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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、可変ドメインをそれぞれ含む軽鎖および重鎖を含む
抗体または抗体フラグメントであって、
該可変ドメインはそれぞれ超可変ドメインを含み、
軽鎖における超可変ドメインは配列番号２４、２５および３９から選択される配列からの
３つのＣＤＲ領域を含み、ＣＤＲ領域はＫａｂａｔにより定義され；
重鎖における超可変ドメインは配列番号２３および３８から選択される配列からの３つの
ＣＤＲ領域を含み、ＣＤＲ領域はＫａｂａｔにより定義される
抗体または抗体フラグメント。
【請求項２】
　軽鎖および重鎖を含む抗体または抗体フラグメントであって、
軽鎖が配列番号２４、２５および３９から選択される配列を含み；
重鎖が配列番号２３および３８から選択される配列を含む
請求項１に記載の抗体または抗体フラグメント。
【請求項３】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号２３を含む、請求項２に記載の抗体または
抗体フラグメント。
【請求項４】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号２４を含む、請求項２に記載の抗体または
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抗体フラグメント。
【請求項５】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号２５を含む、請求項２に記載の抗体または
抗体フラグメント。
【請求項６】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号３８を含む、請求項２に記載の抗体または
抗体フラグメント。
【請求項７】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号３９を含む、請求項２に記載の抗体または
抗体フラグメント。
【請求項８】
　イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号：３８および配列番号：３９を含む、請求
項２に記載の抗体または抗体フラグメント。
【請求項９】
　ＡＶＤ－１からＡＶＤ－１３までから選択される可変ドメイン構造を含む、請求項１か
ら８のいずれかに記載の抗体または抗体フラグメント。
【請求項１０】
　ヘテロキメラ抗体である、請求項１から９のいずれかに記載の抗体または抗体フラグメ
ント。
【請求項１１】
　イヌＣＤ２０に結合し、定常領域がイヌ起源であるか、またはネコＣＤ２０に結合し、
定常領域がネコ起源である、請求項１および９から１０のいずれかに記載の抗体または抗
体フラグメント。
【請求項１２】
　定常ドメインが、増強されたＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣを提供するために選択され
た配列を含む、請求項１から１１のいずれかに記載の抗体または抗体フラグメント。
【請求項１３】
　ｍＡｂ　ＣＤ２０－１、ｍＡｂ　ＣＤ２０－２、ｍＡｂ　ＣＤ２０－５およびｍＡｂ　
ＣＤ２０－６からなる群から選択される抗体と同じエピトープに結合する、請求項１から
１２のいずれかに記載の抗体または抗体フラグメント。
【請求項１４】
　請求項１から１３のいずれかに記載の抗体または抗体フラグメントをコードする核酸。
【請求項１５】
　ＣＤ２０を発現する細胞の過剰増殖により特徴付けられる疾患または状態に罹患してい
る動物を処置するための医薬の製造のための、請求項１から１３のいずれかに記載の抗体
または抗体フラグメントまたは請求項１４に記載の核酸の使用。
【請求項１６】
　動物がＣＤ２０を発現する細胞の過剰増殖により特徴付けられる疾患または状態に罹患
していると診断するための組成物の製造のための、請求項１から１３のいずれかに記載の
抗体または抗体フラグメントまたは請求項１４に記載の核酸の使用。
【請求項１７】
　疾患または状態が癌または炎症性疾患である、請求項１５または１６に記載の使用。
【請求項１８】
　癌がリンパ腫であり、炎症性疾患が関節炎またはアトピー性皮膚炎である、請求項１７
に記載の使用。
【請求項１９】
　化学療法薬または第２のモノクローナル抗体である第２の薬物を共に使用する、請求項
１５から１８のいずれかに記載の使用。
【請求項２０】
　第２のモノクローナル抗体がＣＤ５２に対するモノクローナル抗体である、請求項１９
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に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願に対する相互参照
　本出願は、３５　ＵＳＣ　§１１９下に、２０１０年３月４日に出願された米国仮出願
番号第６１／３１０，４４０号（この内容は出典明示により本明細書に包含させる）の優
先権の利益を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、一般的に、例えば、哺乳動物における、および特にペット、例えば、イヌ、
ネコおよびウマにおける、疾患の処置のためのＣＤ２０に対する部分または変異体を含む
モノクローナル抗体に関する。さらに特に、本発明は、ＣＤ２０と反応し、標的の検出、
疾患の診断およびペットの処置のために有用である抗体構築物、および該構築物によって
コードされる抗体を提供する。さらに、ペットにおけるＢ細胞障害の処置のための方法を
本明細書に記載している。これらの方法は、Ｂ－リンパ球の調節のための標的動物のＣＤ
２０を標的とする抗ＣＤ２０抗体の投与に基づく。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　免疫グロブリンは、安全、かつ有効な治療剤であることが示されているため、種々の疾
患および障害のための治療処置としての免疫グロブリンの使用が、急速に増加している。
ヒト使用のために承認された治療モノクローナル抗体は、トラスツマブ（抗原：１８０ｋ
Ｄ、ＨＥＲ２／ｎｅｕ）、セツキシマブ（抗原：１５０ｋＤおよび１７０ｋＤ、ＥＧＦ受
容体）、アレムツズマブ（抗原：２１－２８ｋＤ、ＣＤ５２）およびリツキシマブ（抗原
：３５ｋＤ、ＣＤ２０）を含む。さらなる治療タンパク質は、その多数が種々の形態の癌
および炎症性関連疾患を標的とする種々の疾患に関して、ヒトにおける使用のための臨床
開発の種々のフェーズにある。
【０００４】
　抗体は、いくつかの哺乳動物種、例えば、ヒトおよびマウスにおいて試験され、開発さ
れているが、それらは、ペット、例えば、イヌ、ネコおよびウマ哺乳動物においてあまり
試験されていない。獣医的免疫および炎症状態に対する処置は、ヒトに対して開発された
薬物から取り入れられ、しばしば不完全な結果であり、一般的に非ステロイド系抗炎症剤
、鎮痛剤、ステロイド剤、免疫抑制剤または抗代謝産物、および化学療法剤を含む小分子
に分類される薬物からなる。したがって、免疫状態および癌に関しては、獣医医薬の蓄積
は限定される。これらの処置のさらなる欠点は、それらが一般的に症状のみに対処してい
ること、および累積効果で長期間、繰り返し大量に投与されなければならないため、しば
しばその疾患自体よりも悪くなる傾向にある深刻な副作用を付随することである。したが
って、動物、例えば、ペットにおける使用のための、改良された、さらに特異的な処置お
よび生物学的薬剤の必要性が存在する。ペットの処置における使用のための増強されたエ
フェクター領域を有するヘテロキメラ抗体は、一般的に、出願人自身の国際公開：ＵＳ　
２０１０／００６１９８８Ａ１およびＵＳ　２０１０／１１０８３８Ａ２（それぞれの内
容を出典明示により本明細書に包含させる）に記載されている。ペットにおいて免疫原性
ではなく、ペットにおけるＣＤ２０－陽性細胞の過剰増殖により特徴付けられる疾患を処
置するために有効である高度に特異的な抗体に対する必要性が、未だ存在する。
【発明の概要】
【０００５】
発明の概要
　本発明は、獣医適用に有用な治療抗体、特にイヌまたはネコまたはウマＣＤ２０、例え
ばイヌＣＤ２０に対する抗体、最適化された免疫原性構築物を使用するこのような抗体を
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作製する方法、およびこのような抗体を使用する処置方法を提供する。
【発明を実施するための形態】
【０００６】
発明の詳細な説明
　前記の概要および以下の詳細な説明はいずれも、単なる例示および説明であって、請求
される本発明を限定しないことと理解されるべきである。本明細書および特許請求の範囲
において使用されるとき、単数形は複数形を含み；「または」の使用は、他に記載のない
限り、「および／または」を意味することに注意するべきである。したがって、例えば、
単数の「対象ポリペプチド」への言及は、複数のこのようなポリペプチドを含み、単数の
「薬剤」への言及は、１つ以上の薬剤および当業者に知られているそれらの同等物などへ
の言及を含む。さらに、本発明は、記載されている特定の態様に限定されず、もちろんそ
れ自体変化し得ると理解されるべきである。さらに、本発明の範囲は、特許請求の範囲の
みによって限定されるため、特定の態様を記載するために使用される用語に限定されるこ
とを意図しない。
【０００７】
　本明細書において使用されるセクションの表題は、系統的目的のみであり、記載されて
いる対象の限定と解釈されるべきでない。限定はしないが、特許、特許出願、論文、本お
よび学術論文を含む本出願において引用されている全ての文献または文献の一部は、あら
ゆる目的のために、それら全体において明白に出典明示により本明細書に包含させる。
【０００８】
　他に定義がない限り、本明細書において使用される全ての専門および科学用語は、本発
明が属する分野における通常の技術者により一般的に理解されるのと同じ意味を有する。
適当な方法および材料は以下に記載されるが、しかしながら、本明細書に記載されている
ものと同様または同等の方法および材料を本発明の実施において使用することができる。
したがって、材料、方法および実施例は、説明のためのみであり、限定されることを意図
しない。本明細書に記載されている全ての刊行物、特許出願、特許および他の文献は、そ
れら全体において、出典明示により包含させる。対立のある場合、定義を含む本願明細書
が調整する。
【０００９】
　標準技術は、組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、組織培養およびトランスフェク
ション（例えば、エレクトロポレーション、リポフェクションなど）のために使用され得
る。酵素反応および精製技術は、製造業者の仕様書にしたがって、または、当分野で一般
的に成し遂げられているとおり、もしくは本明細書に記載されているとおりに実施され得
る。前記技術および方法は、一般的に、当分野でよく知られている慣用の方法にしたがっ
て、ならびに種々の一般的な文献および本願明細書中で引用および記載されているさらに
特定の文献に記載されているとおりに実施され得る。例えば、Sambrookら Molecular Clo
ning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr
ing Harbor, N.Y. (1989); Mayer and Walker, Immunochemical Methods In Cell And Mo
lecular Biology, Academic Press, London (1987); Borrebaeck, Antibody Engineering
, 2nd ed., Oxford Univ. Press (1995); Roittら Immunology 6th ed., Mosby (2001)参
照；全ての上記引用文献ならびに本明細書における全ての引用文献を、それら全体におい
て出典明示により本明細書に包含させる。
【００１０】
　本発明は、疾患の処置のために対象への投与に適当なヘテロキメラ抗体および／または
それらのフラグメントを操作するための方法を提供する。「患者」、「対象」および「個
体」なる用語は、本明細書において互換的に使用され、哺乳動物、例えば、限定はしない
が、ヒト、ネズミ、サル、ネコ、イヌ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、哺乳動物家畜
用および農業用動物、哺乳動物スポーツ用動物、および哺乳動物ペットを示す。本発明の
１つの態様において、対象はペット、例えば、イヌ、ネコまたはウマである。
【００１１】
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　それらの操作されたヘテロキメラ抗体は、ヘテロキメラ組換え抗体を生産するように、
定常領域ヌクレオチド配列への可変ドメインヌクレオチド配列の部分の融合、およびこれ
らの配列の共発現の結果である。さらに、本発明は、動物における疾患の処置のための免
疫療法剤および診断薬としての、このようなヘテロキメラ抗体および／またはそれらのフ
ラグメントの使用に関する。
【００１２】
　ヘテロキメラ抗体は、いくつかの利点、例えば、（ｉ）反復投与における減少した免疫
原性応答；（ｉｉ）標的種におけるエフェクター機能に関与する免疫系の効率的な増強が
介在する増加した効力；および（ｉｉｉ）増加した半減期を提供する。
【００１３】
　本発明は、所望の特性を有する抗体および／またはそれらのフラグメントの産生ならび
に生産におけるそれらの使用を含む。本発明の抗体は、定常領域に寄与する種と異なる種
由来の抗体の可変領域のフラグメントを含む。したがって、抗体および／またはそれらの
フラグメントは、標的種の所望のエフェクター機能に対する特異性および高い親和性を保
持する。
【００１４】
　特定の態様における本発明の抗体は、抗体治療に適当なあらゆる治療標的、例えば、腫
瘍関連抗原、アレルギーもしくは炎症関連抗原、心臓血管疾患関連抗原、自己免疫疾患関
連抗原またはウイルスもしくは細菌感染関連抗原を認識し得る。
【００１５】
　本明細書において使用される「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽鎖および２つの同
一の重鎖からなる約１５０，０００ダルトンの糖タンパク質である。それぞれの軽鎖は、
１つの共有ジスルフィド結合により重鎖に連結しているが、ジスルフィド結合の数は、種
々の免疫グロブリンアイソタイプの重鎖の間で変化する。それぞれの重鎖および軽鎖はま
た、規則的間隔の鎖内ジスルフィド架橋を有する。それぞれの重鎖は、一方の端で可変ド
メイン（可変領域）（ＶＨ）、次にいくつかの定常ドメイン（定常領域）を有する。それ
ぞれの軽鎖は、一方の端で可変ドメイン（ＶＬ）およびもう一方の末端で定常ドメインを
有し；軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第１の定常ドメインとアラインされ、軽鎖可変ドメ
インは、重鎖の可変ドメインとアラインされる。
【００１６】
　任意の脊椎動物種由来の抗体の「軽鎖」は、カッパおよびラムダと呼ばれる２つの明白
に別個の型の１つに割り当てられることができる。
【００１７】
　重鎖の「定常ドメイン」または「定常領域」のアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリ
ンは、異なるクラスに割り当てられることができる。免疫グロブリンの５つの主要なクラ
ス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのいくつかはさらに、
「サブクラス」または「アイソタイプ」、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉｇ
Ｇ４、ＩｇＡおよびＩｇＡ２に分類され得る。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する
重鎖定常ドメインは、それぞれアルファ、デルタ、エプシロン、ガンマおよびミューと呼
ばれる。
【００１８】
　「可変ドメイン」なる用語は、配列が抗体の間で異なっており、抗原結合のために必要
であり、それにより特定の抗原に対するそれぞれの抗体に特異的に与えられる免疫グロブ
リン分子の特定の部分を示す。しかしながら、可変性は、抗体の可変ドメイン中で均一に
分布されない。軽鎖および重鎖可変ドメインの両方における「超可変領域」と呼ばれる３
つのセグメントに集中している。可変ドメインのさらに高度に保存されている部分は、「
フレームワーク領域」（ＦＲ）と呼ばれる。天然重鎖および軽鎖の可変ドメインは、それ
ぞれ、４つのＦＲ（ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４）を含む。それぞれの鎖におけ
る超可変領域は、ＦＲと極めて接近して結合しており、他の鎖からの超可変領域と共に、
抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Kabatら Sequences of Proteins of Immunologic
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al Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethe
sda, Md. (1991), pages 647-669参照）。定常ドメインは、抗原への抗体の結合に直接的
に関与しないが、種々のエフェクター機能、例えば、抗体依存性細胞毒性および補体活性
化における抗体の関与を示す。
【００１９】
　抗体のパパイン消化は、それぞれ単一の抗原結合部位を有する「Ｆａｂ」フラグメント
と呼ばれる２つの同一の抗原結合フラグメント、および容易に結晶化する能力が名前に反
映されている残りの「Ｆｃ」フラグメントを生産する。ペプシン処理は、結合架橋(bindi
ng cross-linking)抗原を生じる。
【００２０】
　本明細書において使用される「Ｆｖ」は、完全な抗原認識および結合部位を含む最小抗
体フラグメントを示す。この領域は、１つの重鎖および１つの軽鎖可変ドメインのダイマ
ーからなる。
【００２１】
　Ｆａｂフラグメントはまた、軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の第１の定常ドメイン（Ｃ
Ｈ１）を含む。Ｆａｂ’フラグメントは、抗体ヒンジ領域由来の１つ以上のシステインを
含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシル末端での少数の残基の付加により、Ｆａｂフラグ
メントと異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、本明細書において、定常ドメインのシステイン残基
が遊離チオール基を有するＦａｂ’を示す。Ｆ（ａｂ’）２抗体フラグメントは、初めは
、Ｆａｂ’フラグメント間でヒンジシステインを有するフラグメント対として生産された
。抗体フラグメントの他の立体配置もまた、当業者によく知られている。
【００２２】
　「抗体」なる用語は、本明細書において非常に広範な意味で使用され、具体的には、モ
ノクローナル抗体（全長モノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多特異的抗
体（例えば、二重特異性抗体）、および所望の生物学的または機能活性を示す抗体フラグ
メントを含む。所望の生物学的または機能活性は、少なくとも同種抗原に対する結合を含
み、補体活性化および／または他のエフェクター機能をさらに含み得る。本明細書におい
て「全長抗体」は、可変および定常領域を含む抗体の天然生物学的形態を構成する構造を
意味する。
【００２３】
　「抗体フラグメント」または「抗原結合部分」は、全長抗体の一部、一般的に、それら
の抗原結合または可変ドメインを含む。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、およびＦｖフラグメント；ダイアボディ；直線抗体；一本鎖抗体分子；な
らびに２つまたはそれ以上の異なる抗原に結合する抗体フラグメントから形成される多特
異的抗体を含む。
【００２４】
　「免疫抱合体」なる用語は、別の分子、特に、細胞毒性剤、例えば、化学療法剤、毒素
（例えば、細菌、真菌、植物または動物起源の酵素的に活性な毒素、またはそれらのフラ
グメント）、または放射性同位体（すなわち、放射性抱合体）に抱合された抗体またはそ
れらのフラグメントを示す。
【００２５】
　本明細書において使用される「価数」なる用語は、ポリペプチドにおける電位標的結合
部位の数を示す。それぞれの標的結合部位は、１つの標的分子または標的分子に対する特
定の部位に特異的に結合する。ポリペプチドが１つ以上の標的結合部位を含むとき、それ
ぞれの標的結合部位は、同じか、または異なっている分子に特異的に結合し得る（例えば
、異なる分子、例えば、異なる抗原、または同じ分子上の異なるエピトープに結合し得る
）。
【００２６】
　「特異性」なる用語は、所定の標的に特異的に結合する（例えば、と免疫反応する）能
力を示す。ポリペプチドは、単一特異性であり、標的に特異的に結合する１つ以上の結合
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部位を含むか、ポリペプチドは、多特異的（例えば、二重特異性または三重特異性）であ
り、同じか、または異なる標的に特異的に結合する２つ以上の結合部位を含んでいてもよ
い。
【００２７】
　興味ある抗原またはエピトープ「に結合する」または「を認識する」本発明の抗体は、
抗体が抗原の標的化における診断および／または治療剤として有用であるような十分な親
和性で抗原またはエピトープに結合するものである。全部または一部において、標的分子
に対する抗体の結合に関して、特定のポリペプチドまたは特定のポリペプチド標的上のエ
ピトープを「特異的結合」または「に特異的に結合する」または「に特異的」であるまた
は「に特異的に免疫反応性」であるまたは「特異的に認識する」なる用語は、非特異的相
互作用と測定可能な程度に異なる結合を意味する。ＣＤ２０標的分子を欠いている細胞ま
たは組織ではなく、ＣＤ２０標的分子を有する細胞または組織との、全部または一部にお
ける抗体の選択的結合への言及を含む。特異的結合は、一般的に、ＣＤ２０を欠いている
細胞もしくは組織または非特異的ポリペプチドと比較して、単離されたポリペプチドまた
はＣＤ２０を有する細胞もしくは組織に対して結合したリガンドの量において、２倍以上
、好ましくは５倍以上、さらに好ましくは１０倍以上、およびより好ましくは１００倍以
上の増加をもたらす。特異的結合は、ＣＤ２０を欠いている細胞もしくは組織または非特
異的ポリペプチドと比較して、単離されたポリペプチドまたはＣＤ２０を有する細胞もし
くは組織に対して結合したリガンドの量において、１０倍、２０倍、３０倍、４０倍、５
０倍、６０倍、７０倍、８０倍または９０倍の増加をもたらすことが、さらに考慮される
。種々の免疫測定法フォーマットは、特定のタンパク質と特異的に免疫反応性である抗体
を選択するために適当である。例えば、ＥＬＩＳＡ免疫測定法、ＦＡＣＳアッセイ、ウェ
スタンブロットは、日常的に、タンパク質と特異的に免疫反応性であるモノクローナル抗
体を選択するために使用される。
【００２８】
　抗体は、２つの抗体が同一または立体的に重複するエピトープを認識するとき、参照抗
体と「同じエピトープ」に結合する。２つのエピトープが同一または立体的に重複のエピ
トープに結合するか否かを決定するために非常に広範に使用されている迅速な方法は、標
識された抗原または標識された抗体のいずれかを使用する、異なるフォーマットの全てに
おいて構成することができる競合アッセイである。抗体は、所定のエピトープへの参照抗
体の結合を競合的に少なくとも９０％、少なくとも８０％、少なくとも７０％、少なくと
も６０％または少なくとも５０％阻害すると言われ得る。
【００２９】
　本明細書において使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に同種の抗体
の集団から得られる抗体を示し、すなわち、集団からなる個々の抗体は、少量で存在し得
る起こりうる天然変異体を除けば、同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的であ
る。例えば、本発明において使用されるべきモノクローナル抗体は、Kohlerら Nature 25
6:495 (1975)により最初に記載されたハイブリドーマ方法により作製され得るか、または
組換えＤＮＡ方法により作製され得る。モノクローナル抗体はまた、例えばファージ抗体
ライブラリーから単離され得る。
【００３０】
　モノクローナル抗体は、「抗原」の投与、次に抗体を作るＢ細胞の単離により、マウス
において非常に頻繁に産生される。次に、Ｂ細胞は、「ハイブリドーマ」を創造するため
に、Ｂ細胞と同じ種の別の安定な細胞型への融合により不死化される。個々のＢ細胞は、
一次アミノ酸配列および根本的な遺伝子配列により定義される１つの特異的抗体（すなわ
ち、クローン的に単一特異性である）を作る。本明細書において使用される「ヘテロハイ
ブリドーマ」および「ヘテロ骨髄腫」なる用語は、２つの異なる種由来のリンパ球および
骨髄腫の融合により不死化されたリンパ球細胞系を示す。
【００３１】
　モノクローナル抗体は、最初に、例えば、抗原または抗原を発現する細胞で動物を免疫
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化することにより産生され得る。ハイブリドーマの産生は、マウスまたはペット、例えば
、イヌの免疫化で開始する。免疫化は、アジュバントの存在または非存在下で細胞のいく
つかの型で行うことができる。細胞はまた、ＥＬＩＳＡ、Ｂｉａｃｏｒｅ、ＦＡＣＳまた
は当分野で利用できる他の方法論により、所望の特性を有するハイブリドーマ細胞系を同
定するために使用することができる。
【００３２】
　本発明のモノクローナル抗体調製の方法における使用のために適当な細胞は、（１）健
常または罹患ペット、例えば、イヌ、ネコまたはウマから回収された細胞の特定の型にお
いて豊富である末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）またはＰＢＭＣの画分を含む。リンパ球は、
場合によっては、免疫化前に、抗原の発現を増加させるために、増殖因子、例えば、ＥＰ
Ｏ、ＳＣＦ、ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＧＭＣＳＦ、ＴＰＯ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３
、ＩＬ－４、ＧＣＳＦを含む因子とプレインキュベートされる。（２）健常または罹患対
象から確立されたリンパ腫細胞系または腫瘍細胞系は、所望により、免疫化前に、抗原の
発現を増加させるために、上記因子とプレインキュベートされる。（３）健常または罹患
対象の組織由来の細胞系は、場合によっては、免疫化前に、抗原の発現を増加させるため
に、上記因子とプレインキュベートされる。（４）抗原コード領域またはそのフラグメン
トを発現するように操作された培養細胞、例えば、バキュロウイルス感染細胞、細菌細胞
、酵母細胞、哺乳動物細胞、植物細胞、真菌細胞など。ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質また
はペプチドの形態における抗原は、細胞の画分のいずれか１つに含まれ得る。（５）膜貫
通受容体の天然構造が維持されるように、抗原を発現する細胞から調製されるマグネティ
ック(Magnetic)プロテオリポソーム(Proteoliposome)粒子（ＭＰＬ）が、以前に記載され
ている（例えば、Mirzabekovら Nat. Biotechnol. 18:649-654 (2000); Babcockら J. Bi
ol. Chem. 276:38433-38440 (2001)；ＰＣＴ公開ＷＯ０１／４９２６５；米国特許出願第
２００１００３４４３２号参照）。
【００３３】
　本発明の１つの態様において、モノクローナル抗体の産生は、ＤＮＡ、ペプチドまたは
タンパク質由来の免疫原を使用してなし遂げることができる。ハイブリドーマは、例えば
、マウスまたはペットであり得る動物、または適当な抗体応答を与える任意の動物を免疫
化することにより産生する。１つの局面において、免疫化は、動物に抗原をコードする核
酸またはタンパク質抗原、例えば、イヌＣＤ２０もしくはその免疫原性フラグメントまた
はＣＤ２０もしくはその免疫原性フラグメントをコードする核酸を導入することにより行
われる。当業者は、特定のエピトープは、天然環境から取り出されたとき、動物において
さらに免疫原性であることを認識している。したがって、担体、例えば、キーホールリン
ペットヘモシアニンに接合した抗原のエピトープに対応するペプチドは、天然タンパク質
の一部において見られるときのペプチド単独またはエピトープのいずれかよりもより強い
抗体応答を誘導し得る。かかる変形免疫化スキームおよび他の免疫化スキームは、当業者
に知られており、本発明の免疫化方法に含まれる。
【００３４】
　免疫原は、抗原またはそれらのフラグメントをコードする核酸配列を有するプラスミド
であり得る。本発明の他の態様において、本発明のモノクローナル抗体は、動物の免疫化
から得られる抗体分子またはそれらのフラグメントのライブラリーをスクリーニングする
ことにより得ることができる。本発明のモノクローナル抗体はまた、抗体または抗体をコ
ードする核酸のライブラリーから得ることができる。
【００３５】
　本明細書において使用される「抗原」なる用語は、抗体生産を刺激することができるあ
らゆる物質であることが理解される。また、「免疫原」なる用語は、免疫応答を誘導する
ために使用されるあらゆる物質を含むことが理解される。
【００３６】
　いくつかの態様において、本明細書においてモノクローナル抗体は、重鎖および／また
は軽鎖の一部が、特定の種由来の抗体由来の対応する配列または特定の抗体クラスまたは
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サブクラスに属する配列と同一であるか、または相同であるが、残りの鎖が、別の種由来
の抗体における対応する配列または別の抗体クラスまたはサブクラスに属する配列と同一
であるか、または相同である「キメラ」抗体、ならびに、所望の生物学的活性を示すこの
ような抗体のフラグメントを含み得る（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号；およ
びMorrisonら Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)参照）。
【００３７】
　「一本鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」抗体フラグメントは、単一のポリペプチド鎖に存在す
る抗体のＶＨおよびＶＬドメインを含む。一般的に、Ｆｖポリペプチドは、ｓＦｖが抗原
結合のための所望の構造を形成することができるようにするＶＨおよびＶＬドメイン間に
ポリペプチドリンカーをさらに含む。ｓＦｖの概観ために、Pluckthun in The Pharmacol
ogy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag
, New York, pp. 269-315 (1994)参照。
【００３８】
　「ダイアボディ」なる用語は、２つの抗原結合部位を有する小さい抗体フラグメントで
あって、該フラグメントが同じポリペプチド鎖において軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結
している重鎖可変ドメイン（ＶＨ）（ＶＨ－ＶＬ）を含む抗体フラグメントを示す。同じ
鎖上の２つのドメイン間で対形成することを可能にするように短いリンカーを使用するこ
とにより、ドメインは、別の鎖の相補的ドメインと対になり、２つの抗原結合部位を創造
させられる。
【００３９】
　１つの局面において、本発明は、抗体を意図される治療標的の種に適応させるための方
法を提供する。一般的に、これらの方法は、ドナー抗原結合情報をより弱い免疫原性の哺
乳動物抗体受容体に移し、有用な治療処置を産生するための方法として定義される「哺乳
動物化(mammalization)」を含む。さらに具体的には、本発明は、抗体のネコ化(feliniza
tion)、ウマ化(equinization)およびイヌ化(caninization)のための方法を提供する。
【００４０】
　「イヌ化」は、ドナー抗体由来の非イヌ抗原結合情報をより弱い免疫原性のイヌ抗体ア
クセプターに移し、イヌにおける治療として有用な処置を産生する方法として定義される
。
【００４１】
　「ネコ化」は、ドナー抗体由来の非ネコ抗原結合情報をより弱い免疫原性のネコ抗体ア
クセプターに移し、ネコにおける治療として有用な処置を産生する方法として定義される
。
【００４２】
　「ウマ化」は、ドナー抗体由来の非ウマ抗原結合情報をより弱い免疫原性のウマ抗体ア
クセプターに移し、ウマにおける治療として有用な処置を産生する方法として定義される
。
【００４３】
　本明細書において提供される非イヌ抗体のイヌ化形態は、非イヌ抗体由来の最小配列を
含むキメラ抗体である。ほとんど、イヌ化抗体は、レシピエントの超可変領域残基が、非
イヌ種（「ドナー」抗体）、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ネコ、イヌ、ヤギ、ニワ
トリ、ウシ、ウマ、ラマ、ラクダ、ヒトコブラクダ、サメ、非ヒト霊長類、ヒト、ヒト化
、組換え配列、または所望の特性を有する操作された配列由来の超可変領域残基により置
き換えられている、イヌ抗体配列（「受容体」または「レシピエント」抗体）である。場
合によっては、イヌ抗体のフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非イヌＦＲ残基
により置き換えられる。さらに、イヌ化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体にお
いて見られない残基を含み得る。これらの修飾は、抗体能力をさらに向上させるように作
製される。イヌ化抗体はまた、イヌ抗体の免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも
一部を含み得る。
【００４４】
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　本明細書において使用される「同一性」は、２つのポリペプチド、分子、または２つの
核酸間で一致している配列を示す。２つの比較配列の両方の位置が同じ塩基またはアミノ
酸モノマーサブユニットにより占めるとき（例えば、２つのＤＮＡ分子のそれぞれにおけ
る位置がアデニンにより占めるか、または２つのポリペプチドのそれぞれにおける位置が
リジンにより占めるとき）、それぞれの分子はその位置で同一である。２つの配列間の「
同一性パーセント」は、２つの配列により共有される一致している位置の数を比較される
位置の数で割り、１００を掛ける関数である。このようなアラインメントは、例えば、全
米バイオテクノロジー情報センター　ＮＣＢＩからのプログラム　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａ
ｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）を使用して提供するこ
とができる。
【００４５】
　１つの態様において、組換えポリペプチド、またはそれらのフラグメント、誘導体もし
くは修飾体は、具体的には、患者に投与される。別の態様において、本発明の組換えポリ
ペプチド、またはそれらのフラグメント、誘導体もしくは修飾体は、疾患状態または該疾
患と関連するか、もしくは該疾患が介在する症状を処置、予防、回復またはあるいは低減
する目的のために、哺乳動物体に細胞および／または組織の移植の前に、インビトロまた
はエキソビボ条件下で細胞および／または組織に導入される。
【００４６】
　「フラグメント」および「領域」なる用語は、参照核酸分子またはポリペプチドの全長
の少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、またはそれ以上を含むポリペプチドまたは核酸分子の部分を示す。
【００４７】
　「ポリヌクレオチド」、「核酸」および「核酸分子」なる用語は、本明細書において互
換的に使用され、あらゆる長さのヌクレオチドのポリマー形態を示す。ポリヌクレオチド
は、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチドおよび／またはそれらのアナログを含
むことができる。ポリヌクレオチドは、任意の三次元構造を含むことができ、任意の既知
または未知の機能を果たすことができる。ポリヌクレオチドなる用語は、一本鎖、二本鎖
および三重らせん分子を含み、合成、天然または非天然であってよく、参照核酸と同様の
結合特性を有するヌクレオチドアナログまたは修飾された骨格残基もしくは連結を含む核
酸を含む。
【００４８】
　「オリゴヌクレオチド」は、一般的に、５から約１００ヌクレオチドの一本鎖または二
本鎖ＤＮＡであるポリヌクレオチドを示す。オリゴヌクレオチドはまた、一本鎖または二
本鎖ＤＮＡの約１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０または９０ヌクレオチ
ドであるポリヌクレオチドを示す。本明細書の目的のために、オリゴヌクレオチドのサイ
ズの下限は２であり、オリゴヌクレオチドの長さの上限はない。オリゴヌクレオチドは、
「オリゴマー」または「オリゴ」としても知られており、天然ポリヌクレオチドからの単
離、酵素合成および化学合成を含む当分野で知られている任意の方法により製造すること
ができる。
【００４９】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」なる用語は、本明細書において
互換的に使用され、あらゆる長さのアミノ酸残基のポリマーを示す。ポリペプチドは、任
意の三次元構造を有することができ、任意の既知または未知の機能を果たすことができる
。該用語は、１つ以上のアミノ酸残基が対応する天然アミノ酸の人工的化学模擬物である
アミノ酸ポリマー、ならびに天然アミノ酸ポリマーおよび非天然アミノ酸ポリマーに適用
する。
【００５０】
　「アミノ酸」なる用語は、天然および合成アミノ酸、ならびに天然アミノ酸と同様の様
式において機能するアミノ酸アナログおよびアミノ酸模擬物を示す。天然アミノ酸は、遺
伝子コードによってコードされるもの、ならびにアミノ酸が後に、例えば、ヒドロキシプ
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ロリン、γ－カルボキシグルタミン酸およびＯ－ホスホセリンで修飾されたものである。
アミノ酸模擬物は、アミノ酸の一般的な化学構造と異なる構造を有するが、天然アミノ酸
と同様の様式において機能する化合物を示す。
【００５１】
　アミノ酸は、本明細書において、一般的に知られている３文字記号またはＩＵＰＡＣ－
ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎに
より推奨されている１文字記号のいずれかにより示され得る。ヌクレオチドは、同様に、
一般的に受け入れられている１文字記号により示され得る。
【００５２】
　「保存的に修飾された変異体」または「保存変異体」なる用語は、アミノ酸および核酸
配列の両方に適用される。特定の核酸配列に対して、保存的に修飾された変異体は、同一
または実質的に同一のアミノ酸配列をコードする核酸のもの；または、アミノ酸配列をコ
ードしない核酸に対して、実質的に同一である核酸を示す。本明細書において使用される
「実質的に同一の」は、２つのアミノ酸またはポリヌクレオチド配列が、わずか１０％の
アミノ酸またはヌクレオチド位置、一般的にわずか５％、しばしばわずか２％、および非
常に頻繁にわずか１％のアミノ酸またはヌクレオチド位置で異なることを意味する。
【００５３】
　遺伝子コードの縮重のため、多くの機能的に同一の核酸は、いずれかの所定のタンパク
質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵは、全てアミノ酸
アラニンをコードする。したがって、アラニンがコドンにより特定されている全ての位置
で、コドンは、コードされるポリペプチドを変化することなく、代替アラニンコドンのい
ずれかに変化させることができる。このような核酸変異は、保存的に修飾された変異体の
１つの型である「サイレント変異」である。本明細書に記載されているポリペプチドをコ
ードする核酸配列はまた、核酸の全ての可能なサイレント変異を含む。当業者は、核酸に
おけるそれぞれのアミノ酸コドン（通常メチオニンに対する唯一のコドンであるＡＵＧお
よび通常トリプトファンに対する唯一のコドンであるＴＧＧを除く）が、１つ以上の位置
で同じアミノ酸に対するコドンに変化され得ることを認識している。したがって、ポリペ
プチドをコードする核酸のそれぞれのサイレント変異は、発現産物に対してそれぞれ記載
されている配列に含まれる。
【００５４】
　核酸に適用される「相補性」は、塩基対合の従来のワトソンクリックまたは他の非従来
の型のいずれかによる別のポリヌクレオチド配列との水素結合を形成する核酸の能力を示
す。本発明の核酸分子への言及において、標的または相補的配列と核酸分子に関する結合
自由エネルギーは、核酸の関連機能が、例えば、酵素的核酸開裂、ＲＮＡ干渉、アンチセ
ンスまたは三重らせん阻害を続行することを可能にするために十分である。核酸分子に対
する結合自由エネルギーの決定は、当分野でよく知られている。「相補性パーセント」は
、別の核酸分子と水素結合（例えば、ワトソンクリック塩基対合）を形成することができ
る核酸分子における隣接する残基のパーセントを示す。「完全に相補的」または「１００
％相補性」は、核酸分子の隣接ヌクレオチドの全てが、第２の核酸分子における同じ数の
隣接する残基と水素結合していることを意味する。本明細書において使用される「実質的
な相補性」および「実質的に相補的」は、２つの核酸が、約１５以上のヌクレオチド、お
よびさらにしばしば約１９以上のヌクレオチドの領域にわたって、少なくとも９０％相補
的、一般的に少なくとも９５％相補的、しばしば少なくとも９８％相補的、および非常に
頻繁に少なくとも９９％相補的であることを示す。
【００５５】
　「相同」は、２つのヌクレオチド配列が、同じ遺伝子またはその遺伝子産物を示し、一
般的に２つ以上の核酸分子のヌクレオチド配列が、部分的に、実質的にまたは完全に同一
であることを意味する。同じ生物体由来のとき、同種ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオ
チド配列間の個々の違い（例えば、多型変異体、対立遺伝子など）があり得るが、同じ染
色体位置を有する同じ遺伝子の代表である。１つの態様において、ホモログは、例えば、
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転座の結果として、ゲノムにおいて非天然位置において見ることができる。
【００５６】
　「異種」なる用語は、通常、天然において互いに同じ関係において見られないあらゆる
２つ以上の核酸またはポリペプチド配列を示す。例えば、異種核酸は、一般的に、２つ以
上の配列を有して、例えば、新規機能性核酸を作製するように配置された非関連遺伝子、
例えば、ある供給源由来のプロモーターおよび別の供給源由来のコード領域から組換え的
に生産される。同様に、異種ポリペプチドは、しばしば、天然において互いに同じ関係に
おいて見られない２つ以上の部分配列（例えば、融合タンパク質）を示す。
【００５７】
　「ホモログ」なる用語は、参照アミノ酸配列（例えば、本明細書に記載されているアミ
ノ酸配列のいずれか１つ）または核酸配列（例えば、本明細書に記載されている核酸配列
のいずれか１つ）と少なくとも５０％同一性を示すポリペプチドまたは核酸分子を示す。
好ましくは、このような配列は、参照配列に対するアミノ酸レベルまたは核酸で少なくと
も５５％、５７％、６０％、６５％、６８％、７０％、さらに好ましくは８０％または８
５％、およびより好ましくは９０％、９５％、９８％または９９％同一である。
【００５８】
　「同様の」配列は、アラインされたとき、同一および同様のアミノ酸残基を共有するも
のであって、該同様の残基とは、アラインされた参照配列において対応するアミノ酸残基
に対する保存的置換である。この点において、配列における保存的残基は、対応する参照
残基と物理的または機能的に同様である、例えば、同様のサイズ、形状、電荷、化学特性
、例えば、共有または水素結合を形成する能力などを有する残基である。２つの配列間の
「類似性パーセント」は、２つの配列により共有される一致している残基または保存的残
基を含む位置の数を比較される位置の数で割り、１００を掛ける関数である。
【００５９】
　本明細書において使用される「アミノ酸コンセンサス配列」は、少なくとも２つ、およ
び好ましくはそれ以上のアラインされたアミノ酸配列のマトリックスを使用して、それぞ
れの位置で非常に頻繁なアミノ酸残基を決定することができるように、アラインメントに
おけるギャップを考慮して産生することができる仮説的アミノ酸配列を示す。コンセンサ
ス配列は、それぞれの位置で非常に頻繁に示されているアミノ酸を含む配列である。万一
、２つまたはそれ以上のアミノ酸が単一の位置で均一に示されているという場合には、コ
ンセンサス配列は、これらのアミノ酸の両方または全てを含む。いくつかの場合において
、アミノ酸コンセンサス配列は、天然において見られる配列または部分配列に対応する。
他の場合において、アミノ酸コンセンサス配列は、天然において見られず、理論的配列の
みを示す。
【００６０】
　タンパク質のアミノ酸配列は、種々のレベルで分析することができる。例えば、保存ま
たは可変性は、単一の残基レベル、複数の残基レベル、ギャップなどを有する複数の残基
で示すことができる。残基は、同一の残基の保存を示すことができ、またはクラスレベル
で保存され得る。以下の８つのグループはそれぞれ、互いに対して保存的置換であるアミ
ノ酸を含む：１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタ
ミン酸（Ｅ）；３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；４）アルギニン（Ｒ）、リ
ジン（Ｋ）；５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ
）；６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；７）セリン
（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；および８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）（例えば、
Creighton, Proteins (1984)参照）。他のクラスは当業者に知られており、構造決定また
は代替性を評価するための他のデータを使用して定義され得る。
【００６１】
　アミノ酸配列に関して、当業者は、コードされた配列における単一のアミノ酸または少
数のアミノ酸を変化、挿入または欠失する核酸、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク
質配列に対する個々の置換、欠失または挿入が、該変化が化学的に同様のアミノ酸でのア
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ミノ酸の置換をもたらす「保存的に修飾された変異体」であることを認識している。機能
的に同様のアミノ酸を記載している保存的置換表は、当分野でよく知られている。このよ
うな保存的に修飾された変異体は、加えて、本発明の機能的に同等の多型変異体、ホモロ
グおよび対立遺伝子を除かない。
【００６２】
　本明細書において使用される、１つのアミノ酸配列（例えば、第１のＶＨまたはＶＬ配
列）が１つ以上のさらなるアミノ酸配列（例えば、データベースにおける１つ以上のＶＨ
またはＶＬ配列）とアラインされるとき、１つの配列（例えば、第１のＶＨまたはＶＬ配
列）におけるアミノ酸位置は、１つ以上のさらなるアミノ酸配列における「対応する位置
」と比較され得る。本明細書において使用される「対応する位置」は、配列が最適にアラ
インされるとき、すなわち、配列が最も高い同一性パーセントまたは類似性パーセントを
なし遂げるようにアラインされるとき、比較される配列における同等位置を示す。
【００６３】
　本明細書において使用される「抗体データベース」なる用語は、２つ以上の抗体アミノ
酸配列（「多数」または「複数」の配列）の回収物を示し、一般的に１０、１００または
さらに１０００の抗体アミノ酸配列の回収物を示す。抗体データベースは、例えば、抗体
ＶＨ領域、抗体ＶＬ領域またはそれらの両方の回収物のアミノ酸配列を保存することがで
き、またはフレームワーク配列の回収を保存することができる。１つの態様において、抗
体データベースは、生殖細胞系列抗体配列を含むか、または該配列からなるデータベース
である。別の態様において、抗体データベースは、成熟抗体配列（例えば、成熟抗体配列
のＫａｂａｔデータベース）を含むか、または該配列からなるデータベースである。別の
態様において、抗体データベースは、１つ以上の所有物に対して選択された配列を含むか
、または該配列からなる。別の態様において、抗体データベースは、コンセンサス配列を
含むか、または該配列からなる抗体データベースである。別の態様において、抗体データ
ベースは、同様の配列を含むか、または該配列からなる抗体データベースである。さらに
別の態様において、抗体データベースは、主要な抗体クラン由来の配列を含むか、または
該配列からなる（Dasら Immunogenetics, 60:47-55 (2008); Dasら Proc. Natl. Ac. Sci
. USA. 105:16647-16652 (2008)）。
【００６４】
　本明細書において使用される「性質」または「特性」なる用語は、例えば、ポリペプチ
ドの製造特性または治療効果を改善するために、当業者に望ましい、および／または有利
であるポリペプチドの性質である。１つの態様において、機能特性は、改善された安定性
である。別の態様において、機能特性は改善された溶解度である。さらに別の態様におい
て、機能特性は非凝集である。さらに別の態様において、機能特性は発現における改良で
ある。１つの態様において、機能特性は抗原結合親和性における改良である。
【００６５】
　発現「コントロール配列」は、特定の宿主生物において作動可能に連結しているコード
配列の発現のために必要であるＤＮＡ配列を示す。原核生物のために適当であるコントロ
ール配列は、例えば、プロモーター、所望によりオペレーター配列、およびリボソーム結
合部位を含む。真核細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサー
を利用することが知られている。
【００６６】
　核酸は、別の核酸配列と機能的な関係に配置されているとき、「作動可能に連結してい
る」。例えば、プレ配列または分泌リーダーに対するＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に関
与するプレタンパク質として発現されるとき、ポリペプチドに対するＤＮＡに作動可能に
連結されており；プロモーターまたはエンハンサーは、配列の転写に影響するとき、コー
ド配列に作動可能に連結されており；または、リボソーム結合部位は、翻訳を容易にする
ように配置されるとき、コード配列に作動可能に連結されている。一般的に、「作動可能
に連結している」は、連結しているＤＮＡ配列が隣接しており、分泌リーダーの場合、リ
ーディング相において隣接していることを意味する。しかしながら、エンハンサーは、隣
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接していなくてもよい。連結は、便利な制限酵素認識部位でのライゲーションにより成し
遂げられる。このような部位が存在しないとき、合成オリゴヌクレオチドアダプターまた
はリンカーが慣用の習慣にしたがって使用される。
【００６７】
　「コドン最適化」または「コドン最適化配列」なる用語は、元の翻訳されたポリペプチ
ドのアミノ酸配列を変えることなく最適化されており、宿主種において低い使用頻度で有
する任意のコドンでの置換、スプリアス(spurious)ポリアデニル化配列の除去、エクソン
／イントロンスプライシングシグナルの除去、トランスポゾン様リピートの除去およびＧ
Ｃ含有量の最適化を含むヌクレオチド配列を示す。
【００６８】
　本明細書において使用される「細胞」、「細胞系」および「細胞培養」なる表現は互換
的に使用され、全てのこのような意味は子孫を含む。したがって、「形質転換体」および
「トランスフェクタント」、「形質転換細胞」および「トランスフェクト細胞」なる用語
は、一次対象細胞およびそれ由来の培養物を含む。
【００６９】
　本明細書において使用される免疫原性は、動物に導入されるとき、免疫応答、例えば、
体液性または抗体応答を誘導する抗原（天然抗原、それらのフラグメント、変異体および
誘導体、ならびに組換えおよび合成抗原を含む）を示す。
【００７０】
　本明細書において使用される「免疫原性なし」または「非免疫原性」なる用語は、抗原
、例えば、抗体、または他の分子が、治療効果をなし遂げるために十分な時間、処置され
た患者の多くにおいて抗体の連続投与の有効性を減少させるような十分な大きさの抗体応
答を引き起こさないことを意味する。
【００７１】
　本明細書において使用される「治療」なる用語は、「疾患」または「障害」または「状
態」に対する処置の全範囲を含む。本発明の「治療」剤は、危険性（遺伝薬理学的）があ
ると同定することができる個体を標的化するように設計された手法を組み込む処置を含み
、予防的または防止的に作用し得る；または、自然に改善または治癒するように作用し得
る；または、疾患または障害の進行の速度または程度を遅延するように作用し得る；また
は、必要とされる時間、あらゆる不快または苦痛の発生または程度、または疾患、障害ま
たは身体外傷からの回復と関連する身体的制約を最小限にするように作用し得る；または
、他の治療および処置に対するアジュバントとして使用され得る。
【００７２】
　本明細書において使用される「処置」は、動物に対する治療薬のあらゆる投与または適
用、例えばヒトにおける疾患、疾患を阻害する、すなわち、発症を阻止する；疾患を軽減
する、すなわち、退行を引き起こす；および疾患を排除する、すなわち、疾患細胞の除去
または非疾患状態の回復を引き起こすことを含む。処置は、治療処置および予防または防
止処置の両方を示す。処置を必要とするものは、障害をすでに有するもの、ならびに障害
を予防すべきであるものを含む。
【００７３】
　本明細書における抗体、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドの「医薬組成物」または
「薬学的に許容される組成物」は、通常、当分野で慣用であり、治療、診断または予防目
的のために対象への投与に対して適当である薬学的に許容される担体または賦形剤を含む
組成物を示す。例えば、経口投与のための組成物は、溶液、懸濁液、錠剤、丸剤、カプセ
ル、持続放出製剤、含嗽液または粉末を形成することができる。
【００７４】
　「併用療法」なる用語は、指示された治療効果をなし遂げるような少なくとも２つの別
個の治療の提供を含む治療レジメンを示す。例えば、併用療法は、２つ以上の化学的に別
個の活性成分、例えば、化学療法剤および抗体の投与を含み得る。あるいは、併用療法は
、抗体および／または１つ以上の化学療法剤の投与を、単独または別の処置、例えば、放
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射線療法および／または外科手術の送達と一緒に含み得る。２つ以上の化学的に別個の活
性成分の投与の文脈において、活性成分は、同じ組成物の一部として、または異なる組成
物として投与され得ることが理解される。別々の組成物として投与されるとき、異なる活
性成分を含む組成物は、同時か、または異なっている時間で、同じか、または異なってい
る経路により、同じか、または異なっている投与レジメンを使用して投与され得、全て特
定の事情上に応じて、担当の獣医または介護人により決定され得る。
【００７５】
　「単剤療法」なる用語は、単回投与または時間をかけて複数回投与として投与されよう
となかろうと、１つの治療的に有効な化合物の送達に基づく処置レジメンを示す。
【００７６】
　「免疫状態」は、免疫系またはその一部、例えば、免疫系の細胞が、異常であるか、ま
たは疾患状態を引き起こす、関節炎、乾癬、炎症性腸疾患、多発性硬化症、心筋梗塞、卒
中、溶血性貧血、アトピー性皮膚炎、皮膚障害などを含む広範な疾患に対する一般名であ
る。免疫状態は、免疫細胞、組織または臓器における原発性欠損、ならびに自己抗原の免
疫認識を防止するための正常メカニズムが欠損しており、非免疫細胞、組織または臓器型
に関する疾患または障害をもたらす「自己免疫性状態」を含む。癌、例えば、白血病およ
びリンパ腫は原発性免疫障害であるが、多発性硬化症および狼瘡は自己免疫性起源である
と考えられている。
【００７７】
　多数の治療剤は、ヒトに対する種々の型の免疫状態の処置のために、過去数十年にわた
って開発されており、これらはまた、ペットにおける免疫状態の処置のために使用されて
いる。最も一般的に使用される抗免疫剤の型は、免疫抑制剤（例えば、シクロスポリン、
チオプリン、プレドニゾン）、および鎮痛剤および解熱剤（例えば、アスピリン、イブプ
ロフェン、ナプロキセン、セレコキシブ、ニメスリド、リコフェロン、オメガ－３－脂肪
酸）を含み、これらそれぞれは、本発明の抗体と同時に、連続して、もしくは共通の投与
レジメンにおいて投与され得る。
【００７８】
　本明細書において使用される「癌」は、あらゆる異常な細胞または組織増殖、例えば、
悪性または非悪性であり得る腫瘍を示す。癌は、周囲組織に侵入していてもよく、または
侵入していなくてもよく、したがって、新規身体部位に転移していてもよく、または転移
していなくてもよい、細胞の制御されない増殖により特徴付けられる。癌は、上皮性細胞
の癌である癌腫（例えば、扁平上皮癌、腺癌、黒色腫および肝臓癌）を含む。癌はまた、
間葉性起源の腫瘍である肉腫（例えば、骨肉腫、白血病およびリンパ腫）を含む。癌は、
１つ以上の腫瘍性細胞型を含み得る。癌は、非制御な増殖、分化の欠如、および局所組織
に侵入し、転移する能力により特徴付けられる広範な細胞性悪性腫瘍に対する一般名であ
る。これらの新生悪性腫瘍は、種々の程度の罹患率で、全ての身体の組織および臓器に影
響する。多数の治療剤は、ヒトに対する種々の型の癌の処置のために、過去数十年にわた
って開発されており、ペットにおける癌の処置のために不認可でまたは再製剤化されて使
用されている。最も一般的に使用される抗癌剤の型は、ＤＮＡ－アルキル化剤（例えば、
シクロホスファミド、イホスファミド）、抗代謝産物（例えば、メトトレキサート、葉酸
アンタゴニスト、および５－フルオロウラシル、ピリミジンアンタゴニスト）、微小管分
解剤（例えば、ビンクリスチン、ビンブラスチン、パクリタキセル）、ＤＮＡ挿入剤（例
えば、ドキソルビシン、ダウノマイシン、シスプラチン）、および免疫抑制剤（例えば、
プレドニゾン）を含み、これらそれぞれは、本発明の抗体と同時に、連続して、もしくは
共通の投与レジメンにおいて投与され得る。（例えば、Withrow & MacEwen's, Small Ani
mal Clinical Oncology, Saunders Elsevier, 4th ed. (2007)参照）。
【００７９】
　本明細書に記載されている技術に付すことができる抗体（ｍＡｂ）は、種々の供給源由
来のモノクローナルおよびポリクローナルｍＡｂ、および抗体フラグメント、例えば、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ、ｓｃＦｖ、ダイアボディ、抗体軽鎖、抗体重鎖
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および／または抗体フラグメントを含む。抗体は、配列ドナー種から得られる。さらに特
に、ドナー種抗体の軽鎖、重鎖または両方の可変部分の核酸またはアミノ酸配列は、所望
の抗原に対する特異性を有する。ドナー種は、抗体または抗体ライブラリーを産生するた
めに使用された任意の種である、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ネコ、イヌ、ヤギ、
ニワトリ、ウシ、ウマ、ラマ、ラクダ、ヒトコブラクダ、サメ、非ヒト霊長類、ヒト、ヒ
ト化、組換え配列、操作された配列など。モノクローナル抗体を産生およびクローニング
する技術は、当業者によく知られている。
【００８０】
　ドナー種またはライブラリーから得られた抗体をシーケンシング後、可変領域（ＶＨお
よびＶＬ）は、ＣＤＲおよびフレームワークの任意の公開された定義（例えば、Ｋａｂａ
ｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ、ＡｂＭ、コンタクト(contact)定義およびそれらの任意の組合せ、
ならびに当業者に知られている任意の他のもの）を使用して、別々の領域、例えば、リー
ダー配列、フレームワーク（ＦＲ）およびＣＤＲに分離される。特定の態様において、Ｆ
ＲおよびＣＤＲは、Ｋａｂａｔ定義を基準にして同定される。
【００８１】
　本明細書において表されているときはいつでも、数的範囲、例えば、「１から１００」
は、所定の範囲におけるそれぞれの整数を示す；例えば、「１から１００ヌクレオチド」
は、核酸が１個のヌクレオチドのみ、２個のヌクレオチド、３個のヌクレオチドなど、最
大１００個のヌクレオチドを含むことができることを意味する。
【００８２】
　重鎖の定常ドメインについて、標的種由来の任意のサブクラスの定常ドメインまたはそ
のフラグメントが、重鎖ヘテロキメラ可変ドメインに融合され得る。
【００８３】
　本発明の組換え抗体の操作は、組換え、エラープローン(error-prone)ＰＣＲ、シャフ
リング(shuffling)、オリゴヌクレオチド指向性変異誘発、アセンブリ(assembly)ＰＣＲ
、セクシャル(sexual)ＰＣＲ変異誘発、インビボ変異誘発、部位特異的変異誘発、遺伝子
再集合、合成ライゲーション再集合またはそれらの組合せを含む当分野で既知の任意の方
法により抗体をコードする核酸への修飾、付加または欠失の導入により創造することがで
きる。
【００８４】
　さらに、本発明の範囲内で構想されるものは、炎症の発症に介在するか、または関連す
る全てのペットの疾患および／または状態、ならびに自己免疫に介在するか、または関連
するペットの疾患および／または状態の処置のための、本明細書に記載されている組換え
核酸もしくはタンパク質またはそれらのフラグメントもしくは誘導体の使用である。この
ような疾患および／または状態は、炎症性疾患として本明細書において示され、限定はし
ないが、炎症、自己免疫疾患および免疫関連疾患を含む。
【００８５】
　さらなる局面において、本発明は、本発明の抗体が治療的または予防的使用のために提
供される医薬組成物を特徴とする。本発明は、特定の抗原、例えば、疾患と関連するもの
を有するイヌ対象を処置するための方法を特徴とする。該方法は、治療有効量の特定の抗
原に対して特異的な組換え抗体を、本明細書に記載されている組換え抗体と共に投与する
ことを含む。
【００８６】
　治療効果を生産するために有用な抗体の量は、当業者によく知られている標準技術によ
り決定することができる。抗体は、一般的に、薬学的に許容されるバッファー内で標準技
術により提供され、所望の任意の経路により投与され得る。本発明の抗体または抗原結合
部分の投与経路は、経口的、非経口的、吸入的または局所的であり得る。本明細書におい
て使用される非経口なる用語は、静脈内、筋肉内、皮下的、経直腸的、膣内または腹腔内
投与を含む。
【００８７】
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　上記手段または同等の技術により生産される抗体は、機能性生物学的アッセイにおける
特性化のためにアフィニティーおよびサイズ排除クロマトグラフィーの組合せにより精製
することができる。これらのアッセイは、特異性および結合親和性ならびに発現されるア
イソタイプと関連するエフェクター機能、例えば、ＡＤＣＣ、アポトーシス、または補体
結合の決定を含む。このような抗体は、多くの疾患、例えば、Ｂ細胞リンパ腫、Ｔ細胞リ
ンパ腫、自己免疫疾患、炎症性疾患、感染症、および移植に対する受動的または能動的治
療剤として使用され得る。
【００８８】
　「抗体依存性細胞介在細胞毒性」および「ＡＤＣＣ」は、非特異的細胞毒性細胞、例え
ば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球およびマクロファージが標的細胞上に結合し
た抗体を認識し、次に標的細胞の溶解を引き起こす細胞介在反応を示す（例えば、Janewa
yら Immuno Biology: Elsevier Science Ltd., 4th ed., (1999)参照）。
【００８９】
　「補体依存性細胞毒性」および「ＣＤＣ」は、補体の存在下での標的の溶解を示す。補
体活性化経路は、同種抗原と複合体化した分子（例えば抗体）への補体系の第１の成分（
Ｃ１ｑ）の結合により開始する。
【００９０】
　本明細書において使用される「増強した」または「減少した」ＡＤＣＣまたはＣＤＣ活
性は、一般的に、参照重鎖よりもより高い活性またはより低い活性を与える重鎖を示す。
当分野で理解されるとおり、活性の量は、当分野で知られている任意のアッセイまたは技
術にしたがう手段で、定量的または定性的に、並行してまたは別々に決定され得る。
【００９１】
　上記局面の１つの態様において、抗原は、腫瘍抗原、免疫障害に関与する抗原、自己免
疫性応答に関与する抗原、宿主細胞上に発現されるか、血液循環において利用できるか、
もしくは細胞により分泌される受容体であり、組換え抗体は、望ましくない細胞を枯渇さ
せるか、または受容体機能を阻害もしくは刺激するか、または活性な可溶性生成物を中和
することができる。
【００９２】
　本発明の抗体（またはそれらのフラグメント）はまた、ペットにおける腫瘍を処置する
ために有用であり得る。さらに具体的には、それらは、腫瘍サイズを減少する、腫瘍増殖
を阻害する、および／または腫瘍含有動物の生存時間を延長するために有用であるべきで
ある。したがって、本発明はまた、有効用量を投与することによるイヌまたは他の動物に
おける腫瘍を処置する方法に関する。有効用量は、１日に１キログラム体重あたり約０．
０５から１００ミリグラムの範囲であることが予期される。有効用量はまた、１日に１キ
ログラム体重あたり約０．０５、０．１０、０．５０、１．０、５．０、１０．０、１５
．０、２０．０、２５．０、３０．０、３５．０、４０．０、４５．０、５０．０、５５
．０、６０．０、６５．０、７０．０、７５．０、８０．０、８５．０、９０．０、９５
．０および１００ミリグラムであり得ることがさらに考慮される。
【００９３】
　特定の態様において、本発明は、ＣＤ２０に対する抗体を提供する。イヌＣＤ２０は、
ほとんど全ての正常および悪性Ｂ細胞の表面上に発現される非グリコシル化内在性膜リン
タンパク質である。それは、４つの膜貫通疎水性領域および第３および第４膜貫通ドメイ
ン間の短い細胞外ループを有する。
【００９４】
　ＣＤ２０タンパク質は、ヒトＣＤ２０のような２つの細胞外ドメイン、４つの膜貫通ド
メインおよび３つの細胞内ドメインからなるアミノ酸配列のドメインを含むことが予期さ
れる。
【００９５】
　イヌＣＤ２０のアミノ酸配列は、ヒトおよびマウスのものと配列類似性を示す。イヌＣ
Ｄ２０のアミノ酸配列は、ヒト遺伝子と高度な類似性を示し、同様の生物学的機能を示唆
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する。イヌおよびヒトＣＤ２０配列間の配列相同性にもかかわらず、ヒトＣＤ２０抗原に
対するモノクローナル抗体であるリツキシマブは、恐らくリツキシマブにより認識される
ＣＤ２０の細胞外ドメインのエピトープにおけるヒトおよびイヌ間の相同性の欠如によっ
て、イヌＢ細胞と反応しない（Veterinary Journal, 2006, vol 171, 556）。
　イヌＣＤ２０のいくつか報告されているバージョンが存在する。１つの態様において、
イヌＣＤ２０は、配列番号：１：
【表１】

【００９６】
　正常および悪性Ｂリンパ球により発現されるＣＤ２０抗原に対するイヌ抗体。抗体は、
哺乳動物細胞（ＣＨＯまたはＰｅｒ．Ｃ６）において生産され、製造および精製加工で処
理される。産物は、非経口投与用の滅菌性の透明な無色の保存剤を含まない液体濃縮物で
ある。
【００９７】
　したがって、本発明は、（ｉ）ドナー種由来の抗体において見られる配列と完全に、も
しくは実質的に同一の超可変領域配列；（ｉｉ）ドナー種と異なる標的種由来の抗体にお
いて見られる配列と完全に、もしくは実質的に同一の定常領域配列；および（ｉｉｉ）標
的種由来の抗体において見られる配列に対応する少なくとも３つの隣接する非ＣＤＲ残基
およびドナー種由来の抗体において見られる配列に対応する少なくとも３つの隣接する非
ＣＤＲ残基を含む重鎖および／または軽鎖可変フレームワーク配列、を含むヘテロキメラ
抗体および／またはそのフラグメントを提供する。
【００９８】
　１つの態様において、本発明の抗体は、特定の疾患または障害、例えば、急性炎症、リ
ウマチ性関節炎、移植拒絶反応、喘息、アレルギー性炎症、再狭窄、動脈再狭窄、炎症性
腸疾患、ブドウ膜炎、多発性硬化症、乾癬、創傷治癒、エリテマトーデス、アレルギー性
鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物アレルギー、糖尿病、皮膚炎、血栓性血小板減少性紫斑病
、脳炎、白血球接着不全症、リウマチ性発熱、乾癬性関節炎、骨関節症、眼の炎症性疾患
、進行性全身性硬化症、原発性胆汁性肝硬変、ＣＮＳ炎症性疾患、抗原抗体複合体介在疾
患、自己免疫性溶血性貧血、虚血性心臓疾患、アテローム性動脈硬化症、透析後症候群、
白血病、後天性免疫不全症候群、敗血症性ショック、脂質性組織球増殖症および癌と関連
している抗原を標的とする。
【００９９】
　特に興味のあるものは、抗原ＣＤ２０である。当業者は、抗原が好ましくは標的種（例
えば、イヌ、ネコまたはウマ）から単離されるか、または標的種由来であるが、適当な交
差反応性抗体が、いくつかの場合において、異種由来の抗原を使用することにより産生す
ることができることを理解している。
１．１．相補性決定領域およびフレームワーク領域がＫａｂａｔにしたがって定義されて
いる、前記の態様のいずれかに記載の抗体。
１．２．抗体の定常領域が、ＡＤＣＣ、抗体依存性細胞食作用（ＡＤＣＰ）および補体依
存性細胞毒性（ＣＤＣ）から選択される細胞毒性エフェクター機能を増強させるように修
飾されている、前記の態様のいずれかに記載の抗体。
【０１００】
　さらなる態様において、本発明は、以下のものを提供する。
２．イヌまたはネコまたはウマＣＤ２０を認識する抗体または抗体フラグメントである抗
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体２。
２．１．イヌまたはネコまたはウマＣＤ２０に対するものである抗体２。
２．２．ＣＤ２０の１つ以上の細胞外ループの配列を含むペプチドを含むか、または発現
する免疫原性構築物に対する抗体由来であるか、または該抗体と実質的に同じ超可変ドメ
インを有する、抗体２．１。
２．３．ＣＤ２０を発現する細胞のアポトーシスを誘導する、抗体２－２．２のいずれか
。
２．４．ＣＤ２０を発現する細胞の増殖を抑制する、抗体２－２．３のいずれか。
２．５．抗体依存性細胞介在細胞毒性（ＡＤＣＣ）によるＣＤ２０を発現する細胞の死を
引き起こす、抗体２－２．４のいずれか。
２．６．補体依存性細胞毒性（ＣＤＣ）によるＣＤ２０を発現する細胞の死を引き起こす
、抗体２－２．５のいずれか。
２．７．例えば、配列番号：２のネコＣＤ２０に対する抗体である、抗体２－２．６のい
ずれか。
２．８．例えば、配列番号：１のイヌＣＤ２０に対する抗体である、抗体２－２．６のい
ずれか。
２．９．１つ以上の配列番号：１および配列番号：２の配列から選択される配列を含むペ
プチドを含むか、または発現する免疫原性構築物に対する抗体由来であるか、または該抗
体と実質的に同じ超可変ドメインを有する、抗体２．８。
２．１０．イヌＣＤ２０の細胞外ループ上のエピトープを特異的に認識する抗体２．８ま
たは２．９であって、該エピトープは、配列番号：１の残基７４－８４、１７８－１８８
、１５４－１７０、１４０－１４６，１６２１７３、１４８－１５９、１４２－１５３、
１４８－１６９、１６６－１７７または１６１－１７６の１つ以上の配列から選択される
配列を含むペプチドを含むか、または発現するＣＤ２０の領域を含むか、または該領域内
で見られる、抗体２．８または２．９。
２．１１．ウマＣＤ２０に対する抗体である、抗体２－２．６のいずれか。
２．１２．ドナー種抗体由来の超可変配列および標的種由来の定常領域配列を含む、抗体
２－２．１１のいずれか。
２．１３．イヌ化されている、抗体２のいずれか。
２．１４．ネコ化されている、抗体２のいずれか。
２．１５．ウマ化されている、抗体２のいずれか。
２．１６．抗体１－１．３５のいずれかのヘテロキメラ抗体である、抗体２．２３から２
．２６のいずれか。
２．１７．モノクローナルであり、完全にイヌ抗体である、抗体２のいずれか。
２．１８．モノクローナルであり、完全にネコ抗体である、抗体２のいずれか。
２．１９．モノクローナルであり、完全にウマ抗体である、抗体２のいずれか。
２．２０．配列番号１７－４３から選択される配列を含む、イヌまたはネコＣＤ２０を認
識する抗体２のいずれか。
２．２１．イヌまたはネコＣＤ２０を認識し、配列番号１７－４３からの少なくとも１つ
のＣＤＲ領域を含む抗体２のいずれか。
２．２２．ｍＡｂＣＤ２０－１、ＣＤ２０－２、ＣＤ２０－３、ＣＤ２０－４、ＣＤ２０
－５およびＣＤ２０－６から選択される抗体の結合特性を有する抗体２のいずれか。
２．２３．ＡＶＤ－１からＡＶＤ－１３から選択される可変ドメイン構造を含む、請求項
１－３のいずれかに記載の抗体２のいずれか。
２．２４．配列番号：２０、２１、２２、２４、２５、２６、２８、３２、３３、３６、
３７、３８、３９、４１および４３から選択される軽鎖および配列番号：１７、１８、１
９、２３、２７、２９、３０、３１、３４、３５、３８、４０および４２から選択される
重鎖を含む抗体２のいずれか。
２．２５．ヘテロキメラ抗体である、抗体２のいずれか。
２．２６．定常ドメインが、増強したＡＤＣＣおよび／またはＣＤＣを提供するために選



(20) JP 5911813 B2 2016.4.27

10

20

30

40

50

択された配列を含む、抗体または抗体フラグメント。
２．２７．イヌＣＤ２０に結合し、定常領域がイヌ起源である、抗体２のいずれか。
２．２８．ネコＣＤ２０に結合し、定常領域がネコ起源である、抗体２のいずれか。
【０１０１】
　本発明は、抗体１または２のいずれかをコードする核酸をさらに提供する。
【０１０２】
　本発明は、さらに以下のものを提供する。
ａ．標的抗原を発現する異常細胞の存在または異常細胞のレベルにより特徴付けられる疾
患または状態に罹患している患者を処置する方法であって、治療有効量のこのような標的
抗原に結合する抗体を投与することを含み、該抗体は抗体１または２から選択される、方
法。
ｂ．ＣＤ２０を発現する異常細胞の存在または異常細胞のレベルにより特徴付けられる疾
患または状態に罹患している患者を処置する方法であって、治療有効量の抗体１および２
から選択される抗体を投与することを含む、方法。
ｃ．患者がイヌである、方法ｂ）。
ｄ．処置される状態がイヌリンパ腫である、方法ｃ）。
ｅ．疾患が、急性炎症、リウマチ性関節炎、移植拒絶反応、喘息、アレルギー性炎症、再
狭窄、動脈再狭窄、炎症性腸疾患、ブドウ膜炎、多発性硬化症、乾癬、創傷治癒、エリテ
マトーデス、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物アレルギー、糖尿病、皮膚炎、
血栓性血小板減少性紫斑病、脳炎、白血球接着不全症、リウマチ性発熱、乾癬性関節炎、
骨関節症、眼の炎症性疾患、進行性全身性硬化症、原発性胆汁性肝硬変、ＣＮＳ炎症性疾
患、抗原抗体複合体介在疾患、自己免疫性溶血性貧血、虚血性心臓疾患、アテローム性動
脈硬化症、透析後症候群、白血病、後天性免疫不全症候群、敗血症性ショック、脂質性組
織球増殖症および癌からなる群から選択される、方法ａ）。
ｆ．化学療法の投与をさらに含む、方法ａ、ｂ、ｃまたはｄまたはｅ。
ｇ．化学療法が、シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、プレドニゾン
、Ｌ－アスパラギナーゼ、シトキサンおよびアドリアマイシンから選択される１つ以上の
薬剤の投与を含む、方法ｆ。
ｈ．化学療法が、例えば、癌細胞における抗体のＡＤＣＣ効果への干渉を増強または減少
させるように、エフェクター細胞を省くか、または増強させる、方法ｆまたはｇ。
ｉ．コルチコステロイド、例えば、プレドニゾンの投与をさらに含む、前記方法のいずれ
か。
ｊ．放射線の投与をさらに含む、前記方法のいずれか。
ｋ．ＣＤ２０およびＣＤ５２に対する抗体の共投与を含む、前記方法のいずれか。
【０１０３】
　本発明は、さらに、例えば、方法ａ－ｋのいずれかにおける使用のための、抗体１また
は２のいずれかを含む医薬組成物を提供する。
【０１０４】
　本発明は、さらに、方法ａ－ｋのいずれかにおける使用のための医薬のとしての、また
は医薬の製造における抗体１または２のいずれかの使用を提供する。
【０１０５】
　本発明は、さらに、抗体１または２のいずれかを安定に発現する細胞系、例えば、抗体
１または２のいずれかを安定に発現するＣＨＯ細胞系またはＰｅｒＣ６を提供する。
【０１０６】
　本発明は、さらに、抗体１または２のいずれかの少なくとも１つの重鎖および少なくと
も１つの軽鎖を発現するベクターを提供する。
【０１０７】
　本発明は、さらに、抗体１または２のいずれかの少なくとも１つの重鎖および少なくと
も１つの軽鎖を発現するベクターで細胞系を形質転換することを含む抗体を製造する方法
を提供する。
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【０１０８】
　例えば、方法Ｋにおける使用のためのＣＤ５２に対する抗体を、例えば、同時係属米国
仮出願番号６１／３１０，４５０ならびにそれからの優先権主張された出願ＵＳおよびＰ
ＣＴ出願（これらの内容を出典明示により本明細書に包含させる）において記載されてい
る。
【０１０９】
　別の態様において、本発明は、本発明の抗体で処置することができる疾患または状態を
診断する方法であって、組織サンプルを得て、本発明の抗体の１つによる結合を測定する
ことを含む方法、および、本発明の抗体、例えば、抗体１または２のいずれかを含む、こ
のような方法を行うための診断キットを提供する。
【０１１０】
　したがって、本発明は、以下の抗体、ならびにそれらの機能性フラグメントおよび保存
変異体を提供する：
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【表３】

【０１１１】
　本発明の他の特徴および利点は、その好ましい態様の以下の記載および特許請求の範囲
から明らかである。
【実施例】
【０１１２】
実施例１．イヌおよびネコＣＤ２０のクローニング
Ｉ．イヌＣＤ２０のクローニング
　イヌＣＤ２０遺伝子を哺乳動物発現ベクターにクローニングし、対応するプラスミドＤ
ＮＡを哺乳動物細胞にトランスフェクトすることができる。ＣＤ２０を発現する細胞を、
免疫化および細胞スクリーニングベースのアッセイのために使用することができる。
【０１１３】
　ＣＤ２０をイヌ末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から単離する。全ＲＮＡを、Ｍａｓｔｅｒ
ＰｕｒｅＴＭ　ＲＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Epicentre Biotechnology
）を使用して、１００万のイヌＰＢＭＣから抽出する。一本鎖ｃＤＮＡを、製造業者の指
示にしたがってＦｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ
　ＲＴ－ＰＣＲ　ｋｉｔ（Invitrogen）を使用して、２μｇの全ＲＮＡから合成する。コ
ード領域を、配列番号：３および配列番号：４のプライマーで、大型細胞外ドメイン（ル
ープ）を含むそれらのフラグメントを、配列番号：５および配列番号：６のプライマーで
、ＰＣＲにより増幅する。サンプルを９４℃で５分間変性、次に３５サイクル（９４℃３
０ｓ、６２℃２０ｓ、７２℃４５ｓ）増幅し、ＰＣＲ産物を配列決定する。
【０１１４】
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　イヌＰＢＭＣから単離されたイヌＣＤ２０のアミノ酸配列を、配列番号：１として記載
する。
【０１１５】
ＩＩ．ネコＣＤ２０のクローニング
　ネコＣＤ２０コード領域を、Ｍｉｎｉ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Zymo R
esearch）を使用して、全血から分別した５００万のネコＰＢＭＣから単離する。一本鎖
ｃＤＮＡを、製造業者の指示にしたがってＦｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ　ｋｉｔ（Invitrogen）を使用して、２μｇの
全ＲＮＡから合成する。次に、コード領域を、製造業者の指示にしたがってＧｏＴａｑ　
Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、配列番号：３および配列番号：７のプラ
イマーを使用するＰＣＲにより増幅する。サンプルを９４℃で５分間変性、次に３５サイ
クル（９４℃３０ｓ、５２℃３０ｓ、７２℃１分）増幅する。ＰＣＲ産物を配クローニン
グし、配列決定する。
【０１１６】
　ネコＰＢＭＣから単離されたネコＣＤ２０のアミノ酸配列を、配列番号：２として記載
する。
【０１１７】
実施例２．ＣＤ２０での免疫化およびイヌＣＤ２０に対するマウスモノクローナル抗体の
産生
　イヌＣＤ２０に対するモノクローナル抗体を産生するために、ＣＨＯ－ＤＧ４４（チャ
イニーズハムスター卵巣細胞、ジヒドロ葉酸レダクターゼ欠失　ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－９０
９６）およびＮＩＨ：３Ｔ３（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５８）を、全長イヌＣＤ２０タン
パク質をコードする発現ベクターでトランスフェクトする。膜貫通受容体の天然構造が維
持されるような、ＣＤ２０含有マグネティック(Magnetic)プロテオリポソーム(Proteolip
osome)粒子（ＭＰＬ）を、免疫化およびパニングのために調製する。簡潔には、エピトー
プタグを含んだ組換えイヌＣＤ２０を、界面活性剤ＣＨＡＰＳＯを使用してトランスフェ
クトＣＤ２０発現細胞系から可溶性にし、タンパク質を、エピトープタグを介して電磁ビ
ーズ上に捕獲する。ＣＤ２０の天然膜構造が維持されるように、界面活性剤の除去中に脂
質膜を再構成し、ＣＤ２０－ＭＰＬを創造する。
【０１１８】
　抗ＣＤ２０モノクローナル抗体を、マウスの免疫化により産生し、イヌＣＤ２０に対し
て特異的な免疫グロブリンをもたらす。イヌＣＤ２０を発現する洗浄されたＣＨＯ－ＤＧ
４４細胞（１００μＬ中１×１０７個の細胞）または１００μＬのＣＤ２０－ＭＰＬ（１
×１０９個のビーズ／ｍＬ）を免疫原として使用する。マウスをＲｉｂｉアジュバント中
の抗原で腹腔内に３回免疫化し、次に、連日で２回ブーストする。免疫応答は、眼窩後出
血によりモニタリングされる。血清を、ＣＤ２０発現細胞およびＣＤ２０－ＭＰＬ（対　
未トランスフェクト親細胞）のＦＡＣＳ染色によりスクリーニングする。
【０１１９】
　脾臓を、抗ＣＤ２０免疫グロブリンの十分な力価でマウスから回収する。マウス抗体ラ
イブラリーをマウスの脾臓細胞から調製し、次に、ＣＤ２０に対する特異性を有する抗体
の発現のために、ファージがスクリーニングされるようにファージ上に提示させる。この
組合せアプローチは、一般的に、米国出願第６，０９２，０９８号（この内容を出典明示
により本明細書に包含させる）に記載されている。
【０１２０】
　ファージディスプレイライブラリーを、マグネティックプロテオリポソームに組み込ま
れたイヌＣＤ２０（ＣＤ２０－ＭＰＬ）で、パニングによりＣＤ２０に対する親和性を有
するライブラリーメンバーに対してスクリーニングする。ＣＤ２０－ＭＰＬにおけるファ
ージディスプレイライブラリーの３回のパニングは、バックグラウンドと比較して、数倍
の濃縮のＣＤ２０－バインダーをもたらす。興味ある可変領域フラグメントをＦａｂ発現
ベクターに再クローニングし、ＦａｂをトランスフェクトＣＤ２０発現細胞に対する抗原



(25) JP 5911813 B2 2016.4.27

10

20

30

結合に関して再試験する。
【０１２１】
　有効性を示すイヌＣＤ２０に対する高親和性を有する抗ＣＤ２０抗体を、当分野で利用
できる方法論を使用する一群のアッセイにおいて試験することにより同定する。
【０１２２】
　新たに産生された抗ＣＤ２０抗体の特異的結合を、ＣＤ２０を発現する細胞でのＦＡＣ
Ｓにより評価する。天然ＣＤ２０に対する抗体の比較結合親和性を測定するために重要で
あるため、ＣＤ２０を発現する生細胞をＦＡＣＳ分析において使用する。細胞結合アッセ
イにおいて、ＣＤ２０を発現する細胞またはイヌリンパ腫細胞をリン酸緩衝食塩水（ＰＢ
Ｓ）で洗浄し、ウェルに播種する。プレート表面への細胞付着を可能にするための室温で
１時間後、細胞をＦＢＳで洗浄し、プレート上の非特異的結合部位をブロックする。次に
、抗－イヌＣＤ２０抗体を発現する細胞からの上清を加える。室温で１時間インキュベー
ション後、プレートをＰＢＳで洗浄する。次に、二次抗体を加え、標準方法を使用して検
出する。
【０１２３】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）を、Ｂ細胞リンパ腫を有するイヌから回収されたリンパ節組織
において行う。横断面を、製造業者の指示にしたがってＩｍＰＲＥＳＳ試薬（Vector Lab
oratories）を使用して染色する。切片を４０×対物レンズ下で評価し、コントロール組
織と比較してポジティブまたはネガティブとしてスコアリングする。Ｂ細胞およびＴ細胞
を、抗イヌＣＤ２１抗体（Ｓｅｒｏｔｅｃ）および抗イヌＣＤ３抗体（Serotec）各々を
使用することにより同定する。新たに産生された抗－イヌＣＤ２０抗体はＢ細胞の強い染
色を示し、それらのいくつかは膜の優勢な染色を示す。
【０１２４】
実施例３．ヘテロキメラ抗体
　以下の実施例は、以下で説明されている配列および一般的なパターンを使用して、標準
技術にしたがって構築されたヘテロキメラ抗体の一般的な表示を提供する。以下に記載さ
れている実施例において、ＣＤＲは、Ｋａｂａｔ命名法を使用して定義される。
【０１２５】
Ｉ．抗体可変ドメイン
　表１の説明は、別々の免疫グロブリンドメインの隣接する配列を示す、軽鎖（ＡＶＤ１
からＡＶＤ１０）および重鎖（ＡＶＤ１１からＡＶＤ１３）抗体に関するヘテロキメラ化
の図表示である。さらなる抗体変異体を、ドナー種由来の可変領域を標的種由来の任意の
定常ドメインと連結することにより構築する。
表１．
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【表４】

ＡＶＤ＝抗体可変ドメイン；Ｔ＝標的種；ラムダ＝ラムダ軽鎖；カッパ＝カッパ軽鎖；Ｃ
＝定常ドメイン；ＦＲ＝フレームワーク領域；ＣＤＲ＝相補性決定領域。
【０１２６】
ＩＩ．フレームワーク配列
　軽鎖および重鎖ヘテロキメラ抗体を構築するために供給源として使用される典型的なフ
レームワーク配列は、一般的に、米国シリアスナンバー１２／５８４，３９０およびＰＣ
Ｔ／ＵＳ２００９／０４９９７（これらの出願を出典明示により本明細書に包含させる）
に記載されている。
【０１２７】
ＩＩＩ．定常ドメイン配列
　抗体変異体および／またはそのフラグメントを構築するために供給源として使用される
典型的な定常ドメイン配列は、一般的に、国際公開ＷＯ２０１０／１１０８３８（この内
容を出典明示により本明細書に包含させる）に記載されている。
【０１２８】
実施例４．抗体変異体の構築、発現および精製
　抗ＣＤ２０モノクローナル抗体は、非イヌ哺乳動物において産生され、反復投与のため
に適当ではない。抗体変異体は、標的種由来の配列を含むように産生される。次に、抗体
変異体を特性の一団について試験する。
【０１２９】
Ｉ．マウス抗イヌＣＤ２０抗体由来の抗体変異体
　マウス抗イヌＣＤ２０抗体を、実施例３に記載されているとおりに修飾する。可変領域
を合成オリゴヌクレオチドをアセンブリー(assemble)することにより調製し、可変ドメイ
ンの５’－および３’－末端のそれぞれにおいて側面に位置する制限酵素認識部位として
ＨｉｎｄＩＩＩおよびＮｈｅＩを有するｐＳＭＡＲＴにクローニングする。次に、アセン
ブリーさせた産物をプロモーターおよび重鎖定常ドメインを含むか、またはラムダ軽鎖定
常ドメインを含む発現ベクターにサブクローニングする。全発現カセットは、得られる抗
体産物を分泌経路に向かわせるために、コード配列のすぐ上流および軽鎖および重鎖の両
方の可変領域とインフレームにおいて、ヒトサイトメガロウイルス前初期（ＣＭＶ）プロ
モーター、ｋｏｚａｋ配列およびシグナルペプチド配列を含む。ベクターはまた、ラムダ
イヌ軽鎖定常ドメインおよびイヌ重鎖定常ドメインも含む。
【０１３０】
ＩＩ．抗体変異体の発現、精製および定量
　これらのプラスミドを、化学的コンピテント大腸菌細胞（Lucigen）の大腸菌に形質転
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規模プラスミドＤＮＡを、製造業者（Zymo Research Corp.）により記載されているとお
りに調製する。抗体変異体を、無血清条件下でヒト胚腎臓細胞系２９３Ｆ（Invitrogen）
において一時的に発現させる。重鎖（VET200 series）および軽鎖（VET100 series）発現
ベクターを、２９３ｆｅｃｔｉｎ（Invitrogen）を使用して共トランスフェクトし、２９
３Ｆ－ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ培養培地（Invitrogen）で培養する。トランスフェクト２９３
培養物は、約５－２０ｍｇ／Ｌの組換え抗体を発現した。結合アッセイを上清または上清
から精製された組換え抗体で行う。
【０１３１】
　抗体力価を定量ＥＬＩＳＡを使用して決定する。プレートを、３７℃で１時間、炭酸塩
バッファー（１００ｍＭのＮａＨＣＯ３、３３．６ｍＭのＮａ２ＣＯ３、ｐＨ９．５）で
１：１００希釈されたウサギ抗イヌＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体（Jackson Immuno-Research）
で１００μＬ／ウェルでコーティングする。プレートをＴＢＳ－Ｔ（５０ｍＭのＴｒｉｓ
、０．１４ＭのＮａＣｌ、０．０５％のｔｗｅｅｎ－２０、ｐＨ８．０）で３回洗浄し、
２００μＬ／ウェルのＴＢＳＢＳＡ（５０ｍＭのＴｒｉｓ、０．１４ＭのＮａＣｌ、１％
のＢＳＡ、ｐＨ８．０）で３７℃で１時間ブロックする。標準を、０から５００ｎｇ／ｍ
ｌの濃度範囲にＴＢＳ－Ｔ／ＢＳＡ（ＴＢＳ－Ｔ、１％のＢＳＡ）で参照抗体（Jackson 
Immuno-Research, Dog Gamma Globulin 10.0 mg）を希釈することにより調製する。プレ
ートをＴＢＳ－Ｔで２回洗浄後、標準／サンプル調製物をそれぞれのウェルに加え、３７
℃で１時間インキュベートする。次に、プレートをＴＢＳ－Ｔで３回洗浄し、ＴＢＳ－Ｔ
／ＢＳＡで１：２０，０００希釈されたＨＲＰ－ウサギ抗イヌＩｇＧ抗体（Perodixase R
abbit Anti-Dog IgG (H+L) Jackson Immuno-Research）と３７℃で１時間インキュベート
する。プレートをＴＢＳ－Ｔで２回洗浄し、１００μＬ／ウェルのＴＭＢ基質を使用して
開発する。反応を１ＭのＨ２ＳＯ４で停止し、ＯＤを４５０ｎｍで測定する。標準曲線を
４つのパラメーター等式を使用して合わせ、サンプル中の抗体濃度を計算するために使用
する。
【０１３２】
　抗体を、タンパク質Ａアフィニティークロマトグラフィーを使用して培養上清から精製
する。上清をＢｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｉｅｒｃｅ）で１：１希釈し、重力流カ
ラム（GE Healthcare）を通し、２０樹脂床(resin-bed)容量のＢｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆ
ｅｒで平衡にする。カラム上で保持された抗体を１５ｍｌの結合バッファーで洗浄し、低
ｐＨ溶離バッファー（Pierce）で溶離し、１００μＬのＢｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒを
含む１ｍｌの画分に回収し、ｐＨを中和する。吸光度（２８０ｎｍ）＞０．１の画分を脱
塩カラム（Pierce）を使用して脱塩する。
【０１３３】
ＩＩＩ．抗イヌＣＤ２０抗体変異体配列
　単離された抗体および抗体変異体のアミノ酸配列を、配列番号：１７から配列番号：４
３として挙げる。
【０１３４】
ＩＶ．抗イヌＣＤ２０抗体変異体配列の名称
　表２は、種々のベクターの名称および部分を要約している。
表２
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【表５】

【０１３５】
実施例４．細胞に対する抗体変異体の結合
Ｉ．ＣＤ２０に対する抗体変異体はイヌＰＢＭＣに結合する
　本実施例において、抗体変異体をＣＤ２０陽性細胞とインキュベートし、結合した抗体
の量を、蛍光標識レポーター試薬にて以下のインキュベーションで評価する。該レポータ
ーは、その後、ＦＡＣＳにより測定される。
【０１３６】
　簡潔には、それぞれのアッセイにおいて、標準技術により正常イヌ由来の全血から単離
された１００万個の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、ＦＡＣＳバッファー（ＰＢＳ＋２％
のＦＢＳ）に再懸濁した。２μｇの一次抗体を細胞に加え、サンプルを４℃で１時間イン
キュベートした。一次抗体は、組換え抗体構築物でトランスフェクトされた細胞または精
製された抗体調製物からの上清として提供される。Ｂ－リンパ球を認識するマウス抗イヌ
ＣＤ２１ｍＡｂ（Serotec）をコントロールとして細胞に加え、所定のサンプル中のＢ－
リンパ球のパーセントを概算する。１ｍｌのＦＡＣＳバッファーを加え、細胞をエッペン
ドルフ微量遠心管中で８００×ｇで３分間スピンする。細胞を１ｍｌのＦＡＣＳバッファ
ーで洗浄し、再びスピンする。二次抗体、例えば、フルオレセイン－イソチオシアネート
（ＦＩＴＣ）結合ヤギ抗マウスカッパ（mFITC, Jackson ImmunoResearch）またはＦＩＴ
Ｃ結合ヤギ抗イヌＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（dFITC, Bethyl Laboratories）を、適当なチューブ
に１％のＢＳＡを補った１００μＬのＦＡＣＳバッファー中に加え、チューブを４℃で３
０分間インキュベートした。洗浄工程を繰り返す。次に、細胞を５００μＬのＦＡＣＳバ
ッファーに再懸濁し、１２×７５ｍｍのポリスチレン試験チューブに移す。細胞を、Ｃｅ
ｌｌＱｕｅｓｔソフトウェア（Becton-Dickenson）を使用するＦａｃＳｃａｎサイトメト
リーでＦＡＣＳにより分析する。分析ゲートを、典型的な順方向および側面散乱特性に基
づいて、生リンパ球集団にセットする。いくつかのコントロールを、バックグラウンド蛍
光を決定するために利用する：（ｉ）１つのチューブの細胞を一次抗体なしでＦＩＴＣ結
合二次抗体とインキュベートする、および（ｉｉ）１つのチューブの細胞をＰＢＳのみと
インキュベートする。
【０１３７】
　典型的な染色プロフィールを表３に報告している。このサンプル中のＢ細胞サブセット
の全パーセントは、抗イヌＣＤ２１ｍａｂコントロールの結合に基づいて約１２％である
と概算される。表３の結果は、リンパ球への抗体変異体の有効な結合を証明する。
表３．イヌＰＢＭＣへの抗体変異体の結合
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【表６】

【０１３８】
ＩＩ．ＣＤ２０に対する抗体変異体はネコＣＤ２０を発現する細胞に結合する
　イヌＣＤ２０に対する本発明の抗体変異体の結合は、標準免疫学的技術（Veterinary I
mmunology and Immunopathology 2005,106:179-196; Brousseauら Manual of Immunology
 Methods, CRC Press, 1998参照）にしたがって、ネコＣＤ２０への結合についてＦＡＣ
Ｓ分析により評価することができる。
【０１３９】
　本実施例において、抗体変異体（２．５μｇ／ｍＬ）を組換えネコＣＤ２０またはイヌ
ＣＤ２０またはコントロール細胞を発現する哺乳動物細胞とインキュベートする。結合さ
れた抗体の量を、蛍光標識レポーター抗体試薬での検出により評価する。いくつかのコン
トロールを、バックグラウンド蛍光を決定するために利用する：（ｉ）ＣＤ２０発現細胞
をアイソタイプ抗体と結合した二次抗体とインキュベートする、および（ｉｉ）コントロ
ール細胞を抗ＣＤ２０抗体とインキュベートする。
【０１４０】
　典型的な結合プロフィールを表４に報告している。平均蛍光単位として報告された結果
は、ＨＥＫ細胞において発現された組換えイヌＣＤ２０に対する抗体ＣＤ２０－２、ＣＤ
２０－５およびＣＤ２０－６の有効な結合を証明する。ＣＤ２０－２およびＣＤ２０－５
抗体のみが、哺乳動物細胞において発現されたネコＣＤ２０に結合する。
表４
【表７】

【０１４１】
ＩＩＩ．抗ＣＤ２０抗体変異体は、腫瘍細胞の増殖を改変する
　本発明の抗体変異体を、リンパ腫細胞の増殖を改変する能力について試験した。
【０１４２】
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　リンパ腫細胞を、５％の二酸化炭素（ＣＯ２）中で３７℃でＦＢＳ１０％を有するＲＰ
ＭＩ培地において増殖させる。細胞を、５％のＦＢＳを有する培地における９６－ウェル
プレートにおいて５，０００細胞／ウェルで播種する。細胞を抗体変異体およびアイソタ
イプコントロール（１０μｇ／ｍｌ）で処理し、３７℃で７２時間ＣＯ２インキュベータ
ー下でインキュベートする。１０μＬのＭＴＴ溶液をそれぞれのウェルに加え、製造業者
の指示にしたがって（Trevigen）、３７℃で４時間インキュベートする。次に、光学濃度
（ＯＤ）を４９０ｎｍで測定し、データを、トリプリケート測定の細胞増殖の減少パーセ
ントとして示す。表５におけるデータは、抗体変異体がリンパ腫細胞に対する抗増殖効果
を有することを説明する。さらに、抗体変異体は、リンパ腫細胞系を、ペットに対する癌
の処置において一般的に使用される細胞毒性薬物であるドキソルビシンに感受性にする。
表５．リンパ腫細胞の増殖に対する抗体変異体の効果
【表８】

【０１４３】
　本発明の抗体変異体を、リンパ腫細胞の増殖を改変する能力についてさらに試験する。
細胞アッセイを、上記実施例において記載されているとおりに実施する。データを、トリ
プリケート測定の細胞増殖の減少パーセントとして表６に示す。データは、種々のアフィ
ニティーで１０μｇ／ｍＬの濃度での抗体変異体がリンパ腫細胞に対する種々のレベルの
抗増殖効果を示すことを説明する。
表６．リンパ腫細胞の増殖に対する抗体変異体の効果
【表９】

【０１４４】
ＩＶ．抗ＣＤ２０抗体変異体のアフィニティーおよびエピトープ
　本発明の抗体変異体を、イヌＣＤ２０に対する結合親和性について比較する。結合親和
性は、上記ＦＡＣＳ分析により、ＣＨＯ細胞において発現された組換えイヌＣＤ２０に対
する結合を測定することにより評価される。アフィニティーは、抗－イヌＣＤ２０抗体、
ＣＤ２０－１、ＣＤ２０－２、ＣＤ２０－３、ＣＤ２０－４、ＣＤ２０－５およびＣＤ２
０－６に対して、各々１．０ｎＭ、８．８４５ｎＭ、７６．２８ｎＭ、７７．３７ｎＭ、
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１．２ｎＭ、６３．４１ｎＭである。
【０１４５】
　標準技術を使用して競合実験を行う。簡潔には、ビオチン化組換え抗イヌＣＤ２０抗体
を、組換えイヌＣＤ２０を発現するＣＨＯ細胞に対して滴定する。最初に、細胞を過剰の
非標識組換え抗イヌＣＤ２０抗体（２５μｇ／ｍＬ）とインキュベートする。その後、細
胞を２μｇ／ｍＬでビオチン標識された抗体とインキュベートする。洗浄後、細胞をスト
レプトアビジン－フィコエリトリンとインキュベートし、蛍光をフローサイトメトリーに
より分析する。無関係な抗体を阻害に対するネガティブコントロールとして使用する。結
果は、非標識抗体で前インキュベートした細胞の蛍光強度とそれぞれのビオチン化抗体単
独に対して得られた蛍光強度間の比として示す。阻害パーセント（ＰＩ）は、以下の式に
より計算する：ＰＩ＝［１－（実験値－バックグラウンド値）／ビオチン化抗体単独－バ
ックグラウンド）］×１００％。
【０１４６】
　表７において報告された結果は、抗体ＣＤ２０－１、ＣＤ２０－３およびＣＤ２０－６
がイヌＣＤ２０の異なるエピトープを認識することを証明する。
表７．組換えイヌＣＤ２０を発現するＣＨＯ細胞を使用する抗ＣＤ２０抗体変異体のエピ
トープマッピング
【表１０】

【０１４７】
Ｖ．抗ＣＤ２０を生産する細胞系の創造
　抗イヌＣＤ２０抗体ＣＤ２０－２およびＣＤ２０－５の軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子の
両方を有するベクターを、対応する組換え抗体を発現する細胞系を創造するために、哺乳
動物細胞に導入する。本実施例において、ＰＥＲ．Ｃ６細胞を哺乳動物細胞として使用す
る。細胞を、３．０ｍＭのグルタミン（Invitrogen, Gibco, Cat No. 25030-081）を補っ
た化学的に定義された無タンパク質培地ＣＤＭ４ＰｅｒＭａｂ（Hyclone, Thermo-Scient
ific, Cat No. SH30871.02）中で培養する。４代継代解凍後、ＰＥＲ．Ｃ６細胞を、標準
技術を使用して直線化ベクターＤＮＡでのエレクトロポレーションによりトランスフェク
トする。ベクターを安定に組み込んでいる細胞を、９６ウェルプレート中でウェルあたり
０．３細胞の播種密度での限定希釈により、１２５．０ｕｇ／ｍＬのＧｅｎｅｔｉｃｉｎ
（Invitrogen, Cat No. 11811-023）の存在下での生存により選択する。コロニーが見え
るようになったとき、最初に、単一のウェルからの単一のクローンを力価および標的に対
する結合について測定し、次に、より大きなウェルにスケールアップする。選択されたク
ローンを、大規模培養において、抗体力価、ＣＤ２０発現細胞への結合、細胞が２倍にな
る時間、細胞生存能力および細胞安定性についてさらに評価する。最適な特性を有するク
ローンを、７．５±０．５％のジメチルスルホキシド（Sigma, Cat No. D2650）を補った
培養培地中で冷凍する。
【０１４８】
ＶＩ．組換え抗イヌＣＤ２０の半減期
　組換え抗イヌＣＤ２０抗体の半減期を評価する。本実施例において、抗体ＣＤ２０－２
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（ＶＥＴ３０５）の半減期を、ビーグル犬に静脈内に投与することにより評価する。血液
を、抗凝固剤としてエチレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ）で処理された全血として回
収された血漿サンプル中のＣＤ２０－２の分析のために回収する。酵素結合免疫測定アッ
セイ（ＥＬＩＳＡ）を、血漿抗体濃度を決定するために利用する。このアッセイにおいて
、９６ウェルプレートを、抗体ＣＤ２０－２の可変ドメインに対するウサギポリクローナ
ル抗体でコーティングする。標準またはサンプル中の抗体ＣＤ２０－２をポリクローナル
抗体により捕獲し、酵素結合抗イヌ二次抗体により検出する。標準の非線形回帰フィット
を、血漿中の組換え抗体濃度を決定するために使用する。
【０１４９】
　２．４ｍｇ／ｋｇの抗体ＣＤ２０－２の単回投与は、高い血漿抗体濃度が全ての動物に
おいてなし遂げられ、その除去半減期が５６から６７時間の範囲であることを示す。２．
０から５．０ｍｇ／ｋｇの範囲である抗体ＣＤ２０－２の複数回投与は、血漿抗体濃度が
時間とともに増加し、１週間以上の除去半減期および血漿容量に近似する分布容量で、処
置の合間に有意なレベルで持続することを示す。
【０１５０】
　興味深いことに、抗体ＣＤ２０－２の半減期値は、連続投与後に増加する。半減期値は
、標的細胞の数により影響され、所定の時点でのＢリンパ球プールのサイズに依存する。
ＣＤ２０への結合およびリンパ球細胞の最終的溶解によって、抗体のＢ細胞枯渇効果は半
減期値の増加を説明することができる。
【０１５１】
ＶＩＩ．インビボでのＢ細胞の枯渇
　３匹のビーグル犬に、５日毎に２．０ｍｇ／ｋｇから５．０ｍｇ／ｋｇの範囲である抗
体ＣＤ２０－２（ＶＥＴ３０５）の３連続投与を与える。いくつかの時点で採取した血液
サンプルを２０００ＲＰＭで５分間遠心する。血漿を、抗体レベルのアッセイのために除
去する。末梢血白血球および赤血球を含むペレットを、フローサイトメトリーによるリン
パ球集団の定量のために、血漿と同等の容量のリン酸塩水（Dulbecco's Phosphate-Buffe
red Saline, Mediatech, Cat No. 21-030-CM）に再懸濁する。０．１ｍＬ容量の細胞調製
物を、微量遠心管に分配する。イヌリンパ球表面マーカーＣＤ２１に対する特異性を有す
る標識化モノクローナル抗体をバイアルに加え、Ｂリンパ球細胞集団を同定する。自己蛍
光の決定のために、試薬を加えないさらなるサンプルが含まれる。細胞を蛍光抗体と３０
分間インキュベートする。次に、赤血球を溶解バッファー（Red Blood Cell Lysis Buffe
r, Biolegend, Cat No. 420301）を使用して１５分間で溶解し、次に洗浄し、Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳ装置にて分析する。
【０１５２】
　興味深いことに、２．４ｍｇ／ｋｇの抗体ＣＤ２０－２の単回投与は、投与前の３６か
ら９５％の範囲である迅速かつ持続的Ｂ細胞枯渇を引き起こす。２．４ｍｇ／ｋｇから５
．０ｍｇ／ｋｇの抗体ＣＤ２０－２の３連続投与は、全ての試験された投与範囲にわたっ
て処置後にＢリンパ球細胞パーセントの減少を示し、枯渇が最後の投与後少なくとも１０
日間維持される。
【０１５３】
　４週間にわたる抗体ＣＤ２０－２の週１回の投与は、局所的および全身的に耐容性が良
く、臨床および行動観察または体重において副作用が見られない。
【０１５４】
実施例５．抗ＣＤ２０抗体変異体での処置
Ｉ．イヌの処置
　免疫状態、例えば、リンパ腫、再発性リンパ腫、白血病、肥満細胞　腫瘍、溶血性貧血
、関節炎、アトピー性皮膚炎と診断されたイヌに、抗ＣＤ２０モノクローナル抗体での治
療を与える。イヌに１－５ｍｇ／ｋｇの抗体を静脈内または皮下に注入し、最初の処置後
、処置を週に１回、４－８週間繰り返す。最後の投与から２月後、患者はＣＤ２０を発現
する細胞の特定の型の減少したレベルを示す。次に、イヌを、８－１２週間毎に抗ＣＤ２
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０抗体の投与での維持レジメン下で処置する。イヌは静脈内に、皮下に、筋肉内に、また
は腹腔内に注入され得ることが考慮される。イヌは１．０、１．５、２．０、２．５、３
．０、３．５、４．０、４．５または５ｍｇ／ｋｇの抗体で投与され得ることが考慮され
る。イヌは１ｍｇ／ｋｇ体重より小さい用量で抗体を投与され得ることが考慮される。
【０１５５】
ＩＩ．関節炎の処置
　関節炎と確認されたイヌに、最初の４週間、週に２から３回、１ｍｇ／ｋｇの抗ＣＤ２
０抗体処置単独で、またはケアの標準処置と組み合わせて与える。処置に対する臨床反応
を、試験エンドポイントでの改善について評価する。改善は以下の１つとして定義される
：（ｉ）歩きまたは小走りでの跛行スコアにおける少なくとも１グレードの減少、および
／または（ｉｉ）触診もしくは操作における痛み、関節動作範囲および関節腫脹に対する
スコアにおける少なくとも２グレードの複合減少。全体的跛行、触診もしくは操作におけ
る痛み、可動域および関節腫脹は、予定時間で観察し、以下のとおりにスコアリングする
：（ｉ）全体的跛行スコアリング（歩きおよび小走りでスコアリングされる）［０＝跛行
なし、１＝軽度の跛行（全ての歩様で床につま先がタッチするイヌ）、２＝中程度の跛行
（全ての歩様で床につま先がタッチするイヌ）、３＝重度の跛行（歩様の少なくとも５０
％で床につま先がタッチするイヌ）、４＝体重負荷の跛行なし（歩様の５０％未満で床に
つま先がタッチするイヌ）］；（ｉｉ）触診／操作における痛み（非常に大きく影響した
肢）［０＝痛みなし、または当てはまらない、１＝わずかに痛み（ほとんど引っ込めない
肢）、２＝中程度に痛み（限定的に引っ込める肢）、３＝重度に痛み（顕著に引っ込める
肢）］；（ｉｉｉ）可動域（非常に大きく影響した肢）［０＝正常可動域、１＝わずかに
減少（範囲内で２５％未満の減少）、２＝中程度の減少（範囲内で２５％から５０％の減
少）、３＝重度の減少（範囲内で５０％以上の減少）］；ならびに（ｉｖ）関節腫脹（非
常に大きく影響した肢）［０＝腫脹なし、または当てはまらない、１＝軽度の腫脹（線維
症または軽度の触診できる液体性膨張）、２＝中程度の腫脹（明白な触診できる中心が柔
らかい液体性膨張）、３＝重度の腫脹（著しい触診できる中心が柔らかい液体性膨張）］
。最後の投与の２月後、患者は全体的改善を示す。次に、イヌを８－１２週毎に抗ＣＤ２
０抗体の投与で維持レジメン下で処置する。
【０１５６】
ＩＩＩ．ネコの処置
　免疫状態、例えば、リンパ腫、再発性リンパ腫、白血病、肥満細胞腫瘍、溶血性貧血、
関節炎、アトピー性皮膚炎と診断されたネコに、抗ＣＤ２０モノクローナル抗体での治療
を与える。ネコに１－５ｍｇ／ｋｇの抗体を静脈内または皮下に注入し、最初の処置後、
処置を週に１回、４－８週間繰り返す。最後の投与から２月後、患者はＣＤ２０を発現す
る細胞の特定の型の減少したレベルを示す。次に、ネコを、８－１２週間毎に抗ＣＤ２０
抗体の投与での維持レジメン下で処置する。ネコは静脈内に、皮下に、筋肉内に、または
腹腔内に注入され得ることが考慮される。ネコは１．０、１．５、２．０、２．５、３．
０、３．５、４．０、４．５または５ｍｇ／ｋｇの抗体で投与され得ることが考慮される
。ネコは１ｍｇ／ｋｇ体重より小さい用量で抗体を投与され得ることが考慮される。
【０１５７】
　提供される実施例の代替的組合せおよび変化は、本明細書の記載に基づいて明らかであ
る。記載されている態様の多数の可能な組合せおよび変化の全てに対して特定の実施例を
提供することが不可能であるが、かかる組合せおよび変化は、やはり、本発明の範囲内で
あることが意図される。
【０１５８】
配列表
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【表１２】
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【表１３】

【表１４】

【配列表】



(37) JP 5911813 B2 2016.4.27

0005911813000001.app



(38) JP 5911813 B2 2016.4.27

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   19/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   35/00     　　　　        　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ   43/00     １２１　        　　　　　

(74)代理人  100170520
            弁理士　笹倉　真奈美
(72)発明者  ジェネビーブ・ハンセン
            アメリカ合衆国９２０１４カリフォルニア州デル・マー、ビア・デ・ラ・バリェ２６８３番、スウ
            ィート・ジー－３３５、ベット・セラピューティクス・インコーポレイテッド

    審査官  星　浩臣

(56)参考文献  米国特許出願公開第２００５／０２７１６６２（ＵＳ，Ａ１）　　
              特表２００５－５１４０６３（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開平０６－２１７７８６（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００６－５００９０４（ＪＰ，Ａ）　　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０　　　　
              Ｃ０７Ｋ　　１６／２８－１６／３０
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	reference-file-article
	overflow

