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(57)【要約】
　本発明は、（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）
から成る連続するアミノ酸配列、（ii）該連続アミノ酸
配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及
び（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する
第二のシステイン残基、を含むCD20の環状ポリペプチド
フラグメントを提供する。該環状ポリペプチドフラグメ
ントは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成され
るジスルフィド結合の存在によって酸化される。さらに
、CD20と特異的に結合する抗体の作出における該環状ペ
プチドフラグメントの使用が開示される。ネコ及びイヌ
のB細胞媒介症状の治療で使用される、該環状ペプチド
フラグメントと特異的に結合する抗体もまた開示される
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　B細胞によって媒介される症状の治療又は予防の必要があるイヌ又はネコ対象動物でB細
胞によって媒介される症状の治療又は予防で使用される、CD20の環状ポリペプチドフラグ
メントと特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメントであって、該環状ポリペプ
チドフラグメントが、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される、前記抗体又はその抗原結合フラグメ
ント。
【請求項２】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）から成る、請求項1に記載の
抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）から成る、請求項1に記載の
抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項４】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNSL（配列番号：1）から成る、請求項1に記載の
抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項５】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：2又は配列番号：2と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がイヌ対象動物である、請求項4
に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項６】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：4又は配列番号：4と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がネコ対象動物である、請求項4
に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項７】
　抗体がII型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体に由来する、請求項1から6のいずれか1
項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項８】
　II型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体がB1-H299、GA101及びBly1から成る群から選択
される、請求項7に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９】
　抗体がGA101に由来する、請求項8に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０】
　対象動物がイヌであり、かつ抗体又は抗原結合フラグメントが、
　　配列番号：7のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：7のアミノ酸配列を含むFR1フ
レームワーク領域、
　　配列番号：8のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：8のアミノ酸配列を含むFR2フ
レームワーク領域、
　　配列番号：9のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：9のアミノ酸配列を含むFR3フ
レームワーク領域、及び、
　　配列番号：10のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：10のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
の少なくとも1つを含む軽鎖可変領域、及び／又は、
　　配列番号：11のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：11のアミノ酸配列を含むFR1
フレームワーク領域、
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　　配列番号：12のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：12のアミノ酸配列を含むFR2
フレームワーク領域、
　　配列番号：13のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：13のアミノ酸配列を含むFR3
フレームワーク領域、及び配、
　　配列番号：14のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：14のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
の少なくとも1つを含む重鎖可変領域、
を含む、請求項9に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域、及び／又は配列番号：
16のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域を含む、請求項10に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：18のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖、及び／又は配列番号：17のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖を含む
、請求項11に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１３】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：55のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：57の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：58のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：59のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：60のアミノ酸配列
を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項1から6のいずれか1項に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項１４】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：37のアミノ酸配列又は前記と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列
番号：38のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む
、請求項13に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１５】
　重鎖が、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41及び配列番号：42、又は配列番号
：39、配列番号：40、配列番号：41若しくは配列番号：42と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項14に記載の抗体
又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１６】
　軽鎖が、配列番号：43のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、請求項14又は15に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１７】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：51のアミノ酸配列又は前記と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列
番号：52のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む
、請求項13に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１８】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び
配列番号：30、又は配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29若しくは配列番号：30と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項13に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１９】
　対象動物がイヌであり、かつ軽鎖が、配列番号：31のアミノ酸配列又は前記と少なくと
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も85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項13又は18に記載の抗体又はその抗原
結合フラグメント。
【請求項２０】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：61のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：63の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：64のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：65のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：66のアミノ酸配列
を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項1から6のいずれか1項に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項２１】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：45のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項20に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２２】
　重鎖が、配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48及び配列番号：49、又は配列番号
：46、配列番号：47、配列番号：48若しくは配列番号：49と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項21に記載の抗体
又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２３】
　軽鎖が、配列番号：50のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む、請求項21又は22に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２４】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：54のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項20に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２５】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び
配列番号：35、又は配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34若しくは配列番号：35と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項20に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２６】
　対象動物がイヌであり、かつ軽鎖が、配列番号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少な
くとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項20又は25に記載の抗体又はその
抗原結合フラグメント。
【請求項２７】
　B細胞によって媒介される症状がCD20+ B細胞リンパ腫である、請求項1から26のいずれ
か1項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２８】
　B細胞によって媒介される症状が免疫媒介疾患である、請求項1から26のいずれか1項に
記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項２９】
　免疫媒介疾患が自己免疫疾患である、請求項28に記載の抗体又はその抗原結合フラグメ
ント。
【請求項３０】
　自己免疫疾患が以下から成る群から選択される、請求項29に記載の抗体又はその抗原結
合フラグメント：慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（SLE）、ショーグレン症
候群、血管炎、多発性硬化症、グレーヴズ病、特発性血小板減少症、皮膚筋炎、免疫媒介
血小板減少症、多発性筋細胞症、天疱瘡、免疫媒介溶血性貧血及び水疱性類天疱瘡。
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【請求項３１】
　CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグ
メントの治療的に有効な量を投与する工程を含む、B細胞によって媒介される症状を治療
又は予防する必要があるイヌ又はネコ対象動物でB細胞によって媒介される症状を治療又
は予防する方法であって、該環状ポリペプチドフラグメントが、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される、前記治療又は予防方法。
【請求項３２】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）から成る、請求項31に記載の
方法。
【請求項３３】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）から成る、請求項31に記載の
方法。
【請求項３４】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNSL（配列番号：1）から成る、請求項31に記載の
方法。
【請求項３５】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：2又は配列番号：2と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がイヌ対象動物である、請求項34
に記載の方法。
【請求項３６】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：4又は配列番号：4と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がネコ対象動物である、請求項34
に記載の方法。
【請求項３７】
　抗体がII型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体に由来する、請求項31から36のいずれか
1項に記載の方法。
【請求項３８】
　II型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体がB1-H299、GA101及びBly1から成る群から選択
される、請求項37に記載の方法。
【請求項３９】
　抗体がGA101に由来する、請求項38に記載の方法。
【請求項４０】
　対象動物がイヌであり、かつ抗体又は抗原結合フラグメントが、
　　配列番号：7のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：7のアミノ酸配列を含むFR1フ
レームワーク領域、
　　配列番号：8のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：8のアミノ酸配列を含むFR2フ
レームワーク領域、
　　配列番号：9のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：9のアミノ酸配列を含むFR3フ
レームワーク領域、及び、
　　配列番号：10のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：10のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
の少なくとも1つを含む軽鎖可変領域、及び／又は、
　　配列番号：11のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：11のアミノ酸配列を含むFR1
フレームワーク領域、
　　配列番号：12のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：12のアミノ酸配列を含むFR2
フレームワーク領域、
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　　配列番号：13のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：13のアミノ酸配列を含むFR3
フレームワーク領域、及び、
　　配列番号：14のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：14のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
の少なくとも1つを含む重鎖可変領域、
を含む、請求項39に記載の方法。
【請求項４１】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域、及び／又は配列番号：
16のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域を含む、請求項40に記載の方法。
【請求項４２】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：18のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖、及び／又は配列番号：17のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖を含む
、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：55のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：57の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：58のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：59のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：60のアミノ酸配列
を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項31から36のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項４４】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：37のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：38のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項43に記載の方法。
【請求項４５】
　重鎖が、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41及び配列番号：42、又は配列番号
：39、配列番号：40、配列番号：41若しくは配列番号：42と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項44に記載の方法
。
【請求項４６】
　軽鎖が、配列番号：43のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項44又は45に記載の方法。
【請求項４７】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：51のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：52のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項43に記載の方法。
【請求項４８】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び
配列番号：30、又は配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29若しくは配列番号：30と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項43に記載の方法。
【請求項４９】
　対象動物がイヌであり、かつ軽鎖が、配列番号：31のアミノ酸配列又は前記配列と少な
くとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項43又は48に記載の方法。
【請求項５０】
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　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：61のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：63の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：64のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：65のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：66のアミノ酸配列
を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項31から36のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項５１】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：45のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項50に記載の方法。
【請求項５２】
　重鎖が、配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48及び配列番号：49、又は配列番号
：46、配列番号：47、配列番号：48若しくは配列番号：49と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項51に記載の方法
。
【請求項５３】
　軽鎖が、配列番号：50のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項51又は52に記載の方法。
【請求項５４】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：54のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を
含む、請求項50に記載の方法。
【請求項５５】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び
配列番号：35、又は配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34若しくは配列番号：35と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項50に記載の方法。
【請求項５６】
　対象動物がイヌであり、かつ軽鎖が、配列番号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少な
くとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項50又は55に記載の方法。
【請求項５７】
　B細胞によって媒介される症状がCD20+ B細胞リンパ腫である、請求項31から56のいずれ
か1項に記載の方法。
【請求項５８】
　B細胞によって媒介される症状が免疫媒介疾患である、請求項31から56のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項５９】
　免疫媒介疾患が自己免疫疾患である、請求項58に記載の方法。
【請求項６０】
　自己免疫疾患が以下から成る群から選択される、請求項59に記載の方法：慢性関節リウ
マチ、全身性エリテマトーデス（SLE）、ショーグレン症候群、血管炎、多発性硬化症、
グレーヴズ病、特発性血小板減少症、皮膚筋炎、免疫媒介血小板減少症、多発性筋細胞症
、天疱瘡、免疫媒介溶血性貧血及び水疱性類天疱瘡。
【請求項６１】
　B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する必要があるイヌ又はネコ対象動物でB
細胞によって媒介される症状を治療又は予防する医薬の調製における、CD20の環状ポリペ
プチドフラグメントと特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメントの使用であっ
て、該環状ポリペプチドフラグメントが、
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　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される、前記抗体又はその抗原結合フラグメ
ントの使用。
【請求項６２】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）から成る、請求項61に記載の
使用。
【請求項６３】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）から成る、請求項61に記載の
使用。
【請求項６４】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNSL（配列番号：1）から成る、請求項61に記載の
使用。
【請求項６５】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：2又は配列番号：2と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がイヌ対象動物である、請求項64
に記載の使用。
【請求項６６】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：4又は配列番号：4と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成り、かつ対象動物がネコ対象動物である、請求項64
に記載の使用。
【請求項６７】
　抗体がII型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体に由来する、請求項61から66のいずれか
1項に記載の使用。
【請求項６８】
　II型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体がB1-H299、GA101及びBly1から成る群から選択
される、請求項67に記載の使用。
【請求項６９】
　抗体がGA101に由来する、請求項68に記載の使用。
【請求項７０】
　対象動物がイヌであり、かつ抗体又は抗原結合フラグメントが、
　　配列番号：7のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：7のアミノ酸配列を含むFR1フ
レームワーク領域、
　　配列番号：8のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：8のアミノ酸配列を含むFR2フ
レームワーク領域、
　　配列番号：9のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：9のアミノ酸配列を含むFR3フ
レームワーク領域、及び、
　　配列番号：10のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：10のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
の少なくとも1つを含む軽鎖可変領域、及び／又は、
　　配列番号：11のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：11のアミノ酸配列を含むFR1
フレームワーク領域、
　　配列番号：12のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：12のアミノ酸配列を含むFR2
フレームワーク領域、
　　配列番号：13のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：13のアミノ酸配列を含むFR3
フレームワーク領域、及び、
　　配列番号：14のアミノ酸配列から成るか又は配列番号：14のアミノ酸配列を含むFR4
フレームワーク領域、
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の少なくとも1つを含む重鎖可変領域、
を含む、請求項69に記載の使用。
【請求項７１】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域、及び／又は配列番号：
16のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域を含む、請求項70に記載の使用。
【請求項７２】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：18のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖、及び／又は配列番号：17のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖を含む
、請求項71に記載の使用。
【請求項７３】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：55のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：57の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：58のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：59のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：60のアミノ酸配列
を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項61から66のいずれか1項に記載の使用
。
【請求項７４】
　対象動物がイヌであり、重鎖可変領域が、配列番号：37のアミノ酸配列又は前記配列と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列
番号：38のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を
含む、請求項73に記載の使用。
【請求項７５】
　重鎖が、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41及び配列番号：42、又は配列番号
：39、配列番号：40、配列番号：41若しくは配列番号：42と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項74に記載の使用
。
【請求項７６】
　軽鎖が、配列番号：43のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項74又は75に記載の使用。
【請求項７７】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：51のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：52のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項73に記載の使用。
【請求項７８】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び
配列番号：30、又は配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29若しくは配列番号：30と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項73に記載の使用。
【請求項７９】
　対象動物がイヌであり、かつ軽鎖が、配列番号：31のアミノ酸配列又は前記配列と少な
くとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項73又は78に記載の使用。
【請求項８０】
　抗体又はその抗原結合フラグメントが、配列番号：61のアミノ酸配列を含む相補性決定
領域1（CDR1）領域、配列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：63の
アミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：64のアミノ酸配列を含むCD
R1領域、配列番号：65のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配列番号：66のアミノ酸配列
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を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む、請求項61から66のいずれか1項に記載の使用
。
【請求項８１】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：45のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項80に記載の使用。
【請求項８２】
　重鎖が、配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48及び配列番号：49、又は配列番号
：46、配列番号：47、配列番号：48若しくは配列番号：49と少なくとも85％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項81に記載の使用
。
【請求項８３】
　軽鎖が、配列番号：50のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項81又は82に記載の使用。
【請求項８４】
　対象動物がネコであり、かつ重鎖可変領域が、配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配
列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、
配列番号：54のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配
列を含む、請求項80に記載の使用。
【請求項８５】
　対象動物がイヌであり、かつ重鎖が、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び
配列番号：35、又は配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34若しくは配列番号：35と
少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項80に記載の使用。
【請求項８６】
　対象動物がイヌであり、軽鎖が、配列番号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少なくと
も85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項80又は85に記載の使用。
【請求項８７】
　B細胞によって媒介される症状がCD20+ B細胞リンパ腫である、請求項61から86のいずれ
か1項に記載の使用。
【請求項８８】
　B細胞によって媒介される症状が免疫媒介疾患である、請求項61から86のいずれか1項に
記載の使用。
【請求項８９】
　免疫媒介疾患が自己免疫疾患である、請求項88に記載の使用。
【請求項９０】
　自己免疫疾患が以下から成る群から選択される、請求項89に記載の使用：慢性関節リウ
マチ、全身性エリテマトーデス（SLE）、ショーグレン症候群、血管炎、多発性硬化症、
グレーヴズ病、特発性血小板減少症、皮膚筋炎、免疫媒介血小板減少症、多発性筋細胞症
、天疱瘡、免疫媒介溶血性貧血及び水疱性類天疱瘡。
【請求項９１】
　CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合するイヌ化若しくはネコ化抗体又
はその抗原結合フラグメントであって、該環状ポリペプチドフラグメントが、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される、前記イヌ化若しくはネコ化抗体又は
その抗原結合フラグメント。
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【請求項９２】
　抗体が、イヌ以外の種に由来するドナー抗体の重鎖及び／又は軽鎖の相補性決定領域を
含むイヌ化抗体であり、該ドナー抗体が環状ポリペプチドフラグメントに対して結合特異
性を有する、請求項91に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９３】
　抗体が、ドナー抗体由来の重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域を含む、請求項92
に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９４】
　ドナー抗体由来重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域が、イヌ抗体の対応する位置
で異質であるアミノ酸残基をイヌ抗体の対応する位置に存在するアミノ酸残基で置換する
べく改変される、請求項93に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９５】
　抗体が、ネコ以外の種に由来するドナー抗体の重鎖及び／又は軽鎖の相補性決定領域を
含むネコ化抗体であり、該ドナー抗体が環状ポリペプチドフラグメントに対して結合特異
性を有する、請求項91に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９６】
　抗体が、ドナー抗体由来の重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域を含む、請求項95
に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９７】
　ドナー抗体由来重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域が、ネコ抗体の対応する位置
で異質であるアミノ酸残基をネコ抗体の対応する位置に存在するアミノ酸残基で置換する
べく改変される、請求項96に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９８】
　イヌ又はネコ抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基が当該対応する位置に存在
するアミノ酸残基で置換され、前記アミノ酸残基は、当該置換されるアミノ酸残基と最高
の相同性を有する、請求項94又は97に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項９９】
　抗体又は抗原結合フラグメントがイヌ又はネコ抗体由来の重鎖及び／又は軽鎖の定常ド
メインを含む、請求項91から99のいずれか1項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメン
ト。
【請求項１００】
　ドナー抗体がII型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体に由来する、請求項93から99のい
ずれか1項に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０１】
　II型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体がB1-H299、GA101及びBly1から成る群から選択
される、請求項100に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０２】
　CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合するヒト化抗体又はその抗原結合
フラグメントであって、該環状ポリペプチドフラグメントが、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化され、さらに該重鎖及び／又は軽鎖のフレー
ムワーク領域がヒト以外の種から得られる抗体に由来し、該フレームワーク領域が、ヒト
抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基をヒト抗体の対応する位置に存在するアミ
ノ酸残基で置換するべく改変される、前記ヒト化抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０３】
　ヒト抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基が当該対応する位置に存在するアミ
ノ酸残基で置換され、前記アミノ酸残基が、当該置換される1つ以上のアミノ酸残基と最
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高の相同性を有する、請求項102に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０４】
　CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合するキメラ抗体又はその抗原結合
フラグメントであって、前記環状ポリペプチドフラグメントが、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドが、該第一及び第二のシステイン残基間で形成されるジスル
フィド結合の存在によって酸化され、さらに該抗体がイヌ又はネコ定常ドメインを含む、
前記キメラ抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０５】
　CD20と特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメントであって、該抗体又はその
フラグメントが、配列番号：55のアミノ酸配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配
列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：57のアミノ酸配列を含むCDR3領
域を含む重鎖可変領域、配列番号：58のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：59のア
ミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：60のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可
変領域を含む、前記抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０６】
　重鎖可変領域が、配列番号：19のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域は、配列番号：20のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項105に記載
の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０７】
　重鎖が、配列番号：23のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖が、配列番号：24のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項106に記載の抗体又はその抗
原結合フラグメント。
【請求項１０８】
　抗体がイヌ化抗体である、請求項105に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１０９】
　重鎖可変領域が、配列番号：37のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列番号：38のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項108に記載
の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１０】
　重鎖が、配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41及び配列番号：42、又は配列番号
：39、配列番号：40、配列番号：41又は配列番号：42と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項109に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１１】
　軽鎖が、配列番号：43のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項109又は110に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１２】
　抗体がネコ化抗体である、請求項105に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１３】
　重鎖可変領域が、配列番号：51のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列番号：52のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項112に記載
の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１４】
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　抗体がキメラ抗体である、請求項105に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１５】
　重鎖及び／又は軽鎖がイヌ抗体に由来する定常ドメインを含む、請求項114に記載の抗
体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１６】
　重鎖が、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び配列番号：30、又は配列番号
：27、配列番号：28、配列番号：29又は配列番号：30と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項115に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１７】
　軽鎖が、配列番号：31のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項115又は116に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１８】
　CD20と特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラグメントであって、該抗体又はその
フラグメントが、配列番号：61のアミノ酸配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配
列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：63のアミノ酸配列を含むCDR3領
域を含む重鎖可変領域、配列番号：64のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：65のア
ミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：66のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可
変領域を含む、前記抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１１９】
　重鎖可変領域が、配列番号：21のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列番号：22のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項118に記載
の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２０】
　重鎖が、配列番号：25のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖が、配列番号：26のアミノ酸配列又は前記配列と少
なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項119に記載の抗体又はその抗
原結合フラグメント。
【請求項１２１】
　抗体がイヌ化抗体である、請求項118に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２２】
　重鎖可変領域が、配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列番号：45のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項121に記載
の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２３】
　重鎖が、配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48及び配列番号：49、又は配列番号
：46、配列番号：47、配列番号：48又は配列番号：49と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項122に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２４】
　軽鎖が、配列番号：50のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項122又は123に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２５】
　抗体がネコ化抗体である、請求項118に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２６】
　重鎖可変領域が、配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性
を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖可変領域が、配列番号：54のアミノ酸配列
又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む、請求項125に記載
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の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２７】
　抗体がキメラ抗体である、請求項118に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２８】
　重鎖及び／又は軽鎖がイヌ抗体に由来する定常ドメインを含む、請求項127に記載の抗
体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１２９】
　重鎖が、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び配列番号：35、又は配列番号
：32、配列番号：33、配列番号：34又は配列番号：35と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む、請求項128に記載の抗体又
はその抗原結合フラグメント。
【請求項１３０】
　軽鎖が、配列番号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有する
アミノ酸配列を含む、請求項128又は129に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１３１】
　抗体又は抗原結合フラグメントが交差反応性であり、かつヒト、イヌ、げっ歯類及びネ
コCD20と結合する、請求項105から130のいずれか1項に記載の抗体又はその抗原結合フラ
グメント。
【請求項１３２】
　配列番号：16のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸
配列を含む重鎖可変領域、及び／又は配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と少なく
とも85％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む、抗体又はその抗原結
合フラグメント。
【請求項１３３】
　重鎖が、配列番号：17のアミノ酸配列又は、配列番号：17のアミノ酸配列と少なくとも
85％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は軽鎖が、配列番号：18のアミノ酸
配列又は配列番号：18のアミノ酸配列と少なくとも85％の同一性を有するアミノ酸配列を
含む、請求項132に記載の抗体又はその抗原結合フラグメント。
【請求項１３４】
　請求項105から133のいずれか1項に記載の抗体又は抗原結合フラグメントをコードする
単離された核酸。
【請求項１３５】
　請求項134に記載の核酸を含む、発現ベクター。
【請求項１３６】
　請求項135に記載の発現ベクターを取り込んだ宿主細胞。
【請求項１３７】
　請求項136に記載の宿主細胞を培養して該細胞に抗体を発現させる工程を含む、抗体を
製造する方法。
【請求項１３８】
　B細胞によって媒介される症状の治療又は予防で使用される、請求項91から133のいずれ
か1項に記載の抗体又は抗原結合フラグメント。
【請求項１３９】
　B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する方法であって、請求項91から133のい
ずれか1項に記載の抗体又は抗原結合フラグメントの治療的に有効な量をB細胞によって媒
介される症状を治療又は予防する必要がある対象動物に投与する工程を含む、前記方法。
【請求項１４０】
　B細胞媒介症状の治療又は予防用医薬の調製における、請求項91から133のいずれか1項
に記載の抗体又は抗原結合フラグメントの使用。
【請求項１４１】
　診断で使用される、請求項91から133のいずれか1項に記載の抗体又は抗原結合フラグメ
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ント。
【請求項１４２】
　CD20の環状ポリペプチドフラグメントであって、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該第一及び第二のシステイン残基間で形成されるジスルフィド結合の存在によっ
て酸化される、前記環状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４３】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）から成る、請求項142に記載
の環状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４４】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）から成る、請求項142に記載
の環状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４５】
　連続アミノ酸配列がアミノ酸残基PSEKNSL（配列番号：1）から成る、請求項142に記載
の環状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４６】
　環状ポリペプチドフラグメントが25未満のアミノ酸残基を含む、請求項142から145のい
ずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４７】
　環状ポリペプチドフラグメントが22未満のアミノ酸残基を含む、請求項146に記載の環
状ポリペプチドフラグメント。
【請求項１４８】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：2又は配列番号：2と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成る、請求項145に記載の環状ポリペプチドフラグメ
ント。
【請求項１４９】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：4又は配列番号：4と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成る、請求項145に記載の環状ポリペプチドフラグメ
ント。
【請求項１５０】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：3又は配列番号：3と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成る、請求項144に記載の環状ポリペプチドフラグメ
ント。
【請求項１５１】
　環状ポリペプチドフラグメントが、配列番号：6又は配列番号：6と少なくとも85％の配
列同一性を有するアミノ酸配列から成る、請求項142に記載の環状ポリペプチドフラグメ
ント。
【請求項１５２】
　環状ポリペプチドフラグメントの拮抗性結合メンバーによる結合が、CD20の生物学的活
性に拮抗する、請求項142から151のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメント
。
【請求項１５３】
　請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメント及び医薬的に
許容できる担体又は賦形剤を含む医薬組成物。
【請求項１５４】
　請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメントを含むワクチ
ン組成物。
【請求項１５５】
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　CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法における、請求項142から152のい
ずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメントの使用。
【請求項１５６】
　CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法が、イヌCD20と特異的に結合する
結合メンバーを作出する方法である、請求項155に記載の使用。
【請求項１５７】
　CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法が、ネコCD20と特異的に結合する
結合メンバーを作出する方法である、請求項155に記載の使用。
【請求項１５８】
　請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメントを対象動物に
投与する工程、及び前記ポリペプチドと特異的に結合する結合物質を単離する工程、を含
む、CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法。
【請求項１５９】
　イヌCD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法である、請求項158に記載の
方法。
【請求項１６０】
　ネコCD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法である、請求項158に記載の
方法。
【請求項１６１】
　候補化合物を請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメント
と接触させる工程、及び、
　該候補化合物と請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペプチドフラグメン
トとの間の結合を評価する工程、
を含む、イヌ及び／又はネコCD20と特異的に結合する結合メンバーを同定するスクリーニ
ング方法であって、該候補化合物と請求項142から152のいずれか1項に記載の環状ポリペ
プチドフラグメントとの間の結合がある場合に、該候補化合物をイヌ及び／又はネコCD20
と特異的に結合する結合メンバーであると同定する、前記スクリーニング方法。
【請求項１６２】
　請求項91から133のいずれか1項に記載の1つ以上の抗体とサンプルとを、Bリンパ球/抗
体複合体の形成を可能にする条件下で接触させる工程、及び、
　Bリンパ球/抗体複合体を検出する工程、
を含む、Bリンパ球含有サンプルにおけるイヌ又はネコCD20の存在を検出する方法であっ
て、前記複合体が検出されることが、該サンプルにイヌ又はネコCD20が存在することの指
標である、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、CD20に対し結合特異性を有する抗体と結合する結合エピトープの同定に関す
る。本発明は、抗体の作出における本エピトープの使用、並びにイヌ及びネコの症状（例
えばリンパ腫及び免疫媒介疾患）の治療及び診断における前記エピトープと結合する抗体
の使用に及ぶ。本発明はさらに、前記同定したエピトープと結合する抗体に及び。
【背景技術】
【０００２】
　CD20は、ほとんどのB細胞の表面で発現される活性化されたグリコシル化リンタンパク
質であり、前B期に始まり成熟に至るまで濃度は次第に増加する。前記タンパク質には既
知の天然のリガンドがなく、その機能は、最適なB細胞免疫応答、特にT細胞非依存性抗原
に対する最適なB細胞免疫応答を可能にすることである。前記は細胞膜でカルシウムチャ
ネルとして機能する。前記は細胞内シグナルトランスダクションに必要とされ、さらに細
胞増殖及び細胞分化もまた調節できる。
　C20は、悪性B細胞（B細胞リンパ腫に密接に関係する）上でのこの抗原の高レベル発現
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のために、B細胞リンパ腫の確立されたマーカー又は標的である。モノクローナル抗体を
用いてCD20（Bp35としても知られている）を標的とすることは、ヒトのB細胞リンパ腫の
治療、及び免疫媒介症状（例えば慢性関節リウマチ）の治療でも確実な治療アプローチで
あることが証明されている。ヒトCD20は、モノクローナル抗体、リツキシマブ、イブリツ
モマブチウキセタン及びトシツモマブ（いずれもB細胞リンパ腫治療で活性な薬剤である
）の標的である。
【０００３】
　コンパニオンアニマル（例えばイヌ及びネコ）は、ヒト疾患に類似する疾患（リンパ腫
、免疫媒介性多発性関節炎、血漿性リンパ球性滑膜炎、全身性エリテマトーデス、血管炎
及び多様な自己免疫性皮膚病が含まれる）を発症する。イヌリンパ腫は二番目に多いイヌ
の癌であるが、一方、リンパ腫はネコの診断でもっとも一般的な悪性疾患である。これま
での併用療法を用いた場合、B細胞リンパ腫のイヌの予想生存期間はおよそ9から12カ月で
ある。標準的な化学療法レジメンの副作用は人間で認められるものと同様であり、嘔吐、
下痢、食欲喪失、発熱及び敗血症が含まれる。
　イヌCD20の特徴が調べられており、ヒトCD20のように2つの細胞外（EC）ドメイン、4つ
のトランスメンブレン（TM）ドメイン、及び3つの細胞内（IC）ドメインを含むと予想さ
れている。イヌCD20はヒトCD20と構造的な相同性を有するが、抗ヒトCD20及び抗げっ歯類
CD20モノクローナル抗体は報告によればイヌCD20と結合できない。イヌ及び／又はネコCD
20との結合特異性を有する抗体の同定は、B細胞リンパ腫を有するイヌ及びネコの治療又
は診断で特に有用であろう。
【発明の概要】
【０００４】
　広範囲にわたる実験の結果、驚くべきことに本発明者は、イヌ及びネコCD20ポリペプチ
ドの新規な抗原性ループを同定した。前記ポリペプチドループ配列が第一及び第二のシス
テインアミノ酸残基間で提供されるジスルフィド結合によって拘束されると、このループ
は抗ヒトCD20モノクローナル抗体と特異的に結合することができる。結果として、本発明
者は、ヒトCD20との結合特異性を有するある種のモノクローナル抗体はまた、イヌ及び／
又はネコCD20に対する結合特異性を有するそのような抗体の故に、イヌ及びネコの治療及
び診断に適用できることを初めて認定した。特に、同定したこの新規なエピトープは、CD
20+B細胞リンパ腫及び免疫媒介症状の診断、治療及び／又は予防で使用される新規な抗イ
ヌ又は抗ネコCD20抗体の同定において特別な有用性を有し得る。
【０００５】
　本発明の第一の特徴にしたがえば、B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する
必要があるイヌ又はネコ対象動物でB細胞によって媒介される症状の治療又は予防で使用
される、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合する抗体又はその抗原結合
フラグメントが提供され、前記環状ポリペプチドフラグメントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）を含むか、配列番号：67から成るか、又は
本質的に配列番号：67から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含むか、前記から成るか、又は本質的に前記から成り、ここで、該環状ポリペプチドフ
ラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成されるジスルフィド結合の存在
によって酸化される。
　本発明の第二の特徴にしたがえば、B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する
必要があるイヌ又はネコ科対象動物においてB細胞によって媒介される症状を治療又は予
防する方法が提供され、前記方法は、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結
合する抗体又はその抗原結合フラグメントの治療的に有効な量を投与する工程を含み、こ
こで、前記環状ポリペプチドフラグメントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
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　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される。
【０００６】
　ある種の実施態様では、本発明のこの特徴の方法は、さらに少なくとも1つの免疫抑制
化合物をイヌ又はネコ対象動物に投与する工程を含むことができる。該免疫抑制化合物は
、該抗体又は抗原結合フラグメントの投与前に、投与と一緒に（同時に）又は投与後に（
経時的に）投与することができる。該免疫抑制剤は、増殖因子阻害剤、免疫抑制剤（例え
ば抗体）、抗炎症剤、酵素阻害剤、ステロイド、非ステロイド性抗炎症薬、代謝阻害剤、
細胞傷害剤及び細胞増殖抑制剤から成る群から選択できる。
　B細胞によって媒介される症状が慢性関節リウマチである実施態様では、該抗体は場合
によって第二の治療薬剤と一緒に投与でき、前記は好ましくはメトトレキセートである。
　本発明の第三の特徴にしたがえば、B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する
必要があるイヌ又はネコ対象動物においてB細胞によって媒介される症状を治療又は予防
する医薬の調製における、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合する抗体
又はその抗原結合フラグメントの使用が提供され、ここで、前記環状ポリペプチドフラグ
メントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化される。
【０００７】
　本発明者は、本発明の上記特徴の環状ポリペプチドフラグメントがエピトープを形成す
ることを認定した。該環状ポリペプチドフラグメントによって形成されるエピトープはヒ
ト、イヌ、ネコ及びマウスに共通である。ある種の実施態様では、該連続アミノ酸配列は
、アミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）を含むか、SEKNSLから成るか、又は本質的にSEKN
SLから成る。本発明者は、配列番号：68を含む環状ポリペプチドフラグメントによって形
成されるエピトープはイヌ及びネコに共通であることを認定した。ある種の実施態様では
、該連続アミノ酸配列は、アミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）を含むか、前記から成る
か、又は本質的に前記から成る。本発明者は、配列番号：69を含む環状ポリペプチドフラ
グメントによって形成されるエピトープはヒト、イヌ及びネコに共通であることを認定し
た。ある種の実施態様では、該連続アミノ酸配列は、アミノ酸残基PSEKNSL（配列番号：1
）を含むか、PSEKNSLから成るか、又は本質的にPSEKNSLから成る。本発明者は、配列番号
：1を含む環状ポリペプチドフラグメントによって形成されるエピトープはイヌ及びネコ
に共通であることを認定した。
【０００８】
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：2又は前記配
列と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むか、前
記配列から成るか、又は本質的に前記配列から成る。典型的には該対象動物はイヌである
。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：4又は前記配
列と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含むか、前
記配列から成るか、又は本質的に前記配列から成る。典型的には該対象動物はネコである
。
　ある種の実施態様では、該抗体は、II型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体、例えばB1
-H299、GA101又はBly1に由来する。ある種の実施態様では、該抗体は、イヌ化又はネコ化
抗体、例えばイヌ化又はネコ化II型抗ヒトCD20若しくは抗げっ歯類CD20抗体、例えばイヌ
化又はネコ化B1-H299、GA101若しくはBly1抗体である。
【０００９】
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　ある種の実施態様では、抗体又はその抗原結合フラグメントはGA101に由来する。対象
動物がイヌである場合には、典型的には、抗体又はその抗原結合フラグメントは、配列番
号：7のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR1フレームワーク領域、配列番号：
8のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR2フレームワーク領域、配列番号：9の
アミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR3フレームワーク領域、及び配列番号：10
のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR4フレームワーク領域の少なくとも1つを
含む軽鎖可変領域、及び／又は配列番号：11のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含
むFR1フレームワーク領域、配列番号：12のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むF
R2フレームワーク領域、配列番号：13のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR3
フレームワーク領域、及び配列番号：14のアミノ酸配列から成るか又は前記配列を含むFR
4フレームワーク領域の少なくとも1つを含む重鎖可変領域を含むことができる。ある種の
実施態様では、該軽鎖可変領域は上述の軽鎖フレームワーク領域の全てを含み、及び／又
は該重鎖可変領域は上述の重鎖フレームワーク領域の全てを含む。ある種の実施態様では
、該抗体又はその抗原結合フラグメントは、配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と
少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む軽鎖可変
領域、及び／又は配列番号：16のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95
％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域を含む。ある種の実施
態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントは、配列番号：18のアミノ酸配列又は前
記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む
軽鎖、及び／又は配列番号：17のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95
％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域を含む。
【００１０】
　ある種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントは、配列番号：55のアミ
ノ酸配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2
領域、及び配列番号：57のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：
58のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：59のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配
列番号：60のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む。上記CDRを有する
抗体はRA2と称される。
　ある種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントはRA2に由来し、例えば
、該抗体又はその抗原結合フラグメントはイヌ化又はネコ化RA2であり得る。
　対象動物がイヌでRA2がイヌ化RA2である、ある種の実施態様では、該重鎖可変領域は、
配列番号：37のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の
同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：38のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む。対象動物がイヌである、ある種の実施態様では、該重鎖は、配列番号：
39、配列番号：40、配列番号：41及び配列番号：42、又は配列番号：39、配列番号：40、
配列番号：41又は配列番号：42と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有
するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。対象動物がイヌである
、ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：43のアミノ酸配列又は前記配列と少なく
とも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。
【００１１】
　対象動物がネコでRA2がネコ化されるある種の実施態様では、該重鎖可変領域は、配列
番号：51のアミノ酸配列又は前記と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を
有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：52のアミノ酸配列
又は前記と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含
む。
　ある種の実施態様では、該抗体又は抗原結合フラグメントはキメラ抗体（例えばイヌ又
はネコ重鎖及び／又は軽鎖の定常ドメインを含む）を含む。対象動物がイヌである、ある
種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントはキメラRA2を含み、例えば重
鎖は、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び配列番号：30、又は配列番号：27



(20) JP 2015-501146 A 2015.1.15

10

20

30

40

50

、配列番号：28、配列番号：29又は配列番号：30と少なくとも85％、90％、95％若しくは
98％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。対象
動物がイヌである、ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：31のアミノ酸配列又は
前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含
む。
【００１２】
　ある種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントは、配列番号：61のアミ
ノ酸配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2
領域、及び配列番号：63のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：
64のアミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：65のアミノ酸配列を含むCDR2領域、及び配
列番号：66のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む。上記CDRを有する
抗体はRF2と称される。
　ある種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグメントはRF2に由来し、例えば
該抗体又はその抗原結合フラグメントはイヌ化又はネコ化RF2であり得る。
　対象動物がイヌで抗体がイヌ化RF2である、ある種の実施態様では、該重鎖可変領域は
、配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％
の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：45のア
ミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む。対象動物がイヌである、ある種の実施態様では、該重鎖は、配列番号
：46、配列番号：47、配列番号：48及び配列番号：49、又は配列番号：46、配列番号：47
、配列番号：48又は配列番号：49と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を
有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。対象動物がイヌであ
る、ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：50のアミノ酸配列又は前記と少なくと
も85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。
【００１３】
　対象動物がネコで抗体がネコ化RF2である、ある種の実施態様では、該重鎖可変領域は
、配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％
の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：54のア
ミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む。
　対象動物がイヌである、ある種の実施態様では、該抗体又は抗原結合フラグメントはキ
メラRF2を含み、例えば重鎖は、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び配列番
号：35、又は配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34又は配列番号：35と少なくとも
85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択される
アミノ酸配列を含む。対象動物がイヌである、ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番
号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性
を有するアミノ酸配列を含む。
【００１４】
　ある種の実施態様では、B細胞媒介症状は、血液又はB細胞リンパ腫（特にCD20+B細胞リ
ンパ腫）中の多数の腫瘍細胞を特徴とする血液学的悪性疾患である。ある種の実施態様で
は、該症状は、低レベルのB細胞CD20発現を特徴とする血液学的悪性疾患、例えば以下か
ら成る群から選択される症状である：形質転換性非ホジキンリンパ腫、B細胞前駆細胞性
リンパ芽球性白血病/リンパ腫及び成熟B細胞性新形成、例えばB細胞慢性リンパ球性白血
病（CLL）/小リンパ球性リンパ腫（SLL）、B前リンパ球性白血病（B-PLL）、リンパ球形
質細胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫（MCL）、濾胞性リンパ腫（FL）（軽度、中等
度、重度FLを含む）、皮膚濾胞中心リンパ腫（cutaneous follicle center lymphoma）、
辺縁層B細胞リンパ腫（MALT型、小節及び脾臓型）、ヘアリーセル白血病、びまん性大B細
胞リンパ腫、バーキットリンパ腫、形質細胞腫、形質細胞ミエローマ、移植後リンパ球増
殖異常、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、及び脱分化大細胞リンパ腫（ALCL
）。ある種の実施態様では、該症状は、非ホジキンリンパ腫、例えば再発性及び以前に治
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療された軽度非ホジキンリンパ腫（NHL）である。
【００１５】
　ある種の実施態様では、B細胞によって媒介される症状は免疫媒介疾患である。典型的
には、該免疫媒介疾患は自己免疫疾患、免疫異常又は炎症性疾患で、以下から成る群から
選択できる：慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス（SLE）、ショーグレン症候群
、血管炎、多発性硬化症、グレーヴズ病、特発性血小板減少症、皮膚筋炎、免疫媒介血小
板減少症、多発性筋細胞症、天疱瘡、免疫媒介溶血性貧血及び水疱性類天疱瘡。ある種の
実施態様では、免疫媒介疾患は以下から成る群から選択される：若年性慢性関節リウマチ
、ウェグナー病、炎症性腸疾患、特発性血小板減少性紫斑病（ITP）、血栓性血小板減少
性紫斑病（TTP）、自己免疫血小板減少症、多発性硬化症、乾癬、IgA腎症、IgM多発性ニ
ューロパシー、重症筋無力症、血管炎、真性糖尿病、レイノー症候群、クローン病、潰瘍
性大腸炎、胃炎、橋本甲状腺炎、強直性脊椎炎、C-型肝炎関連クリオグロブリン血症性血
管炎、慢性巣状脳炎、水疱性類天疱瘡、血友病A、膜性増殖性糸球体腎炎、成人及び若年
性皮膚筋炎、多発性筋炎、慢性ウチカリア（uticaria）、原発性胆汁性肝硬変、視神経脊
髄炎、グレーヴズ甲状腺障害病、膜性増殖性糸球体腎炎、チャーグ-シュトラウス症候群
、喘息、乾癬性関節炎、皮膚炎、呼吸窮迫症候群、髄膜炎、脳炎、ブドウ膜炎、湿疹、ア
テローム性硬化症、白血球粘着不全、若年開始糖尿病、ライター病、ベーチェット病、溶
血性貧血、アトピー性皮膚炎、尋常性天疱瘡、ウェグナー肉芽腫症、オーメン症候群、慢
性腎不全、急性伝染性単核細胞症、HIV及びヘルペス関連疾患、全身性硬化症、及び糸球
体腎炎。前述の症状で、B細胞枯渇はそのような症状の処置に治療的アプローチを提供し
得ることが理解されよう。
【００１６】
　ある種の実施態様では、化学薬剤又は放射能標識を該抗体又は抗原結合フラグメントに
結合させ、該化学薬剤又は標識を新形成B細胞に特異的にデリバーすることができる。前
記化学薬剤又は放射能標識はCD20発現細胞を破壊する潜在能力を有する。
　本発明の第四の特徴にしたがえば、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結
合するイヌ化又はネコ化抗体又はその抗原結合フラグメントが提供され、ここで、前記環
状ポリペプチドフラグメントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含むか、前記から成るか、又は本質的に前記から成り、該環状ポリペプチドフラグメン
トは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成されるジスルフィド結合の存在によって
酸化される。
　ある種の実施態様では、該抗体は、イヌ以外の種に由来するドナー抗体の重鎖及び／又
は軽鎖の相補性決定領域を含むイヌ化抗体であり、該ドナー抗体は該環状ポリペプチドフ
ラグメントに対して結合特異性を有する。ある種の実施態様では、該抗体は、ドナー抗体
由来の重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域を含む。ある種の実施態様では、該ドナ
ー抗体由来重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域は、イヌ抗体の対応する位置で異質
であるアミノ酸残基をイヌ抗体の対応する位置に存在するアミノ酸残基で置換するべく改
変される。
【００１７】
　ある種の実施態様では、該抗体は、ネコ以外の種に由来するドナー抗体の重鎖及び／又
は軽鎖の相補性決定領域を含むネコ化抗体であり、該ドナー抗体は該環状ポリペプチドフ
ラグメントに対して結合特異性を有する。ある種の実施態様では、該抗体は、ドナー抗体
由来の重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域を含む。ある種の実施態様では、該ドナ
ー抗体由来重鎖及び／又は軽鎖のフレームワーク領域は、ネコ抗体の対応する位置で異質
であるアミノ酸残基をネコ抗体の対応する位置に存在するアミノ酸残基で置換するべく改
変される。
　典型的には、イヌ又はネコ抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基は当該対応す
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る位置に存在するアミノ酸残基で置換され、前記アミノ酸残基は、当該置換されるアミノ
酸残基と最高の相同性を有する。
　典型的には、該抗体又は抗原結合フラグメントはイヌ又はネコ抗体由来の重鎖及び／又
は軽鎖の定常ドメインを含む。
　ある種の実施態様では、該抗体はII型抗ヒトCD20又は抗げっ歯類CD20抗体に由来し（す
なわち前記のイヌ化又はネコ化バージョン）、例えば、該抗体はB1-H299、GA101及びBly1
から成る群から選択できる。
　ある種の実施態様では、該抗体はRA2又はRF2に由来し（すなわち前記のイヌ化又はネコ
化バージョン）、例えば上記に記載したとおりである。
【００１８】
　本発明の第五の特徴にしたがえば、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結
合するヒト化抗体又はその抗原結合フラグメントが提供され、前記環状ポリペプチドフラ
グメントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、該環状ポリペプチドフラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基間で形成
されるジスルフィド結合の存在によって酸化され、さらに該重鎖及び／又は軽鎖のフレー
ムワーク領域はヒト以外の種から得られる抗体に由来し、該フレームワーク領域は、ヒト
抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基をヒト抗体の対応する位置に存在するアミ
ノ酸残基で置換するべく改変される。
　ある種の実施態様では、ヒト抗体の対応する位置で異質であるアミノ酸残基は当該対応
する位置に存在するアミノ酸残基で置換され、前記アミノ酸残基は、当該置換される1つ
以上のアミノ酸残基と最高の相同性を有する。
　典型的には、該抗体又は抗原結合フラグメントはヒト抗体由来の重鎖及び／又は軽鎖の
定常ドメインを含む。
【００１９】
　本発明の第六の特徴にしたがえば、CD20の環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結
合するキメラ抗体又はその抗原結合フラグメントが提供され、ここで、前記環状ポリペプ
チドフラグメントは、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含み、ここで、該環状ポリペプチドフラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基
間で形成されるジスルフィド結合の存在によって酸化され、さらにここで該抗体はイヌ又
はネコ定常ドメインを含む。
　本発明の第七の特徴にしたがえば、CD20と特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラ
グメントが提供され、ここで、該抗体又はそのフラグメントは、配列番号：55のアミノ酸
配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配列番号：56のアミノ酸配列を含むCDR2領域
及び配列番号：57のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：58のア
ミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：59のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：
60のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む。
　ある種の実施態様では、該重鎖可変領域は、配列番号：19のアミノ酸配列又は前記配列
と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び
／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：20のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、
90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、
該重鎖は、配列番号：23のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若し
くは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖は、配列番号：24のア
ミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む。
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【００２０】
　ある種の実施態様では、該抗体はイヌ化抗体である。典型的には、該重鎖可変領域は、
配列番号：37のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の
同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：38のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、該重鎖は、配列番号：39、配列番号：40、配列
番号：41及び配列番号：42、又は配列番号：39、配列番号：40、配列番号：41又は配列番
号：42と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列から成
る群から選択されるアミノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：
43のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有
するアミノ酸配列を含む。
　ある種の実施態様では、該抗体はネコ化抗体である。典型的には、該重鎖可変領域は、
配列番号：51のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の
同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：52のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む。
【００２１】
　ある種の実施態様では、該抗体はヒト化抗体である。
　ある種の実施態様では、該抗体はキメラ抗体である。典型的には、該重鎖及び／又は軽
鎖は、イヌ、ネコ又はヒト抗体由来の定常ドメインを含む。ある種の実施態様では、該重
鎖は、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29及び配列番号：30、又は配列番号：27
、配列番号：28、配列番号：29又は配列番号：30と少なくとも85％、90％、95％若しくは
98％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。ある
種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：31のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85
％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。
　典型的には、該抗体又は抗原結合フラグメントは交差反応性であり、ヒト、げっ歯類、
イヌ及びネコCD20と特異的に結合する。
【００２２】
　本発明の第八の特徴にしたがえば、CD20と特異的に結合する抗体又はその抗原結合フラ
グメントが提供され、ここで、該抗体又はそのフラグメントは、配列番号：61のアミノ酸
配列を含む相補性決定領域1（CDR1）領域、配列番号：62のアミノ酸配列を含むCDR2領域
及び配列番号：63のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む重鎖可変領域、配列番号：64のア
ミノ酸配列を含むCDR1領域、配列番号：65のアミノ酸配列を含むCDR2領域及び配列番号：
66のアミノ酸配列を含むCDR3領域を含む軽鎖可変領域を含む。
　ある種の実施態様では、該重鎖可変領域は、配列番号：21のアミノ酸配列又は前記配列
と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び
／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：22のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、
90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、
該重鎖は、配列番号：25のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若し
くは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖は、配列番号：26のア
ミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するア
ミノ酸配列を含む。
【００２３】
　ある種の実施態様では、該抗体はイヌ化抗体である。典型的には、該重鎖可変領域は、
配列番号：44のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の
同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：45のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、該重鎖は、配列番号：46、配列番号：47、配列
番号：48及び配列番号：49、又は配列番号：46、配列番号：47、配列番号：48又は配列番
号：49と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列から成
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る群から選択されるアミノ酸配列を含む。ある種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：
50のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有
するアミノ酸配列を含む。
【００２４】
　ある種の実施態様では、該抗体はネコ化抗体である。典型的には、該重鎖可変領域は、
配列番号：53のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の
同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖可変領域は、配列番号：54のアミ
ノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む。
　ある種の実施態様では、該抗体はヒト化抗体である。
　ある種の実施態様では、該抗体はキメラ抗体である。典型的には、該重鎖及び／又は軽
鎖は、イヌ、ネコ又はヒト抗体由来の定常ドメインを含む。ある種の実施態様では、該重
鎖は、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34及び配列番号：35、又は配列番号：32
、配列番号：33、配列番号：34又は配列番号：35と少なくとも85％、90％、95％若しくは
98％の同一性を有するアミノ酸配列から成る群から選択されるアミノ酸配列を含む。ある
種の実施態様では、該軽鎖は、配列番号：36のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85
％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む。
　典型的には、該抗体又は抗原結合フラグメントは交差反応性であり、ヒト、げっ歯類、
イヌ及びネコCD20と特異的に結合する。
【００２５】
　本発明の第九の特徴にしたがえば、配列番号：16のアミノ酸配列又は前記配列と少なく
とも85％、90％、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域、
及び／又は配列番号：15のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若し
くは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含む該軽鎖可変領域を含む抗体又はその抗原結
合フラグメントが提供される。
　ある種の実施態様では、該重鎖は、配列番号：17又は前記配列と少なくとも85％、90％
、95％若しくは98％の同一性を有するアミノ酸配列を含み、及び／又は該軽鎖は、配列番
号：18のアミノ酸配列又は前記配列と少なくとも85％、90％、95％若しくは98％の同一性
を有するアミノ酸配列を含む。
　本発明の第四から第九の特徴のある種の実施態様では、該抗体又はその抗原結合フラグ
メントは、平衡解離定数（KD）が1ｘ10-8以下である結合親和性でイヌ及び／又はネコCD2
0と特異的に結合する。
　典型的には、該抗体又は抗原結合フラグメントは単離された抗体又はその抗原結合フラ
グメントである。
　ある種の実施態様では、該抗体又は抗原結合フラグメントは、単鎖Fv（scFv）抗体フラ
グメント、Fab抗体フラグメント、Fab’抗体フラグメント、及びF(ab’)2抗体フラグメン
トから成る群から選択される。ある種の実施態様では、該抗体又は抗原結合フラグメント
は多重特異性抗体又は多価抗体である。
【００２６】
　ある種の実施態様では、化学薬剤を第四から第九の特徴のいずれかの抗体又は抗原結合
フラグメントに結合させ、該化学薬剤を新形成B細胞に特異的にデリバーすることができ
る。前記化学薬剤又は放射能標識はCD20発現細胞を破壊する潜在能力を有する。したがっ
て、本発明は、抗体又はそのフラグメントに化学的リンカーの手段によって連接させた細
胞傷害剤から成るイムノコンジュゲートに及ぶ（前記イムノコンジュゲートは抗体-細胞
傷害結合物（ACC）又は抗体薬剤結合物（ADC）としても知られている）。そのようなイム
ノコンジュゲートは、該薬剤部分の腫瘍細胞への標的照準デリバリーを可能にする。
　これに関して有用な薬剤の例にはメトトレキセート及びビンデシンが含まれ、一方、毒
素には細菌毒素、植物毒素（例えばリシン）及び小分子毒素（例えばゲルダナマイシン）
が含まれるが、ただしこれらに限定されない。
　ある種の実施態様では、放射性標識を第四から第九の特徴のいずれかの抗体又は抗原結
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合フラグメントに結合させ、該標識を新形成B細胞に特異的にデリバーすることができる
。ある種の実施態様では、該標識は、放射性標識、発蛍光団、発色団、造影剤及び金属イ
オンを含む（ただしこれらに限定されない）群から選択できる。典型的には、該標識抗体
又はフラグメントは診断で有用であり得る。
　したがって本発明はさらに、B細胞媒介症状を有すると疑われる対象動物を診断する方
法を提供し、前記方法は、標識を結合させた抗体又は抗原結合フラグメントを対象動物に
投与する工程、及び該対象動物内における該抗体又は抗原結合フラグメントの分布を検出
する工程を含む。多様な実施態様では、該診断方法は、B細胞媒介性異常、免疫異常、自
己免疫疾患又は以下に規定するリストから選択される炎症性疾患の診断を含む。
【００２７】
　本発明の第十の特徴にしたがえば、本発明の第四から第九の特徴のいずれかの抗体又は
抗原結合フラグメントをコードする単離核酸が提供される。
　さらにまた提供されるものは、前記核酸を含む発現ベクター及び該発現ベクターを取り
込んだ宿主細胞である。本発明はさらに抗体を製造する方法に及び、該方法は、前記宿主
細胞を培養して該細胞に該抗体を発現させる工程を含む。
　本発明はさらに、B細胞によって媒介される症状の治療又は予防で使用される、本発明
の第四から第九の特徴のいずれかの抗体又は抗原結合フラグメントに及ぶ。
　さらにまた提供されるものは、B細胞によって媒介される症状を治療又は予防する方法
であって、前記方法は、本発明の第四から第九の特徴のいずれかの抗体又は抗原結合フラ
グメントの治療的に有効な量をB細胞によって媒介される症状を治療又は予防する必要が
ある対象動物に投与する工程を含む。
　本発明はまた、B細胞媒介症状の治療又は予防用医薬の製造における、本発明の第四か
ら第九の特徴のいずれかの抗体又は抗原結合フラグメントの使用に及ぶ。
　ある種の実施態様では、B細胞媒介症状は、本発明の第一から第三の特徴に関連して上
記に記載した任意の症状である。
　さらにまた提供されるものは、診断で使用される、本発明の第四から第九の特徴のいず
れかの抗体又は抗原結合フラグメントである。
【００２８】
　本発明はさらに、
　　（i）アミノ酸残基SEKNS（配列番号：67）から成る連続するアミノ酸配列、
　　（ii）該連続アミノ酸配列のN-末端領域に存在する第一のシステイン残基、及び、
　　（iii）該連続アミノ酸配列のC-末端領域に存在する第二のシステイン残基、
を含むか、前記から成るか、又は本質的に前記から成るCD20の環状ポリペプチドフラグメ
ントを提供し、該環状ポリペプチドフラグメントは、該第一及び第二のシステイン残基間
で形成されるジスルフィド結合の存在によって酸化される。
　ある種の実施態様では、該連続アミノ酸配列は、アミノ酸残基SEKNSL（配列番号：68）
を含むか、SEKNSLから成るか、又は本質的にSEKNSLから成る。ある種の実施態様では、該
連続アミノ酸配列は、アミノ酸残基PSEKNS（配列番号：69）を含むか、PSEKNSから成るか
、又は本質的にPSEKNSから成る。ある種の実施態様では、該連続アミノ酸配列は、アミノ
酸残基PSEKNSL（配列番号：1）を含むか、PSEKNSLから成るか、又は本質的にPSEKNSLから
成る。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは30、28、25、24、23、22又
は21未満のアミノ酸残基を含む。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：2又は、配列
番号：2と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
か、前記配列同一性を有するアミノ酸配列から成るか、又は本質的に前記配列同一性を有
するアミノ酸配列から成る。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：4又は、配列
番号：2と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
か、前記配列同一性を有するアミノ酸配列から成るか、又は本質的に前記配列同一性を有
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するアミノ酸配列から成る。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：3又は、配列
番号：3と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
か、前記配列同一性を有するアミノ酸配列から成るか、又は本質的に前記配列同一性を有
するアミノ酸配列から成る。
　ある種の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントは、配列番号：6又は、配列
番号：6と少なくとも85％、90％若しくは95％の配列同一性を有するアミノ酸配列を含む
か、前記配列同一性を有するアミノ酸配列から成るか、又は本質的に前記配列同一性を有
するアミノ酸配列から成る。
【００２９】
　典型的には、該環状ポリペプチドフラグメントの拮抗性結合メンバーによる結合は、CD
20の生物学的活性に拮抗する。
　本発明はさらに、該環状ポリペプチドフラグメント及び医薬的に許容できる担体又は賦
形剤を含む医薬組成物に及ぶ。
　本発明はさらに該環状ポリペプチドフラグメントを含むワクチン組成物に及ぶ。ある種
の実施態様では、該環状ポリペプチドフラグメントが、ワクチンの標的種が認識できるT
細胞エピトープを含む1つ以上のアミノ酸配列に連結、或いは連合させられる。そのよう
なアミノ酸配列の典型的な例には、破傷風類毒素又はそのフラグメント、ジフテリア類毒
素又はそのフラグメント及びキーホールリンペットヘモシアニン（KLH）が含まれる。あ
る種の実施態様では、該ワクチンはさらに、該ワクチンに対して誘引される免疫応答の強
さを高めるために選択されるアジュバントを含むであろう。アジュバントの典型的な例に
はアルミニウム塩、水中油及び油中水エマルジョン、サポニン並びに脂質A、並びにその
誘導体及びホモローグが含まれる。
　さらにまた提供されるものは、CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法に
おける、該環状ポリペプチドフラグメント、例えば配列番号：20の使用である。
　ある種の実施態様では、該方法は、イヌCD20と特異的に結合する結合メンバーを作出す
る方法である。ある種の実施態様では、該方法は、ネコCD20と特異的に結合する結合メン
バーを作出する方法である。
【００３０】
　本発明はさらに、CD20と特異的に結合する結合メンバーを作出する方法を提供し、前記
方法は以下の工程を含む：
－上記に記載の環状ポリペプチドフラグメント、例えば配列番号：2の環状ポリペプチド
フラグメントを対象動物に投与する工程、及び
－前記環状ポリペプチドフラグメントと特異的に結合する結合物質を単離する工程。
　ある種の実施態様では、該方法は、イヌCD20と特異的に結合する結合メンバーを作出す
る方法である。ある種の実施態様では、該方法は、ネコCD20と特異的に結合する結合メン
バーを作出する方法である。
　本発明はさらに、イヌ及び／又はネコCD20と特異的に結合する結合メンバーを同定する
スクリーニング方法を提供し、前記スクリーニング方法は、
－候補化合物を上記記載の環状ポリペプチドフラグメント、例えば配列番号：2を含む環
状ポリペプチドフラグメントと接触させる工程、及び
－該候補化合物と該環状ポリペプチドフラグメントとの間の結合を評価する工程、
を含み、該候補化合物と該環状ポリペプチドフラグメントとの間の結合により、該候補化
合物をイヌ及び／又はネコCD20と特異的に結合する結合メンバーとして同定する。
　ある種の実施態様では、該候補化合物は以下から成る群から選択される：タンパク質（
例えば抗体）、ペプチド（例えば融合タンパク質）、ペプチド模倣体、核酸、ポリヌクレ
オチド、多糖類、オリゴペプチド、炭水化物、脂質、小分子化合物、及び天然に存在する
化合物。
【００３１】
　本発明はさらに、Bリンパ球含有サンプルでイヌ又はネコCD20の存在を検出する方法を
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提供し、前記方法は以下の工程を含む：
－上記記載の1つ以上の抗体を該サンプルと、Bリンパ球/抗体複合体の形成を可能にする
条件下で接触させる工程、及び
－Bリンパ球/抗体複合体を検出する工程、
ここで、前記複合体の検出は、該サンプルにイヌ又はネコCD20が存在することの指標であ
る。
　ある種の実施態様では、前記方法はさらに、Bリンパ球/抗体複合体を検出するという手
段によって、該サンプルが得られた対象動物がB細胞リンパ腫を有するか否かを決定する
工程を含み、ここで前記複合体の存在は、該サンプルが由来した対象動物がB細胞媒介症
状、例えばB細胞リンパ腫を有することの指標を提供する。
　本発明のさらにまた別の特徴は、本発明の前述の特徴のいずれかの抗体又は抗原結合フ
ラグメントを製造する、細胞株又はその誘導細胞若しくは子孫細胞を提供する。
　さらにまた別の特徴は、本発明の前述の特徴のいずれかの抗イヌCD20抗体を含む、イヌ
でCD20+B細胞リンパ腫を治療又は診断するキットを提供する。さらにまた別の特徴は、本
発明の前述の特徴のいずれかの抗ネコCD20抗体を含む、ネコでCD20+B細胞リンパ腫を治療
又は診断するキットを提供する。
　さらにまた別の特徴は、本発明の前述の特徴のいずれかの抗イヌCD20抗体を含む、免疫
媒介症状を治療するキットを提供する。さらにまた別の特徴は、本発明の前述の特徴のい
ずれかの抗ネコCD20抗体を含む、免疫媒介症状を治療するキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】配列番号：2のアミノ酸配列を有するイヌCD20由来環状ポリペプチドフラグメン
トのアミノ酸配列を示す。表示の167及び183位に対応する2つのシステイン残基間にジス
ルフィド結合を有する。
【図２Ａ】H299及びBiogenex B1（BG）モノクローナル抗体とジスルフィド結合形成ヒト
（H20）、げっ歯類（M20）及びイヌ（C20）CD20ポリペプチドフラグメントとの結合を示
す。
【図２Ｂ】H299及びBiogenex B1（BG）モノクローナル抗体とジスルフィド結合形成ヒト
（H20）、げっ歯類（M20）及びイヌ（C20）CD20ポリペプチドフラグメントとの結合を示
す。
【図３Ａ】H299とCHO細胞で発現されたヒト及びイヌCD20の両CD20との結合を示す。図3A
は、H299モノクローナル抗体（6μg/mL）とイヌCD20 CHO細胞との結合を示す。
【図３Ｂ】H299とCHO細胞で発現されたヒト及びイヌCD20の両CD20との結合を示す。。図3
Bは、H299モノクローナル抗体（6μg/mL）とヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。
【図３Ｃ】H299とCHO細胞で発現されたヒト及びイヌCD20の両CD20との結合を示す。図3C
は、二次抗マウスPE抗体（Sigma P9287）とイヌCD20 CHO細胞との結合を示す。
【図３Ｄ】H299とCHO細胞で発現されたヒト及びイヌCD20の両CD20との結合を示す。図3D
は、二次抗マウスPE抗体（Sigma P9287）とヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。
【図４】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とジスルフィ
ド結合形成イヌCD20ポリペプチドフラグメントとの結合の比較を示す。
【図５Ａ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
【図５Ｂ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
【図５Ｃ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
【図５Ｄ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
【図５Ｅ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
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【図５Ｆ】異なる2つのII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（H299及びBly1）とヒトCD20
及びイヌCD20発現CHO細胞との結合をFACSによって示す。
【図６】II型モノクローナル抗体、H299とジスルフィド結合形成イヌCD20ペプチドとの結
合は、ジチオスレイトール（DTT）によるジスルフィド結合の還元によって消失するが、
一方、ジスルフィド結合形成ヒトCD20ペプチドとの結合はDTT処理によって低下するが消
失しないことを示す。
【図７】完全なイヌ化GA101 VKカッパ可変軽鎖アミノ酸配列（図7a、配列番号：15）及び
重鎖（図7b、配列番号：16）を示す（CDR領域残基は太字で示されている）。
【図８】同時発現させた配列番号：17及び18から構築した組換えイヌ化GA101（ヒト化Bly
1）はイヌCD20ペプチド配列番号：2と結合することを示す。
【図９】新規なげっ歯類MAb（RA2及びRF2）と環状化イヌ、ヒト、マウス及びネコCD20ペ
プチド（ヒトCD20環状ペプチド（配列番号：3）（RA2とは弱く結合）及びイヌCD20環状化
ペプチド（配列番号：2）とともにげっ歯類CD20ペプチド（配列番号：6）及びネコCD20（
配列番号：4）ペプチド）との結合を示す。
【図１０】10a－dは、RA2（a、b）及びRF2（c、d）モノクローナル抗体の誘導可変ドメイ
ン重鎖及び軽鎖配列を示す（CDRには下線が施されている）。10eはRA2及びRF2可変ドメイ
ンのアラインメントを示す。
【図１１】組換えマウスRA2及びRF2 MAbと環状化CD20ペプチドとの結合を示す。
【図１２】イヌ、ネコ、ヒト及びマウスCD20由来ペプチドループのアラインメントを示し
、より短い共通のペプチドエピトープSEKNS（II型抗ヒトCD20モノクローナル抗体とヒト
及びイヌCD20との共通の結合から推論されたPSEKNSLのサブエピトープ）を例証する。
【図１３】イヌ化RA2の重鎖可変ドメイン（図13a）及び軽鎖可変ドメイン（図13b）を示
す。
【図１４】イヌ化RF2の重鎖可変ドメイン（図14a）及び軽鎖可変ドメイン（図14b）を示
す。
【図１５】げっ歯類、げっ歯類/イヌキメラ及びイヌ化RA2並びにRF2抗体のCHO細胞で発現
させプロテインAで精製した形態のSDS-PAGE分析を示す。
【図１６ａ】組換えキメラ及びイヌ化RA2並びにRF2モノクローナル抗体とイヌ、ネコ、マ
ウス及びヒト環状化CD20ペプチドとのELISAにおける結合を示す。
【図１６ｂ】組換えキメラ及びイヌ化RA2並びにRF2モノクローナル抗体とイヌ、ネコ、マ
ウス及びヒト環状化CD20ペプチドとのELISAにおける結合を示す。
【図１７ａ】補体C1qとcaCD20ペプチド固定キメラ及びイヌ化RA2並びにRF2との結合を示
す。
【図１７ｂ】補体C1qとcaCD20ペプチド固定キメラ及びイヌ化RA2並びにRF2との結合を示
す。
【図１７ｃ】補体C1qとcaCD20ペプチド固定キメラ及びイヌ化RA2並びにRF2との結合を示
す。
【図１８】可溶性組換えイヌ高親和性Fcレセプター（scaCD64）とcaCD20ペプチド固定キ
メラ及びイヌ化RA2並びにRF2との結合を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　発明の詳細な説明
　本発明は、II型抗ヒトCD20モノクローナル抗体と特異的に結合する、ジスルフィド結合
が形成され構造的に拘束されたイヌCD20抗原ループの同定に関する。CD20のこの新規なエ
ピトープのアミノ酸配列は図1に示されている（図1には2つのシステイン残基間のジスル
フィド結合が示されている）。本規定エピトープは、前記と特異的に結合する結合因子と
結合したとき、CD20の機能に対し拮抗作用を生じる。
　理論に拘束されないが、驚くべきことに本発明者は、抗ヒトCD20及び／又は抗げっ歯類
CD20モノクローナル抗体は、ジスルフィド結合が形成され構造的に拘束された新規なイヌ
CD20抗原ループと結合できることを認定した。特に、本発明者は、モノクローナル抗体と
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イヌCD20との結合は該ポリペプチドの立体的構造に決定的に依存し、該立体的構造は2つ
のシステイン残基間に提供されるジスルフィド結合の存在に依存することを示した。
　特に、本発明者は、配列番号：2のアミノ酸配列を含むイヌCD20に由来するポリペプチ
ドを同定した。さらにまた、システイン残基の存在がジスルフィド結合の存在のために必
要であるという認識に続いて、本発明者は、ジスルフィド結合の形成に使用されるシステ
イン残基がいくつかの種のCD20タンパク質間で保存されることを見出した。特に、種々の
種に由来するCD20の相同なジスルフィド結合形成ペプチドは、CD20+B細胞媒介症状の診断
及び治療で使用される、診断用及び治療用結合物質の同定で有用であり得る。そのような
種にはヒト、ネコ、ウマ及びげっ歯類が含まれ、それぞれ配列番号：3、配列番号：4、配
列番号：5及び配列番号：6に示すポリペプチド配列を有する。
【００３４】
　抗CD20モノクローナル抗体はI型及びII型抗CD20モノクローナル抗体として分類できる
。この分類は、悪性B細胞を殺滅するために利用される作用メカニズムに左右される。I型
（リツキシマブ様）モノクローナル抗体はCD20を形質膜中の大きな脂質ラフト又はミクロ
ドメインに誘導して再分布させるが、II型（トシツモマブ様）はそのような作用をもたな
い。重要なことには、CD20のこの再分布は、抗CD20モノクローナル抗体の治療成果を左右
する結合特性及びエフェクター機能の多くに影響を与える。
　驚くべきことに、本発明者は、II型抗ヒトCD20モノクローナル抗体H299及びGA101（そ
の親のマウスモノクローナル抗体Bly1を含む）は、ヒトCD20だけでなくイヌCD20と結合す
ること、さらに配列番号：2のポリペプチドはこの決定の実施を可能にすることを見出し
た。本発明者はまた、驚くべきことに他のII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体がイヌCD20
と結合することを示した。このことは驚くべきことである。なぜならば、I型抗ヒトCD20
モノクローナル抗体（例えばリツキサン）はイヌCD20と結合しないからである。
【００３５】
　Polyak and Deans（Blodd 99, 3256:2002）によれば、II型抗ヒトCD20モノクローナル
抗体H299及びBly1は、ヒトCD20の同様なエピトープと結合する。Niederfellner et al.（
2011）は、H299及びBly1は、それぞれの連続残基172-PSEKNSP-178に依存してヒトCD20と
結合すると決定した。I型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（例えばリツキシマブ及びC2H7
）は、より多くのN-末端連続残基168-EPANPSEK-175に依存する結合を示す。これらの残基
は、イヌ及びげっ歯類CD20ペプチドと以下のようにアラインメントされる（I型には下線
が施され、II型は斜字体で示される）。
【００３６】
【化１】

【００３７】
　驚くべきこと、本発明者による更なる精査によって以下のネコの類似配列が同定された
：
【００３８】
【化２】

【００３９】
　したがって、本発明はさらに、ジスルフィド結合が形成され構造的に拘束されたネコCD
20抗原ループの同定に関する。
　理論に拘束されないが、本発明者は、リツキシマブとイヌCD20との結合の欠如はイヌ配
列のアミノ酸残基D168（ヒト配列ではE）によると認定した。さらに、本発明者はまた、I
I型抗ヒトCD20モノクローナル抗体（例えばH299モノクローナル抗体）と結合するための
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ヒトCD20中の決定的領域はP178であると認定した（P178はイヌCD20ではLである）。本発
明者は、なぜH299はヒトCD20と結合するよりも弱くイヌCD20と結合するのかを説明するの
は、配列番号：2及び3のヒトCD20及びイヌCD20ポリペプチドとの間のP178Lのアミノ酸の
相違であると結論する。
【００４０】
　本発明者は、GA101抗ヒトCD20モノクローナル抗体（この抗体はイヌCD20と結合するこ
とが知られてなかった）を取り上げ、イヌCD20と特異的に結合する抗体を作製した。さら
にまた、本発明者は、ヒト、イヌ、げっ歯類及びネコCD20と特異的に結合するRA2及びRF2
抗げっ歯類CD20抗体を提供した。本発明のイヌ化及びネコ化及びヒト化抗体（これらは標
準的なCDR移植技術では作製されない）は、イヌ、ヒト及び／又はネコCD20との高親和性
結合を提示することが示される。前記抗体は、イヌ、ヒト又はネコに投与されたときにそ
れらに対して異種抗体が産生されることがないように、当該フレームワーク領域及び定常
領域が適切なようにイヌ、ヒト又はネコIgG分子に存在する残基のみを取り込むように設
計されている。
【００４１】
　本発明者が利用した、本発明の抗体のための重鎖及び軽鎖可変領域を作出するプロセス
は、標的種にとって当該位置で異質であることが判明している個々のドナーフレームワー
クアミノ酸残基を、標的種（例えばイヌ、ネコ又はヒト）の当該位置で見出され、さらに
本発明者の分析によれば該CDR領域の立体構造を維持する（したがって結合特異性及びア
ビジチーを維持する）が非改変形で標的種に投与されるとしたら該抗体に対して中和抗体
生成をもたらし得る免疫原性エピトープの存在を低下させる残基で置換することに帰着す
る。特に、本発明の抗体を調製する方法（ペチセーション（PETisation）として知られて
いる）は、ドナー抗体のフレームワーク領域の配列を標的種に由来する抗体又は抗体プー
ルの配列と比較することによって、標的種への投与に対する適切性についてドナー（例え
ばヒト）抗体のフレームワーク領域の配列を評価することを含む。比較はドナー配列と標
的配列のただ1つのメンバーとの間で実施できるが、標的配列プールとの比較が好ましい
ことは明白であろう。なぜならば、標的配列プールとの比較は、標的種の各Kabatの位置
で自然な選択肢の数を増大させるからである。前記は、ドナーと標的との間の“マッチン
グ”の機会を増加させるだけでなく、マッチングが存在しない場合の置換の選択肢もまた
増大させるであろう。結果として、ドナーに可能な限り近い特性をもつ置換を選択するこ
とが可能であろう。ドナー配列と標的配列が任意のKabat番号又は対応する位置で異なる
場合、ドナー配列は、問題のアミノ酸残基を標的種の当該位置で自然であることが判明し
ているアミノ酸残基で置換するべく改変される。
【００４２】
　ドナーの免疫グロブリンフレームワーク領域に存在するアミノ酸残基の置換が必要な場
合、典型的には、置換は保存的置換の原則を用いて実施される（保存的置換では、アミノ
酸残基は、標的種の当該Kabatの位置で自然であり、さらにドナー配列の置換されるアミ
ノ酸とサイズ、荷電及び疎水性において可能な限り近縁であるアミノ酸残基で入れ替えら
れる）。その意図は、ドナー抗体の三次元構造に混乱又は破壊を全く引き起こさないか又
は前記を少なくとも最小にする入れ替えを選択することである。ある種の状況では、明瞭
な選択肢が存在せず、各選択が利益及び不利益を有するであろう。最終的な決定には三次
元モデリング又は多様な選択配列の発現さえ要求され得る。しかしながら、一般的には明
瞭な優先性を利用できるであろう。この方法の結果として、ドナー配列の変更は、当該残
基が標的内で異質であるときにのみ実施され、入れ替えアミノ酸は、前記が入れ替えるア
ミノ酸と可能な限り近縁である。したがって、異質なエピトープの発生は回避されるが、
全体的な三次元構造は保存され、結果として親和性及び特異性もまた保存される。
　本明細書で用いられる“エピトープ”という用語は、特異的抗体が結合できる巨大分子
の1つの部分又は複数の部分（本事例ではポリペプチド、特にCD20の1つの部分）に関する
。エピトープは、一般的には化学的に活性な表面基から成り、固有の三次元の構造特性を
固有の荷電特性とともに有する。典型的には、CD20結合物質又は結合化合物はCD20の結合
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活性に拮抗し、したがって、阻害エピトープ（inhibiting epitope）又は阻害性エピトー
プ（inhibitory epitope）として知られているエピトープと結合する。“阻害”又は“阻
害性”エピトープはCD20上に存在するエピトープを意味し、前記は、結合化合物（例えば
小分子又は抗体）が結合したとき、CD20の生物活性の消失をもたらす。
【００４３】
　エピトープは、あるポリペプチド配列内に含まれる連続又は非連続アミノ酸残基配列に
より規定できる。“連続エピトープ”という用語は、あるポリペプチド内の（エピトープ
を規定する）一連の直鎖状アミノ酸残基で構成されるエピトープと規定される。連続エピ
トープは、該ペプチドが、例えばループを形成することによって立体構造的に拘束される
ならば立体構造性であり得る。“非連続エピトープ”（.立体構造性及び不連続性エピト
ープとも称され得る）は、アラインメントで非直鎖状である一連のアミノ酸残基を含むエ
ピトープであり、それは、該残基が、ポリペプチド配列の全長に沿って不連続な態様で一
定の間隔を置いて配置されているか又はグループを形成しているということである。非連
続エピトープは、該アミノ酸が2つの直線状配列のグループを形成する場合に不連続性エ
ピトープであり得る。或いは非連続エピトープは、エピトープに寄与する残基が、該ポリ
ペプチドの全長に沿って編成される3つ以上の直鎖状アミノ酸配列グループとして提供さ
れる場合に不連続性分散エピトープであり得る。
　本明細書で規定されるように、“抗体”は、問題の標的抗原（本事例ではイヌ及び／又
はネコCD20）と特異的に結合する抗原結合タンパク質を包含し、組換えにより調製され得
るか、又は免疫グロブリン遺伝子又は免疫グロブリン遺伝子のフラグメントによって遺伝
的にコードされ得るポリペプチドを含む。“抗体”という用語は、モノクローナル抗体及
びキメラ抗体、特にイヌ化及びネコ化抗体を包含し、さらにまたポリクローナル抗体又は
任意のクラス若しくはサブタイプの抗体を包含する。“抗体”はさらにハイブリッド抗体
、二特異性抗体、ヘテロ抗体、及び抗原結合を維持する前記の機能的フラグメントに及ぶ
。
【００４４】
　抗体の定常領域は任意の適切な免疫グロブリンサブタイプであり得るが、抗体サブタイ
プがIgGであることが好ましい。そのような抗体はさらに任意のサブクラス、例えばイヌ
ではIgG-A、IgG-B、IgG-C及びIgG-Dに属することが可能で、ある種の実施態様では、サブ
クラスIgG-B又はIgG-Cのどちらかであり得る。しかしながらある種の実施態様では、抗体
のサブタイプは、IgA、IgM、IgD又はIgEであり得る。
　抗体のフラグメントは抗原結合機能を発揮することができる。そのような結合フラグメ
ントの例には以下が含まれる：VL、VH、CL及びCH1抗体ドメインを含むFabフラグメント；
単一抗体のVL及びVHドメインから成るFvフラグメント； F(ab’)2フラグメント（2つの連
結されたFabフラグメントを含む二価フラグメントである）；単鎖Fv分子（scFv）（ここ
ではVHドメイン及びVLドメインは、前記2つのドメインが連合して抗原結合部位を形成す
ることを可能にするペプチドリンカーによって連結される）；又は二重特異的抗体。その
ようなフラグメントは遺伝子融合によって構築された多価フラグメント又は多重特異的フ
ラグメントであり得る。
【００４５】
　本発明で使用される抗体又はポリペプチドのフラグメント、例えば、イヌCD20結合エピ
トープを規定するポリペプチドのフラグメント、又はCD20と、特に配列番号：2によって
規定されるエピトープでCD20と特異的に結合する抗体のフラグメントは、一般的には一続
きのアミノ酸残基を意味し、前記は少なくとも5から7の連続するアミノ酸、しばしば少な
くとも約7から9の連続するアミノ酸、典型的には少なくとも約9から13の連続するアミノ
酸、より好ましくは少なくとも約20から30以上の連続するアミノ酸、もっとも好ましくは
少なくとも約30から40以上の連続するアミノ酸である。同様に、ネコCD20結合エピトープ
を規定するポリペプチドのフラグメント、又はCD20と、特に配列番号：4によって規定さ
れるエピトープでCD20と特異的に結合する抗体のフラグメントは、一般的には一続きのア
ミノ酸残基を意味し、前記は少なくとも5から7の連続するアミノ酸、しばしば少なくとも



(32) JP 2015-501146 A 2015.1.15

10

20

30

40

50

約7から9の連続するアミノ酸、典型的には少なくとも約9から13の連続するアミノ酸、よ
り好ましくは少なくとも約20から30以上の連続するアミノ酸、もっとも好ましくは少なく
とも約30から40以上の連続するアミノ酸である。
【００４６】
　そのような抗体又はポリペプチド（又はCD20特異的抗体のフラグメント）の“誘導体”
は、当該タンパク質のアミノ酸配列を変化させることによって（例えば該タンパク質をコ
ードする核酸の操作又はタンパク質そのものの改変によって）改変した抗体又はポリペプ
チドを意味する。天然のアミノ酸配列のそのような誘導体は1つ以上のアミノ酸の挿入、
付加、欠失及び／又は置換を含むが、一方で好ましくはCD20結合活性を有するペプチドを
提供する。好ましくは、そのような誘導体は、25以下のアミノ酸、より好ましくは15以下
の、さらに好ましくは10以下、さらに好ましくは4以下のアミノ酸、もっとも好ましくは1
又は2アミノ酸だけの挿入、付加、欠失及び／又は置換を含む。
　特定の抗体に由来する抗体又は抗原結合フラグメントを指すために本明細書で用いられ
る“～に由来する”という用語は、抗体又は抗原結合フラグメントが当該特定の抗体のキ
メラバージョン又は改変（例えばイヌ化又はネコ化）バージョンであり得ることを意味す
ると理解される。典型的には、特定の抗体に由来する抗体又は抗原結合フラグメントは該
特定の抗体のCDRを維持するが、異なる定常及び／又はフレームワーク領域を含むことが
できる。
　ある種の実施態様では、抗体は“単離抗体”である。単離抗体であるということは、該
抗体が（1）通常見出される少なくともいくつかのタンパク質を含まないか、（2）同じ供
給源（例えば同じ種）に由来する他のタンパク質を含まないか、（3）種々の種に由来す
る細胞によって発現されるか、又は（4）天然には存在しないことを意味すると理解され
るであろう。
【００４７】
　本明細書で用いられる“イヌ化”という用語は、イヌで使用するために、当該抗体が、
例えば、イヌの対応する位置では異質である1つ以上のアミノ酸をイヌの対応する位置で
見出されるアミノ酸で置換することによって改変されてあることを意味すると理解される
。本明細書で用いられる“ネコ化”という用語は、ネコで使用するために、当該抗体が、
例えば、ネコの対応する位置では異質である1つ以上のアミノ酸をネコの対応する位置で
見出されるアミノ酸で置換することによって改変されてあることを意味すると理解される
。本明細書で用いられる“ヒト化”という用語は、ヒトで使用するために、当該抗体が、
例えば、ヒトの対応する位置では異質である1つ以上のアミノ酸をヒトの対応する位置で
見出されるアミノ酸で置換することによって改変されてあることを意味すると理解される
。
　標的種で“異質”であるアミノ酸は、例えばドナー抗体のフレームワーク領域のアミノ
酸配列を、例えば標的種の1つ以上の抗体のフレームワーク領域のアミノ酸配列と比較し
て、該標的種の抗体の対応する位置に存在しないドナーフレームワーク領域の1つ以上の
アミノ酸残基を同定することによって認定できる。標的種はイヌ、ネコ又はヒトであり得
る。
【００４８】
　第一の配列のある特定のアミノ酸残基と対応する第二の配列の位置に存在するアミノ酸
残基を指すために本明細書で用いられる“対応する位置”という用語は、2つの配列をア
ラインメントしてこれら2つの配列間で配列同一性を最大にしたとき、第一の配列中の位
置と同じ位置である第二の配列中の位置を指すことが意図される。対応する位置のアミノ
酸残基は同じKabatナンバリングを有する。
　“特異的に結合する”という語句は、ある抗体と、タンパク質の不均質集団に存在する
特定のタンパク質又は標的との結合を指す。したがって、特異的な免疫アッセイ条件下に
あるとき、該抗体は該当するタンパク質（本事例ではイヌ又はネコCD20）と、特に配列番
号：2又は4で規定されるエピトープと結合し、サンプルに存在する他のタンパク質と有意
な量では結合しない。
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　本明細書で用いられる“対象動物”という用語は、哺乳動物（例えばイヌ、ネコ又はヒ
ト）を指すことができる。典型的には、当該対象動物は上記に記載のB細胞媒介症状を罹
患し得る。
　本明細書で用いられる、“～のN-末端領域に”という語句は、第一のシステイン残基が
、連続するアミノ酸配列のN-末端に直に存在し得るか、又はより典型的には、第一のシス
テイン残基は1つ以上のアミノ酸残基によって該連続アミノ酸配列のN-末端から離され得
ることを意味すると理解される。同様に、本明細書で用いられる、“～のC-末端領域に”
という語句は、第二のシステイン残基が、連続するアミノ酸配列のC-末端に直に存在し得
るか、又はより典型的には、第二のシステイン残基は1つ以上のアミノ酸残基によって該
連続アミノ酸配列のC-末端から離され得ることを意味すると理解される。
【００４９】
　超可変領域以外の可変領域はまたヒト抗体の可変領域に由来することが可能であり、及
び／又はモノクローナル抗体（例えばCD20特異的抗体）に由来することもあり得る。その
ような事例では、完全な可変領域はげっ歯類モノクローナル抗体に由来することができ、
当該抗体はキメラ化されてあると称される。キメラ化抗体を作製する方法は当業界では公
知である。
　モノクローナル抗体及び他の抗体を取得すること、並びに組換えDNA技術における技術
を利用して他の抗体又はキメラ分子（本来の抗体の特異性を維持する）を製造することは
可能である。そのような技術は、ある抗体の免疫グロブリン可変領域又は相補性決定領域
（CDR）をコードするDNAを、異なる免疫グロブリンの定常領域又は定常領域プラスフレー
ムワーク領域に導入する工程を含むことができる。ハイブリドーマ又は抗体を産生する他
の細胞を遺伝子変異導入又は他の改変（前記は生成される抗体の結合特異性を変化させる
こともあり又は変化させないこともある）に付すことができる。
【００５０】
　抗体の製造
　本発明のCD20エピトープに対して親和性及び結合特異性を有する抗体を製造するある種
の方法論を以下に記載する。
　本発明の抗体又は抗体フラグメント及び本発明で使用される前記抗体又は抗体フラグメ
ントはまた、化学的合成によって完全に又は部分的に作出できる。これら抗体は、十分に
確立された標準的な液相又は好ましくは固相ペプチド合成法にしたがって容易に調製でき
る（前記の概要は広く入手可能であり当業者にも周知されている）。さらにまた、前記抗
体は、液相法によって又は固相、液相及び溶液化学の任意の組合せによって溶液中で調製
できる。
　本発明の使用に適切な抗体又は抗体フラグメントを製造する別の便利な方法は、それら
をコードする核酸をある発現系で核酸を使用して発現させることである。
　本発明にしたがって使用される核酸はDNA又はRNAを含むことができ、さらに完全に又は
部分的に合成されたものであり得る。本発明で使用される核酸は、上記に規定した本発明
の抗体又は抗体フラグメントをコードすることができる。当業者はそのような核酸に対し
て置換、欠失及び／又は付加を決定することができるであろう（当該核酸はなお本発明の
抗体又は抗体フラグメントを提供するであろう）。
【００５１】
　当業者は、利用可能な核酸配列及びクローンが与えられるならば、本明細書に含まれる
情報及び参考文献並びに当分野で公知の技術を用いて、本発明で使用される抗体又は抗体
フラグメントをコードする核酸配列を容易に調製できよう。これらの技術には、（i）例
えばゲノム供給源に由来する当該核酸サンプルの増幅におけるポリメラーゼ連鎖反応の使
用、（ii）化学合成、又は（iii）cDNA配列の調製が含まれる。抗体フラグメントをコー
ドするDNAを作出して当業者に公知の任意の適切な方法で用いることができる。前記方法
は、コードDNAを採取し、発現されるべき部分のどちらかの側で適切な制限酵素認識部位
を同定し、前記部分を該DNAから切り出す工程を含む。続いて、標準的な市販の発現系で
当該部分を作動できるように適切なプロモーターに連結することができる。別の組換えア
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プローチは、適切なPCRプライマーによる該DNAの関連部分の増幅である。該配列の改変を
例えば位置指定変異導入を用いて実施して、改変ペプチドの発現に至らしめるか、又は核
酸発現に利用される宿主細胞のコドン優先性を考慮することができる。
　該核酸は、プラスミド、ベクター、転写又は発現カセット（前記は上記記載の少なくと
も1つの核酸を含む）の形態で構築物として含まれ得る。該構築物は、上記の1つ以上の構
築物を含む組換え宿主細胞内に含まれ得る。便利には、発現は、該核酸を含む組換え宿主
細胞を適切な条件下で培養することにより達成できる。発現による生産に続いて、該抗体
又は抗体フラグメントを任意の適切な技術を用いて単離及び／又は精製し、続いて適切に
用いることができる。
【００５２】
　種々の多様な宿主細胞でポリペプチドをクローニング及び発現させる系は良く知られて
いる。適切な宿主細胞には、細菌、哺乳動物細胞、酵母、昆虫及びバキュロウイルス系が
含まれる。異種ポリペプチドの発現に当業界で利用可能な哺乳動物細胞株には、チャイニ
ーズハムスター卵巣（CHO）細胞、HeLa細胞、ベビーハムスター腎臓細胞、NS0マウスミエ
ローマ細胞が含まれる。一般的で好ましい細菌宿主は大腸菌（E. coli）である。原核細
胞（例えばE. coli）での抗体及び抗体フラグメントの発現は当業界で良く確立されてい
る。培養真核細胞での発現もまた結合メンバーの製造の選択肢として当業者には利用可能
である。
　抗体の重鎖可変ドメイン及び／又は軽鎖可変ドメインをコードする挿入物を含む組換え
核酸を利用してもよい。定義すれば、そのような核酸は、一本鎖コード核酸、前記コード
核酸及び前記と相補性の核酸から成る二本鎖核酸、又はこれらの相補性（一本鎖）核酸そ
のものを含む。さらにまた、抗体の重鎖可変ドメイン及び／又は軽鎖可変ドメインをコー
ドする核酸は、酵素的に又は化学的に合成した、天然に存在する重鎖可変ドメイン及び／
又は軽鎖可変ドメイン又は前記の変異体をコードする真正配列を有する核酸であり得る。
【００５３】
　組換えDNA技術を用いて本発明の抗体を改良することができる。したがって、キメラ抗
体は、診断的又は治療的適用でその免疫原性を低下させるために構築できる。受容動物で
の免疫原性の緩和のために、本発明は、イヌ又はネコ定常ドメインと融合させた抗体の重
鎖可変ドメインをコードする挿入物を含む組換え核酸を利用することができる。同様に、
本発明は、イヌ定常ドメインκ又はλと融合させた抗体の軽鎖可変ドメインをコードする
挿入物を含む組換えDNAに関する。
　さらにまた、抗体は、抗体遺伝子の変異導入によって生成することができ、抗体の人工
レパートリーを作出できる。この技術によって抗体ライブラリーの調製が可能となる。抗
体ライブラリーは市場からも入手できる。したがって、有利には本発明は、免疫グロブリ
ン供給源として免疫グロブリン、好ましくはscFvの人工レパートリー、を利用し、本発明
のエピトープに対して特異性を有する結合分子を同定する。
【００５４】
　抗体選別系
　本発明のエピトープと結合することができ、したがって本発明の方法で用いることがで
きる免疫グロブリンを、当業者に公知の任意の技術を用いて同定することができる。便利
には、そのような免疫グロブリンは、免疫グロブリンポリペプチドの人工的レパートリー
を含むライブラリーから単離することができる。“レパートリー”とは、結合特異性の多
様性を提供するために、1つ以上の鋳型分子を核酸レベルでランダム、セミランダム又は
方向指定多様化に付すことによって作出される分子セットを指す。レパートリー作出方法
は当業界では十分に明らかにされている。
【００５５】
　いずれのライブラリー選別系も本発明と一緒に用いることができる。大きなライブラリ
ーから所望のメンバーを単離する選別プロトコルは、ファージディスプレイ技術によって
代表されるように当業界で公知である。多様なペプチド配列が線状バクテリオファージの
表面でディスプレイされるような系は、標的抗原と結合する特異的な抗体フラグメントの
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in vitro選別及び増幅のための抗体フラグメント（及びそれらをコードするヌクレオチド
配列）ライブラリーを作出するために有用であることが立証された。VH及びVL領域をコー
ドするヌクレオチド配列は、前記領域を大腸菌のペリプラズム間隙に誘導するリーダーシ
グナルをコードする遺伝子フラグメントと連結され、結果として得られた抗体フラグメン
トは、典型的にはバクテリオファージのコートタンパク質（例えばpIII又はpVIII）との
融合タンパク質として、該バクテリオファージの表面でディスプレイされる。或いは、抗
体フラグメントは、ラムダファージキャプシド（ファージ本体）の外部にディスプレイさ
れる。ファージを土台とするディスプレイ系の利点は、選別されたライブラリーメンバー
は、それらが生物学的な系であるがゆえに、該選別ライブラリーメンバーを含むファージ
を細菌細胞で培養することによって簡単に増幅させることができるということである。さ
らにまた、該ポリペプチドライブラリーメンバーをコードするヌクレオチド配列はファー
ジ又はファージミドベクター上に含まれるので、配列決定、発現及びその後の遺伝子操作
は比較的回りくどくない。バクテリオファージ抗体ディスプレイライブラリー及びラムダ
ファージ発現ライブラリーは当業界では周知である。
【００５６】
　ファージ又は他のクローニングライブラリーの使用に代わるものは、選別した標的（例
えば本発明のCD20エピトープ）で免疫した動物のB細胞に由来する核酸（好ましくはRNA）
の使用である。V領域及びC領域mRNAの単離は、抗体フラグメント（例えばFab又はFv）の
細胞内発現を可能にする。簡単に記せば、RNAは、免疫動物のB細胞から（例えば免疫マウ
スの脾臓から又はラマの循環B細胞から）単離され、PCRプライマーを用いて該RNAプール
から選択的にVH及びVLcDNAが増幅される。このようにして得られたVH及びVL配列を結合さ
せてscFv抗体が作製される。PCRプライマー配列は公表されたVH及びVL配列を土台にする
ことができる。
【００５７】
　ペプチド模倣体
　ペプチドアナローグ（例えばペプチド模倣体又はペプチドミメティクス）は、鋳型ペプ
チドの代表的な特性を有する非ペプチド化合物である。そのようなペプチドアナローグは
、典型的にはコンピューター分子モデリングを用いて開発される。本発明のCD20結合エピ
トープに対して親和性及び結合特異性を有するペプチドと構造的に類似するペプチド模倣
体を用いて、同様な診断効果、予防効果及び治療効果を媒介させることができる。
　ペプチド模倣体は典型的には鋳型ペプチドと構造的に類似するが、1つ以上のペプチド
結合が当業界で周知の方法によって代替結合に入れ替えられてある。さらにまたプロテア
ーゼの攻撃から該ペプチドを保護するためにペプチドを天然の配列から改変することがで
きる。
【００５８】
　配列相同性/同一性
　本発明のジスルフィド形成エピトープは、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、
配列番号：5又は配列番号：6に規定するように、2つのシステイン残基間にジスルフィド
結合を有するアミノ酸配列を含む。
　本明細書で用いられる“同一性”又は“配列同一性”という用語は、アラインメントし
た1つの配列の任意の個々のアミノ酸残基において、当該アラインメントした配列間で該
アミノ酸残基が同一であることを意味する。本明細書で用いられる“類似性”又は“配列
類似性”という用語は、アラインメントした1つの配列の任意の個々のアミノ酸残基にお
いて、該配列間で該アミノ酸残基が類似のタイプであることを示す。例えば、ロイシンは
イソロイシン又はバリン残基に置換され得る。この置換は保存的置換と称することができ
る。好ましくは本発明のアミノ酸配列が、その中に含まれるアミノ酸残基のいずれかの保
存的置換の方法によって改変されるとき、これらの変化は、非改変抗体と比較したとき、
生じた抗体の結合特異性又は機能的活性に何らの影響も与えない。
【００５９】
　本発明の（天然の）ポリペプチド及びその機能的誘導体に関する配列同一性は、配列を
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アラインメントし、必要ならばギャップを導入して最大のパーセンテージ相同性を達成し
た後、該配列同一性の部分として保存的置換を全く考慮しないとき、対応する本来のポリ
ペプチド残基と同一である、候補配列のアミノ酸残基のパーセンテージと関係する。N-又
はC-末端伸長も挿入も配列同一性又は相同性を減じるものと解されるべきではない。2つ
以上のアミノ酸配列のアラインメントを実施し、それらの配列同一性又は相同性を決定す
る方法及びコンピュータプログラムは当業者には周知である。2つのアミノ酸配列の同一
性又は相同性のパーセンテージは、例えばBLAST（Altschul et al. 1990）、FASTA（Pear
son & Lipman 1988）又はスミス-ウォーターマンアルゴリズム（Smith & Waterman 1981
）を用いて容易に計算できる。
【００６０】
　本明細書で用いられる“本質的に～から成る”又は“本質的に～から成って”という用
語は、あるポリペプチドは記述されたもの以外に追加される特色又は成分を有し得るが、
ただしそのような追加される特色又は成分が、当該ポリペプチドが規定するエピトープと
結合する抗体又は抗体フラグメントの能力に実質的に影響しないことを条件とすることを
意味する。すなわち、該ポリペプチドは、イヌ及び／又はネコCD20に対して特異的な結合
物質が結合することができるエピトープを提示するそれらの能力に干渉しない追加の特色
又は成分を有することができる。例えば、本質的に特定された配列から成るポリペプチド
は、1つ、2つ、3つ、4つ、5つ又は6つ以上の追加アミノ酸、欠失アミノ酸又は置換アミノ
酸を該配列のいずれかの末端又は両端に含むことができるが、ただしこれらのアミノ酸は
、イヌ又はネコCD20との結合における抗体又はフラグメントの役割に干渉せず、これを阻
害、阻止又は妨害しないことを条件とする。同様に、本発明のポリペプチドは1つ以上の
官能基で化学的に改変できるが、ただしそのような官能基が該ポリペプチドの機能に干渉
しないことを条件とする。
　“ポリペプチド”、“ペプチド”又は“タンパク質”という用語は、隣接残基のアルフ
ァアミノ基及びカルボキシル基間のペプチド結合によって互いに連結された一連の直鎖状
アミノ酸残基を指すために本明細書では互換的に用いられる。該アミノ酸残基は通常天然
の“L”異性体型である。しかしながら、所望される機能的特性が当該ポリペプチドによ
って維持されるかぎり、“D”異性体型の残基によって任意のL-アミノ酸残基が置換され
てもよい。
【００６１】
　本発明は、エピトープに寄与すると決定されているペプチドのCD20リガンドとの結合に
おける使用に及ぶ。したがって、本発明は、種々の長さを有する配列番号：2、配列番号
：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6のアミノ酸のポリペプチドフラグメント
に及び、ここで前記フラグメントは本発明の結合エピトープを規定し、前記は特異的な結
合親和性でリガンドと結合するとき、CD20媒介シグナリングの阻害を生じる。
　前記エピトープは、同定された結合エピトープに対し親和性及び結合特異性を有する抗
体及び結合フラグメントの製造を補助するために、単離形で提供されてもよい。したがっ
て、本発明は、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6
のアミノ酸配列を有するポリペプチドの天然に存在するフラグメント及び変種とともに前
記の誘導変種に及ぶ。
　配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6のアミノ酸配
列を有するポリペプチドの“変種”は、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列
番号：5又は配列番号：6のアミノ酸配列を有するポリペプチドと実質的に相同なポリペプ
チドであるが、1つ以上の欠失、挿入又は置換のために配列番号：2、配列番号：3、配列
番号：4、配列番号：5又は配列番号：6のアミノ酸配列を有するポリペプチドのアミノ酸
配列とは異なるアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味する。前記変種は、配列番号：
2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6のアミノ酸配列を有するポ
リペプチドと好ましくは少なくとも80％同一、もっとも好ましくは少なくとも90％同一で
あるアミノ酸配列を有する。同一性パーセンテージは、例えば、Devereuxら（Nucl. Acid
s Res. 12:387, 1984）が記載し、ウィスコンシン大学遺伝学コンピュータグループ（Uni
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versity of Wisconsin Genetics Computer Group（UWGCG））から入手できるGAPコンピュ
ータプログラム（バージョン6.0）を用いて配列情報を比較することによって決定できる
。
【００６２】
　本発明は、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6の
アミノ酸配列を有するポリペプチドの変種、誘導体又はホモローグであるペプチドに及び
、そのようなペプチドは、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配
列番号：6のアミノ酸配列を有するポリペプチドの配列と少なくとも約30％、又は40％、
又は50％、又は60％、又は70％、又は75％、又は80％、又は85％、又は90％、又は95％の
相同性を有することができる。したがって、本発明のペプチドのいずれかのペプチドのペ
プチドフラグメントは1つ、2つ、3つ、4つ、5つ又は5つ以上のアミノ酸変異を含むことが
できる。
　さらにまた（又は付け加えるに）、該ペプチドは、1、2、3、4又は5アミノ酸が切り縮
められてある配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5又は配列番号：6の
アミノ酸配列を有するポリペプチドの切端バージョンから成り得る。あるアミノ酸は類似
の物理化学的特徴を有する残基で入れ替えることができる。そのような保存的置換の例に
は、ある脂肪族残基の別の残基との置換（例えばIle、Val、Leu又はAlaの相互の置換）、
ある極性残基の別の残基との置換（例えばLysとArg、GluとAsp、又はGlnとAsn間の置換）
、又はある芳香族残基の別の残基との置換（例えばPhe、Trp又はTyrの相互の置換）が含
まれる。他の保存的置換、例えば類似する疎水性の特徴を有する完全領域の置換を伴うも
のも周知である。
【００６３】
　同様に、本発明のポリヌクレオチドには、1つ以上の欠失、挿入又は置換のために本来
のポリヌクレオチド配列とは異なるが、生物学的に活性なポリペプチドをコードする変種
が含まれる。本発明のエピトープを規定するポリペプチド及びそのフラグメントの発現、
単離及び精製は、任意の適切な技術によって達成できる。
　ポリペプチドを製造する方法は、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号
：5又は配列番号：6のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする組換え発現ベクタ
ーで形質転換した宿主細胞を、ジスルフィド結合形態のポリペプチドの発現を促進する条
件下で培養し、続いて該発現ポリペプチドを培養から回収する工程を含む。発現ポリペプ
チドを精製する方法は、利用される宿主細胞のタイプ、及び、該ポリペプチドが細胞内型
、膜結合型又は宿主細胞から分泌される可溶型であるか否かというような要件にしたがっ
て変動することは当業者には理解されよう。
【００６４】
　任意の適切な発現系を利用できる。ベクターは本発明のポリペプチド又はフラグメント
をコードするDNAを含み、前記は、適切な転写又は翻訳調節ヌクレオチド配列（例えば哺
乳動物、鳥類、微生物、ウイルス、細菌又は昆虫の遺伝子に由来するもの）と作動できる
ように連結される。ヌクレオチド配列は、当該調節配列が当該DNA配列と機能的に関係す
るとき作動できるように連結されている。したがって、あるプロモーターヌクレオチド配
列があるDNA配列の転写を制御するならば、該プロモーターヌクレオチド配列は該DNA配列
と作動できるように連結されている。一般的には、所望の宿主細胞（大腸菌）で複製する
能力を付与する複製起点、及び形質転換体を同定する選別遺伝子が該発現ベクターに取り
入れられる。
　さらにまた、適切なシグナルペプチド（本来の又は異種のシグナルペプチド）をコード
する配列も発現ベクターに取り入れることができる。シグナルペプチド（分泌リーダー）
のためのDNA配列は、当該DNAが先ず初めに転写されて該mRNAが該シグナル配列を含む融合
タンパク質に翻訳されるように、本発明の核酸配列とインフレームで融合させることがで
きる。意図する宿主細胞で機能を有するシグナルペプチドは、該ポリペプチドの細胞外分
泌を促進する。該シグナルペプチドは翻訳中に該ポリペプチドから切断されるが、細胞の
ポリペプチドの分泌を可能にする。
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　ポリペプチド発現に適切な宿主細胞には高等真核細胞及び酵母が含まれる。原核細胞系
もまた適切である。哺乳動物細胞、特にCHO細胞は宿主細胞としての使用に特に好ましい
。
【００６５】
　投与
　本発明のモノクローナル抗体又は融合タンパク質は単独で投与できるが、好ましくは医
薬組成物として投与されるであろう。前記医薬組成物は、意図される投与ルートにしたが
って選択される、医薬的に許容できる適切な賦形剤、希釈剤又は担体を含むであろう。適
切な医薬担体の例には水、グリセロール、エタノールなどが含まれる。
　本発明の抗体は、治療の必要があるイヌ又はネコに適切な任意のルートで投与できる。
本明細書に詳述するように、該組成物は注射又は輸液によって経口的に投与するのが好ま
しい。非経口投与のための好ましいルートの例には、静脈内、心臓内、動脈内、腹腔内、
筋肉内、腔内、皮下、経粘膜、吸入又は経皮が含まれるが、ただしこれらに限定されない
。投与ルートはさらに局所及び経腸、例えば粘膜（肺粘膜を含む）、経口、鼻及び直腸を
含むことができる。
　好ましい実施態様では、組成物は注射用組成物としてデリバーできる。静脈内、皮内又
は皮下適用のためには、活性成分は、発熱因子を含まず適切なpH、等張性及び安定性を有
する非経口的に許容できる水溶液の形態であろう。当業者は、例えば等張なベヒクル（例
えば塩化ナトリウム注射液、リンゲル注射液、乳酸リンゲル注射液）を用いて適切な溶液
を容易に調製できる。保存料、安定化剤、緩衝剤、抗酸化剤及び／又は他の添加剤を必要
に応じて加えることができる。組成物はまた、微小球、リポソーム、他の微粒子デリバリ
ー系、又は血液を含むある種の組織に配置される持続放出組成物により投与できる。
【００６６】
　組成物は、好ましくは“治療的に有効な量”で個体に投与され、前記の量は、組成物が
投与される対象動物に利益を示すために十分な量である。実際の投与用量、投与速度及び
タイムコースは、治療される症状の性質及び重篤性とともに、治療されるイヌの年齢、性
別及び体重並びに投与ルートに左右され、さらにそれらを十分に考慮して決定できる。さ
らにまた、十分な配慮が、当該組成物の特性、例えばその結合活性及びin vivo血中寿命
、処方物中の融合タンパク質の濃度とともにデリバリールート、デリバリー部位及びデリ
バリー速度に払われるべきである。
　投薬レジメンは、本発明の組成物の一回の投与、又は該組成物の複数回の投与用量を含
むことができる。さらにまた、組成物は、本発明の融合タンパク質がその治療のために投
与されている症状の治療に用いられる治療薬及び医薬と連続して又は前記と別々に投与で
きる。
　ある対象動物に投与できる投薬レジメンの例は、1μg/kg/日から20mg/kg/日、1μg/kg/
日から10mg/kg/日、10μg/kg/日から1mg/kg/日を含む群から選択できる（ただしこれらに
限定されない）。
　投与される実際の量、投与速度及びタイムコースは、治療されるものの性質及び重篤性
に左右されるであろう。治療指示（例えば投薬量に関する決定など）は、最終的には獣医
師又は医師の責任及び判断内にあり、典型的には治療されるべき異常、イヌの症状、デリ
バリー部位、投与方法、及び医師が知り得た他の要件が考慮される。
【００６７】
　定義
　特段に規定されなければ、本明細書で用いられる全ての技術用語及び学術用語は、本発
明の分野の業者が一般的に理解する意味を有する。
　本明細書を通して、文脈が特段に要求しないかぎり、「含む（comprise）」若しくは「
含有する（include）」又はそれらの変型、例えば“comprises”若しくは「含み（compri
sing）」、“includes”若しくは「含有し（including）」は、記述された整数又は整数
群を含むが、任意の他の整数又は整数群のいずれも排除しないことを言外に示唆すること
は理解されよう。
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　本明細書で用いられるように、例えば“a”、“an”及び“the”という用語は、文脈が
そうでないことを明瞭に要求しないかぎり単数及び複数の該当語を含む。したがって、例
えば、「活性因子（an active agent）」又は「薬理的に活性な因子（a pharmacological
ly active agent）」と言えば、ただ1つの活性因子だけでなく2つ以上の組み合わされた
異なる活性因子を含み、一方、「担体（a carrier）」と言えば、ただ1つの担体と同様に
2つ以上の担体の混合物も含まれる。
【００６８】
　本発明の環状ポリペプチドフラグメントを表すために用いられる呼称は慣例にしたがい
、アミノ基（N）は各アミノ酸残基の左にカルボキシ基は右に提示される。
　本明細書で用いられる“アミノ酸”という表現は、天然及び合成アミノ酸の両方、さら
にD及びLアミノ酸の両方を含むことが意図される。合成アミノ酸はまた化学的に改変され
たアミノ酸を包含し、塩及びアミノ酸誘導体（例えばアミド）を含む（ただしこれらに限
定されない）。本発明のポリペプチド内に存在するアミノ酸は、メチル化、アミド化、ア
セチル化、又はそれらの生物学的活性に悪影響を及ぼすことなく循環半減期を変化させる
ことができる他の化学基による置換によって改変できる。
　“ペプチド”、“ポリペプチド”及び“タンパク質”という用語は、ペプチド結合又は
改変ペプチド結合によって共有結合した少なくとも2つのアミノ酸のつながり（例えば同
配体）を表すために本明細書では互換的に用いられる。ペプチド又はタンパク質を構成し
得るアミノ酸の数に上限はない。さらにまた、ポリペプチドという用語はペプチドのフラ
グメント、アナローグ及び誘導体に及ぶが、前記フラグメント、アナローグ又は誘導体は
、当該フラグメント、誘導体又はアナローグが由来したペプチドと同じ生物学的な機能活
性を維持する。
　さらにまた本明細書で用いられる“融合タンパク質”という用語はまた融合ポリペプチ
ド、融合ペプチドなどを意味するために用いることができ、またイムノコンジュゲートを
指すこともできる。“融合タンパク質”という用語は、2つ以上のサブユニット分子（典
型的にはポリペプチド）が共有結合又は非共有結合で連結される分子を指す。
【００６９】
　本明細書で用いられるように、“治療的に有効な量”という用語は、B細胞媒介疾患又
はその少なくとも1つの徴候の重篤性の軽減及び／又は前記の緩和のために必要な本発明
の結合物質の量を意味する。
　本明細書で用いられるように、“治療”及び関連用語、例えば“治療する”及び“治療
されている”という用語は、B細胞媒介症状又はその少なくとも1つの徴候の進行、重篤性
及び／又は期間の軽減を意味し、前記軽減又は緩和は、本発明のCD20結合エピトープに対
して特異性を有する結合化合物の投与に起因する。したがって“治療”という用語は、対
象動物に利益を与えることができる任意のレジメンを指すことができる。該治療は、既存
の症状に対応できるか、または予防的（防御的治療）であり得る。治療には治癒効果、緩
和効果又は予防効果が含まれ得る。本明細書の“治療的”及び“予防的”処置とは、もっ
とも広い意味で考えるべきである。“治療的”という用語は、必ずしも対象動物が全快ま
で治療されることを意味しない。同様に、“予防的”は、必ずしも対象動物が最終的に病
気にかからないことを意味しない。
【００７０】
　本明細書の規定において、“イヌ科の動物（canine）”は“イヌ（dog）”とも称され
る。イヌ科の動物は三名法のカニス・ルプス・ファミリアリス（Canis lupus familiaris
）（カニス・ファミリアリス・ドメスチクス（Canis familiaris domesticus））又はカ
ニス・ルプス・ディンゴ（Canis lupus dingo）を含む亜種に属するものとして分類でき
る。イヌ科の動物にはイヌの任意の種が含まれ、野生種及び愛玩品種の両方が含まれ、後
者はまたコンパニオンアニマルとも称される。
　本明細書の規定において、“ネコ科の動物（feline）”は“ネコ（cat）”とも称され
る。ネコ科の動物は三名法のフェリス・シルベストリス・カツス（Felis silvestris cat
us）を含む亜種に属するものとして分類できる。ネコ科の動物にはネコの任意の種が含ま
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れ、野生種及び愛玩品種の両方が含まれ、後者はまたコンパニオンアニマルとも称される
。
　以下の実施例を参照しながらこれから本発明を説明する。これらの実施例は例示のため
に提供されるものであり、本発明を限定することを意図したものではない。本発明の方法
及び技術は、概ね当業界で周知であり、特段の指示がなければ、本明細書中で引用及び考
察する多様な一般的及びより具体的な参考文献に記載されている通常的な方法にしたがっ
て実施される。
【実施例１】
【００７１】
　げっ歯類抗ヒトCD20抗体と配列番号：2の環状ポリペプチドとの結合
　化学合成及びN-末端ビオチン成分結合による酸化によって該ペプチドエピトープを生成
した。このペプチド並びにビオチニル化して酸化させた相同なヒトCD20ペプチド（IYNCEP
ANPSEKNSPSTQYC（配列番号：3））及びげっ歯類CD20ペプチド（IYDCEPSNSSEKNSPSTQYC（
配列番号：6））を、ストレプトアビジン被覆ELISAプレートに被覆してから洗浄し、さら
にげっ歯類抗ヒトCD20抗体の結合について試験した。
　一つの抗体、B1-H299（Beckmann Coulter、市場で入手できるBiogenex B1モノクローナ
ル抗体と区別するために以下ではH299と称する）は、イヌ（C20）及びヒト（H20）CD20ペ
プチドと特異的に結合するが、げっ歯類（M20）CD20ペプチドとは結合しないことが示さ
れた。H299と該エピトープとの結合の結果を図2Aに示す。イヌCD20ペプチドエピトープと
の結合は、ヒトCD20ペプチドとの結合のほぼ1/6であった。
　H299はイヌCD20と結合することが示されたが、Biogenex B1は結合しなかった。B1-H299
（H299）及びBiogenex B1（BG）モノクローナル抗体をイヌCD20ペプチド又は相同なヒトC
D20ペプチド（IYNCEPANPSEKNSPSTQYC（配列番号：6））とインキュベートし、抗マウスポ
リクローナルHRP結合二次抗体を用いて当該結合をELISAアッセイで検出した。結果を図2B
に示す。アイソタイプコントロール抗体との結合が示されている（Iso）。H299と比較し
たときのBiogenex B1モノクローナル抗体とペプチドとの結合の低下は親和性の欠如によ
るものか、又は単に供給されたBiogenex B1モノクローナル抗体調製物の濃度の不正確さ
の反映であるのかは不明である。
【実施例２】
【００７２】
　H299モノクローナル抗体と無傷の細胞性CD20との結合実験
　H299モノクローナル抗体とイヌCD20エピトープループとの結合が無傷の細胞性CD20との
結合に十分であったことを確認するために、イヌ及びヒトCD20をCHO細胞の表面で発現さ
せ、H299との結合について蛍光活性化細胞分類装置（FACS）によって試験した。
　H22は、CHO細胞上で発現させた無傷のヒトCD20及びイヌCD20の両方と結合する。結果を
図3A－Dに示す。図3Aは、H299（6μg/mL）とイヌCD20 CHO細胞との結合を示す。図3Bは、
H299（6μg/mL）とヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。図3Cは、抗マウスPE二次抗体（Sig
ma P9287）単独とイヌCD20 CHO細胞との結合を示す。図3Dは、抗マウスPE二次抗体（Sigm
a P9287）単独とヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。
【実施例３】
【００７３】
　Bly1及びH299抗ヒトCD20モノクローナル抗体とイヌCD20ペプチド配列番号：2との結合
の比較
　Bly1及びB299モノクローナル抗体とイヌCD20（配列番号：2）の酸化ペプチドループと
の結合を、ELISAによって及びトランスフェクトCHO細胞の表面上でFACSによって比較した
。マイクロタイタープレートのウェルを50μg/mLの酸化ペプチドで被覆した。H299又はBl
y1 MAbを1.25－10μg/mLで濃度を上昇させながら添加し、抗マウスIgGポリクローナル抗
体セイヨウワサビペルオキシダーゼ（HRP）を用いて反応させた。
　結果を図4に示す。これらの条件下で、H299モノクローナル抗体は、酸化イヌCD20ペプ
チドとBly1モノクローナル抗体よりも高い親和性で結合した。
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【実施例４】
【００７４】
　H299及びBly1モノクローナル抗体と無傷の細胞性CD20との結合実験
　II型抗ヒトCD20モノクローナル抗体H299及びBly1とイヌCD20エピトープループとの結合
が無傷の細胞性CD20との結合のために十分であったことを確認するために、イヌCD20及び
ヒトCD20ポリペプチド（配列番号：2及び配列番号：3）をCHO細胞の表面で発現させ、蛍
光強度によって及び蛍光活性化細胞分類装置（FACS）を用いてサンプル中の陽性細胞パー
センテージによって示されるH299又はBly1の結合について試験した。
　結果を図5A－Fに示す。II型抗ヒトCD20モノクローナル抗体H299及びBly1は、CHO細胞上
で発現させたヒト及びイヌCD20と同様な程度で結合する。図5A及び5Bは、平均蛍光強度（
図5A）及び陽性細胞パーセンテージ（図5B）によって表示される、H299モノクローナル抗
体（10μg/mL）とイヌCD20及びヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。図5C及び5Dは、平均蛍
光強度（図5C）及び陽性細胞パーセンテージ（図5D）によって表示される、Bly1モノクロ
ーナル抗体（10μg/mL）とイヌCD20及びヒトCD20 CHO細胞との結合を示す。図5E及び5Fは
、H299モノクローナル抗体及びBly1モノクローナル抗体とイヌCD20-CHO細胞との結合のそ
れぞれ柱状図を示す。アイソタイプコントロール（Iso）及び検出抗体無しで調製したサ
ンプル（-D）が表示される。
【実施例５】
【００７５】
　II型モノクローナル抗体H299によるイヌCD20との結合はジスルフィド結合に決定的に依
存することを示す
　相同なビオチニル化ヒトCD20ペプチド（IYNCEPANPSEKNSPSTQYC（配列番号：3）を被覆
したウェルと並べて、ビオチニル化酸化イヌペプチド配列番号：2をストレプトアビジン
被覆マイクロタイタープレートのウェルの表面に結合させた。前記ペプチド被覆ウェルの
半分をジチオスレイトール（DTT）で処理してジスルフィド結合を還元させてから洗浄し
た。続いて、H299モノクローナル抗体の結合を、継続的DTTの存在下又は非存在下で判定
した。
　ELISAプレート（遮断剤BSAとともにReacti-Bind NeutrAvidinで被覆（hermo Scientifi
c、カタログ番号15123））を、PBS中のヒトCD20又はイヌCD20ペプチド（50μg/mL ）の10
0μLとともに4℃で一晩インキュベートした。前記プレートをPBSで3回洗浄し、PBS中の15
mM DTTの100μLとともに室温で30分インキュベートすることによって該ペプチドを還元し
た。PBS/DTT溶液を除去し、このプレートを100μLのB1モノクローナル抗体（PBS又はDTT/
PBS中で500ng/mL）とともに室温で1時間インキュベートした。マウスIgG2a Kアイソタイ
プコントロール（ebiosciences、カタログ番号16-4724-81）を500ng/mLでコントロール抗
体として用いた。前記プレートをPBSで3回洗浄し、1：5000にPBSで希釈した100μLの検出
抗体（Sigma、ウサギ抗マウス免疫グロブリンポリクローナル抗体/HRP、カタログ番号P01
61）とともにインキュベートした。PBSで3回洗浄後、100μLの基質を添加し、反応を進行
させた。停止溶液（100μL、2MのH2SO4）を添加し、ウェルの吸収を450nmで読み取った。
　結果を図6に示す。これらは、H299とイヌCD20エピトープとの結合はそれが酸化されて
いるか否かに決定的に左右されることを示している。なぜならば、DTTによる前処理は該
イヌペプチドとの結合を全て消失させたからである。相同なヒトCD20ペプチドとの結合は
減少したが酸化によっては消失せず、これは、H299が以前（Teeling et al., 2006）に記
載された（該システイン残基は各々アラニンと入れ替えられている）同じ領域の直鎖状ペ
プチドと結合できることと一致する。H299と直鎖状（還元）イヌペプチドループとの結合
の欠如は、抗ヒトCD20モノクローナル抗体と仮説的イヌCD20細胞外ドメインの大きな直鎖
状ペプチドとの結合をこれまで検出できなかったことと（Beall et al.）一致する。この
ことはまた、H299とヒトCD20配列由来の直鎖状ペプチド（8mer）との結合を示したNieder
fellnerら（2011）の発見とも一致する。
【実施例６】
【００７６】
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　GA101モノクローナル抗体のイヌ化型の例
　本実施例では、本発明者は、フレームワーク領域のアミノ酸配列を置換することによっ
てII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体GA101をイヌ化し、イヌへの投与時の該抗体の免疫
原性を低下させた。CDRドメインのアミノ酸配列に対する変更は全く為されなかった。さ
らにまた、‘イヌ化’重鎖及び軽鎖可変ドメインをイヌ由来定常ドメインに連接した。
　イヌ化GA101軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列は、FR1からFR4のフレームワーク領域を
示す配列番号：7－10を含む配列番号：15に示される（FR1：DIVMTQTPLSLSVTPEEPASISC（
配列番号：7）、FR2：WYLQKPGQSPQLLIY（配列番号：8）、FR3：GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVE
AEDVGVYYC（配列番号：9）、FR4：FGAGTKVEIK（配列番号：10）。
　さらにまた、イヌ化GA101可変ドメインのアミノ酸配列は、FR1からFR4のフレームワー
ク領域を示す配列番号：11－14を含む配列番号：16に示される（FR1：EVQLVQSGGEVVKPGGS
LKVSCVASGF（配列番号：11）、FR2：WVRQAPGQGMEWVG（配列番号：12）、FR3：RVTITRDNSK
STAYLELSSLRSEDTAVYYCAR（配列番号：13）、FR4：WGQGTLVTVSS（配列番号：14）。
　図7は、完全なイヌ化GA101 VKカッパ可変軽鎖アミノ配列（配列番号：15）（ここでCDR
領域残基は太字で示される）及び完全なイヌ化GA101 VH可変重鎖（配列番号：16）（ここ
でCDR領域残基は太字で示される）を示す。さらにまた、表1－8は、GA101モノクローナル
抗体軽鎖及び重鎖可変ドメインのフレームワーク領域をイヌ化するプロセスで用いられた
アミノ酸残基置換を示す。
【００７７】
表1：軽鎖可変ドメインFR1残基

【００７８】
表2：軽鎖可変ドメインFR2残基
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表3：軽鎖可変ドメインFR3残基
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表4：軽鎖可変ドメインFR4残基
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【００８１】
表5：重鎖可変ドメインFR1残基
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【００８２】
表6：重鎖可変ドメインFR2残基

【００８３】
表7：重鎖可変ドメインFR3残基
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表8：重鎖可変ドメインFR4残基
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【００８５】
　完全長のイヌ化GA-101重鎖及び軽鎖をコードするDNA（配列番号：17及び配列番号：18
）をCHO細胞にトランスフェクトし、上清をイヌCD20環状ペプチド配列番号：2との結合に
ついてELISAで試験した。用量応答は、他のII型抗ヒトCD20抗体及びその親のマウス抗体B
ly-1と同様に、イヌ化GA101もまたイヌCD20と結合することを示している。図8は、完全な
イヌ抗体として発現させたとき、GA101の該イヌ化可変ドメインは図1の環状CD20ペプチド
（配列番号：2）と結合することを示す。このことは、上記Bly-1（及び外延すればヒト化
変種GA101）に関するデータを確認するものであり、イヌCD20上の共通のエピトープと結
合するII型抗ヒトCD20モノクローナル抗体のさらに別の例であることが確認される。した
がって、イヌCD20上の構造的に拘束された共有エピトープをモノクローナル抗体のための
新規な標的として使用することの有効性を立証する。
【実施例７】
【００８６】
　新規なII型モノクローナル抗体RA2及びRF2
　環状ヒトCD20（配列番号：3）及びイヌCD20（配列番号：2）ペプチドの組合せを用い、
ヒト及びイヌペプチドの両方と結合するモノクローナル抗体をスクリーニングした。先に
図1の環状イヌCD20ペプチド（T細胞ヘルプの供給源としてアミノ末端でジフテリア類毒素
と結合されてある）で免疫したマウスを通常のハイブリドーマスクリーニングに用いた。
2つの抗体（RA2及びRF2）ハイブリドーマを選別し、前記との結合とともにげっ歯類CD20
（配列番号：6）及びネコCD20（配列番号：4）ペプチドとの結合について試験した。結果
を図9に示す。RA2及びRF2はイヌCD20と強く結合し、さらにRF2はヒトCD20ペプチドと強く
結合したが、一方RA2は弱く結合する。予想に反して、RA2及びRF2はネコCD20と、さらに
げっ歯類CD20ペプチドとも強く結合した。この新規な結合パターンは、II型抗ヒト抗体H2
99（前記もまた図9に示されている）のエピトープとオーバーラップするエピトープを示
唆する。
　RA2及びRF2の可変重鎖及び軽鎖をコードするmRNAをキアゲン（Qiagen）キットを用いて
抽出し、マウス免疫グロブリン特異的オリゴヌクレオチドプライマー（Novagen）及びス
ーパースクリプト（Superscript）III第一鎖合成系キットを用いてRT-PCRによってcDNAを
調製した。ノバゲン（Novagen）IgGカッパ特異的定常ドメインリバースプライマーを用い
て前記PCR生成物の配列を決定した。前記誘導配列を図10に示す（a、b：muRA2のVH及びVL
、c、d：muRF2のVH及びVL）。前記配列は関係性を示すが（図10e）、CDR領域にはいくつ
かの相違が存在する。
　オリゴヌクレオチドによる遺伝子合成を用いて、RA2及びRF2可変重鎖及び軽鎖配列（配
列番号：23－26）をIgG2a/カッパ抗体として再構成してpcDNA3.3ベクターでクローニング
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し、CHO細胞で適切なペアとして同時発現させた。上清に発現された抗体をプロテインAク
ロマトグラフィーによって精製し、CD20ペプチドELISAによって結合を試験した（図11）
。精製したマウスRA2及びRF2の両組換え型が環状イヌ及びネコCD20ペプチドと強く結合し
、さらにマウス及びヒトCD20ペプチドとも強く結合した（RA2のヒトCD20ペプチドとの結
合は、図9の対応するハイブリドーマ上清に関するものよりも顕著であった）。
　したがって、RA2及びRF2抗体と環状イヌ、ヒト、マウス及びネコCD20エピトープとの結
合が確認されたことによって、H299及びBly1によって具体化されるII型抗ヒトCD20抗体が
共有するものよりもさらに拘束されたエピトープが提唱される。図12は、各々の種の対応
するCD20ペプチドのアラインメントを示し、それらから共通のエピトープSEKNS（配列番
号：67）を導くことができる。SEKNS（配列番号：67）はPSEKNSL（配列番号：1）のサブ
エピトープであり、これらの種の各々に共通の予想外に小さいエピトープがRA2及びRF2の
ための免疫及び選別によって導かれたことを示唆している。
　イヌ及びネコの治療でRA2及びRF2を役立てるために、キメライヌ抗体、イヌ化及びネコ
化抗体を（上記イヌ化GA101のように）設計し、組換えマウスRA2及びRF2の発現及び精製
について上記に記載した技術を用いてCHO細胞から発現させ精製した。
【実施例８】
【００８７】
　キメライヌ並びにイヌ化RA2及びRF2抗体
　RA2重鎖（アイソタイプA、B、C、D）及び軽鎖のマウス-イヌキメラ型は配列番号：27、
28、29、30及び31によって表される。
　RF2重鎖（アイソタイプA、B、C、D）及び軽鎖のマウス-イヌキメラ型は配列番号：32、
33、34、35及び36によって表される。
　イヌ化RA2可変重鎖（VH）及び軽鎖（VL）ドメインは配列番号：37及び38によって表さ
れる。完全なイヌ化RA2抗体重鎖（アイソタイプA、B、C、D）及び軽鎖は配列番号：40、4
1、42、43及び44によって表される。
　イヌ化RF2可変重鎖（VH）及び軽鎖（VL）ドメインは配列番号：44及び45によって表さ
れる。完全なイヌ化RF2抗体重鎖（アイソタイプA、B、C、D）及び軽鎖は配列番号：46、4
7、48、49及び50によって表される。
　図15はSDS-PAGEゲル実験を示し、ここでは、精製マウスRA2及びRF2、キメラRA2（HCBア
イソタイプ配列番号：28及び31）及びRF2（HCBアイソタイプ配列番号：33及び36）、並び
にイヌ化RA2（HCBアイソタイプ配列番号：40及び43；HCCアイソタイプ配列番号：41及び4
3）及びRF2抗体（HCBアイソタイプ配列番号：47及び50；HCCアイソタイプ配列番号：48及
び50）が、還元及び非還元条件下で分離された。HCB及びHCCアイソタイプはそれらの補体
動員能力のために選択された（前記能力は、例えばイヌの治療及びin vivoでのCD20発現
リンパ腫細胞の除去で潜在的に有用な抗体の望ましい特色である）。H2L2テトラマー抗体
は、上段の非還元ゲルにおいて約150kDaの分子量で示されている。重鎖及び軽鎖に対応す
るバンドは、下段の還元ゲルにおいてそれぞれ約50kDa及び25kDaで認めることができる。
　図15に示す精製抗体を種々の種に由来する環状CD20ペプチドとの結合について上記のよ
うにELISAによって試験した。図16aは、キメラ及びイヌ化RA2及びRF2抗体と環状イヌCD20
ペプチドとの結合を示す。図16bは、親のマウス抗体の結合特異性とおおまかに類似する
結合特異性を示す、種々の種に由来するペプチドとの結合性を示す（図11参照）。
【実施例９】
【００８８】
　キメラ並びにイヌ化RA2及びRF2抗CD20抗体は活性なFcドメインを有する
　疾患の治療で（例えばイヌCD20+リンパ腫又はB細胞媒介炎症疾患を罹患するイヌで）イ
ヌCD20発現細胞の除去を可能にするメカニズムは、抗CD20抗体の結合に続く免疫系のエフ
ェクター武装集団の動員を含む。図17及び18は、組換えキメラ並びにイヌ化RA2及びRF2抗
体の構築で用いられた選択イヌ重鎖HCB及びHCCが、補体動員（図17、C1q ELISA）及びイ
ヌCD64との結合（図18）（CD64は、抗体依存細胞性細胞傷害を媒介する高親和性Fcレセプ
ターである）において機能を有することを示している。図17は、補体C1qとモノクローナ
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の結合を示す。パネルAは、例示としてイヌHCA及びHCDアイソタイプを有する抗イヌNGF抗
体は補体を動員しないが、HCB及びHCCを有するものは確かに補体を動員することを示す。
したがって、我々は、組換え抗CD20抗体（エフェクター機能が所望される）をHCB及びHCC
アイソタイプとして構築した。パネルB及びCから分かるように、RF2のマウスIgG2a変種（
muRF2）並びにキメラHCB（chiRA2-B、chiRF2-B）、イヌ化HCB（caRA2-B、caRF2-B）及び
イヌ化HCC（caRA2-C、caRF2-C）アイソタイプ変種の各々はいずれも補体と結合する（ELI
SAで補体C1qとの陽性免疫反応性によって立証）。C1qとの結合は、これらの抗体が補体依
存細胞傷害（CDC）を媒介するであろうということを示している。HCB及びHCCアイソタイ
プを土台とするキメラ及びイヌ化抗体の全ての型が本アッセイで陽性を示した。
　図18は、可溶性組換えイヌ高親和性Fcレセプター（scaCD64）とキメラ並びにイヌ化RA2
及びRF2との結合を示す。CD64との結合は、これら抗体が、抗体依存細胞性細胞傷害（ADC
C）を介して機能するであろうということを示している。HCB及びHCCアイソタイプを土台
とするキメラ及びイヌ化抗体の全ての型が本アッセイで陽性を示した。
【実施例１０】
【００８９】
　ネコ化RA2及びRF2抗体
　RA2及びRF2と環状ネコ化CD20ペプチドとの強力で予想外の結合並びにRA2及びRF2からイ
ヌ化バージョンの設計及び構築の成功が得られたので、RA2及びRF2のネコ化及びキメラネ
コバージョンがネコB細胞媒介疾患の治療のために所望されよう。配列番号：51、52、53
及び54はそれぞれRA2並びにRF2重鎖及び軽鎖のネコ化可変ドメインを表す。これらから上
記のげっ歯類及びイヌバージョンを用いた例示の方法により、ネコ定常ドメインを用いて
RA2及びRF2の完全なネコバージョンを構築し得る。
　本明細書に引用した全ての文書類は参照により本明細書に含まれる。本発明の記載の実
施態様に対する多様な改変及び変型が、本発明の範囲を逸脱することなく当業者には明白
であろう。本発明を特定の好ましい実施態様との関連でこれまで説明してきたが、特許請
求の範囲に記載した本発明はそのような個々の実施態様に限定されるべきではないことは
理解されよう。実際のところ、当業者に明白である、本発明の実施に関して記載した態様
の多様な改変が本発明に包含される。
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