１項に記載の抗体またはフラグメントを、医薬的
に許容可能なキャリア、希釈剤、または賦形剤と共に含む、医薬組成物。
【請求項１８】
　請求項１～１２または１６のいずれか1項に記載の抗体および追加の抗癌剤を含む製品
、あるいは治療において同時使用、分離使用または連続使用による併用治療。
【請求項１９】
　請求項１８に記載の製品であり、抗癌剤がデカルバジンである製品。
【請求項２０】
　薬剤として使用するための、請求項１～１２または１６のいずれか１項に記載の抗体ま
たはフラグメント。
【請求項２１】
　癌の処置において使用するための、請求項１～１２または１６のいずれか１項に記載の
抗体またはフラグメント。
【請求項２２】
　前記癌が悪性黒色腫である、請求項１９に記載の抗体またはフラグメント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　相互参照
　本出願は、２００８年３月１２日に出願された米国仮出願番号第６１／０６９１９９号
の利益を主張する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、ヒトチロシナーゼ関連タンパク質－１（ＴＹＲＰ１）に特異的な、そのフラ
グメントまたは部分を含むヒト抗体およびキメラ抗体に関する。その抗体は、癌細胞の増
殖を処置するために使用され、単独または抗腫瘍剤または抗腫瘍処置と組み合わせて使用
されることができる。
【背景技術】
【０００３】
　ｇｐ７５としても知られるヒトチロシナーゼ関連タンパク質－１（ＴＹＲＰ１）（特許
文献１）（配列番号２８）は、メラニン生合成に関与するメラノソーム膜糖タンパク質で
ある。それは、メラノサイトのメラノソーム内で主に見出され、メラノサイトおよびヒト
黒色腫の細胞表面で発現されることもまた見出される。
【０００４】



(4) JP 2011-516041 A 2011.5.26

10

20

30

40

50

　ＴＹＲＰ１抗原は、高度に免疫原性である。ＴＹＲＰ１に対する抗体およびＴ細胞が、
黒色腫患者において同定されている。細胞性反応および体液性反応の両方が、インビボで
黒色腫を除くのに有効であることが明らかである。黒色腫反応性Ｔ細胞の養子免疫伝達（
ａｄｏｐｔｉｖｅ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）もまた、腫瘍の後退をもたらす。ＴＹＲＰ１ワク
チンによって誘発される抗体反応もまた、動物において黒色腫の増殖および転移を阻害す
ることができた。
【０００５】
　小分子阻害剤、化学療法、ワクチンを含む免疫療法（例えば、特許文献２）、遺伝子療
法／免疫刺激剤、および血管新生阻害剤を含む黒色腫のための様々な治療選択肢が研究さ
れてきたが、今のところ、黒色腫を有する患者のための効果的な治療法は存在しない。こ
の満たされていない医学的必要性のための新しい治療法の開発が、非常に必要とされてい
る。
【０００６】
　動物研究は、抗体ＴＡ９９の発見をもたらした。ＴＡ９９（ＩｇＧ２ａ）は、ヒトおよ
びマウスのＴＹＲＰ１に特異的なマウスモノクローナル抗体（ＭＡｂ）であり、インビボ
でヒト黒色腫皮下に局在する。非特許文献１および特許文献３を参照のこと。ＴＡ９９処
置は、マウスにおいて腫瘍の増殖および転移を阻害した。非特許文献２を参照のこと。
【０００７】
　ＴＡ９９で処置されたマウスは、しばしば毛髪の色を消失し（色素脱失）、これは、皮
膚におけるメラノサイトの破壊を示唆する。Ｆｃ受容体介在性のエフェクター活性化は、
ＴＡ９９によって標的化された細胞の除去において重要な役割を果たすようだ。ＴＡ９９
の抗腫瘍効果は、ＦｃＲノックアウトマウスにおいて劇的に低減された。非特許文献３を
参照のこと。しかしながら、ＴＡ９９のマウス性質（ｍｕｒｉｎｅ　ｎａｔｕｒｅ）は、
それが免疫原性の潜在的な問題のためにヒトにおける治療薬としての使用から排除され得
ること、さらに、その下流免疫エフェクター機能を活性化する能力が制限され得ることを
意味する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第９１／１４７７５号パンフレット
【特許文献２】米国特許第６１６８９４６号明細書
【特許文献３】米国特許第４７９８７９０号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｗｅｌｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：
４２００－４２０４（１９８７）
【非特許文献２】Ｔａｋｅｃｈｉら、Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２：１８３７－
４２（１９９６）
【非特許文献３】Ｃｌｙｎｅｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９
５：６５２－６５６（１９９８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　したがって、黒色腫の処置に有効な代替的抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する必要性が存在す
る。本発明は、黒色腫の処置に有効な代替的抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する。
【００１１】
　さらに、当該分野において知られているそれらの抗体と比較して、ＴＹＲＰ１に対して
改良された結合親和性を有する代替的抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する必要性が存在する。本
発明は、当該分野において知られているそれらの抗体と比較して、ＴＹＲＰ１に対して改
良された結合親和性を有する代替的抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する。
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【００１２】
　さらに、ヒトにおける低減された免疫原性および抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）のよ
うな下流免疫エフェクター機能を活性化する改良された能力を有する代替的抗ＴＹＲＰ１
抗体を提供する必要性が存在する。本発明は、当該分野において知られているそれらの抗
体と比較して、ヒトにおける低減された免疫原性および抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）
のような下流免疫エフェクター機能を活性化する改良された能力を有するキメラ抗ＴＹＲ
Ｐ１抗体およびヒト抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する。
【００１３】
　また、タンパク質の誤った折り畳みおよび不正確なプロセシングの低減による改良され
た安定性を有する代替的抗ＴＹＲＰ１抗体を提供する必要性も残る。本発明の好ましい抗
体は、タンパク質の誤った折り畳みおよび不正確なプロセシングの低減による改良された
安定性を有する。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、黒色腫抗原ＴＹＲＰ１（配列番号２８）に結合する、ヒトモノクローナル抗
体およびキメラモノクローナル抗体、ならびにそのフラグメントに関する。
【００１５】
　本発明の１つの実施形態は、実験室の周囲温度（２０℃－２５℃）において０．１×１
０－９Ｍ～１．６×１０－９Ｍの範囲の解離定数ＫＤでヒトＴＹＲＰ１に特異的に結合す
るモノクローナル抗体であり、ここで、前記ＫＤ値は、表面プラスモン共鳴によって決定
される。本発明の他の実施形態において、モノクローナル抗体は、キメラ抗体またはヒト
抗体である。ヒトＴＹＲＰ１に特異的に結合する能力を保持する、そのような抗体のフラ
グメントは、そのようなフラグメントについての解離定数は特定された範囲ではないが、
本発明の一部である。
【００１６】
　本発明の別の実施形態において、モノクローナル抗体は、約０．１×１０－９ないし１
．２ｘ１０－９Ｍ、約０．１ｘ１０－９Ｍないし約０．８ｘ１０－９Ｍ、約０．１ｘ１０
－９Ｍないし約０．４ｘ１０－９Ｍ、約０．２ｘ１０－９Ｍないし約１．２ｘ１０－９Ｍ
、約０．２ｘ１０－９Ｍないし約０．８ｘ１０－９Ｍ、約０．２ｘ１０－９Ｍないし０．
４ｘ１０－９Ｍ、約０．２ｘ１０－９Ｍないし約０．３ｘ１０－９Ｍ、あるいは約０．２
８ｘ１０－９ＭのＫＤでヒトＴＹＲＰ１に結合する。
【００１７】
　本発明の１つの実施形態は、配列ＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮ（配列番号１）を有するＣＤＲ
Ｈ１、配列ＷＩＮＴＮＴＧＮＰＴＹＡＱＧＦＴＧ（配列番号２）を有するＣＤＲＨ２、配
列ＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹ（配列番号３）を有するＣＤＲＨ３、配列ＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬ
Ａ（配列番号４）を有するＣＤＲＬ１、配列ＤＡＳＮＲＡＴ（配列番号５）を有するＣＤ
ＲＬ２、および配列ＱＱＲＳＮＷＬＭＹＴ（配列番号６）を有するＣＤＲＬ３を含む、Ｔ
ＹＲＰ１に結合する抗体またはそのフラグメントであり、ここで、前記抗体は、前記ＣＤ
Ｒ配列のうちの１つの範囲内にアミノ酸置換をさらに含む。別の実施形態において、前述
のＣＤＲは、ＣＤＲ配列のうちの１つにおいてアミノ酸置換を有さない。さらに別の実施
形態において、前述のＣＤＲを有する抗体は、０．１×１０－９Ｍ～１．５×１０－９Ｍ
の範囲の解離定数ＫＤでヒトＴＹＲＰ１に特異的に結合する。
【００１８】
　本発明の別の実施形態において、配列ＧＦＮＩＫＤＹＦＬＨ（配列番号７）を有するＣ
ＤＲＨ１、配列ＷＩＮＰＤＮＧＮＴＶＹＤＰＫＦＱＧ（配列番号８）を有するＣＤＲＨ２
、配列ＤＹＴＹＥＫＡＡＬＤＹ（配列番号９）を有するＣＤＲＨ３、配列ＲＡＳＧＮＩＹ
ＮＹＬＡ（配列番号１０）を有するＣＤＲＬ１、配列ＤＡＫＴＬＡＤ（配列番号１１）を
有するＣＤＲＬ２、および配列ＱＨＦＷＳＬＰＦＴ（配列番号１２）を有するＣＤＲＬ３
を含む、ＴＹＲＰ１に特異的に結合する抗体またはそのフラグメントは、前記ＣＤＲ配列
のうちの１つの範囲内にアミノ酸置換をさらに含む。別の実施形態において、前述のＣＤ
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Ｒ（配列番号７～１２）は、アミノ酸置換を有さない。
【００１９】
　本発明の別の実施形態は、ＴＹＲＰ１に結合し、配列：
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＮＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＮＷＬＭＹＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号１６）を有する
ＶＬ、および：
ＱＶＱＬＶＱＳＧＳＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＣＭＧＷＩＮＴＮＴＧＮＰＴＹＡＱＧＦＴＧＲＦＶＦＳＭＤＴＳＶＳＴＡＹ
ＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＩＹＹＣＡＰＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（
配列番号１３）または
ＱＶＱＬＶＱＳＧＳＥＬＫＫＰＧＡＳＶＫＩＳＣＫＡＳＧＹＴＦＴＳＹＡＭＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＱＧＬＥＳＭＧＷＩＮＴＮＴＧＮＰＴＹＡＱＧＦＴＧＲＦＶＦＳＭＤＴＳＶＳＴＡＹ
ＬＱＩＳＳＬＫＡＥＤＴＡＩＹＹＣＡＰＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（
配列番号１４）
のＶＨ配列を含む、抗体またはそのフラグメントである。
【００２０】
　本発明の別の実施形態は、配列番号２９の重鎖および配列番号３２の軽鎖、または配列
番号３０の重鎖および配列番号３２の軽鎖を含む。
【００２１】
　１つの実施形態において、抗体は、配列番号２９の２つの重鎖および配列番号３２の２
つの軽鎖を含む、または配列番号３０の２つの重鎖および配列番号３２の２つの軽鎖を含
む。そのような抗体のＴＹＲＰ１結合フラグメントは、本発明の一部である。
【００２２】
　本発明はまた、そのような抗体およびその一部をコードする単離されたＤＮＡに関する
。本発明の他の実施形態は、抗体またはそのフラグメントをコードするヌクレオチド配列
を含む単離されたポリ核酸、発現配列に連結された前記ヌクレオチド配列を含む発現ベク
ター、または前記発現ベクターを含む組換え宿主細胞、あるいは組換え宿主細胞またはそ
の子孫を含み、ここで、前記細胞は抗体またはそのフラグメントを発現する。本発明のさ
らに別の実施形態は、前記細胞を、抗体またはそのフラグメントの発現を可能にする条件
下で培養することを含む、抗体またはそのフラグメントを産生または精製する方法である
。
【００２３】
　さらに、本発明は、全て哺乳動物において、有効量の抗体を投与することによって、癌
細胞の増殖を阻害する方法および黒色腫を処置する方法に関する。本発明の１つの実施形
態は、前述の抗体またはそのフラグメントを薬剤として使用することである。さらに別の
実施形態において、前述の抗体またはそのフラグメントは、悪性黒色腫を含むがそれに限
定されない、癌の処置において使用される。
【００２４】
　別の実施形態において、本発明は、癌を処置するための薬剤の製造のための、本発明の
抗体の使用を提供する。好ましい実施形態において、癌は悪性黒色腫である。
【００２５】
　抗体は、単独で、あるいは抗腫瘍剤または抗腫瘍処置と組み合わせて使用され得る。本
発明の１つの実施形態は、前述の抗体をさらなる抗癌剤または抗癌処置と組み合わせて使
用することである。さらに別の実施形態において、抗癌剤はダカルバジンである。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明は、ＴＹＲＰ１抗原に特異的なヒト抗体およびキメラ抗体、およびそのフラグメ
ント、ならびにその抗体をコードする単離または精製されたポリヌクレオチド配列を提供
する。本発明の抗体は、固形腫瘍および非固形腫瘍を含む腫瘍性疾患を処置するため、お
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よび過剰増殖性疾患の処置のために使用されることができる。用語抗体は、他に注記が無
い限り、ＴＹＲＰ１に結合するフラグメントを含む。本明細書中での結合パラメータは、
異なる大きさのために異なる結合パラメータを必然的に有するフラグメントではなく、全
長抗体に対するものである。
【００２７】
　天然に存在する抗体は、典型的には２つの同一の重鎖および２つの同一の軽鎖を含み、
各軽鎖は、鎖内ジスルフィド結合によって重鎖に共有結合される。複数のジスルフィド結
合が、２つの重鎖を互いにさらに連結する。本明細書中で使用される用語「抗体」は、４
つのポリペプチド鎖、２つの重（Ｈ）鎖、およびジスルフィド結合によって相互に結合さ
れた２つの軽（Ｌ）鎖を含む免疫グロブリン分子を含む。個々の鎖は、同様の大きさ（１
１０～１２５個のアミノ酸）および構造を有するが、異なる機能を有するドメインに折り
畳まることができる。
【００２８】
　軽鎖は、１つの可変ドメイン（ＶＬとして本明細書中で略される）および／または１つ
の定常ドメイン（ＣＬとして本明細書中で略される）を含むことができる。抗体（免疫グ
ロブリン）の軽鎖は、カッパ（Κ）軽鎖またはラムダ（λ）軽鎖のいずれかである。本明
細書中で使用される表現ＶＬは、Κ型軽鎖（ＶΚ）から、およびλ型軽鎖（Ｖλ）からの
両方の可変領域を含むことが意図される。軽鎖定常領域は、１つのドメインＣＬからなる
。
【００２９】
　重鎖はまた、１つの可変ドメイン（ＶＨとして本明細書中で略される）および／または
抗体のクラスまたはアイソタイプに依存して、３つまたは４つの定常ドメイン（ＣＨ１、
ＣＨ２、ＣＨ３、およびＣＨ４）（ＣＨとして本明細書中で略される）を含むことができ
る。ヒトにおいて、アイソタイプは、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭで
あり、ＩｇＡおよびＩｇＧはさらにサブクラスまたはサブタイプ（ＩｇＡ１～２およびＩ
ｇＧ１～４）に分類される。本発明は、前述のクラスまたはサブクラス（アイソタイプ）
のいずれかの抗体を含む。ヒトＩｇＧ１は、本発明の抗体にとって好ましいアイソタイプ
である。
【００３０】
　一般的に、可変ドメインは、抗体によって、特に抗原結合部位の位置においてかなりの
アミノ酸配列変異性を示す。超可変領域または相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる３つ
の領域が、ＶＬおよびＶＨの各々において見出され、それらは、フレームワーク領域（Ｆ
Ｒ）と呼ばれるより変化しない領域によって支持される。アミノ酸は、Ｋａｂａｔ規則（
Ｋａｂａｔら、Ａｎｎ．ＮＹ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．１９０：３８２－９３（１９７１）；
Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，第５版，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａ
ｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎ
ｏ．９１－３２４２（１９９１））に従って特定のＣＤＲ領域またはドメインに割り当て
られる。各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端まで以下の順：ＦＲ１－Ｃ
ＤＲ１－ＦＲ２－ＣＤＲ２－ＦＲ３－ＣＤＲ３－ＦＲ４で配列された３つのＣＤＲおよび
４つのＦＲからなる。
【００３１】
　ＶＬおよびＶＨドメインからなる抗体の一部は、Ｆｖ（可変フラグメント）と表わされ
、抗原結合部位を構成する。単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）は、ＶＬドメインおよびＶＨドメイン
を１つのポリペプチド鎖上に含有する抗体フラグメントであり、ここで、１つのドメイン
のＮ末端および他方のドメインのＣ末端は、柔軟なリンカーによって結合され（例えば、
米国特許第４９４６７７８（Ｌａｄｎｅｒら）、ＷＯ　８８／０９３４４（Ｈｕｓｔｏｎ
ら）、ＷＯ　９２／０１０４７（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら）を参照のこと）は、バクテリ
オファージのような可溶性組換え遺伝子表示パッケージの表面でのｓｃＦｖフラグメント
の表示を記載する。
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【００３２】
　単鎖抗体を産生するために使用されるペプチドリンカーは、ＶＬおよびＶＨドメインの
適切な３次元折り畳みが起こることを確実にするように選択される柔軟なペプチドである
ことができる。リンカーは、一般的に１０～５０個のアミノ酸残基である。好ましくは、
リンカーは、１０～３０個のアミノ酸残基である。より好ましくは、リンカーは、１２～
３０個のアミノ酸残基である。最も好ましくは、リンカーは、１５～２５個のアミノ酸残
基である。そのようなリンカーペプチドの例は、（Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓ
ｅｒ）３を含む。
【００３３】
　「単離された抗体」は、（１）成分の混合物から部分的に、実質的に、または完全に精
製された抗体、（２）その自然環境の成分から、同定ならびに分離および／または回収さ
れた抗体、（３）モノクローナルな抗体、（４）同じ種の他のタンパク質を含まない抗体
、（５）異なる種からの細胞によって発現される抗体、または（６）天然に存在しない抗
体である。その自然環境の混入成分は、抗体の診断的使用または治療的使用を妨げ得、酵
素、ホルモン、および他のタンパク様または非タンパク様溶質を含み得る。単離された抗
体の例は、親和精製された抗体、ハイブリドーマまたは他の細胞株によってインビトロで
作製された抗体、およびトランスジェニックマウス由来のヒト抗体を含む。
【００３４】
　本明細書中で使用される用語「モノクローナル抗体」は、実質的に均質な抗体の個体群
から得られた抗体を示し、例えば、個体群を含む個々の抗体は、予想される天然に存在す
る突然変異または存在し得る小さな翻訳後の変異以外は、実質的に同一である。モノクロ
ーナル抗体は、高度に特異的であり、単一の（決定基またはエピトープとしても知られる
）抗原部位に対して向けられる。さらに、異なる決定基に対して向けられる異なる抗体を
典型的には含み慣習的な（ポリクローナル）抗体調製物と対照的に、各モノクローナル抗
体は、抗原上の単一の決定基に対して向けられる。修飾語句「モノクローナル」は、抗体
の実質的に均質な個体群から得られる抗体の特性を示し、特定の方法による抗体の産生を
必要とすると解釈されるべきではない。
【００３５】
　本明細書中で使用される用語「抗体」はまた、重鎖および／または軽鎖の一部が、特定
の種に由来する抗体における対応する配列と同一であるか、または相同であり、あるいは
、特定の抗体のクラスまたはサブクラスに属し、一方その鎖の残りの部分が、別の種（例
えば、マウスまたはラット）に由来する抗体における対応する配列と同一であるか、また
は相同であり、あるいは別の抗体のクラスまたはサブクラスに属す「キメラ」抗体（免疫
グロブリン）、ならびにそのような抗体のフラグメントを、それらが所望の生物学的活性
を示す限り含む。例えば、Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８１：６８５１－６８５５（１９８４）を参照のこと。したがって、本発明は
、例えば、キメラ重鎖および／またはキメラ軽鎖を含むキメラ抗体を含む。キメラ重鎖は
、本明細書中に記載される重鎖可変（ＶＨ）領域、または非ヒト抗体の重鎖定常領域に融
合するその突然変異体または変異体のいずれかを含み得る。キメラ軽鎖は、本明細書中に
記載される軽鎖可変（ＶＬ）領域、または非ヒト抗体の軽鎖定常領域に融合するその突然
変異体または変異体のいずれかを含み得る。
【００３６】
　本明細書中で使用される用語「ヒト抗体」は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列
（Ｋａｂａｔら（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，第５版，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　
ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａ
ｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２に記載される）に対応する可変領域および定常領域を有
する抗体を含む。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞系列の免疫グロブリン配列によって
コードされていないアミノ酸残基（例えば、インビトロでのランダムまたは部位特異的変
異誘発によって、またはインビボでの体細胞突然変異によって導入された変異）を、例え
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ば、ＣＤＲ中に含み得る。ヒト抗体は、アミノ酸残基、例えば、ヒト生殖細胞系列の免疫
グロブリン配列によってコードされていない活性増強アミノ酸残基で置き換えられた少な
くとも１つの位置を有することができる。しかしながら、本明細書中で使用される用語「
ヒト抗体」は、マウスのような他の哺乳動物種の生殖細胞系列に由来するＣＤＲ配列がヒ
トフレームワーク配列上に移植された抗体を含むことを意図しない。
【００３７】
　表現「組換えヒト抗体」は、宿主細胞中にトランスフェクトされた組換え発現ベクター
を使用して発現された抗体、組換え・組み合わせヒト抗体ライブラリーから単離された抗
体、ヒト免疫グロブリン遺伝子トランスジェニックである動物から単離された抗体のよう
な、組換え手段によって調製、発現、作製、または単離されたヒト抗体、あるいは、ヒト
免疫グロブリン遺伝子配列の他の配列へのスプライシングを起こす任意の他の手段によっ
て調製、発現、作製、または単離された抗体を含む。そのような組換えヒト抗体は、ヒト
生殖細胞系列免疫グロブリン配列に由来する可変領域および定常領域を有する（Ｋａｂａ
ｔら、上記を参照のこと）。
【００３８】
　Ｆｃ（結晶化フラグメント）は、一対の重鎖定常ドメインを含む抗体の一部またはフラ
グメントについての表示である。例えば、ＩｇＧ抗体において、ＦｃはＣＨ２およびＣＨ
３ドメインを含む。ＩｇＡまたはＩｇＭ抗体のＦｃは、ＣＨ４ドメインをさらに含む。Ｆ
ｃは、Ｆｃ受容体結合、補体介在性細胞毒性およびＡＤＣＣの活性化と関連する。複数の
ＩｇＧ様タンパク質の複合体であるＩｇＧおよびＩｇＭのような抗体について、複合体形
成は、Ｆｃ定常ドメインを必要とする。
【００３９】
　したがって、本発明の抗体は、限定されないが、天然に存在する抗体、抗体、ヒト抗体
、ヒト化抗体、組換えヒト抗体、モノクローナル抗体、消化フラグメント、抗体模倣物を
含むか、または抗体または特定のフラグメントまたはその一部の構造および／または機能
を模倣する抗体の一部を含み、各々少なくとも１つのＣＤＲを含有するその特定の部分お
よび変異体を含む。機能的フラグメントは、ＴＹＲＰ１抗原に結合する抗原結合フラグメ
ントを含む。例えば、ＴＹＲＰ１またはその一部に結合することができ、かつ本発明によ
って採用される抗体フラグメントは、鎖内ジスルフィド結合が損傷を受けていない（Ｆａ
ｂ’）２のような二価フラグメント、ＶＬ　ＣＬ　ＶＬ　ＣＨ１ドメインからなる抗体の
フラグメントを意味し、（例えば、パパイン消化によって）重鎖ヒンジ領域を保持しない
Ｆａｂ（フラグメント、抗原結合）、重鎖ヒンジ領域を保持するｆａｂ、（例えば、プラ
スミン消化による）ｆａｃｂ、Ｆ（ａｂ’）２、ジスルフィド結合を欠くＦａｂ’、（例
えば、ペプシンまたはプラスミン消化による）ｐＦｃ’、（例えば、ペプシン消化、部分
的還元、および再配列による）Ｆｄ、およびＦｖまたは（例えば、分子生物学技術による
）ｓｃＦｖのような一価フラグメントを含む。抗体フラグメントはまた、例えば、ドメイ
ン欠失抗体、線状抗体、単鎖抗体、ｓｃＦｖ、単一ドメイン抗体、多価単鎖抗体、抗原と
特異的に結合する二重特異性抗体、三重特異性抗体などを含む抗体フラグメントから形成
された多特異性抗体を含むことが意図される。
【００４０】
　ヒンジ領域は、抗体のＦａｂ部分およびＦｃ部分を分離し、互いに対しての、およびＦ
ｃに対してのＦａｂの移動性を提供し、そして２つの重鎖の共有結合のための複数のジス
ルフィド結合を含む。
【００４１】
　本発明の抗体またはそのフラグメントは、ＴＹＲＰ１に対して特異的である。抗体特異
性とは、抗原の特定のエピトープに対する抗体の選択的認識を示す。本発明の抗体または
そのフラグメントは、単一特異性、二重特異性、または多特異性であることができる。二
重特異性抗体（ＢｓＡｂ）は、２つの異なる抗原結合特性または抗原結合部位を有する抗
体である。多特性抗体は、２つより多い抗原結合特異性または抗原結合部位を有する。抗
体が１つより多い特異性を有する場合、認識されたエピトープは、単一の抗原と、または
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１つより多い抗原と関連することができる。したがって、本発明は、ＴＹＲＰ１に対する
少なくとも１つの特異性を有する、２つの異なる抗原に結合する二重特異性抗体またはそ
のフラグメントを提供する。
【００４２】
　本発明は、ＴＹＲＰ１に特異的な単離された抗体またはそのフラグメントを提供する。
ＴＹＲＰ１タンパク質は、哺乳動物のタンパク質であり、好ましくはヒトのタンパク質で
ある。特に好ましい実施形態では、本発明の抗体はヒトのＴＹＲＰ１とネズミのＴＹＲＰ
１の両方に結合することができ[Ｓｈｉｂａｈａｒａら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．　１４（６）　２４１３－２４２７（１９８６）]、従って臨床前試験および臨
床試験に有効である。本発明の抗体は、以下の活性のうちの１つ以上が可能である、すな
わち、（１）ＴＹＲＰ１に対して排他的に高い親和性結合を示すこと、および（２）イン
ビトロおよびインビボで腫瘍の成長を阻害すること。
【００４３】
　本発明の抗体またはそのフラグメントの、ＴＹＲＰ１に対する特異性は、親和性および
／またはアビディティに基づいて決定されることができる。抗体との抗原の解離について
の平衡定数（ＫＤ）によって表わされる親和性は、抗原決定基と抗体結合部位との間の結
合強度を測定する。
【００４４】
　本発明の抗体またはそのフラグメントはまた、その結合特性が、直接的突然変異、親和
性成熟の方法、ファージディスプレー、または鎖シャッフリンングによって変更または改
良された抗体またはそのフラグメントを含む。親和性および特異性は、ＣＤＲを突然変異
させること、および所望の特性を有する抗原結合部位をスクリーニングすることによって
、変更または改良されることができる（例えば、Ｙａｎｇら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，
（１９９５）２５４：３９２－４０３を参照のこと）。ＣＤＲは、種々の方法で突然変異
される。１つの方法は、個々の残基または残基の組み合わせを、他の同一な抗原結合部位
の個体群において、全ての２０個のアミノ酸が特定の位置に見出されるように任意抽出す
ることである。あるいは、突然変異は、変異性ＰＣＲ法によってＣＤＲ残基の範囲に対し
て誘発される（例えば、Ｈａｗｋｉｎｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，（１９９２）２２
６：８８９－８９６を参照のこと）。例えば、重鎖および軽鎖可変領域遺伝子を含有する
ファージディスプレーベクターは、Ｅ．ｃｏｌｉの突然変異誘発株において増殖されるこ
とができる（例えば、Ｌｏｗら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，（１９９６）２５０：３５９
－３６８を参照のこと）。これらの変異誘発の方法は、当業者に公知の多くの方法の例示
である。
【００４５】
　置換変異体を生成するための簡便な方法は、ファージディスプレーを使用する親和性成
熟である。簡単には、いくつかのＣＤＲ領域部位が、各部位において全ての起こりうるア
ミノ酸置換を生成するように突然変異される。このように生成された抗体変異体は、各粒
子内のＭ１３パッケージの第ＩＩＩ遺伝子産物との融合物として、線状ファージ粒子から
一価の様式で表示される。ファージディスプレーされた変異体は、次いで、本明細書中に
開示されるようにそれらの生物学的活性（例えば、結合親和性、特異性、ＩＣ５０、ＥＣ
５０、ＫＤ）についてスクリーニングされる。変更のための候補ＣＤＲ領域部位を同定す
るために、アラニンスキャンニング変異誘発が、抗原結合に顕著に寄与するＣＤＲ領域残
基を同定するために実施されることができる。代替的に、または追加的に、ＣＤＲが可変
領域に操作可能に連結されながら、またはＣＤＲが他の可変領域配列と独立でありながら
のいずれかで、ランダム変異誘発法が、１つ以上の残基位置において１つ以上のＣＤＲ配
列に対して実施され得、次いで、変更されたＣＤＲが組換えＤＮＡ技術を使用して可変領
域に戻される。いったんそのような変異体抗体が生成および発現されると、変異体のパネ
ルが本明細書中に記載されるスクリーニングに供され、１つ以上の関連するアッセイにお
いてより優れた性質を有する抗体がさらなる開発のために選択され得る。
【００４６】
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　本明細書中に記載されるように、本明細書中に明確に記載される抗体に加えて、他の「
実質的に相同な」変更された抗体が、当業者に周知の様々な組換えＤＮＡ技術を利用して
容易に設計および製造されることができる。例えば、フレームワーク領域は、いくつかの
アミノ酸置換、末端および中間の付加および欠失などによって、一次構造レベルで天然の
配列と異なり得る。さらに、種々の異なるヒトフレームワーク領域は、本発明のヒト化免
疫グロブリンの基礎として単独または組み合わせて使用され得る。一般的に、遺伝子の変
更は、部位特異的突然変異誘発のような、種々の周知技術によって容易に達成され得る。
【００４７】
　本発明は、記載された全長抗ＴＹＲＰ１抗体の可変領域または超可変領域のアミノ酸配
列と実質的に同じアミノ酸配列を有するＴＹＲＰ１結合ポリペプチドを含む。実質的に同
じアミノ酸配列は、本明細書中で、ＰｅａｒｓｏｎおよびＬｉｐｍａｎ（Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８８）８５：２４４４－８）に従うＦＡＳＴＡ検
索方法によって決定されるように、別のアミノ酸配列に対して少なくとも７０％、好まし
くは少なくとも約８０％、およびより好ましくは少なくとも約９０％、９５％、９６％、
９７％、９８％、または９９％相同な配列として定義される。
【００４８】
　本発明の抗体またはそのフラグメントは、表１に記載されるＣＤＲのアミノ酸配列から
なる群から選択される、１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、および／または６つの相補性決
定領域（ＣＤＲ）を有するヒト抗体を含む。
【００４９】
　別の実施形態において、本発明の抗体またはそのフラグメントは、以下に概説される２
０Ｄ７または２０Ｄ７Ｓの重鎖可変領域および／または２０Ｄ７または２０Ｄ７Ｓの軽鎖
可変領域を有することができる。２０Ｄ７および２０Ｄ７Ｓは、本発明の特に好ましい抗
体である。これらの抗体は、ヒトＶＨおよびＶＬフレームワーク領域（ＦＲ）ならびにヒ
トＣＤＲを有する。
【００５０】
　本発明は、本明細書中に開示される任意の変異体を含む、ＶＨ領域のいずれか１つまた
はその一部、またはＶＨ　ＣＤＲのいずれか１つを含む抗ＴＹＲＰ１抗体重鎖をコードす
る核酸配列を含む。本発明はまた、本明細書中に開示される任意の変異体を含む、ＶＬ領
域のいずれか１つまたはその一部、またはＶＬ　ＣＤＲのいずれか１つを含む抗ＴＹＲＰ
１抗体軽鎖をコードする核酸配列を含む。
【００５１】
　本発明の抗体の各ドメインは、重鎖または軽鎖可変ドメインを有する完全抗体であり得
、または天然に存在するドメインの機能的等価体、または突然変異体、または誘導体、あ
るいは例えばＷＯ　９３／１１２３６（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら）に記載される技術のよう
な技術を使用してインビトロで構築された合成ドメインであり得る。例えば、少なくとも
１個のアミノ酸を欠く抗体可変ドメインに対応するドメインと一緒に結合することは可能
である。また、本発明に含まれるのは、ＣＤＲ配列のうちの１つにおいて１つ以上のアミ
ノ酸が、置換、突然変異、または欠失した抗体である。重要な特徴的特性は、各ドメイン
の相補的ドメインと結合して抗原結合部位を形成する能力である。したがって、用語可変
重鎖および可変軽鎖フラグメントは、特異性に対する重大な影響を有さないＣＤＲに対す
る変異体を含む変異体を除くものと解釈されるべきではない。
【００５２】
　本発明の抗体は、当該分野において公知の方法によって産生され得る。このような方法
は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７（１
９７５）、およびＣａｍｐｂｅｌｌ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　Ｒｏｄｅｎｔ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ、Ｂｕｒｄｏ
ｎら編、Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｕｍｅ　１３，Ｅｌｓｅｖｉ
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ｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ（１９８５）によっ
て記載される免疫学的方法、ならびにＨｕｓｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７５－
１２８１（１９８９）によって記載される組換えＤＮＡ法を含む。
【００５３】
　抗体フラグメントは、全抗体を切断することによって、またはフラグメントをコードす
るＤＮＡを発現することによって産生されることができる。抗体のフラグメントは、Ｌａ
ｍｏｙｉら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　５６：２３５－２４３（１９８３）
およびＰａｒｈａｍ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３１：２８９５－２９０２（１９８３）に
よって記載される方法によって調製され得る。そのようなフラグメントは、Ｆａｂフラグ
メントまたはＦ（ａｂ’）２フラグメントの１つまたは両方を含有し得る。そのようなフ
ラグメントはまた、単鎖フラグメント可変領域抗体、すなわち、ｓｃＦｖ、二重特異性抗
体、または他の抗体フラグメントを含有し得る。そのような機能的等価体を産生する方法
は、ＰＣＴ出願ＷＯ　９３／２１３１９、欧州特許出願第２３９４００号、ＰＣＴ出願Ｗ
Ｏ　８９／０９６２２、欧州特許出願第３３８７４５号、および欧州特許出願ＥＰ３３２
４２４に開示される。
【００５４】
　ベクターの形質転換および本発明の抗体の発現のための好ましい宿主細胞は、哺乳動物
細胞、例えば、ＮＳＯ細胞（非分泌（０）マウス骨髄腫細胞）、２９３細胞、およびＣＨ
Ｏ細胞、ならびにリンパ腫細胞、骨髄腫細胞、またはハイブリドーマ細胞のようなリンパ
系由来の他の細胞株である。酵母のような他の真核細胞宿主が代替的に使用されることが
できる。
【００５５】
　形質転換された宿主細胞は、炭素（グルコースまたはラクトースのような炭水化物）、
窒素（アミノ酸、ペプチド、タンパク質、またはペプトン、アンモニウム塩などのそれら
の分解産物）、および無機塩類（硫酸塩、リン酸塩、および／またはナトリウム、カリウ
ム、マグネシウム、およびカルシウムの炭酸塩）の同化可能な供給源を含有する液体培地
において当該分野に公知の方法によって培養される。例えば、培地はさらに、例えば、鉄
、亜鉛、マンガンなどの痕跡元素のような成長促進物質をさらに含有する。
【００５６】
　酵母において遺伝子構築物を発現することが所望される場合、酵母における使用のため
に好適な選択遺伝子は、酵母プラスミドＹＲｐ７中に存在するｔｒｐ１遺伝子である。Ｓ
ｔｉｎｃｈｃｏｍｂら、Ｎａｔｕｒｅ，２８２：３９（１９７９）、Ｋｉｎｇｓｍａｎら
、Ｇｅｎｅ，７：１４１（１９７９）。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプトファンで増殖する能
力を欠く突然変異株、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６またはＰＥＰ４－１についての選
択マーカーを提供する。Ｊｏｎｅｓ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，８５：１２（１９７７）。酵母
宿主細胞ゲノム中のｔｒｐ１病変の存在は、次いで、トリプトファンの不在下での増殖に
よる形質転換を検出するのに効果的な環境を提供する。同様に、Ｌｅｕ２欠損酵母株（Ａ
ＴＣＣ　２０，６２２または３８，６２６）は、Ｌｅｕ２遺伝子を担持する公知のプラス
ミドによって補完される。
【００５７】
　本発明の抗体は、硫酸アンモニウムまたは硫酸ナトリウムによる沈降、その後の生理食
塩水に対する透析、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィーま
たはイオンアフィニティクロマトグラフィー、ならびにゲル濾過またはゾーン電気泳動を
含む、当該分野において公知のいかなる方法によっても単離または精製され得る。本発明
の抗体のための精製の好ましい方法は、プロテインＡアフィニティクロマトグラフィーで
ある。
【００５８】
　ヒト抗体をコードするＤＮＡは、ＣＤＲ以外の、対応するヒト抗体領域およびヒト由来
ＣＤＲをコードするＤＮＡから実質的または排他的に由来する、ヒトの定常領域および可
変領域をコードするＤＮＡを組み合わせることによって調製されることができる。
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【００５９】
　抗体のフラグメントをコードするＤＮＡの好適な供給源は、ハイブリドーマ細胞および
脾臓細胞のような全長抗体を発現する任意の細胞を含む。フラグメントは、抗体等価物と
してそれら自身で使用され得るか、または上記に記載されるような等価物へと組換えられ
得る。この節において記載されるＤＮＡ欠失および組換えは、周知の方法によって実行さ
れ得る。ＤＮＡの別の供給源は、当該分野において知られているような抗体のファージデ
ィスプレーライブラリーである。本発明の例示された抗体は、ハイブリドーマ技術によっ
て免疫化マウスから作製された。
【００６０】
　あるいは、本発明は、発現配列、プロモーター配列、およびエンハンサー配列に操作可
能に連結された既に記載されたポリヌクレオチド配列を含有する発現ベクターを提供する
。細菌のような原核生物系および限定されないが、酵母および哺乳動物の細胞培養系を含
む真核生物系における抗体ポリペプチドの効果的な合成のための種々の発現ベクターが開
発されている。本発明のベクターは、染色体、非染色体、および合成ＤＮＡ配列のセグメ
ントを含むことができる。
【００６１】
　任意の好適な発現ベクターが使用されることができる。例えば、原核生物系クローニン
グベクターは、ｃｏｌＥ１、ｐＣＲ１、ｐＢＲ３２２、ｐＭＢ９、ｐＵＣ、ｐＫＳＭ、お
よびＲＰ４のようなＥ．ｃｏｌｉ由来のプラスミドを含む。原核生物系ベクターはまた、
Ｍ１３および他の線状単鎖ＤＮＡファージのようなファージＤＮＡ誘導体を含む。酵母に
おいて有用なベクターの例は、２μプラスミドである。哺乳動物細胞における発現のため
に好適なベクターは、上述されるような機能的哺乳動物ベクターと機能的プラスミドおよ
びファージＤＮＡとの組み合わせに由来する、ＳＶ－４０の周知の誘導体、アデノウイル
ス、レトロウイルス由来ＤＮＡ配列、およびシャトルベクターを含む。
【００６２】
　さらなる真核生物系発現ベクターが当該分野において公知である（例えば、Ｐ．Ｊ．Ｓ
ｏｕｔｈｅｒｎおよびＰ．Ｂｅｒｇ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．１：３２７－
３４１（１９８２）、Ｓｕｂｒａｍａｎｉら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１：８５４
－８６４（１９８１）、ＫａｕｆｍａｎｎおよびＳｈａｒｐ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１
５９：６０１－６６４（１９８２）、Ｓｃａｈｉｌｌら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８０：４６５４－４６５９（１９８３）、ならびにＵｒｌａｕｂおよ
びＣｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４２１６－４
２２０（１９８０））。
【００６３】
　本発明において有用な発現ベクターは、発現されるＤＮＡ配列またはフラグメントに操
作可能に連結される少なくとも１つの発現制御配列を含有する。制御配列は、クローニン
グされたＤＮＡ配列の発現を制御および調節するためにベクター中に挿入される。有用な
発現制御配列の例は、ｌａｃ系、ｔｒｐ系、ｔａｃ系、ｔｒｃ系、ファージλの主要なオ
ペレーター領域およびプロモーター領域、ｆｄコートタンパク質の制御領域、酵母の解糖
プロモーター、例えば、３－ホスホグリセリン酸キナーゼについてのプロモーター、酵母
の酸ホスファターゼのプロモーター、例えば、酵母α－接合因子のプロモーターであるＰ
ｈｏ５、ならびにポリオーマ、アデノウイルス、レトロウイルス、およびシミアンウイル
スに由来するプロモーター、例えば、ＳＶ４０の初期プロモーターおよび後期プロモータ
ー、ならびに原核細胞または真核細胞の遺伝子の発現を制御することが知られている他の
配列およびそれらのウイルスまたはそれらの組み合わせである。
【００６４】
　本発明はまた、前述された発現ベクターを含有する組換え宿主細胞を提供する。本発明
の抗体は、ハイブリドーマ以外の細胞株において発現されることができる。本発明による
ポリペプチドをコードする配列を含む核酸は、好適な哺乳動物宿主細胞の形質転換のため
に使用されることができる。
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【００６５】
　特定の好みの細胞株は、高レベルの発現、目的のタンパク質の構成的発現、および宿主
タンパク質からの最小の混入に基づいて選択される。発現のための宿主として利用可能な
哺乳動物細胞株は、当該分野において周知であり、限定されないが、ＮＳＯ細胞（非分泌
（０）マウス骨髄腫細胞）、マウス骨髄腫細胞、チャイニーズハイスター卵巣（ＣＨＯ）
細胞、胎仔ハムスター腎像（ＢＨＫ）細胞、および他の多くのもののような多くの不死化
細胞株を含む。好適なさらなる真核細胞は、酵母および他の真菌を含む。有用な原核生物
宿主は、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＳＧ－９３６、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨＢ　１０１、Ｅ．ｃｏ
ｌｉ　Ｗ３１１０、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｘ１７７６、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｘ２２８２、Ｅ．ｃｏｌ
ｉ　ＤＨＩ、およびＥ．ｃｏｌｉ　ＭＲＣｌのようなＥ．ｃｏｌｉ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ
ａｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓのようなＢａｃｉｌｌｕｓ、およびＳｔｒｅ
ｐｔｏｍｙｃｅｓを含む。
【００６６】
　これらの本発明の組換え宿主細胞は、抗体またはそのフラグメントの発現を可能にする
条件下で細胞を培養し、宿主細胞または宿主細胞を囲む培地から抗体またはそのフラグメ
ントを精製することによって抗体またはそのフラグメントを産生するために使用されるこ
とができる。組換え宿主細胞における分泌のための発現された抗体またはフラグメントの
標的化は、シグナルまたは分泌リーダーペプチドコード配列を目的の抗体コード遺伝子の
５’末端に挿入することによって容易にされることができる（Ｓｈｏｋｒｉら、（２００
３）Ａｐｐｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６０（６）：６５４－６４
，Ｎｉｅｌｓｅｎら、Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．（１９９７）１０：１－６およびｖｏｎ　Ｈｅ
ｉｎｊｅら、（１９８６）Ｎｕｃｌ．ＡｃｉｄｓＲｅｓ．１４：４６８３－４６９０を参
照のこと）。これらの分泌リーダーペプチド要素は、原核生物配列または真核生物配列の
いずれかに由来することができる。したがって、安定した、分泌リーダー配列が使用され
、それはポリペプチドのＮ－末端に連結されて、そのポリペプチドの宿主細胞細胞質ゾル
からの移動および培地中への分泌をさせるアミノ酸である。
【００６７】
　本発明の抗体は、さらなるアミノ酸残基に融合されることができる。そのようなアミノ
酸残基は、おそらく単離を促すためのペプチドタグであることができる。特定の器官また
は組織への抗体のホーミングのための他のアミノ酸残基もまた企図される。
【００６８】
　本発明における抗体の調製のための別の実施形態は、挿入されたゲノムを産生するヒト
抗体の実質的な部分を有し、かつ、内因性の抗体の産生を欠くようにされたトランスジェ
ニック動物における本発明による抗体をコードする核酸の発現である。トランスジェニッ
ク動物は、限定されないが、マウス、ヤギ、およびウサギを含む。本発明の１つのさらな
る実施形態は、搾乳期の間のポリペプチドの分泌のための、例えば、動物の乳腺における
抗体コード遺伝子の発現を含む。
【００６９】
　哺乳動物に有効量の抗体を投与することによって、哺乳動物において腫瘍成長を処置す
る方法もまた、本発明によって提供される。本発明によって処置されるべき好適な腫瘍は
、好ましくはＴＹＲＰ１を発現する。いかなる特定の機構にも束縛されることを意図しな
いが、本発明の方法は、悪性黒色腫を含む癌細胞の増殖の処置を提供する。本発明の文脈
における「処置」または「処置する」は、原因となる状態または疾患または障害と関連す
る望ましくない生理学的変化の進行を阻害すること、遅らせること、緩和すること、また
は逆転させること、状態の臨床症状を改善すること、あるいは状態の臨床症状の発現を予
防することを含む、治療的処置を意味する。有益な臨床結果または所望の臨床結果は、限
定されないが、検出可能であるか検出不可能であるかにかかわらず、症状の緩和、疾患ま
たは障害の程度の縮小、疾患または障害の安定化（すなわち、疾患または障害が悪くなら
ない場合）、疾患または障害の進行の遅延または遅くすること、疾患または障害の改善ま
たは緩和、ならびに疾患または障害の寛解（部分的であるか全体的であるかに関わらない
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）を含む。「処置」はまた、処置を受けない場合に期待される生存に比べて生存を延長す
ることも意味することができる。処置を必要とするものは、既に疾患を有するものを含む
。１つの実施形態において、本発明は薬剤として使用されることができる。
【００７０】
　用語「黒色腫」は、限定されないが、黒色腫、転移性黒色腫、メラノサイトまたはメラ
ノサイト関連母斑細胞のいずれかに由来する黒色腫、悪性黒色腫、黒色上皮腫、黒色肉腫
、原位置の黒色腫、表在拡大型黒色腫、モジュラー黒色腫、黒子悪性黒色腫、末端部黒子
黒色腫、侵襲性黒色腫、ならびに家族性非定形母斑および黒色腫（ＦＡＭ－Ｍ）症候群を
含む。本発明の１つの実施形態において、黒色腫は、癌の特定の形態である。別の実施形
態において、黒色腫は悪性であることができる。本発明の１つの実施形態は、以下に記載
されるように、本明細書において記載される抗ＴＹＲＰ１抗体を第一の黒色腫を処置する
ために使用することであり得る。別の実施形態において、本明細書中に記載される抗ＴＹ
ＲＰ１抗体は、転移性黒色腫のための一次治療であり得、すなわち、それらは、新たに診
断された転移性黒色腫の処置の第一段階において使用され得る。
【００７１】
　本発明の方法において、本発明の治療有効量の抗体が、それを必要とする哺乳動物に投
与される。本明細書中に記載されるような障害の処置のための、本発明の組成物の有効な
投与量は、処置が予防的であるか治療的であるかにかかわらず、投与手段、標的部位、患
者がヒトであるか動物であるかにかかわらない患者の生理学的状態、投与される他の薬物
を含む、多くの異なる因子に依存して異なる。本明細書中で使用される用語投与するは、
求められる結果を達成することができる任意の方法によって本発明の抗体を哺乳動物に送
達することを意味する。それらは、例えば、静脈内に、または筋肉内に投与されることが
できる。本発明のヒト抗体はヒトに投与されるために特に有用であるが、それらは、他の
哺乳動物にも同様に投与されることができる。本明細書中で使用される用語哺乳動物は、
限定されないが、ヒト、実験用動物、家庭用ペット、および家畜を含むことが意図される
。治療有効量は、哺乳動物に投与された場合に、腫瘍成長を阻害するような所望の治療効
果を生成するのに有効な本発明の抗体の量を意味する。処置投与量は、安全性および有効
性を最適化するために、当業者に公知の所定の方法を使用して滴定され得る。
【００７２】
　本発明の医薬組成物は、本発明の抗ＴＹＲＰ１抗体の「治療有効量」を含み得る。「治
療有効量」は、必要な投与量および期間で、所望の治療結果を達成するのに有効な量を意
味する。抗体の治療有効量は、疾患の状態、個体の年齢、性別、および体重のような因子
、ならびに抗体の能力または個体において所望の反応を引き起こす抗体部分によって異な
り得る。治療有効量はまた、治療的に有効な効果が、抗体または抗体部分の毒性または有
害作用を上回る量である。投薬養生法は、最適な所望の反応（例えば、治療的反応または
予防的反応）を提供するために調整され得る。
【００７３】
　そのような疾患の同定は、十分に当業者の能力と知識の範囲内である。例えば、悪性黒
色腫を患うヒト個体または臨床的に重篤な症状を発症する危険のあるヒト個体は、本発明
の抗ＴＹＲＰ１抗体の投与に適している。
【００７４】
　本発明の抗ＴＹＲＰ１抗体は、治療的処置のために、悪性黒色腫を患う患者に腫瘍また
は病態の進行を阻害または低減するのに十分な量で投与される。進行は、腫瘍または病態
の成長、侵襲性、転移、および／または再発を含む。これを遂行するのに適した量は、治
療有効投与量と定義される。この使用のために有効な量は、疾患の重篤度および患者自身
の免疫系の全体的な状態に依存するだろう。投薬スケジュールもまた、疾患の状態および
患者の状況によって異なり、典型的には、単一ボーラス投薬または持続注入から（例えば
、４～６時間毎の）一日あたり複数回の投与まで、または処置する医師および患者の状態
によって指示されるように変動するだろう。本発明の抗体の治療有効量についての、例示
的な、非限定的範囲は、０．１～５０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは３～３５ｍｇ／ｋｇ、
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そしてより好ましくは５～２０ｍｇ／ｋｇである。投与量および投与頻度は、患者を処置
する医師によって決定され、そして１ｍｇ／ｋｇ未満～１００ｍｇ／ｋｇを超える連日投
与、１週あたり３回、１週に１回、２週ごとに１回、またはそれより少ない頻度の投与量
を含み得る。投与あたりの投与量は、１～１００ｍｇ／ｋｇ、２～７５ｍｇ／ｋｇ、また
は５～６０ｍｇ／ｋｇの範囲であり得る。しかしながら、本発明がいずれの特定の投与量
にも限定されないことが注意されるべきである。
【００７５】
　本発明の実施形態において、抗ＴＹＲＰ１抗体は、１種以上の他の抗腫瘍性薬剤と組み
合わせて投与されることができる。化学療法剤、放射線、またはそれらの組み合わせのよ
うな任意の好適な抗腫瘍性薬剤が使用されることができる。抗腫瘍性薬剤は、アルキル化
剤または代謝拮抗物質であることができる。アルキル化剤の例は、限定されないが、シス
プラチン、シクロホスファミド、メルファラン、およびダカルバジン（ＤＴＩＣ）を含む
。インビボ研究は、２０Ｄ７をダカルバジン（ＤＴＩＣ）と組み合わせて投与することが
、ヒト６２４ｍｅｌ異種移植片に対して、単一療法に比べて強い抗腫瘍活性を実証するこ
とを示す。本発明の１つの実施形態において、本明細書中に記載される抗ＴＹＲＰ１抗体
は、ダカルバジンと組み合わせて与えられる。代謝拮抗物質の例は、限定されないが、ド
キソルビシン、ダウノルビシン、パクリタキセル、イリノテカン（ＣＰＴ－１１）、およ
びトポテカンを含む。抗腫瘍性薬剤が放射線である場合、放射線の供給源は、処置される
患者に対して外側（外部ビーム照射療法－ＥＢＲＴ）または内側（近接照射療法－ＢＴ）
のいずれかであることができる。投与される抗腫瘍性薬剤の投与量は、例えば、薬剤のタ
イプ、処置される腫瘍のタイプおよび重篤度、ならびに薬剤の投与経路を含む、数多くの
因子に依存する。しかしながら、本発明がいかなる特定の投与量にも限定されないことが
強調されるべきである。
【００７６】
　本発明において、任意の好適な方法または経路が、本発明の抗ＴＹＲＰ１抗体を投与す
るために、そして場合により抗腫瘍性薬剤および／または他の受容体のアンタゴニストと
同時投与するために使用されることができる。本発明により利用される抗腫瘍性薬剤養生
法は、患者の腫瘍性状態の処置に最も適していると考えられる任意の養生法を含む。異な
る悪性腫瘍は、特定の抗腫瘍抗体および特性の抗腫瘍性薬剤の使用を必要とし得、それは
患者ごとに決定されるだろう。投与の経路は、例えば、経口投与、静脈内投与、腹腔内投
与、皮下投与、または筋肉内投与を含む。非経口経路が好ましい。しかしながら、本発明
がいかなる特定の投与の方法または経路にも限定されないことは強調されるべきである。
【００７７】
　本発明の別の態様において、本発明の抗ＴＹＲＰ１抗体は、化学的または生合成的に１
種以上の抗腫瘍性薬剤または抗血管形成薬剤に連結されることができる。
【００７８】
　本発明は、検出可能なシグナル生成因子が抗体に結合体化される診断系において、例と
して抗腫瘍性薬剤、他の抗体または受容体（例えば、放射線標識されたアイソトープ）を
含む、標的部分または受容体部分に連結された抗ＴＹＲＰ１抗体をさらに企図する。
【００７９】
　予防または処置の目的のための哺乳動物において使用される場合、本発明の抗ＴＹＲＰ
１抗体が、医薬的に許容可能なキャリアをさらに含む組成物の形態で投与されるだろうこ
とは理解される。好適な医薬的に許容可能なキャリアは、例えば、水、生理食塩水、リン
酸緩衝生理食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノールなどのうちの１種以上、
ならびにそれらの組み合わせを含む。医薬的に許容可能なキャリアは、結合タンパク質の
保存期間または有効性を増強する湿潤剤または乳化剤、保存剤、あるいは緩衝剤のような
少量の補助物質をさらに含むことができる。注射の組成物は、当該分野において周知であ
るように、哺乳動物への投与後の活性成分の素早い、持続した、または遅延した放出を提
供するために処方されることができる。
【００８０】
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　さらに、本発明の範囲内に含まれるのは、当該分野において周知の研究法または診断法
のための、本発明の抗体のインビボおよびインビトロでの使用である。診断法は、本発明
の抗体を含有するキットを含む。
【００８１】
　１つの実施形態において、本発明は、ＴＹＲＰ１に特異的なヒトモノクローナル抗体ま
たはそのフラグメントである。別の実施形態において、本発明は、ＴＹＲＰ１に特異的な
キメラモノクローナル抗体またはそのフラグメントである。別の実施形態において、抗体
のＣＤＲ領域は、ＣＴＡ９９のＣＤＲ領域と同一である。異なる実施形態において、抗体
のＣＤＲ領域は、２０Ｄ７または２０Ｄ７ＳのＣＤＲ領域と同一である。
【００８２】
　１つの実施形態において、抗体は、本明細書中に記載される表面プラスモン共鳴によっ
て測定されるように、実験室の周囲温度（２０℃－２５℃）において１．７×１０－４１
／ｓ（ｓｅｃ－１、１／秒）～５×１０－４１／ｓの解離速度定数（Ｋｄまたはｋｏｆｆ

）でＴＹＲＰ１に結合する。別の実施形態において、抗体は、１．７×１０－４１／ｓ～
３．５×１０－４１／ｓのＫｄまたはｋｏｆｆでＴＹＲＰ１に結合する。さらなる実施形
態において、抗体は、同じ条件下で２０Ｄ７、２０Ｄ７Ｓ、またはＣＴＡ９９について決
定された解離速度定数の１０％以内の、表面プラスモン共鳴によって測定された解離速度
定数でＴＹＲＰ１に結合する。
【００８３】
　本発明の１つの実施形態は、表１および表２におけるＣＤＲからなる群から選択される
１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、ＴＹＲＰ１に特異的なモノクローナル抗体
またはそのフラグメントを含む。別の実施形態において、本発明は、配列：ＲＡＳＱＳＶ
ＳＳＹＬＡ（配列番号４）を有する軽鎖ＣＤＲ１領域を有する、ＴＹＲＰ１に特異的なモ
ノクローナル抗体またはそのフラグメントである。別の実施形態において、本発明は、配
列：ＲＹＳＳＳＷＹＬＤＹ（配列番号３）を有する重鎖ＣＤＲ３領域を有する、ＴＹＲＰ
１に特異的なモノクローナル抗体またはそのフラグメントである。異なる実施形態におい
て、本発明は、（ｉ）２０Ｄ７、２０Ｄ７Ｓ、およびＣＴＡ９９からなる群から選択され
る軽鎖可変領域、および（ｉｉ）２０Ｄ７、２０Ｄ７Ｓ、およびＣＴＡ９９からなる群か
ら選択される重鎖可変領域を含む、モノクローナル抗体またはそのフラグメントである。
別の実施形態において、本発明は、（ｉ）ＣＴＡ９９の軽鎖可変領域、（ｉｉ）ＣＴＡ９
９の重鎖可変領域、および（ｉｉｉ）ヒト免疫グロブリンＧ１（ｈＩｇＧ１）定常領域を
含む、ＴＹＲＰ１に特異的なモノクローナル抗体またはそのフラグメントである。
【００８４】
　本発明の別の実施形態は、既に記載されるいずれかの実施形態の抗体またはそのフラグ
メントの有効量を哺乳動物に投与することを含む、哺乳動物において癌を処置する方法で
ある。本発明はまた、悪性黒色腫を処置する方法も提供する。本発明によって提供される
別の処置方法は、本発明の抗体またはそのフラグメントを使用することと、さらなる抗癌
剤または抗癌処置を施すことを合わせる。１つの処置方法において、抗癌剤はダカルバジ
ン（ＤＴＩＣ）である。
【００８５】
　本明細書中に開示される原理の変化が、当業者によってなされ得ることは理解および期
待されるべきであり、そして、そのような変更が本発明の範囲内に含まれることが意図さ
れる。
【００８６】
　本明細書中で言及された全ての文献は、全体として援用される。
【実施例】
【００８７】
　以下の実施例は、本発明をさらに例示するが、決して本発明の範囲を制限すると解釈さ
れるべきではない。しかしながら、それらは、決して本発明の広い範囲を限定するものと
して解釈されるべきではない。ベクターおよびプラスミドの構築、そのようなベクターお
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よびプラスミド中へのポリペプチドをコードする遺伝子の挿入、宿主細胞中へのプラスミ
ドの導入、ならびに遺伝子および遺伝子産物の発現およびその決定において利用される方
法のような従来の方法の詳細な説明は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら、（１９８９）Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第２版、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓを含む数多く
の出版物から得られることができる。
【００８８】
　動物および細胞株
　ＳＫｍｅｌ２８、ＳＫｍｅｌ２３、６２４ｍｅｌ、１１０２ｍｅｌ、およびＡ３７５を
、１０％の加熱不活性化したウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｌｏｇａｎ，ＵＴ）と共にＲＰＭＩ　１６４０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中で維持し、マイコプラズマ混入について定期的に試験する。
ＳＫｍｅｌ２３およびＳＫｍｅｌ２８は、Ａｌａｎ　Ｈｏｕｇｈｔｏｎ博士（Ｍｅｍｏｒ
ｉａｌ　Ｓｌｏａｎ－Ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，ＮＹ）によって提供された。６２４ｍｅｌおよび１１０２ｍｅｌを、Ｓｔｅｖｅ　
Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ博士（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｂｅ
ｔｈｅｓｄａ，ＭＤ）から入手した。Ａ３７５を、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）から購入した。６～８週齢
の雌性Ｎｕ／Ｎｕマウスを、Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｆａｒｍｓ（Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ，ＮＹ
）から購入した。
【００８９】
　ヒト抗ＴＹＲＰ１抗体およびキメラ抗ＴＹＲＰ１抗体の発現および精製
　各抗体について、ＰＣＲクローニングのような好適な方法によって、好適な重鎖ヌクレ
オチド配列、例えば、（それぞれ２０Ｄ７、２０Ｄ７Ｓ、およびＣＴＡ９９について）配
列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３を、好適な発現プラスミド、例えば、ｐ
ＧＳＨＣ中に操作し、そして、好適な軽鎖ヌクレオチド配列、例えば、（それぞれ２０Ｄ
７／２０Ｄ７Ｓ、およびＣＴＡ９９について）配列番号２６または配列番号２７を、好適
な発現プラスミド、例えば、ｐＧＳＬＣ中に操作する。安定した細胞株を確立するために
、エレクトロポレーションおよび透析されたウシ胎仔血清およびグルタミンシンテターゼ
を補完したグルタミン不含Ｄｕｌｂｅｃｃｏ変更イーグル培地のような好適な培地におけ
る培養によって、ＮＳＯ細胞のような好適な宿主細胞株において線状化した重鎖および軽
鎖プラスミドと同時トランスフェクトする。酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）によって、ク
ローンを抗体発現についてスクリーニングし、スピナーフラスコにおける培養のために最
も高い産生クローンを選択する。プロテインＡアフィニティクロマトグラフィーのような
好適な方法によって、抗体を精製する。
【００９０】
　本発明の１つの実施形態は、細胞表面に発現されたチロシナーゼ関連タンパク質－１（
ＴＹＲＰ１またはＴＲＰ１）を標的化する全長ＩｇＧ１κである、組換えヒトモノクロー
ナル抗体２０Ｄ７である。抗体は、ヒトγ－１重鎖（ＨＣ）（サブグループＩ）およびヒ
トκ軽鎖（サブグループＩＩＩ）からなる。２０Ｄ７は、高親和性でのヒトＴＹＲＰ１に
対する選択的結合および介在性の強力な抗腫瘍活性を、免疫エフェクター機能の活性化に
関与する機構による異種移植片モデルにおいて示された。
【００９１】
　本発明の１つの実施形態は、細胞表面に発現されたチロシナーゼ関連タンパク質－１（
ＴＹＲＰ１またはＴＲＰ１）を標的化する全長ＩｇＧ１κである、組換えヒトモノクロー
ナル抗体２０Ｄ７Ｓである。抗体は、ヒトγ－１重鎖（ＨＣ）（サブグループＩ）および
ヒトκ軽鎖（サブグループＩＩＩ）からなる。２０Ｄ７Ｓを、さらにより安定な分子を生
成するする目的で作製した、すなわち、重鎖可変領域（Ｃ４７）内の遊離システイン残基
を、部位特異的突然変異誘発によってセリン残基へと変換した。この不対システインまた
は遊離システインは、重鎖ポリペプチドと軽鎖ポリペプチドとの鎖内および鎖間のジスル
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フィド結合に関与する他のシステインと誤対合する可能性を有する。誤対合することは、
正しくない折り畳みおよびプロセシングを生じる可能性があり、生成物の多様性および潜
在的なその安定性を高め得る。本明細書中に記載されるＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル分析は、２
０Ｄ７の調製における遊離軽鎖および遊離重鎖の存在を確認するが、遊離軽鎖および遊離
重鎖の存在は、２０Ｄ７Ｓの調製において低減または除去される。
【００９２】
　本発明の別の実施形態は、ヒト定常領域ＩｇＧ１とのキメラ抗体である、ＣＴＡ９９で
ある。マウス抗体ＴＡ９９（米国特許第４７９８７９０号）は、２つの軽鎖を含有し、１
つのＴＡ９９軽鎖はＴＹＲＰ１に特異的であり、他方の軽鎖は親のマウス骨髄腫細胞に由
来する。混入した軽鎖がＴＹＲＰ１に結合できないために、活性は減少される。ＣＴＡ９
９を、この不具合を修正し、それによって活性を改良するように構築した。本発明の１つ
の実施形態において、ＣＴＡ９９を、２つの同一の重鎖および２つの同一の軽鎖で設計し
た。本明細書中に記載される研究は、ＣＴＡ９９の増大された活性および結合親和性、な
らびにヒトにより適したエフェクター機能を例示する。
【００９３】
　表１および表２は、本発明の種々のＣＤＲのアミノ酸配列および配列番号を提供する。
表３は、本発明に関する種々の配列の配列番号を提供する。以下に開示されるアミノ酸配
列をコードするポリ核酸配列もまた、本発明の範囲内に含まれる。
【００９４】
　表１：２０Ｄ７抗体および２０Ｄ７Ｓ抗体のアミノ酸配列
　重鎖および軽鎖の可変領域ＣＤＲ

【表１】

【００９５】
　表２：ＣＴＡ９９抗体のアミノ酸配列
　重鎖および軽鎖の可変領域ＣＤＲ
【表２】

【００９６】
　表３：２０Ｄ７抗体、２０Ｄ７Ｓ抗体、およびＣＴＡ９９抗体のアミノ酸配列の配列番
号
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【表３】

【００９７】
　表３に示すように、実験に使用された抗体は、シグナル配列を有さない完全長重鎖およ
び軽鎖を含んだ。
【表４】

ND =未決定
ND =未決定
【００９８】
　競合酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
　ファルコン軟性９６ウェル平底プレートを、組換えヒトＴＹＲＰ（０．５ｕｇ／ｍＬ×
５０μＬ）で、４℃で一晩コーティングする。次の日、プレートを、０．１％Ｔｗｅｎｎ
－２０を含有するＰＢＳ中の５％ＦＢＳで、２時間室温でブロッキングする。１００μＬ
サンプル中の様々な量の抗体を添加する。プレートを、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎで３回洗浄し
、１００μＬ中１：５０００に希釈した１００μＬのホースラディッシュペルオキシダー
ゼ結合体化ヤギ抗ヒト抗体（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ，Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）をプレー
トに添加し、１時間室温（２０～２５℃）でインキュベートする。プレートを３回洗浄し
、５０μＬ／ウェルの３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ；ＫＰＬ，
Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）基質をプレートに添加する。マイクロプレートリーダ
ー（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）を使用して、４５０ｎｍでプレート
を読み取る。
【００９９】
　表５：酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
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【表５】

【０１００】
　最小有効濃度の半分（ＥＣ５０）を、モル濃度（Ｍ）で測定する。ヒト２０Ｄ７、ヒト
２０Ｄ７Ｓ、およびＣＴＡ９９を含む抗体は、ＥＬＩＳＡアッセイにおいてヒトＴＹＲＰ
１に対する特異的結合を示す。
【０１０１】
　フローサイトメトリ
　６２４ｍｅｌ細胞を、１時間氷上で、１％　ＢＳＡ／ＰＢＳ中の５μｇ／ｍＬヒトＩｇ
Ｇまたは抗ＴＹＲＰ１　Ｍａｂのいずれかで処理する。細胞を、１％　ＢＳＡ／ＰＢＳ中
で３回洗浄し、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）で標識されたヤギ抗ヒト
ＩｇＧで１時間インキュベートする。細胞を洗浄し、Ｅｐｉｃｓ　ＸＬ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙ
ｔｏｍｅｔｅｒ（Ｃｏｕｌｔｅｒ）のような好適なフローサイトメーターによって分析す
る。フローサイトメトリ分析は、本明細書中に例示される２０Ｄ７Ｓ抗体がコントロール
ヒトＩｇＧ１に比べて、ヒト細胞株ＳＫｍｅｌ２８およびＳＫｍｅｌ２３を発現する天然
ＴＹＲＰ１に対して結合を示すことを示す。同様に、フローサイトメトリ分析は、本明細
書中に例示されるＣＴＡ９９抗体および２０Ｄ７抗体がコントロールヒトＩｇＧ１に比べ
て、ヒト細胞株６２４ｍｅｌを発現する天然ＴＹＲＰ１に対して結合を示すことを示す。
【０１０２】
　表面プラスモン共鳴／Ｂｉａｃｏｒｅ分析
　抗体の組換えヒトＴＹＲＰ１への結合反応速度を、表面プラスモン共鳴、例えば、Ｂｉ
ａｃｏｒｅバイオセンサー（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を使用して実験室の周囲温度（２０℃
－２５℃）において測定する。ＴＹＲＰ１タンパク質を、ＣＭ５リサーチグレードセンサ
ーチップ上に固定し、抗体を、０．５ｎＭ～１００ｎＭの範囲の濃度で注入する。各濃度
についてセンサーグラムを獲得し、ＢＩＡ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓ　３．２プログラム
を使用して評価して、速度定数ｋｏｎおよびｋｏｆｆを決定する。ｋｏｆｆとも呼ばれる
Ｋｄは、解離反応の速度定数である。ｋｏｎとも呼ばれるＫａは、結合反応の速度定数で
ある。ＫＤは、結合親和性の指標であり、ＫＤを、モル濃度（Ｍ）で測定した速度定数ｋ

ｏｆｆ／ｋｏｎの比率から計算する。本明細書中に例示される抗体ＴＡ９９，ＣＴＡ９９
、２０Ｄ７、および２０Ｄ７ＳについてのＫａ、Ｋｄ、およびＫＤが、以下の表６におい
て要約される。
【０１０３】
　表６：抗体の組換えヒトＴＹＲＰ１に対する結合反応速度
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【表６】

【０１０４】
　２０Ｄ７および２０Ｄ７ＳのヒトＴＹＲＰ１への結合のＢｉａｃｏｒｅ分析は、実質的
な特異的結合親和性を実証する。したがって、２０Ｄ７および２０Ｄ７Ｓは、治療抗体に
ついての有効な候補物である。
【０１０５】
　補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）アッセイ
　ヒト黒色腫細胞株６２４ｍｅｌを３回洗浄し、ＡＩＭ　Ｖ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）のような好適な培地において１０６生存細胞／
ｍＬの濃度にする。１００μＬの細胞を９６ウェル丸底ファルコンプレートに平板培養し
、３７℃で１時間、１：３に希釈された３．７μｇ／ｍＬで開始して、ＭＡｂ　２０Ｄ７
またはｈＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖ
ｅ，ＰＡ）でインキュベートする。５０μｌ／ウェルでＡＩＭ　Ｖ中に１：５に希釈され
た低－Ｔｏｘ－Ｍウサギ補体（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ　Ｌａｂｓ，Ｗｅｓｔｂｕｒｙ，ＮＹ
）を添加し、３７℃で１時間インキュベートする。細胞を、トリパンブルー（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて生死について数える。
【０１０６】
　表７は、ＣＤＣアッセイにおける種々の抗体濃度での細胞毒性の割合を示す。データは
、２０Ｄ７抗体およびＣＴＡ９９抗体が、インビトロでＴＹＲＰ１（＋）ヒト６２４ｍｅ
ｌ細胞に対してＣＤＣを誘発することを実証する。２０Ｄ７は、６２４ｍｅｌ細胞の投与
量依存性補体介在性細胞溶解を引き起こし、３．７μｇ／ｍＬの抗体濃度でこのアッセイ
において完全な細胞溶解に到達した。したがって、２０Ｄ７およびＣＴＡ９９においてＣ
ＤＣについて強い免疫エフェクター反応が存在する。特異的溶解（％）＝試験細胞毒性（
％）－陰性コントロール細胞毒性（％）
【０１０７】
　表７：２０Ｄ７およびＣＴＡ９９による補体活性化を実証するＣＤＣデータ
【表７】

【０１０８】
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　インビトロでのヒト黒色腫に対する抗体依存性細胞毒性（ＡＤＣＣ）
　６２４ｍｅｌ細胞を、ＡＩＭ　Ｖ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）のような好適な培地で回収および洗浄し、細胞を、９６ウェルファルコ
ンＵ底プレートにおいて、１００μＬ容量で１０，０００細胞／ウェルの密度で平板培養
する。抗体を、５０μＬ容量中の５μｇ／ｍＬで添加し、標的細胞とともに３７℃で０．
５時間インキュベートする。エフェクター細胞を、種々のＥ：Ｔ（エフェクター：標的）
比で５０μＬの容量で添加した。プレートを、３７℃で４時間さらにインキュベートした
。インキュベーション後、プレートを、８００ｇで沈降させ、１００μＬの上清を９６ウ
ェル平底プレートに静かに移した。乳酸脱水素酵素アッセイ試薬を、製造者（Ｒｏｃｈｅ
）によって規定されるように添加し、プレートを、４９０ｎｍで読み込んだ。アッセイに
おけるコントロール：標的自然発生および標的最大（５０μＬの４％トリトンを添加する
ことによる）。
【０１０９】
　溶解は、１００：１のＥ：Ｔ比において起こる標的細胞の５０％の溶解で、標的濃度に
対するエフェクターに依存する。固定された濃度（５μｇ／ｍＬ）で、２０Ｄ７およびＣ
ＴＡ９９は、６２４ｍｅｌ細胞の溶解を活性化する。表８は、ＡＤＣＣアッセイにおける
腫瘍細胞比（Ｅ：Ｔ比）に対して、種々のエフェクター細胞の存在下での細胞毒性の割合
を示す。２０Ｄ７Ｓ抗体、２０Ｄ７抗体、およびＣＴＡ９９抗体は、インビトロでＴＹＲ
Ｐ１（＋）ヒト６２４ｍｅｌ細胞に対してＡＤＣＣを誘発する。２０Ｄ７Ｓ、２０Ｄ７お
よびＣＴＡ９９においてＡＤＣＣについて強い免疫エフェクター反応が存在する。
　細胞毒性（％）＝（実験－標的自然発生）／（標的最大－標的自然発生）×１００
【０１１０】
　表８：インビトロでのヒト黒色腫に対するＡＤＣＣ
【表８】

【０１１１】
　２０Ｄ７Ｓおよび２０Ｄ７安定性アッセイ
　２０Ｄ７および２０Ｄ７Ｓを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル中に充填する（ドデシル硫酸ナト
リウムポリアクリルアミドゲル電気泳動）。ＢｉｏＲａｄ装置を使用して、ブロモフェノ
ールブルー色素が出るまでゲルを泳動する。分離されたタンパク質を、クマシー色素を使
用して視覚化する。
【０１１２】
　ＳＤＳ　ＰＡＧＥ分析において、より安定な分子は、もしあれば多少の遊離軽鎖および
遊離重鎖はあるが、単一のバンドとして見られ、遊離軽鎖および遊離重鎖の存在は、あま
り安定でない分子の証拠である。２０Ｄ７のＳＤＳ　ＰＡＧＥゲルは、明らかな遊離軽鎖
および遊離重鎖の存在を示した。２０Ｄ７ＳのＳＤＳ　ＰＡＧＥゲルは、遊離軽鎖および
遊離重鎖をほとんど示さなかった。したがって、２０Ｄ７Ｓは、２０Ｄ７よりも安定なＩ
ｇＧ１分子である。
【０１１３】
　ＣＴＡ９９および２０Ｄ７は、ヒト黒色腫異種移植片を有効に処置する。
　以下の皮下研究について、腫瘍体積を、式［π／６（Ｗ１×Ｗ２×Ｗ２）］によって計
算する（式中、Ｗ１は最も大きな腫瘍直径を表し、そしてＷ２は最も小さい腫瘍直径を表
す）。Ｔ／Ｃ（％）＝１００×（処置体積／開始体積）／（コントロール体積／開始体積
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）。統計学的分析を、伝統的なｐ値技術を使用して行う。皮下研究について、ｐ値を、抗
ＴＹＲＰ抗体を受ける動物の腫瘍体積　対　コントロール動物の腫瘍体積に基づいて計算
する。
【０１１４】
　以下の転移性研修について、腫瘍阻害を、肺表面小節を数えることによって測定する。
阻害（％）＝１００×（コントロール小節数－処置小節数）／（コントロール小節数）。
統計学的分析を、伝統的なｐ値技術を使用して行う。転移性研究について、ｐ値を、抗Ｔ
ＹＲＰ抗体を受ける動物において観察される小節　対　コントロール動物において観察さ
れる小節に基づいて計算する。
【０１１５】
　ヒト黒色腫の異種移植片モデルに対するインビボでの抗ＴＹＲＰ１抗体の単剤活性
　６２４ｍｅｌ培養細胞を、ＭａｔｒｉｇｅｌおよびＲＰＭＩ　１６４０培地（加熱不活
性化された１０％　ＦＢＳ）の５０／５０溶液において回収、洗浄、および再懸濁する。
皮下腫瘍モデルについて、２×１０６個の細胞を、ヌードマウスの左側腹中に皮下注射す
る。腫瘍が２００ｍｍ３に到達したとき、マウスを、抗ＴＹＲＰ１抗体またはコントロー
ルヒトＩｇＧで処置する、すなわち、抗体１ｍｇ／マウスを１週につき３回投与する。腫
瘍を、週に２回カリパスで測定し、Ｔ／Ｃ（％）を計算する。
【０１１６】
　ヒト黒色腫の異種移植片モデルに対するインビボでの抗ＴＹＲＰ１抗体の単剤活性につ
いて、ＳＫｍｅｌ２８異種移植片の成長を、ヒトＩｇＧコントロールと比較して２０Ｄ７
処置によって阻害した（４３日目において、Ｔ／Ｃ＝５１％；Ｐ＝０．０１）。確立され
た６２４ｍｅｌ腫瘍はまた、２０Ｄ７処置よりも有意に阻害されたことが示された。腫瘍
成長は阻害され、抗体処置の開始後１６日目に統計的に有意に達した（Ｔ／Ｃ＝４４％；
Ｐ＝０．０１）。さらなるヒト黒色腫異種移植片を、２０Ｄ７の抗腫瘍活性について評価
した。細胞株Ａ３７５および１１０２ｍｅｌは、抗体処置後１１日目に単剤の２０Ｄ７に
よって有意に阻害されることが示された（Ａ３７５および１１０２ｍｅｌについて、それ
ぞれ、Ｔ／Ｃ＝４２％；Ｐ＝０．０１およびＴ／Ｃ＝４３％；Ｐ＝０．００４）。様々な
種から得た皮膚の溶解物を室温で2時間ＴＡ９９（５μｇ／ｍｌ）とともに培養した。次
にその溶解物を蛋白質Ａで沈殿させ、４つの１２％勾配ゲルを用いて減圧および非減圧条
件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけた。電気泳動の後、ゲルをＰＶＤＦ膜（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）に移した。その膜を２０Ｄ７Ｓ（５μｇ／
ｍｌ）、次にＨＲＰ標識抗ヒトＩｇＧ（Ｚｙｍｅｄ、カリフォルニア州サウスサンフラン
シスコ）で調べた。ブロットを化学発光基質（ＫＰＬ、メリーランド州ゲイサーバーグ）
を用いて発光させた。２０Ｄ７は、マウスＴＹＲＰ１と容易に相互反応する。しかしなが
ら、明白な細胞毒性は、２０Ｄ７で処置されたどの動物においても見出されなかった。体
重および全体の外観は、ヒトＩｇＧコントロール処理マウスに対して、２０Ｄ７処置動物
において顕著に異なることはなかった。
【０１１７】
　ヒト黒色腫の異種移植片モデルに対するインビボでの抗ＴＹＲＰ１抗体の単剤用量反応
活性
　Ｓｋｍｅｌ２８細胞を、ＭａｔｒｉｇｅｌおよびＲＰＭＩ　１６４０培地（加熱不活性
化された１０％　ＦＢＳ）の５０／５０溶液において混合する。２×１０６個の細胞を、
ヌードマウスの左側腹中に皮下注射する。腫瘍が２００ｍｍ３に到達したとき、マウスを
、抗ＴＹＲＰ１抗体（６ｍｇ／ｋｇ、２０ｍｇ／ｋｇ、または６０ｍｇ／ｋｇ）またはコ
ントロールヒトＩｇＧで１週につき３回処置する。腫瘍を、週に２回カリパスで測定し、
Ｔ／Ｃ（％）を計算する。
【０１１８】
　Ｓｋｍｅｌ２８異種移植片に対する２０Ｄ７の用量反応研究は、用量依存性抗腫瘍反応
を示した。６ｍｇ／ｋｇ用量においても、腫瘍は、２０Ｄ７によって顕著に阻害された（
Ｔ／Ｃ＝６９％；Ｐ＜０．０００１）。各用量における抗腫瘍効果は、統計学的に有意で
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あった：６ｍｇ／ｋｇおよび２０ｍｇ／ｋｇ（Ｔ／Ｃ＝５０％；Ｐ＝０．０４）、６ｍｇ
／ｋｇおよび６０ｍｇ／ｋｇ（Ｔ／Ｃ＝１９％；Ｐ＜０．００３）。
【０１１９】
　２つの転移性黒色腫モデルにおける抗ＴＹＲＰ１抗体のインビボでの単剤活性
　Ｂ１６ＢＬ６は、攻撃的かつ自然発生的に生じるマウス黒色腫である。それは、静脈内
投与の後に、ヌードマウスにおいて肺転移を形成する。培養されたＳＫｍｅｌ２３および
Ｂ１６ＢＬ６細胞黒色腫細胞を、ＲＰＭＩ　１６４０培地（加熱不活性化された１０％　
ＦＢＳ）において回収、洗浄、および再懸濁する。
【０１２０】
　モデル１：１×１０５個のＢ１６ＢＬ６細胞を静脈内に注射する。腫瘍注射の二日後に
、３つの異なる用量濃度（２００μｇ／マウス、５００μｇ／マウス、および１ｍｇ／マ
ウス）にしたがって、マウスに抗ＴＹＲＰ１抗体またはコントロールヒトＩｇＧを投与す
る。２０日目にマウスを犠牲にし、肺を除去し、肺表面の小節を数え、阻害率を計算する
。
【０１２１】
　重度の転移を、ヒトＩｇＧ処置マウスにおいて肺の表面上に検出し、有意に少ない転移
が、２０Ｄ７処置動物において見られる。２０Ｄ７の全ての３つの濃度は、肺転移のレベ
ルを低減する（それぞれ、阻害＝６５％、７４％、および９５％）。
【０１２２】
　モデル２：１×１０５個のヒトＳＬｍｅｌ２３細胞を静脈内に注射する。腫瘍注射の二
日後に、２つの異なる用量濃度（２００μｇ／マウスおよび５００μｇ／マウス）にした
がって、マウスに抗ＴＹＲＰ１抗体またはコントロールヒトＩｇＧを投与する。２０日目
にマウスを犠牲にし、肺を除去し、肺表面の小節を数え、阻害率を計算する。
【０１２３】
　転移性小節は、２００μｇ／用量および５００μｇ／用量での２０Ｄ７およびＣＴＡ９
９での処置によって有意に低減される。２０Ｄ７は、転移をそれぞれ５８％および７３％
低減した。ＣＴＡ９９は、転移をそれぞれ６３％および７５％低減した。これらの結果は
、２つの別個のモデルにおいて黒色腫転移が２０Ｄ７およびＣＴＡ９９によって阻害され
ることを実証する。
【０１２４】
　ヒト黒色腫の皮下異種移植片モデルおよび転移性モデルに対する、腫瘍成長の２０Ｄ７
および２０Ｄ７Ｓ阻害のインビボ比較研究
　皮下腫瘍モデルについて、６２４ｍｅｌ培養細胞を、ＭａｔｒｉｇｅｌおよびＲＰＭＩ
　１６４０培地（加熱不活性化された１０％　ＦＢＳ）の５０／５０溶液において、回収
、洗浄、および再懸濁し、次いで、２×１０６個の６２４ｍｅｌ細胞を、ヌードマウスの
左側腹中に皮下注射する。腫瘍が２００ｍｍ３に到達したとき、マウスを、２０Ｄ７また
は２０Ｄ７Ｓで、１週につき２回、４０ｍｇ／ｋｇで処置する。腫瘍を、週に２回カリパ
スで測定し、Ｔ／Ｃ（％）を計算する。６２４ｍｅｌ皮下異種移植片モデルにおいて、２
０Ｄ７で阻害された腫瘍の成長はＴ／Ｃ＝２１％であり、２０Ｄ７ＳについてはＴ／Ｃ＝
２５％である。２０Ｄ７および２０Ｄ７Ｓの両方が、異種移植片モデルにおいて腫瘍の成
長を阻害した。
【０１２５】
　転移性モデルについて、８８８ｍｅｌ培養細胞を、ＲＰＭＩ　１６４０培地（加熱不活
性化された１０％　ＦＢＳ）において、回収、洗浄、および再懸濁し、８８８ｍｅｌ細胞
を、静脈内注射する。腫瘍注射の二日後に、マウスに抗ＴＹＲＰ１抗体またはコントロー
ルヒトＩｇＧを投与する。２０日目にマウスを犠牲にし、肺を除去し、肺表面の小節を数
え、阻害率を計算する。ヌードマウスにおける８８８ｍｅｌの転移モデルにおいて、２０
Ｄ７および２０Ｄ７Ｓの両方が、肺表面の転移を有意に阻害した：２０Ｄ７阻害＝７７％
、ｐ＝０．０００５；２０Ｄ７Ｓ阻害＝８０％、ｐ＝０．０００５。２０Ｄ７および２０
Ｄ７Ｓの両方が、転移性モデルにおいて黒色腫の転移を低減した。
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【０１２６】
　２０Ｄ７およびダカルバジン（ＤＴＩＣ）の併用療法は、ヒト異種移植片に対して、単
一療法と比較してより強い抗腫瘍活性を実証した。
　皮下腫瘍モデルについて、培養された６２４ｍｅｌ細胞を、ＭａｔｒｉｇｅｌおよびＲ
ＰＭＩ　１６４０培地（加熱不活性化された１０％　ＦＢＳ）の５０／５０溶液において
、回収、洗浄、および再懸濁する。２×１０６個の６２４ｍｅｌ細胞を、ヌードマウスの
左側腹中に注射する。腫瘍が２００ｍｍ３に到達したとき、マウスを、抗ＴＹＲＰ１抗体
、ＤＴＩＣ、または抗ＴＹＲＰ１抗体とＤＴＩＣの併用で処置する。４０ｍｇ／ｋｇの抗
体を１週につき１回投与する。ＤＴＩＣ　５ｍｇ／ｋｇを１週につき１回投与する。腫瘍
を、週に２回カリパスで測定し、Ｔ／Ｃ（％）を計算する。転移性モデルについて、培養
されたＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、およびＢ１６黒色腫細胞を、ＲＰＭＩ　１６４０
培地（加熱不活性化された１０％　ＦＢＳ）において、回収、洗浄、および再懸濁する。
ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、およびＢ１６黒色腫細胞を、静脈内注射する。腫瘍注射
の二日後に、マウスに抗ＴＹＲＰ１抗体またはコントロールヒトＩｇＧを投与する。２０
日目にマウスを犠牲にし、肺を除去し、肺表面の小節を数え、阻害率を計算する。
【０１２７】
　皮下モデルで証明されているように、２０Ｄ７およびＤＴＩＣの併用療法は、２０Ｄ７
（ｐ＜０．００１）またはＤＴＩＣ（ｐ＜０．００１）単独よりも、有意に良好に腫瘍の
成長を阻害した。
【０１２８】
　表９：２０Ｄ７のインビボでの抗腫瘍活性の要約

【表９】

【０１２９】
　表９は、４つのモデルにおける２０Ｄ７またはＤＴＩＣ単剤投与と比較した２０Ｄ７Ｓ
のインビボでの抗腫瘍活性を要約する。２０Ｄ７のインビボでの抗腫瘍活性を、転移性モ
デルにおける阻害（％）によって示す（＊は、統計学的有意を示し、ＮＤは決定されてい
ないことを示す）。インビボでの２０Ｄ７の抗腫瘍活性を、皮下モデルにおけるＴ／Ｃ（
％）によって示す。２０Ｄ７とダカルバジン（ＤＴＩＣ）とを組み合わせた処置は、単一
療法と比較してより強い抗腫瘍活性を実証した。
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